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RESUMEN

Las enfermedades periapicales son una patologia muy frecuente. Este tipo de lesiones desarrolla una respuesta
inmune la cual es desencadenada por la presencia de bacterias en el conducto radicular y sus toxinas en la
regiobn periapical. El sistema inmunolégico esta compuesto de células cuya principal funcion es el
reconocimiento, neutralizacién o destruccién de antigenos que penetran en el organismo. Algunos reportes de
la literatura confirman la participacion del sistema inmune en el proceso periapical inflamatorio. Grupos de
bacterias se comunican unas con otras para coordinar su comportamiento y funcibn como un organismo
multicelular. Como especialistas en el area odontolégica debemos de reconocer este tipo de mecanismos
antigeno-anticuerpo y todo lo que se desarrolla en estas etapas del desarrollo de la enfermedad periapical a
nivel celular. El propésito de este estudio es valorar la respuesta inmunoldgica y microbiolégica en muestras

biolégicas provenientes de un paciente con diagnostico de periodontitis apical.

PALABRAS CLAVE: PERIODONTITIS APICAL, RESPUESTA INMUNE, ANALISIS MICROBIOLOGICO.

ABSTRACT

Periapical disease is a common condition. This type of injury develops an immune response which is triggered
by the presence of bacteria in the root canal and their toxins in the periapical region. The immune system is
composed of cells whose main function is the recognition, neutralization or destruction of antigens that enter the
body. Some literature reports confirm the involvement of the immune system in the inflammatory periapical
process. Groups of bacteria communicate with each other to coordinate their behavior and function as a
multicellular organism. As specialists in the dental area we must recognize this type of antigen-antibody
mechanisms and all what develops in these stages of development of periapical disease at the cellular level.
The purpose of this study is to assess the immune and microbiologic response in biologic samples provided from

a patient with a apical periodontitis diagnosis.

KEYWORDS: PERIODONTITIS APICAL, IMMUNE RESPONSE, MICROBIAL ANALYSIS.
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1. INTRODUCCION.

En 2008 la Asociacion Americana de Endodoncia celebr6 una conferencia de consenso para estandarizar los
términos diagndsticos utilizados en endodoncia en donde se realizaron recomendaciones universales con
respecto al diagnéstico endodéntico dando como definicion de necrosis pulpar como una categoria de
diagndstico clinico en donde se indica la muerte de la pulpa dental, necesitado de un tratamiento de conductos.
La pulpa no responde a las pruebas y es asintomatica. La necrosis pulpar por si sola no causa periodontitis
apical ( dolor a la percusidn o evidencia radiografica de destruccién ésea) a menos de que el conducto radicular
esté infectado. Algunos dientes no responden a las pruebas pulpares a causa de calcificaciones, una historia
reciente de trauma, o simplemente el diente no esté respondiendo. Es por ello que todas las pruebas deben ser
de naturaleza comparativa (e.g. el paciente puede que no responda a pruebas térmicas en ninguan diente).

Por otra parte, la Asociacién Americana de Endodoncia describe el absceso apical crénico como una reaccion
inflamatoria a la infeccidon y necrosis pulpar estando dentro de la clasificacion de lesiones periapicales,
caracterizada por un ataque gradual, pequefio 0 algun malestar con pequefias secreciones intermitentes de pus
a través de una fistula asociada. Radiograficamente, existen signos tipicos de destruccion ésea tales como
radiolucidez. Para identificar el origen de la fistula cuando ésta se presenta, una punta de gutapercha es
colocada cuidadosamente a través de la entrada hasta que se detenga.(AMERICAN ASSOCIATION OF
ENDODONTIST 2013)

Este tipo de lesiones de origen endoddntico plantean un reto particular desde que la bacteria persiste en un
reservorio protegido que no es facilmente accesible a la defensa del sistema inmune, durante esta respuesta
del huésped existe una inhibicién de la respuesta inmune, induciendo la formacidn de lesiones osteoliticas.
Ambas lesiones exhiben inflamacién la cual parece inhibir la formacion de hueso. Las lesiones de origen
endoddntico estdn asociadas con la contaminacion bacteriana y la necrosis de la pulpa dental, la cual progresa
tipicamente a través de cuatro etapas: 1) Exposicion de la pulpa dental hacia la cavidad oral con una
colonizacion subsecuente de bacterias. 2) Inflamacién y necrosis de la pulpa dental. 3) Desarrollo de la
inflamacion en el &rea apical y, 4) Resorcién periapical del hueso y formacién de granulomas o quistes.
(Graves, 2011, Staudt, 2001)

Por otra parte, el absceso apical cronico es una enfermedad inflamatoria que afecta el tejido que rodea la
porcion apical de la raiz dental y es afectada principalmente por microorganismos infecciosos que afectan la
raiz dental. La enfermedad puede manifestarse clinicamente en distintas formas y las bacterias son los mayores
microorganismos implicados en la patogénesis de periodontitis apical. Las lesiones periapicales son para la
mayoria infecciones enddgenas que surgen de la microbiota oral normal bajo condiciones predisponentes
(necrosis pulpar, o remocidén pulpar en un tratamiento). En los Ultimos afios se ha presenciado una tendencia
hacia un concepto holistico de la etiologia de infecciones humanas enddgenas que consideran la comunidad
bacteriana como una unidad de patogenicidad. Este concepto es aplicable en los tres mayores grupos de

enfermedades orales, caries, periodontitis marginal y periodontitis apical. (Siqueira, 2009)
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Las infecciones endodonticas pueden ser clasificadas de acuerdo a su localizacion anatomica (infeccion
intrarradicular o extrarradicular) y por el tiempo en el que participan los microorganismos que van entrando

hacia los conductos radiculares (primaria, secundaria o persistente). (Siqueira 2005)

Andlisis de perfiles comunitarios de la microbiota endodéntica han revelado algunos hallazgos interesantes: a)
la confirmacion de que los diferentes tipos de infecciones endoddnticas estdn compuestas de diversas especies
bacterianas; b) algunas bacterias no cultivadas con baja representacién pueden encontrarse comiunmente en
infecciones de conductos radiculares; c¢) las especies bacterianas pueden seguir un patrén especifico de
acuerdo a la condicién clinica (periodontitis apical crénica, absceso apical agudo y dientes tratados); d) existe
una gran variabilidad interindividual en las especies bacterianas endodénticas asociadas con la misma
enfermedad clinica, i.e. cada individuo aloja una microbiota Unica en términos de especie, riqueza y
abundancia; e) esta variabilidad interindividual es aun mayor cuando individuos de distintos localidades

geograficas son analizadas. (Siqueira, 2009; LI, 2013)

Estas infecciones estan causadas por microorganismos que colonizan el tejido pulpar necrético. Puede ademas
ser también considerado como una infeccion inicial o “salvaje”, en el sentido de que no ha existido una
intervencién profesional adn. Los microorganismos participantes han estado involucrados en etapas tempranas
de invasion pulpar (usualmente por via de la caries), la cual culmina en inflamacién y una necrosis, o pueden
ser recién llegados los cuales tomaron ventaja de las condiciones ambientales en el conducto antes de la
necrosis pulpar. Las lesiones primarias son la causa primaria de periodontitis apical, la cual se puede manifestar
por si sola como una enfermedad crénica o aguda. Algunas condiciones agudas pueden evolucionar a un

absceso. (Siqueira, 2009)

Las infecciones primarias son dominadas principalmente por bacterias anaerobias organizadas en una
comunidad mixta. El total de la densidad bacteriana por conducto radicular varia entre 10 hasta 10®. La
periodontitis apical aguda y el absceso apical cronico son dos formas tipicas de periodontitis apical. (Siqueira,
2009).

Por tales motivos el presente estudio de investigacidn de caso clinico estd enfocado a valorar la expresién de
leucocitos que se presentan durante la respuesta inmunolégica en un paciente con lesién primaria, ademas se

realizard un examen bacteriolégico de una muestra proveniente del absceso apical de este paciente.
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2. MARCO TEORICO:

ANTECEDENTES GENERALES Y ESPECIFICOS.

2.1. LESIONES DE ORIGEN ENDODONTICO

Las lesiones endodénticas tipicamente son desarrolladas por la exposicidn del tejido pulpar a una bacteria oral
como resultado de las deficiencias en la integridad de un diente. Esto puede resultar de una lesion cariosa la
cual disuelve el tejido dental mineralizado, fracturas de la estructura dental, asi como circunstancias

iatrogénicas y otras las cuales alojan a la bacteria y penetra dentro de los tejidos pulpares. (Graves, 2011)

Las lesiones periapicales crénicas son el resultado de una actividad mutua de la microbiota en el conducto
radicular y la respuesta multilateral del huésped a la infeccion. Inflamaciones no especificas, agudas o crénicas,
incluyendo las respuestas inmunoldgicas humorales o celulares, participan en la aparicion, desarrollo y
perpetuacién de esta lesién. Las lesiones crénicas periapicales son una consecuencia de un proceso
inflamatorio agudo sin tratar, y al mismo tiempo la reaccién de proteccién del organismo el cual no tuvo éxito en
neutralizar los factores nocivos los cuales subsecuentemente perpetuaron en el proceso inflamatorio. (Graves,
2011) Los aspectos fundamentales radiogréficos fundamentales a tener en cuenta para la valoracion
radiografica son: anomalias de densidad, alteraciones de la estructura, signos de proliferacion y topografia de

las lesiones. (Torrijos, 2006)

Durante esta respuesta un nimero de tipos celulares presentan la liberacién de citoquinas, quimiocinas,
leucotrienos y prostaglandinas dentro del &rea. Estos mediadores inflamatorios refuerzan el reclutamiento de
leucocitos polimorfonucleares (PMNs) y otros leucocitos, creando una dicotomia interesante de actividad y
consecuencias en cuanto a los papeles de proteccion o destruccion de los mediadores. Como es de esperarse,
la respuesta del huésped juega un papel critico y protector en lesiones de origen endodéntico, limitando la
proliferacion de la infeccion hacia planos faciales. Los inhibidores especificos de las citoquinas inflamatorias
tienden a causar la formacién de lesiones osteoliticas mayores desde que se compromete la habilidad del
huésped para protegerse a si mismo del reservorio bacteriano en el tejido pulpar. Este aumento de las
dimensiones de la lesidn ocurren aunque las citoquinas inflamatorias bloqueadas jueguen un papel importante
en la osteoclastogénesis. (Graves, 2011) En otro ejemplo, la supresion del receptor de sefial del TNF e IL-1
causa grandes lesiones osteoclastica aunque ambas citoquinas estimulen la resorcion 6sea. Esto ocurre porque
la supresién de la sefializacion del TNF o IL-1 dafia la actividad antibacterial de la respuesta del huésped la cual
es critica en lesiones de origen endodontico. En particular el receptor de sefializacién de IL-1 es necesitado
para prevenir la proliferacién de la infeccion de la pulpa necrética en planos faciales y proteger al huésped de
una morbilidad significativa y una mortalidad que pueda resultar. Asi, existe un complejo considerable en la
examinacion del impacto de la sefializacién de citoquinas desde que estas tienen ambos papeles destructivo,
asi como de proteccién en la defensa antibacteriana. El control de la infeccién periapical parece ser un aspecto
critico de este proceso, desde que la ausencia de la enzima pleiontrépica inducible de oxido nitroso sintetaza

(iNOS) también resulte en lesiones mayores con el reclutamiento de un mayor nimero de células inflamatorias
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y frecuentemente asociado con el desarrollo de abscesos periapicales. (Graves, 2011)

2.2. MICROFLORA Y FACTORES DE VIRULENCIA (PAMPs).

Miller, en 1894 fue el primero en publicar observaciones de conductos radiculares infectados, sin embargo no
existian los métodos para verificar sus hallazgos. Con el tiempo, la diversidad de los microorganismos comenzé
a ser evidente y su clasificacion para la identificacién de especies comenzé a ser necesaria. La taxonomia
bacteriana fue basada en sus caracteristicas principales. La identificacién precisa de los microorganismos que
participan en la periodontitis apical es de gran importancia en orden de entender el proceso infeccioso y proveer
un tratamiento antimicrobiano efectivo. La identificacion de patégenos generalmente involucra el microscopio,
ensayos inmunolégicos y métodos moleculares. La poblaciéon microbiana y el ambiente que lo rodea juntos son
conocidos como ecosistema. El establecimiento de microorganismos en un hospedero es llamado colonizacion.
Una colonizacién permanente en una relacion simbidtica resulta en el establecimiento de la flora normal.
Colonizaciéon microbiana de un recién nacido es un estimulo para el desarrollo del sistema inmunolégico. Si la
flora normal proporciona las condiciones adecuadas y gana acceso a un tejido normal estéril tal como la pulpa
dental o tejidos perirradiculares, se vuelven en patégenos oportunistas. El grado de patogenicidad es
determinado por su virulencia. La respuesta del huésped a una infeccion microbiana debe ser de inflamacién no

especifica y/o de reaccién inmunolédgica especifica.

Una infeccién es producida si la invasion de microbios produce un dafio a los tejidos. EL absceso apical crénico
es el resultado de ambos: efecto patogénico de los microbios y la respuesta del huésped. El objetivo de los
clinicos es el de interrumpir y destruir el ecosistema microbiano asociado con el proceso de la enfermedad.
(Peciluiene, 2008; Baumgartnert, 2004)

Kakehashi et al. demostraron que la necrosis pulpar y el desarrollo de lesiones periapicales inflamatorias sélo
ocurren después de una exposicion de la pulpa dental hacia la cavidad oral en ratas convencionales con
microorganismos normales en su flora y en ratas libres de gérmenes. (Baumgartnert, 2004) La microflora de
diversos tipos de bacteria en la pulpa necrética dental fue demostrada mas de un siglo atras. (Miller, 1894; Nair,
2004; Siqueira, 2009)

La diversidad microbiana en infecciones endodénticas ha sido evaluada por cultivos anaerdbicos y por métodos
de cultivos moleculares independientes. Colectivamente mas de 400 taxones microbianos diferentes han sido
identificados en diferentes formas de periodontitis apical. Esta taxa es usualmente encontrada en combinacién
involucrando muchas especies en infecciones primarias y algunas otras en infecciones

secundarias/persistentes. (Sundqvist, 2003; Siqueira, 2009)

Estudios filogenéticos han revelado que los organismos vivientes estan dentro de tres grupos dominantes-
Bacteria, Eucarya y Arqueas. Las bacterias estan siguiendo seis filos: Actinobacteria, Fusobacteria,
Proteobacteria, Bacteroides, Firmicutes y Espiroquetas con los tres ultimos grupos conteniendo la mayoria de

las bacterias identificadas en infecciones endodénticas. Las infecciones endodénticas son infecciones



EXERESION DE LEUCOCITOS Y ANALISIS BACTEREOLOGICO EN UN PACIENTE CON NECROSIS PULPAR Y ABSCESO APICAL
CRONICO: CASO CLINICO.

polimicrobianas consistiendo principalmente en anaerobios obligados y anaerobios facultativos. (Craig, 2004)

Las bacterias anaerobias son capaces de fermentar aminodcidos y péptidos, mientras que las bacterias que
obtienen energia principalmente por la fermentacion de carbohidratos pueden estar restringidas por una falta de
nutrientes disponibles. Esta es una de las causas por las cuales la flora es dominada por bacterias facultativas
anaerobias tales como Streptococco, en la seccion coronal de los conductos radiculares expuestos a la cavidad
oral, y bacterias anaerobias dominando la seccion apical. (Sundqvist, 2003) Para que la bacteria se establezca
favorablemente como un patégeno endoddntico, tienen que sobrellevar una serie consecutiva de barreras sobre
y dentro del diente hospedador. En un conducto no tratado, microbios deben violar el esmalte dental por la via
de microfiltracion, fracturas o caries, luego llegar a la pulpa por medio de la dentina. La pulpa tiene su propio
mecanismo de defensa, el cual debe vencer por medio de un consorcio colectivo microbiano. El factor mas
importante que maneja este desarrollo es la disponibilidad de nutrientes, niveles de oxigeno (potencial redox) y
el pH local dentro del conducto. Nutrientes exdgenos, tales como carbohidratos fermentados, pueden afectar la
ecologia microbiana de éareas de la corona de un conducto radicular, pero proteinas enddgenas y
glucoproteinas son los principales nutrientes en el conducto principal del sistema de conductos radiculares.
(Sundgvist, 2003).

Infecciones Primarias son causadas predominantemente por bacterias Gram-negativas anaerobias
especialmente: Prevotella, Porphyromonas Treponemas, Fusobacterium spp. (Gomes, 2012) Principales
patégenos endoddnticos importantes: Treponema denticola, Tannerella forsythia, Porphyromonas endodontalis,
Porphyromonas gingivalis, Parvimonas micra, Prevotella intermedia/ Nigrescens, Fusobacterium nucleatum,
Campylobacter rectus, Streptococcus anginosus (Siqueira, 2007). La infecciébn de tubulos dentinarios llega
dentro de los tdbulos dentinarios hasta 2000um como es el caso de E. Faecalis, A. Israeli, Lactobacilos,
Streptococos, Propionibacterium, Peptoestreptocoscos siendo estos los mas penetrables. (Baugh 2005) Es bien
sabido que para que cualquier especie bacteriana produzca una enfermedad, deben alcanzar una densidad
poblacional (carga) para propiciar un dafio de tejidos ya sea causado por la misma bacteria o por una respuesta

del huésped como una respuesta del mecanismo de defensa. (Peciluiene, 2008; Siqueira, 2007; Siqueira, 2008)

Antes de que una gran cantidad de células bacterianas lleguen a la zona infectada, ningun signo o sintoma de
enfermedad es aparente. Posiblemente el nimero de células para provocar una enfermedad es inversamente
proporcional a la virulencia, es decir, cuanto mayor es virulencia bacteriana, menor es el numero de células
necesarias para causar la enfermedad. Las infecciones endoddnticas son caracterizadas por poblaciones
mixtas de 10 a 20 especies con varios niveles de virulencia, es virtualmente imposible comprobar el umbral mas
alld del numero de células necesarias para inducir enfermedad. La resistencia del huésped es otro factor
importante que influye en la patogénesis de la enfermedad. La misma combinacion de especies bacterianas

pueden dar respuesta a diferentes respuestas en diferentes individuos. (Siqueira, 2008)
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Figura 1. El objetivo principal del tratamiento endodéntico de dientes con periodontitis apical. (A) las bacterias
deben alcanzar una cantidad de células suficientes para causar una enfermedad (carga bacteriana). Antes de
gue se alcance este umbral, los signos clinicos y sintomas de la enfermedad no son evidentes. (B) Después de
gue los niveles de bacterias son alcanzados y exceden el umbral, la enfermedad infecciosa (periodontitis apical)
es establecida. (C) Si los procedimientos del tratamiento no tienen éxito en reducir los niveles bacteriol6gicos
por debajo del umbral, la enfermedad persistird. (D) El tratamiento exitoso no necesariamente esteriliza el
conducto radicular pero reduce la poblacién bacteriana a un nivel subcritico que son compatibles con la
cicatrizacion. (Siqueira, 2008)

Idealmente, los procedimientos de tratamientos endodénticos deben esterilizar el conducto radicular (es decir,
eliminar todos los microorganismos vivos presentes en todo el sistema de conductos radiculares). Sin embargo,
dada la complejidad anatémica del sistema, es ampliamente reconocido que con instrumentos disponibles,
sustancias y técnicas, el cumplimiento de esta meta es utdpico en la mayoria de los casos. Por lo tanto, el
objetivo alcanzable es reducir la poblacion bacteriana a un menor nivel del necesario para inducir o sostener
una enfermedad. (Siqueira, 2008; Nair, 2004) En este entendido el verdadero propédsito del tratamiento
endododntico es el reducir la poblacion bacteriana a niveles que no sean detectados por procedimientos de
cultivo (aprox. <10*3 — 10*4 células). (Siqueira, 2008)

Se ha reportado que el Solobacterium oral, Bacteroides, Pseudoramibacter, estdn presentes antes del
tratamiento endodéntico, mientras que las especies de Streptococcus son predominantes después del
tratamiento con pasta de hidréxido de calcio. Sin embargo, perfiles detallados de microflora no han sido
aclarados, y la influencia de los medicamentos intraconducto ademas del hidréxido de calcio han sido
desconocidos. Basados en las curvas de rarefaccion, la comunidad bacteriana antes de los tratamientos es mas
diversa que después del tratamiento. Fusobacterium asi como Streptococcus, Olsenella, Pseudoramibacter, son
predominantes (en un total de 39%) antes del tratamiento de conductos en el estudio de Yasuhiro Ito et al.
Estos cuatro géneros predominantes parecen pertenecer a la microflora oral, lo que sugiere que estas bacterias
del conducto radicular son derivadas de otros sitios orales, y que estas bacterias se encuentran entre las
bacterias mas predominantes en los conductos radiculares, siendo asociados estas con lesiones periapicales.
(Yosuhiro, 2010; Nair, 2004) >90% anaerobios obligados Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella,

Eubacterium y Peptostreptococos. En contraste la composicion microbiana en el tercio apical de los conductos
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de dientes afectados periapicalmente con conductos pulpares expuestos a la cavidad oral no es solamente

diferente pero es ademés menos dominado 70% < por anaerobios estrictos (Baumgartner, 1991; Nair, 2004).

Las bacterias involucradas en la patogénesis de la periodontitis apical pueden haber participado en etapas
tempranas de inflamacion pulpar y necrosis o tal vez han logrado entrar al espacio del conducto radicular en
cualquier momento antes de la necrosis pulpar. En la primera situacion, las bacterias involucradas son
usualmente aquellas presentes en lesiones cariosas avanzadas y los bafios de saliva en el area afectada. Las
bacterias implicadas en enfermedades pulpares primero se adhieren a las paredes dentinarias y colonizan la
superficie, formando un biofilm auténtico. La difusion de los productos bacterianos a través de los tubulos
dentinarios induce una inflamacién pulpar mucho antes de que el tejido este expuesto. Después de la
exposicién pulpar, la superficie del tejido puede ser también colonizada y cubierta por bacterias presentes en el

biofilm de la caries. (Siqueira, 2007)



EXERESION DE LEUCOCITOS Y ANALISIS BACTEREOLOGICO EN UN PACIENTE CON NECROSIS PULPAR Y ABSCESO APICAL
CRONICO: CASO CLINICO.

Tabla 1 . Numero de clones basados en una secuencia de 16s RNA de andlisis obtenida de conductos

radiculares infectados antes de tratamiento de conductos. (Yashuiro, 2012)

Before treatment After treatment
GenBank {At first root canal treatment)  (Prior ta raot canal obturation)
Q.“'esbs“’" Samples LA1B2 3 4 5 Toul 1AIB2 3 4 5 Torl
embers
Total 11150 122 1858 (J00) 2725316 4 3 96 (100)
Fusobacterium nucleatum JN052091 21 6 9 (15.5) 0
Streplococeus mitis / oralis JN052092 4 4 (69) [i]
Pseudoramibacter alactolyticus JN052093 1 3 4 (69) 0
Olsencila profusa JNO052094 3 1 4 (69) [i]
Methanobrevibacter oralts JNO52095 3 3 (52) 0
Odoribacter denticanis IN052096 21 3 (5.2) [i]
Veilfonella parvula JNO52097 2 2 (349 0
Bacteroides sp. 22C-like JNOS2098 2 2 (3.4 0
Uncultured bacterium clone GOR_aag74h11-like JNO52099 2 2 (3.4 0
Propionibacterium acidifaciens JN052100 1 1 2 (34 0
Deferribacteres sp. oral clone JV006 JNO52101 2 2 (3.4) 0
Nevskia soli JN052102 1 1 (1.7 0
Sphingomonas echinoides JN052103 | 1 (1L7) [i]
Actinomyces georgiae IN052104 1 1 (1L7) 0
Streptococcus sobrinus JN052105 11 (L7 Q
Uncultured Olsenelta sp. clone 1+7-15 JN052106 1 1 (L7 Q
Prevotella intermedia IN052107 1 1 (1.7) 0
Porphyromonas endodontalis IN052108 1 107 U]
Treporiema socranskii JN052109 1 1(1.7) (]
Rotftin aeria JNO52110 1 1(1.7) (]
Acholeplasma moruwm-like JNOS2111 1 1(1.7) (]
Enbacteriumi minttum JNO52112 1 1(1.7) [i]
Pyramidobacter piscolens JNO52113 1 1(1.7) [i]
Peptostreptococcus stomatis JNO52114 1 1 (1.7 [i]
Adlercrentzia cquolifaciens-like JN0S21i5 1 1017 0
Pseudomonas putida JN052116 1 1 (1.7 7 8 8 124 (25.0)
Bradyrhizobium japosicuim JNO52117 3 3 (52 Y 6 7 1 23 (24.0)
Methylobacterium mesophilicum JN052114 0 g 4 3 11 17 (17.7)
Rhadococcus erythropolis JNos2119 1 1.7 3211 7 (7.3)
Uncultured bacterium clone nhw572¢08¢1 JN052120 1 1 (1.7) 2 2 1 5 (52)
Sphingomonas echinoides-like JN052121 0 121 1 (12)
Pseudomonas fluorescens / reactans JN052122 0 11 2 2n
Bacteroides-like sp. oral clone X(183 JN052123 1 1 (1.7) L1 (1)
Caulobacter crescentus / vibriotdes / segnis JN052124 0 | 1 (1.0)
Uncultured bacterium clone mekédb2 IN052125 0 1 1 (1.0)
Sphingobacterinm spiritivorum-like JN052126 0 1 1 (1.9)
Propionibacterium acnes JN052127 0 1 1 (1.9)
Methylobacterium dichloromethavicum / extorguens / thiocyanatum JN052128 0 | 1 (1.9)
Mesorhiizobium loti JN052129 0 1 1 (1.9)
Uncultured bacterium clone nbwé43g04cl JN052130 0 1 1 (1.9)
Aquabacterinm hongkongensis JNO52131 0 1 1 (1.9)
Uncultured Acidovorax sp. clone A19 JN(O52132 0 | [ ED)]
Massilia brevitafea IN052133 0 1 1 (1.90)
Herbaspiriflum putei JN052134 0 1 1 (1.9)
Uncultured bacterium clone: TSCOROD_M22 JN052135 0 1 1 (1.9
Uncultered bacterium clone G-30 JN052136 0 1 1 (1.9)
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Tabla 2. Especies bacterianas cominmente encontradas en conductos radiculares infectados asintométicos.
(Love 2002)

Gram-positive Cocci Grom-positive Rods

Streptococcus onginosus Actinomyces israeli

S. sanguinis A. naeslundii

S. mitis

S. mutans Eubacterium alactolyticum
E. lentum

Enterococcus faecalis E. nodatum
E. timidum

Peptostreptococcus micros
P. anaerobius Propionibacterium propionicum
P granulosum

Lactobacillus
Gram-negative Cocei Gram-negative Rods
Capnocybphaga ochracea Fusobacterium nucleatum
C. sputigena

Prevotella intermedia

P melaninogenica
Veillonella parvula P denticola

P buccae

P buccalis
Campyfobocfer reclus P oralis
C. curvus

Porph romonds gingivafis

14 encj;dontafis

Bacteroides gracilis

Adapted from Sundqvist, 1992a,b, 1994; Le Goff et of., 1997.

El tejido pulpar expuesto esta en contacto directo con las bacterias y sus productos, y responde con una
inflamacion severa. Alguna invasion de tejido de algunas bacterias también puede ocurrir. Las bacterias en el
frente de la batalla deben sobrevivir al ataque de la defensa del huésped y al mismo tiempo debe adquirir
nutrientes para mantenerse con vida. En este choque pulpo-bacteriano el tejido pulpar es derrotado y se vuelve
necrético. Asi las bacterias avanzan y “ocupan el territorio”, es decir, colonizan el tejido necrético. Estos eventos
ocurren por compartimentos de tejido que se unen y mueven hacia la parte apical del conducto hasta que
virtualmente el conducto radicular es por completo infectado y necrético. En esta etapa, las bacterias
involucradas pueden ser consideradas como las colonizadoras iniciales o especies pioneras en el conducto

radicular. (Siqueira, 2007)

Las bacterias encapsuladas han incrementado su habilidad para causar abscesos. Las bacterias colonizadoras
del conducto radicular necrético empiezan a inducir dafio en los tejidos perirradiculares y dan lugar a los
cambios inflamatorios. En realidad la inflamacion perirradicular puede ser observada incluso antes de que el
conducto radicular esté totalmente necrético. Por lo tanto, los primeros colonizadores juegan un rol importante
en la iniciacién del proceso de la enfermedad de la periodontitis apical. Las condiciones del ambiente en el
conducto son modificadas por las especies pioneras y el proceso de enfermedad el cual puede ser propicio para

el establecimiento de grupos de bacterias diferentes a las primeras colonizadoras. Una vez que el tejido es
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necrético, otras especies pueden participar en la infeccion inicial teniendo un acceso por la exposicién por via
coronal o por medio de tubulos expuestos. En efecto, un cambio en la microbiota es observado como resultado
de reordenamiento en las proporciones de las especies pioneras y las recién llegadas. Algunas especies
colonizadoras se espera que no participen en el consorcio en la enfermedad una vez avanzada. Al momento de
gue pasa el tiempo, la microbiota endoddntica se vuelve mas y mas estructurada y espacialmente organizada.
Algunos atributos de virulencia son necesarios para prosperar, en otros sitios pueden ser de ningln valor para
las bacterias que llegan al conducto de la raiz después de la necrosis como, por ejemplo, la habilidad de evadir
la defensa del huésped. Esto se debe a que los recién llegados no se enfrentan a ninguna oposicion de la
defensa del huésped, los cuales no son activados en el conducto después de la necrosis. A pesar de que la
colonizacion pueda parecer una tarea facil para los colonizadores tardios, otros factores del ambiente, tales
como la interaccién con otras especies, tension del oxigeno y la disponibilidad de nutrientes, determinaran si las
nuevas especies que entran al conducto tendran éxito en el establecimiento ahi dentro. Asi, las especies recién
llegadas se uniran las especies pioneras para realizar una mezcla dindmica de la comunidad en el conducto
radicular. Al final, los conductos radiculares de los dientes evidenciando una periodontitis apical detectada
radiograficamente albergan las primeras colonizadoras que lograron mantenerse en los conductos y
colonizadores recién llegados que lograron adaptarse a las nuevas, propiciado, condiciones ambientales.
(Siqueira, 2007)

Las etapas usuales secuenciales para infeccion bacteriana en varios sitios incluyen

a) Apego ay colonizacion a las superficies del huésped.

b) Invasion a los tejidos del huésped.

¢) Supervivencia dentro de los tejidos por medio de la adquisicion de nutrientes y evadiendo los mecanismos
de defensa del huésped.

d) Induccidn de dafio al huésped directa o indirectamente.

(Siqueira, 2007)

Las bacterias ejercen su patogenicidad causando destruccién el tejido de huésped por mecanismos directos o
indirectos. Factores bacterianos que causan dafio directo incluyen aquellos que dafian las células huésped y/o
la matriz intercelular del tejido conectivo. Estos factores usualmente involucran productos secretados,

incluyendo enzimas, exotoxinas y productos metabdlicos.

Ademas los componentes estructurales de la bacteria incluyen peptoglicanos, &cido lipoteicoico, fimbrias,
flagelos proteinas de la membrana externa y vesiculas, ADN, exopolisacéaridos y lipopolisacéaridos, los cuales se
desprenden hacia los tejidos perirradiculares y actian como moduladores estimulando el desarrollo de las
reacciones inmunes del huésped capaces no solo de defender al huésped contra la infeccién sino también de
un dafio severo en los tejidos. Las células huésped inflamatorias y no inflamatorias pueden ser estimuladas por
componentes bacterianos para liberar mediadores quimicos tales como citoquinas y prostaglandinas, los cuales
estan involucrados en la induccién de resorcién 6sea caracteristica observada en lesiones crénicas de

periodontitis apical. Citoquinas pro-inflamatorias estimulan la reabsorcion osteoclastica ya sea por aumento de
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la proliferacion y diferenciacion de precursores de osteoclastos o promoviendo la activacion de osteoclastos

maduros o0 ambas. (Siqueira, 2007)

Otro ejemplo de dafio indirecto causado por bacterias es la formacion de exudado purulento en abscesos
apicales agudos. Los mecanismos de defensa del huésped contra las bacterias que emanan del conducto
radicular parecen ser los factores mas importantes involucrados en la formacién de pus asociada con bacterias.
La formacion de oxigeno derivado de radicales libres, tal como superéxido y peréxido de hidrogeno junto a la
liberaciébn de enzimas lisosomales por leucocitos polimorfonucleares, da un aumento a la destruccién de la
matriz extracelular conduciendo a la formacion de pus. Por lo tanto las bacterias pueden ejercer efectos
destructivos indirectos, los cuales parecen ser mas significativos en el dafio del tejido asociado con lesiones

cronicas de periodontitis apical. (Siqueira, 2007)

Aislar la ubicacién de la microbiota en los conductos radiculares indica que para producir su patogenicidad la
bacteria debe invadir los tejidos perirradiculares o sus productos/ o sus componentes estructurales deben
penetrar los tejidos y ser capaces de provocar la respuesta de defensa en el huésped. La bacteria puede invadir
los tejidos ya sea por su motilidad o por crecimiento. Bacterias moéviles pueden evadir fagocitos por un
movimiento rapido. Invasién por medio de crecimiento requiere que la velocidad de reproduccién supere el
mecanismo de defensa del huésped. Una invasion franca de los tejidos perirradiculares es bastante fuera de lo
comun y, cuando ocurre, las bacterias son rdpidamente eliminadas. En algunos casos, en los cuales dependen
muchos factores, una invasidn masiva de bacterias en los tejidos perirradiculares puede resultar en la
formacion de un absceso. La presencia de mas especies o cepas virulentas , 0 un consorcio virulento mixto,
puede predisponer a la formacién de un absceso. Sin embargo, es asumido que la microbiota oral contiene solo

algunas especies patogénicas, y la mayoria de estos tienen una baja virulencia. (Siqueira, 2007)

VI. FACTORES DE VIRULENCIA BACTERIANA (PAMPS)

Los factores de virulencia comprenden componentes celulares estructurales y productos liberados. Las
estrategias bacterianas que contribuyen a la patogenicidad, tales como la habilidad de co-agregaciéon y la
formacion de biofilm, han sido también considerados como factores de virulencia. La mayoria de los factores de
virulencia tienen sus funciones primarias que no sea de causar dafio al tejido del huésped. Tienen un papel
estructural o fisiolégico y el factor de virulencia es meramente coincidencia y consecuentemente. Diversos
factores de virulencia usualmente actian en combinacién en varias etapas de la infeccién, un factor por si solo
tiene varias funciones en diferentes etapas. Los factores de virulencia estdn involucrados en cada paso del

proceso infeccioso (adhesion, invasion, supervivencia y dafo). (Siqueira, 2007)

COMPONENTES ESTRUCTURALES

1.- LIPOPOLISACARIDOS (LPS)

Esta sustancia fue llamada endotoxina la cual fue subsecuentemente revelada para ser una denominacién
errénea, desde que las endotoxinas viven de la superficie de la bacteria, no dentro de ella. Aun cuando los

términos lipopolisacéaridos (LPS) y endotoxina han sido utilizados indistintamente, ha sido recomendado que el
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termino de LPS sea reservado para extractos de bacterias purificadas libres de contaminantes (mayormente
proteinas) y el termino de endotoxina utilizado para referirse a complejos macromoleculares de LPS, proteinas y

fosfolipidos.

La molécula del LPS, potente activador del sistema inmune, consiste es un polisacarido hidrofilico, subdividido
en un o-polisacérido de cadena especifica (antigeno-0) y un centro oligosacérido con un componente glicolipido
hidrofébico, denominado lipido A. Forman parte integral de las paredes celulares de Gram-negativos. Son
liberados durante la desintegracion de la bacteria después de la muerte o inclusive durante su multiplicacién y
desarrollo. Los efectos de LPS son debido a su interaccion con las células endoteliales y macréfagos. No solo
indican a las células endoteliales para expresar la adhesion de moléculas sino que ademés activa a los
macréfagos para producir varios mediadores moleculares tales como TNF-a e interleucinas. Su liberacién a

través del foramen apical inicia y mantiene la periodontitis apical. (Siqueira, 2007; Nair, 2004)

El lipido A se encuentra incrustado en la membrana externa de la pared celular de Gram-negativos, mientras
gue las porciones del nucleo y el antigeno O se extienden hacia fuera desde la superficie bacteriana. La larga
cadena de polisacaridos LPS puede alojar la fijacion del sistema de complemento en un sitio distante de la
membrana de la célula bacteriana, protegiendo a la bacteria del efecto litico letal del sistema de defensa del
huésped. El lipido A es liberado de la membrana externa durante la multiplicacion o después de la muerte,
cuando los LPS es liberado ya sea como una forma libre o como un LPS complejo con una superficie de

proteinas (endotoxinas). (Siqueira, 2007)

Como consecuencia de la liberacion, el lipido A es expuesto a las células huésped y puede aumentar a una
amplia gama de eventos biolégicos. Los macréfagos parecen ser una célula clave involucrada en la respuesta
del huésped hacia los LPS. Después de la liberacién de las bacterias, LPS son inicialmente unidos a una
proteina plasmatica llamada LPS-proteina de unién LBP, después la cual es entregada a CD14, una célula
receptora de LPS en la superficie de los macréfagos. La posterior activacion de los macréfagos es el resultado
de una sefial que desencadenada por un receptor de sefal de transduccién llamado receptor Toll-like (TLR). La
familia de receptores T abarca moléculas transmembrana que une el compartimiento extracelular, donde ocurre
el reconocimiento y el contacto de los patdgenos, y donde son iniciados las cascadas de sefalizacién guiando
la iniciacion de la respuestas celulares. TLR son los responsable de la sefializacién celular a una variedad de
componentes celulares. El receptor TLR-4 esta involucrado en la activacién celular por LPS de casi todas las
bacterias. Sin embargo TLR-2 tal ves estén involucrados en la sefializacion celular de varios tipos de LPS, tales
como en la forma de Porphyromonas Gingivalis. EI compromiso del receptor es activar los factores de

transcripcion, los cuales inducen la activacion de genes codificando varias citoquinas.

Los efectos bioldgicos de LPS incluyen:
a) Activacion de macréfagos/monocitos con una consecuente sintesis y liberacién de citoquinas pro-

inflamatorias (IL-1p, IL-6, CXCL8 o IL-8, TNF-a), prostaglandinas, oxido nitrico, y radicales libres
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derivados del oxigeno. Estas substancias son mediadores quimicos de la inflamacion y la mayoria de
ellos pueden estimular la reabsorcién Gsea.

b) Activacion del sistema de complemento. Algunos productos del complemento son quimiotécticos a las
células inflamatorias (C5a), actian como opsoninas, y pueden aumentar la permeabilidad vascular (C3a
y C5a).

c) Activacion del factor Hageman, el primer paso del sistema de coagulacién intrinseco, activando la
cascada de coagulacion o la produccion de bradiquinina, un importante mediador quimico de la
inflamacion.

d) Induccion de la expresién de las moléculas de adhesion de leucocitos en las células endoteliales, las
cuales son importantes en las primeras etapas de inflamacion.

e) Estimulacion de la diferenciacién de osteoclastos y reabsorcion ésea, particularmente en interacciones
dentro de células TLR-4 del linaje de osteoblastos. Los LPS inducen expresion de RANKL en
osteoblastos y estimula estas células para segregar interleucina (IL)-1, IL-6, prostaglandina E2 (PGE2),
y TNF-a, cada uno conocido por la induccién de la actividad y diferenciacién osteoclastica.

f) LPS pueden ser mitogénicos a linfocitos B y células epiteliales.

g) LPS pueden estimular células B naives en la ausencia de células Tcooperadores. En concentraciones
bajas, LPS estimulan la produccién de anticuerpos especificos. En concentraciones altas, esta molécula
puede causar la activacién no especifica de células policlonales de células B.

h) Se ha demostrado recientemente que las neuronas aferentes trigeminales expresan receptores TLR4 y
CD14 y desencadenan una cascada de sefializacion, llevando asi a una liberacion periférica de la
neurotransmision nociceptiva central. Esto aumenta la posibilidad de que uno de los mecanismos de
dolor asociado con el proceso de infeccidn bacteriana pueda resultar como un efecto directo de LPS en

fibras sensoriales a través de la interaccion y activacion directa del complejo TLR4/CD14.

Se espera que la concentracion de LPS en conductos infectados sea directamente proporcional a la carga
(numero de células) de bacterias Gram-negativas. Estudios han revelado que el contenido de endotoxinas o
LPS en conductos infectados es mayor en dientes con periodontitis apical sintomatica, dientes con destrucciéon
6sea perirradicular, o en dientes con un exudado persistente que aquellos dientes con ausencia de ello.
Murakami et al. detectaron LPS en muestras de Porfiromonas endodontalis en muestras de raices infectadas o
en muestras de pus de abscesos agudos en casi el 90% de los pacientes examinados. Ellos sugieren que LPS
de P. Endodontalis pueden jugar un papel integral como potente estimulador de citoquinas inflamatorias
involucradas en la formaciéon de abscesos agudos. Dahlén et al. inocularon LPS de Fusobacterium nucleatum
dentro de conductos radiculares de monos y reportaron la incidencia de reaccion inflamatoria en los tejidos
perirradiculares de todas las muestras experimentales con reabsorcién de ambos tejidos, éseo y dentario.
Dwyer y Torabinejad evaluaron histolégica y radiograficamente el tejido perirradicular de gatos después de la
deposicién de la solucién de endotoxina E. Coli en los conductos radiculares y concluyeron que la endotoxina
pueda tener un papel en la induccién y perpetuacion de lesiones inflamatorias perirradiculares. Tales resultados
fueron similares a aquellos obtenidos por Pitts et al. después de inocular solucién de endotoxina Salmonella

Minnesota en conductos radiculares de perros.
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No todas las bacterias Gram-negativas producen LPS. Por ejemplo, algunos Treponemas poseen
lipooligosacéridos (con una porcién con carbohidratos mas corta), y lipoproteinas en la membrana externa y tal

vez tengan una bioactividad similar a LPS. (Siqueira, 2007)

El comportamiento de infecciones con componentes patol6gicos como LPS incluyen en sus fases agudas
respuestas con comportamientos fisiolégicos de enfermedad de fase aguda respuestas que incluyen: fiebre,
dolor (hiperalgesia, desgaste, etc.) componentes en el comportamiento incluyen una disminucién generalizada
en la actividad, somnolencia, deterioro cognitivo (deterioro en el aprendizaje), disminucién de la interaccion

social y exploracion, disminucién en actividad sexual y disminucion del apetito. (Cleeland, 2003; Yirmiya, 1996)

2.- PEPTIDOGLICANOS

Excepto de las células micoplasmas sin pared celular, cada bacteria contiene peptidoglicanos en su pared
celular, el cual su funcién primaria parece ser el proteger a la célula contra la lisis osmética. Los peptidoglicanos
son polimeros complejos que consisten en dos partes: una porcién de glicano y una porcidn tetrapéptida.
Debido a enlaces cruzados, los peptidoglicanos forman una fuerte hoja de mdaltiples capas que rodea a la célula
bacteriana por completo. En bacterias Gram-positivas existen de 40-100 hojas de peptidoglicanos, que
comprende un 50% de material de la pared celular. En bacterias Gram-negativas, aparecen solo una o dos
hojas, que comprenden de un 5-10% del material de la pared celular. Los peptidoglicanos pueden inducir
diversos efectos bioldgicos, los cuales juegan un papel en la patogénesis de lesiones de periodontitis apical.
Estos efectos incluyen la activacion de macr6fagos/monocitos con una consecuente liberacion de citosinas,
tales como IL-14, IL-6, TNF-a, factor de estimulacién de colonias granulocitos/macréfagos G-CSF y M-CSF, y
activacién del sistema de complemento por la via alternativa. La sefializacion de peptidoglicanos esta mediada

principalmente a través de TLR-2. (Siqueira, 2007)

3.- ACIDO LIPOTEICOICO

Polimeros anidnicos, tales como el acido lipoteicoico (LTA), son los mayores componentes de las paredes
celulares de las bacterias Gram-positivas, que representa hasta un 50% de su peso seco. LTA es un polimero
de glicerol fosfato Unico covalentemente a un glucolipido en la membrana citoplasmatica y sobresaliente de la
capa de peptidoglicanos. El LTA puede activar macréfagos/monocitos e inducir la liberacién de citoquinas pro-
inflamatorias tales como IL-1p, IL-6, CLCX8 y TNF- a. El LTA ejerce un efecto por la sefalizacién via TLR-2. El
LTA puede también activar el sistema de complemento. Todos estos efectos pueden considerarse para la
induccion de dafio a tejidos tisulares indirectamente. Ya que el LTA se asemejan de cierta manera a los efectos
bioldgicos de los LPS, se puede considerar como componente homdlogo de LPS Gram positivos. (Siqueira,
2007)

4.- MEMBRANA EXTERNA DE PROTEINAS
Aproximadamente el 50% de masa drenada de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas esta
constituido por proteinas. Aparte de su papel estructural, la membrana externa de proteinas (OMPs) también ha

mostrado tener otras funciones fisiol6gicas, tales como la actividad porina. OMPs ha mostrado estimular los
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macréfagos y linfocitos para liberar una serie de citoquinas pro-inflamatorias e inmunomoduladoras, incluyendo
IL-1, IL-4, IL-6, CXCLS8, TNF-a, GM-CSF y IFN-y. OMPs también promueve la resistencia al complemento-
mediador kiling por medio de la activaciébn preventiva de cascadas de complemento y/o blogqueando la
formacion del complejo de ataque de membrana. Un estudio reciente reporto que més de la mitad de sueros de
pacientes con lesiones de periodontitis apical tienen fuertes reacciones a los componentes celulares de
Porphyromonas Gingivalis, especialmente a RagB, el cual es una membrana externa de proteinas de su
especie. Fue sugerido que la membrana externa de proteinas puede ser un factor de virulencia posible en las

lesiones de periodontitis apical. (Siqueira, 2007)

5.- VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA

La liberacion de material de membrana hacia la superficie externa de bacterias Gram-negativas ha sido
reportada por un nimero de especies patdgenas. Este material ha sido referido como vesiculas o flictenas. Las
vesiculas son consideradas como parte de una extrusion de la membrana externa, derivados de una
ambivalencia entre el crecimiento de la membrana externa y de las estructuras celulares fundamentales. Las
vesiculas de la membrana externa tienen la capacidad de atrapar los contenidos del espacio periplasmico,
particularmente enzimas liticas que pueden acabar con grandes moléculas impermeables favoreciendo su
consumo asi como las enzimas que confieren la resistencia a los antibidticos. Por lo tanto las vesiculas pueden

proporcionar un potencial virulento formidable a la bacteria. (Siqueira, 2007)

6.- LIPOPROTEINA

Las lipoproteinas son usualmente presentadas en la pared celular de bacterias Gram-negativas y son
responsables del anclaje de la membrana externa y la capa de peptidoglicanos. Las lipoproteinas han
demostrado ser estimulantes para la liberaciéon de IL-1f, IL-6, IL-12 y TNF-a por medio de los macréfagos.
(Siqueira, 2007)

7.- FIMBRIAS

Las fimbrias son estructuras en forma de vara originarias de la membrana citoplasmética y compuestas de una
sola subunidad de proteina denominada fibrilina. La distribucién y numero de fimbrias varian significativamente,
presentando 10 fimbrias por célula y algunas otras presentes hasta 1000. Las fimbrias son distribuidas sobre la
superficie de la bacteria, pero en algunos casos estén localizadas preferentemente en una parte de la superficie
de la bacteria. Las fimbrias son encontradas mayormente en bacterias Gram-negativas, aunque pueden estar
presentes en ciertos Estreptococos y Actinomices. La punta de la fimbria regula la adherencia bacteriana a la
superficie del huésped u otro microorganismo, por medio de la unién a receptores especificos, usualmente en
la interaccién de lectina. Ademés de promover la adhesion, las fimbrias han demostrado provocar la liberacién

de citoquinas por medio de macréfagos, incluyendo IL-a, IL-1p, IL-6, CXCL8 y TNF-a. (Siqueira, 2007)

8.- EXOPOLISACARIDOS
La produccién de exopolisacaridos es una caracteristica comun de células bacterianas creciendo en su medio

ambiente natural. Los exopolisacéridos forman un geles hidratados insolubles en agua. Estos deben estar



EXERESION DE LEUCOCITOS Y ANALISIS BACTEREOLOGICO EN UN PACIENTE CON NECROSIS PULPAR Y ABSCESO APICAL
CRONICO: CASO CLINICO.

formados por homo- o heteropolisacaridos. Exoplisacaridos juegan un papel importante cuando se habla de
patogenicidad bacteriana. Estos pueden alojar la adhesion bacteriana a la superficie del huésped y también
servir como un sustrato metabdlico en periodos de inanicién. Ademads, los exopolisacéarios (cdpsula) juegan un
papel crucial en la virulencia bacteriana al obstaculizar la fagocitosis o inhibir la activacién y la muerte
complementaria. Varias especies bacterianas producen una capsula con una estructura quimica que imita el
tejido del huésped, camuflajeando a los microorganismos en el sistema inmune. Los exopolisacaridos también
pueden estimular la sintesis de citoquinas por macréfagos incluyendo IL-1p,IL-6, CXCL8, TNF-a, contribuyendo

al dafio. (Siqueira, 2007)

9.- FLAGELOS

Los flagelos son relativamente proyecciones largas extendidas hacia fuera de la membrana citoplasmatica que
confiere motilidad a la bacteria. El flagelo puede rotar a velocidades arriba de 1200rpm, permitiendo asi que las
células bacterianas se muevan a velocidades de 100 m/s. En algunas bacterias el flagelo surge del final de la
célula — flagelo polar, mientras que los flagelos politricos son aquellos que rodean la célula. Aunque la
estructura bésica de flagelo bacteriano parezca similar para todas la bacterias, existen variaciones estructurales
gue reflejan la diversidad bacteriana. Por ejemplo, el flagelo de las espiroquetas no se extienden de la célula
sino mas bien estan insertadas subterminalmente en cada polo del cuerpo de la célula. Denominados flagelo
peripldsmico y estan localizados entre el cilindro protopldsmico y capa externa (vaina). La rotacion axial del
filamento impulsa la célula propagando una onda helicoidal por toda la longitud de la célula de manera que se
mueve con un movimiento de sacacorchos. El flagelo periplasmico, ademés de ser necesarios para la motilidad,

tienen grandes influencias en la morfologia de células helicoidales.

Los principales ejemplos de bacterias orales que poseen flagelos y motilidad incluyen Treponemas (flagelos
periplasmico), Campilobacter rectus, y otras especies de Campilobacter (flagelo Unico polar), especies de
Selenomonas (mas de 16 flagelos laterales formando un penacho), Centipeda Periodontii (flagelos peritricosos),
especies Eubacterium (como E. Yurii, el cual tiene un flagelo Unico polar), y especies del genero Bacillus y
Clostridium (la mayoria con flagelos en penacho). La motilidad puede ser un rasgo patogénico importante en
algunas especies ya que permite a la bacteria evadir fagocitosis e invadir el tejido. Ademas, los flagelos también
pueden inducir la produccion de citoquinas pro- inflamatorias por un proceso que involucra el reconocimiento
de flagelina por TLR5. (Siqueira, 2007)

10.- ADN BACTERIANO

El ADN bacteriano difiere del DNA mamifero a causa de la presencia de un centro no metilado dinucleétido CG
(CpG). Mientras los motivos de CpG son no metilados y completamente abundantes en el DNA de la bacteria,
son metilados y altamente suprimido en el DNA mamifero. Sin embargo, el contexto de nucleétidos CpG en el
genoma humano no es aleatorio, con Cps Fs precedido frecuentemente por C o seguido de G, el cual es
desfavorable para la estimulacién inmune. Debido a esto, las células del sistema inmune innato pueden percibir
el DNA bacteriano e interpretar su presencia como un dafio infeccioso. Macréfagas y células dendriticas pueden

ser directamente estimuladas por DNA bacteriano para producir una variedad de citoquinas, tales como IL-8p,
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TNF-a, IL-6, IL-1a, IL-18, proteina -1 monocitos quimiotacticos y IFN-y. Ademas DNA bacteriano ha sido
demostrado ser un potente mitdgeno de células B. TLR9 esta involucrado en la iniciacion de la activacion
celular por DNA CpG. Similar a los LPS, DNA CpG modula la osteoclastogénesis de los cultivos de
células/osteoblastos del hueso de la médula. A la unién de TLR-9, CpG DNA interactla con osteoblastos TLR-
9 y provoca unos eventos celulares conduciendo al aumento de expresion molecular regulando la

osteoclastogénesis. (Siqueira, 2007)

PRODUCTOS SECRETADOS

1.- ENZIMAS

Algunas enzimas producidas y liberadas por las bacterias juegan un papel importante en la patogenicidad. La
Proteinasa (o proteasa) son enzimas tanto secretadas extracelularmente o expresadas en superficie celular la
cual es capaz de hidrolizar las uniones péptidas de las proteinas. Son candidatas para la contribucién de la
patogénesis de las lesiones de periodontitis apical en algunos mecanismos, incluyendo el dafio directo por
medio de la degradacion de componentes de la matriz extracelular del tejido conectivo; dafio indirecto por
medio de la activacién de la metaloproteinasa de la matriz del huésped; y la desestabilizacién del mecanismo
de defensa del huésped por medio de la inactivacion de proteinas tales como las inmunoglobulinas vy
componentes del complemento. Por ejemplo, se ha encontrado que las bacterias que tienen activada la
colagenasa han sido frecuentemente encontradas en los casos de grandes lesiones de periodontitis apical, lo
gue sugiere que tal actividad enzimética puede contribuir al aumento de la lesion. Ademas de tener efectos
perjudiciales directos e indirectos asi como las actividades de proteccién en contra de la defensa del huésped,
las proteinasas bacteriales pueden jugar un papel ecoldgico fundamental en el habitat adquiriendo nutrientes en
la forma de péptidos y amino&cidos que pueden ser usados por otras especies en el consorcio mixto de
especies bacterianas. Otras enzimas pueden jugar un papel en la patogenicidad bacteriana. La hialuronidasa
esta involucrada en la hidrdlisis del acido hialurénico, un integrante de la sustancia fundamental del tejido
conectivo. Esta enzima puede ser importante también para la proliferacion hacia los tejidos. Hashioka et. al,
observaron que la bacteria con actividad de hialuronidasa fueron aisladas de los conductos radiculares con
sintomas apicales agudos. Chondroitin Sulfatase y Acido Fosfatasa son otras enzimas que pueden estar
involucradas en la degradacion de componentes de la matriz extracelular del tejido conectivo. DNases reducen
la viscosidad del debris de las células muertas del huésped (como abscesos) y puede asi alojar la proliferacién
de la bacteria dentro de una extensa &rea donde el dafio al huésped ha ocurrido. Fibrinolysin es producida por
muchos Streptococcos hemoliticos y activa una enzima proteolitica de plasma, el cual es capaz de disolver
plasma coagulado y probablemente este involucrado en la proliferacion de la infeccion a través del tejido.
Fosfolipasas pueden estar asociados con el dafio de la membrana de la célula huésped causadas por la

escision de fosfolipidos, los cuales desestabilizan la membrana y resulta en una lisis celular. (Siqueira, 2007)

2.- EXOTOXINAS
Las exotoxinas son polipéptidos termolabiles excretados por bacterias que viven y son altamente antigénicas y

altamente toxicas. La leucotoxina es la exotoxina mas documentada conocida por jugar un papel en la



EXERESION DE LEUCOCITOS Y ANALISIS BACTEREOLOGICO EN UN PACIENTE CON NECROSIS PULPAR Y ABSCESO APICAL
CRONICO: CASO CLINICO.

patogénesis de la enfermedad periodontal. La leucotoxina es una célula especifica y se une a los neutréfilos,
monocitos y a un subconjunto de linfocitos, formando poros en la membrana plasmatica de las células blanco.
Como resultado de la formacion de un poro inducido por la toxina, la célula pierde la habilidad de mantener la
homedstasis osmética y muere. Pocas bacterias orales, incluyendo Fusobacterium necrophorum vy
Campylobacter rectus, son reconocidas por producir exotoxinas. De éstos solo el dltimo ha sido fuertemente

observado en infecciones endodénticas. (Siqueira, 2007)

3.- PEPTIDO BACTERIANO (fMLP) N-Formil-metionil-leucil-fenilalanina

Los péptidos fMLP son derivados del extremo terminal N de proteinas bacterianas recién sintetizadas. Para
algunas proteinas, particularmente aquellas que ocurren en el citoplasma, los péptidos fMLP son divididos
después de la traduccién y no estdn presentes en la proteina madura. Para las membranas o proteinas
secretoras, las extensiones de sefiales del extremo terminal son divididos por una peptidasa siguiendo el
transporte a través de la membrana y por lo tanto, son liberados hacia el espacio extracelular. El péptido sefal
es incorporado en la proteina en la forma de una extensién de secuencia corta y se cree que dirige el transporte
de péptidos recién sintetizados a través de la membrana siguiendo su sintesis. EI fMLP es un péptido
bacteriano y es considerado como un fuerte quimioatrayente y un poderoso activador de leucocitos

polimorfonucleares y macréfagos. (Siqueira, 2007)

4.- PROTEINA DE CHOQUE TERMICO

El estrés ambiental (por ejemplo la disponibilidad de nutrientes, temperatura, pH, potencial Redox, etc.) puede
afectar la supervivencia de la bacteria oral e inducir la acumulacion de dafio o desnaturalizacion de proteinas.
Las células procariotas y eucariotas responden a esta condicién por medio de la induccién o aceleracion de la
sintesis de proteinas especificas conocidas como proteinas de estrés, incluyendo las proteinas de choque
térmico. Las HSP son familias de proteinas conservadas altamente, las cuales su principal funcién es el de
alojar microorganismos para que sobrevivan bajo condiciones de estrés. Actlan como acompafantes
moleculares en la formacién y doblamiento de proteinas, y como proteasas cuando el dafio o proteinas toxicas
necesiten ser degradadas. Muchas HSP son expresadas constitutivamente bajo condiciones normales pero son

reguladas rapidamente bajo condiciones de estrés.

Las HSP no son proteinas intracelulares exclusivamente, ademas pueden ser localizadas en la superficie
celular o en alguna vesicula de membrana externa liberada por alguna bacteria. Estan cominmente agrupados
en familias basadas en el peso molecular. Muchas HSP de patdgenos endodénticos, incluyendo Tannerella
Forsythia, Campylobacter Rectus, Candida albicans, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Prevotella
buccae, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum y Treponema denticola, han sido identificadas. La
proteina HSP puede jugar diferentes papeles como factor de virulencia. Un nimero de bacterias aparentemente
usan algunas proteinas HSP como adhesinas. Ademas de participar en la adhesién bacteriana, las HSP han
mostrado tener propiedades de sefalizacion entre célula y célula y son capaces de modular la actividad de las
células huésped. La accion de las proteinas HSP bacteriano en células huésped incluyen la induccién de la

sintesis de citoquinas pro-inflamatorias. HSP han sido ademas reportadas por promover el efecto de apoptosis,
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tal efecto probablemente inhiba la respuesta antibacterial del huésped. La citotoxicidad de algunas HSP puede
también contribuir para la destruccién de tejidos, mientras la presencia de epitopos comunes en las proteinas

del huésped y en las HSP puede conducir a respuestas patolégicas autoinmunes. (Siqueira, 2007)

2.2.3 PRODUCTOS METABOLICOS FINALES

Muchos productos-finales del metabolismo bacteriano son liberados al ambiente extracelular y pueden ser
téxicos para las células huésped, causan degradacion de constituyentes de la matriz extracelular del tejido
conectivo, e interfiere en el proceso de respuesta de la defensa del huésped. Entre los diversos productos
metabdlicos finales, compuestos de azufre volétiles, 4cidos grasos de cadena corta, poliaminas, indol y amonio
han sido considerados supuestos (putativo) factores de virulencia. Los compuestos de azufre volatiles son
formados como resultado de la desulfuracion de aminoacidos que contienen grupos sulfhidrilo. Por ejemplo el
hidrégeno de sulfuro es derivado de la desulfuracion de metionina. Ha sido demostrado que un gran nimero de
especies son capaces de formar compuestos de azufre volatiles. (Siqueira, 2007) Algunos ejemplos:
Treponema denticola, Tannerella forsythia, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Parviromonas micras (antiguamente

peptostreptococcus/micromonas micros), Actinomices (especies) y Eubacterium (especies).

Se espera que los compuestos de azufre volatiles se formen por bacterias endodénticas de aminoécidos libres
de azufre presentes en los fluidos del tejido o del exudado que penetro en el conducto radicular. La actividad
proteolitica de algunas especies bacterianas dentro del conducto radicular pueden ademas suministrar o
abastecer a otras bacterias con sustancias adecuadas para la produccion de compuestos de azufre volétiles.
Estas sustancias pueden ser altamente toxicas para las células huésped. Aunque ningin estudio parece existir
en cuanto a la produccion de compuestos volatiles de azufre en conductos radiculares infectados, es
completamente posible que estos compuestos puedan acumularse en conductos radiculares necréticos y

alcanzar niveles téxicos en los tejidos perirradiculares. (Siqueira, 2007)

Acidos grasos de cadena corta son liberados por bacterias endodénticas al medio ambiente incluyendo acidos
volatiles (propidnico, butirico, isobutirico, valérico, isocalérico, acético y acidos formicos) y acidos no volatiles
(acido lactico y succinico). Los acidos grasos de cadena corta tienen un amplia gama de efectos biolégicos.
Acidos butirico, propiénico y valérico han demostrado manifestar efectos citotoxicos en células vero. Los acidos
grasos de cadena corta y los &cidos butiricos en particular pueden causar la inhibicion de la proliferacion de
células T e induce la produccién de citoquinas pro-inflamatorias por monocitos. El 4cido butirico puede ademas
inducir la apoptosis en células esplénicas T y células B. Acido succinico en concentraciones cominmente
encontradas en abscesos clinicos ha mostrado deteriorar la actividad antimicrobiana de los neutrofilos.
(Siqueira, 2007)

Las poliamidas son producidas por microorganismos como resultado de una descarboxilacién de aminoacidos
por descarboxilasas. Ejemplos de poliamidas incluyen: Putrescina, Espermidina, Espermina y Cadaverina.

Estas enzimas estan presentes en muchas bacterias, incluyendo especies del genero de: Enterococcus,
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Pseudomonas, Lactobacillus, Escherichia y Staphylococcus. Las poliaminas pueden estar involucradas en el
mantenimiento de la viabilidad celular, estimulacion de la proliferacion celular y la modulacién en procesos
inflamatorios. Poliaminas pueden disregular la apoptosis de leucocitos polimorfonucleares y llevar a una muerte
celular prematura. Un estudio ha identificado y cuantificado poliaminas en conductos radiculares infectados y
demostré las grandes cantidades detectadas en dientes con dolor espontaneo, inflamacion y olor fétido
comparados con dientes asintométicos. Los autores sugieren que las poliaminas intraconducto, especialmente
putrescina, puede filtrarse fuera del foramen apical y estar involucrada en el desarrollo del dolor. Otros
productos metabdlicos liberados por bacterias, tales como el indol y amonio, pueden ser toxicos para las células
huésped. (Siqueira, 2007)

La composicion del consorcio bacteriano dentro de los conductos radiculares infectados probablemente dicta el
tipo de productos metabdlicos finales asi como su concentracion. Por otro lado, algunos compuestos pueden
ser consumidos por otras especies y mas adelante ser degradados. Por otra parte, los metabolitos pueden ser
dejados para acumular y alcanzar niveles toxicos en los tejidos perirradiculares. La acumulacién de productos
metabdlicos en conductos radiculares puede representar un mecanismo patégeno adicional en la microbiota de
los conductos radiculares. Muchos de estos productos metabdlicos finales, tales como los acidos grasos de
cadena corta, poliaminas y particularmente los compuestos de azufre volatiles, son responsables por el tipico

mal olor de las infecciones endodénticas anaerobias. (Siqueira, 2007)

La periodontitis apical es una enfermedad multifactorial la cual es el resultado de la interaccién del huésped y
muchos factores bacterianos. Aunque los LPS son indudablemente los factores de virulencia mas estudiados y
citados, suena simplista atribuir a esta molécula toda la responsabilidad de la periodontitis apical por casualidad.
Esta declaracién se refuerza aun mas por el hecho de que algunas infecciones primarias y muchos casos de
infecciones secundarias persistentes albergan U(nicamente bacterias Gram-positivas. Por lo tanto, la
participacion de otros factores no deben ser pasados por alto. De hecho, la patogénesis de los diferentes tipos
de periodontitis apical e incluso el mismo tipo en diferentes individuos es improbable que siga un estereotipo
considerando el involucramiento de mediadores bacterianos. Aqui se presentan varios factores que pueden
actuar juntos para causar diversas etapas del proceso de enfermedad, con los consiguientes signos y sintomas.
No hay una sola especie que posea o exprese todos los factores aqui mencionados. Asi, por lo tanto, que los
factores estén involucrados en cada caso en especifico dependera de la composicion de la microbiota, i.e., las
especies bacterianas presentes en la necrosis de conductos radiculares. Todavia vale la pena sefalar que la
potencia de los efectos bioldgicos del mismo factor de virulencia (e.g., LPS) pueden significativamente variar de
especie a especie. Por lo tanto, dada la naturaleza no especifica de las infecciones especificas primarias,
diferentes combinaciones de factores de virulencia pueden causar enfermedades en diferentes temas. El
conocimiento de los principales factores de virulencia involucrados en la patogénesis de la periodontitis apical
puede ayudar a establecer las medidas propias terapéuticas para inactivar esta “artilleria” bacteriana.
(SIQUEIRA, 2007)
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Fig. 2. Estructura de la pared celular de bacterias Gram positiva y Gram negativa. (Scholar 2000)

Tabla 3. Factores de virulencia bacterianos involucrados en distintas etapas del proceso infeccioso. (Siqueira,
2007)

Function Virulence factors
Attachment Adhesins (fimbriae, afimbrial swface proteins)
Exopolysaccharides

Lipoteichoic acid
Outer membrane proteins
Quter membrane vesicles

Invasion Flagella
Enzymes {collagenase. hyaluronidase, chondroitin
sulfatase, fibrinolysin, acid phosphatase. and Dnase)

Survival Exopolysaccharides {capsule)
{evasion of host [gA, [gG, [gM, C3. and C5 proteinases
defenses or acquisition Lipopolysacchanide {antigen-OQ portion)
of nutrients) Flagella

Exotoxins

Heat-shock proteins
Metabolic end-products

Direct damaye Exoloxiny
Enzymes (collagenase. hyaluronidase, chondroitin
sulfatase. gingipains, aminopeptidases, phospholipase,
neuraminidase. and acid phosphatase)
Metabolic end-products (short-chain fatty acids.
polyamines, volatile sulfur compounds, indole, ammonia)

Indirect damage Lipopolysaccharide (mainly lipid A portion}
Peptidoglycan
Lipoteichoic acid
Fimbriae
Exopolysaccharides
Outer membrane proteins (porins)
Lipoproteins
DNA
Heat-shock proteins
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CELULAS EFECTORAS DEL SISTEMA INMUNE Y CELULAS DE REPARACION QUE PARTICIPAN EN LA
RESPUESTA INNATA Y ADAPTATIVA DE LESIONES PERIAPICALES

Figura 3. (a) neutrdfilos, (b) mastocitos, (c) monocitos, (d) células dendriticas, (e) células natural Killer, (f)

linfocito B, (g) linfocito T, (h) osteoclastos, (i) osteoblastos, (j) células endoteliales.

GRANULOCITOS POLIMORFONUCLEARES:

NEUTROFILOS O LEUCOCITOS
POLIMORFONUCLEARES: Son las células mas
abundantes en la sangre, correspondiendo entre un 50% y
60% del total de leucocitos circulantes. Alcanzan el sitio de
la infeccibn en pocas horas y son responsables de la
primera oleada de células encargadas de la respuesta del
huésped. Si estos no son “reclutados” en un tiempo no
mayor a 6 horas estos experimentan apoptosis. Su
membrana tiene moléculas de superficie: receptores de
opsoninas, receptores para la adhesion a la pared vascular
(integrinas LFA-1 y -4) para poder fijarse a la pared celular
para poder migrar fuera de la sangre (diapédesis) ,
glucoproteinas, receptores para quimiocinas y citocinas.
Su contenido molecular es rico en lisozima, colagenasa,
elastasa (moléculas muy dafiinas que permiten la digestion
del microorganismo) y moléculas reguladoras de la
inflamacion: quimiocinas y factores quimiotécticos. Su
actividad fagocitica es estimulada por los microorganismos
a | invasores que son “marcados” con anticuerpos
(opsonizacién). Células pequefias de 10 mm (Parkin 2001)

MASTOCITOS: Reconocido como fuente de histamina,
serotonina y otros aminos vasoactivos para el control del
tono vascular y permeabilidad, juegan un papel importante
en reacciones de hipersensibilidad y en la patogénesis de
inflamacion crénica, contribuyendo a la iniciaciéon y
amplificacion del mecanismo de defensa del huésped
contra infecciones bacterianas. Producen wuna gran
variedad de mediadores creando un puente entre la
activacion de mastocitos y la subsecuente estimulacién de
linfocitos T. (Rodini 2004, Constantino)

MONOCITOS: Células maduras precursoras de los
macréfagos. Células de mayor tamafio y capacidad
fagocitica aun mayor. Constituyen la segunda “oleada” de
células que acuden al sitio de la infeccion. Es el leucocito
mas grande alrededor de 12-18 pm de didmetro. Los
monocitos también dan origen a los osteoclastos
(macrofago en el hueso). (Parkin 2001) En la inflamacion
tienen tres principales funciones: presentacion de
antigeno, fagositosis e inmunomodulacién a través de la
produccion de varias citoquinas y factores de crecimiento.
(Chin Lo Hahn 2007)
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CELULAS DENDRITICAS: Son las encargadas de
transportar los antigenos hacia los ganglios linfaticos,
estos en su gran mayoria son proteinas que fueron
fagocitadas y ahora se expresan en la membrana de estas
células a través de las moléculas de clase Il del CMH, pero
existe un pequefio grupo de antigenos no proteicos y que
no son transportados por las células dendriticas, si no que
viajan libres en el liquido linfatico y de esta manera
alcanzan los ganglios. (Brandan N. 2007)

CELULAS NK NATURAL KILLER: Estas tienen la
morfologia de los linfocitos pero no llevan un receptor
especifico. Reconocen células anormales de dos maneras.
1ro llevan receptores de inmunoglobulinas y enlaza blancos
(objetivos) recubiertos llevandolos a citotoxicidad obligada.
2do tienen receptores en su superficie celular para el
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase I. Si
este receptor no es unido, la célula NK esta programada
para lisar el objetivo. Esto se logra por la secrecion de
perforinas en la superficie de la célula a la cual la célula NK
ha sido adherida. Las perforinas hacen cavidades en la
membrana celular y granzimas causan una induccion de
apoptosis en el objetivo. Las células huésped normales son
el complejo mayor de histocompatibilidad MHC tipo |
positivo, la unién de esta molécula a su receptor en la célula
NK inhibe la via de muerte. Células tumorales y virus
(sobretodo la familia de los herpes virus) con frecuencia
causan una baja regulacion de la clase 1. Ademas esto
puede ofrecer alguna ventaja para el patdgeno perjudicando
el reconocimiento por células T citotoxicas, las cuales dejan
abiertas para el ataque con células NK. (Parkin, 2001, The
Lancet 2001)

LINFOCITOS B: Producen anticuerpos. Esto sirve para
neutralizar toxinas, prevenir que microorganismos se
adhieran a las superficies mucosas, activa el complemento,
opsoniza bacterias para la fagositosis, y sensibiliza células
infectadas y tumorales para  ataque de anticuerpos
dependientes por células NK. Este anticuerpo actia para
mejorar los elementos del sistema innato. Aunque por ultimo
el anticuerpo es el producto secretado de células B
activadas junto con las funciones mencionadas,
tempranamente en el desarrollo de células B es una
membrana unida a una molécula la cual actia como
receptor de células B. En este rol este interioriza al antigeno
y lo procesa para presentarlo como CPA para la respuesta
de células T. Diferentes clases de anticuerpos predominan
en diferentes compartimientos del cuerpo ( IgM siendo
intravascular, IgG el anticuerpo principal de la sangre y los
tejidos, IgA en secreciones). Tamafio muy variable hasta -5
pm de didmetro hasta 15 pm. (Parkin 2001)
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LINFOCITOS T: (también producen células NK) Son los
més abundantes en lesiones periapicales inflamatorias
(Ledesma 2004)

OSTEOCLASTOS: Derivan de las células hematopoyéticas,
en concreto de la linea monocito-macréfago principalmente.
Llevan a cabo el remodelado de hueso actuando de manera
coordinada en tiempo y espacio, resorbiendo un pequefio
volimen de hueso, unos 0.025 mm”3. Cuando finalizan la
resorcion en una unidad de remodelado desaparecen por
apoptosis. (Riancho 2011)

OSTEOBLASTOS: Derivan de la célula madre
hematopoyética a través de células formadoras de colonias
de granulocitos y macréfagos (TCF-GM). Con sus procesos
celulares se extienden hacia los tabulos dentinarios, son los
primeros en encontrarse con los antigenos bacterianos de la
caries. Participan en la respuesta inmune innata contra la
caries. Expresan citoquinas en niveles bajos y receptores de
guimiocinas. Llegan después de la fase de resorcion,
sintetizan nueva matriz 6sea que después se mineralizara,
formandose asi hueso nuevo que sustituye al hueso viejo
destruido por los osteoclastos. Sufren al termino de la
sintesis de matriz ya sea una apoptosis, muchos quedan
embebidos en la matriz que se van sintetizando, o0 se
transforman en osteocitos o células de revestimiento. (Chin-
Lo Hahn 2007, Riancho 2011)
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Fig. 4. Microflora endodéntica de un diente humano con periodontitis apical (GR). Las &reas entre las flechas
superior e inferior en (a) estan magnificadas en (b) y (c), respectivamente. Nétese la densidad de bacterias
agregadas (BA), pegadas (b) a la pared dentinaria (D) permaneciendo entre granulocitos neutréfilos en la fase
fluida del conducto radicular (c). Una vista de trasmision electrénica de microscopio (d) de la interfase pulpo
dentinal muestra la condensacion bacteriana en la superficie de la pared dentinaria, formando una gruesa capa
de biofilm en capa. Magnificaciones: (a) 46 X; (b) 600X; (c) 370X; y (d) 2350 X. (Nair, 1997)
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Fig. 5. Células primarias del cuerpo involucradas en la patogénesis de la periodontitis apical. Neutréfilos (NG en
a) en combate con la bacteria (BA) en una periodontitis apical exacerbada. Linfocitos (LY en b) son los mayores
componentes de una periodontitis apical crénica, pero sus subpoblaciones no pueden ser identificadas en una
base estructural. Células plasméticas (PL en c) forman un componente de lesiones crénicas asintomaticas.
Nétese el desarrollo del reticulo endoplasmico rugoso del citoplasma y la condensacion localizada de
heterocromatina subyacente a la membrana nuclear, la cual brinda la apariencia tipica de “rueda de carro” en el
microscopia de luz. Macréfagos (MA en d) son células voluminosas con una formacién de U elongada en su
nacleo y citoplasma con reticulo endopldsmico rugoso. Magnificaciones (a, b, ¢, d) 3900x. NAIR 1998. (Nair,
2004)
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Fig. 6. Fotomicrografia de una representacion de tincibn HE obtenidas 7, 21 y 42 dias después de la induccion
experimental de lesiones periapicales con WT y TLR2 KO en animales para (A, C, E, G, | y K) la descripcion de
caracteristicas pulpares, apicales y periapicales bajo microscopia de luzy ( B, D, F, H, J y L) la determinacion
del tamafio de las lesiones bajo microscopia fluorescente (magnificacion 10x). (Bezerra, 2012)
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Fig.7. Fotomicrografias representativas obtenidas 7, 21 y 42 dias después de la induccién experimental de
lesiones periapicales (A-F) en WT y (G-L) TLR2 KO en animales con tinciones para inmunohistoquimica para la
identificacibn de marcadores de osteoclastogénesis (RANK, RANKL y OPG) (magnificaciones 10x y 40x).
(Bezerra, 2012)

MEDIADORES SOLUBLES DE LA RESPUESTA INMUNE:

CITOCINAS, QUIMIOCINAS, PROTEINAS DE COMPLEMENTO Y ANTICUERPOS

MOLECULAS DE ADHESION

Las moléculas de adhesion son moléculas de superficie de uniéon involucradas en la interaccidon célula-célula.
Su funcién principal es facilitar el proceso donde se requiera mayor contacto celular, e.g, dirigir la migracion
celular, fagocitosis y citotoxicidad celular. La sefial de transduccién después de la ligadura de la molécula de
adhesién, lleva a la activaciébn de la célula, alteracién del receptor de expresién, produccién de citocinas,
guimiocinas o alguna otra molécula proinflamatoria, tales como la activacion de productos de complemento y

metabolitos microbianos. Algunas moléculas de adhesion son expresadas mayormente en leucocitos, otros en
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células endoteliales permitiendo la interaccién entre las dos. (Parkin, 2001;The Lancet, 2001)

CITOQUINAS

Las citoquinas son pequefios mensajeros moleculares secretados por una célula para alterar el comportamiento
de si misma u otra célula. Las citoquinas mandan sefiales intercelulares especificas de receptores. Ademas la
mayoria son solubles, otras pueden ser ligadas a membranas, haciendo su diferenciacion entre citocina y
receptor algo dificil. Son producidas virtualmente por todas las células y tienen una amplia variedad de
funciones. El efecto biolégico depende de la citoquina y la célula involucrada pero cominmente estas moléculas
afectaran la activacién, divisién, apoptosis o movimiento celular. Actlan como mensajeros autdcrinos,
paracrinos o enddécrinos. Las citoquinas producidas por leucocitos, las cuales tienen efecto principalmente en
otras células blancas son llamadas interleucinas. Las citoquinas que tienen actividad quimioatrayente son
llamadas quimiocinas. Aquellas que causan diferenciacion y proliferacion de las células madre son llamadas
CSF (factor estimulador de colonias). Aquellas que interfieren con la replicacion viral son llamadas interferones.
(Parkin, 2001, The Lancet, 2001; Cleeland, 2003)

QUIMIOCINAS

Las quimiocinas son miembros muy particulares de la familia de las citoquinas que tienen un papel muy
importante en la migracién de leucocitos. Tienen funciones quimiotactica substanciales, fundamentales (inducir
la direccion del movimiento de la célula). Existen dos grupos principales que son CXC (quimiocinas a) y CC
(quimiocinas B). Las quimiocinas son producidas por la mayoria de las células en la estimulacién con citoquinas
proinflamatorias o productos bacterianos y los receptores de quimiocinas son encontrados en todos los
leucocitos. Los efectos de las quimiocinas son mas prolongados que otros quimioatrayentes tales como la
activacion de productos del sistema de complemento. Las quimiocinas que provocan el reclutamiento de
leucocitos se denominan inflamatorias, existen quimiocinas linfoides las cuales regulan la posiciébn de los

leucocitos en el bazo y otros tejidos linfoides. (Parkin, 2001;The Lancet, 2001)

INTERFERON

Los interferones son el mayor grupo de citoquinas las cuales juegan un papel importante en la inmunidad. Estan
divididos en dos tipos. Tipo 1-a y tipo 1-f y el tipo 2-y o interferon inmune. Interferén-y tiene diferentes
funciones, actuando directamente en el sistema inmune para activar macréfagos y neutrdfilos, estimular la
funcion de la célula NK, y mejorar la presentacion del antigeno aumentando la expresién de MHC clase Il en
células presentadoras de antigeno. El interferébn gama es producido por células del sistema inmune y utiliza un

receptor separado diferente al de los tipo | de interferones. (Parkin, 2001;The Lancet, 2001)

SISTEMA DE COMPLEMENTO

El sistema de complemento tiene varias funciones importantes en la inmunidad innata y consiste por lo menos
de 20 glicoproteinas (suero) algunas son regulatorias. Estas son activadas en secuencia de cascada con etapas
de amplificacién. Esto significa que la activacién de una sola molécula puede llevar a generar la activacion de

miles de moléculas. Existen 3 caminos para la activacion del complemento que puede llevarse por la presencia
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de sustancias extrafas, la reaccién clasica antigeno-anticuerpo, la alterna por polisacaridos y por bacterias
Gram-negativas. La activacion del complemento se enfoca en la superficie de una célula u organismo el cual
forma un area protegida donde las proteinas inhibitorias tienen un acceso limitado. Células huésped normales
llevan receptores de complemento tipo 1 y deteriora el factor de aceleramiento, el cual inhibe convertasa C3 y
previene el progreso de la activacién del complemento. Sin embargo, los microbios necesitan estas moléculas

y son susceptibles al complemento.

Ademas de la lisis de microorganismos, el complemento tiene otras funciones anti-infecciosas. Existe la accion
opsonina del C3b, la liberacion de C3a soluble y C5a, las cuales son toxinas anafilacticas e incrementan la
permeabilidad vascular, permitiendo que proteinas tales como anticuerpos, penetren al tejido y la actividad
guimiotactica de C5a para inducir el infiltrado inflamatorio. El complemento también tiene un papel dentro de la
respuesta inmune especifica; su activacién y disposicion dentro del complejo inmune ayuda a elegir como
blanco y unirlos al receptor del complemento, transportando células presentadoras de antigeno, tales como

linfocitos B y células dendriticas foliculares. (Parkin, 2001;The Lancet, 2001)

ANTICUERPOS
Los anticuerpos son producidos por células B activadas los cuales son capaces de neutralizar las toxinas
bacterianas o prevenir la adherencia bacteriana. Los anticuerpos también pueden funcionar como opsoninas

para la fagocitosis de bacteria extracelular tales como aquellas encontradas en la caries. (Chin-Lo Hahn, 2007).

TOLL LIKE RECEPTOR TLR

La activacion de la respuesta del huésped de procesos inflamatorios/infecciosos, tales como la periodontitis
apical, es mediada por los receptores de patrones de reconocimiento, tales como nucleétidos de unién a
receptores de dominio de oligomerizacién y receptores toll-like (TLRS), los cuales son expresados en diferentes
compartimientos celulares que identifican patégenos-asociados con patrones moleculares (PAMPS). Los TLRs
son receptores transmembrana tipo | los cuales son fuertemente expresados en mdltiples tipos de células
asociadas con infecciones de origen endododntico, tales como neutréfilos, monocitos/macréfagos, granulocitos,
fibroblastos pulpares, precursores de osteoclasto y células mesenquimales, ejerciendo un papel importante en
el reconocimiento de los componentes especificos derivados de patdégenos. (Hirao, 2009; Hayashi F 2003; Bar-
Shavit, 2008; Farges, 2011; Bezerra, 2012)

Uno de los mecanismos por los cuales los sentidos innatos del sistema inmune a la invasién de
microorganismos patégenos es a través de los receptores de tipo Toll (TLR), que reconocen patrones
moleculares especificos que estan presentes en los componentes microbianos. La estimulacién de diferentes
TLRs induce distintos patrones de expresion de genes, que no so6lo conduce a la activaciéon de la inmunidad

innata, sino también instruye al desarrollo de antigenos especificos de la inmunidad adquirida. (Kumar, 2009)

El reconocimiento de microorganismos, sus componentes y bio productos mediante TLRs estimula la

produccion de citoquinas inflamatorias y moléculas coestimuladoras, las cuales son responsables por las
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diferentes respuestas obtenidas por la identificacién de patégenos asociados a patrones moleculares (PAMPS).
Citoquinas proinflamatorias tales como IL-1, TNF a, IL-6, estan asociadas con el aumento de la produccién del
receptor activador del factor nuclear kappa-B ligando (RANKL), una proteina que regula la formacién de
osteoclastos, osteoclastogénesis, y resorcion ésea.
(Hirao K., 2009; Bar-Shavit Z. 2008; Bezerra, 2012)

Los receptores TLR2 reconocen una gran variedad de componentes microbianos, Illamados
lipoproteinas/lipopéptidos de diferentes patdégenos, peptidoglicanos y &cido lipoteicoico de bacterias Gram-
positivas e interactia con TLR1 y TLR6, los cuales estan involucrados en la discriminacién de una delicada
diferencia entre lipopéptidos triacil y diacil respectivamente. TLR2 también participa en las sefiales de
transduccion activada por LPS bacterianos de algunos patdégenos tales como Porphyromonas gingivalis y

Porphyromonas endodontalis. (Yamagishi, 2011; Tang, 2011; Bezerra, 2012)

Chokechanachaisakul et al. encontr6 TLR2 regulado y mensajeros TLR4 de expresion de RNA, sugiriendo la
participacion del mecanismo de inmunidad innata en la patogénesis temprana del proceso inflamatorio en
lesiones experimentales de furca de origen endodéntico en molares de ratones. Desai et al. reportaron

expresion de TLR2 en diferentes células inflamatorias de quistes y granulomas. (Bezerra, 2012)

Tabla 4. Descripcién de TLR. (Kumar, 2009)
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Los monocitos son potentemente activados para producir citoquinas a través del sistema inmune innato,
utilizando receptores de patrones de reconocimiento que reconocen componentes estereotipados de patégenos
gue no ocurren el la células de mamiferos. Estos receptores, tales como los receptores de lipopolisacéridos
(LPS), contribuyen para la habilidad del sistema inmune para distinguir entre patégenos y proteinas no
patogénicas a los cuales el sistema inmune pueda quedar expuesto. Las citoquinas predominantes producidas
por monocitos incluyen el factor de necrosis tumoral (TNF), varias interleucinas (IL) moléculas conocidas como
IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18 y IL-23. IL-8 también clasificada como una quimiocina conocida como CXCLS,;

esta y otras quimiocinas son secretadas por APCs. (Borish, 2003)

Fig. 8. La defensa inmune innata de los odontoblastos esta respondiendo a la invasion de caries. Las
guimiocinas secretadas por odontoblastos estdn representadas en cuadros de texto. Las lineas punteadas
representan la regulacion negativa. TFG-p suprime el proceso del antigeno TLR, y LTA inhibe la induccién de
TGF por odontoblastos. Una funcion fagocitica de odontoblastos ha sido sugerida pero no confirmada.
Abreviaciones: p-D-2, pB-defensina-2; iDC células dendriticas inmaduras; LTA acido lipoteicdico; OD,
odontoblastos; MMP, matriz de metaloproteinasa; TGF-b, factor transformador de crecimiento-b; TLR,
receptores toll like; VEGF, factor de crecimiento vascular endotelial. (Chi-Lo Hahn, 2007)



EXERESION DE LEUCOCITOS Y ANALISIS BACTEREOLOGICO EN UN PACIENTE CON NECROSIS PULPAR Y ABSCESO APICAL
CRONICO: CASO CLINICO.

Tabla 5. Papel que desempefian las citoquinas en la patogénesis de las lesiones periapicales. (Garlet)
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Fig. 9. Citoquinas, células inmunes y mastocitos en la patogénesis de un absceso local debajo de una caries
profunda. Retroalimentacién negativa de TGF-f3 e IL-10 es a pesar de una linea descontinua. Las quimiocinas
secretadas por macréfagos estan indicadas en negrita. La presencia de células Thly Th2 en la pulpa inflamada
no ha sido determinada y esta indicada con un signo de interrogacion (?). Insercion de foto: Macréfagos
(asteriscos) en una seccion congelada de una muestra de pulpitis irreversible. Células positivas fueron tefidas
con un anticuerpo de macrdfago anti-humano (DakoCytomation, Carpinteria, CA) seguido de una tincion
indirecta de proceso de inmunoperoxidasa (no publicado previamente). Abreviaciones: DC, células dendriticas;
Mo, monocito; Mg, macrofago; PMN, neutréfilos. (Chin-Lo Hahn, 2007)

Fig. 10. Mecanismo celular y molecular en transito de células T y células dendriticas/monocito. Antigenos de
caries pueden estimular directamente odontoblastos y células dendriticas inmaduras para secretar agentes
quimitacticos para atraer DC inmaduras 0 monocitos. Un antigeno A procesado por DC o macréfagos puede
presentarse a las células T de memoria con un receptor antigeno Ay asi las células T se convierten en células
efectoras. La células T con receptor antigeno B van de regreso hacia las venas linfaticas hacia la circulacion.
Los factores que pueden contribuir a la maduracién local de células DC est4 ilustrado. La presencia de células
DC maduras (mDC) y células NK no ha sido confirmado y esta indicado con signo de interrogacion (?). Células
dendriticas maduras (mDC) también migran a través de los linfaticos para presentar antigenos a células T en
nodulos linfaticos locales. La inhibicion de migracion de CD maduras por VIP y CGRP es a pesar con una linea
de trazos. La quimiotaxis de leucocitos es promovida por neuropéptidos (tales como VIP y GCRP), TGF-y
odontoblastos p-D-2, quimiocinas de células DC maduras asi como también de odontoblastos. Abreviaciones:
CGRP, péptido relacionado con gen de la calcitonina; iDC, DC inmaduras; MC, mastocitos; mDC, DC maduras;
Mo monocito; Mg, macrofago; mT, célula T de memoria; NK, célula NK; VIP, polipéptido vasoactivo intestinal.
(Chin-Lo Hahn, 2007)
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INMUNORREGULACION PERIAPICAL Y APICAL ANTE FACTORES DE VIRULENCIA PROVENIENTES DE
BACTERIA DE CONDUCTOS RADICULARES.

INMUNIDAD INNATA

La respuesta del tejido en una periodontitis apical es generalmente limitada al area apical del ligamento
periodontal y el area esponjosa principalmente. Es iniciada por una respuesta de inflamacién neurovascular
tipica, resultando una hiperemia, congestién vascular y edema del ligamento periodontal con una extravasacion

de neutrdfilos. (Graunaite, 2011)

La iniciacién de una cascada inflamatoria en lesiones de origen endoddntico, incluyen la interaccién de multiples
tipos de células incluyendo la activacion de células endoteliales, PMNs, macr6fagos, linfocitos y osteoclastos
llevando a una destruccién ésea. El complejo de la respuesta del huésped involucra células de ambas
respuestas, adaptativa e innata. La destruccién rapida del hueso encontrada en estas lesiones endoddnticas es
iniciado por multiples bacterias y sus productos incluyendo lipopolisacéridos (LPSs). Se ha considerado a las
bacterias estimuladoras de la resorcién a través de la induccion de citoquinas inflamatorias tales como IL-1f, IL-
la, receptor activador del factor nuclear Kappa-B ligando (RANKL), o TNF-a. La activaciéon inicial de la
respuesta del huésped ocurre a través de la estimulacién de los receptores TLRs (receptores toll like) y
receptores NOD (dominio de oligomerizacion de nucléotidos vinculantes). Ambos TLR y NODs son altamente
expresados en mlltiples tipos de células asociadas con las lesiones endodonticas incluyendo
monocitos/macrofagos, granulocitos, fibroblastos pulpares, precursores de osteoclastos y células

mesenquimales. (Graves, 2011)

Microorganismos de los conductos radiculares infectados, predominantemente anaerobios Gram negativos,
producen una cantidad suficiente de lipopolisacaridos (LPS), también conocidos como endotoxinas, los cuales
egresan en altas concentraciones hacia los tejidos del area periapical. Los lipopolisacéridos activan el sistema
de complemento a través de la via alterna que conduce a la generacién de péptidos quimiotacticos. Una vez
gue el factor patogénico invade el &rea periapical, dos lineas de células de defensa fagocitica son formadas: un
area interna cercana al 4pice, en donde predominan los Polimorfonucleares PMNs; y alrededor del &rea en

donde macréfagos fagociticos son observados. (Graunaite, 2011)

Los polimorfonucleares llegan al sitio de infeccion por medio de la quimiotaxis, inducida principalmente por
lipopolisacéridos (LPS), factor de complemento C5a. Mucho tiempo se pensd que los neutréfilos expresaban
Unicamente receptores quimiotacticos CXCR1 Y CXCR2, los cuales enlazan IL-8 (IL-8)/CXCL8 y (GCP-
2)/CXCL6, pero se demostré por Menzies-Gow et. al que este tipo de células también exhibe receptores CC.
Las citocinas conocidas por causar la quimiotaxis de los neutrdfilos, contribuyen a la migracién de PMN y que
activan funcionalmente a los leucocitos neutréfilos son: IL-8/CXCLS8, IL-1, IL-6, IL-17, G-CSF, M-CSF.
(Graunaite, 2011)
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Los polimorfonucleares producen una amplia gama de citoquinas: IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8, proteinas
inflamatorias de macréfagos MIP-1a y MIP-14, los cuales actian como quimioatrayentes para otras células
inflamatorias o para otros PMNs y contribuir a la resorcion 6sea. Estas células son consideradas también como
fuente de SP. La sustancia P se ha ubicado dentro de los nervios del sistema nervioso periférico y central. Es
abundante en las neuronas aferentes sensitivas primarias no mielinizadas y se asocia con la transmision del
dolor. Es considerado un neurotransmisor que se libera por los axones de las neuronas sensitivas a nivel
medular (neuronas pseudomonopolares que ocupan los ganglios espinales). Sus axones se bifurcan hacia el
hasta posterior de la médula y hacia la periferia. Se liberara esta sustancia P en la piel, pulpa dentaria y en el
ojo. (Romera 2000). Fuertes agentes microticticos de neutréfilos son los neuropéptidos: neuropéptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), sustancia P (SP) y leucotrienos LTB4. (Graunaite 2011).
Estos son productores del dolor, son mediadores comunes en la inflamacién (presente en la mayoria de los
procesos dolorosos). Son potenciadoras del dolor secundario. Sensibilizan los receptores y desarrollan

hiperalgesia. (Romera, 2000)

Cuando los macréfagos estan presentes en el sitio de la inflamacién, tienen funciones centrales en la regulacién
de la destruccién y reparacion del tejido conectivo; inmunidad innata no especifica y la aparicién, regulacién y
resultado del antigeno especifico, consigue, inmunidad. En respuesta al encuentro de bacterias o a la sefal de
activacién de otra naturaleza producen una variedad de moléculas biolégicamente activas las cuales son IL-1,
TNF-a, IL-8, IL-6, GM-CSF, IL-12, IL-10, factores de crecimiento, INF-a, INF-B, metabolitos de acido
araquiddnico, radicales libres, enzimas de metaloproteinasa, endorfina beta y met-enk (met-encefalina). Los
macréfagos pueden también servir como células presentadoras de antigenos (APCs) en los pasos esenciales
iniciales de la induccién de inmunidad adquirida. Estos procesan y presentan al antigeno a los clones antigeno-
especificos de linfocitos Th por un proceso que involucra el reconocimiento por los linfocitos de MHC Il molécula
de los macréfagos. La frecuencia de macrofagos dentro del infiltrado celular inflamatorio ha sido reportado entre
los rangos del 4% a mas del 50%. Esta diferencia ha sido considerada como resultado del uso de diferentes

metodologias (métodos inmunohisotolégicos).

La infiltracion de macréfagos a los sitios de inflamacion es relativamente lenta comparada con los neutréfilos,
pero son capaces de tragarse casi cualquier agente extrafio y su infiltracién dura un tiempo mayor. Estos

muestran expresar receptores de quimiocinas CC: CCR1, CCR2 y CCR5.

Algunos quimioatrayentes y activadores de los macrofagos son:
MCP-3 (Proteina-3 quimioatrayente de monocito)

GM-CSF (Factor estimulador de colonias de granulocitos macréfagos)
MIP-1a/CCL3 (Proteina inflamatoria de macréfagos)

MIP-1B/CCL4 (Proteina inflamatoria de macréfagos)

TGF —p (Factor transformador de crecimiento beta)

GPCR (Receptores acoplados a proteinas G)

SP (Sustancia P)
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LTB4 (Leucotrieno)
LPS (Lipopolisacéridos)
IFN-y (Interfer6n gamma)

TFNa (Factor de Necrosis Tumoral alfa)

La SP estimula la liberacion de histamina de los mastocitos, lo cual a su vez resulta en un aumento de la
produccion de bradiquinina, mientras que la bradiquinina, histamina y prostaglandina E2 (PGE2) todas
estimulan el aumento de la permeabilidad vascular de la pulpa. La SP ademés incrementa la fagocitosis y el

metabolismo oxidativo.

La produccion local de IL-1 eleva la expresion de la molécula de adhesion celular (CAM-1) por células
endoteliales en los capilares, esto mejora la conexién local de los PMNs y los monocitos mejorando su
migracion hacia el area. La IL-1 ha sido identificada como un mediador central de la inflamacién pulpar y
periapical. Es esta producida por macréfagos, PMNs, osteoclastos, células epiteliales quisticas y su produccién
y accién es regulada por muchas otras citocinas:

interleucina-12 (IL-12), interferébn gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral alfa (TFN-a) e IL-1 por si mismo
como inductores; interleucina-4 (IL-4), IL-6 interleucina-10 (IL-10) e interleucina-13 (IL-13) como supresores.
(Graunaite, 2011)

Existen dos tipos diferentes de IL-1: interelucina-1 alfa (IL-1a) e interleucina-1 beta (IL-1p). IL-1p es la forma
predominante encontrada en lesiones periapicales humanas. La IL-1 junto con IL-6 y TFN han sido encontradas
para la induccién de la fiebre como respuesta en fases agudas. Los efectos locales de IL-1 son la mejora de la
adhesién de leucocitos en las paredes endoteliales, estimulacion de linfocitos, potencializacién de neutréfilos,
activacién de la producciéon de prostaglandinas y enzimas proteoliticas, mejora de la resorcion 6sea y la

inhibicion de la formacién de hueso.

La IL-6 es un mediador integral para la respuesta de fase aguda en la lesién e infeccidon. La mayor fuente de
produccion de IL-6 son los monocitos y los macrofagos y los linfocitos tipo 2 cooperadores (Th2), células B
activadas y células PMNs. Células epiteliales, células del endotelio vascular y fibroblastos también liberan IL-6.
Los efectos locales de IL-6 son: estimulacidon para la diferenciacién de linfocitos B maduros a anticuerpos
produciendo células plasmaticas, activa las células T, aumenta la actividad citotéxica de los neutréfilos, induce
resorcién 6sea por si solo o también junto con IL-1 y lipopolisacéaridos, regula la produccién y contrarresta
algunos efectos de la IL-1. Experimentos sobre la deficiencia de IL-6 revelan que posee propiedades
proinflamatorias y antinflamatorias y su efecto final depende de las células diana y la interaccién con otras

citoquinas.

El GSP-2 (CXCL-6) es una citocina CXC. Similar a la IL-8, posee un potente quimiotactico y propiedades
proangiogénicas. Kebschull et al. sugirieron que la expresién de GSP-2 se origina de la microvasculatura del

endotelio del tejido gingival inflamado en lesiones periodontales.
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Niveles detectables de IL-8/CXCL8 fueron encontrados en aproximadamente el 95% de los exudados
periapicales recolectados de conductos radiculares durante la rutina de tratamiento endodéntico de lesiones
periapicales de humanos, sugiriendo un papel esencial de IL-8 en la migracion de neutréfilos en las fases
agudas de enfermedades periapicales. Tincion inmunohistoquimica positiva para IL-8 en la progenie de los
restos epiteliales de Malassez se demostrdé y exhibié un patron de unién caracteristica a la matriz extracelular
de la lesion. Una fuente importante de IL-8 son las células mononucleares de lesiones periapicales que son

CD4 + (Thl) y CD11+ (células de monocitos, macrofagos y células dendriticas). (Graunaite, Lodiene, 2011)

Microorganismos endodénticos patogénicos Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis y
Prevotella intermedia son capaces de inducir la produccion de IL-8 por fibroblastos de la pulpa y osteoblastos.
Esta produccion por células pulpares es regulada por neuropéptidos, tales como sustancia P (SP) y el péptido

relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP). (Graunaite, Lodiene, 2011)

La IL-8 quimiotacticamente atrae y activa PMNSs, haciéndolos mas disponibles y mas competentes para atraer y
matar a la bacteria, estimular la actividad y reclutamiento de osteoclastos. Ademas, la correlacién positiva entre

los niveles de IL-8 y sintomas de dolor fue encontrado en lesiones periodontales. (Graunaite, Lodiene, 2011)

La Interleucina IL-12 es una citoquina reguladora importante que tiene una funcién esencial en la iniciacion y
regulacion de las respuestas celulares inmunes. Puede regular la diferenciacién de células T naives, las cuales
son cruciales en la determinacion de resistencia y el tipo de respuesta que sera obtenida en contra un patégeno
particular. IL-12 es principalmente producida por macréfagos, monocitos, células dendriticas y células B en
respuesta a los productos bacterianos y parésitos intracelulares. Es también responsable de la produccién
subsecuente de interferon gamma (INF-y) y de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) de las células NK y
células T cooperadoras. Las secreciones de IL-12 e IFN-y aumenta la fagocitosis, la produccién de oxido
nitroso (NO), y una explosidn oxidativa, resultando en un aumento de destruccién del patégeno. IL-12 ha sido

también bien caracterizada como supresor de citoquinas Th2, tales como IL-4 e IL-10.

La IL-17 es secretada por linfocitos T cooperadores (Thl7). Y es capaz de reactivar el proceso inflamatorio
incluyendo la induccién de la inflamacién caracterizada por la presencia de neutréfilos. Existe ademas una gran
evidencia de que IL-17 puede inducir la produccion de el receptor activador del factor nuclear kappa B ligando

(RANKL), la activacion de osteoclastos con la consiguiente resorcién de hueso. (Queiroz, 2010)

El interferon gamma INF-y es una citoquina, producida por células Thl. La secrecién de INF-y es
desencadenado principalmente por IL-12 y regulada por IL-10. Ambas IL-10 e IL-12 son producidas por células
dendriticas y activadas por macrofagos. IFN-y activa los macréfagos, reduce la actividad macréfago-supresiva,
e induce IL-1, induce la sintesis de NO (oxido nitroso) y la produccion de O2. Texeira-Salum et al. reportaron
una posible asociacién entre IFN-y con sintomas clinicos. Lesiones que presentaron altos niveles de

reactividad a IFN-y e interleucina IL-4 fueron asociadas con dolor a la percusién y a la palpacién. Hinchazén fue
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asociada con altos niveles de IL-4, TNF-a e INF-y. Por otro lado, Ataoglu et al. fallaron en mostrar la correlacion

entre los niveles de TNF-a y los sintomas clinicos.

El TNF-a producida por ambos macrofagos y linfocitos Thl. LPS, liberados de los conductos radiculares
infectados, estimulan macrofagos para secretar citoquinas pro inflamatorias, tales como IL-1 y TNF-a. Los
efectos bioldgicos del TNF-a incluyen la activacién de los leucocitos tales como los linfocitos (células B y T),
macréfagos y células NK; induccién de fiebre; liberacién en la fase aguda de proteina; expresion de citoquinas,
guimiocinas y la activacion de células endoteliales. Esta citoquina es reportada por estimular la resorcién ésea.
Sin embargo, IL-1 ha sido encontrada por ser 500 veces mas potente que el TNF-a en la mediacion de la

resorcion osea.

La proteina inflamatoria de macréfagos MIP-1a/CCL3 y MIP-1p/CCL4 pertenecen a la familia de quimiocinas
CC. El tipo de linfocitos T cooperadores (Thl) puede atraer y activar macrofagos por la produccién de

citoquinas MIP-1a y MIP-f.

Los miembros del factor transformador de crecimiento TGF-p son reguladores criticos de la célula de
crecimiento, diferenciacién y reparacion de la inflamacién. EI TGF-$ es una de las citoquinas involucradas en el
proceso de reparacion de lesiones perirradiculares y pertenece al grupo de citoquinas anti-inflamatorias. La
produccion del factor transformador de crecimiento TGF-B1 puede ser estimulado por productos microbianos,
por la respuesta del huésped a antigenos y al dafio de tejidos por si sélo. Ademas la mayor fuente son
macrofagos, eosindfilos, linfocitos, fibroblastos, osteoblastos y osteoclastos activados son también capaces de
la formacién de TFG. En etapas tempranas de la respuesta inflamatoria de TGF-f1 es un quimioatrayente para
monocitos Y linfocitos, reclutandolos al sitio del dafio. Sin embargo, subsecuentemente ejerce un potente efecto
supresivo en la proliferacién de linfocitos T y B, inhibe la produccién de IL-1, 2, 6, TNF-a y INF-y, secrecién de
anticuerpos, bloqueo de produccién de oxido nitrico (NO) por macréfagos, acelera la curacion por estimulacion
de la reparacion de tejido suave, ademas inhibe la formacién de osteoclastos. Texeira et al. reportaron que los
niveles de TGF-p fueron significativamente altos en granulomas comparados a quistes radiculares, sugiriendo
gue los granulomas periapicales exhiben un patrén regulatorio con altos niveles de TGF-f y niveles bajos de

citocinas proinflamatorias.

Factores de estimulacion de colonias (CSF) son un grupo de citoquinas que regulan la proliferacién y
diferenciacion de células hematopoyéticas. Su funcién es activar neutréfilos leucocitos. GM-CSF es secretado
por una gran variedad de células, las principales fuentes posiblemente son los macréfagos, células endoteliales,

células T activadas y PMN.

La Proteina Quimiotactiva de Monocitos (MCP-3/CCL7) es una de las quimiocinas mas pluripotenciales, pero
actia predominantemente en el linaje de los macréfagos. MCP-3 es expresado por células endoteliales, células

plasmaticas, linfocitos y fibroblastos inducidos por IL-1a, TNF-a, INF-y y LPS. (Graunaite, Lodiene, 2011)
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INMUNIDAD ADAPTATIVA

La inmunidad adaptativa es antigeno especifica y sirve para mejorar el mecanismo de proteccion de la
inmunidad innata o no especifica. Es también conocido como inmunidad adquirida para enfatizar el hecho de
gue estas repuestas protectoras potentes son adquiridas o ensefiadas como consecuencia de experiencia. Las
células T, B y sus productos, los cuales incluyen quimicinas inflamatorias, citoquinas y anticuerpos. Las
guimiocinas inflamatorias dirigen el trafico de las células inmunes y citoquinas inducidas durante la activacién
de la células T para regular las respuestas inmunes e inflamatorias. El resultado final de la inmunidad
adaptativa es una respuesta inflamatoria exagerada (inflamacién inmune) intentando eliminar la infeccién. (Chin
Lo Hahn, 2007)

El desarrollo de una respuesta de inmunidad adaptativa efectiva depende en gran medida de un reconocimiento
apropiado del antigeno por las células del sistema inmune innato y presentarlo a las células adaptativas
inmunes. Las APCs tienen una importante habilidad para reconocer el patégeno y operar en la interface de
inmunidad innata y adaptativa. Sin embargo, aun en proporciones considerables de macré6fagos en la lesion
pueden expresar un mayor complejo de histocompatibilidad (MHC) de moléculas clase Il, sugiriendo que
puedan actuar como APCs, estudios recientes mostraron que las células dendriticas actian como APCs
(células presentadoras de antigenos) eficientes, comparados con los macréfagos. (Graunaite, 2011; Broere,
2011)

La caracteristica de la inmunidad adaptativa es el uso de receptores antigeno-especifico en células T y B para
impulsar la respuesta efectora especifica en 2 etapas. Primero el antigeno es presentado y reconocido por los
antigenos especificos de células T o B dando lugar a una imprimacién celular, activacién y diferenciacion, la
cual ocurre usualmente dentro del ambiente especializado de tejido linfoide. Segundo, la respuesta efectora
toma lugar, ya sea debido a la activacion de células T dejando el tejido linfoide y llegando a la localizacién de la
enfermedad o debido a la liberacion de anticuerpos de células B activadas (células plasméticas ) dentro de la

sangre y fluidos de tejidos y desde ahi al foco infeccioso. (Parkin, 2001; Broere, 2011)

CELULAS Y MEDIADORES QUIMICOS QUE PARTICIPAN EN LA RESPUESTA ADAPTATIVA DE
PERIODONTITIS APICAL CRONICA.

Los leucocitos polimorfonucleares tienen una funcién protectora y destructora en reacciones inflamatorias no
especificas. La funcion protectora es expresada en su habilidad de fagocitar. Estas contienen granulos
lisosomales, en los cuales existen numerosas enzimas hidroliticas, cuya liberacién es la responsable del dafio
de tejidos. Las enzimas que se encuentran en los lisosomas granulomatosos son colagenasa, fosfatasa
alcalina, elastasa, proteasa, lisosomas, los cuales tienen efecto destructivo en los componentes extracelulares

de tejido conectivo.
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El RANKL es un regulador importante de las interacciones entre células T y células dendriticas durante el
proceso de presentacion del antigeno. El RANKL es también expresado en la superficie de las células
dendriticas y la interaccién con su receptor puede inducir un grupo de formacion y activacion de células T,
supervivencia de células dendriticas, regular la funcién de las células dendriticas y la comunicacion entre
células T y células dendriticas. (Graunaite 2011). El RANKL es producido por diversas células, incluyendo
algunas del sistema inmunitario, células de la pared vascular y osteoblastos/estroma. Este factor pertenece a la
familia de TNF. Cuando se fija a su receptor RANK presente en la membrana de precursores osteoclasticos,
induce una serie de sefiales que promueven la diferenciacion de estos y la formacién de osteoclastos. (Riancho,
2011)

Los osteocitos no tienen conexiones fisicas con las células de la medula. Por tanto, si actian sobre los
precursores osteoclasticos debe ser a través de mecanismos humorales. De hecho, se ha demostrado que
estas células producen diversos mediadores que pueden influir en la osteoclastogénesis, como oxido nitrico,

TGF-B, prostaglandinas, o RANKL. (Riancho, 2011)

Los macrofagos ademas representan antigenos de las sustancias de linfocitos T y por lo tanto inducir el
principio de la reaccién inmunoldgica por su efecto sobre linfocitos B y su transformacién a células plasmaéticas,
las cuales son responsables de la formacion de anticuerpos. La acumulacién de linfocitos T se confirma en

lesiones periapicales cronicas, particularmente aquellas colonizadas por Streptococcos. (Staudt, 2001)

La activacion de estos receptores lleva a la estimulacion de multiples citoquinas inflamatorias incluyendo IL-1,
TNF-a e IL-6, y ha estado asociado con el aumento de la produccién de RANKL, osteoclastogénesis y la
resorcién ésea. Multiples estudios han reforzado el concepto que el desarrollo de la resorcién de hueso en
lesiones de origen endoddntico involucra la respuesta inmune adaptativa. El tipo de células predominantes en
lesiones endoddnticas en un modelo de raton fueron ser las células T seguidas de células B y
monocitos/macréfagos. Multiples respuestas de células T han sido asociadas con lesiones endodénticas,
incluyendo Thl (IL-2 y INF-y), Th2 (IL-4 y IL-5), células T reguladoras (Tregs; IL-10-y TGF-f), Th17 (IL-17-a),
linfocitos. De hecho el factor clave de transcripciébn esencial para Thl, Th2 y diferenciacién de Tregs, T-f,
GATA-3 y FOXp3, respectivamente, han sido encontradas en lesiones periapicales asi como también IL-17 a,

la citoquina prototipica producida por células Th17.

La importancia de la respuesta inmune adaptativa en proteger al huésped durante la formacién de lesiones
endodédnticas ha sido demostrado en numerosos estudios. La exposiciéon de la pulpa dental en ratones con
inmunodeficiencia severa combinada (SCID) mostraron lesiones periapicales de un tamafio similar a aquellos
ratones del grupo control. Sin embargo, aproximadamente un tercio de los ratones inmunodeficientes con
lesiones endoddnticas desarrollaron abscesos orofaciales. Curiosamente, dos estudios encontraron resultados
contrastantes utilizando ratones nu/n u con una deficiencia en la respuesta de células T. Mientras que un
estudio mostraba mayor resorcion 6sea después de lesiones endodonticas sugiriendo un papel protector critico,

el otro estudio fracasé en la identificacion de la diferencia del tamafio de la resorcién 6sea. Evidencia de papel
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protector del INF-y, la citocina Th2 prototipica, fue demostrada a medida que la ausencia del INF-y resultara en
aumento de la resorcion 6sea comparada son tipos de ratones salvajes. Sin embargo, la citoquina
antiinflamatoria IL-10 has sido demostrada como un factor protector contra la resorcibn ésea periapical.
Lesiones periapicales en ratones con una ablacién genética de IL-10 fueron aumentados de tamafio en
comparacién con los tipos de ratones salvajes, consistente con un papel protector para IL-10. Ademas, IL-10
mRNA los niveles en granulomas periapicales en humanos han sido correlacionados positivamente con la
expresién de proteinas SOCS1 y SOCS3, los cuales actian como reguladores negativos de la sefializacion
inflamatoria. Curiosamente, Tregs como una potente fuente de IL-10 fueron encontrados en las lesiones
periapicales seguidas de infecciones endodénticas consistentes con un papel regulador dentro del desarrollo de
la lesién. (Graves, 2011) Lesiones endodénticas han sido asociadas con miltiples citoquinas. Las citoquinas
gue participan en la formacion de lesiones osteoliticas. Interleucinas (IL) particularmente IL-la e IL-1f son
producidas en lesiones periapicales por severos tipos de células incluyendo macréfagos, osteoclastos, PMNs y

fibroblastos.

Fig.11. El balance de RANKL/OPG es un factor importante en la regulacion de resorcion 6sea en ambientes
periodontales y periapicales. La diferenciacion y activacion de osteoclastos son manejados por la interaccién de
RANK (receptor activador del factor nuclear kB) con su ligando, RANKL. Osteoprotegerina, OPG, es un sefiuelo
de RANKL que inhibe el combate RANK-RANKL. En condiciones homeostaticas (lado izquierdo), los niveles de
RANKL y OPG estan pensados para ser balanceados para que asi haya una osteoclastogénesis y resorcion
Osea limitada. Con los estimulos inflamatorios la proporcion RANKL/OPG aumenta en tejidos periodontales y
periapicales y lleva a la estimulacion de la actividad osteocléstica y una reabsorcion 6sea. (Graves, 2011)
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Fig. 12. Regulacién de citoquinas en la degradacion de matriz y resorcién de hueso en el entorno periodontal y
periapical. La presencia de patdgenos microbianos en el ambiente periodontal y periapical provoca una
produccioén inicial de citoquinas proinflamatorias, tales como TNF-a e IL-1p, los cuales estimulan la expresion y
activacion de la matriz de metaloproteinasa (MMPSs) que degrada tejido conectivo de la matriz extracelular. Las
citoquinas tales como TNF-a pueden estimular la osteoclastogénesis independientemente mientras que otras
citoquinas estimulan la expresion de RANKL que lleva a la formacion de osteoclastos y a la actividad
osteoclastica. La combinacion de las respuestas inmunes innata y adaptativa posiblemente llevan a altos
niveles de inflamacion y resorcion 6sea. Estas citoquinas proinflamatorias se consideran generadoras y
aplificadoras del circuito que contribuye a la progresién de la lesién periodontal y periapical. Conversamente, las
citoquinas producidas por células Th2 y Tregs, tales como IL-4 e IL-10 tienen el efecto opuesto, en parte, a
través de la estimulacién de produccién de inhibidores de tejido de la matriz de metaloproteinasa (TIMPS) y
OPG asi como a la contencién de produccién de citoquinas inflamatorias. (Graves, 2011)

El papel de IL-1 en la estimulacién de la destruccion ésea periapical fue demostrada utilizando un antagonista
de receptor IL-1 que mostro una reduccion del 60% en el desarrollo de la lesién. Parece que mucha de la
actividad osteoclastogénica en lesiones periapicales es especificamente relacionada con la formaciéon de (IL-co)
interleucina IL1-a. Sin embargo, cuando el receptor de sefializacién de IL-1 es completamente eliminado existe
un aumento del tamafio de la lesi6bn y una morbilidad sistémica. Ademas la expresién de TNF-a ha sido
identificada en lesiones de origen endodontico por células como PMNs, monocitos/macréfagos vy fibroblastos y
puede que contribuyan a la formacién de la lesién. La IL-6 ha sido observada en exudados de lesiones
periapicales humanas, con osteoblastos, fibroblastos, macréfagos, PMNs y linfocitos T identificados expresando

la proteina IL-6.

Los neutrdfilos son activados en el desarrollo de la pérdida de hueso asociado con lesiones endoddnticas. Esto
ha sido demostrado en animales con alguna neutropenia teniendo una disminucién en la formacién de lesién
periapical. El reclutamiento de PMNs con citoquinas ha sido también implicado en la patogénesis de lesiones
periapicales. IL-8/CXCL8 expresién de quimiocina es prominente en lesiones periapicales, consistente con una

pesada infiltracion por PMNs.

El reclutamiento de monocitos es critico en la defensa antimicrobiana en lesiones de origen endodéntico.
Quimiocinas y receptores de quimiocina estimulan la inmunidad innata y adaptativa en el ambiente periapical y

en el desarrollo de granulomas asociados con estas lesiones. La supresién genética de MCP-1/CCL2
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identificada en monocitos/macréfagos y en células de revestimiento de hueso en lesiones endodénticas, reduce
significativamente el infiltrado monocitico mientras aumenta la cantidad de resorcidn 6sea. Similarmente, la
ausencia de MCP-1 receptor (monocito quimioatrayente de proteina 1) (CCR2) (quimioatrayente receptor 2) o
una ablacién genética de quimiocinas receptoras CC con un receptor 5 resulta en un aumento de la cantidad de
resorcion apical 6sea y esta asociada con altos niveles de los factores osteoliticos, tales como RANKL vy

catepsina K.

Curiosamente, la activacion de MCP-1/CCL2-CCR2 parece jugar un papel activo mediando la migraciéon de
monocitos/macrofagos mientras limitan la infiltracibn de PMSs. La expresién del RANKL y la osteoprotegerina
(OPG) demuestra un patrén heterogéneo en granulomas periapicales, que se entienden desde un alto radio de
RANKL a OPG consecuente con resorcion 0sea de bajo radio mostrado en sitios con una resorcion 6sea
minima. Estos hallazgos disparados en niveles de RANKL/ OPG radio pueden ser indicadores de una lesién

expansiva con una resorcion ésea activa o una lesion estable con una resorcién ésea minima. (Graves, 2011)

Fig.13. Regulacion de citoquinas en la degradacién de matriz y resorcion de hueso en el entorno periodontal y
periapical. La presencia de patdgenos microbianos en el ambiente periodontal y periapical provoca una
produccion inicial de citoquinas proinflamatorias, tales como TNF-a e IL-1p, los cuales estimulan la expresion y
activacion de la matriz de metaloproteinasa (MMPs) que degrada tejido conectivo de la matriz extracelular. Las
citoquinas tales como TNF-a pueden estimular la osteoclastogénesis independientemente mientras que otras
citoquinas estimulan la expresion de RANKL que lleva a la formacién de osteoclastos y a la actividad
osteoclastica. La combinacién de las respuestas inmunes innata y adaptativa posiblemente llevan a altos
niveles de inflamacion y resorcion 6sea. Estas citoquinas proinflamatorias se consideran generadoras y
aplificadoras del circuito que contribuye a la progresién de la lesién periodontal y periapical. Conversamente, las
citoquinas producidas por células Th2 y Tregs, tales como IL-4 e IL-10 tienen el efecto opuesto, en parte, a
través de la estimulacidon de produccion de inhibidores de tejido de la matriz de metaloproteinasa (TIMPS) y
OPG asi como a la contencién de produccién de citoquinas inflamatorias. (Graves, 2011)
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Las funciones de las células dendriticas como centinelas del sistema inmunol6gico traficando desde la
vasculatura hacia los tejidos donde, aunque inmaduro, capturan antigenos. Las APCS poseen receptores
especiales en su superficie que reconoce patdgenos especificos asociados con un patrén molecular PAMP
(patégeno asociado a un patron molecular) y desencadena una serie de eventos intracelulares para continuar
capturando antigenos e inducir mas adelante moléculas co-estimuladoras para la células T. En humanos, los
receptores Toll like receptors identifican los PAMPs y activan multiples pasos en las reaccion inflamatoria. Una
vez activados, los TLR regulan los genes que codifican las citoquinas inflamatorias tales como IL-8, TNF a, IL-6,
IL-12 e IL-1p en células inmunocompetentes. El reconocimiento del ligando apropiado por los TLRs estimula a
las sefiales y vias de transduccién e induccion de diferentes genes que funcionan en la defensa del huésped,
incluyendo aquellos para citoquinas inflamatorias, quimiocinas, MHC y moléculas co-estimuladoras. En adicién
la activacion de TLR induce miltiples efectores moleculares, inducibles como sintasa de oxido nitrico y péptidos
antimicrobianos, los cuales pueden destruir patdgenos microbianos. Entonces, a continuacioén, estimulos
inflamatorios, células dendriticas cargadas de antigeno dejan el tejido y se mueven a los érganos de drenaje

linfoide donde, convertidos en células dendriticas maduras, preparan a las células T. (Graunaite, 2011)

Infeccién continua o severa a niveles mas alla de la capacidad de la inmunidad innata son mediadas por la
inmunidad adaptativa, la cual es mucho mas especifica hacia antigenos exégenos. La inmunidad adaptativa es
llamada también inmunidad especifica y posee la habilidad de memorizar y responder vigorosamente a
exposiciones repetidas al mismo antigeno. El mayor componente de la inmunidad adaptativa son los linfocitos B
y T. (Graunaite, Lodiene, 2011)

DESTRUCCION DEL TEJIDO OSEO PERIAPICAL.

La integridad del tejido 6seo depende del mantenimiento de un delicado equilibrio entre resorcién 6sea por
osteoclastos y la deposicion 6ésea de osteoblastos. Los osteoclastos se originan de precursores
hematopoyéticos del linaje de monocito-macréfago que reside dentro de la medula 6sea, guiado por
guimiocinas, emigran de la circulacion periférica hacia dentro del hueso. Quimiocinas, conocidas por causar
guimiotaxis y diferenciacién son :

MCP-1/CCL2, SDF-1a/CXCL12, MIP-1a/CCL3, MIP-1y/CCL9, RANTES/CCL5, IL-8/CXCL1, MCP-3/CCL7,
Xk y8/CCL23, MIG/CXCL9 y IP-10/CXCL10. La activacion de osteoclastos es lograda solo por RANKL. Marton
et al. reportaron que el reclutamiento de monocitos dentro de lesiones de granulomas pueda deberse a la
presencia de MCP-1. MCP-1/CCL2 esta asociado con la quimiotaxis de osteoclastos y su diferenciacion,

probablemente a través de la interaccidn con receptores CCR2. (Graunaite, 2011)

ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA DEGRADACION DE LA MATRIZ EXTRACELULAR.

El ligamento periodontal es un tejido conectivo denso, localizado entre el cemento y el hueso alveolar,
soportando al diente. Este ligamento esta compuesto principalmente de fibras de colageno y fibras de sistema
elastico. La destruccién del ligamento periodontal es iniciada por la degradaciéon de la MEC. Las enzimas
involucradas en la degradacion de la MEC incluyen matriz de metaloproteinasa (MMPS) y proteasas séricas

(incluyendo elastasa neutrofilica y captesina G). La familia de MMPS son capaces de degradar todos los
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componentes de la matriz extracelular incluyendo coladgeno y proteoglicanos. La MMPs ha jugado un papel
importante en las condiciones inflamatorias de tejidos periodontales, pulpares y periapicales, asi como la
mineralizacion de dentina. Tjaderhane et al. demostraron que la inhibiciéon de inflamacién periapical de MMP
aumenta el indice de crecimiento, indicando que la MMP pueda tener propiedades anti-inflamatorias y/o anti-
infecciosas. La MMPs ha sido divida en cuatro subfamilias: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y una
membrana de tipo MMP, de acuerdo a sus sustratos y estructuras, siendo la colagenasa y gelatinasa las mas
investigadas en lesiones de periodontitis apical. Subfamilias de colagenasa incluyen: colagenasa intersticial

MMP-1, colagenasa de neutréfilos MMP-8 y colagenasa -3 (MMP-13).

La colagenasa MMP-1 ha sido encontrada en la degradacién de matriz extracelular no mineralizada y estimula
la osteoclastogénesis a través de la generacion fragmentos de degradacién de coldgeno en las superficies
Oseas. Las células expresadas de MMP-1 son consideradas como macrofagos. Las citoquinas IL-1ay TNF-a,
pro-inflamatorias modulan una subsecuente modulaciéon en la produccion de MMP-1 de macrofagos para
promover la resorcion periapical 6sea. Wahgren et al. reporto que las células PMN y macr6fagos expresan

MMP-8 en periodontitis apical.

Algunos estudios han mostrado que la MMP-2 y -9 participan en la patogénesis de la inflamacién pulpar y

periapical, Shin et al., Buzoglu et al. entre otros, utilizando muestras de pus intraconducto con absceso apical.

Las proteasa serinas son conocidas también por degradar la MEC en periodontitis apical tales como los
neutréfilos de elastasa (NE) y captesina G. Elastasa neutrdfila es una de las mayores enzimas de neutréfilos
humanos, que en la inflamacién se libera dentro de los tejidos periapicales para contribuir al dafio de tejido.
(Graunaite, 2011)

TABLA 6. Enzimas involucradas en la degradacion de la matriz extracelular.
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PAPEL QUE DESEMPENAN LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO.
Especies reactivas de oxigeno (ROS) son altamente reactivas y pueden modificar e inactivar proteinas, lipidos,
ADN y RNA e inducir disfunciones celulares. O,, H,O, y Oxido Nitrico (NO) juegan un papel importante en la

defensa del huésped, asi como también en las lesiones inflamatorias de tejido inducidas.

El anién superéxido es un radical altamente reactivo involucrado en el dafio celular y de tejido en una variedad
de desordenes, incluyendo enfermedades inflamatorias. Mientras que la produccién de superéxido por
neutrdfilos y otras células fagociticas es esencial para matar ciertos microorganismos, causa dafios a tejidos en
el sitio de inflamacién. Una alteracion entre el balance de la produccién de radicales de oxigeno por células
fagociticas en lesiones periapicales y su eliminacion fue sugerida como contribuyente para el dafio periapical y
la pérdida 6sea en la periodontitis apical cronica. El anién superdxido también ha demostrado ser producido por
osteoclastos y estén involucrados en la resorcién 6sea. Ademas, anién de superéxido puede reaccionar con un
precursor en plasma para generar un factor quimiotactico para neutréfilos. Ademés de la produccién por células
huésped las bacterias pueden también producir anién de superéxido. (Streptococcus spp., Enterococcus
faecalis). (Graunaite, 2011)

OSTEOCLASTOGENESIS Y ENFERMEDADES OSEAS.

Los osteoclastos son células especializadas cuya actividad biol6gica es, conjuntamente con la de los
osteoblastos, la homedstasis del tejido 6seo. En el proceso de induccion y de maduracién de los osteoclastos u
osteoclastogénesis, el factor estimulante de colonias de macréfagos (CSF-1), el receptor asociado a la
activaciéon del factor nuclear kappa-beta (RANK) y su ligando (RANKL), y la osteprotegerina (OPG),
desempefian un papel importante a partir de células provenientes de la linea granulocito macréfago. La
osteoclastogénesis involucra por lo menos 24 genes a través del eje RANK/RANKL/OPG, cuya expresion

diferencial regula la resorcién y la densidad 6sea. (Mikan, 2007)

PATRONES DIFERENCIALES DE EXPRESION RANKL/OPG EN GRANULOMAS PERIAPICALES
HUMANOS: POSIBLE ASOCIACION CON UNA LESION PROGRESIVA O DE NATURALEZA ESTABLE.

Las respuestas periapicales inflamatorias mas comunes tomadas de la forma de granulomas o quistes
reactivos, con una resorcién concomitante de hueso que rodea las raices de los dientes afectados. La resorcién
O6sea es un proceso multipasos en los cuales el receptor activador nuclear factor kappa B ligando RANKL vy
osteoprotegerina OPG juegan un papel importante. La unién de RANKL al receptor RANK presentado en la
superficie de preosteoclastos lleva su maduracién y activacion, mientras OPG, el inhibidor natural de RANKL,

es un receptor que proclama que previene la unibn RANK/RANKL. (Menezes, 2008)
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Fig.13. Papel de RANK, RANKL y OPG en la osteoclastogénesis en condiciones homeostéticas e inflamatorias.
Una representacion esquemética de las redes de RANK/RANKL/OPG en condiciones homeostaticas e
inflamatorias. La diferenciacién y activacion osteoclastica son manejadas por la interaccion de RANK con su
ligando RANKL, eventualmente regulada por OPG, un sefiuelo de receptor RANKL, que inhibe la accion RANK-
RANKL. En condiciones

homeostéticas (lado izquierdo), los niveles de RANKL y OPG estdn pensados para ser un balance dinamico, el
cual aloja una generacion controlada de osteoclastos responsables de la homeostasis de resorcion ésea. Por el
contrario, la sobreexpresion de RANKL en condiciones inflamatorias (lado derecho), mayormente como
resultado de la presencia de células inflamatorias, resultando un desequilibrio de niveles de RANKL/OPG,
llevando asi a una actividad osteoclastica excesiva y consecuentemente a una resorcion 0sea patoldgica.
(Menezes, 2008)

RANKL y OPG son expresados en periodontitis apical, sugiriendo un papel para estas moléculas durante el
desarrollo de la lesidn. 5-8 Sin embargo la deteccion de moléculas RANKL y OPG no caracteriza el estatus
actual de las lesiones, y estos estudios previos no intentaron correlacionar la expresiéon RANKL/OPG con la
actividad de resorcidn 6sea actual. En conjunto, el balance entre la expresion RANKL y OPG es esencial para
determinan la respuesta biolégica en las enfermedades periodontales, movimiento dental ortoddntico y algunas
lesiones osteoliticas en el esqueleto facial. Sin embargo el perfil de expresiéon de RANKL/OPG en lesiones

periapicales se desconoce. (Menezes, 2008)

PROTEINA C REACTIVA: MARCADOR SISTEMICO DE INFLAMACION.

La proteina c reactiva es una proteina de suero de fase aguda, la cual se induce rapidamente como parte de la
respuesta inmune hacia los tejidos dafiados e infeccion. Su nombre deriva de su capacidad para precipitar al
polisacarido somético C del Streptococcus pneumoniae. La respuesta de fase aguda es un fendmeno
fisiopatolégico de “emergencia” que aparece al desequilibrarse ciertos mecanismos homeostaticos (destinados
a mantener en equilibrio las condiciones fisioldgicas) que mantienen funcional al organismo ante diversos retos.

La PCR forma parte de la inmunidad innata y su sintesis es inducida como respuesta al dafo tisular,
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infecciones, procesos inflamatorios y neoplasias. Producida principalmente por los hepatocitos y su expresién
esta regulada por citoquinas producidas por las distintas poblaciones celulares del sistema inmune, como las
pro-inflamatorias interleucina 1 (IL-1) e IL-6 y el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a). Existen diferencias
entre las PCR por ejemplo estructurales —derivadas por ejemplo de su glucosilacién diferencial —y funcionales,
como la capacidad del organismo de regular la sintesis basal y de fase aguda de proteina o de esta de activar
al complemento. En individuos sanos, la concentracion media de PCR es de 0.8 mg/L mientras que durante un
estimulo de fase aguda, estos niveles pueden incrementar hasta mas de 10,000 veces su valor normal. Su
indice de produccién es lo Unico que determina los niveles circulantes de PCR, por lo tanto éstos reflejan
directamente la intensidad de los procesos patoldgicos que estimulan su sintesis. Una vez que el estimulo que
promovié su produccién cesa por completo, la concentracidn en circulacion de la PCR disminuye rapidamente
hasta alcanzar sus niveles basales. Se ha observado que los niveles séricos de PCR tienden a incrementar con

la edad y en mujeres se presentan niveles mas elevados en circulacion. (Hutchinson et al, 2000)

Durante décadas se ha considerado como un marcador sistémico de inflamacién y recientemente, también
como un predictor de riesgo cardiovascular. Actualmente los niveles séricos mayores a 10 mg/L se consideran
como marcador que indica la presencia de una respuesta inflamatoria aguda. Niveles por debajo de 1mg/L se
encuentran en individuos sanos, y la presencia de PCR en cantidades de entre 1 y 10 mg/L se consideran como

relacionadas con un riesgo incrementado de padecer, a plazos indefinidos, enfermedades coronarias.

Los efectos pro-inflamatorios y pro-aterogénicos de la PCR que han sido documentados hasta ahora sobre las
células endoteliales incluyen: disminucion en la produccién de 6xido nitrico (NO) y prostaciclina, incremento en
la secrecidn de IL-6, aumento en la expresion de moléculas de adhesién (imprescindibles para el reclutamiento
de monocitos y linfocitos T a los tejidos) y aumento en la secrecion de quimiocinas (citoquinas de bajo peso
molecular con capacidad quimiotactica (capacidad de atraer quimicamente a diversos tipos de células), que son
esenciales para la migracién de leucocitos hacia la intima de las arterias ademéas de que induce la produccion

de factor tisular (iniciador de la cascada de coagulacién) por los macréfagos.

Como si no fuera suficientemente complicado, se ha sugerido también un efecto antiinflamatorio de la PCR por
su habilidad para prevenir la adhesion de neutréfilos al endotelio mediante la disminucién de la expresion de L-
selectina (otra molécula de adhesion), de inhibir la generacién de superéxido por neutréfilos y de estimular la
sintesis del antagonista del receptor de IL-1 que contrarresta los efectos pro-inflamatorios de esta interleucina

producida por células mononucleares.

Un papel fisiolégico fundamental de la PCR es su participacion en la eliminacion de materiales aut6logos
incluyendo a los fosfolipidos oxidados y a las células apoptéticas. La mayoria de las células de la respuesta
inmune tienen una vida media muy corta, y millones de células apoptéticas requieren ser eliminadas
diariamente. El conjunto de las proteinas séricas conocidas como pentraxinas ha sido implicado en la remocién
de dichas células durante procesos inflamatorios. En particular, se ha observado que un aumento en los niveles

séricos de PCR tiene importantes efectos en la fagocitosis de las células apoptoéticas. Por ultimo opsoniza, es
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decir recubre, junto con el componente C3 del complemento, las superficies de las células apoptéticas, lo que

favorece su fagocitosis por los macréfagos activados. (Springall, 2006)

3. JUSTIFICACION.

Las lesiones periapicales de origen endodontico y periodontal son patologias muy similares en las cuales la
inmunorelugacion celular es compleja. La periodontitis apical es una enfermedad inflamatoria que afecta la
porcion apical de una raiz, la cual se puede manifestar clinicamente de distintas formas, ademas la microbiota
gue se presenta en esta zona puede ser variada en cuanto a especies bacterianas y sus factores de virulencia.
Las bacterias son las principales responsables de la patogénesis de la periodontitis apical debido a la presencia
de estas infecciones bacterianas el sistema inmunoldgico se activa produciendo una respuesta celular en donde
se inicia una liberacién de citoquinas, quimiocinas, leucotrienos y prostaglandinas dentro del &rea por parte de
los leucocitos, iniciando asi la respuesta inmune innata a nivel periapical. Estos mediadores inflamatorios
refuerzan el reclutamiento de leucocitos, creando una divisién entre actividad y consecuencias en cuanto a los
papeles de proteccién o destruccion de los mediadores los cuales son producidos por ciertas células del
sistema inmune. Por estos motivos, en el presente trabajo de investigacion clinica se realizo una biometria
hemética completa de un paciente con lesién periapical, con la finalidad de conocer el comportamiento de las
células del sistema inmune y sobre todo que el especialista en endodoncia logre interpretar datos que provienen

de esta citometria que permitan complementar el diagnéstico de las enfermedades pulpares.

Los principales patégenos bacterianos que se encuentran infectando la zona apical son: Treponema denticola,
Tannerella fosythia, Porfiromonas endodontalis, Porfiromonas gingivalis, Streptococos anginosus entre otros,
llegando a los tubulos dentinarios, ejerciendo su patogenicidad y destruccion de tejido en el huésped lo cual
detona la cascada inflamatoria en lesiones de origen endoddntico, por estos motivos es importante para el area
de Endodoncia reducir la carga bacteriana para evitar la induccién o el mantenimiento de la enfermedad,
realizando un tratamiento endodéntico “quirdrgico-terapéutico-medicamentoso-molecular”. Por estos motivos, es
importante el aislamiento e identificacion de especies bacterianas que inducen este tipo de lesiones
perirradiculares, existen en la actualidad diversos métodos para la deteccion de microorganismos como la
microscopia, ensayos inmunoldgicos, cultivos bacterianos, la deteccién microbiana por DNA o RNA a través de
ensayos moleculares como la cadena de reaccidon de Polimerasa (PCR), Los cuales son un complemento
importante para la practica endodéntica y asi lograr entender de mejor manera la etiologia, diagnéstico y
tratamiento de la patogénesis bacteriana. En el presente estudio se obtuvo una muestra a partir de un absceso
apical agudo originado en la pieza 21 de un paciente con diagnéstico de necrosis pulpar con periodontitis apical
con la finalidad de aislar e identificar cuales especies bacterianas estaban induciendo la infeccién, ademas éste
andlisis permitirhd observar si los laboratorios clinicos tienen una estandarizacién de pruebas microbioldgicas

cuando la muestra que van a procesar proviene de lesiones periapicales.
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4. OBJETIVOS.

4.1 OBJETIVO GENERAL.

Valorar la respuesta inmunoldgica y microbiolégica en muestras bioldgicas provenientes de un paciente con

diagnostico de periodontitis apical.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Aislar e identificar especies bacterianas de una muestra biol6gica proveniente de la pieza dental 21 con

necrosis pulpar y periodontitis apical aguda.

Analizar la respuesta inmune celular a partir de una muestra bioldgica de sangre periférica de la pieza dental 21
con necrosis pulpar y periodontitis apical aguda, utilizando un analizador hematolégico marca: Beckman

Coulter.

Valorar la expresion de la proteina C reactiva a partir de una muestra biolégica de suero proveniente de un

paciente con necrosis pulpar y periodontitis apical.
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5. PRESENTACION DEL CASO CLINICO.

CASO CLINICO
PACIENTE: Paciente masculino acude al consultorio particular voluntariamente el dia 18 de Abril del presente

afio, remitido por dentista general. Dando consentimiento para la participacién en ésta investigacion.

PROTOCOLO DE RECOLECCION DE DATOS:

Se inicio la historia clinica con la obtencién de los siguientes datos:

DATOS PERSONALES

Nombre: Paulo Cesar Castafios Avila.

Edad: 35 afios.

Lugar de residencia: Morelia Michoacan.

Motivo de la consulta: restauracion de toda la boca.
Grado de escolaridad: Preparatoria.

Lugar de nacimiento: México Distrito Federal.
Higiene Bucal: mala

Estado general de encias: inflamacion con sangrado al cepillarse
Paciente no fumador

Sensibilidad: no

Despierta con dolor de los musculos de la masticacion.

HISTORIA MEDICA: sin datos patoldgicos importantes.

HALLAZGOS CLINICOS: Gingivitis, abrasion dental excesiva generalizada y mala higiene bucal. Claramente

se localiza el lugar de la lesién. Posteriormente se corrobora con radiografia de diagnéstico inicial. Figura. 14.

Fig. 14.
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SINTOMAS: Es generalmente asintomaético, detectado durante radiografias de rutina o por presencia de una
fistula.

SIGNOS DE DIAGNOSTICO: Indoloro o ligero dolor, molestia a la masticacion, movilidad y dolor moderado a la
percusion, no hay respuesta a las pruebas eléctricas y térmicas. La mucosa gingival supradyacente esta

enrojecida y edematosa, produccion de fistula en fondo de saco de la pieza 21.

HALLAZGOS RADIOGRAFICOS, TOMA DE RADIOGRAFIA INICIAL: Fig. 15.

Fig. 15.

ASPECTOS RADIOGRAFICOS: Generalmente se presenta una zona radioltcida difusa involucrando la zona
periapical de la pieza 21 con un ligero ensanchamiento del ligamento periodontal, sin tratamiento endodéntico
previo, descartando fracturas verticales u horizontales o algun tipo de tratamiento en la pieza . Ligamento

periodontal ligeramente ensanchado. Fig. 15.
DIAGNOSTICO:

Pulpa: Necrosis pulpar

Periodonto: Absceso Apical Cronico.

PLAN DE TRATAMIENTO:

Toma De Muestra Y Analisis En Laboratorio.

Tratamiento Endodéntico En La Pieza 21 (No Vital).
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PROCEDIMIENTO DE LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO:

El procedimiento de toma de muestra y andlisis de laboratorio se dio lugar en el Laboratorio de Analisis en la
ciudad de Morelia, Michoacéan con teléfono: 01 443 313 2453 el dia 12 de abril del 2014 el cual fue la primera

fase del tratamiento a realizar antes de proceder al tratamiento endoddntico. Fig. 16 y 17.

Fig. 16 y 17.

TOMA DE MUESTRA:

El paciente debia presentarse el dia de la toma de muestra sin cepillarse la boca para la toma de la muestra. La
cual se tom6 con isopo estéril llevado dentro de un tubo para su analisis el cual se levo a cabo por personal

especializado del laboratorio de analisis. Fig. 18, 19, y 20.

Fig. 18, 19y 20.
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PRUEBAS DE LABORATORIO:

La prueba de laboratorio se realizo una técnica de venopuncion, teniendo en cuenta una buena iluminacion y
una posicién comoda del paciente, se localizo la vena recta o rectificable, ligando lo mas cerca posible al lugar
de la venopuncién con realizacién de maniobras para localizar la vena, con llenado de abajo hacia arriba. Con

una previa antisepsia de la zona. Fig. 21, 22 y 23.

Figs. 21, 22y 23.

Las muestras obtenidas fueron analizadas en el laboratorio en donde los resultados obtenidos se entregaron 3

dias después de la obtencién de las muestras. Fig. 24.

Fig. 24.
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Los aparatos que se utilizaron para estos andlisis fueron los siguientes:

Andlisis de la muestra:

Analizador Hematoldgico Marca: Beckman Coulter. Fig. 25.

Fig. 25.

Analizador Hematolégico Marca: Beckman Coulter permite efectuar hemogramas completos, en otras palabras,
analisis cualitativos y cuantitativos de eritrocitos, leucocitos y trombocitos. Utilizada para el diagnostico de

trastornos relacionados con las constantes sanguineas, como anemias, leucemias o trombosis.

Andlisis de sangre:
Centrifuga KitLab CK-24 Fig. 26.

Fig. 26.

Utilizada generalmente en procesos como la separacién por sedimentacién de los componentes sélidos de los
liquidos biolégicos y, en particular, en la separacion de los componentes de la sangre: glébulos rojos, glébulos

blancos, plasma y plaguetas, entre otros, y para la realizacién de multiples pruebas y tratamientos.
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TRATAMIENTO DE ENDODONCIA
METODOLOGIA

PLAN DE TRATAMIENTO

1. Se realizo la anestesia topica del fondo de saco de la pieza 21, posterior a ello una anestesia infiltrativa. La
anestesia se practico a través del agujero infraorbitario, que se sitlia a 7-10 mm. por debajo del reborde orbitario
inferior, en una linea vertical que, partiendo de la pupila, coincide con el eje del 2° premolar superior. Su
anestesia bloquea el grupo incisivo-canino homolateral y las estructuras vestibulares. Igualmente, se anestesia
el n. dentario medio, consiguiéndose, la anestesia de premolares, raiz mesial del primer molar y las ramas
terminales. No se anestesi6 con bloque del nervio palatino posterior. El anestésico utilizado en el tratamiento

fue Lidocaina 2% HCI, Epinefrina solucion inyectable 1:100,000 de 1.8 ml marca Zeyco.

2. Aislamiento total de la pieza 21 con dique de hule marca Blossom mediano 5"x5” y grapa endoddntica marca

Ivory No. 00 (Kulzer Heraeus North America). Fig. 27 y 28.

Fig. 27 y 28.

3. Apertura de la camara con fresa redonda de diamante con una pieza de mano de alta velocidad en donde el
conducto principal fue localizado posterior a eso se realizé permeabilizacion/patentizacion de los conductos con

limas K (Denstply Maillefer). Fig. 29.

Fig. 29
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4. Conductometria de las raices y establecimiento de la longitud de trabajo mediante localizador de &pice

ROOT ZX MORITA ZX y radiografia de conductometria. dando como longitud de trabajo 18.5 mm. Fig. 30.

Fig. 30.

5. Instrumentacién y preparacioén biomecénica escalonada corono-apical iniciando con acceso radicular con

fresa Gates Glidden #5 (GG) (Sybron Endo Corp, Orange CA EUA). Fig. 31, 32y 33.

Fig. 31, 32 y 33.
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6. Irrigacidon quimiomecénica con NaOCI al 5.25%, 17%EDTA y CHL. con aspiracion utilizando puntas Capillary
Tips (Ultradent Products, Inc., UTAH, EUA) y cavitacion ultrasonica con aparato Varios NSK a una intensidad de
4 y una lima 25 durante 1 min. El volidmen del irrigante fue de 3 ml cada vez que el conducto fue irrigado. La
frecuencia de irrigacion aumenté a medida que la preparacién se acerc6 a la constriccién apical. Las agujas
utilizadas fueron de un calibre 27. Se lavo con solucién fisiol6gica estéril y se dejo EDTA dentro del conducto
por 1 min. Fig. 34, 35y 36.

Fig. 34, 35 y 36.

7. Instrumentacion con limas Pro Taper (Denstply Maillefer, Ballaigues Switzerland ) con motor de velocidad
entre 150 a 350 rpm. Fig. 37.
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8. Una vez que se ha finalizado la conformacién y limpieza el conducto radicular se lavé con solucion fisiol6gica
estéril, se coloc6 EDTA dentro del conducto por 1 min. Se volvié a lavar y por ultimo se secé con puntas de
papel. Se coloc6 una mezcla de Hidroxido de Calcio Ca(OH)2 en combinacion como vehiculo de anestésico
local, el cual actuara como medicacién intraconducto, y sera retirado en el momento de una nueva cita. Fig. 38,
39y 40.

Fig. 38, 39 y 40.

9. Conometria para corroborar longitud de la punta de gutapercha, seleccién del cono principal de gutapercha

para coincidir lo mas préximo posible a la forma y longitud del conducto radicular principal. Fig. 41.

Fig. 41.
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10. Al finalizar se lavo con solucion fisiologica estéril, se coloco EDTA dentro del conducto por 1 min. Se volvié
a lavar y por ultimo se seco con puntas de papel. Obturacion del conducto con gutapercha utilizando técnica de
condensacion lateral modificada, punta principal se lleva al cemento y después hacia el conducto radicular
previamente seco, se realiza una presion lateral repetidas veces con condensador digital, una serie de puntas
de gutapercha finas son colocadas hasta obtener una obturaciébn densa, obturacion con técnica de

condensacion lateral modificada con cementos no solventes. Figs. 43, 44 y 45.

Fig. 43, 44y 45.
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11. Radiografia de penacho y posterior ya una vez corroborada la obturacién se hace la remocién de los
excedentes que pudieran quedar de gutapercha en el tercio coronario de la pieza, utilizando un glick del No. 8.y

soplete para el calentamiento de éste. Fig. 46.

Fig. 46.

12. Radiografia final. Figura 47.

Fig. 47.

13. Instrucciones especificas posoperativas y se indica terapia antibidtica y antiinflamatoria. Recetando al

paciente Clindamicina (300 mg) con una toma cada 8hrs durante siete dias.

14. Examen de control radiografico un mes después, resultados radiogréficos. Fig. 48.

Fig. 50. Radiografia inicial. Fig. 48.
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6. RESULTADOS.

6.1 ANALISIS MICROBIOLOGICO.

Los resultados microbiolégicos de la muestra proveniente de la pieza dental 21 con necrosis pulpar y

periodontitis apical aguda indicaron lo siguiente:

1) En el estudio bacterioscopico se reportaron la presencia de bacterias cocos Gram + en cantidad moderada.

2) En el aislamiento e identificacion bacteriana se reporto el crecimiento de Estreptococos viridans.

Nota:

10.3).

6.2 CITOMETRIA HEMATICA.
TABLA 7.

El laboratorio de andlisis clinico reporto estos resultados como Biota habitual en cavidad bucal (anexo

leucocitaria

DETERMINACION RESULTADOS UNIDADES VALORES NORMALES
WBC
Glébulos blancos (leucocitos) 6.07* 1073/ pL 4.80-10.80
RBC
Glébulos Rojos 5.64 10°6/uL 4.00 - 6.00
(eritrocitos)
HGB
Hemoglobina 16.56 g/dL 14.00 - 18.00
HTC
Hematocrito 47.76 % 42.00 - 54.00
MCV
Volumen Corpuscular 84.69 fL 80.00 - 100.00
Medio
MCH
Hemoglobina corpuscular media 29.37 Pg. 27.00 - 31.00
(Picogramos)
MCHC
Concentracion de hemoglobina
corpuscular media 34.68 g/dL 33.00 — 37.00
RDW
Amplitud de la distribucion 10.54 L % 11.60-13.70
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TABLA 8.
DETERMINACION RESULTADO UNIDAD VALOR NORMAL

NE 51.80 % 45.00 — 65.00
Neutroéfilos

LY 34.60 % 24.00 — 38.00
Linfocitos

MO 9.70* H % 4.00 - 8.00
Monocitos

EO 1.30 % 1.00 -4.00
Eosinofilos

BA 2.60*HH % 0.00 -1.00
Basofilos

6.3 DETERMINACION SEMI-CUANTITATIVA DE LA PROTEINA “C” REACTIVA EN SUERO.

Los resultados de laboratorio clinico reportaron como “NEGATIVA” la prueba de proteina “C” reactiva. (anexo

10.4)
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7. DISCUSION.

En México el diagnéstico microbioldgico de las infecciones de la cavidad bucal, no se realiza con la frecuencia
gue deberia hacerse y méas aun de las enfermedades pulpares. No obstante, conviene tener presente que este
tipo de andlisis es una herramienta importante para el Odontélogo, ya que permite conocer la etiologia
microbiana de la enfermedad, seleccionar el antimicrobiano adecuado, asi como determinar la eficacia del
tratamiento realizado. En el presente estudio de investigacién de caso clinico se llevo a cabo un estudio
microbiolégico de una muestra que provino del érgano dental 21, con un diagndstico de necrosis pulpar y
periodontitis apical, la cual requeria tratamiento endodontico. En los resultados del estudio bacterioscépico se
reporto la presencia de bacterias cocos Gram + en cantidad moderada y en los ensayos microbiolégicos de
aislamiento e identificaciébn se reporté el crecimiento de Estreptococos viridans, lo cual no concuerda con la
literatura, esto indica la falta de métodos microbiolégicos estandarizados por parte de los laboratorios cuando
las muestras biolégicas provienen de cavidad oral, ya que la mayoria de microorganismos patégenos que
inducen enfermedad pulpar y periodontal son bacterias anaerébicas facultativas. Observamos que los
procedimientos para la toma y transporte de muestras, son determinantes en la calidad del andlisis, en los
resultados obtenidos y, por consiguiente, en el éxito de la terapia a instaurar. Por estas razones, sugerimos que
cada vez que se desee tomar una muestra biolégica en cavidad bucal para un diagnéstico microbiolégico, debe
informarse previamente al quimico de laboratorio clinico, de manera que exista una coordinacion con el
especialista en endodoncia para emplear el uso de medios de transporte especiales que permitan la viabilidad
de los microorganismos hasta ser sembrados en los medios de cultivo selectivos. Guilarte C. (2002) menciona
gue en laboratorios de microbiologia especializados, la identificacion de microorganismos de la cavidad bucal,
también se realiza por pruebas de cromatografia gas-liquido, inmunofluorescencia directa, ELISA y sondas de
ADN. Estas pruebas han sido utilizadas para detectar especies de Porphyromonas, Prevotella, Streptococcus,

Fusobacterium, Candida, entre otros microorganismos.

Guilarte C. Importancia del Diagnéstico Microbiol6gico en Odontologia. Acta Odontolégica Venezolana. 2002;

40 (1).

La biometria hematica es uno de los elementos diagnésticos basicos para la valoracién de las células
hematoldgicas, el cual nos sirve como medio de diagnostico para la valoracion de enfermedades endodonticas,
aungque con poco uso este elemento, los especialistas en el area de la salud orofacial debemos darle a la
importancia a esta herramienta que no solo es de uso en el area medica, lo cual hace una inmensa diferencia
entre el dentista general y el especialista ya que con el conocimiento de estos valores no unicamente se
detectan enfermedades en pacientes con quimioterapia o radioterapia, enfermedades con sindrome anemico,
febril o purpdrico sino que tambien es util en cuanto a enfermedades de origen endodontico y periodontal. Lo
gue hara una diferencia en cuanto al conocimiento del endodoncista el cual complementara su conocimiento.
Los principales resultados obtenidos en este estudio fueron los siguientes: células, linfocitos, neutrdfilos, etc., el
cual por sus valores nos Indica un proceso de infeccion, sistémico. Por otra parte, se realizo un andlisis de
cuantitativo de proteina C reactiva, como un indicador sistemico de la inflamacion, el cual es un fenémeno

fisiopatolégico de “emergencia” que aparece al desequilibrarse ciertos mecanismos homeostéticos, forma parte
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de la inmunidad innata y su sintesis es inducida como respuesta al dafio tisular, infecciones, procesos
inflamatorios y neoplasias ademas de ser un predictor de riesgo cardiovascular. Sin embargo en evarios
estudios nos indican que sus valores no son determinantes en su totalidad. Sin embargo es en algunos

pacientes un indicador de gran utilidad sobre todoo aquellos con enfermedades cardiovasculares.

Se deben realizar tratamientos endodonticos tomando en cuenta todos estos mecanismos, haciendo de nuestra

practica un procedimiento quirargico-terapéutico-medicamentoso-molecular” y no solo un tratamiento
endoddntico para prevenir, anular y combatir la infeccién contenida en los conductos principales, en los latero-
apicales y en los conductos dentinarios; estimular la curacién de los tejidos periapicales y recuperar el sistema

de insercion.

En relacién al ensayo de PCR los resultados obtenidos en este caso clinico fueron negativos. Se sabe que en
individuos sanos, la concentracion media de PCR es de 0.8 mg/L mientras que durante un estimulo de fase
aguda, estos niveles pueden incrementar hasta mas de 10,000 veces su valor normal. Al no haber deteccion de
esta proteina en suero del paciente con diagndstico de necrosis pulpar, nos podria indicar que esta no se activa
como parte de la inmunidad innata ante este tipo de lesion. Cabe destacar que la determinacién de PCR fue a

nivel sistémico.

8. CONCLUSIONES.

1. Elanalisis de la citometria permitié valorar el incremento de ciertas células del sistema inmune que se

expresan cuando existe una infeccién pulpar.

2. El andlisis microbiolégico realizado en este estudio demostré la falta de ensayos estandarizados para el

aislamiento y reconocimiento de bacterias de origen periapical.
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10. ANEXOS.

10.1. HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TRATAMIENTO ENDODONTICO
DRA. SANDY NEGRETE MARES

Fecha: 11 DE ABRIL 2014.
Nombre del Paciente: PAULO CESAR CASTANAS ALVA
INFORMACION GENERAL

¢ Informar al odontélogo sus antecedentes médicos y cualquier cambio en su estado de salud general.

e Asistir cumplidamente a sus citas de revision.

e En caso de haberle aplicado anestesia, evitar morderse el labio o carrillo anestesiado.

e Solicitar cita de control cada afio para mayores de 20 mafios y cada 6 meses hasta los 19 afios. (opcional).

¢ Informar siempre al odontdlogo, si es alérgico(a) a algin medicamento o ha tenido antecedentes de alergia a la
anestesia local.

ENDODONCIA: Actividad que busca tratar la patologia pulpar generalmente con eliminacion del nervio afectado en el
diente y la posterior preparaciéon y selle del conducto COMPLICACIONES Y/O RIESGOS.

e Perforaciones dentales.

e Aumento o aparicion de lesion en el hueso, que puede llegar a requerir cirugia apical.

¢ Dolor post-operatorio, aparicién de absceso o fistula, inflamacién o edema.

¢ Material de obturacion sobrepasado al hueso, no puede ser removido durante el procedimiento, puede llegar a
necesitar cirugia apical.

¢ Debilidad del diente con mayor riesgo de fracturas que un diente vital.

* Infeccién y dolor en caso de interrumpir el tratamiento antes de finalizada la endodoncia.

¢ Recidiva de reabsorcidn interna o externa.

e Fracturas de instrumentos dentro del conducto.

¢ Cambio de color en el diente.

* Ingestion de materiales o instrumental durante el procedimiento.

¢ Subextensidén de material de selle.

e Sangrado, laceraciones o quemaduras en el tejido producidas por instrumental o quimicos utilizados durante el
procedimiento.

¢ Lipotimia (desmayo)

RECOMENDACIONES QUE LE APLICAN

¢ Dario 6seo por paso de liquidos desinfectantes a través del apice.

¢ Durante el tratamiento de la endodoncia si se desaloja el cemento temporal que aisla el conducto, se debe consultar
inmediatamente con el odontdlogo.

e Pedir cita par la restauracion definitiva del diente tratado con endodoncia a mas tardar un mes después de
terminado el tratamiento.

¢ Entratamientos de endodoncia, no interrumpir el tratamiento y asistir cumplidamente a todas las citas hasta finalizar
el tratamiento.

¢ Solicitar control clinico o radiografico segln indicaciones del odontélogo o acudir cumplidamente a la cita de control
asignada.

¢ Tomar todos los medicamentos ordenados por el odontdlogo en forma que esta en la prescripcidon, si ocurren
reacciones desagradables (rasquifia, dolor estomacal, brote, etc.), debe suspender el medicamento y comunicarse
con el odontdlogo.
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e Acudir al odontdlogo si presenta edema, absceso y/o dolor a nivel del area intervenida. Evitar citas con otros
odontdlogos ya que el odontdlogo responsable debe solucionar el problema sin alguna otra intervencién ajena sin su
consentimiento o fuera de su consultorio.

e Si el diente a tratar lleva colocada una corona de porcelana o alguna restauracidon serd necesario retirarla o
atravesarla para poder llevar a cabo dicha endodoncia, existiendo un riesgo de rotura que deberé asumir.

e Ocasionalmente el diente puede requerir tratamientos adicionales, como procedimientos de cirugia bucal, que
significan un costo y riesgo anexos, sin embargo siempre tendré la oportunidad de decidir la continuidad del
tratamiento.

Otorgo mi consentimiento libre a la Dra. Sandy Negrete Mares (Endodoncista) Para que directamente y con el concurso
de sus asistentes o demas profesionales que se requieran me practique el procedimiento de acuerdo al diagndstico y
plan de tratamiento. Ademads de todos los procesos que se tengan que realizar para esta investigacién en la cual doy
consentimiento para participar en dicha investigacion. He sido informado(a) suficientemente a cerca de las instrucciones
pre y post procedimiento con claridad, me han sido advertido los riesgos y secuelas eventuales y posibles dentro del
margen racional y conocimiento odontoldgico.

ST

FIRMA DEL PACIENTE
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10.3. RESULTADOS DE LA BIOMETRIA HEMATICA COMPLETA.
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10.3. RESULTADOS MICROBIOLOGICOS.
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10.4. ANALISIS DE PROTEINA “C” REACTIVA.




