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Trabajo de Investigacion

Asociacion entre niveles de TNF-a en fluido crevicular
gingival de dientes con periodontitis apical asintomatica

Levels of TNF-a increase in gingival crevicular fluid of teeth with
asymptomatic apical periodontitis

Garrido Flores M, Ordenes Vitali T2, Segu Cabrera C®, Baeza Paredes M*,
Garcia-Sesnich J% Hernandez Rios M¢

RESUMEN

Introduccion: Como consecuencia de necrosis pulpar séptica, el ingreso de productos bacterianos en el periapice induce la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias como el Factor de Necrosis Tumoral (TNF)-a, que entre otras funciones participa en la diferenciacion y activacion de los osteoclastos
para inducir reabsorcion 6sea, fendmeno caracteristico de la periodontitis apical asintomatica (PAA). El fluido crevicular gingival (FCG) ofrece un gran
potencial como fuente de factores asociados con la actividad osteoclastica. El objetivo del presente estudio fue determinar los niveles de TNF-a
en FCG de dientes con PAA y controles sanos contralaterales. Métodos: Se incluyeron 14 pacientes en la Clinica de Endodoncia de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile con diagnéstico clinico de PAA y se obtuvieron muestras de FCG con tiras de papel a partir de los dientes
afectados y sanos contralaterales por un periodo estandarizado de 30 segundos. Se determinaron las concentraciones de proteinas totales mediante
el método del acido bisciconitico y los niveles de TNF-a, mediante ensayo ELISA. Los datos se analizaron con Test-t pareado utilizando el programa
StataVV11. Resultados: Se detectaron niveles de TNF-a significativamente mayores en el FCG de dientes con PAA estandarizados, tanto por 30
segundos de toma de muestra como por mg de proteinas totales. Conclusiones: Este estudio provee evidencia preliminar de que los niveles de
TNF-a en el FCG reflejan la presencia de PAA y podria ser de utilidad como complemento al diagnéstico clinico y monitoreo del estado de salud o
enfermedad de los tejidos perirradiculares.
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ABSTRACT

Introduction: As a consequence of septic pulp necrosis, the entry of bacterial products into periapical tissues induces the release of pro-inflammatory
cytokines, such as the tumor necrosis factor (TNF)-a. This pleiotropic cytokine is involved in the differentiation and activation of osteoclasts to induce
bone resorption, a hallmark of asymptomatic apical periodontitis (AAP). Gingival crevicular fluid (GCF) has a great potential as a source of factors
associated with osteoclastic activity. The aim of this study was to determine the levels of TNF-a in GCF of teeth with PAA and contralateral healthy
controls. Methods: A total of 14 patients with clinical diagnosis of AAP were enrolled from the Clinic of Endodontics, Faculty of Dentistry, Universidad
de Chile during 2009 and 30-second GCF samples were obtained with paper strips from AAP teeth and contralateral healthy controls. Total protein
concentration and TNF-a levels were determined through bisciconitic acid method and ELISA assay, respectively. Paired t test and StataV11 software
were used for statistical analysis. Results: Levels of TNF-a were significantly higher in GCF from teeth with AAP than controls when standardized by
either 30s of sampling and total protein content. Conclusions: The present study provides preliminary data supporting that TNF-a levels in GCF reflect
periapical status. Screening of TNF-a levels in GCF might represent a useful side-diagnostic tool to the monitoring of the apical status.
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INTRODUCCION La PAA se caracteriza por la formacion de una lesion
osteolitica perirradicular que histolégicamente puede corresponder a

La Periodontitis Apical Asintomatica (PAA) consiste en la  un granuloma periapical o quiste radicular inflamatorio®®. Las lesiones
inflamacion y destruccién de los tejidos perirradiculares en ausencia  Periapicales (LPAs) se desarrollan como resultado de la activacion
de sintomatologia clinica, que se refleja radiograficamente como un  de la respuesta inmune frente a la estimulacion antigénica continua
area radiolicida periapical, causada por el encuentro dinamico entre  Proveniente de la infeccion bacteriana y de los restos pulpares necréticos
agentes de etiologia infecciosa de origen endodéntico y la respuesta en los canales radiculares. Esta respuesta del hospedero involucra la
inmune del hospedero®. Actualmente, la PAA se considera como unade  Produccion de citoquinas proinflamatorias que inducen reabsorcion
las causas mas significativas de pérdida dentaria en adultos junto con 6sea con la formacién de tejido de granulacion infiltrado por linfocitos,

otras enfermedades inflamatorias cronicas de las estructuras de soporte  Células plasmaticas, macréfagos, polimorfonucleares neutrdfilos (PMN)
dentarias®. y mastocitos®. Entre los mediadores pro inflamatorios, el Factor de

Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) se ha vinculado con el proceso de
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reabsorcion de la matriz 6sea. TNF-a es un mediador soluble liberado
a partir de células inmunocompetentes®, fundamentalmente monocitos/
macrofagos. TNF-a tiene un amplio rango de efectos proinflamatorios
e inmunomoduladores en diferentes poblaciones celulares, tales como
estimular la sintesis de prostaglandinas, la produccién de proteasas
y activar la funcidn osteoclastica y por tanto la reabsorcién 6sea. Las
variadas funciones de TNF-a sugieren que éste desempefia un papel
importante en la mediacion de las respuestas inmunoinflamatorias
iniciadas por infeccién o injuria?. Se han descrito niveles elevados de
TNF-a. en un modelo experimental de lesiones periapicales inducidas en
ratas en asociacion con la expansion de la lesidon osteolitica; ademas
TNF-a actua en forma sinérgica con otros mediadores pro-osteoliticos
como el ligando del receptor del factor nuclear kappa B (RANKL) durante
la osteclastogénesis®. En linea con estos estudios, se ha determinado
que los niveles de TNF-a se encuentran aumentados en muestras
de homogeneizados de lesiones periapicales, ya sea sintomaticas o
asintomaticas, comparados con tejido periodontal de pacientes sanos®.
De este modo, la infeccion del tejido periapical es capaz de promover
la expresion de mediadores proinflamatorios y la reabsorcion 6sea
subsecuente?.

El fluido crevicular gingival (FCG) constituye un extravasado
plasmatico que puede obtenerse de forma no invasiva desde el
surco gingival. Esta constituido por moléculas derivadas del suero,
células hospederas del periodonto, leucocitos y productos bacterianos
provenientes de la placa subgingival. En condiciones inflamatorias, este
fluido contiene componentes derivados de los procesos de destruccion
local de la matriz extracelular y ofrece un gran potencial como una fuente
de factores que pueden asociarse con la actividad osteoclastica y el
estado de salud o enfermedad de los tejidos periodontales. En un estudio
preliminar se observaron cambios en los niveles de metaloproteinasas
de matriz (MMP) -9 y deteccion de MMP-2 en FCG en asociacion con
la presencia de lesiones periapicales, apoyando el analisis de este
fluido como potencial método complementario al monitoreo clinico de
estas lesiones; sin embargo, se desconocen las variaciones en otros
mediadores claves como TNF-a a nivel del FCG™.

Considerando el importante rol que desarrollan las citoquinas
proinflamatorias, particularmente TNF-a, en los procesos osteoliticos de
lesiones periapicales y la potencial aplicacion del anélisis del FCG como
método no invasivo en la evaluaciéon y monitoreo del estado de salud
o enfermedad de estas lesiones, el propdsito del presente estudio fue
determinar los niveles de TNF-a en FCG de dientes con PAA 'y controles
sanos contralaterales™.

MATERIALES Y METODO

Pacientes

En el presente estudio de casos y controles, los pacientes fueron
seleccionados de la Clinica de Endodoncia de la Escuela de Graduados
de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile durante el afio
2009 por un odontologo especialista en endodoncia calibrado. El tamafio
muestral se determiné con una potencia estadistica 90%. En base a esto,
se seleccionaron 14 sujetos con diagnodstico clinico de PAA segun los
criterios definidos previamente(? en dientes uni o multirradiculares con
formacién radicular completa, evidenciada por la presencia de lesion
apical radiografica >3mm en dientes con caries extensa y pruebas clinicas
de sensibilidad pulpar negativas. Los dientes incluidos no presentaban
sintomatologia dolorosa. Los criterios de exclusion fueron presencia de
trauma oclusal, enfermedades periodontales, enfermedad sistémica y uso
de antibioticos y antiinflamatorios no esteroidales en los Ultimos 6 meses
previos al estudio. A partir de los sujetos seleccionados (edad promedio
de 49.5 + 13.9 afios, 6 pacientes eran mujeres) se obtuvieron muestras
de FCG de los dientes con PAAy de dientes sanos contralaterales como
controles. El protocolo fue claramente explicado por los investigadores
a todos los participantes del estudio, los que firmaron el consentimiento
informado aprobado por el comité de ética de la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile de acuerdo con los estandares éticos de la
declaracion de Helsinki.

Coleccion del Fluido Crevicular Gingival (FCG)

Las muestras de FCG se obtuvieron mediante tiras de papel
(Periopaper ®, ProFlow, Amityville, New York, USA) desde seis sitios del
diente de interés (mesiovestibular, vestibular, distovestibular, distolingual,

lingual y mesiolingual), previa aislacion relativa. Las tiras de papel se
insertaron en el surco dentario durante un periodo estandarizado de
30 segundos. Luego, el fluido fue eluido en solucion de NaCl 0.9% y
almacenado a -80°C para andlisis posterior.

Determinacion de Concentraciones de Proteinas Totales en
Muestras de FCG

Se determinaron las concentraciones de proteinas totales en
muestras de FCG, mediante el kit micro BCA (Pierce, Rockford, USA),
segun las indicaciones del fabricante.

Determinacion Niveles de TNF-a. en FCG

Los niveles de TNF-a se determinaron mediante un kit ELISA
para TNF-a (Quantikine HS, R&D, Minneapolis, Minnesota, EUA)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los niveles se obtuvieron
a partir de una curva estandar y los resultados se expresaron en pg/ml y
pg/mg de proteinas totales.

Analisis Estadistico

Debido a que los datos presentaron distribuciéon normal, las
comparaciones entre los grupos se efectuaron usando test-t pareado. Los
datos se analizaron con el paquete estadistico StataV11. Se consider6
significancia estadistica si p<0.05.

RESULTADOS

Al comparar los niveles de TNF-a en FCG de dientes con
lesiones periapicales de origen pulpar con diagndstico clinico de PAA'y
controles sanos contralaterales de los mismos sujetos, expresados en
valores absolutos (correspondientes a estandarizacién por 30 segundos
de toma de muestra), se observaron niveles de TNF-a significativamente
mayores en los dientes con PAA (p=0.027; Figura 1).

En forma similar a los resultados expresados como valores
absolutos, al comparar los niveles de TNF-a en el FCG de dientes con PAA
y controles, expresados por mg de proteinas totales (pg/mg), se observé
un aumento significativo en los niveles de TNF-a en el FCG de dientes
con PAA (p=0.038; Figura 2), mientras que la concentracion de proteinas
totales no varié entre ambos grupos de estudio (p>0.05; Tabla 1).

TNF(pg/mil)

Figura 1. Niveles de TNF-a. en FCG de dientes con periodontitis apical asintoméatica (PAA) y de
dientes sanos contralaterales (DSC), expresados en valores absolutos (pg/ml). *p=0.027.

Tabla 1. Concentracion de proteinas totales en FCG de dientes con periodontitis apical asintomatica
y controles.

PAA
0.17 £0.09

DSC p
0.17£0.10 0.4

CPT

Resultados expresados como promedio + desviacion estandar. CPT: concentracién de proteinas
totales en FCG (mg/ml). PAA: dientes con periodontitis apical asintomatica. DSC: dientes sanos
contralaterales.
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Figura 2. Niveles de TNF-a. en FCG de dientes con periodontitis apical asintomatica (PAA) y de
dientes sanos contralaterales (DSC) expresados por mg de proteinas totales (pg/mg). *p=0.038.

DISCUSION

Las lesiones periapicales de origen endodontico se caracterizan
por la presencia de inflamaciéon crénica y destruccién de los tejidos
perirradiculares, tales como ligamento periodontal y hueso alveolar. La
PAA ocurre habitualmente como consecuencia de necrosis pulpar séptica
y la liberacion de una gran variedad de mediadores pro-inflamatorios,
como IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a y RANKL, entre otros(™. A
pesar del avance progresivo en el conocimiento de la patogénesis de las
lesiones perirradiculares, los eventos asociados con la destruccion de
hueso periapical y el rol de las citoquinas pro-inflamatorias no se conoce
completamente. Por esta razén, el diagnoéstico, tratamiento y seguimiento
de la PAA actualmente representan un desafio clinico. Dentro de las
citoquinas involucradas en la patogénesis de estas lesiones, TNF-a
se ha investigado en el presente estudio dados sus potentes efectos
proinflamatorios, su rol clave durante la diferenciacion y activacion de
los osteoclastos, asi como por su fuerte asociacion con el desarrollo
y severidad de otras patologias inflamatorias cronicas, que del mismo
modo que las PAA, cursan con lesiones osteoliticas como resultado de la
infeccién de los tejido afectados('416).

En el presente estudio se demostro la presencia de cambios en
los niveles de TNF-a en FCG de dientes con PAA. Se observaron niveles
mayores de TNF-a en FCG de los dientes afectados en comparacién con
controles provenientes de dientes sanos contralaterales, estandarizados
tanto por 30 segundos de toma de muestra, como por mg de proteinas
totales. En linea con estos resultados, en estudios previos se han
demostrado aumentos de TNF-a en tejido de lesiones periapicales en
comparacion con tejido periodontal sano®'. Estos datos sugieren que
los niveles de TNF-a detectados en el FCG podrian reflejar el estado de
salud-enfermedad de los tejidos periapicales.

La evaluacion longitudinal de la patologia periapical de
origen pulpar y su respuesta al tratamiento endodéntico, se ha
basado tradicionalmente en la evaluaciéon de los parametros clinicos y
radiograficos. Sin embargo, estos métodos presentan limitaciones. El
estudio radiografico se basa en el andlisis de una imagen bidimensional
que no refleja en forma confiable cambios en los tejidos perirradiculares
en el corto plazo!'82??, Dadas las limitaciones de los métodos tradicionales,
el andlisis de biomarcadores en muestras biolégicas se ha utilizado
ampliamente como método complementario al diagnéstico, seguimiento
y pronostico®24)., Entre los tipos de muestra que se utilizan actualmente
en el estudio de las lesiones periapicales, la biopsia obtenida tras una
exodoncia o apicectomia del diente en cuestion, asi como también el
exudado periapical obtenido a través del canal radicular®”, constituyen

Garrido My cols.

métodos invasivos que no permiten el seguimiento de dientes con PAAy
por tanto la evaluacion longitudinal de los parametros moleculares.

En los ultimos afios, el FCG ha cobrado una gran importancia
como potencial fuente de biomarcadores en odontologia, particularmente
para el estudio de las enfermedades periodontales marginales. Si bien la
expresion de mediadores especificos por la concentracion de proteinas
totales es un método de estandarizacion ampliamente utilizado, en el
caso particular del FCG, se recomienda la expresion de los resultados
por un periodo estandarizado de toma de muestra de 30 segundos®.
En la actualidad ya existen algunos dispositivos de uso en clinica para
determinar experimentalmente los niveles de estos biomarcadores,
particularmente parala MMP-8. Al respecto se ha visto que las variaciones
en los niveles de esta enzima pueden diferenciar sujetos sanos, de
sujetos con gingivitis y periodontitis, como también evaluar la respuesta
al tratamiento periodontal e identificar sujetos en riesgo de progresion®-
28 De este modo, una herramienta no invasiva para detectar la presencia
de inflamacion periapical como el FCG seria de gran utilidad como
complemento a la evaluacion clinico-radiografica de dientes con PAA,
particularmente en aquellos casos en que la interpretacién radiografica
sea incierta®.

El FCG constituye un extravasado plasmatico con
componentes derivados del catabolismo de los tejidos periodontales
que puede obtenerse de forma no invasiva a partir del surco gingival.
La identificacién de cambios en los niveles de TNF-a en el FCG de
dientes con PAA, sugiere que el FCG podria reflejar los procesos
inflamatorios derivados del periodonto apical. El uso del FCG como
potencial herramienta diagndstica en periodontitis apical corresponde a
un concepto relativamente nuevo. En linea con los resultados de este
estudio, en un estudio previo!™ se detectaron niveles significativamente
mayores de MMP-9 en FCG de dientes con PAA, cuya participacion es
conocida en la patogenia de las periodontitis marginales y periapicales,
particularmente en la degradacion de la matriz organica del tejido 6seo
y tejidos blandos periodontales. Posteriormente, Burgener et al.?®
reportaron concentraciones significativamente elevadas de proteinas
totales en el FCG de dientes con lesiones apicales comparados con
dientes sanos contralaterales y sugirieron la evaluacion de nuevos
biomarcadores especificos asociados con periodontitis apical. Si bien
en el presente estudio no se encontraron diferencias significativas en
la concentracion de proteinas totales entre el FCG de dientes con PAA
y controles, la falta de diferencias podria atribuirse a que se estudiaron
procesos cronicos, que son esencialmente proliferativos; mientras que
en el estudio anterior se incluyeron sujetos que consultaron en una
clinica de urgencia y por tanto, estarian asociados con cuadros agudos o
reagudizados que son predominantemente exudativos, determinando un
aumento en la concentracién de proteinas extravasadas.

En este estudio se reportaron los niveles de TNF-a
estandarizados tanto por 30s de coleccién de FCG, como por proteinas
totales; sin embargo, considerando los antecedentes previos, es mas
factible que el primero represente el método de estandarizacion mas
apropiado.

En sintesis, en el presente estudio presentamos informacion
preliminar sobre el aumento de los niveles de TNF-o en FCG de
dientes con PAA; sin embargo, se requiere la realizacién de estudios
posteriores que validen la utilidad del FCG para determinar el estado de
salud-enfermedad del periodonto apical, o la presencia de progresion o
involucion de las lesiones periapicales de origen pulpar. Esto permitiria
su aplicacion futura como marcador complementario al diagndstico
clinico y al monitoreo del estado de salud o enfermedad de los tejidos
perirradiculares.
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