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ABREVIATURAS

TPV: Terapia Pulpar Vital

IL: Interleuquinas

MMP: Metaloproteinasa de la matriz

PMN’s: Polimorfos nucleares neutréfilos

FVP: Fraccién de verdaderos positivos

FVN: Fraccion de verdaderos negativos

TGF —g1: Factor de crecimiento tumoral
VEGEF: Factor de crecimiento endotelial epitelial
CCL2/MCP1: Quimioquina ligando -2

IL -8: Interleuquina -8

CXCL: Quimioquina ligando 10

ENA 78 — CXCL5: Quimioquina derivada de neutrdfilo epitelial
IL -1B: Interleuquina -1

IL -2: Interleuquina -2

IL -4: Interleuquina-4

IL -6: Interleuquina -6

IL -10: Interleuquina -10

IL -11: Interleuquina -11

TNF -a: Factor de necrosis tumoral -a.

CAM’s: Moléculas de adhesion

RAGE: Receptores de productos de glicosilacion avanzada
TIMPs: Inhibidores tisulares de metaloproteinasas
TLRs: Receptores tipo Toll

LTA: Acido lipoteicoico

SP: Sustancia P

UP: Unidades de perfusion

LOQ: Limite de cuantificacion

LOD: Limite de deteccion

AUC: Area bajo la curva

ROC: Caracteristica Operativa Relativa

BPC: Buenas practicas clinicas

ICCC: Colaboracioén Internacional de Consenso de Caries
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1. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En el estudio de la Carga Mundial de Morbilidad del afio 2010, se determiné que
las patologias bucales mantienen una alta prevalencia, afectando en conjunto a
3.900 millones de personas (1). Dentro de estas, la caries sin tratar en dientes
definitivos, fue la condicidn mas prevalente afectando a un total de 2.431 millones
de individuos de la poblacion mundial (1).

En Chile el panorama no es diferente. El estudio observacional realizado por
Urzua y cols, en el 2012, da cuenta de la situacion de salud bucal de la poblacion
adulta chilena, indicando una alta prevalencia de la caries con un promedio de 4,2
lesiones cariosas por individuo entre los 35 y 44 afos y de 1,44 para adultos entre
los 65 y 74 afos, sin existir diferencias estadisticamente significativas entre
géneros (2). Cuando la caries no recibe tratamiento, puede progresar hacia una
inflamacion pulpar irreversible (pulpitis irreversible) la que involucra la pérdida de
la vitalidad pulpar (necrosis), ademas del desarrollo de una periodontitis apical
(compromiso 0seo infeccioso). Lamentablemente el diagndstico de la patologia
pulpar es muy tardio y las herramientas clinicas, son imprecisas y subjetivas.
Ademas, estas pruebas no permiten identificar estadios intermedios de
inflamacién pulpar, en los cuales la pulpa podria responder sin necesidad de su
extirpacion. Mejares (3) en su revision sistematica concluyé que la evidencia
disponible es insuficiente para determinar si la presencia, naturaleza y duracion
de los sintomas ofrecen informacién precisa sobre la extension de la inflamacion
de la pulpa. Segun cifras reportadas por la Asociacion Americana de Endodoncia
(AAE), la prevalencia de tratamientos de conductos radiculares, realizados en el
transcurso de un afo asciende a la cantidad de 15,1 millones de casos (4). Si
asociamos a esta alta prevalencia, el costo anual que tiene la terapia endodontica
para paises desarrollados como Estados Unidos, que es cerca de 15 mil millones
de ddlares al ano, nos encontramos con un alto costo para el sistema de salud de
este pais. En Chile si bien no hay una completa informacion de la prevalencia de
este tratamiento, los datos del Ministerio de Salud (MINSAL) reportan un total de
83.287 tratamientos de conductos realizados en el afo 2012. Esto permite
calcular que en el sector publico se gastan alrededor de 11 millones de délares al
afno. Debido a las razones mencionadas como la alta prevalencia y altos costos
asociados, es que se requieren métodos mas sensibles y especificos para el
diagnostico antes de realizar este tratamiento. El diagndstico molecular a través
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de la determinacién de biomarcadores relacionados con la inflamacién pulpar del
diente, podria representar un método innovador y objetivo que ayude al clinico
frente a la disyuntiva del diagnostico pulpar, evitando el sobre-tratamiento o sub-
tratamiento endodontico, disminuyendo el gasto publico y privado en endodoncia.

1.1.Pregunta de Investigacion
En relacion al actual problema planteado, surge como interrogante la siguiente
pregunta de investigacion; ¢existe un perfil diferencial entre biomarcadores
inflamatorios obtenidos en fluido dentinario en dientes con diagndéstico de pulpa

normal, pulpitis reversible y pulpitis irreversible sintomatica?

1.2.Relevancia de la Investigacion

La relevancia de esta investigacion radica en la posibilidad de poder establecer un
perfil diferencial de biomarcadores especificos y asociarlos con los diagnosticos
de pulpa normal, pulpitis reversible y pulpitis irreversible sintomatica. De esta
forma, se pretende innovar logrando una asociacion entre los biomarcadores y el
diagnostico clinico. El objetivo es poder lograr asi diagnosticos con mayor
objetividad y por lo tanto tratamientos odontolégicos mas adecuados y predecibles
en el tiempo. Recientes revisiones sistematicas han reconocido el problema de los
actuales métodos para establecer un diagnostico pulpar, debido a que las
herramientas utilizadas son subjetivas e imprecisas, ya que se limitan solamente a
identificar el grado de sensibilidad del paciente a determinados estimulos (5,6) La
gravedad y desventaja de no tener pruebas objetivas es que, frente a un
diagnaostico incorrecto de pulpa enferma en estado irreversible, se debe indicar un
tratamiento de extirpacion pulpar, que generara la pérdida de la vitalidad del
diente en forma innecesaria. Por otra parte, el no indicar un tratamiento en caso
de que fuera necesario, podria traer inconvenientes para el paciente como un
dolor agudo o una infeccidn. Es por estas razones, que los métodos de
diagnostico mediante evaluacion molecular utilizando biomarcadores, podrian dar
respuesta a este problema.

A partir de lo anterior es posible postular que, los biomarcadores para el
diagndstico molecular de patologias en endodoncia podrian ser el futuro hacia a
donde apunta la odontologia del siglo XXI. Esta tecnologia podria objetivar el
diagndstico pulpar, por medio de un test diagndstico, con una toma de muestra

poco invasiva, dado que se tomaria muestra de fluido dentinario previa a la
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comunicacién pulpar (o con una exposicién pequefa). Se espera que esta prueba
sea de mayor sensibilidad y especificidad que las que se realizan actualmente. De
esta forma se beneficiaria al paciente, considerando el menor costo de un
tratamiento conservador de la pulpa, frente a una endodoncia convencional. Otras
ventajas asociadas a la disminucion de la sobre indicacion de terapias
endodonticas convencionales, serian el menor tiempo clinico necesario para
realizar estos tratamientos, ademas de la preservacion de estructura dentaria y de
las mejores propiedades biomecanicas que posee un diente vital (comparado con
el tratado endoddnticamente).

Por lo tanto, esta tesis Doctoral se configura como un compendio que busca
triangular la informacion obtenida de las pruebas de sensibilidad, el diagndstico
clinico, las pruebas de vitalidad, la histologia y los biomarcadores. Los objetivos
planteados fueron los siguientes:

* En primer lugar, relacionar el diagndstico clinico obtenido con las pruebas
de sensibilidad pulpar de frio, calor y eléctrica, versus la prueba vitalidad
utilizando laser Doppler.

* En segundo lugar, relacionar el diagnostico clinico de pulpa normal vy
pulpitis irreversible obtenido con las pruebas de sensibilidad pulpar de frio,
calor y eléctrica versus la histologia.

* En tercer lugar, determinar la concentracion de proteinas en muestras de
fluido dentinario de dientes humanos con diagnéstico de pulpa normal,
pulpitis reversible y pulpitis irreversible sintomatica utilizando membrana
de fluoruro de polivinilideno Durapore® (Merck Millipore, Billerica, MA,
USA) a través del ensayo de Micro BCA.

* Finalmente, identificar y comparar la expresidn de biomarcadores
inflamatorios presentes en muestras de fluido dentinario en dientes con
diagndstico de pulpa normal, pulpitis reversible y pulpitis irreversible
sintomatica mediante tecnologia Luminex.

No existe en la literatura una investigacion que considere la evaluacion del grupo
de biomarcadores como los propuestos en este estudio, asociados a inflamacion
pulpar. La idea final es proyectar el desarrollo de un prototipo diagndstico, que
complemente el actual diagnostico clinico en el ambito de la salud oral, para ser

utilizado como herramienta diagnéstica por todos los odontologos.
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Debido a los hallazgos obtenidos en esta investigacion, el Departamento de
Innovacién y Desarrollo (I+D) de la Universidad de los Andes solicité
postergar la publicacion de estos resultados por la posibilidad de

patentarlos (Anexo 4).
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2. MARCO TEORICO

2.1Caries
La Colaboracion Internacional de Consenso de Caries (ICCC), llegé a un acuerdo
sobre la terminologia, clasificacion y recomendaciones clinicas para la eliminacion
de tejido cariado y para las lesiones de caries cavitadas. El foco de esta
clasificacion estaba en la textura de la dentina desmineralizada (7).
De esta forma se define la caries dental como una enfermedad que resulta de un
cambio en la ecologia del biofilm del diente, el cual pasa de una poblacion
equilibrada de microorganismos a una poblacion microbiolégica acidogénica,
acidurica y cariogénica, que es mantenida por el consumo frecuente de
carbohidratos fermentables. El cambio de la actividad en el biofilm esta asociado
a un desequilibrio entre la desmineralizacidon y remineralizacion, conduciendo a la
pérdida de minerales de los tejidos duros del diente, siendo éste el signo y
sintoma de una lesion de caries (8).
En consecuencia, la caries dental no es una enfermedad infecciosa que necesita
ser curada mediante la eliminacion de bacterias 0o, menos aun, de una especie
bacteriana particular. En su lugar, el comportamiento de la caries dental puede ser
manejado mediante el control de sus factores causales, el suministro de hidratos
de carbono fermentables y la presencia y maduracién de biofilms bacterianos. Sin
embargo, si no se controla la actividad de las lesiones, el biofilm cariogénico
promueve la progresion de la lesion, lo que eventualmente puede conducir a la
inflamacion crénica de la pulpa, produciéndose la necrosis pulpar y una
periodontitis apical producida por la penetracion de bacterias a la cavidad pulpar
(9).
Dado que la caries actua en un biofilm, la prevencion de nuevas lesiones y el
manejo de las lesiones existentes debiesen centrarse principalmente en el control,
en lugar de la eliminacién del tejido. A la vez, las restauraciones deberian apuntar
a controlar el biofilm, proteger el complejo pulpo-dentinario y restaurar la funcion,
la forma y la estética de los dientes, mientras que no causen dafio innecesario. La
eliminacion de tejido cariado tiene como objetivo crear las condiciones para una
restauracion de larga duracion, preservar tejido sano y remineralizable, lograr un
buen sellado, mantener la salud pulpar y maximizar el éxito de la restauracion. Sin

embargo, esto no significa que cerca de la pulpa, todos los tejidos contaminados
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por bacterias o desmineralizados deban ser eliminados. En lesiones profundas, en
la cuales se mantiene la vitalidad pulpar, se recomienda una remocién selectiva
de la dentina blanda. Se debe dejar tejido cariado blando sobre la pulpa, para
evitar la exposicion y estrés de ésta. Por el contrario, en el esmalte y la dentina de
la periferia se debe eliminar todo el tejido contaminado, hasta encontrar tejido
duro para permitir un buen sellado de la restauracion (7).

El objetivo de eliminar la dentina contaminada superficial y restaurar el diente es
promover reacciones fisioldégicas en el 6rgano pulpo-dentinario, estimulando la
aposicion de dentina terciaria. Esta dentina actua como una barrera frente a los

productos bacterioldgicos y por lo tanto, protege al tejido pulpar (10).

2.2 Inervacién Pulpar
La pulpa dental es un tejido altamente vascularizado e inervado (11). El
componente nervioso del tejido pulpar consta de fibras nerviosas sensitivas, las
cuales provienen del V par craneal, llamado nervio trigeminal. Todo estimulo que
provoque a estas fibras dara como resultado una sensacion dolorosa (11).
Las fibras de tipo sensitivo pertenecen segun su diametro, velocidad de
conduccion y funcion, a dos grupos: las tipo A gA-delta y A-beta), que son
mielinicas, y las tipo C, que son amielinicas (12). Ambas fibras actuan como
nociceptores contribuyendo a la funcién defensiva del tejido (11).
El 90% de las fibras tipo A corresponde a A-delta y sus axones mielinicos son de
un diametro que varia entre 1 a 4 um, tienen una rapida velocidad de conduccion
de 12 a 30 m/s y un bajo umbral de excitacion (12). Transmiten un dolor de tipo
agudo y punzante por su transmisidn directa al talamo. Su ubicacién es
superficial, preferentemente en la unidon pulpo-dentinaria en la zona coronal y en
los cuernos pulpares (11,12) Estas caracteristicas las posicionan como las
primeras fibras nerviosas en reaccionar y transmitir el impulso doloroso, cuando
aun no existe dafio tisular irreversible (10).
Las fibras tipo C son amielinicas, tienen un diametro menor a 1 um, una baja
velocidad de conduccion de 0,5 a 2 m/s y un alto umbral de excitacion (11). Se
ubican en el cuerpo pulpar y se extienden hasta la zona libre celular bajo la capa
odontoblastica, se activan principalmente por calor, produciendo un dolor lento,
difuso y duradero, debido a que son influenciadas por varias interneuronas

moduladoras antes de enviar la informacion al talamo (11). Las fibras tipo C
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también difieren de las de tipo A, en su habilidad para mantener su integridad
funcional cuando el tejido se vuelve hipdxico. Esto se debe a que el consumo de
oxigeno es mayor en las fibras de mayor grosor, como las tipo A, lo que podria
explicar el dolor percibido ocasionalmente durante la endodoncia de un diente con
pulpa necrotica (11).

Las fibras nerviosas sensitivas de la pulpa dental ingresan a través del foramen
apical, a menudo asociadas a vasos sanguineos en una vaina de colageno,
formando el paquete vasculo-nervioso (11). Pocas bifurcaciones ocurren en el
interior del conducto radicular, pero al alcanzar la pulpa cameral, las fibras
nerviosas se comienzan a dividir y a enviar ramas a la dentina circundante (11)
(13). Al acercarse a la region subodontoblastica, las fibras forman una red
intrincada conocida como Plexo de Raschkow, aqui las fibras mielinizadas pierden
su vaina de mielina y surgen como terminaciones nerviosas simples (13). Algunos
estudios han revelado que muchas fibras nerviosas terminan en el espacio
extracelular de la zona rica en células o en la capa de odontoblastos, mientras
que otras se extienden en los tubulos de la predentina o dentina, pudiendo
penetrarlos hasta 150 um (13,14). Estas fibras intratubulares son mas numerosas
en la region de los cuernos camerales, donde se ha estimado su presencia en
aproximadamente un 25% de los tubulos, mientras que en la raiz solo el 10% de
los tubulos contiene fibras nerviosas, tendiendo a ser mas pequefas y no se

extienden mas alla de la predentina (13).
2.3Teorias del Dolor

2.3.1 Teoria de la activacion de extensiones intradentinarias de los
nervios pulpares

Esta teoria sugiere la existencia de terminaciones nerviosas en la dentina, las
cuales pueden estimular directamente a la pulpa (15,16). Se basa en que las
terminaciones nerviosas que estan presentes en la pulpa dental, ingresan a través
del foramen apical, se ramifican y forman el plexo de Rashkow en la periferia de la
pulpa y en la zona celular subyacente; de aqui se extienden a la capa
subodontoblastica y ocurre la arborizacion en la capa odontoblastica (13). Las
fibras nerviosas forman asas, llegando algunas a la predentina o dentina,
pudiendo penetrar una distancia no mayor a 150 ym (13). No existe suficiente

evidencia cientifica que sustente que las fibras penetren hasta la unién amelo-
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dentinaria (16), ya que los estudios ultraestructurales han mostrado que las fibras
intratubulares se asemejan mas a fibras simpaticas motoras, que a receptores

sensoriales (16).

2.3.2 Teoria del mecanismo de transduccion que considera al
odontoblasto y a sus prolongaciones dentinarias

Esta teoria plantea que los odontoblastos pudieran funcionar como receptores.
Por lo tanto, la estimulacién de las prolongaciones odontoblasticas en la dentina
periférica podria provocar cambios en el potencial de membrana de los
odontoblastos, el cual permite a través de uniones sinapticas con las células
nerviosas, la transmision del impulso, y de este modo la sensacion dolorosa (16)
(17). Sin embargo, no se ha demostrado mediante microscopia electrénica de
barrido la formaciéon de complejos sinapticos entre los nervios pulpares y los
odontoblastos (18). Ademas, es importante destacar que desde el punto de vista
embrioldgico el odontoblasto es una célula de origen mesodérmico y no neuronal
(16). Otro factor que se opone a esta teoria es que no ha sido posible comprobar,
a través microscopia electrénica de barrido, que las prolongaciones
odontoblasticas se extiendan mas alla de un tercio de la mitad de la longitud de
los tubulos dentinarios (18). De esta forma, no se ha demostrado que el potencial
de membrana generado por el odontoblasto sea el suficiente para producir un
estimulo y, por lo tanto, un proceso excitable (16).

2.3.3 Teoria Hidrodinamica de Brannstrom
Aunque la mitad periférica de la dentina carece de nervios y de prolongaciones
odontoblasticas, existe liquido en el interior de los tubulos dentinarios (16).
Cambios en la funcidn, presion o tension sobre la superficie del tubulo dentinario,
alteran el equilibrio hidrostatico del fluido, generando una estimulacién de los
mecano-receptores pulpares y de este modo convirtiendo la energia mecanica en
eléctrica (16,19). Brannstrom en el ano 1986, mediante sus estudios in vivo,
entregod sustento a la teoria hidrodinamica, demostrando que el fluido dentinario,
podria filtrarse a través de los tubulos sobre una superficie de dentina expuesta.
Este movimiento del fluido se produjo a una velocidad calculada de 2 a 4 mm por
segundo, lo que refleja que los tubulos dentinarios vacios podrian ser rellenados
en escasos segundos (19). La teoria hidrodinamica es valida en la medida que se
produce un rapido flujo del fluido dentinario en el interior del tubulo, causado por
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ciertos estimulos que provocan dolor en el diente (Figura 1) (16,19) . En los casos
de la desecacion de la dentina, la presencia de frio o soluciones hiperosmoéticas
generan un flujo del fluido hacia el exterior, y a través de un fenbmeno mecano-
receptor serian estimulados los odontoblastos y los nervios sensoriales causando
la sensacion dolorosa en el individuo (16,19). Por otro lado, la influencia del calor
que causa dolor es mas complicada que los casos anteriores. Aparentemente la
aplicacién de calor seco produce una evaporacion del fluido dentinario y un
cambio de movimiento hacia la pulpa; de este modo, la acumulaciéon de presion

seria reconocida como una sensacion dolorosa (15,18).
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Figura 1. llustraciéon del movimiento del fluido dentinario al interior de los tubulos
dentinarios en respuesta a un estimulo caliente (flecha roja) y a uno frio (flecha azul).
Fuente. (11).

La teoria hidrodinamica es la mas ampliamente aceptada para explicar el
fendbmeno de sensibilidad dentinaria, sobre la base de la estimulacidn mecanica
de las fibras A-delta en la uniéon pulpo-dentinaria o dentro de los tubulos
dentinarios, causada por el resultado de un rapido flujo del fluido inducido por
estimulos irritantes (16,19).

2.4Diagnédsticos clinicos en Endodoncia

2.4.1 Definicion
El término diagnostico proviene del concepto en griego, que relacionaba una
enfermedad con una causa tangible, en lugar de ligarlo a la voluntad de un poder
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superior (20) y se define como “el arte de distinguir una enfermedad de otra” o “el
arte y la ciencia de la deteccion de las desviaciones de la salud, su causa Yy la
naturaleza de ellas” (21,22)

Para poder realizar un adecuado diagnodstico en Endodoncia se debe obtener
informacion sobre la historia de dolor o incomodidad del paciente, su experiencia
de trauma o procedimientos restauradores, una exhaustiva evaluacion clinica,
resultados de pruebas clinicas y examenes radiograficos del diente y de los
tejidos que lo rodean (3).

En Octubre del afio 2008 la Asociacién Americana de Endodoncia (AAE), convocé
a una conferencia para establecer un consenso en la terminologia utilizada en el
diagnostico endodontico, con el fin de unificar términos y minimizar las diferencias
en los enfoques de diagndstico terapéutico y de investigacidon en endodoncia,
centrandose en los signos y sintomas presentados por el paciente. Los resultados
de dicho consenso fueron publicados en Diciembre del 2009 en la revista Journal
of Endodontics, en la que se establecido la siguiente terminologia para el
diagndstico pulpar (23).

2.4.2 Pulpa Normal
Diagndstico clinico en que la pulpa esta libre de sintomas y responde en forma
normal a los test de sensibilidad. Se han usado significados equivalentes como
“‘pulpa vital asintomatica” o “pulpa sana”. Pulpa normal pareciera ser un término
relevante en la clinica. Las palabras vital y saludable son terminologia inexacta
debido a que la vitalidad pulpar no puede ser determinada a través de la
exploracion clinica o pruebas de sensibilidad, ya que la pulpa podria esta afectada
y aun asi responder de manera normal clinicamente (24,25).
La pulpa normal cumple con las siguientes caracteristicas:
* Todos los signos clinicos estan dentro de limites normales ya que el diente
se encuentra asintomatico.
* Dependiendo de la edad del diente, podria o no haber evidencia de
calcificaciones pulpares o fibrosis pulpar.
* La pulpa generalmente respondera a las pruebas térmicas (frio) o a
estimulos eléctricos. La respuesta no va a persistir por mas de unos
segundos.

* Porlo general no responden en forma dolorosa al calor.
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Percusion, palpacion y pruebas de mordida no provocan dolor.

Radiografia sin alteraciones.

2.4.3 Pulpitis Reversible

Diagndstico clinico basado en hallazgos subjetivos y objetivos que indican la

existencia presencia de inflamacién pulpar leve que podria resolverse (y la pulpa

volver a su estado normal) si se elimina el factor irritante (24—26).

Caracteristicas:

Este estado puede deberse a la presencia de caries, trauma,
restauraciones nuevas o defectuosas.

Se caracteriza por una respuesta dolorosa de leve a mediana intensidad
frente a los estimulos (generalmente pruebas térmicas pero también puede
ser provocada en la masticacion).

El dolor se resuelve en cuestion de segundos después de la eliminacion del
factor irritante.

No hay respuesta a la percusion o la palpacion.

La pulpitis reversible debe distinguirse clinicamente de la hipersensibilidad

dentinaria.

2.4.4 Pulpitis Irreversible Sintomatica

Diagndstico clinico basado en hallazgos subjetivos y objetivos que indican que la

pulpa vital inflamada es incapaz de lograr reparar. Estado pulpar que implica la

presencia de un proceso degenerativo mas severo en que la pulpa no es capaz

de retornar a la normalidad. Si la pieza no es tratada se generara nec rosis pulpar

seguido de una periodontitis apical (24,25,27,28).

Caracteristicas:

Dolor leve a severo que persiste después de la eliminacién del estimulo o
gue se produce de manera espontanea.

Dolor cuando se expone a estimulos térmicos (calor y/o frio). El dolor
puede ser agudo o sordo dependiendo del tipo de fibras nerviosas pulpares
que respondan.

La etiologia de la pulpitis irreversible puede ser caries profundas,
restauraciones, exposiciones pulpares, fracturas o “cracks”

Dolor espontaneo y referido.
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* El diente puede o no responder a la percusion.

* Radiograficamente, podria observarse el agente etioldégico (caries
profundas). En ocasiones si la inflamacion se ha extendido a la zona
periapical, se puede observar ensanchamiento del espacio del ligamento
periodontal u osteitis condensante.

2.4.5 Pulpitis Irreversible Asintomatica
Diagndstico clinico basado en hallazgos subjetivos y objetivos que indican que la
pulpa vital inflamada es incapaz de reparar. Sin sintomas, pero con inflamacion
irreversible de la pulpa que se produce por caries, trauma. Sin tratamiento
progresa a necrosis pulpar (26).
Actualmente para realizar el diagnostico de dichas patologias, se utilizan métodos
diagndsticos en base evaluar la “sensibilidad” pulpar mas que la vitalidad.

2.4.6 Necrosis Pulpar

Es una categoria de diagndstico clinico que indica la muerte de la pulpa dental,
originada por una pulpitis irreversible no tratada, una lesion traumatica o cualquier
circunstancia que origine una interrupcion prolongada del suministro de sangre a
la pulpa (23).

Usualmente el paciente no responde a las pruebas de sensibilidad endoddnticas,
y se encuentra asintomatico a menos que la inflamacion haya progresado al tejido
perirradicular (21,23).

2.5Pruebas diagnésticas
Los sistemas de pruebas mas comunmente utilizados no evaluan realmente la
vitalidad pulpar y la mayoria no indican la presencia o severidad del proceso
inflamatorio, se utilizan dado que la reproduccion de los sintomas, su localizacion
y categorizacion de su severidad, es una respuesta subjetiva y algunos pacientes
pueden tender a exagerar su dolor (29). Es importante destacar las diferencias

entre:

2.5.1 Test de vitalidad pulpar
Evalua el suministro sanguineo pulpar. El tejido pulpar tiene un suministro
vascular adecuado, pero éste no esta necesariamente inervado. La mayoria de

las pruebas pulpares no evaluan directamente la vascularizacion de la pulpa (29).
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2.5.2 Test de sensibilidad pulpar
Este test evalua la respuesta sensorial pulpar. La sensibilidad es definida como la
habilidad de responder a un estimulo, siendo este término apropiado para los test
pulpares eléctrico y térmicos.
Las pruebas clinicas mas populares son los test de sensibilidad pulpar, como las
pruebas térmicas y eléctricas, sin embargo, estas pruebas no nos proporcionan
informacion directa respecto al suministro sanguineo pulpar, requerido para una
verdadera evaluacién de la vitalidad pulpar.
Idealmente, los métodos usados para evaluar la pulpa dental deberian ser no
invasivos, objetivos, no provocar dolor, de confianza, reproducibles,
estandarizados, faciles de realizar y de bajo coste economico (3).
Para efecto de una prueba diagnostica, es necesario definir qué se entiende por
especificidad, sensibilidad, valor predictivo y exactitud.

2.5.3 Sensibilidad
Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo enfermo, es decir, la
probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga en la prueba un resultado
positivo. La sensibilidad es, por lo tanto, la capacidad del test para detectar la
enfermedad. La sensibilidad también se conoce como “fraccién de verdaderos
positivos (FVP)” (5).

2.5.4 Especificidad

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano, es decir, la
probabilidad de que para un sujeto sano se obtenga un resultado negativo. En
otras palabras, se puede definir la especificidad como la capacidad para detectar
a los sujetos sanos. También es denominada “fraccion de verdaderos negativos
(FVN)” (5).

Los conceptos de sensibilidad y especificidad permiten, por lo tanto, valorar la
validez de una prueba diagndstica. Sin embargo, éstos carecen de utilidad en la
practica clinica. Tanto la sensibilidad como la especificidad proporcionan
informacion acerca de la probabilidad de obtener un resultado concreto (positivo o
negativo), en funcion de la verdadera condicion del enfermo con respecto a la
enfermedad. Sin embargo, cuando a un paciente se le realiza alguna prueba, el
meédico carece de informacion a priori acerca de su verdadero diagnostico, y mas

bien la pregunta se plantea en sentido contrario: ante un resultado positivo
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(negativo) en la prueba, ¢cual es la probabilidad de que el paciente esté
realmente enfermo (sano)? De esta forma, aparecen los conceptos de valor
predictivo positivo, valor predictivo negativo y exactitud para responder mejor a
estas preguntas (5) (Figura 2).

2.5.5 Valor predictivo positivo
Es la probabilidad de padecer la enfermedad si se obtiene un resultado positivo
en el test. El valor predictivo positivo puede estimarse, por tanto, a partir de la
proporcion de pacientes con un resultado positivo en la prueba que finalmente
resulten estar enfermos (5) (Figura 2).

2.5.6 Valor predictivo negativo
Es la probabilidad de que un sujeto con un resultado negativo en la prueba esté
realmente sano. Se estima dividiendo el numero de verdaderos negativos entre el

total de pacientes con un resultado negativo en la prueba (5) (Figura 2).

2.5.7 Exactitud
Es el grado en que una prueba clasifica correctamente la respuesta del paciente
(5). (Figura 2).

Condition
Clinically Necrotic pulp or
normal pulp pulpless tooth

Positive || True positive (TP) || False positive (FP) | = Positive predictive value [TP/(TP+FP)]

est outcome = —
INegativel False negative (FN) || True negative (TN) | =) Negative predictive value [TN/(TN+FN)]

ﬂ ﬂ Accuracy

Sensitivity Specificity [(TP+TN)/(TP+TN+FP+EN)]
[TP/(TP+FN)] [TN/(TN+FP)]

Figura 2, Definicién de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo y precision
de las pruebas de la pulpa. Fuente (5).

2.6 Pruebas de sensibilidad pulpar

2.6.1 Test de frio
Varios métodos han sido usados para aplicar frio a los dientes, sin embargo los
mas empleados para esta prueba son la varilla de hielo, gases comprimidos y la
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nieve carbodnica, siendo la principal diferencia entre ellos el grado de temperatura
alcanzado (30,31).

Varilla de hielo: para obtener las varillas de hielo, se pueden cargar de
agua unas fundas de plastico de agujas hipodérmicas y se dejan en el
congelador. Antes de realizar la prueba, se retira una cubierta del
congelador y se templa un poco manteniéndola en la mano durante unos
minutos o ubicandola brevemente bajo un grifo de agua, de ese modo se
funde el exterior de la varilla y se puede retirar el plastico para usarla
envuelta en una compresa de gasa (31,32). La varilla de hielo se aplica
inmediatamente en el tercio medio de la superficie vestibular de la corona
del diente, o en cualquier superficie metalica expuesta de la corona
protésica, manteniéndose en contacto con el diente durante 5 segundos o
hasta que el paciente comienza a sentir dolor (32).

Gases comprimidos: el Cloruro de etilo se encuentra disponible en forma
de pulverizador comprimido, y se emplea con frecuencia en medicina como
un refrigerador cutaneo, su temperatura de ebullicion es -4° Celsius (31).
No se recomienda emplearlo para pruebas de la pulpa, debido a que
resulta menos efectivo que la nieve de dioxido de carbono o el
diclodifluorometano. El diclodifluorometano, conocido en el comercio como
refrigerante R-12 y presentado como un pulverizador comprimido (Endo-
lce®), tiene un punto de ebullicion de —menos 44° C, la cual fue prohibida
en Estados Unidos el 1 enero de 1986, por la Clean Air Act, debido a su
efecto perjudicial por el medio ambiente; sin embargo su utilizacién aun es
permitida en varios paises (31) (Figura 3). Frente a esta restriccion, el
fabricante lo ha sustituido por el 1,1,1,2-tetrafluoroetano, el refrigerante R-
134a, un producto sin fluorocarbono que se comercializa bajo el nombre
Green Endo-Ice, con un punto de ebullicibn de menos 40,4 °C (31,33-35).
El modo de utilizacién consiste en pulverizar el material en forma
abundante sobre una bolita de algodén, que después se aplica en el tercio
medio de la superficie vestibular del diente, la bolita de algodén se
mantiene en contacto con la corona durante 5 segundos o hasta que el

paciente comienza a sentir dolor (36).
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Figura 3, Envase de aerosol refrigerante comprimido, diclorodifluormetano (Endro-Ice, Coltene).

Nieve de dioxido de carbono (Figura 4): tiene una temperatura extremadamente
fria de menos 77°C. El diéxido es liberado desde un cilindro de gas, y se
comprime para producir una varilla (31). A través de un aplicador especial se
ubica en el tercio medio de la superficie vestibular de la corona, y se mantiene en
contacto durante 2 segundos o hasta que el paciente comienza a sentir dolor (31)
(37,38). No produce efectos perjudiciales sobre el tejido pulpar con vitalidad y no
origina fisuras ni irregularidades superficiales en el esmalte del diente evaluado
(31). Esta prueba en conjunto con el tetrafluoroetano, parecen ser mas eficaces
que el cloruro de etilo en estimular un diente vital, debido a su mayor reduccion de

temperatura (31,39).
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Figura 4, Varilla de nieve de diéxido de carbono en su aplicador sobre un diente. Fuente (31).

2.6.2 Test de calor
Al igual que la prueba con frio, se han sugerido muchos métodos para la prueba
de dientes con calor. Si bien todos transfieren calor al diente, los mas utilizados
son las varillas de material de obturacion temporal, el bafio de agua caliente y las
copas de goma para pulir (31,36).

* Material de obturacién temporal (Figura 5): consiste en varillas de
gutapercha. Para utilizar esta técnica, los dientes a evaluar se protegen
primero con una ligera capa de vaselina para evitar que se adhiera la
gutapercha, la gutapercha se calienta sobre una llama hasta que se
ablanda y comienza a brillar, pero sin que llegue a fundirse y se haga
demasiado blando para utilizarlo. La aplicaciéon en el tercio medio de la
superficie vestibular de la corona, suele provocar una respuesta en menos

de dos segundos.

Figura 5, Varilla de gutapercha aplicada sobre un diente. Fuente (31).

Se cree que con esta técnica se puede alcanzar una temperatura, en la superficie
del diente, que varia entre los 90°C y 150°C, la gutapercha se ablanda a los 65°C
y puede ser calentada hasta 200°C en determinados dispositivos de suministro
(31). Un calor prolongado puede resultar en una estimulacién bifasica de las fibras
nerviosas, donde inicialmente se estimularan las fibras A-delta y posteriormente
de las fibras tipo C, resultando en un dolor persistente (31). Por lo que se

recomienda, no aplicar por mas de 5 segundos (31).
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* Bafo de agua caliente: el bafio con agua caliente requiere el aislamiento
con dique de goma del diente que se va a probar. El diente se bafia con
agua muy caliente, inyectada con una jeringa de plastico, durante 5
segundos o hasta que el paciente comienza a sentir dolor. El empleo de
agua consume bastante tiempo, pero su exactitud es superior a la
proporcionada por las varillas, ademas permite actuar sobre la corona
completa y no sélo en una seccion del diente.

* Copa de goma: se puede generar calor friccional usando una copa de

goma para profilaxis, pero sin pasta profilactica (31).

2.6.3 Test pulpar eléctrico
Mediante la aplicacion de una corriente eléctrica en la superficie del diente, son
estimuladas las fibras A-delta intactas del complejo pulpo-dentinario. Esto
produciria un cambio iénico en el fluido dentinario, provocando la despolarizacion
de la membrana de la fibra nerviosa y generando subsecuentemente un potencial
de accion (6,31). Hasta el afo 1950 los instrumentos para realizar la prueba
eléctrica eran bipolares, mientras que hoy en dia la mayoria de los equipos son
monopolares (40). Los instrumentos bipolares consisten en ubicar dos electrodos
en el diente, uno en la superficie vestibular y otro en la palatal/lingual en forma de
pinza, generando una corriente eléctrica que pasa a través de la corona, de un
electrodo a otro. Mientras que los equipos monopolares implican sélo un electrodo
aplicado al diente y el paciente completa el circuito eléctrico sosteniendo un

mango metalico del sistema o ubicandole un clip labial (6,40) (Figura 6).

Figura 6, Un diente aislado sometiéndose a una prueba eléctrica pulpar. El asa en el labio del
paciente completa el circuito. Fuente (31).
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Antes de realizar esta prueba, los dientes se deben aislar y secar con ayuda de
una gasa. El area a evaluar se debe mantener seca mediante una aislacion
relativa, evitando de este modo los posibles falsos positivos 0 negativos, que son
causados por una conduccion eléctrica a los dientes vecinos. Si el diente tiene
una restauracion metalica, se debe aislar de modo absoluto con goma dique o
colocar tiras de celuloide interproximales, para evitar de esta manera la

conduccion a los dientes adyacentes (6).

2.6.4 Correlacion entre los resultados de los test pulpares eléctricos
y el estado histolégico

El punto mas importante del uso de test pulpar eléctrico es la interpretacion de
sus resultados en conjunto con la historia del paciente, hallazgo de examinacion
clinica y radiografica y la comparacion con un diente control, porque variados
estudios han demostrado que no existe correlacidon entre la respuesta positiva al
test pulpar eléctrico y el estado histolégico de la pulpa. Una respuesta positiva
simplemente indica que las fibras sensoriales presentes en la pulpa pueden
responder a la estimulacidon eléctrica. Los intentos de correlacionar las lecturas
numeéricas del test pulpar eléctrico con el estado pulpar histolégico no han tenido
resultados concluyentes (6). Por lo tanto, los dentistas no deben tratar de
cuantificar y comparar la respuesta entre los dientes porque pueden existir otras
variables que intervienen en el resultado.
El test eléctrico tiene una alta especificidad >90%, pero también una sensibilidad
muy variable, entre 21 — 87% para diagnosticos de pulpitis irreversible. (3,6).

2.6.5 Valor predictivo de pruebas de sensibilidad pulpar
Las pruebas de diagndstico en salud, tienen como objetivo obtener un resultado
concreto de la verdadera condicion del paciente en relacién a una enfermedad;
asi en endodoncia un resultado positivo de una prueba indicara que un diente
esta necrotico, y un resultado negativo sefialara a un diente como vital. Por lo
tanto, el valor predictivo positivo de una prueba de sensibilidad pulpar, es la
probabilidad de que un resultado positivo de prueba, un diente que no responde
sensiblemente, representa a un diente con pulpa necrética; y el valor predictivo
negativo, es la probabilidad de que un diente con resultado negativo de prueba,

un diente que presente una respuesta sensible, represente a un diente vital.
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Peters (37) en su estudio clinico evalud la habilidad de las pruebas térmicas y
eléctricas para registrar la vitalidad pulpar. Sus resultados indicaron que la
probabilidad que una reaccion no sensible representara a una pulpa necrética
(valor predictivo positivo) fue del 89% para la prueba térmica del frio, 48% para la
prueba térmica del calor y un 88% para la prueba de sensibilidad eléctrica. La
probabilidad que una reaccion sensible representara a un tejido pulpar vital (valor
predictivo negativo) fue del 90% para la prueba del frio, 80% para la prueba del
calor y del 84% para la prueba eléctrica. Asi, la precision fue del 86% para la
prueba térmica del frio, 71% para la prueba del calor y del 81% para la eléctrica.
Por otro lado, Villa en su estudio determin6 que el valor predictivo positivo fue de
100% para las pruebas de sensibilidad frio, calor y eléctrico, mientras que el valor
predictivo negativo fue del 90% para la prueba del frio, 89% para la del calor y del
83% para la eléctrica; concluyendo que la prueba del frio es el método mas
preciso, con un valor del 94%, para las pruebas de sensibilidad diagnosticas (41).

2.6.6 Limitaciones de las pruebas de sensibilidad pulpar
Algunas de las limitaciones de las pruebas de sensibilidad pulpar son las
siguientes:

* Subjetividad, es decir, sélo miden la respuesta nerviosa pulpar y no el flujo
sanguineo de la pulpa, que es lo que realmente define la vitalidad.

* Las pruebas térmicas requieren de tubulos dentinarios permeables, que
permitan el flujo del fluido dentinario de acuerdo con la teoria hidrodinamica
(5). Por lo tanto estas pruebas no son eficaces en dientes de personas con
edad avanzada, donde es mas probable que los tubulos se encuentren
obliterados por la formacion de dentina secundaria y terciaria.

* Menor confiabilidad de los resultados en dientes con apice inmaduro,
debido a que el desarrollo completo del plexo de Rashkow no ocurre hasta
el estado final de la formacién radicular. Tampoco son confiable en dientes
traumatizados, ya que pueden no responde a las pruebas térmicas ni
eléctricas, incluso si la circulacion sanguinea esta restaurada.

* Falta de correlacion con el estado histolégico de la pulpa. Varios estudios
han evaluado los resultados de las pruebas de sensibilidad junto al estado
histolégico del tejido pulpar, y no han encontrado una clara correlacion
entre estas variables (42—44).
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» Dificultad para aplicar en nifios, ya que ellos no siempre describen con
exactitud y precision los sintomas subjetivos o una respuesta a un
estimulo. Ademas, estas pruebas son percibidas como desagradables, por
lo cual los niflos pueden modificar su comportamiento para evitar el
estimulo doloroso.

* Restauraciones extensas, pulpas atroficas y excesivas calcificaciones son
limitaciones para realizar e interpretar los resultados de las pruebas
pulpares.

* Diferencia en la respuesta de los pacientes a las pruebas de sensibilidad.
Estas varian al ser aplicadas en distintos dias y horas del mismo dia, por lo
gue no son reproducibles.

2.7 Pruebas de vitalidad pulpar
El método ideal para evaluar la vitalidad pulpar debe ser no invasivo, indoloro,
objetivo, econdmico, confiable y reproducible. Las pruebas utilizadas comunmente
para este procedimiento son las de sensibilidad, sin embargo, su mayor limitacion
es que monitorean indirectamente la vitalidad de la pulpa, a través de la respuesta
nerviosa y no del sistema vascular, el cual es el medio mas confiable para evaluar
la vitalidad pulpar. Es mas, los dientes con pulpa vital son aquellos con un
suministro vascular adecuado. Por lo tanto, ha sido propuesto el estado

circulatorio del tejido pulpar para evaluar la vitalidad del diente (45).

2.7.1 Flujometria de Laser Doppler

La palabra laser proviene del acronimo inglés LASER (Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation) que significa “amplificacion de luz por emision
estimulada de radiacion”. Corresponde a un dispositivo electrénico, que basado
en una emisidon inducida, amplifica de manera extraordinaria un haz de luz
monocromatico, coherente y muy intenso, mediante la estimulacion eléctrica o
térmica de los atomos, moléculas o iones de un material (46).

La flujometria laser doppler es una técnica Optico-eléctrica no invasiva, que se
utiliza ampliamente en distintas areas de la medicina para evaluar el flujo
sanguineo de los sistemas micro-vasculares, tales como los de la retina, corteza
renal, piel, mesenterio intestinal y membranas mucosas. Esta técnica ha
demostrado tener un amplio potencial como método de evaluacion de la vitalidad
de los dientes, detectando la presencia o ausencia de fluido sanguineo de la
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pulpa dentaria. Otras aplicaciones odontologicas reportadas son en mediciones
del ligamento periodontal, del fluido sanguineo gingival o surcular en tejidos sanos
o enfermos, evaluacion del grado de cicatrizacion y revascularizacion de heridas
quirurgicas, de los efectos vasculares de los tratamientos ortodoncicos y de los
efectos de la inyeccion de anestésicos con vasoconstrictores (47,48).

La aplicacion exitosa de la flujometria laser doppler en dientes humanos, fue
descrita por primera vez por Gazelius y colaboradores en el afio 1986. Ellos
fueron capaces de reconocer las oscilaciones regulares del latido del corazén en
las lecturas del laser, y las correlacionaron con lecturas de electrocardiograma
simultaneas. La flujometria laser doppler produjo fluctuaciones regulares de sefal
para los dientes con pulpa vital, que eran idénticas a las ondas del
electrocardiograma. Los dientes con pulpas necréticas no mostraron sefiales
sincronicas, pero produjeron fluctuaciones irregulares muy pronunciadas que se

atribuyeron a artefactos de movimiento (49).

* Mecanismo de funcionamiento

El efecto doppler es la base de la flujometria laser doppler. Este fendmeno fisico
se basa en los cambios de frecuencia que una determinada onda experimenta
cuando es emitida, o en este caso, reflejada de un objeto que se aleja o acerca a
un determinado observador (50). La flujometria laser doppler es un método de
medicion Optico que permite medir el numero y velocidad de particulas
transportadas por un fluido. Las particulas (1-206nm) deben ser Io
suficientemente grandes para dispersar la luz emitida y a la vez poder detectarla,
y lo suficientemente pequefias para que puedan fluir adecuadamente (51,52).

La técnica de flujometria de laser doppler utiliza un haz de luz infrarroja, de 780 a
820 nm, o una luz cercana al infrarrojo de 632 nm (47). Este haz de luz laser es
transmitido a través de la corona del diente por una sonda de fibra optica ubicada
en la superficie dentaria. El haz de luz sigue la direcciéon de los prismas del
esmalte y los tubulos dentinarios hasta los capilares presentes en la pulpa dental
(51). Los fotones que son reflejados desde los eritrocitos en movimiento, se
dispersan y su frecuencia cambia de acuerdo al principio doppler; mientras que
aquellos fotones que interactuan con las células estacionarias del tejido, también
se dispersan, pero su frecuencia de onda no se encuentra desplazada (48,51).
(Figura 7).
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Figura 7, Fotones de luz reflejados por eritrocitos en movimiento y por los tejidos estaticos, ambos
detectados por la fibra aferente de la sonda. Fuente (51).

La proporcion de luz desplazada y no desplazada, dentro de la luz reflejada,
arroja una medicién semi-cuantitativa del flujo sanguineo a través del tejido, la
cual se devuelve por una fibra aferente dentro de la misma sonda para ser
analizada por fotodetectores y producir una sefial que es registrada como una
salida de voltaje. La medida del voltaje es relacionada linealmente con el flujo
sanguineo llamado “Sefal de flujo” y es expresada en unidades de perfusion (UP)
arbitrarias, de acuerdo con un consenso general existente (47,51) (Figura 8).

laser light to the tissue reflected/scattered laser

Optical fibre transmits Optical fibre transmits
light to a photo detector

1mm

o———o Arterioles
& venules

Figura 8, Fotones de luz reflejados por eritrocitos en movimiento y por los tejidos estaticos, ambos
detectados por la fibra aferente de la sonda. Fuente Manual del usuario 8. MoorVMS-LDF (53)
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Mediante un algoritmo y calculo de informacion, el laser doppler determina un flujo
o sefal de flujo el cual puede simplificarse como el producto de la concentracion
de eritrocitos por la velocidad media que traen (54). Matematicamente, la sefial de
flujo consiste en el numero de eritrocitos por segundo por el promedio de las
velocidades presentes. Si se busca determinar la vitalidad de un diente, la sefal
de flujo se puede comparar entre un diente control sabidamente vital y un diente
sospechoso no vital. La sefial de flujo en un diente reconocido como vital deberia
ser mayor que la de un diente no vital (51,55), siendo la sefal de flujo de un
diente necrético en promedio un 42,7% menor al compararlo con dientes vitales
(56).

Los aparatos disponibles en la actualidad muestran la sefial en una pantalla, en la
que el clinico debe interpretar si la pulpa esta viva, sana o muerta. La precision de
la valoracion de la vitalidad de la pulpa depende de variables del aparato y puede

mejorar mediante el analisis matematico de la sefial (51) (Figura 9).

Figura 9, La senal de flujo es observada en forma numérica mediante Unidades de Perfusion en la
pantalla del equipo laser doppler y en forma de gréafico a través del Software Moor VMS-PC (Moor
Instruments Ltd) (53).

La mayoria de los aparatos dan una lectura en unidades de perfusion, las cuales
son arbitrarias y calculadas por el software. No existen unidades absolutas por lo
qgue no se pueden comparar las unidades de un aparato con otro. Incluso en el
mismo aparato doppler pueden haber variaciones a diferentes intervalos de
tiempo (48).
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* Analisis de Transformacion Rapida de Fourier
Para muchos equipos de laser doppler, puede ser dificil analizar objetivamente la
sefal de salida del instrumento. Por lo tanto se sugiere usar el lamado analisis de
Transformacion rapida de Fourier (FFT, siglas en inglés), asociado con las
mediciones de flujo sanguineo pulpar (57). Numerosos estudios han confirmado la
utilidad de este analisis, para evaluar el flujo sanguineo en los tejidos blandos.
Este analisis identifica la presencia consistente en el tiempo de los picos de
pulsos en la medicion del flujo sanguineo pulpar (Figura 10). Por ejemplo, un pico
de alrededor de 1.3 Hz, es equivalente a aproximadamente 78 latidos por minuto,
lo que nos indica la existencia de vitalidad en la pulpa de un diente. Cuando se
analizan las lecturas en dientes con pulpas no vitales, el pico dominante esta
ausente (Figura 11). Este método de analisis establece que la lectura pulsatil del
flujo sanguineo pulpar es de frecuencia similar a la frecuencia cardiaca,
estableciendo de esta manera, que los picos corresponden realmente al flujo

sanguineo mas que a los artefactos de movimiento de la sonda (57).
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Figura 10, Grafico de Unidades de perfusiéon en el tiempo, donde se observan picos de flujo
sanguineo.
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Figura 11, Comparacion grafica de unidades de perfusion de diente vital (en rojo) y diente no vital
(negro) donde no se observan picos con caracteristicas pulsatiles.
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* Profundidad de penetracidon del haz del laser doppler
Se ha investigado la profundidad de penetracion del haz del laser doppler en
dientes extraidos a distintas densidades del laser. La luz laser alcanza
aproximadamente 4-6 mm de profundidad con un laser denso y 13 mm de
profundidad con un laser de menor densidad. En algunos dientes, la luz laser
puede incluso llegar al apice (58). En este mismo estudio se concluyé que el
contacto o no contacto de la sonda en la superficie del diente no influyo

significativamente en la profundidad de penetracion de la luz (58).

* Indicaciones de uso de la flujometria laser doppler
La flujometria de laser doppler ha sido utilizada para la medicion del fluido de
sangre pulpar en las siguientes situaciones:

* Estimacion de la vitalidad de la pulpa durante la planificacion de un
tratamiento. Es importante evaluar el estado pulpar de un diente individual
cuando se necesita realizar un diagndstico diferencial de odontalgia.
Ademas, el diagndstico de un diente con pulpa necrética, puede ser
particularmente dificil, en aquellas situaciones en donde el dolor referido
esta presente. Es por esto, que la realizacion de las pruebas adecuadas y
su correcta interpretacion es de suma importancia (51).

* Pruebas pulpares en nifios. Las pruebas de sensibilidad no son confiables
en nifos debido a que son subjetivas y dependen de la respuesta del
paciente. La flujometria de laser doppler podria ser una opcién indicada
para esta situacion. Ademas, se ha demostrado que es un meétodo
adecuado para la medicion del flujo sanguineo pulpar en incisivos
temporales (51).

* (Casos de presencia de radiolucidez periapical de origen no-endodontico.
La flujometria laser doppler puede ayudar en el diagnostico diferencial de
estas imagenes radiograficas (59).

* Monitoreo de los cambios del flujo sanguineo pulpar relacionados con la
edad. Usando la flujometria de laser doppler, se ha evidenciado que la

hemodinamica en la pulpa humana se reduce con la edad (60).
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Monitorizacion del efecto del ejercicio en los cambios del flujo sanguineo
pulpar. Se ha indicado que el flujo sanguineo pulpar varia durante el
ejercicio, con un cambio porcentual medio del 38% con respecto al nivel en
reposo. Para considerar reproducibles las mediciones clinicas del laser
doppler, deben ser realizadas con el paciente en reposo (61).
Monitorizacion de las reacciones a los agentes farmacologicos locales y
sistémicos, incluidas las soluciones anestésicas locales. Mediante la
flujometria laser doppler se ha demostrado que la lidocaina al 2% con
1:100.000 de epinefrina, reduce significativamente el flujo sanguineo pulpar
y gingival, lo cual puede ser critico para las pulpas comprometidas con un
flujo sanguineo ya reducido (62). Fernieini y colaboradores en el afio 2001,
utilizaron la flujometria laser doppler para comparar los efectos
hemodinamicos de la administracion de anestésicos locales, donde el
mayor cambio se asocié con la ansiedad justo antes de la inyeccion del
anestésico, confirmando la sensibilidad del laser doppler como un
dispositivo de investigacion para evaluar los cambios hemodinamicos,
asociados con la ansiedad y la administracion de anestesia local (63).
Monitoreo de la reaccion de la pulpa a la estimulacion eléctrica y térmica.
Se ha visto que a medida que se baja la temperatura de los dientes, el flujo
sanguineo pulpar disminuye, pero no se detiene por completo (64).
Mavropoulos y cols utilizaron la flujometria laser doppler para estudiar el
efecto del bloqueo del nervio mandibular sobre los cambios en el flujo
sanguineo pulpar provocados por la aplicacion de frio o calor a los dientes.
El flujo sanguineo pulpar mostré un aumento del 7% frente a la aplicacion
de calor y un 20% de disminucion cuando el diente estuvo expuesto al frio.
Ninguna respuesta se vio afectada por un bloqueo del nervio mandibular
(65).

Monitoreo de la reaccién pulpar a los procedimientos ortoddncicos. Se han
reportado muchos estudios sobre el efecto de las fuerzas ortodoncicas
intrusivas en el flujo sanguineo pulpar. Se ha reportado que el flujo
sanguineo pulpar, se reduce significativamente durante la aplicacion de
fuerzas intrusivas continuas, lo que es seguido de una recuperacion

después del cese de la aplicacion de la fuerza (66).
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Medicion del flujo sanguineo pulpar después de una cirugia ortognatica.
Entre los pacientes que se someten a una cirugia Le Fort |, se ha
observado una reduccién significativa de la sensibilidad pulpar de los
dientes en el segmento intervenido (67). En pacientes sometidos a este
tipo de cirugias, la ocurrencia postoperatoria de falta de respuesta de los
dientes a las pruebas de sensibilidad eléctricas, tienen una incidencia que
va del 6% al 43%. Por lo tanto, la flujometria laser doppler es de gran valor
para asegurar una informacion diagnostica mas confiable (51).

Medicion del fluido sanguineo pulpar después de un trauma; los dientes
traumatizados pueden tener dafios en su inervacion y dar una respuesta
negativa a las pruebas de sensibilidad, aunque su circulacion sanguinea se
encuentre intacta, y de este modo su vitalidad y funcionalidad (51). Por lo
general, en estos casos transcurren de 1 a 8 semanas antes de que se
pueda obtener una respuesta pulpar normal, por lo cual se requieren de
periodos de observacion mas largos. La regeneracion de los nervios
dafiados es lenta y pueden pasar muchos meses antes de que vuelvan las
respuestas nerviosas positivas. Si se inicia el tratamiento endododntico
mientras los vasos sanguineos intentan volver a crecer a través del
foramen apical, la curacién de la pulpa se detiene y no hay un mayor
desarrollo de la raiz en los dientes inmaduros. Es por esto que la
flujometria laser doppler es una técnica precisa y objetiva para evaluar la
vitalidad de la pulpa en estos dientes (68).

Monitoreo de la revascularizacién pulpar en dientes reimplantados. La
flujometria laser doppler determina correctamente el estado pulpar (vital
versus no vital) en un 84% de dientes reimplantados, sin existir una

asociacion significativa entre la eficacia del laser y el tipo de diente (69).

Limitaciones y factores influyentes de la flujometria de laser doppler

Algunas de las caracteristicas del rayo laser, podrian afectar significativamente a
la sefal de flujo registrada a partir de las pulpas dentales. Se pueden mencionar
por ejemplo la eleccion del filtro del ancho de banda (usado para reducir el ruido
de la seial), el tipo de longitud de onda del laser utilizado y la separacion de las
fibras en la sonda. Los estudios que comparan algunas de estas variables han
respaldado el uso de un filtro estrecho de ancho de banda de 3 kHz, en lugar de
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un filtro de ancho de banda de 20 kHz. Ademas, recomiendan el uso de una
fuente laser de 810 nm o 633 nm. En relacidn a la separacion de las fibras,
algunos estudios respaldan el uso de fibras con una separacion amplia de 500
pum y otros recomendaron una separacion de fibra mas estrecha de 250 um (51).

. Posicion de la sonda: algunos estudios han demostrado que se obtienen
valores de flujo mas altos a medida que la sonda se posiciona mas cerca del
margen gingival. Sin embargo, al acercar la sonda a esta area puede aumentar la
posibilidad de incluir sefiales que no son de origen pulpar, sino de los tejidos
periodontales. Se debe ubicar la sonda en el tercio cervical de la corona del
diente, a 3 mm del margen gingival ya que la sefal de salida para la luz laser
transmitida es minima debido al grosor del diente en esta region, o debido a la
retrodispersion pulpar (70).

. Disefio de la sonda: las sondas para el uso de flujometria laser doppler han
sido fabricadas en varios disefios de acuerdo a sus distintos usos. Las diferencias
entre las sondas se encuentran en sus caracteristicas externas, que se adaptan
segun la aplicacion requerida, en sus caracteristicas internas, incluida la
separacion de sus fibras (55).

. Caracteristicas de la férula: la flujometria Doppler laser es compleja debido
a que el haz de luz del laser debe interactuar con las células moviles dentro de la
vasculatura pulpar. Para evitar los artefactos, debe producirse un soporte o
mantenedor tipo férula adecuado para estabilizar la sonda y posicionarla
correctamente sobre los dientes, como también para la creacibn de un
posicionamiento reproducible, en el caso de pacientes que es necesario realizar
seguimiento en el tiempo (51). Aunque las mediciones se pueden obtener con la
sonda posicionada manualmente, se obtendran mejores registros cuando la
sonda se soporte en una férula de masilla dental (71). La mayoria de los estudios
han utilizado férulas rigidas fabricadas con diferentes materiales como silicona,
plastico, acrilico, resinas de autocurado (51). Estas férulas pueden ser hechas de
silicona tipo masilla, la cual es moldeada sobre el diente. Posteriormente se les
realiza un pequefio orificio a 3 mm del margen gingival para sostener la sonda
(51,71) (Figura 12).
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Figura 12, Sonda posicionada a 3mm del margen gingival.

. Senales de origen no pulpar: Las sefiales no pulpares, principalmente del
flujo sanguineo periodontal, pueden contaminar significativamente la sefal de flujo
registrada en la pulpa, por lo que se ha afirmado que las sefales obtenidas de
dientes humanos, no necesariamente indican el flujo sanguineo pulpar sino que
pueden confundirse con sefales obtenidas de tejidos cercanos. Se ha propuesto
aislar los dientes mediante el uso de torundas, pastas o goma dique, sin embargo
es imposible eliminar completamente la contaminacion de las sefales de origen
periodontal (57,70).

. Tipo de diente: Casi la totalidad de los estudios han sido realizados en
dientes anteriores, y muy pocos en premolares y molares (72,73). Investigaciones
han revelado que no existen diferencias significativas entre incisivos y premolares
no vitales cuando son evaluados con flujometria laser doppler; sin embargo ésta
si existe cuando se evaluan dientes vitales. También, se reportan diferencias
significativas entre primeros y segundos premolares, siendo éste ultimo el tipo de
diente menos preciso (51).

Se ha estudiado el efecto del morfotipo dental en las variaciones intraindividuales
e interindividuales de los valores basales de flujo, asi como en las variaciones en
intervalos de tiempo en los valores de flujo sanguineo pulpar (73). Las

comparaciones intraindividuales de los valores de flujo relacionados con
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morfotipos dentales revelaron diferencias significativas solo para el primer molar,
mientras que se encontraron diferencias interindividuales significativas para el
incisivo lateral, canino, premolares y primer molar (73).

. El flujo de sangre pulpar puede verse alterado por la aplicacion de
capsaicina, como anestésico, en la encia adyacente o en la mucosa alveolar.
También puede verse alterado por el consumo de farmacos hipotensores y el uso
de nicotina (74).

. Otra de las limitaciones del uso de flujometria laser doppler es su
susceptibilidad a ruidos extrafios, como sonidos fuertes, por ejemplo vibraciones,
0 movimiento cerca o en el propio aparato (58).

. El alto costo que aun tienen los equipos, hace que sea muy poco probable
que la flujometria de laser doppler se popularice y que la técnica sea ampliamente
utilizada (51).

. La presencia de tejido mineralizado en el diente, limita la penetracion del
laser en éste (51).

. La técnica pude estar contraindicada para dientes con restauraciones

extensas, y en aquellos con pulpa vital apical (51).

* Confiabilidad de la flujometria laser doppler

Muchos estudios han sugerido una precision por sobre el 80-90% en la
capacidad de evaluar correctamente la vitalidad pulpar (55).

Karayilmaz y cols evaluaron la confiablidad de las pruebas de flujometria
de laser doppler, oximetria de pulso y eléctrica en la determinacion del estado
pulpar. De los resultados obtenidos se observé que la sensibilidad y especificidad
para la prueba eléctrica fueron de 0,95 y 0,81 respectivamente, 0,83 y 0,949 para
la oximetria de pulso. Concluyeron que la flujometria laser doppler es un método
mas confiable y efectivo para evaluar la vitalidad de los dientes, con una

sensibilidad y especificidad de 1,0 (47).

2.7.2 Pulsioximetria
La pulsioximetria es una técnica ampliamente utilizada en medicina, para medir
las concentraciones de saturacion de oxigeno en la sangre, durante la
administracion de anestesia intravenosa, por ser facil y asequible. Ademas es una
prueba absolutamente objetiva, ya que no requiere la respuesta subjetiva del

paciente, para medir los niveles de saturacion de oxigeno. El pulsioximetro utiliza
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una pinza con un diodo que emite luz de dos longitudes de onda, la luz roja de
640 nm y otra infrarroja de aproximadamente 940 nm. Esa luz es recibida por un
diodo fotodetector, conectado a un microprocesador, y el dispositivo compara la
relacion de las amplitudes de la luz infrarroja y la luz roja transmitidas, para
determinar las concentraciones de oxigeno y la frecuencia de pulso (Figura 13)
(75).

Figura 13, Mecanismo del oximetro de pulso. (a) Emision de luz a 640 nm. (b) Emisién de luz a
940 nm. (c) Fotodetector. (d) Monitor (e) Sensor del oximetro de pulso. (f) Microprocesador.
Fuente (51).

El aumento de la acidez y de la tasa metabdlica producida por la inflamacién,
causa desoxigenacion de la hemoglobina y cambia la saturacion de oxigeno en la
sangre. Es por esto que, al monitorizar los cambios en la saturacion de oxigeno,
la oximetria puede detectar la inflamacidén o necrosis parcial de la pulpa en los
dientes que todavia conservan vitalidad, y responden a las pruebas de
sensibilidad.

Esta prueba es especialmente aplicable a los dientes recientemente
traumatizados, en los cuales la parestesia temporal de las fibras nerviosas por el
edema intramielinico, el aumento de volumen axonal y la pérdida parcial de la
vaina de mielina, reduce la eficacia y fiabilidad de las pruebas de sensibilidad
endododnticas. La determinacidn de la vitalidad de la pulpa y del plan de
tratamiento, en estos casos, podria ser en una etapa mas temprana de lo que
ocurre en la actualidad, por una evaluacion precisa de la irrigacion sanguinea con
el oximetro de pulso, en lugar de esperar a que las pruebas de sensibilidad
otorguen una respuesta. Gopikrishna (35) evalu6 por lecturas la vitalidad de 17
dientes incisivos superiores recientemente traumatizados, determinando que el
oximetro de pulso arrojo lecturas constantes de vitalidad por un periodo de 0 a 6
meses en todos los pacientes.
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La medicion de la saturacion de oxigeno de la pulpa varia dependiendo del diente
estudiado. Bruno y cols en su revision de literatura, indicaron que esta medicion
fue de 87,73% en los incisivos centrales superiores, 87,24% en los incisivos
laterales superiores y finalmente de 87,26% en los caninos superiores (76).

La saturacién de oxigeno arterial sistémica en individuos sanos bordea entre el
95% al 100%. Sin embargo, en los dientes estos niveles son mas bajos, debido a
ciertos factores:

* La pulpa se encuentra rodeada por tejido mineralizado, el cual puede
actuar como un obstaculo para la deteccidn de la vascularizacion.

* La difraccion de la luz infrarroja atraviesa los prismas del esmalte y los
tubulos dentinarios, que pueden dar lugar a lecturas de baja concentracion
de oxigeno errébneamente.

Tedricamente, las lecturas del oximetro de pulso son mas dificultosas de obtener
en dientes que presentan un grosor dentinario incrementado. Razén por la cual, el
clinico deberia considerar la edad del paciente al realizar mediciones con el

oximetro de pulso.

* Limitaciones y factores influyentes de pulsioximetria

* Factores relacionados con el paciente como una baja perfusion periférica,
un aumento de la pulsacion venosa, desordenes relacionados con la
hemoglobina, vasoconstriccion, hipotension y movimientos corporales que
contribuyen a lecturas erroneas (77).

* Factores ambientales como la electrocauterizacion cerca del sensor e
interferencias de luz ambiental.

* Ajuste de los sensores a la forma, tamafo y anatomia del diente a probar.
Ese es un requisito critico para el uso del oximetro de pulso en
odontologia, ademas que el diodo y el fotodetector deben encontrarse
paralelos entre si, de modo que toda la luz emitida por el primero sea
recibida por el segundo. Si el sensor no puede adaptarse a la forma y
tamano de la corona, no se podran obtener resultados fiables (77).

* EIl oximetro de pulso solo lee el porcentaje de hemoglobina ligada, pero
ésta puede enlazarse a otros gases ademas del oxigeno, como el
monoxido de carbono y todavia arrojar lecturas altas a pesar de que el
paciente esté hipoxico.
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2.7.3 Medicién de la temperatura:

La temperatura en la superficie de un diente, esta determinada por la facilidad con
que el calor llega hasta la superficie, y la facilidad con la que es disipado en el
medio ambiente. En condiciones medioambientales controladas, las fuentes de
calor para los dientes son el calor conducido desde los tejidos periodontales, el
calor transportado por la circulacién de la pulpa, y finalmente el producido en el
interior de la camara pulpar debido al metabolismo de la pulpa. Aquellos dientes
con pulpa necrdotica, poseerian la primera fuente de calor mencionada;
estableciéndose una diferencia de temperatura con un diente con pulpa vital, por
lo cual la medicion de ésta podria ser de utilidad en la obtencion de informacion
sobre la integridad del tejido pulpar subyacente (45).

Diversas herramientas se han utilizado para medir la temperatura, como
procedimiento de diagnostico en dientes humanos:

* Termopar: En la ingenieria eléctrica y electronica, los termopares son un
tipo de sensor de temperatura ampliamente utilizado. Brown demostro,
mediante el uso de termopares, que la temperatura de la superficie de un
diente disminuye en sentido anterior, evidenciandose que la cara palatina
fue 0,4° Celsius mas templada que la vestibular; en conjunto con esto no
se establecieron diferencias significativas entre dientes con pulpas vitales y
necroticas. Por lo que concluyé que la principal fuente de calor que
determina la temperatura de la superficie de un diente son las estructuras
periodontales, y que la circulacion pulpar y el metabolismo de este tejido,
son relativamente poco importantes como fuentes de calor (78). Hoy en
dia, los termopares, rara vez se utilizan para medir la temperatura de la
superficie de los dientes.

* Termistor: El termistor es un pequefo termdmetro de resistencia con una
sensibilidad muy alta y baja capacidad de calor, que actua como un
bolédmetro y cambia su resistencia eléctrica en proporcion a la energia
radiante que recibe. Este elemento es tan sensible a los cambios de
temperatura, que la presencia de una pequefa cantidad de saliva en el
diente o un cambio en el aire local de la habitacion, puede influir en sus
resultados. Stoops enfrié dientes por debajo de la temperatura corporal, y
registro la temperatura de la superficie dental, con la ayuda de un termistor,
durante el periodo que el diente se recalentaba hasta alcanzar la
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temperatura corporal nuevamente (79). Esto demuestra una relacion entre
la vitalidad pulpar y la superficie de un diente, que puede proporcionar un
medio util para la deteccion de la vitalidad pulpar.

* Termografia infrarroja: la imagen de la tomografia computarizada infrarroja
controlada, es un método no invasivo para registrar la temperatura
superficial del cuerpo. Esta técnica es precisa y permite realizar
comparaciones de diferentes areas del diente, muy similar a la flujometria
de laser doppler, siendo una valorable herramienta experimental. Pogrel
(75), a través de su estudio, reveld que la temperatura de un incisivo
superior, disminuyé desde el margen gingival hasta el borde incisal,
aproximadamente 2,5° Celsius. Ademas determiné que los dientes con
pulpa vital y no vital tuvieron la misma temperatura en reposo, pero
después del enfriamiento con aire frio, dientes con pulpa no vital fueron
mas lentos en templarse nuevamente comparado con los con pulpa vital
(75).

* Limitaciones y factores influyentes de la medicion de temperatura

Esta técnica es muy sensible, por lo que se deben controlar tantas variables como
sea posible cuando se estudie la temperatura.

Para crear un ambiente controlado, cada paciente deberia ser examinado en un
ambiente termoldgico, debiendo ser interrogados respecto si fumaron, bebieron o
comieron durante los 60 minutos previos al procedimiento. La habitacion deberia
encontrarse aislada, libre de corrientes de aire, sin iluminacion solar directa, y a
una temperatura de 20°C. Dado que los pacientes deben permanecer quietos
durante el examen, se sugiere tener un apoyo adecuado para la cabeza de ellos.

2.7.4 Sensibilidad y especificidad de las pruebas de vitalidad

La sensibilidad de una prueba indica la habilidad de ésta para identificar a los
dientes con pulpas necroticas o no vitales. Mientras que la especificidad nos habla
de la capacidad de la prueba para identificar a los dientes vitales.

Dastmalchi, en su estudio clinico del 2013 (36), determin6 que los valores de
sensibilidad de las pruebas de oximetria de pulso, eléctrica y de frio fueron 0,93;
0,6 y 0,53 respectivamente; y los valores de especificidad para la oximetria de
pulso fue 1, la prueba eléctrica 0,55 y 0,66 para la del frio. Concluyendo que la
oximetria de pulso es un método efectivo y objetivo, para evaluar la vitalidad
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pulpar (36). Por otra parte, Karayilmaz diseid un estudio para evaluar la
confiablidad de las pruebas de flujometria de laser doppler, oximetria de pulso y
eléctrica en la determinacion del estado pulpar. De los resultados obtenidos se
observo que la sensibilidad y especificidad para la prueba eléctrica fueron de 0,95
y 0,81 respectivamente, 0,83 y 0,949 para la oximetria de pulso; mientras que
para la flujometria de laser doppler los valores fueron de 1 para ambos.
Concluyendo que la flujometria de laser doppler, seria un método mas confiable y
efectivo para evaluar el estado pulpar de dientes humanos, comparado con la
prueba eléctrica y el oximetro de pulso (47).

2.8 Diagnéstico Histoloégico

El diagnostico histologico en endodoncia es considerado el Gold estandar para la
evaluacion del real estado inflamatorio pulpar, pero es inviable en la practica
clinica diaria. Ricucci y cols. el 2014 en un estudio realizado con dientes
humanos, concluye que la clasificacién del diagndstico clinico propuesto por la
Asociacion Americana de Endodoncia (23), la mayoria de las veces se
correspondia con el diagnostico histolégico, tanto para pulpa normal, pulpitis
reversible y pulpitis irreversible (80). Sin embargo, la validez de las pruebas
clinicas actualmente empleadas para determinar el estado real o histopatologico
de la pulpa sigue siendo controversial (42).

2.8.1 Clasificacion de histologia segun diagnéstico

Pulpa normal: ausencia de cambios a nivel del complejo pulpo dentinario. Los
tubulos dentinarios se muestran paralelos unos a otros y no se observa
disminucién del numero de éstos. No hay modificaciones en la capa
odontoblastica o del tamafno del odontoblasto. Existe ausencia de dentina terciaria
o calcificaciones, ademas, no hay presencia de células inflamatorias,
vasodilatacion pulpar o bacterias (80,81).

Pulpitis reversible: presencia de distintos grados de inflamacién, con su
subsecuente acumulacion de infiltrado inflamatorio cronico bajo la capa
odontoblastica, que se encuentra bajo los tubulos que estan siendo afectados por
caries, pero que no han modificado la arquitectura normal pulpar. Existe ausencia
de areas de licuefaccion, necrosis o bacterias (80,81).

Pulpitis irreversible: existe necrosis parcial o total de la pulpa coronal. Presenta

al menos un area de tejido pulpar en donde se encuentre licuefaccion o
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coagulacion rodeada de polimorfos nucleares neutrofilos (PMN'’s). Periféricamente
a estos PMN'’S, una gran cantidad de infiltrado inflamatorio se encuentra presente.
Se puede observar gran cantidad de bacterias o biofilms colonizando el tejido
necrotico o las paredes dentinarias contiguas. Puede o no existir comunicacién de

la pulpa con el medio oral (80,81).

2.9 Respuesta inflamatoria e inmune de la pulpa dentaria frente a una
noxa

La inflamacién de la pulpa dentaria (pulpitis) es una secuencia de eventos
vasculares y celulares estrechamente regulados y mediados por factores
moleculares. La pulpitis es generalmente causada por la infeccion oportunista de
la pulpa dentaria por microorganismos comensales de la cavidad oral, siendo la
caries dental la ruta de entrada mas comun de estos microorganismos. Otras
rutas de entrada incluyen el trauma dentario, cracks dentinarios, tubulos
dentinarios expuestos y el foramen apical (82).
La proliferaciéon y la actividad metabdlica de los microorganismos comensales
conducen a la liberacién de componentes bacterianos en los tubulos dentinarios y
su difusién hacia la pulpa periférica. El reconocimiento de los componentes
bacterianos por parte de las células del huésped en la interfaz dentina-pulpa,
desencadena eventos protectores del huésped que incluyen respuestas
antibacterianas, inmunes e inflamatorias (83).
La pulpa dentaria tiene la capacidad de expresar un gran numero de mediadores
de la inflamacidn, los cuales pueden hacer frente a los diversos irritantes. Este
mecanismo comienza con cambios en el sistema vascular, el cual es mediado por
los receptores tipo Toll (TLRs, sigla en inglés), los cuales son células de
regulacion positiva. Dichos vasos pulpares son regulados generalmente por
metabolitos locales, y en menor medida, por la inervacion simpatica. Estos
desencadenan la respuesta inmune por parte del hospedero (82). La primera
respuesta del tejido pulpar frente a una noxa, es a través de la inmunidad innata.
Segun Hahn y col, la inmunidad innata del complejo dentino-pulpar ante la caries,

incluye los siguientes componentes (84):

a) Fluido dentinario y la deposicion de inmunoglobulinas intratubularmente: La
primera respuesta protectora de la pulpa ante la caries, es el aumento en la
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b)

salida del fluido dentinario como resultado de la presion intrapulpar positiva
que reduce la difusion de estimulos nocivos a través de los tubulos
dentinarios (17,84-86). La composicion del fluido dentinario no esta
completamente estudiado, sin embargo, se considera que contiene fluido
tisular derivado del suero con proteinas e inmunoglobulinas (14,15).
Odontoblastos: Los odontoblastos son los primeros en enfrentarse con los
antigenos de la caries bacteriana, por lo que su participacion es
sumamente importante en distintos aspectos: los odontoblastos de la pulpa
normal poseen TLRs, que son receptores transmembranosos que
reconocen patrones moleculares expresados por un amplio espectro de
agentes infecciosos y estimulan una variedad de respuestas inflamatorias.
Estos receptores reconocen productos bacterianos como el acido
lipoteicoico (LTA, siglas en inglés), ademas inducen a la produccion del
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF, siglas en inglés) el cual es
un estimulador de la angiogénesis y la permeabilidad vascular, e induce a
las células pulpares cuando son invadidas por acido lipoteicoico. En pulpas
sanas, los Odontoblastos, secretan el Factor de Crecimiento Transformante
Beta (TGF-beta), y su expresion aumenta en la pulpitis irreversible. Es
importante en la dentinogénesis y reparacion ya que promueve la secrecion
de la matriz de metaloproteinasas (MMP) y la mineralizacion de la dentina.
En la etapa temprana de la inflamacion, actua como proinflamatorio,
reclutando células inmunes, tales como células dendriticas (CD), y en la
etapa tardia actua como antiinflamatorio, reprimiendo la activacién de
macrofagos y células dendriticas y la proliferacion de linfocitos (84,87,88).
Neuropéptidos e inflamacion neurogénica: La pulpa dental es uno de los
tejidos mas densamente inervados del cuerpo. Los neuropéptidos se
describen como neurotransmisores peptidicos que presentan efectos
biolégicos por la activacion de receptores localizados en la membrana
plasmatica de las células diana (88). Entre los neuropéptidos mas
frecuentes en la pulpa dental se encuentra la sustancia P (SP), la cual fue
el primer neuropéptido identificado en este tejido (89). La SP es liberada
por efecto de varios tipos de estimulos nocivos, tales como estimulos
térmicos, quimicos, eléctricos y mecanicos. Esta cumple una importante

funcién en la iniciacion y propagacion de la inflamacion pulpar, dado que
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d)

tiene la habilidad para interactuar con las células inmunocompetentes (89).
Los mastocitos, macréfagos, células mesenquimatosas, odontoblastos,
linfocitos T y B, presentan receptores en su membrana para este
neuropéptido. Su efecto biolégico consiste en la vasodilatacion,
extravasacion de plasma, estimulacion del sistema inmune, quimiotaxis,
aumento de la actividad de macrofagos, activacion de la formacidén de
tejidos duros y reparacion tisular (15,16). La liberacion de mediadores
inflamatorios como bradiquinina y prostaglandinas puede activar la
produccion de neuropéptidos y formar parte de una reaccion positiva en el
proceso inflamatorio (85). Algunos estudios demuestran que en pulpitis
irreversible la concentracion de bradiquinina inmunoreactiva es
significativamente mayor que en pulpas normales y estos niveles estaban
directamente relacionados con pacientes que en el pasado habrian tenido
historia de dolor (90).

Células de inmunidad innata: En diversos estudios (19,20) se ha
demostrado que bajo condiciones de normalidad, la pulpa dental se
encuentra equipada con una variedad de células asociadas con el sistema
inmune de defensa. Las principales células efectoras innatas en la mayoria
de los tejidos, son los neutréfilos, fagocitos mononucleares, linfocitos
incluyendo células NK 'y células dendriticas.

Citoquinas de inmunidad innata: Las bacterias y sus componentes inducen
la produccion de mediadores polipeptidicos o citoquinas inmunes, por
células inflamatorias. Las citoquinas influyen en la actividad, diferenciacion,
proliferacion y supervivencia de las células inmunoldgicas, como también
regulan la produccion y la actividad de otras citoquinas que pueden
aumentar la respuesta inflamatoria (proinflamatorias) o atenuar Ia
respuesta inflamatoria (antiinflamatorias) (91). Las citoquinas inflamatorias
incluyen: interleuquina 2 (IL -2), interleuquina 6 (IL -6), interleuquina 8 (IL-
8), interferon -y (IFN -y), factor de necrosis tumoral -a (TNF-a), entre otros;
mientas que entre las antiinflamatorias se encuentran: interleuquina 4 (IL -
4), interleuquina 10 (IL -10), interleuquina 13 (IL -13) entre otras (110). La
IL-1 y TNF-a derivado de linfocitos B, presentan multiples actividades en la

regulacion de la respuesta inmune y la inflamacién (84). Se han observado
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grandes concentraciones de TNF-a en pulpitis irreversible sintomatica en
comparacion con pulpas sanas. A medida que esta pulpitis avanza la
concentracion de TNF-a disminuye; esto se cree que es por la finalizacion
de la inflamacion y el comienzo de la necrosis pulpar (92). La pulpa dental
también se defiende mediante la inmunidad adquirida o adaptativa, la cual
funciona mediante la accién de linfocitos (células T y B) y sus productos,
las citoquinas y los anticuerpos (93). Los linfocitos B son los encargados de
producir anticuerpos. Se han realizado estudios, en donde se observo la
presencia de inmunoglobulinas (IgG, IgA o IgM) en el tejido pulpar. Esto
lleva a sugerir que existe una produccion local de anticuerpos por parte de
la pulpa dental. Estos estudios han demostrado un aumento en la cantidad
de inmunoglobulinas IgA e IgG y una aparente disminucion en la fraccion
del complemento C3, cuando se comparan pulpas inflamadas con pulpas
normales (93). Igualmente, se han observado cantidades de IgE en
muestras de pulpas inflamadas, lo cual sugiere la presencia de
componentes para una reaccidon de hipersensibilidad de tipo | anafilactica,
debido al contenido de mastocitos en pulpas inflamadas. Estos hallazgos,
mas la presencia de IgE sugiere que los componentes necesarios para las
reacciones de hipersensibilidad de tipo anafilactica, pueden estar presentes
en pulpas inflamadas (93).

210 Diagnoéstico molecular

Tal como hemos recalcado a lo lardo del marco tedrico, actualmente el
diagnodstico en endodoncia se basa en respuestas subjetivas y son realizadas en
base a los test de sensibilidad. Es por esta razén que en muchas oportunidades
hay errores al minuto de realizar el diagnéstico, donde el sobrediagnosticar o
subdiagnosticar la patologia presente, conlleva a decisiones terapéuticas no
acordes al real estado inflamatorio pulpar (5,34).

El diagndstico molecular esta enfocado en la respuesta del hospedero, donde
cada sitio y tejido poseen factores especificos o biomarcadores como anticuerpos,
antigenos bacterianos, proteinas y citoquinas, que pueden ser analizados (20).
Segun Arango “el término biomarcador se utiliza para medir una interaccion entre
un sistema biolégico y un agente de tipo quimico, fisico o bioldgico, la cual es

evaluada como una respuesta funcional o fisiolégica, que ocurre a nivel celular o
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molecular y ademas esta asociada con la probabilidad del desarrollo de una
enfermedad. La interaccion depende de las -caracteristicas heredadas vy
adquiridas del individuo (o del sistema biologico), y de las circunstancias de la
exposicidon, y como resultado es posible no encontrar efecto o tener algun efecto
adverso” (94).

Los biomarcadores son objetivamente medibles, evaluables y sirven tanto como
indicador de procesos bioldgicos normales o patolégicos, como también a una
respuesta farmacologica a una intervencion terapéutica determinada (95).

En el caso de endodoncia estos biomarcadores pueden ser recolectados de
diversas formas y a través de varios sitios donantes; fluido crevicular, sangre
pulpar, fluido dentinario y fluido periapical (20). Dentro de éstos, el que propone
mejores proyecciones de utilidad clinica para el diagnéstico molecular en
endodoncia es el fluido dentinario. Lamentablemente el numero de estudios in
vivo que se han realizado son escasos y la forma de recoleccion, material y tipo
de analisis aun no estan claramente establecidos (20). Las investigaciones mas
recientes que se acercan al diagnostico molecular, describen que han
encontrados ciertos biomarcadores en la pulpa. Algunos de éstos, han reportado
que IL-1 beta (96-99), IL-8 (91,97,98), IL-6 (11,100,101) y TNF alfa (20,102), se
encuentran aumentados en dientes con pulpas inflamadas irreversiblemente, en
comparacion a dientes con pulpas normales, al analizar muestras de sangre
pulpar. En la revision sistematica realizada por Zanini y cols. el afo 2017
concluyeron que la expresion génica y proteica de IL-8, TNF-alfa, MMP-9 y
receptores de productos de glicosilacion avanzada (RAGE), aumenta en muestras
de dientes con pulpitis irreversible sintomatica y podrian ser utilizadas como
marcadores diagnoésticos (95).

211 Fluido Dentinario
Tal como se mencion6 anteriormente, el fluido dentinario es un exudado
extracelular linfatico, procedente de la sangre de la micro vascularizacién pulpar,
que fluye a través de los tubulos dentinarios gracias a la funcion de los
odontoblastos (103). El fluido dentinario es considerado un derivado plasmatico
por lo tanto, dentro de su composicion podemos encontrar proteinas séricas e
inmunoglobulinas, ademas de un gran numero de mediadores inflamatorios que

incluyen quimioquinas, citoquinas y defensinas (103,104).
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212 Membrana de fluoruro de polivinilideno
Las membranas de Fluoruro de Polivinilideno (PVDF) han sido utilizadas
extensamente en investigaciones cientificas y procesos industriales, por sus
increibles propiedades fisico quimicas y de resistencia (105,106).
Esta membrana es de un polimero semicristalino, que posee propiedades de
resistencia, quimicas y de estabilidad térmica, asi como de resistencia al paso del
tiempo. Este material puede utilizarse creando membranas tanto planas como
tubulares (106). Dentro de los usos de estas membranas podemos mencionar:
* Tratamientos de aguas (106).
* Recuperacion de biocombustibles (106).
* Separaciones de baterias de litios (106).
* Filtrado de gases (106).
En el area de odontologia estas membranas han sido escasamente utilizadas.
Zehnder el afno 2011 utilizé en uno de sus estudios membranas de PVDF, para
recolectar metaloproteinasas de fluido dentinario. EI mismo autor el afo 2013
comparé membranas de celulosa con PVDF, concluyendo que las primeras serian
un material de mejor calidad para la obtencion de ciertas proteinas del fluido
dentinario (107). Sin embargo, aun es necesario realizar mas investigaciones con
el objetivo de validar esta membrana como un material idéneo para la recoleccion

de proteinas del fluido dentinario.

213 Biomarcadores

De acuerdo con los términos MeSH (Medical Subject Headings en inglés y
Encabezados de Temas Médicos en espafiol), la definicibn de un marcador
biolégico o biomarcador es: “Un parametro biologico mensurable y cuantificable
que sirve como un indicador para las evaluaciones relacionadas con la salud y la
fisiologia”. También son “Moléculas expresadas en la cascada de inflamacion
tisular que pueden servir como biomarcadores (de diagnostico) para la presencia
de inflamacion” (108).

Las moléculas expresadas en la cascada de la inflamacion de un tejido pueden
servir como biomarcadores para determinar la presencia/severidad de la
inflamacion, determinando asi un diagnostico (14,15).

De hecho, ciertos estudios han demostrado que los eventos que estan ocurriendo
en la pulpa, pueden verse reflejados en la medicion de niveles de marcadores
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proteinicos correlacionados con sintomas pulpares en sangre pulpar, fluido
dentinario, fluido periapical y fluido gingival crevicular (15).

El primer paso para realizar un diagnéstico molecular en la enfermedad pulpar, es
la identificacion de los mediadores inflamatorios claves. Esto permitiria lograr un
entendimiento de su rol en la inflamacion y en la regeneracion tisular. Dada la
complejidad de la inflamacion pulpar, es poco probable que sélo un mediador
entregue toda la informacion necesaria para lograr el diagnostico, de una
inflamacion irreversible de la pulpa (94).

El segundo paso, es determinar los “puntos de corte” de los mediadores
inflamatorios. Dichos puntos de corte tienen que estar basados en los niveles de
inflamacion de la pulpa, que permitan delimitar reversibilidad de irreversibilidad
pulpar (94).

Finalmente, el tercer paso es desarrollar instrumentos y métodos clinicos que

permitan detectar tipo y cantidad de estos marcadores en forma certera (94).

2.13.1 Citoquinas
Las citoquinas son polipéptidos o glicoproteinas extracelulares hidrosolubles que
regulan la funcién de las células que las producen sobre otros tipos celulares
(109). Se generan por medio de diversos tipos celulares en la region de la lesion y
por células del sistema inmunolégico a través de la activacion de
proteinoquinasas activadas por mitdgeno (110). Son los agentes responsables de
la comunicacion intercelular, inducen la activacion de receptores especificos de
membrana, funciones de proliferacion y diferenciacion celular, quimiotaxis,
crecimiento y modulacion de la secrecion de inmunoglobulinas. A diferencia de las
hormonas clasicas, las citoquinas no se almacenan como moléculas preformadas,
y actuan especialmente por mecanismos paracrino (en células vecinas) y
autocrino (en las propias células productoras) (110).
Son producidas fundamentalmente por los linfocitos y los macrofagos activados,
aunque también pueden ser producidas por leucocitos polimorfonucleares (PMN),
células endoteliales, epiteliales, adipocitos, del tejido muscular (miocitos) y
del tejido conjuntivo (97).
Las citoquinas son redundantes en sus actividades, es decir, acciones similares
pueden ser desencadenadas por diferentes citoquinas. A menudo se forma una

cascada, es decir, una citoquina estimula a sus células blanco para que
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produzcan mas citoquinas (111). Asi las citoquinas influyen en la actividad, la
diferenciacion, la proliferacién y la sobrevida de la célula inmunolégica, como
también regulan la produccion y la actividad de otras citoquinas, que pueden
aumentar (proinflamatorias) o atenuar (antiinflamatorias) la respuesta inflamatoria
(110).

Las citoquinas inflamatorias incluyen: interleuquina IL -2 (IL -2), interleuquina -6
(IL -6), interleuquina — 8 (IL- 8), interferon -y (IFN -y), factor de necrosis tumoral -a
(TNF-a), entre otros; mientas que las antiinflamatorias se encuentran:
interleuquina -4 (IL -4), interleuquina -10 (IL -10), interleuquina -13 (IL -13) entre
otros (91).

2.13.2 Quimioquinas

También conocidas como «citosinas quimiotacticas» son proteinas pertenecientes
a la familia de las citoquinas. Tiene ese nombre por su capacidad de atraer a
otras células de la respuesta inmune como los neutrofilos, los cuales ademas de
atraerlos los activa. Son rapidamente sintetizadas en los sitios de inflamacion. En
enfermedades pulpares son producidos por células del endotelio y odontoblastos.
(91). Ademas los lipopolisacaridos bacteriales estimulan a los fibroblastos
presentes en la pulpa para producir estas células (98).

Por lo tanto, segun el levantamiento del estado del arte previo, se han analizado
los siguientes marcadores de la inflamacion, que tiene directa relacién con la

inflamacion y respuesta inmune pulpar:

* Interleuquina 1a (1IL-1a)

IL-1a es un mediador inflamatorio importante. Se ha implicado en la patogenia de
muchas enfermedades cronicas incluyendo pulpitis y periodontitis apical. Es
secretado por varios tipos de células incluyendo macréfagos, monocitos,
linfocitos, vasculares células, células cerebrales, células de la piel y fibroblastos.
Altos niveles de IL-1a y TNF o han sido detectados en tejidos de pulpa dental de
rata después de la exposicion a la pulpa quirurgica (112).

Wisithphrom y cols reportaron en su estudio que la IL-1a puede inducir la
destruccion de la pulpa regulando en forma diferencial las MMPs y TIMPs (113).
La IL-1a inicia y aumenta las cascadas inflamatorias que posteriormente

conducen a la destruccion del tejido. Ademas la IL-1a asi como TNF-a, se ha
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demostrado que induce la expresion de ARNm de plasminogeno tisular activador
(114) para estimular la expresion de ARNm y proteina de ciclooxigenasa-2 por

células de pulpa humana.

* Interleuquina 1 (1IL-18)

Responsable de un amplio rango de acciones dado que actua como mediadora de
otras interleuquinas. En bajas concentraciones media de manera local la
inflamacion, en altas concentraciones tiene efectos endocrinos. Esta IL genera
adherencia de los leucocitos a las paredes epiteliales, estimulacion de linfocitos,
potencia accion de los neutrofilos, activa a las prostaglandinas y enzimas
proteoliticas para reabsorcion 6sea e inhibicion de formacion de hueso nuevo.
También es capaz de estimular la secrecion de otros mediadores inflamatorios
como la IL-6, IL-8, MMPs y Prostaglandinas E2. La literatura sugiere que esta
interleuquina actua en estadios iniciales de la inflamacion, dando luego el paso
para IL-6 y IL-8. Silva, 2009 la encontr6 elevada en tejidos pulpares (91) y
Shimauchi en 1998 la encontré bastante aumentada en lesiones 6seas (115).

* Interleuquina 8 (IL- 8)

Citoquina mayormente inflamatoria gracias a su accién quimio tactica ya que
recluta los neutrofilos al sitio inflamado. Actua en fase aguda de la inflamacion. Su
accion pro inflamatoria es similar a la de la IL-6 y se basa en la induccion y
diferenciacion de células T. Es también mediada por la IL-1. Un estudio demostré
que IL -8 e IL -18 se encontraron muy elevadas en fluido pulpar y en
odontoblastos. (98,115). Asi con la progresion de la caries aumenta la densidad
del infiltrado inflamatorio.

* Interleuquina 6 (IL-6)
Es una interleuquina con propiedades proinflamatorias. Se la ha visto también
mediada por la IL-1p, aunque contrarresta alguno de sus efectos. Esta citoquina
es conocida por ser una importante moduladora de la inflamacién local croénica.
Regula el reclutamiento de células para pasar de una inflamacion aguda
(reclutamiento de neutrofilos) a cronica (reclutamiento de monocitos). Es
secretada por macrofagos, participa en reacciones de fase aguda, también
estimula el crecimiento y diferenciacion de tanto linfocitos T como linfocitos B.

Permite que se genere respuesta inmune frente a un tejido afectado. Estimula la
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diferenciacion de linfocitos B en células productoras de anticuerpos, activa las
células T y aumenta la hematopoyesis la cual permite la leucocitosis. Es parte de
la respuesta inmune innata. Se ha encontrado en la formacidon de absceso apical
de origen endododntico. Garrido 2015, la encontr6 aumentada en pulpa inflamada
(116).

* Interleuquina 10 (IL-10)
Es una citoquina con propiedades antiinflamatorias capaz de inhibir la sintesis de
citoquinas proinflamatorias por los linfocitos T y los macrofagos. A su vez, es un
factor de inhibicion de la sintesis de citoquinas. Se encontré elevada y en
asociacion con la IL-8 y IL-6 en pulpitis irreversible, puesto que es citoquina

antiinflamatoria (97).

2.13.3 Las metaloproteinasas (MMP)

Tienen un rol fundamental en la inflamacidén a nivel de la matriz extracelular.
Poseen acciones quimiotacticas, factores de crecimiento latentes, receptores de
superficie, produce acciones de adhesion celular en las ECM de proteinas. Tiene
un rol fundamental en la patogénesis de la inflamacion, estimulacion de las
respuestas innatas y/o adaptativas como también en la destruccion tisular gracias
a que debilitan la membrana celular llevando a una destruccion tisular (117-119).
La expresion de MMP es regulada por citoquinas pro inflamatorias y factores de
crecimiento como también componentes de la matriz extra celular. Las
colagenasas (MMP 1, 8, 13) y las gelatinasas (MMP 2 y 9) son las responsables
del colapso de las laminas de colageno y son consideradas como el factor clave
en la destruccion de la matriz extracelular y de la membrana basal epitelial.

Las MMP pueden ser activadas extracelularmente, en la superficie de las células
o intracelularmente, dado que su activacion esta regulada para el sitio de accion
donde deben actuar. Cada paso es controlado por un activador o inhibidor
especifico llamado “tissue inhibitors of metalloproteinases” (TIMPs). Se ha visto
que las MMP en tejidos dentarios como la dentina, pulpa y odontoblastos juegan
un rol fundamental en la formacion de matriz, modulacion de la progresién de
caries (MMP 2, 8 9) y la formacion de dentina secundaria (MMP 8-2-9-3-14-20)
(120). En la caries dental la desmineralizacion es causada por liberacion de
acidos por parte de las bacterias y la degradacidon de la matriz organica de la

dentina por las acciones proteoliticas de las enzimas bacterianas, pro esto no es
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suficiente para el nivel de destruccién percibido en la caries dental, por lo que la
literatura ha propuesto que las MMP podrian tener algo que ver en esto. Jain,

(2015) propuso que las MMP 8-9-2 serian las mas influyentes (117).

* Metaloproteinasas 3 (MMP -3)

Shin, (2003), documentd que la concentracion de MMP -3 esta elevada en
pulpitis aguda, ésta tiene un rol que las demas no tienen, es encargada de
activar a otras MMP como la 1-7-9 y ademas esta implicada en procesos
fisiologicos y patologicos tales como: aumenta la angiogénesis en inflamacion,
produce la “regeneracién” de los fibroblastos, participar en la formacion de
dentina reparativa y actuar como antiinflamatoria, aunque una vez que la
inflamacion se mantiene actua estimulando la degradacion de colageno
llevando a un cambio en la estructura de la ECM sumado a la angiogénesis
fomenta la inflamacion (121).

* Metaloproteinasa 9 (MMP-9)

La gelatinasa B (MMP-9) es almacenada por los neutréfilos y los eosinofilos.
Tiene un papel importante en la degradacion final del colageno, una vez que
éste ha sido modificado inicialmente por otras colagenasas; no obstante,
ambas poseen cierta actividad colagenolitica; la MMP-2 rompe colageno tipo
IV, V, | y la MMP-9 rompe colagenos |, I, IV y V. Esta dltima es encontrada en
fluido pulpar (119,122).

* Metaloproteinasa 8 (MMP-8)

Es mas eficaz degradando colageno tipo | que tipo Il o Il: producida por
macrofagos, queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales, su funcién es
atraer a neutrofilos y linfocitos virgenes, asi como movilizar, activar y provocar
la degranulacion de neutrofilos. También estimula la angiogénesis, elevada en
dientes con sintomatologia. La MMP -8 fue encontrada elevada en abscesos y

exudado del canal radicular (121).

* Metaloproteinasa 2 (MMP-2)

Atul en 2015, las encontr6 mas elevadas en la caries dental por rol de
degradacion de tubulos dentinarios. Son secretada por macrofagos/monocitos
y fibroblastos (117).
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Por lo tanto, la caries dental puede llevar a una inflamacion del tejido pulpar
debido a la agregacion de células inflamatorias, lo que lleva a una liberacion de
citoquinas. La familia de las proteinas MMP juegan entonces un doble rol en la
patogénesis de la inflamacion, tanto estimulando a la respuesta inmunoldgica

innata y adaptativa como promoviendo la destruccion tisular.

2.13.4 Factores de Crecimiento

Los factores de crecimiento son células proteicas pequenas con efectos
bioactivos en variadas actividades celulares, tales como; division celular,
diferenciacion celular y migracion celular (123). Se encuentran en todo el
organismo y son responsables de la regulacion de la mayoria de eventos
celulares. En la cavidad oral, existen dichos factores adosados en la dentina, la
cual al ser desmineralizada por el avance de la caries, quedan liberados y
contribuyen al proceso reparativo en conjunto con las citoquinas y
metaloproteinasas (124).

Existen receptores especificos por cada factor de crecimiento en la superficie
celular. En su unién con el receptor, los factores de crecimiento desencadenan

una cascada de sefales intracelulares para generar su accion.

* Factor de necrosis tumoral-a (TNF -a)
Corresponden a efectos citotoxicos directos y efectos debilitantes generales. Sus
efectos son similares a los de la IL-1. La liberacion de TNF-a produce activacion
local del endotelio vascular, liberacion de oOxido nitrico con vasodilatacion y
aumento de la permeabilidad vascular, que conduce al reclutamiento de las
células inflamatorias, inmunoglobulinas y complemento, provocando la activacion
de los linfocitos T y B. También aumenta la activacidén y adhesién plaquetarias, y
probablemente la oclusién vascular sea la causa de la necrosis tumoral. Es capaz
de estimular la secrecion de otros mediadores inflamatorios como IL-6, IL-8, MMP
y PGE2. Por otro lado, el TNF- a regula la produccién de MMP. Es parte de la
respuesta inmune innata. Produce apoptosis celular, inflamacion y mediacion del
sistema inmune. Pezelj-Ribaric, (2002)(125), Pfeffer, (2003) y Hall, (2016) (126)

indicaron encontrarla elevada en paciente con inflamacion de pulpar.
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* Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF)

Los factores de crecimiento de fibrobastos (FGF) son una familia de factores de
crecimiento relacionados con la angiogénesis, cicatrizacion tisular y desarrollo
embriolégico, dado que actuan construyendo el revestimiento de los vasos
sanguineos y crean la infraestructura para el flujo de nutrientes a areas
lesionadas (127).Se ha encontrado también accion en la inflamacion, activando a
las etapas de la via intrinseca en la respuesta inmune (127). Tienen dos sub tipos:
los factores de crecimiento basicos o FGF -2 y los acidos o FGF -1. Actuan con
accidn mitogenica para varios tipos celulares, es decir, estimulan el ciclo de
division celular en sus células blanco (128).

En la pulpa dental se ha visto que tienen acciones quimiotacticas. Es secretado
por las células danadas del endotelio como sefiales (tanto a FGF-1 como FGF-2)
para comenzar la inflamacion y posteriormente, el proceso reparativo (129).

* Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF)
El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es conocido como un factor de
crecimiento angiogénico, que producen las células en respuesta a la hipoxia
(130). El estrés mecanico que reciben los dientes durante la masticacion, es un
estimulo para la liberacion de dicho factor en condiciones fisiologicas (130).
Dentro de los factores de crecimiento que producen angiogénesis podemos
mencionar: el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento
transformante alfa y beta (TGF -a -f3), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF -a) y el VEGF, éste ultimo es
considerado el mas importante de todos (131).Dentro de sus acciones se
encuentran mitogénesis de las células endoteliales, induccion de la permeabilidad
vascular, quimiotaxis y proliferacion y/o diferenciacion celular. Es secretada por
células tipo odontoblastos, macrofagos y células pulpares indiferenciadas frente al
estimulo de los lipopolisacaridos bacterianos.
Es igual de importante la accion de los neuropéptidos (sustancia P, calcitonina),
dado que ellos generalmente se localizan en las terminaciones aferentes de los
nervios cercanos a vasos Yy asociados a macrofagos y odontoblastos (132). Como
respuesta al aumento de la concentracion de neuropéptidos en las terminaciones
nerviosas, se genera dolor espontaneo, alodinea o hiperalgesia en dientes con
pulpitis (43).
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De manera simultanea a la destruccion tisular a causa de la infiltracion leucocitica,
dichas células tiene la capacidad para inducir reparacion tisular gracias a la
liberacion de VEGF, TGF -, GM-CSF, entre otros, que actuan sobre la matriz
extracelular, promoviendo la induccién endotelial y asi, la migracion celular y
proliferacion ademas de inhibicién del crecimiento vascular (132).

Finalmente, del estudio del arte previamente analizado, se revela el vacio que
existe en relacién al correcto diagndstico pulpar. Actualmente, algunas revisiones
sistematicas reconocen el gran problema que tienen los métodos diagndsticos
que hoy se utilizan para establecer el real estado inflamatorio de la pulpa. Esto se
debe a que las herramientas utilizadas son subjetivas e imprecisas, y estan
limitadas a responder si el paciente tiene sensibilidad o no a ciertos estimulos
(5,39). La principal desventaja de la subjetividad de las pruebas es que, frente a
un diagnéstico incorrecto, se puede indicar un tratamiento equivocado, no
acorde al real estado inflamatorio de la pulpa, llevando a sobretratar (indicar un
tratamiento cuando no estaba indicado) o subtratar (no indicar un tratamiento
cuando estaba indicado) dientes. Es por esto, que los métodos de diagndstico
moleculares por medio del andlisis de biomarcadores, podrian dar respuesta a

este problema.
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Hipotesis
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3 HIPOTESIS

3.1Nula
* No existe un perfil diferencial de biomarcadores obtenidos en fluido
dentinario en dientes con diagnostico de pulpa normal, pulpitis reversible y

pulpitis irreversible sintomatica.

3.2Experimental
* Existe un perfil diferencial de biomarcadores obtenidos en fluido dentinario
en dientes con diagndstico de pulpa normal, pulpitis reversible y pulpitis

irreversible sintomatica.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Explorar un perfil diferencial entre biomarcadores inflamatorios obtenidos en fluido

dentinario en dientes con diagndstico de pulpa normal, pulpitis reversible y pulpitis

irreversible sintomatica.

4.2 Objetivos Especificos

Relacionar el diagnostico clinico de pulpa normal y pulpitis irreversible
sintomatica obtenido con las pruebas de sensibilidad pulpar de frio, calor y
eléctrica versus la histologia.

Relacionar y comparar el diagnoéstico clinico obtenido con las pruebas de
sensibilidad pulpar de frio, calor y eléctrica versus la prueba vitalidad
utilizando laser Doppler.

Determinar la concentracion de proteinas en muestras de fluido dentinario
de dientes humanos con diagndstico de pulpa normal, pulpitis reversible y
pulpitis irreversible sintomatica utilizando membrana de fluoruro de
polivinilideno Durapore® (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) a través del
ensayo de Micro BCA.

Identificar y comparar la expresion de biomarcadores inflamatorios
presentes en muestras de fluido dentinario en dientes con diagnostico de
pulpa normal, pulpitis reversible, y pulpitis irreversible sintomatica mediante
tecnologia Luminex.

Analizar la capacidad de discriminacion de cada biomarcador entre los

diagnosticos de pulpitis reversible versus pulpitis irreversible sintomatica.
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5 METODOLOGIA

5.1Diseno del estudio
El presente estudio es Observacional Transversal de Diagndstico, pues busca

evaluar marcadores de pulpa normal, pulpitis reversible e irreversible sintomatica.

5.2 Aspectos éticos
Este estudio fue aprobado por dos comités de ética: el comité de ética del Servicio
Metropolitano Oriente SSMO06_12_2016 (http://www.cec-ssmoriente-adultos.cl)

(Anexo 5) y el comité de ética del Servicio de Salud de la Universidad de los
Andes ubicado en la comuna de San Bernardo (Anexo 6) y la autorizacion del jefe
servicio del establecimiento (CESA) (Anexo 7). Este estudio se llevd a cabo de
acuerdo con los principios éticos que tienen su origen en la declaracion de
Helsinki revisada (64a Asamblea General, Fortaleza, Brasil, octubre 2008) y que
son consistentes con las Buenas Practicas Clinicas y los requerimientos

regulatorios aplicables:

* No tuvo coste para los sujetos que decidieron participar en el estudio.

* Los sujetos que decidieron participar en el estudio, no recibieron un pago
monetario por participar de él.

* El investigador y los co-investigadores declararon no tener conflicto de
intereses.

* Existi6 una proteccion de los participantes: si hubiese ocurrido un efecto
adverso, la institucion se haria cargo de solucionarlo. Sin embargo, esto no
ocurrio.

* Buenas practicas clinicas (BPC): Los sujetos fueron informados de los
objetivos, beneficios y riesgos de la investigacién, asi como de las

alternativas terapéuticas existentes.

5.3 Tamaiio de la muestra
El tamafo de muestra se establecié de forma arbitraria por conveniencia, debido a
la ausencia de estudios previos que evaluen muestras de fluido dentinario, que
permitiran realizar un calculo de tamafo muestral probabilistico. Para cada
objetivo se establecié un tamafio muestral que varié de acuerdo a las condiciones

de los experimentos, éstos se detallaran en cada método.
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5.4 Muestra

Poblacién: La poblacidon muestral correspondié a pacientes de sexo femenino y
masculino, de entre 12 y 55 afios de edad. Estos fueron reclutados en la Clinica
Odontolégica del Centro de Salud de la Universidad de los Andes (CESA),
ubicada en la comuna de San Bernardo, Regién Metropolitana, Santiago, Chile
entre los meses de marzo del afio 2016 a agosto del afio 2017. Estos pacientes
acudieron a la clinica para realizarse diversos tratamientos odontoldgicos.
Algunos presentaban dientes con diagndstico de pulpitis irreversible sintomatica,
que requerian de tratamiento endododntico; otros con diagnostico de pulpitis
reversible, que requerian de tratamiento restaurador; y finalmente pacientes con
premolares con pulpa normal, con indicacién de exodoncia por ortodoncia. El
tamafno muestral fue distinto para cada objetivo y sera descrito cuando se
explique cada procedimiento durante el desarrollo del material y método. Los

pacientes debian cumplir con los siguientes criterios de inclusion y exclusion.

5.5Criterios de Inclusion y exclusién
5.5.1 Criterios de Inclusion

* Pacientes

* Pacientes entre 12 y 55 afios de edad.

* Pacientes sistémicamente sanos (ASA I).

* Pacientes no fumadores actuales.

* Pacientes sin enfermedad periodontal (sin bolsas periodontales mayores a
3 mm).

* Pacientes que aceptasen firmar el consentimiento o asentimiento

informado (Anexo 8).

* Dientes

* Dientes premolares, caninos, incisivos y molares con diagndstico de pulpa
normal y de pulpitis irreversible sintomatica luego de ser realizadas
pruebas de sensibilidad pulpar (frio, calor, eléctrico) y de vitalidad pulpar
(laser doppler).

* Dientes que al examen radiografico presentaron ligamento periodontal

apical normal y sin sefales de reabsorcion interna.
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Dientes con posibilidad de ser restaurables mediante rehabilitacion.

Dientes sin comunicacion pulpar previa.
5.5.2 Criterios de Exclusién

Pacientes

Pacientes con historia de enfermedades sistémicas, que alteren la funcion
inmunologica, como diabetes mellitus, inmunodeficiencia, leucemia,
enfermedad de Addison o de Cushing.

Pacientes fumadores.

Pacientes que hayan consumido farmacos inmunosupresores o recibido
quimioterapia 3 meses antes del estudio.

Pacientes embarazadas o en periodo de lactancia.

Pacientes que hayan ingerido antibidtico, antiinflamatorios o analgésicos la
semana antes de la coleccion de la muestra.

Pacientes que no dispongan de un numero telefénico para su contacto
durante el estudio.

Pacientes con alergia a cualquier material o medicamento utilizado en el

estudio.

Dientes

Dientes que fueron tratados endoddnticamente en forma previa.

Dientes que al examen clinico o radiografico presenten signos de
reabsorcion interna o externa.

Dientes con movilidad clase Ill o Dens invaginatus.

Dientes con historia de avulsion.

Dientes con evidencia clinica y/o radiografica de fractura radicular.

Dientes que no puedan ser aislados en forma absoluta con dique de goma.
Dientes con evidencia clinica y/o radiografica de atrofia pulpar.

Dientes con apice abierto

5.6 Grupos experimentales

Se evaluaron tres grupos experimentales; el primer grupo constituido por dientes

con diagndstico de pulpa normal, el segundo grupo por dientes con diagndstico de

pulpitis reversible y el tercer grupo constituido por dientes con diagndstico de
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pulpitis irreversible sintomatica. Los criterios para esta clasificacion que se

utilizaron en esta investigacion, fueron los descritos en la clasificacion propuesta

por la AAE y seran mencionados a continuacion:

Grupo pulpa normal: Premolares de pacientes sin historia de dolor,
derivados a Cirugia Bucal, para realizar exodoncia por indicacion
ortodoncica. Al examen clinico y radiografico deben estar libres de caries o
restauraciones profundas, sin ligamento periodontal apical ensanchado ni
radiolucidez apical detectable. Deben responder a las pruebas de
sensibilidad pulpar frio (1,1, 1, 2- tetrafluoroetano) y calor (varilla de
gutapercha) de forma normal, sin una respuesta aumentada en intensidad
ni tiempo en comparacién al diente control.

Grupo pulpitis reversible: Dientes de pacientes con diagnostico clinico
basado en hallazgos subjetivos y objetivos que indican la inflamacion
deberia resolverse y la pulpa volver a la normalidad. Al examen clinico y
radiografico pueden presentar caries o restauraciones de mediana a gran
profundidad, sin ligamento periodontal apical ensanchado ni radiolucidez
apical detectable. Deben responder a los test de sensibilidad pulpar frio
(1,1, 1, 2-tetrafluoroetano), calor (varilla de gutapercha) y eléctrica de forma
aumentada en intensidad, pero no en duracion en comparacion al diente
control.

Grupo pulpitis irreversible sintomatica: Dientes de pacientes con
diagndstico clinico basado en hallazgos subjetivos y objetivos que indican
que la pulpa vital esta inflamada es incapaz de curar. Descripciones
adicionales: dolor térmico persistente, dolor espontaneo, dolor referido. Al
examen clinico y radiografico pueden presentar caries o restauraciones de
mediana o gran profundidad, sin ligamento periodontal apical ensanchado
ni radiolucidez apical detectable. Deben responder a los a los test de
sensibilidad pulpar frio (1,1, 1, 2- tetrafluoroetano), calor (varilla de
gutapercha) y eléctrica de forma aumentada en intensidad y duracién en

comparacion al diente control.

5.7 Categorizacion de las muestras

NF: Fluido dentinario de dientes con diagndstico de pulpa normal.

RF: Fluido dentinario de dientes con diagndstico de pulpitis reversible.
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IF: Fluido dentinario de dientes con diagndstico de pulpitis irreversible.

5.8 Técnica de recoleccion de la informacion
Solo un diente por paciente fue incluido en el estudio para evitar una posible
agrupacion de los datos. Se generd una hoja de registro donse se ingresaron los
datos del paciente (Anexo 22). Posteriormente para la evaluacion de los datos se
asigno un codigo para cada paciente con el que fue identificado en forma
confidencial y los datos fueron vertidos a una base de datos destinada para ello,
protegiendo de esta forma la privacidad y confidencialidad de éstos. La
informacion que se registré fue; edad, sexo, diente, escala de dolor EVA,
resultados de las pruebas de sensibilidad, resultados de las pruebas de vitalidad
y diagnéstico pulpar. Con esta informacion se cred una base de datos para ser

analizada estadisticamente.

5.9Diagnéstico clinico

Para obtener el diagnodstico clinico se tomaron radiografias digitales
Retroalveolares y Bite wing con posicionador, al diente control y al diente a
evaluar. El equipo utilizado fue de marca HELIODENT vario® de Sirona, con un
tiempo de exposicion de 3,2 segundos a 70 KV y se utilizd una pelicula
radiografica digital de placa de fosforo. La técnica utilizada fue la del paralelismo
con ayuda de un posicionador Kit basico XIOS XG® Sirona. Ademas, se
realizaron las pruebas de sensibilidad térmicas de frio, calor y eléctrica primero en
el diente control y luego en el diente a evaluar segun el siguiente protocolo:

5.9.1 Protocolo de las pruebas de sensibilidad
Una vez determinado el diente que participaria en el estudio se seleccioné el
diente control, el cual debia estar libre de caries, enfermedad periodontal,
restauraciones muy extensas o pérdida de sustancia coronaria.
Para efectos de este estudio se utilizé como diente control el diente contralateral
similar al diente a analizar. En caso que este diente no cumpla con las
caracteristicas indicadas para un diente control, se utilizara el diente mas sano y

similar en anatomia al evaluar y que cumpla con los criterios antes mencionados.

* Protocolo de la prueba del frio:
o Se utiliz6 el compuesto 1,1, 1, 2- tetrafluoroetano, comercialmente
llamado Endolce (Refrigerante Endo-Ice de Hygenic, -26 °C).
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o Se le explicd al paciente que sentira una temperatura fria y que debe
avisar con una sefal cuando esto ocurra. Una vez retirado el estimulo,
se evaluo la intensidad del dolor en escala de visualizacion analoga
(EVA 1-10) y su duracion en segundos. Esta escala de visualizacion
analoga permite medir la intensidad del dolor que describe el paciente
con la maxima reproducibilidad entre los observadores. Consiste en
una linea horizontal de 10 unidades, en cuyos extremos se encuentran
las expresiones extremas de un sintoma. En el lado izquierdo se ubica
la ausencia o menor intensidad y en el derecho la mayor intensidad.
Esta se mide en escala de 1 al 10 y para efectos de este estudio la
valoracién fue la siguiente:

o Dolor leve si el paciente puntua el dolor entre 1y 3.
o Dolor moderado si el paciente puntua el dolor entre 4y 7.

o Dolor severo si el paciente puntua el dolor entre 8 y 10.

o Se identificé el diente control.

o Se aislo de manera relativa ubicando torundas de algodon en el fondo
del vestibulo.

o Se seco la zona a evaluar con jeringa triple por 20 segundos.

o Se aplico Endo Ice (Hygenic) con adaptador plastico previamente
posicionado sobre una torunda de algodén por 3 segundos.

o Se ubico la torunda de algodon sobre el tercio medio de la superficie
vestibular del diente a evaluar.

o Se espero la respuesta por parte del paciente y se registraron los datos
en una tabla disefiada para ese fin.

o Se esperd un minuto y se repitid el procedimiento primero en el diente

control y luego en el diente a evaluar.

* Interpretaciéon de la prueba del frio:
Se evaluo la respuesta en términos de intensidad y duracién, comparando la
respuesta obtenida con la informacion entregada por el paciente cuando se
realizé la prueba al diente control.
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Se considero una respuesta normal en duracién, cuando la sensibilidad
al estimulo frio se detuvo inmediatamente al retirarse la torunda de
algodon con Endo Ice (Hygenic).

Se consideré una respuesta aumentada en duracion, cuando la
sensibilidad al estimulo frio persisti6 mas de dos segundos una vez
retirada la mota de algodon con Endo Ice (Hygenic).

Se considerd una respuesta negativa en duracién, cuando el paciente
no tuvo respuesta al estimulo frio luego de 15 segundos de aplicacion.
Se consider6 una respuesta normal en intensidad, cuando el registro de
EVA del diente evaluado fue igual al registro EVA del diente control.

Se consideré una respuesta aumentada en intensidad, cuando el
registro EVA del diente evaluado fue mayor al registro EVA del diente
control.

Se consideré una respuesta disminuida en intensidad, cuando el
registro EVA del diente evaluado fue menor al registro EVA del diente

control.

* Protocolo de la prueba de calor:

o

o

Se utilizé una barra de gutapercha caliente.

Se le explicd al paciente que sentiria una temperatura y que deberia
avisar con una sefal cuando esto ocurriera. Una vez retirado el
estimulo, se evalud la intensidad del dolor en escala de visualizacion
analoga (EVA 1-10) antes explicada y su duracién en segundos.

Se identifico el diente control.

Se aislé de manera relativa ubicando torundas de algodon en el fondo
del vestibulo.

Se seco la zona a evaluar con jeringa triple por 20 segundos.

Se le aplico vaselina solida al diente control y al diente a evaluar.

Se calenté una barra de gutapercha en un mechero por 5 segundos,
hasta lograr que la gutapercha se observara brillante y reblandecida.

Se posiciono la barra de gutapercha caliente en el tercio medio de la
cara vestibular del diente.

Se esperd la reaccidn por parte del paciente, durante maximo 15
segundos y se registraron los datos en una tabla disefiada para ese fin.
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o

Se esperd un minuto y se repitio el procedimiento primero en el diente

control y luego en el diente a evaluar.

* Interpretacion de la prueba del calor:

Se evaluo la respuesta en términos de intensidad y duracién, comparando la

respuesta obtenida con la informacion entregada por el paciente cuando se

realizé la prueba al diente control.

o

Se consideré6 una respuesta normal, cuando la duracién de la
sensibilidad al estimulo térmico se detuvo inmediatamente cuando se
retird la barra de gutapercha.

Se consideré una respuesta aumentada en duracion, cuando la
sensibilidad al estimulo térmico persisti6 mas de dos segundos una
vez retirada la barra de gutapercha.

Se considerd una respuesta negativa, cuando el paciente no tuvo
respuesta al estimulo térmico luego de 15 segundos.

Se considerd una respuesta normal en intensidad, cuando el registro
EVA del diente evaluado fue igual o menor al registro EVA del diente
control.

Se consideré una respuesta aumentada en intensidad, cuando el
registro EVA del diente evaluado fue mayor al registro EVA del diente

control.

* Protocolo de Prueba eléctrica:

o

Se utilizé la unidad diagnéstica de Sybronendo “Elements™ Diagnostic
Unit Electronic Pulp Tester and Apex Locator “.

Se le explicé al paciente que con el examen que se realizo,
probablemente sentiria distintas sensaciones como hormigueo, presion
o calor.

Se identifico el diente control.

Se aisl6 de manera relativa utilizando torundas de algodon en el fondo
del vestibulo.

Se seco la zona a evaluar con jeringa triple por 20 segundos.

Se encendio6 la unidad diagnostica de Sybron Endo.

Se ajusto el dial del equipo en el numero “17.
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o Se conectd la pinza labial en la linea de descarga a tierra y el inserto de
la varilla de la sonda.

o Se ubicé el clip labial en labio del paciente.

o Se aplicé una pequefia cantidad de anestésico tépico utilizado como
conductor en la punta del inserto y se ubicé en la superficie escogida
del diente, evitando que contacte la encia.

o Cuando alcanzo6 un buen contacto se inicio el registro.

o Una vez que el paciente reportd que percibié el estimulo se retird la
punta del inserto en contacto con el diente.

o Se leyo y registro el numero indicado en el monitor del dispositivo en

una tabla disefiada para ese fin.

* Interpretacién de la prueba eléctrica:
o Segun el diente a tratar y de acuerdo a las indicaciones del fabricante

se considero un registro normal de acuerdo a la siguiente tabla 1:

Diente Rango normal

Incisivos y caninos | 10-30

Premolares 20-40
Molares 30-50

Tabla 1, Interpretacién de la prueba eléctrica

5.9.2 Protocolo pruebas de la prueba de vitalidad
La Flujometria Laser Doppler se realizé6 con la unidad de medicion MoorVMS-
LDF; Moor Instruments Ltd, Axminster, UK. La fuente del laser fue de 785 nm de
longitud de onda, la que fue transmitida a través de una sonda VP3 de punta roma
con un diametro externo de 1,5 mm y una longitud de 20 mm, que contiene una
fibra aferente y otra eferente, existiendo una separacion entre las fibras de 0,5
mm y cada una con un diametro de 200 micras. Se utilizé un ancho de banda de 3
KHz, recomendado por el fabricante y los valores fueron registrados cada 0,1
segundos. El protocolo fue el siguiente:
o Las sondas MoorLab VP13 y VPS5 fueron calibradas en un medio de
movimiento browniano (Figura 14). Esto se realiz6 de acuerdo a

recomendaciones del fabricante en forma mensual.
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Figura 14, Calibracién de la sonda.

Se confecciondé una férula para los dientes de cada paciente, con
silicona pesada de adicién (AFFINIS soft/fast putty, AFFINIS regular
body; Coltene/Whaledent, Cuyahoga Falls, OH). Esto permite fijar y
posicionar correctamente la sonda.

Se realizaron perforaciones en la férula a 3 mm del margen gingival,
con el objetivo de fijar la punta de la sonda en forma perpendicular al
diente a evaluar (Figura 12).

El paciente descansé en posicion supina durante 15 minutos antes de
comenzar la prueba, para adaptarse al ambiente. Se procuré que el
paciente estuviera relajado, comodo y que respirara normalmente

(respiraciones profundas pueden alterar las mediciones) (Figura 15).
A

Figura 15, Paciente en posicion supina con férula y sonda conectada a equipo.
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o Se le explico al paciente que no debia hablar durante la medicion.

o Primero se realizé la prueba en el diente control, y una vez realizado el
registro se procedi6 con el diente a evaluar.

o Para realizar el registro se utilizé el Software Moor VMS-PC (Moor
Instruments Ltd), de acuerdo a las instrucciones del fabricante (53).

o Se utilizé un tiempo de 30 segundos para realizar el registro de cada diente

y se realizaron 2 mediciones por diente.

5.9.3 Interpretacién de la prueba de vitalidad
La vitalidad pulpar es confirmada examinando la pulsatilidad y magnitud de la
sefal. En dientes vitales por lo general se observa un componente pulsatil
(frecuencia cardiaca) (Figura 16). Se pocedio a calcular el porcentaje de unidades
de perfusion del diente a evaluar con respecto a su control, mediante una regla de
tres:

% de unidades de perfusion = UP media diente a evaluar X 100

respecto a control UP media diente control
Jd - 0 oG
TP P
> SEERE.
]
= A A m l'_\ & g P\ e ~ ~ . \ i:.
=

Figura 16, Se observan destacados 3 picos pulsatiles.

5.9.4 Sesgos
Para evitar sesgos y dar validez interna a las pruebas de sensibilidad y vitalidad,
se tomaron las siguientes consideraciones:
o Todos los procedimientos diagndsticos realizados en esta investigacion,
tanto los de sensibilidad como los de vitalidad pulpar, fueron realizados por

el mismo operador calibrado para esta actividad.
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o En todo momento se siguieron los protocolos operacionales previamente
disefiados para realizar las pruebas diagndsticas de sensibilidad pulpar y
vitalidad, de forma estandarizada.

o Los pacientes seleccionados para esta investigacion aportaron sélo un
diente para evitar la agrupacion de los datos.

o Se hicieron dos mediciones de vitalidad pulpar en cada diente.

o Se siguieron en forma estricta, los criterios de inclusidén y exclusion para
dientes y pacientes.

o Todos los diagnadsticos clinicos se realizaron siguiendo la clasificacion de la
Asociacion Americana de Endodoncia (23) para homologar los resultados

con otras investigaciones.

5.10 Relacion entre pruebas de sensibilidad versus prueba de
vitalidad

Como fue mencionado anteriormente, el tamafo de la muestra para esta
evaluacion se determiné en forma arbitraria por conveniencia, debido a la falta de
estudios previos que nos permitieran realizar un calculo de tamafo muestral de
manera probabilistica. La unidad muestral para este objetivo fue de 70 dientes de
70 pacientes. Un grupo estuvo constituido por 23 dientes con diagndstico de
pulpitis irreversible sintomatica, otro grupo con 24 dientes con diagnéstico de
pulpitis reversible y finalmente un grupo constituido por 23 dientes con diagnéstico
de pulpa normal. Se comparé el porcentaje de unidades de perfusién obtenidas
de los dientes evaluados en relacion a su diente control, con los diagnodsticos de
pulpa normal, pulpitis reversible y pulpitis irreversible sintomatica.

5.11 Preparacion de membrana Durapore para tomar muestras de
fluido dentinario
Los filtros de membrana hidrofilicos que se utilizaron para tomar las muestras de
fluido dentinario fueron Duraport® (0,45 ym, 13 mm de diametro, Merck Millipore,
Ltda. Bedford, MA), fueron cortados en 4 partes iguales y luego esterilizados con
calor humedo a 125°C (Figura 17).
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Figura 17, Preparacion de papel Durapore® para su utilizacién. En la imagen a, se observan los
materiales necesarios para este procedimiento. En la imagen b, se observa el corte en Vi para ser
posicionado correctamente en la cavidad. En la imagen ¢ se observa el papel ya esterilizado y listo
para su utilizacion.

Estos filtros poseen un tamario del poro de 0,45um, una porosidad del 70% y un
espesor de 125 pm.
(Figura 18).

Figura 18, Membrana Durapore formato de venta y microscopia donde se observa la porosidad de
los filtros de membrana. Fuente (133) Merck Millipore, Billerica, MA, USA.

5.12 Protocolo de toma de muestra de fluido dentinario

* El siguiente protocolo describe el proceso de toma de muestra de fluido
dentinario necesario para este estudio. El fluido dentinario a analizar fue de
dentina afectada, la cual se define como la capa de dentina afectada por
caries con desnaturalizacion de ésta en forma reversible. Es
remineralizable y contiene poca cantidad de bacterias, encontrandose
sensible y vital. Se aloja en los tubulos dentinarios y su composicion
incluye mediadores inflamatorios y compuestos vasoactivos asociados con

la inflamacién. Mientras la evidencia hasta el momento sugiere que estos
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mediadores pueden ser analizados, surgen problemas con la obtencion de
dichas proteinas. Por esto es necesario, remover las restauraciones
existentes y preparar una cavidad en dentina profunda. Una vez
identificado al paciente y seleccionado el diente a investigar, cumpliendo
los criterios de inclusion de este estudio y firmado el consentimiento
informado. Se realizd el procedimiento clinico utilizando magnificacién con
lupas con un aumento de 3.5X y a una distancia de trabajo de 400 mm
(EyeMag Modelo Pro F; Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemania):

Se puso anestesia (Clorhidrato de lidocaina al 2% con epinefrina 1: 80,000;
Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, Francia) con técnica infiltrativa o
troncular segun sea el caso.

Se eliminaron de restauraciones antiguas, caries o dentina infectada con
turbina y fresas nuevas de alta velocidad de distintos tamarfos (Kerr
Beavers Dental, Morrisburg, Canada), dejando expuesta dentina dura o tipo
cuero.

Se aisl6 el diente de manera absoluta utilizando dique de goma (Hygienic;
Coltene/Whaledent AG) y clamps adecuados, ademas se utilizo barrera de
proteccion gingival (OpalDam® SDS) para lograr un mejor sellado marginal
y evitar posibilidades de contaminacion de la toma de muestra.

Se desinfecto el dique de goma con gasa con alcohol al 70%.

Con una pinza estéril se tomod el papel estéril Duraport® 0,45 um, 13 mm
de diametro (Millipore, Bedford, MA), para tomar la muestra del fluido
dentinario.

El papel se mantuvo en la cavidad por un periodo de 2 minutos, para
estandarizar la toma de muestra.

Inmediatamente la muestra fue almacenada en un tubo microcentrifuga
Eppendorf ® LoBind estéril de 1,5mL, rotulandolo con codigo asignado al
paciente, diagndstico y fecha. Este procedimiento se realizé en duplicado.
Todas las muestras fueron almacenadas en un IsoFreeze® Flipper,
inmediatamente después de ser tomadas y luego guardadas en congelador
a -20°C para evitar su desnaturalizacion.

Posteriormente las muestras fueron llevadas en un periodo de 3 horas al

Centro de Investigacion en Biologia y Regeneracion Oral (CIBRO) de la
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Universidad de Los Andes, para su almacenamiento a -80°C y posterior su

analisis.

5.13 Preparacién de las muestras
Los filtros de papel fueron retirados de la temperatura en que se encontraban (-
80°C) y mantenidos durante 10 minutos a temperatura ambiente para su
descongelamiento. Cada filtro de papel se traslad6 a un tubo ependorff de 2mL y
se agrego un volumen de 350ul de Buffer 1:PBS1X + 0,1% de detergente Tween
20 y se dejaron en reposo por 30 minutos. Posteriormente se agitaron las
muestras a baja velocidad con Vértex Mixer MRC Laboratory Equipment a
temperatura ambiente, para luego centrifugarlas durante 5 minutos a 10.000 xG
en centrifuga de sobremesa PrismR Labnet USA refrigerada a 4°C. Los eluidos

fueron conservados a -80°C hasta su utilizacion.

5.14 Determinacién de la concentracion total de proteinas
Para determinar la concentracion total de proteinas la unidad muestral fue de 33
dientes de 33 pacientes; 10 del grupo de pulpa normal; 8 del grupo de pulpitis
reversible y 15 del grupo de pulpitis irreversible. De cada diente se obtuvieron las
muestras de fluido dentinario en duplicado. Se realiz6 el ensayo de micro BCA
que mide la absorbancia de luz espectrofotométricamente a 562nm. Para poder
obtener la concentracion total de proteinas de las muestras recolectadas, el
fabricante indica que estas muestras deben ser comparadas con soluciones de
proteinas de concentraciones conocidas. Es por esto que el kit, en su
composicion trae albumina de suero bovino estandar de 2.0 mg/mL, con el que se
realizé la curva estandar de comparacidon. Posterior a esto se prepararon las
soluciones de trabajo, las cuales fueron mezcladas con las eluciones realizadas a
las muestras a evaluar, para su posterior lectura en el equipo lector de

microplacas Tecan CM Sunrise 350-700 nm.

Reactivos del kit:

- Reactivo A (MA) 240 mL
- Reactivo B (MB) 240 mL
- Reactivo C (MC) 12 mL
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Albumina de suero bovino estandar de 2.0mg/mL en una solucion salina al 0.9%
y azida de sodio al 0.05%.

Preparacion de los reactivos para la estandarizacion de trabajo o curva
estandar

A. Preparacion del estandar de albumina diluida (BSA)

Se siguieron las recomendaciones del fabricante para preparar patrones de
proteina. Se diluyé el contenido de una ampolla de Albumina (BSA) Standard en
varios tubos limpios, preferiblemente usando un diluyente similar al tampon de
muestra. Cada ampolla de 1 mL de 2,0 mg / mL de Albumina es suficiente para
preparar un conjunto de patrones diluidos, de manera que se puedan incluir tres
repeticiones de cada dilucidon en el Procedimiento del Tubo de Ensayo.

B. Calculo de los reactivos de trabajo (WR)

Utilizando las formulas entregadas por el fabricante se realiz6 el calculo de los
reactivos de trabajo. La formula corresponde al numero de controles mas el
numero de muestras del estudio multiplicado por el numero de duplicados, todo
esto multiplicado por la cantidad de mL de cada tubo a usar. Esto nos dio la
cantidad de mL finales que se deben preparar para cada tubo.

C. Preparacion de los reactivos de trabajo

Estos estuvieron en un relacién de 25:24:1 partes de reactivo (a:b:c).

12,5 mL reactivo A.

12.0 mL reactivo B.

0.5 mL reactivo C.

D. Preparacion de la Curva de trabajo para la microplaca. Rango de 2 - 20 pl
1. Se pipeted 150 yL de cada duplicado de muestra estandar o desconocida en
un pocillo de microplaca.

2. Se agrego 150 pL del WR a cada pocillo y se mezcl6 la placa en un agitador de
placas durante 30 segundos.

3. Se cubrid la placa con una cinta de sellado para placas de 96 pocillos e incubd
a 37 °C durante 2 horas.

4. Se enfrio la placa a temperatura ambiente (RT).

5. Se midié la absorbancia en o cerca de 562nm en un lector de microplacas
Tecan CM Sunrise 350-700 nm.
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6. Se restd la lectura de absorbancia media de 562nm de las repeticiones
Estandar en Blanco de la lectura de 562nm, de todas las demas repeticiones
individuales de muestra estandar y desconocida.

7. Se prepar6 una curva estandar trazando la lectura media de 562nm corregida
en blanco para cada estandar de BSA frente a su concentracion en ug / mL.

8.-Se utilizé la curva estandar para determinar la concentracion de proteinas de

cada muestra desconocida.
5.15 Histologia de la pulpa

5.15.1 Protocolo toma de muestra para realizar analisis histologico del
tejido pulpar

Por consideraciones éticas, s6lo se tomaron muestras histologicas de dientes con
diagndstico de pulpitis irreversible sintomatica y pulpa normal. Se obtuvieron 42
muestras de pulpas humanas, 21 con diagnostico de pulpa normal y 21 con
diagndstico de pulpitis irreversible sintomatica. El siguiente protocolo describe la
toma de muestra histologica del tejido pulpar, una vez obtenida la muestra de
fluido dentinario. Toda la parte preliminar ya fue descrita.

* Se realizé la cavidad de acceso para exponer el tejido pulpar con fresas de
nuevas de alta velocidad estériles de distintos tamafos (Kerr Beavers
Dental, Morrisburg, Canada).

* Se realizé irrigacion con suero fisioldgico.

* Con limas endododnticas o extractores pulpares (color y diametro adecuado
al caso) se extirpo el tejido pulpar.

* Se depositd la pulpa rapidamente en un tubo eppendorf de 1.5mL estéril
con 500um. de formalina, rotulandola con cédigo asignado al paciente y

con la fecha.

5.15.2 Procesamiento histolégico

* Las 41 muestras de pulpas fueron fijadas en formalina al 4% tamponada
(SIGMA) por un periodo minimo de 18 horas.

* Todos los eppendorf contenian tejido de al menos 3 mm? de color
blanquecino sin identificacién de la orientacion (no se sabe que parte de la

pulpa corresponde a apical o coronal).
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* Una muestra se elimin6 del estudio ya que se degradd durante el
procesamiento del tejido y en las otras fue imposible obtener una cantidad
tejido suficiente para el estudio.

* La deshidratacion e impregnacién con parafina histologica (HistoPlast), se
realiz6 en un procesador de tejido de carrusel con protocolo estandar
(160).

* Los cortes fueron realizados con un micrétomo rotatorio tipo minot (Sakura
accut Cut) con navaja de perfil bajo (histo cutter) de un grosor de 3 pm.

* Se realizaron tinciones de Hematoxilina Eosina (HE) (Sigma), Tricromico
de Masson y Tricromico de Van Gieson (TM) (Merck KGaA) siguiendo
protocolos convencionales de tincion. Luego las muestras fueron montadas

para su posterior analisis.

5.15.3 Microscopia 6ptica
Las 41 muestras fueron observadas con magnificacion de 10X y 40X con el
microscopio 6ptico invertido (CKX41 Olympus), conectado con una camara digital
UTV 0.5.0. Las fotografias fueron capturadas con el software micrometrics
Micrometrics® SE Premium (Version 3.0) y posteriormente analizadas con el
software Image J (NIH) Institutos Nacionales de Salud, Bethesda, MD.

5.15.4 Analisis cualitativo

Para el analisis cualitativo se realiz6 una identificacion histomorfologica, en donde
se reconocieron las diferentes estructuras tefidas en los tejidos con las tres
tinciones, en un aumento de 40X. Se eligieron las 2 zonas mas representativas
del tejido, cada una de 50 um?. Los dientes fueron clasificados histolégicamente
en 2 categorias de acuerdo a una ligera modificacién de los criterios propuestos
por Anderson (81) y posteriormente Ricucci y cols (161). Esto debido a que en
este estudio sélo se obtuvo el tejido pulpar y no el diente completo. La
clasificacion utilizada en este estudio se describe a continuacion:
Clasificacion histoldgica segun diagndstico:
Pulpa normal:

* Debe presentar un tejido conectivo laxo con un gran numero de nucleos

con morfologia fusiforme correspondiente a fibroblastos.
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Debe tener células con morfologia cilindrica a veces en empalizada
similares a odontoblastos. No debe presentar células inflamatorias como
linfocitos ni polimorfos nucleares.

No debe presentar gran cantidad de células inflamatorias como linfocitos ni
polimorfos nucleares.

Las fibras colagenas deben estar organizadas en pequefos haces
distribuidos homogéneamente por todo el tejido.

Debe haber irrigacidén, representada por lumenes de pequefios vasos

sanguineos.

Se consideré para efectos de este estudio como coincidencia si la muestra

presentaba al menos tres de los cinco criterios antes sefialados.

Pulpitis Irreversible sintomatica:

Debe presentar un tejido conectivo mas denso, con mayor presencia de
fibras colagenas.

Debe presentar gran cantidad de células inflamatorias como linfocitos y
polimorfos nucleares.

Debe existir mayor vasodilatacién pulpar, encontrando Iimenes de vasos
sanguineos voluminosos.

Una caracteristica frecuente debe ser signos de licuefaccién, donde se
destaca la perdida de sustancia fundamental en parte del tejido o bien la
degradacion total de éste.

Se considerd para efectos de este estudio como coincidencia si la muestra

presentaba al menos dos de los cuatro criterios antes sefalados.

Toda la evaluacion histolégica y la tabulacion se realizé a ciegas para eliminar el

sesgo. Los portaobjetos fueron examinados por dos evaluadores independientes

(LRy C.R). Ademas, cada vez que se produjo un desacuerdo, fue resuelto por un

tercer evaluador. EI numero de coincidencias de diagnostico clinico versus

histologico fue registrado.

5.16 Biomarcadores seleccionados

Fueron seleccionados 14 biomarcadores elegidos a partir de la busqueda previa

de la literatura y de estudios del equipo de investigacidn. Los seleccionados
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fueron: TNFa, IL8, IL6, IL4, PDGF-BB, 1L12p40, TIMP-1, CXCL10, IL1a, VEGF A,
FGF Acid, MMP3 y MMP9.
Se armaron 3 kit de la marca R&D Systems®, Inc, Minneapolis, MN:
* Human Magnetic Luminex Screening Assay 13 plex:
o Caddigo rd.Ixsahm-13.
o Para 3 biomarcadores: PDGF-bb, IL12p40, TIMP-1
* Human Magnetic Luminex Screening Assay 3 plex:
o Cadigo: rd.Ixsahm-06.
o Para 6 biomaradores: CXCL-10, IL-1 alpha, MMP-9, MMP-3, VEGF-
a, FGF-acid
* Human High Sensitivity Cytokine Premixed kit:
o Caodigo: fcstmQ9
o Para 5 biomarcadores: IL-1b, IL-4, IL-6, IL-8, TNF-alpha

5.17 Determinacién de los niveles de biomarcadores
El tamano de la muestra para este objetivo se determin6 en forma arbitraria por
conveniencia, debido a la falta de estudios previos que nos permitieran realizar un
calculo de tamafo muestral de manera probabilistica. La unidad muestral fue de
64 dientes de 64 pacientes Las muestras fueron divididas en tres grupos. Un
grupo constituido por 21 dientes con diagnostico de pulpa normal, 23 dientes con
diagndstico de pulpitis reversible y 20 dientes con diagndstico pulpitis irreversible
sintomatica. Para realizar la medicién de los biomarcadores obtenidos de las
muestras se utilizo la tecnologia Luminex (Luminex corporation, Austin, TX, USA),
que es un ensayo inmunoldgico multiple. Este ensayo mide varios analitos en una
misma muestra en forma simultanea, utilizando un sistema de “Beads” (micro
esferas) magnéticas, las cuales estan acopladas a anticuerpos anti-
biomarcadores especificos, que posteriormente son reconocidas y leidas por
software especializados (Figura 19). En este caso se utilizé la plataforma analitica
del equipo Luminex® 200 para su lectura.
El sistema Luminex® 200 es una combinacion de tres tecnologias:

* La primera son las microesferas de poliestireno de tamafio micrométrico

fluorescente que actuan como el identificador.
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Figura 19, Representacién de unién del anticuerpo seleccionado segtin proteina con “beads” del
estudio Luminex®. Se observa cémo el analito es posicionado en el pocillo y se une con el
anticuerpo especifico que dara la fluorescencia.

* El segundo es el equipo, instrumento basado en citometria de flujo que
integra los componentes claves de deteccion como laseres, Optica, fluidos
y procesadores de sefial de alta velocidad (Figura 20).

Detection ¢ B
Antibody H
e — Steptavidin-PE
: ‘l Biotin : 3
Streptavidin-PE -r- :;gm?;:hm
P S Y Capture Antibody
DJ}; 55_\) L/,}
Luminex Bead
Polystyrene beads: Magnetic beads:
; Lot gp (511 nm)
Iy Streptavidin-PE ) pe T
2 i Biotin LED {621 nm)\.u i B,S",re'mdln "
y Detection Antibody ’ D'::L’('ﬂm Mtibody
‘ \\, )" —— Target Analyte . 3', " Target Analte
S 9 SAP
\ Cc t i D

Figura 20, Laser del equipo Luminex® leyendo analitos. Proceso de medicion antigeno —
anticuerpo con laser bifasico. A: equipo Luminex® tomando la muestra para ser leida. B:
representacion de la unién antigeno-anticuerpo fotoactivada. C: representacién antigeno-
anticuerpo siendo desplazada por el tubo de lectura. D: gracias a un sistema de iman se produce
el desplazamiento del analito.

* El tercero es el software xPONENT que lee los datos y los agrupa en
‘regiones” las cuales indican el analito a investigar, entregando los valores
de fluorescencia obtenidos para cada muestra y curva estandar (Figura
21).

90




Figura 21, Software xPONENT y las regiones leidas segun el analito a investigar. Se puede
observar como los analitos leidos calzan dentro de las regiones.

El protocolo de los 14 analitos medidos se describe en el sitio web de la compafnia
(http://mwww.RnDSystems.com/Products/LXSAHM). La elusion de las muestras se
realizé en 350uL buffer PBS x1Tween 0,05. Este volumen se determind en un
estudio paralelo del mismo grupo investigador con MICRO BCA (Micro BCA
Assay kit, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA). Con este ensayo
piloto se logré el mejor rendimiento del papel.
Previo al ensayo Luminex®:
- Se construyeron las curvas estandares haciendo una dilucion seriada de un
estandar que viene incluido en el kit segun las recomendaciones del
fabricante (Figuras 22-23).

IL1b
CV =062%. R =1
104 - . .
-
10° 4 -
-
100 T T T
10% 10° 10° 104
pe/mlL

Figura 22, La curva se construye tomando los valores de MFI (fluorescencia) vs Expected (valor
esperado para cada punto).
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i’;‘;fnctz;j MFIG) | MF | CV | pgml) | pgmlL | Recovery
0 9 05| 744%| 0,047 0.053
10 0,06
0085 115 1175 301%| 0,082 0086 101%
12 009
0342|  215| 2375| 134%| 0269 0317|  93%
% 0,365
137| 755 7875] 584%| 1543 1623 119%
8 1702
547|  229| 22025| 562%| 5262 5062]  92%
2115 4842
219  926| ©888.75| 593%| 22012  21093|  9%6%
8515 20178
875 30005| 30275| 084%| 82316  82929| 9%
30455 83,544
350| 88805| 84525 7.16% 426 3871 111 %
80245 351
1400| 13868 | 1434775| 453%| 1227 1362] 97 %
148075 1491

Figura 23, Tabla entregada por el fabricante para los puntos de construccion de la curva especifica
para cada kit

Dia 1 del ensayo Luminex®:

- Las muestras fueron descongeladas e incubadas 30 minutos a temperatura
ambiente y luego incubadas con agitacion (Agitador Vortex Marca Grant
Instruments - Uk, Modelo Pv1) por 15 minutos.

- Posteriormente las muestras fueron centrifugadas (Centrifuga Heal Force
modelo Neofuge 13R) por 5 minutos a 10.000 rpom para desprender las
proteinas del papel Durapore®.

- Las muestras y curva estandar de cada kit fueron agregadas a una placa
de 96 pocillos, junto con la mezcla de micro esferas e incubadas toda la
noche a 4°C con agitacién a 500 rpm en un agitador de placas (Agitador
Vortex marca Labnet modelo VX100).
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Dia 2 del ensayo Luminex®:

Las muestras fueron lavadas tres veces con el buffer de lavado y
posteriormente se agrego el anticuerpo de deteccion biotinilado y se incubd
por una hora a temperatura ambiente con agitacidon en el agitador de
placas (Agitador Vortex marca Labnet modelo VX100).

Luego se agregd estreptavidina-ficoeritrina (revelador) y se incub6 por 30
minutos a temperatura ambiente con agitacion.

Finalmente, las muestras fueron lavadas tres veces con buffer de lavado.
Las muestras fueron resuspendidas con buffer de lavado antes de leer y
posicionadas en la plataforma de Luminex® 200 para su cuantificacion
(Figura 24).

Para obtener los resultados de las muestras se utilizd el método de
regresion logistica de 5 parametros del software Milliplex Analyst 3.5 (EMD
Millipore Corporation, Billerica, MA USA).

XPONENT es el software del equipo Luminex 200 que mide la
fluorescencia de cada muestra.

Milliplex Analyst realizd la regresion logistica e interpold en la curva

estandar para obtener el resultado final.

Figura 24, Muestras posicionadas y laser de lectura listo para medicion de analitos
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Este valor fue obtenido gracias al software “Milliplex Analyst” utilizando el método
de regresion logistica de 5 parametros, que es el método indicado en el inserto

del kit para analizar los resultados.

5.18 Plan de analisis estadistico
Para cada objetivo se utilizaron pruebas estadisticas distintas que se explicaran a
continuacion.
* Relacién de los diagnoésticos clinicos obtenidos con las pruebas de
sensibilidad versus la prueba vitalidad utilizando laser Doppler
Para cada paciente, se calculdé el promedio y mediana de las unidades de
perfusién de las dos mediciones realizadas (mediciones en duplicado), tanto para
la pieza a evaluar como para su respectivo control. Luego se procedié a calcular
el porcentaje de unidades de perfusidn de la pieza a evaluar con respecto a su
control, mediante una regla de tres:
% de unidades de perfusion = (UP media diente a evaluar X 100)

respecto a control UP media diente control

Para relacionar los resultados de Unidades de Perfusion de la prueba de vitalidad

pulpar con los diagnosticos clinicos se utilizé la prueba estadistica de Kruskal

Wallis con un intervalo de confianza de un 95% (p < 0.05).

* Determinaciéon de la concentraciéon de proteinas en muestras de fluido
dentinario de dientes humanos con diagnéstico de pulpa normal, pulpitis
reversible y pulpitis irreversible sintomatica

Para realizar este analisis estadistico se utilizé el test de Shapiro-Wilk para

conocer la distribucion de los datos en relacion a la concentracion de proteinas.

Para establecer diferencias significativas entre la variable diagndstico pulpar y la

concentracion de proteinas se utilizé el test de Kruskal-Wallis. Se considerd un

intervalo de confianza de un 95% (p < 0.05).

* Exploracion un perfil diferencial entre biomarcadores inflamatorios
obtenidos en fluido dentinario en dientes con diagnéstico de pulpa
normal, pulpitis reversible y pulpitis irreversible sintomatica

Las variables cuantitativas (concentraciones de biomarcador) se describieron con

la medida de tendencia central y dispersion en cada grupo estudiado. Se evalu6

las diferencias entre grupos con el test de Kruskal Wallis y la asociacion entre la

concentracion de cada biomarcador y el outcome final como variable dicotomica
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(pulpitis reversible/pulpitis irreversible sintomatica), a través de un modelo de

regresion logistica. Reportandose el Odds Ratio (OR) y su respectivo intervalo de

99% de confianza. Se evalud la capacidad predictiva del modelo a través de una

curva ROC (area bajo la curva). Determinandose un score con aquellos

biomarcadores que resulten tener buena capacidad de prediccion, para obtener la

mayor sensibilidad y especificidad. La eleccion se realizd mediante la

comparacion descriptiva del area bajo la curva (ROC). Esta area posee un valor

comprendido entre 0.5 y 1, donde 1 representa un valor diagnostico perfecto y 0.5

es una prueba sin capacidad discriminatoria diagndstica. Para efectos de este

estudio se consideraron los siguientes valores recomendados por Hosmer (134):

* Excepcional comportamiento, sobresaliente discriminacion: si AUC es mayor o
igual a 0.9.

* Buen comportamiento, excelente discriminacién: si AUC es mayor o igual a 0.8
y menor a 0.9.

* Regular comportamiento, aceptable discriminacion: si AUC es mayor o igual
0.7 y menor a 0.8.

* Mal comportamiento, no discriminacion: si AUC es mayor o igual a 0.50 y
menor que 0.7.

El software utilizado para el analisis de los datos fue STATA 14.2.
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6 RESULTADOS

6.1Relacion entre pruebas de sensibilidad y de vitalidad
Del total de las muestras estudiadas (n=70), el 32,9% se diagnosticO como pulpa
normal (n=23), el 34,3% como pulpitis reversible (n=24) y el 32,9% como pulpitis
irreversible sintomatica (n=23). El 21,4% eran hombres (n=15) y el 78,6% mujeres
(n=55) (Tabla 2).

Caracteristica n %
Muestra 70 100
Sexo
Hombre 15 21,4%
Mujer 55 78,6%
Diagnéstico
Pulpa normal 23 32,9%
Pulpitis reversible 24 34,3%
Pulpitis irreversible | 23 32,9%

Tabla 2. Distribucion de muestra segun sexo y diagnostico segtin los resultados de las pruebas de
sensibilidad pulpar.

La edad minima de los pacientes fue de 12 afios y la maxima de 68 afos. La edad
media fue de 30,7 afios (Tabla 3).

Edad
Media 30,70
Desviacion

estandar 10,646

Minimo 12

Maximo 68
P25 14,75
P50 26,50
P75 41,25

Tabla 3, Distribucion de la muestra segun edad.
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Los porcentaje de unidades de perfusidn con respecto al control en los dientes
fueron aumentando desde el estado basal de pulpa normal, siguiendo por pulpitis

reversible y siendo mas alto en pulpitis irreversible. Ver tabla 4.

Promedio +
Diagnostico n Min - Max
SD
103.97 +
Normal 23 48.08-172.88
30.74
Pulpitis 222.98 +
% UP Media . 24 69.2- 786.49
reversible 159.92
Pulpitis 238.06
. . 23 80.78-786.49
irreversible 193.85
105.15 +
Normal 23 51.06-177.19
32.16
. Pulpitis 237.52 +
% UP Mediana . 24 70.40-891.43
reversible 203.68
Pulpitis 267.96 +
23 74.56-891.43
irreversible 261.00

Tabla 4. Distribucion de las UP segun diagnostico.

Al hacer el analisis estadistico entre los grupos, del porcentaje de unidades de
perfusidbn con respecto al control en los dientes con diagnostico de pulpitis
siendo esta diferencia

reversible fue mayor que las de pulpa normal,

estadisticamente significativa con un valor p=0,0001 (Tabla 5).

Pulpa Normal versus Pulpa Normal versus
UP por pulpitis reversible pulpitis reversible
Diagnostico % UP Media Respecto % UP Mediana
Control Respecto Control
U de Mann-
82,000 84,000
Whitney
Valor-p 0,000 0,0001

Tabla 5. UP de Pulpa normal vs pulpitis reversible.



El porcentaje de unidades de perfusion con respecto al control en los dientes con

diagndstico de pulpitis irreversible fue mayor que el de pulpa normal, siendo esta

diferencia estadisticamente significativa con un valor p=0,0001 (Tabla 6).

Pulpa Normal versus Pulpa Normal versus
%UP por pulpitis irreversible pulpitis irreversible
Diagnostico % UP Media Respecto % UP Mediana
Control Respecto Control
U de Mann-
101,000 105,000
Whitney
Valor-p 0,0001 0,0001

Tabla 6. UP de Pulpa normal vs Pulpitis Irreversible.

El porcentaje de unidades de perfusion con respecto al control en los dientes con

diagnodstico de pulpitis irreversible fue mayor que el de pulpitis reversible, sin

embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas (Tabla 7).

Pulpitis Reversible Pulpitis Reversible
versus pulpitis versus pulpitis
D%UP, pt(_)r irreversible irreversible
laghostico % Up Media Respecto % Up Mediana
Control Respecto Control
U de Mann-
Whitney 258,000 257,000
Valor-p 0,702 0,686

Tabla 7. UP de Pulpitis Reversible vs Pulpitis Irreversible.

6.2Determinacién de la concentracion total de proteinas

Del total de

las muestras

recolectadas

(n=33), el

76%

(25 dientes)

correspondieron a pacientes del sexo femenino y 24% (8 dientes) a sexo
masculino (Tabla 8). La mediana de edad fue de 24 afnos, siendo el minimo de 12
anos y el maximo a 65 afnos de edad. En relacion al tipo de dientes el 9,09% (3
dientes) fueron caninos, 15.1% (5 dientes) fueron incisivos, 18.1% (6 dientes)

fueron premolares y 19 57,5% (19 dientes) fueron molares (Tabla 9).
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Porcentaje (%)

Femenino 25 76%
Masculino 8 24%
Total 33 100%

Tabla 8. Distribucion de los pacientes segtn sexo.

Porcentaje (%)
Incisivo 5 15,1%
Canino 3 9,09%
Premolar 6 18,1%
Molar 19 57,5%
Total 33 100%

Tabla 9. Distribucion de los pacientes segtn tipo de diente.

En relacion a los diagnésticos de las muestras recolectadas el 30.3% (n=10)
correspondieron a diagnésticos de pulpa normal, 24.2% (n=8) a pulpitis reversible
y 45.4% (n=15) a pulpitis irreversible sintomatica, tal como se puede observar en

la tabla 10.
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Porcentaje (%)
Pulpa Normal 10 30,30%
Pulpitis Reversible 8 24,24%
Pulpitis Irreversible Sintomatica 15 45,45%
Total 33 100%

Tabla 10. Distribucion de los datos segun diagnostico sus frecuencias y porcentajes.

En relacién a la concentracion de proteinas, la mediana en los tres grupos
estudiados fue de 8.57 ug/mL. El grupo de pulpa normal obtuvo una mediana de
9.57 pg/mL, pulpitis reversible 4.59 ug/mL y el grupo de pulpitis irreversible 16.06
pug/mL. En la tabla 11 se resumen promedios, desviaciones estandar, medianas,

minimos y maximos de los tres grupos de estudio.

Pulpa normal 8.96 6.81 9.57 1.17 21.88 10

Pulpitis reversible 4.26 2.60 4.59 0.16 8.58 8

Pulpitis irreversible 19.609 16.75 16.06 0.44 53.72 15

Tabla 11. Resumen de promedios, medianas, minimos y maximos de la concentraciéon de
proteinas segun diagnéstico del diente. Valores medidos en ug/mL.

Se utilizé Shapiro-Wilk para determinar qué tipo de distribucién tenian los datos, al
no tener una distribucion normal se utilizé medianas (P50) y rango intercuartilico

(IQR) para analisis posteriores.
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Para establecer la existencia de diferencias significativas entre los tres grupos de
estudio se utilizo el test de Kruskal-Wallis, que determin6 que existen diferencias
estadisticamente significativas entre el diagnostico pulpar y la concentracion de
proteinas, generandose esta diferencia entre el grupo de pulpitis reversible e
irreversible con un valor p=0.020. La representacion grafica de estos resultados
se puede observar en el grafico 1.
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Grafico 1. Gréfico Scatter dot que muestra distribucién de los datos de los tres grupos de pulpa
normal, pulpitis reversible y pulpitis irreversible en relacion a la concentracion de proteinas
expresadas en ug/mL.

6.3 Relacion entre los diagndsticos clinicos versus histologia

Analisis Cualiltativo:

El diagndstico clinico de pulpa normal coincidié con el diagndstico histoldgico en
17 muestras (81%) y no existio coincidencia en 4 muestras (19%), de un total de
21 pulpas evaluadas (Anexo 26). Se muestran Imagenes representativas de
ambos grupos a continuacion de los casos en que existio coincidencia. En los
cortes de pulpa normal se observo un tejido conectivo laxo con un gran numero
de nucleos con morfologia fusiforme bien conservados correspondiente a
fibroblastos, en algunos casos se pudo observar en la periferia del tejido células
con morfologia cilindrica formando una empalizada, caracteristicas que

corresponden al tipo celular de odontoblasto (Figura 25).
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Figura 25, Corte de pulpa normal aumento 40X tincion de HE. Se observé presencia de nucleos
de fibroblastos (flecha 1). También se identificaron ntcleos de células cilindricas correspondientes
a odontoblastos (flecha 2).

No se observaron células inflamatorias como linfocitos ni polimorfos nucleares.
Las fibras colagenas estaban organizadas en pequefios haces distribuidos
homogéneamente por todo el tejido formando una fina red. También se observo
que la pulpa normal estaba irrigada, encontrando lumenes de vasos sanguineos

de pequeio didmetro (Figura 26).

Figura 26. Corte de pulpa normal aumento 40X tincién T de Masson: Se observé tejido conectivo
laxo con un gran ndmero de nucleos de fibroblastos (flecha 1). Las fibras colagenas se
encontraban en su mayoria en el centro del tejido en forma de pequefias fibras onduladas (flecha
2). Ademas se observaron vasos sanguineos de pequefio limen (flecha 3).

Finalmente no se observaron signos de licuefaccion (Figura 27).
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Figura 27. Corte de pulpa normal aumento 40X tincion de Van Gienson: Se observé tejido
conectivo laxo con un alto nimero de ntcleos fusiformes correspondientes a fibroblastos (flecha
1). Las fibras colagenas se concentraban en el centro de tejido (flecha 2), las cuales se
observaban de forma ordenadas y organizadas en fibras delgadas. No se observan signos de
licuefaccion.

En el caso del diagnostico clinico de pulpitis irreversible coincidio con el
diagnéstico histolégico en 17 muestras (85%) y no existié coincidencia en 3
muestras (15%) de un total de 20 pulpas evaluadas (Anexo 26). Se muestran los
cortes de las pulpas que si tuvieron coincidencia. En estas 3 pulpas inflamada se
observo un tejido conectivo laxo mas denso con un gran numero de nucleos con
morfologia fusiforme, algunos bien conservados, correspondiente a fibroblastos.
Las fibras colagenas estaban organizadas en grandes manojos en forma
unidireccional (Figura 28).

Figura 28. Corte de pupitis Irreversible aumento 40X, tefiida T Masson: Se observaron grandes
manojos de fibras colagenas (flecha 1).
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Una caracteristica frecuente fue encontrar signos de licuefaccion, donde se

destaca la pérdida de sustancia fundamental en todo el tejido o bien la

degradacion total de éste (Figuras 29-31). Otra caracteristica importante fue la

presencia de cariolisis en la mayor parte de los nucleos, en diferentes grados, ya

sea viendo la cromatina levemente granulada o con la pérdida total del nucleo.
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Figura 29. Corte de pupitis Irreversible aumento 40X, tefiida con HE. Se observo el tejido pulpar
con zonas de licuefaccion donde existia pérdida de la matriz extracelular y signos de cariolisis
(flecha 1) y otras zonas con tejido laxo conservado (flecha 2). Ademas se observaron ntcleos con

morfologia circular muy pequefios compatibles con linfocitos (flecha 3).

También se observo que la pulpa inflamada estaba muy irrigada, reconociéndose

vasos sanguineos con lumenes voluminoso (Figura 30).

Figura 30. Corte de pupitis Irreversible aumento 40X, tefiida con T Masson. Se observé un tejido
pulpar muy vascularizado (flecha 1), estos vasos alin conservaban sus glébulos rojos (flecha 2),

ademas se evidencia la presencia de fibras colagenas abundantes (flecha 3).
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Figura 31. Corte de pupitis Irreversible aumento 40X, tefiida con Van Gieson. Se observé un tejido
conectivo con signos de licuefacciéon (flecha 1). También hubo presencia de nucleos de
fibroblastos bien conservados (flecha 2).

Segun estos resultados, desde el punto de vista cualitativo, existid una relacion
entre el diagndstico clinico e histologico de pulpa normal y de pulpitis irreversible

sintomatica.

6.4 Determinacion de los biomarcadores
En cuanto a la caracterizacion de la muestra se puede observar que del total de
64 pacientes un 76.56% (n=46) fueron mujeres y un 23.44% (n=15) fueron
hombres. Si se analiza su distribucion por grupo de diagndstico, se puede
observar que en el grupo de pulpa normal un 71.43% (n=15) son mujeres y un
28.57% (n=6) son hombres. Para el grupo de pulpitis reversible un 69.57% (n=16)
fueron mujeres y un 30.43% (n=7) fueron hombres. Finalmente para el grupo de
pulpitis irreversible sintomatica un 90% (n=18) fueron mujeres y un 10% (n=2)

fueron hombres. Ver tabla 12.
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Pulpitis

Pulpa Pulpitis
irreversible Total
Sexo normal reversible
sintomatica n/%
n/% n/%
n/%
Mujer 15 16 18 46
% 71.43% 69.57% 90% 76.56%
Hombre 6 7 2 15
% 28.57% 30.43% 10% 23.44%
Total 21 23 20 64
% 100% 100% 100% 100%

Tabla 12. Distribucion de la muestra segun sexo y diagnéstico.

En cuanto a la distribucién de la muestra segun tipo de diente podemos observar

que de los 64 dientes evaluados 11 fueron incisivos que corresponde al 17.19%, 4
caninos (6.25%), 40 premolares (62.5%) y 9 fueron molares (14.06%). Ver tabla
13. Al evaluar estos datos asociados a los diagnosticos, podemos observar que

en el grupo de pulpa normal se evaluaron 21 premolares (100%), en el grupo de

pulpitis reversible fueron 7 incisivos (39.43%), 9 premolares (39.13%) y 7 molares

(30.43%). Por ultimo, al analizar el grupo de pulpitis irreversible sintomatica se

observa que 4 fueron incisivos (20%), 4 caninos (20%), 10 premolares (50%) y 2

fueron molares (10%). Ver tabla 13.
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Diente Pulpa normal | Pulpitis Pulpitis Total
n/% reversible irreversible n/%
n/% sintomatica
n/%
Incisivo 0 7 4 11
% 0% 30.43% 20% 17.19%
Canino 0 0 4 4
% 0% 0% 20% 6.25%
Premolar 21 9 10 40
% 100% 39.13% 50% 62.5%
Molar 0 7 2 9
% 0% 30.43% 10% 14.06%
Total 21 23 20 64
% 100% 100% 100% 100%

Tabla 13. Caracterizacién de la muestra segun tipo de diente evaluado y diagndstico.

Los resultados en cuanto a la concentracion de cada biomarcador, fueron

expresados en pg/mL. Los rangos de las curvas estandares son especificos para

cada biomarcador y son los indicados por el fabricante, tanto en su valor de

deteccidon minimo como maximo. En el analisis de los resultados se considero el

Limite de deteccion (LOD Limit of Detection por su sigla en inglés) descrito por el

fabricante y el limite de cuantificacion (LOQ Limit of Quantification por su sigla en

inglés) al valor correspondiente al primer punto de la curva estandar experimental.

Ver tabla 14.
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Nombre del LOD LOQ
biomarcador/LOD- pg/mL pg/mL
LOQ

IL1b 0,18 0,34
TNFa 0,54 0,72
IL8 0,08 0,72
IL6 0,31 0,98
IL4 2,54 6,91
PDGF-BB 0,2 13,42
IL12p40 35,2 375
TIMP-1 3,42 53,09
CXCL10 1,18 2,85
IL1a 0,9 5,09
VEGF A 2,1 8,37
FGF Acid 4,88 8,81
MMP3 5,3 77,27
MMP9 13,6 131

Tabla 14. Se observa el LOD y LOQ de cada biomarcador expresados en pg/mL entregado por el
fabricante segun cada kit.

LOQ: Limit of cuantification. Limite de cuantificacion.

LOD: Limit of detection. Limite de deteccion.

Los resultados de este estudio exploratorio reflejan que fue posible detectar un
perfil diferencial de biomarcadores inflamatorios, obtenidos de fluido dentinario
con membrana de Durapore® en dientes con diagnostico de pulpa normal, pulpitis
irreversible sintomatica y pulpitis reversible por medio de analisis de tecnologia
Luminex. Fueron detectados 10 de 14 biomarcadores sobre el LOD y LOQ y no
fueron detectados 4 de 14 biomarcadores, que estuvieron bajo el LOD y LOQ, en
muestras de fluido dentinario. Los biomarcadores que fueron detectados sobre
LOQ y LOD para los 3 diagndsticos fueron los siguientes; IL 1b, TNFa, IL4, L1a,
VEGF-qa, FGF Acid. Ver Tabla 15.
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NUmero de N_ombre de Minimo | Maximo | Promedio Mediana
biomarcador b!oma’r cgdor/ pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

diagnostico
IL1b

1 NF 0,33 10,3 0,815 0,34
IF 0,34 79,75 8,25 1,2
RF 0,06 57,763 4,169 0,34
TNFa

2 NF 0,66 1,21 0,924 0,93
IF 0,73 2,56 1,154 1,07
RF 0,79 1,63 1,01 0,93
IL4

3 NF 14,27 20,38 17,094 17,11
IF 14,11 23,03 17,697 17,3
RF 15,53 18,97 16,604 16,72
IL1a

4 NF 8,7 22,3 12 11,2
IF 11.15 152 23,85 15,2
RF 1,26 198 21,85 13,6
VEGF a

5 NF 12,06 22,91 14,64 14,09
IF 10,07 28,14 16,6 17,18
RF 2,52 20,8 13,2 14,09
FGF Acid
NF 7,65 14,97 10,57 10,9

6 IF 9,41 39,11 15,02 12,7
RF 2,44 14,33 9,73 10,6

Tabla 15. Resultados de cada biomarcador obtenidos de las muestras analizadas sobre LOD y
LOQ para los tres diagnésticos. Se considera el valor minimo, maximo promedio y mediana, para

cada diagndstico.

NF: Muestras de fluido grupo pulpa normal
IF: Muestras de fluido grupo pulpitis irreversible sintomatica
RF: Muestras de fluido grupo pulpitis reversible

Los biomarcadores que fueron detectados sobre LOQ y LOD para los

diagnosticos de pulpitis reversible y pulpitis irreversible y sin embargo, no fueron

detectados en pulpa normal, fueron los siguientes; IL8, TIMP-1 y MMP9. Ver tabla

16.
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NG Nombre de Minimo | Maximo | Promedio Mediana
umero de ;
biomarcador blqmarf: aQOr/ pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
diagndstico
IL8
1 NF 0,06 2,12 0,37 0,15
IF 0,05 92,91 8,706 1,125
RF 0,1 42 3,159 0,36
TIMP-1
2 NF 1,07 32,91 9,31 6,07
IF 0,76 834 137 37,8
RF 0,27 311 59,8 19,6
MMP9
3 NF 18,42 668 121 50,5
IF 32,08 >31790 | >31790 12,71
RF 12,05 > 31790 8873 283

Tabla 16. Resultados de los biomarcadores IL8, TIPM-1 y MMP9 obtenidos de las muestras
analizadas, que se expresaron en pulpitis reversible e irreversible sobre LOD y LOQ. Se considera
el valor minimo, maximo promedio y mediana, para cada diagnostico.

NF: Muestras de fluido grupo pulpa normal, bajo el limite de deteccién
IF: Muestras de fluido grupo pulpitis irreversible sintomatica
RF: Muestras de fluido grupo pulpitis reversible

El biomarcador que fue detectado sobre limite de cuantificacion (LOQ) y sobre el
limite de deteccion (LOD) para el diagndstico de pulpitis irreversible, sin embargo,
no fue detectado en pulpa normal y pulpitis reversible, fue la IL6. Ver tabla 17.

Numero de | Nombre de Minimo Maximo Promedio | Mediana
biomarcador | biomarcador/
diagndstico pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
IL6
1 NF 0,22 0,76 0,576 0,62
IF 0,76 42,96 3,036 0,69
RF 0,5 2,26 0,737 0,62

Tabla 17. Resultados de IL-6 siendo detectado sélo en pulpitis irreversible en las muestras
analizadas. Se considera el valor minimo, maximo promedio y mediana, para cada diagnostico.

NF: Muestras de fluido grupo pulpa normal, bajo el limite de deteccidén
IF: Muestras de fluido grupo pulpitis irreversible sintomatica

RF: Muestras de fluido grupo pulpitis reversible, bajo el limite de deteccidn
Los biomarcadores que no se detectaron en nigun diagnostico fueron 4; PDGF-

BB, 1L12p40, CXCL10 y MMMP3, que estuvieron bajo el limite de cuantificacion.
Ver tabla 18.
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Numero de | Nombre de Minimo Maximo Promedio | Mediana
biomarcador | biomarcador/
diagnostico pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
PDGF-BB
1 NF <0,2 <0,2 ND ND
IF <0,2 <0,2 ND ND
RF <0,2 <0,2 ND ND
IL12p40
5 NF 98,7 135 114 111
IF 98,7 148 124 123
RF 64,2 141 104 105
CXCL10
3 NF 0,58 1,2 0,77 0,71
IF 0,35 2,7 1,06 0,96
RF 0,11 2,03 0,86 0,71
MMP3
4 NF 0,05 0,65 0,35 0,26
IF 0,26 94,81 11,7 0,715
RF 0 52,2 4,16 0,43

Tabla 18. Biomarcadores bajo el LOQ.

LOQ: Limit of quantification. Limite de cuantificacion

NF: Muestras de fluido grupo pulpa normal

IF: Muestras de fluido grupo pulpitis irreversible sintomatica
RF: Muestras de fluido grupo pulpitis reversible

Al analizar cada biomarcador segun el diagndstico y evaluar si habia diferencias
estadisticamente signifivativas se observa que al evaluar a FGF-acid, se puede
detecta que existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
pulpa normal (G1) y pulpitis irreversible sintomatica (G3) con un p-value de 0.001
y entre los grupos de pulpitis reversible (G2) y pulpitis irreversible sintomatica
(G3) con un p—value de 0.0002. Esto no ocurre entre los grupos de pulpa normal
(G1) y pulpitis reversible (G2) con un p—value de 0.35. Ver grafico 2.
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Grafico 2. Concentracién de FGF —acid en grupos experimentales: pulpa normal (G1), pulpitis
reversible (G2) y pulpitis irreversible sintomatica (G3).

Para la IL-1o se pudo observar un comportamiento similar a FGF -acid
presentando diferencias estadisticamente significativas entre pulpa normal (G1) y
pulpitis irreversible sintomatica (G3) con un p-value de 0.0004. En el caso de
pulpitis reversible (G2) y pulpitis irreversible sintomatica (G3), también hubo
diferencias estadisticamente significativas con un p-value de 0.004. Finalmente,
entre pulpa normal (G1) y pulpitis reversible (G2) no hubo diferencias

estadisticamente significativas con un p-value de 0.21. Ver grafico 3.
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Grafico 3. Concentracion de IL-1a en grupos experimentales: pulpa normal (G1), pulpitis reversible
(G2) y pulpitis irreversible sintomatica (G3).
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En el caso de VEGF-a se observa que no existieron diferencias estadisticamente
significativas en los grupos de pulpa sana (G1) al compararlo con pulpitis
reversible (G2), obteniendo un p-value de 0.38. Tampoco se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo de pulpa normal
(G1) con el grupo de pulpitis irreversible sintomatica (G3) observando un p-value
de 0.016 Sin embargo, si se encontraron diferencias estadisticamente
significativas cuando se comparo el grupo de pulpitis reversible (G2) con el grupo

de pulpitis irreversible sintomatica (G3) con un p-value de 0.006. Ver grafico 4.
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Grafico 4. Concentracion de VEGF-a de grupos experimentales: pulpa normal (G1), pulpitis
reversible (G2) y pulpitis irreversible sinfomatica (G3).

Ocurre lo contrario a lo que sucede con VEGF-a cuando se analiza IL-8, en donde
si hay diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pulpa normal
(G1) y pulpitis reversible (G2) observando un p-value de 0.002 y ademas entre el
grupo de pulpa normal (G1) y el grupo de pulpitis irreversible sintomatica (G3)
obteniendo un p-value de 0.00001. Sin embargo, no hay diferencias
estadisticamente significativas cuando se compara el grupo de pulpitis reversible
(G2) con el grupo de pulpitis irreversible sintomatica (G3) observando un p-value
de 0.060. Ver grafico 5.
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Grafico 5. Concentracion de IL -8 de grupos experimentales: pulpa normal (G1), pulpitis
reversible (G2) y pulpitis irreversible sintomatica (G3).

En el caso de MMP-9 si hay diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo de pulpa normal (G1) y el grupo de pulpitis reversible (G2) con un p-value
de 0.002 y también entre el grupo de pulpa normal (G1) y el grupo de pulpitis
irreversible sintomatica (G3), observando un p-value de 0.000004. Sin embargo,
no existen diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pulpitis
reversible (G2) y el grupo de pulpitis irreversible sintomatica (G3) midiendo un p-

value de 0.03. Ver grafico 6.
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Grafico 6. Concentracion de MMP-9 de grupos experimentales: pulpa normal (G1), pulpitis
reversible (G2) y pulpitis irreversible sinfomatica (G3).

Al analizar TNF -a, no se encuentran diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos de pulpa normal (G1) y el grupo de pulpitis reversible (G2)
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obteniendo un p-value de 0.09, asi como tampoco entre el grupo de pulpitis
reversible (G2) y el grupo de pulpitis irreversible sintomatica (G3) con un p-value
de 0.036. Sin embargo, si se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de pulpa normal (G1) con el grupo de pulpitis
irreversible sintomatica (G3) con un p-value de 0.001. Ver grafico 7.
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Grafico 7. Concentracion de TNF -a de grupos experimentales: pulpa normal (G1), pulpitis
reversible (G2) y pulpitis irreversible sinfomatica (G3).

Un patrén similar a lo que se observa con TNF-a ocurre al analizar IL -1§, en el
que no se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
pulpa normal (G1) y el grupo de pulpitis reversible (G2) obteniendo un p-value de
0.016 como tampoco cuando se compara el grupo de pulpitis reversible (G2) con
el grupo de pulpitis irreversible sintomatica (G3) observando un p-value de 0.07.
Sin embargo, si se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo de pulpa normal (G1) y el grupo de pulpitis irreversible sintomatica (G3) con

un p-value de 0.0002. Ver grafico 8.
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Grafico 8. Concentracion de IL -1 de grupos experimentales: pulpa normal (G1), pulpitis
reversible (G2) y pulpitis irreversible sinfomatica (G3).

Al observar lo que ocurre con TIMP-1 se puede ver que tiene el mismo
comportamiento que TNF-a, no existen diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo de pulpa normal (G1) al compararlo con el grupo de pulpitis
reversible (G2), observando un p-value de 0.016. Tampoco cuando se compara el
grupo de pulpitis reversible (G2) con el grupo de pulpitis irreversible sintomatica
(G3) obteniendo un p-value de 0.20. Sin embargo, si se encuentran diferencias
estadisticamente significativas al comparar el grupo de pulpa normal (G1) con el
grupo de pulpitis irreversible sintomatica (G3) midiendo un p-value de 0.002. Ver

grafico 9.
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Grafico 9. Concentracion de TIMP -1 grupos experimentales: pulpa normal (G1), pulpitis reversible
(G2) y pulpitis irreversible sintomatica (G3).
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A continuacion, se muestra un resumen con los todos los analitos y su asociacion

con cada grupo y p-value respectivo. Ver tabla 19.

Molécula G1-G2 p-value G1-G3 p-value G2-G3 p-value
FGF-acid 0.35 0.001 0.0002
Significancia NS S S

IL -1o 0.21 0.0004 0.004
Significancia NS S S
VEGF -a 0.38 0.016 0.0067
Significancia NS NS S

IL -8 0.002 0.00001 0.060
Significancia S S NS
MMP -9 0.0028 0.000004 0.03
Significancia S S NS
TNF -a 0.09 0.001 0.036
Significancia NS S NS
IL -1B 0.016 0.0002 0.073
Significancia NS S NS
TIMP -1 0.016 0.002 0.20
Significancia NS S NS

Tabla 19. p-value por cada analito segtin grupo experimental .

G1: Grupo 1, pulpa normal

G2: Grupo 2, pulpitis reversible

G3: grupo 3, pulpitis irreversible sintomatica

S: Significance. Estadisticamente significativo, p —value < 0.01

NS: No significance. No estadisticamente significativo, p —value > 0.01

Al analizar los biomarcadores que si fueron detectados y establecer
discriminacion entre el diagndstico de pulpitis reversible versus irreversible,
podemos determinar que el mejor comportamiento lo tuvieron la asociacién de
dos biomarcadores (IL-1a + FGF acid), con un AUC de 0.83. Un biomarcador tuvo
un buen comportamiento (FGF acid) con un AUC 0.8. Cinco biomarcadores
tuvieron un regular comportamiento con un AUC mayor o igual a 0.7 (IL-1a,
VEGF-a, FGF acid, IL-8, MMP-9, TNF-a). Tres biomarcadores tuvieron un mal
comportamiento con un AUC de 0.60 (IL -18, IL-4 y TIMP-1) Ver tabla 20.
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_ Curva Clasificacion segun

Molécula/analito/

_ ROC comportamiento/discriminacién entre pulpitis

biomarcador : _ _ _ _
(AUC) reversible e irreversible sintomatica

IL -1l + FGF |0.8 Buen comportamiento/excelente discriminacion
acid
FGF acid 0.8 Buen comportamiento/excelente discriminacion
IL -1o 0.7 Regular comportamiento/ aceptable discriminacién
VEGF -a 0.7 Regular comportamiento/ aceptable discriminacién
IL -8 0.7 Regular comportamiento/ aceptable discriminacién
MMP -9 0.7 Regular comportamiento/ aceptable discriminacién
TNF -a 0.7 Regular comportamiento/ aceptable discriminacién
IL-1B 0.6 Mal comportamiento/ no discriminacion
IL -4 0.6 Mal comportamiento/ no discriminacion
TIMP -1 0.6 Mal comportamiento/ no discriminacion

Tabla 20. Muestra el detalle del comportamiento segtin Curva ROC (AUC).

A continuacion,
Biomarcador.
FGF -acid:

se muestran graficamente

las curvas ROC para cada

En el grafico 10 se observa la ROC vy el area bajo ella (AUC). En este caso se

observa un valor de curva ROC de 0.78 (se realiz6 aproximacion a 0.8), lo cual es

considerado buen comportamiento, es decir excelente discriminacion, segun los

parametros seleccionados para este estudio.
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Grafico 10. Curva ROC para FGF —acid.
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IL “a:

En el grafico 11 se observa la ROC vy el area bajo ella (AUC). En este caso se
observa un valor de curva ROC de 0.69 (se realiz6 aproximacion a 0.7), lo cual es

considerado regular comportamiento, es decir aceptable discriminacion segun los

parametros seleccionados para este estudio.
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Grafico 11. Curva ROC para IL -1a.

VEGF-a:

T
1.00

En el grafico 12 se observa la ROC vy el area bajo ella (AUC). En este caso se
observa un valor de curva ROC de 0.69 (se realiz6 aproximacion a 0.7), lo cual es

considerado regular comportamiento, es decir aceptable discriminacion segun los

parametros seleccionados para este estudio.
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Grafico 12. Curva ROC para VEGF -a.
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IL -8:

En el grafico 13 se observa la ROC vy el area bajo ella (AUC). En este caso se
observa un valor de curva ROC de 0.67 (se realiz6 aproximacion a 0.7), lo cual es
considerado regular comportamiento, es decir aceptable discriminacion segun los

parametros seleccionados para este estudio.
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Gréfico 13. Curva ROC para IL-8.

MMP-9:

En el grafico 14 se observa la ROC vy el area bajo ella (AUC). En este caso se
observa un valor de curva ROC de 0.67 (se realiz6 aproximacion a 0.7), lo cual es
considerado regular comportamiento, es decir aceptable discriminacion segun los

parametros seleccionados para este estudio.
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Grafico 14. Curva ROC para MMP -9.

TNF-a.:

En el grafico 15 se observa la ROC vy el area bajo ella (AUC). En este caso se
observa un valor de curva ROC de 0.669 (se realizé aproximacion a 0.7), lo cual
es considerado regular comportamiento, es decir aceptable discriminacion segun

los parametros seleccionados para este estudio.
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Grafico 15. Curva ROC para TNF —a.
IL- 1B:

En el grafico 16 se observa la ROC vy el area bajo ella (AUC). En este caso se
observa un valor de curva ROC de 0.63 (se realiz6 aproximacion a 0.6), lo cual es
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considerado mal comportamiento, es decir no discriminacion segun los

parametros seleccionados para este estudio.
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Gréfico 16. Curva ROC para IL- 1.

TIMP -1:
En el grafico 17 se observa la ROC vy el area bajo ella (AUC). En este caso se

observa un valor de curva ROC de 0.57 (se realiz6 aproximacion a 0.6), lo cual es
considerado mal comportamiento, es decir no discriminacion segun los

parametros seleccionados para este estudio.
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Grafico 17. Curva ROC para TIMP-1.
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IL-4:

En el grafico 18 se observa la ROC vy el area bajo ella (AUC). En este caso se
observa un valor de curva ROC de 0.59 (se realizé aproximacion a 0.60), lo cual
es considerado mal comportamiento, es decir no discriminaciéon segun los

parametros seleccionados para este estudio.
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Grafico 18. Curva ROC para IL -4

FGF Acid + IL -1a.:

En el grafico 19 de curva ROC se puede apreciar la combinacion de dos
biomarcadores; IL-1a en conjunto con FGF-acid, lo que da un valor de curva ROC
de 0.83 (aproximado a 0.8), el cual es mejor que cada analito por separado. Esto
es considerado buen comportamiento, es decir excelente discriminacion. Esto
podria permitir recomendar un pool de biomarcadores como propuesta para un

posible kit diagnodstico.
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Grafico 19. Curva ROC para FGF Acid + IL -1a:
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7 DISCUSION

El diagnéstico actual de la patologia pulpar en odontologia es muy tardio y las
herramientas utilizadas son principalmente clinicas, imprecisas y subjetivas, es
decir, sélo miden la respuesta nerviosa pulpar y no el flujo sanguineo de la pulpa,
que es lo que realmente define la vitalidad (3,5). Entendiendo esta problematica
es que Zanini el afio 2017 realizé una revision sistematica que tuvo como objetivo
ejecutar una exhaustiva busqueda de la literatura sobre la expresion inflamatoria
de mediadores, en el contexto del diagndstico clinico pulpar (95). Como
conclusiones este autor reportdé que la pulpitis irreversible esta relacionada con
niveles especificos de expresion de mediadores inflamatorios. La diferencia en la
expresion entre pulpitis reversible e irreversible fue tanto cuantitativa como
cualitativa. Finalmente, este articulo recomienda que la cuantificacién in situ de
los mediadores inflamatorios puede ayudar en la distincion clinica entre la pulpitis
reversible e irreversible. De esta forma el desarrollo de un método diagndstico
innovador y objetivo mas sensible y especifico, podria ayudar al odontélogo frente
a la disyuntiva del diagndstico pulpar. El desarrollo de las pruebas de diagndstico
en el ultimo tiempo, ha sido muy dinamico y rapido. Por ejemplo, en la actualidad
se han realizado diversos estudios que han comprobado la gran utilidad de la
flujometria laser doppler, como una herramienta diagnéstica para evaluar la
vitalidad pulpar, demostrando ser muy precisa para discriminar entre un diente
vital de uno no vital . Sin embargo, no existen estudios que hayan investigado si el
laser doppler puede ser util para discriminar entre los distintos diagnosticos de
pulpas vitales, como son los casos de las pulpas normales, pulpitis reversibles y
pulpitis irreversibles. Es importante tener claro que existe una gran variacion en
las unidades de perfusion entre los distintos dientes de un mismo paciente, como
también entre distintos pacientes cuando es evaluado un mismo tipo de diente
(73). Esto hace que sea dificil poder realizar comparaciones de flujo sanguineo
pulpar, sobretodo cuando se intenta saber si el laser doppler puede ser utilizado
como una herramienta diagndstica util para discriminar entre distintos
diagndsticos pulpares. Es por esta razon, que en la presente investigacion no se
utilizaron los resultados de las unidades de perfusién de manera aislada, ya que
este dato bruto no entrega informaciéon muy precisa. Por ejemplo, en un paciente
con un diente con diagnostico de pulpa normal puede entregar un flujo sanquineo

de 50 unidades de perfusion y en otro paciente esas mismas 50 unidades de
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perfusidon pueden ser medidas, en un diente con un estado inflamatorio pulpar
muy avanzado. Debido a esto, es que en este estudio se utilizé el porcentaje de
unidades de perfusion con respecto a su diente control. De esta forma, se puede
evaluar de una manera mas real las fluctuaciones de perfusion sanguinea
existentes entre dos dientes de un mismo paciente y entre distintos pacientes. En
el presente estudio, los dientes con diagnodstico de pulpa normal presentaron
menores porcentajes de unidades de perfusidn con respecto al control, que
cuando se compararon con los dientes con diagndstico de pulpitis reversible. Lo
mismo se observd al comparar los dientes con diagnostico de pulpa normal y
pulpitis irreversible, siendo estas diferencias estadisticamente significativas. Esto
se puede explicar, debido a que en estados inflamatorios la pulpa dentaria
experimenta una vasodilatacion y un aumento del flujo sanguineo pulpar (135).
Sin embargo, al comparar el porcentaje de unidades de perfusién con respecto al
control en los dientes con pulpitis reversible e irreversible, se pudo apreciar que
en los casos de pulpitis irreversible existia un mayor porcentaje de unidades de
perfusidn con respecto al control, sin embargo estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Esto se podria explicar debido a que los equipos
de laser doppler presentan una relacion lineal entre la salida de la sefal al equipo
y la velocidad del flujo sanguineo, para todas las fracciones de volumen inferiores
al 1% (concentracion de un soluto en un disolvente). En los casos de pulpitis
irreversible, aumenta la vascularizacion de la pulpa y la concentracion de globulos
rojos esta por encima del 1%. Este aumento en el flujo sanguineo pulpar puede
dar como resultado una disminucién en la senal, no representando fielmente el
real aumento del flujo sanguineo, con el correspondiente aumento de la sefal
(136). Otra explicacion para este fendbmeno, es la transicion que existe en los
dientes con diagndstico de pulpitis irreversible a necrosis pulpar. En el estudio de
Ricucci y cols (167), se reporté que las muestras histologicas de pulpitis
irreversible, en la zona coronal, proxima a las lesiones de caries, existian focos de
infeccion por licuefaccion que avanzaban hacia el tejido pulpar, ademas estas
areas estaban fuertemente colonizadas por bacterias y rodeadas por grandes
concentraciones de neutrofilos. Sin embargo, esto nunca se observo en pulpas
normales o con pulpitis reversible. Estas zonas de necrosis y su consecuente falta
de irrigacion sanguinea, podria explicar la disminucién de la sefal de flujo pulpar
en los dientes con diagndstico de pulpitis irreversible. De esta forma segun los
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resultados de este estudio, el laser doppler no logré discriminar entre los
diagnodsticos clinicos de pulpitis reversible e irreversible sintomatca y es
precisamente entre estos diagndsticos donde los dentistas encuentran mayor
dificutad. Es por este motivo, que el complemento con el diagndstico molecular
pudiera dar una respuesta a esta disyuntiva, siendo un eslabon mas que
complementaria la cadena del diagnostico.

En este estudio se utilizd la categorizacion clinica propuesta por la AAE.
Desafortunadamente, esta clasificacion tiene limitaciones ya que algunos autores
reportan que las observaciones histologicas no muestran ninguna correlacion
entre el diagnostico clinico y el estado pulpar in situ (42,43). Estos resultados
reportados los afos por Seltzer el ano 1963 (43) y Dummer el afio 1980 (42) no
coinciden con el estudio realizado por Ricucci y cols el aino 2017 en donde
comparan el diagndstico clinico pulpar propuesto por la AAE y el diagndstico
histologico de los dientes, concluyen que en los diagndsticos de pulpa normal y
pulpitis reversible existia una correspondencia con la histologia en el 96,6% de los
casos, ademas, en los casos de pulpitis irreversible esta concordancia ocurria en
el 84.4% de los casos (80). De esta forma se puede concluir que la clasificacion
del diagnostico clinico propuesto por la AAE, si tiene una correlacion con el
estado histolégico de la pulpa, permitiendo de esta forma validar esta
clasificacion. Esto es relevante ya que en la practica endoddntica cotidiana, no es
factible realizar el analisis histolégico pulpar, como un método para confirmar el
diagnodstico clinico realizado mediante las pruebas de sensibilidad. En este
estudio, al igual que en el de Ricucci, se observd una relacién entre los
diagnosticos clinicos e histologicos de pulpa normal y también en los de pulpitis
irreversible. Esto permite al menos para estos dos diagndsticos, validar el estado
pulpar para efectos de este estudio.

Tal como fue aclarado anteriormente en el marco teodrico, distintos tipos de
proteinas pueden estar presentes en la pulpa dentaria humana, como respuesta
inflamatoria e inmune frente a la invasion bacteriana. Estas proteinas podrian
utilizarse como biomarcadores para realizar un diagndstico endoddntico a nivel
molecular (91).

Nuevas pruebas se han elaborado con mejores tecnologias, para optimizar los
resultados de las ya existentes. Los resultados de los estudios de pruebas

diagnosticas incompletos y mal disefiados podrian generar una prematura difusion
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de éstos y llevar a los clinicos a tomar decisiones de tratamiento incorrectas
(137). Un prolijo y riguroso proceso de evaluacion y validacion de las pruebas de
diagnostico es imprescindible, antes de considerar introducir éstas en la practica
clinica en humanos (137). La seleccion de marcadores apropiados es vital para
ser utilizada en la prediccion de una enfermedad, ademas de requerir de su
validacion. Uno de los requisitos que debe cumplir, es el desarrollo y
estandarizacion de protocolos que consideren la adquisicion, almacenamiento y
procesamiento de la muestra (138). De esta manera, como una forma de
desarrollar y estandarizar un protocolo que considere los aspectos antes
sefalados, uno de los objetivos de este estudio fue determinar la concentracion
de proteinas totales presentes en el fluido dentinario en pulpa normal, pulpitis
reversible y pulpitis irreversible sintomatica, utilizando Durapore como material de
recoleccion y ensayo de micro BCA para su determinacion.

Los resultados de este estudio muestran que la membrana Durapore y el método
de adquisicion, almacenamiento y tiempo de manejo de la muestra son
adecuados, para medir la concentracién de proteinas total del fluido dentinario a
través test de Micro BCA. Siendo este estudio el primero en reportar que es
posible medir la concentracion de proteinas totales presentes en el fluido
dentinario, utilizando el test de micro BCA, como un método valido y reproducible.
En este trabajo de investigacion queda demostrado que existen diferencias
significativas entre la concentracién de proteinas y el diagndstico clinico pulpar
(p=0.02). Esto permite relacionar la concentracion de proteinas del fluido
dentinario con el diagndstico pulpar y por ende podria dar luces del proceso
inflamatorio que esta ocurriendo a ese nivel.

Los posibles mecanismos que explican la expresion de proteinas en el fluido
dentinario, se describen en el estudio de Goldberg, que relata el proceso
inflamatorio e inmune que ocurre en la pulpa frente a una noxa (139). En
condiciones normales, existe un pequefio numero de células inmunes presentes
en la pulpa, por el contrario, cuando esta pulpa es afectada por la invasion
bacteriana, comienzan cambios vasculares, ademas de un aumento de estas
células, las cuales liberan y expresan distintos mediadores inflamatorios y
proteinas (91,140,141). Debido a lo anterior es que nace la busqueda por parte de
diversos autores para encontrar biomarcadores que nos permitan llegar a un

diagnostico endoddntico a nivel molecular. Algunos estudios han intentado
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determinar concentraciones de proteinas especificas de fluido dentinario
relacionadas al diagndstico pulpar (82,95,107), pero ninguno de estos compara la
concentracion total de proteinas presentes.

El uso de esta membrana de papel coincide con el estudio realizado por Zehnder,
quién evaluo la expresion de la MMP-9 presente en el fluido dentinario, como
biomarcador de la inflamacién pulpar, a través de Durapore como un material para
la recoleccion del fluido dentinario a través de un ensayo de fluorescencia. Este
equipo de investigacion concluyé que es posible detectar la MMP-9 en el fluido
dentinario (122). Sin embargo, de las 19 muestras obtenidas s6lo 7 reportaron la
presencia de MMP-9, probablemente debido a un pequeno tamafo muestral, a la
técnica de recoleccion de éstas y a la técnica de elucidn utilizada para su
procesamiento. Esto contrasta con los resultados obtenidos en el presente trabajo
de investigacion, en el que se observo la deteccion de proteinas en todas las
muestras procesadas, probablemente debido a una diferente técnica de
adquisicién, mantencion, almacenamiento y procesamiento de las muestras. El
presente estudio ademas utilizé un tamafio muestral mayor que el de Zehnder,
con un total de 33 versus 19 muestras.

Tal como mencionamos anteriormente, uno de los requisitos que debe cumplir el
desarrollo de una prueba diagndstica, es la creacion y estandarizacion de
protocolos que consideren la adquisicion, almacenamiento y tiempo de manejo de
la muestra (137) y esto es precisamente uno de los objetivos de esta
investigacion. EI mismo autor en el afio 2013 realizé un estudio donde comparo la
efectividad de distintas membranas de celulosa, con una membrana de PVDF con
un tamafo del poro de 0,45 uym en capacidad para absorber agua y liberar
proteinas (MMP-2) de dentinas expuestas en dientes sanos durante
procedimientos de cambio de restauraciones, utilizando un ensayo de ELISA
(107). El tiempo de recoleccion de la muestra utilizada por el autor fue de 30
segundos por diente y su almacenamiento fue a -20°C. Ademas, el buffer utilizado
para la elucion fue 330 uL de PBS pH 7,2 centrifugando las muestras a 2000 g por
30 minutos a 4°C. Con este estudio se concluyé que las membranas de celulosa
con tamanos de poro mayores (12 a 15 um), absorben significativamente mas
agua que la membrana de PVDF estudiada, con un valor p<0,05. Finalmente
concluye que el uso de membranas de celulosa con tamafo del poro mayores,

pueden recolectar cantidades medibles de MMP-2 de la dentina de dientes sanos
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en 9 de 13 casos, en comparacion a las membranas de PVDF que sdlo lo
lograron en 1 de 13 casos, con diferencias estadisticamente significativas con un
p<0.05. Los resultados anteriores no coinciden con los de este estudio, donde si
se pudo determinar la concentracion de proteinas de todas las muestras
recolectadas. La explicacién de esta diferencia, obedece posiblemente al método
utilizado para la adquisicion de la muestra, debido a que en este estudio se
estandarizé el tiempo de toma en 2 minutos por diente, como también a la
mantencién y almacenamiento de las muestras, que fue a -80°C. Ademas esta
diferencia podria deberse al procesamiento de las muestras, ya que en este
estudio se utilizé un buffer distinto de 1:PBS1X + 0,1% de detergente Tween 20,
manteniendo las muestras en reposo por 30 minutos y luego fueron centrifugadas
para la obtencion de las proteinas a 10.000 g por 5 minutos a 4°C. Probablemente
este método permitio una mejor liberacion de las proteinas. Finalmente, es posible
que el analisis para la determinacion de la concentracion de proteinas utilizado en
este estudio, correspondiente al ensayo de micro BCA, sea un factor relevante en
las diferencias obtenidas por ambos estudios. Esto ya que comparado con otros
métodos, el ensayo de micro BCA es uno de los mas sensibles y puede detectar
proteinas en concentraciones tan bajas como 0.5 pg/mL hasta un maximo de 20
pg/mL (142).

Finalmente, y respondiendo el objetivo principal de este estudio, los resultados
muestran que fue posible detectar un perfil diferencial de biomarcadores
inflamatorios obtenidos de fluido dentinario con membrana de Durapore® en
dientes con diagndstico de pulpa normal, pulpitis irreversible sintomatica y
pulpitis reversible por medio del andlisis de tecnologia Luminex®. Por lo tanto se
rechaza la hipotesis nula.

Es relevante destacar que en esta investigacion se utilizd6 para evaluar este
objetivo la “Curva ROC”, ya que es una medida global e independiente del punto
de corte. El analisis de la “Curva ROC” se relaciona de forma directa y natural con
el analisis del coste/beneficio, en la toma de decisiones diagndsticas. Por esto, en
el ambito sanitario, las curvas ROC también se denominan curvas de rendimiento
diagndstico (143) y son una herramienta estadistica utilizada en el analisis de la
capacidad discriminativa de una prueba diagnostica dicotomica. Para efectos de
este estudio se queria lograr discriminar entre los diagnosticos de pulpitis

132



irreversible de reversible. Dentro de las moléculas encontradas estuvieron los
factores de crecimiento, como el factor de crecimiento de fibroblastos acido (FGF-
acid) que present6 un buen comportamiento, es decir excelente capacidad de
discriminacion y el factor de crecimiento vascular endotelial alfa (VEGF-a), con un
regular comportamiento, es decir tiene una aceptable capacidad de discriminacion
entre pulpitis irreversible de reversible. En el caso del factor de crecimiento de
fibroblastos acido (FGF-acid), si bien es un factor poco reportado en la literatura a
nivel pulpar, los resultados de esta investigacion coinciden con los de Abd-
Elmeguid, quien encontré diferencias estadisticamente significativas con un p-
value <0,001 para el grupo de pulpitis reversible versus irreversible (144). La
explicacion de estos hallazgos se pueden entender segun lo reportado por Zhang
(2009) (145), quien en su estudio describio que el FGF-acid, es un factor de
crecimiento secretado por los fibroblastos, con marcadas acciones mitdogenas ya
que permite la diferenciacion de células madre pulpares en fibroblastos y células
endoteliales proliferativas para una neoangiogénesis en las zonas afectadas.
Ademas de tener una accidon muy marcada en las células del endotelio, esta
molécula tiene mucha relacién con la fisiologia de la VEGF (146). Jeanneau
(2017) (146), mostro la importancia de estas dos moléculas en los procesos
reparativos de la pulpa, describiendo que luego de una noxa a las 6 horas ya se
puede ver la expresion de factores de crecimiento, como las moléculas
responsables de desencadenar las primeras reacciones de inflamacion—
reparacion. Es importante destacar que FGF-acid tuvo un buen comportamiento
segun la curva ROC (0.8), cuando fue medido en forma aislada asi como también
cuando fue medido en conjunto a IL-1a. Por otro lado como complemento la
aceptable capacidad de discriminacion del factor de crecimiento vascular
endotelial ( VEGF-a), se puede explicar segun lo que Hahn y cols. han reportado
en su estudio, debido a que los odontoblastos al ser los primeros en enfrentarse
con los antigenos de la caries, inducen la produccion VEGF-o. Este factor de
crecimiento en una primera instancia durante la respuesta innata, seria un
estimulador de la angiogénesis y la permeabilidad vascular e induciria a las
células pulpares cuando son invadidas por el acido lipoteicoico de los Gram
positivos (84).
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El VEGF-a es una glicoproteina con la capacidad de incrementar la proliferacion
vascular y la permeabilidad de los vasos sanguineos, lo cual en un inicio ayuda a
la reparacidén gracias a la quimiotaxis de las células al sitio inflamado. De esta
forma el VEGF es probablemente un factor implicado en la etiologia y progresion
de la pulpitis. Sin embargo, posteriormente se produce un desbalance entre
reparacion e inflamacion, que tiene directa relacion con la etiologia de la pulpitis,
al atraer una elevada concentracion de células inflamatorias. Artese el afno 2002,
(88) reportd que el punto critico del paso de pulpitis reversible a irreversible,
ocurre donde hay aumento de la presion osmética al interior de la camara pulpar
en una cavidad inextensible, lo que produce la inevitable hipoxia, lisis de células y
posterior necrosis. Esto explicaria la alta y gradual expresién de VEGF-a en
pulpitis reversible e irreversible y posteriormente una disminucion en la medida
gue se acerca a la necrosis. Es por esto que seria acertado pensar en dicho factor
como biomarcador de la inflamacion pulpar irreversible.

Un segundo tipo de moléculas encontradas en esta investigacion corresponden al
grupo de las interleuquinas, entre ellas la IL-1a y la IL-8, ambas con un regular
comportamiento, es decir, con una aceptable capacidad de discrimnacién. Estas
tienen acciones quimiotacticas que son fundamentales para la progresion de la
inflamacion. Nuestros hallazgos coinciden en parte con los reportados en la
literatura (84). La explicacion racional de la expresion de la IL-8 se debe a que
segun lo que explica Hahn (2007), es producida por varias células pulpares,
incluidos los macrofagos, linfocitos, fibroblastos y células endoteliales (84). Huang
y cols reportaron que en condiciones in vitro, las células odontoblasticas exhiben
un bajo nivel de expresion de IL-8 y que aumenta significativamente con la
estimulaciéon del patrén molecular asociado a patdgenos, especialmente
lipopolisacaridos (147). Esta expresion aumentada de IL-8, se correlaciona con un
aumento de neutréfilos polimorfo nucleares (PMN) dentro de la pulpa, debido a
que la IL-8 induce la quimiotaxis de neutréfilos y la liberacion de enzimas de
degradacion durante la desgranulacion (147). Por lo tanto, la IL-8 a menudo se
describe como la principal molécula reguladora en la respuesta inflamatoria aguda
y los niveles elevados pueden perpetuar y exacerbar la respuesta inflamatoria
aguda. Esta actividad puede explicar los hallazgos de esta investigacion, sobre la
expresion aumentada de IL-8 en el tejido de la pulpa con pulpitis reversible versus
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la pulpa normal, encontrandose diferencias estadisticamente significativas. Sin
embargo, esto no ocurrio entre pulpitis reversible e irreversible. Es posible que las
diferencias de este estudio con las de Huang (2007) se deba principalmente a la
clasificacion de pulpa inflamada, ya que en su caso es mas amplia y se refiere a
inflamacion como un término amplio, sin especificar si es reversible o irreversible.
La presente investigacion es mas precisa y se divide en dos tipos de inflamacion
pulpar, reversible e irreversible, ambos basados en la clasificacion utilizada y
recomendada por la AAE (23).

Si bien, la documentacion acerca de marcadores biolégicos especificos en la
inflamacion pulpar es escasa y aun falta mucho por dilucidar, las lineas de
investigacion estan mas enfocadas a las metaloproteinasas como biomarcadores.
Zehnder y cols, han estudiado la MMP-9 para este fin. La MMP-9, es una
metaloproteinasa de sub tipo de las gelatinasas, la cual se ha logrado medir en
fluido dentinario de dientes con lesion de caries activa, ya que, segun la literatura,
tienen una accién proteolitica importante (148). Se sabe ademas, que el fluido
dentinario es una fuente importante de MMP-9, incluso en dientes sanos porque
los tubulos dentinarios tienen una accion gelatinasica (degradan colageno y
elastina) (149).

Un estudio prospectivo realizado por Mente y cols, determinaron el nivel de MMP-
9 en muestras de sangre colectadas de pulpas asintomaticas con caries
comunicantes, en dientes con pulpitis reversible e irreversible. Este autor confirmé
una elevada presencia de dicha metaloproteinasa en cuanto mas sintomatica se
encontraba la pieza dentaria, por lo que determind un grado de relacion entre
inflamacion/destruccion de la pulpa y presencia de MMP-9 (119).

En el presente estudio se encontraron niveles elevados de dicha
metaloproteinasa, pero estos no fueron lo suficientemente precisos, segun el
analisis con curva ROC, teniendo un valor de 0.67, inferior al obtenido por FGF -
acid (0.78), IL -1a (0.7), VEGF -a (0.69) e IL -8 (0.68). La posible explicacion de
este hallazgo tendria que ver con que la MMP-9 es una gelatinasa almacenada
por los neutrofilos y los eosindfilos y tiene un papel importante en la degradacion
final del colageno (150), una vez que éste ha sido modificado inicialmente por
otras colagenasas, por lo tanto al parecer estaria mas presente en diagnodsticos

mas cercanos a la necrosis pulpar.
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Otro punto interesante encontrado en esta investigacion es que la interleuquina
que presento un valor de curva ROC mas favorable (0,69) fue la IL -1a., siendo la
IL -18 la mas reportada en la literatura. Se sabe en términos generales que IL -1q,
es la iniciadora de la respuesta inmune celular, ya que es secretada por
monocitos y macrofagos activados. Ademas produce liberacion de prostaglandina
y estimulacion de fibroblastos (144), por lo que al comparar lo reportado en la
literatura con los resultados obtenidos en esta investigacion, vuelven a tomar
importancia los fibroblastos como precursores de la respuesta inmuno-inflamatoria
a nivel pulpar. Por otro lado Wisithphrom y cols reportaron en su estudio que la IL-
1a puede inducir la destruccion de la pulpa regulando en forma diferencial las
MMPs y TIMPs (113).

Si se suman los resultados obtenidos de la IL -1a con el FGF acid y se realiza una
curva ROC, se ven potenciados ambos efectos y el poder diagnostico aumenté a
0.83, siendo el valor mas elevado y considerado favorable segun la presente
investigacion. Esto coincide con lo reportado en la literatura, acerca de que la
respuesta inmuno-inflamatoria no depende de un solo analito en particular, sino
de la combinacion de ellos, entendiendo la respuesta inflamatoria e inmune como
un proceso (97). Es por esto que en esta investigacion, se decidié estudiar estos
14 analitos simultaneamente, en vez de cada uno de ellos por separado, para de
esta forma, tener un mejor entendimiento e informacion de esta respuesta a nivel
pulpar.

Al comparar los grupos experimentales entre si, se encontré que efectivamente
existe un perfil diferencial diagnostico entre ellos. De esta forma, se observa que
la IL-1a0 y FGF-acid, esta aumentada significativamente entre el grupo de pulpa
normal (G1) y el grupo de pulpitis irreversible (G3), pero ademas se observan
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pulpitis reversible
(G2) y el grupo de pulpitis irreversible sintomatica (G3). Esto sin embargo, no
ocurre entre el grupo de pulpa normal (G1) y el grupo de pulpitis reversible (G2),
por lo que es posible inferir que son biomarcadores que estan mas aumentados
en las etapas finales de la inflamacién y por lo mismo, estarian mas relacionados
con el paso de pulpitis reversible a irreversible. Coincidentemente esos dos
biomarcadores, son los que tuvieron los resultados de curvas ROC mas altos (0.8
y 0.70 respectivamente).
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VEGF-a tiene una interpretacion paraddjica, ya que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de pulpa normal (G1) y el grupo de
pulpitis reversible (G2) y tampoco cuando se comparo el grupo de pulpa normal
(G1) con el grupo de pulpitis irreversible sintomatica (G3). Sin embargo, si
existieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de pulpitis
reversible (G2) y el grupo de pulpitis irreversible sintomatica (G3), es decir, en
ambos estadios de la inflamacion, pero no entre inflamacién y pulpa normal. Esto
se puede explicar porque ciertas moléculas durante el proceso de la inflamacion,
tiene acciones duales y antagonicas, por un lado pro inflamatorias y por otro anti
inflamatorias. De esta forma, estarian aumentadas en la etapa mas culmine de la
inflamacion. Cuando se analiza su potencial diagnostico con la curva ROC,
podemos observar un buen comportamiento con un valor de 0.7.

Para IL-8 y MMP-9 se pueden identificar diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de pulpa normal (G1) y el grupo de pulpitis irreversible
sintomatica (G3), lo que indica su escasa participacion en el estado basal de la
pulpa, es decir en pulpa normal. Ocurre lo mismo al comparar los grupos de pulpa
normal (G1) y pulpitis reversible (G2), por lo que se puede inferir que son analitos
que ayudan al asentamiento de la inflamacion. Esto concuerda con lo reportado
en la literatura, ya que la IL -8 es una interleuquina del sub tipo quimioquina, es
decir, atrae a las células inmuno-inflamatorias al sitio de infeccion (95). Ademas
como fue mencionado anteriormente, la MMP-9 produce la degradacion del
colageno y elastina, etapa importante en el desequilibrio y avance hacia necrosis
pulpar. Ambos analitos tienen comportamientos considerados regulares en cuanto
a eficiencia diagnostica, con valores de curvas ROC 0.68 y 0.67 respectivamente.
Con respecto a TNF-a e IL-1p, podemos observar diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de pulpa normal (G1) y pulpitis irreversible
sintomatica (G3), es decir, son analitos que aumentan gradualmente desde el
estado de pulpa normal al estado de pulpitis irreversible sintomatica. Estos
resultados coinciden con la literatura ya que son interleuquinas capaces de
mantener la respuesta inmune y acrecentar la respuesta inflamatoria (125,151).
Son comunes para variados tipos de inflamacion y sus efectos son ampliamente

reportados. Siguiendo con lo observado anteriormente, ambas estan en segundo
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lugar en su potencial diagnostico y posteriores a IL -8 y MMP -9 con valores de
curvas ROC de 0.66 para TNF -a y 0.64 para IL-1p.

En cuanto a TIMP -1 se puede observar que sigue el mismo patrén de los analitos
anteriores, es decir, existen diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos de pulpa normal (G1) y pulpitis irreversible sintomatica (G3) unicamente,
pero su potencial diagnostico es menos considerable siendo el valor de curva
ROC de 0.58. Sin embargo, no es extrafio el hecho de que se encuentren en
menos proporcion, dado que la TIMP -1 tiene como accion bioldgica, inhibir a las
metaloproteinasas en la inflamacion y por lo tanto, actuaria como molécula anti-
inflamatoria, sélo de un grupo celular involucrado en dicha respuesta. En un
estudio reciente realizado por Chang (2017) (152), se observé la relacion que
existe entre las TIMP-1 y el FGF, identificando que dicho factor aumenta la
concentracion de las TIMP-1 en estadios inflamatorios, para lograr contrarrestar la
accion de la metaloproteinasas en su degradacion de colageno y por ende
colapso tisular. Por lo tanto, dicha investigacion coincide con los resultados
obtenidos en este estudio.

Para los biomarcadores que estuvieron bajo el limite de cuantificacion (LOQ), es
decir, MMP -3, PDGF-bb, CXCL -10 y IL12p40, se puede considerar, utilizar un kit
de medicion de mayor sensibilidad en una futura investigacion, ya que en algunos
casos su comportamiento discrimantivo como método diagndstico fue interesante.
Este es el caso de la MMP-3, la cual estuvo bajo el LOQ, sin embargo algunas
muestras lograron ser cuantificadas en diagndstico de pulpitis irreversible.

Para lograr determinar los biomarcadores especificos de la respuesta pulpar
inflamatoria, se comparé cuales se encuentran en estado “basal”, es decir, con un
estado pulpar normal y cuales se encuentran en los diferentes estados de pulpitis,
ya que sabemos que ciertos biomarcadores, como las metaloproteinasas y
factores de crecimiento, se encuentran adosadas en la dentina desde el desarrollo
de esta y que se ha visto que también, tienen un rol fundamental en la progresion
de la caries (148). Este conocimiento, nos da un acercamiento hacia una mejor
comprension acerca de cuales biomarcadores se encuentran presentes en la
dentina durante el proceso de formacion, y cuales son secretados por la pulpa a
modo de defensa.

Al comparar este estudio observacional transversal analitico de diagndstico con lo
reportado en la literatura, gana validez el hecho de haber medido
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simultaneamente 14 analitos de 64 muestras, debido a que generalmente se
observan mediciones de un analito o dos, pero no se han reportado 14. Esto es
muy relevante, dado que actualmente se entiende la reaccion inmuno-
inflamatoria, como una confluencia de acciones simultaneas entre muchos tipos

celulares.

7.1Limitaciones del estudio

Una de las limitaciones de este estudio fue la curva de aprendizaje necesaria para
poder manipular correctamente el laser doppler, debido a que es un equipo muy
sensible al existir muchos factores que pueden alterar la medicion del flujo
sanguineo pulpar como por ejemplo; la estabilidad de la sonda, los movimientos
involuntarios del paciente y el ruido ambiental entre otros. Para evitar estos
inconvenientes, todas las mediciones de flujometria laser doppler fueron
realizadas por el mismo operador calibrado para esta tarea, siguiendo siempre
todos los protocolos previamente establecidos (Anexo 10).

Otra de las limitaciones fue que en el analisis histologico para validar el
diagnostico clinico, no fueron considerados los diagndsticos de pupitis reversible,
esto ya que por motivos éticos no fue posible hacer la extirpacion pulpar. Ahora
bien, tal como se menciondé anteriormente, Ricucci concluyé que en los
diagnodsticos de pulpitis reversible existia una correspondencia con la histologia
en el 96,6% de los casos (80). Sin embargo, este autor agrup¢ los diagnosticos de
pulpa normal y pulpitis reversible porque representaban condiciones similares en
términos de prondstico. Esto podria ser un sesgo en términos de coincidencia del
diagndstico clinico con el histologico.

En relacion a la determinacién de la concentracion de proteinas una de las
limitaciones para lograr este objetivo fue el bajo tamafio muestral, el cual fue
seleccionado de forma arbitraria por conveniencia debido a la ausencia de
estudios previos respecto al tema, que permitan calcular a través de un método
probabilistico. Es fundamental aumentar el tamafio muestral, para obtener
resultados mas representativos y extrapolables y darle mayor validez externa a

esta investigacién. Esto es algo que en la actualidad se esta llevando a cabo.
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Finalmente la concentracién obtenida de fluido dentinario es escasa, lo que la
hace una técnica muy sensible, dependiente del operador, del papel con el cual
se toma la muestra y del tipo de analisis cuantitativo/cualitativo que se realice
(104). El fluido que puede ser colectado de la dentina expuesta, es apenas
suficiente para lograr realizar un analisis del estado general de la pulpa (107). Sin
embargo, para compensar esta limitacion se realiz6 una estandarizacion de la
adquisicion de la muestra, almacenamiento y conservacion de ésta, asi como
también de su lectura, para validar asi el método. Ademas se utilizé la tecnologia
Luminex, como un ensayo de alta sensibilidad que compensaria la baja

concentracion de proteinas recolectada en el fluido dentinario.
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8 CONCLUSIONES
En relacion a los objetivos planteados en esta investigacion se reportan las

siguientes conclusiones:

1.

Existe un perfil diferencial entre los biomarcadores inflamatorios obtenidos en
fluido dentinario en dientes con diagnostico de pulpa normal, pulpitis reversible
y pulpitis irreversible sintomatica.

Existe relacion entre el diagnostico clinico obtenido con las pruebas de
sensibilidad pulpar versus la prueba de vitalidad pulpar utilizando laser
Doppler. Hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
pulpa normal versus pulpitis reversible, asi como pulpa normal versus pulpitis
irreversible con un valor p=0,0001. Sin embargo, no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos pulpitis reversible y pulpitis
irreversible.

Existe relacion entre el diagnostico clinico de pulpa normal y pulpitis
irreversible sintomatica versus el histolégico cuando se utilizaron los criterios
definidos.

Es posible determinar la concentracion de proteinas en muestras de fluido
dentinario de dientes con diagndstico de pulpa normal, pulpitis reversible y
pulpitis irreversible sintomatica, utilizando una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) Durapore® a través de ensayo de micro BCA. Existieron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de pulpitis
reversible y pulpitis irreversible.

Es posible detectar con tecnologia Luminex en el fluido dentinario de dientes
con diagndstico de pulpa normal, pulpitis reversible y pulpitis irreversibe
sintomatica la expresion de los siguientes biomarcadores: IL -1a, VEGF -a,
FGF —acid, IL -1B, TNF -a, IL -8, MMP -9, IL -4 y TIMP -1.

El grupo de factores de crecimiento VEGF-a, FGF-acid, junto con las
interleuquinas IL -1a y IL -8, fueron las que tuvieron un buen comportamiento
en el proceso inflamatorio de los diferentes grupos experimentales,
encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Ademas,
este mismo grupo de moléculas tuvo un potencial discriminativo mayor, en

cuanto a sensibilidad y especificidad de cada diagnostico. Por lo tanto, se
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podrian considerar como un pool molecular para el diagnostico diferencial de
entre los diagndsticos de pulpitis reversible de irrversible.
Finalmente y a modo de resumen debido a las limitaciones de la precision de las
pruebas de diagnostico clinico, muchas veces los resultados de la terapia pulpar
vital son impredecibles. Las estrategias de diagndstico basadas en moléculas
(diagnostico molecular) son prometedoras y pueden ser relevantes para
determinar indicaciones clinicas adecuadas para terapias pulpares vitales y

optimizar de esta forma el prondstico.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Con esta innovadora investigacion se espera sentar las bases para darle validez
interna a una prueba diagndstica, que logre establecer un perfil diferencial de
biomarcadores especificos y asociarlos con los diagnésticos pulpares. Las
perspectivas futuras apuntan a desarrollar un kit diagnostico certero basado en un
enfoque molecular, que podria permitir ayudar a la distincién clinica entre pulpitis
reversible de una pulpitis irreversible. Un ejemplo de esto son los tests
inmunocromatograficos que se basan en la captura inmunoldgica de un coloide
coloreado, durante su paso a través de una membrana sobre la que se ha
inmovilizado un anticuerpo o un antigeno. Se trata de un proceso rapido, sencillo,
fiable y de facil interpretacion. La idea del futuro kit diagndstico esta graficado en
la Figura 32.

ey

Figura 32 de posible kit diagnostico “DiagnoPulp”. A: abrir el tubo para dilucién y con el
dispensador, tomar una muestra de fluido dentinario. B: introducir el dispensador en el diluyente,
cerrando el tubo. Agitar para facilitar la dispersiéon de la muestra. C: romper la punta del vial.
Depositar exactamente 3 gotas en la ventana circular “A” marcada con una flecha. D: depositar
exactamente 3 gotas en la ventana circular “B” marcada con una flecha. E: leer el resultado a los
10 segundos. F: interpretacion de los resultados.

De esta forma un correcto diagndstico podria mejorar la tasa de éxito de la terapia

pulpar vital.
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Finalmente, los biomarcadores para el diagndstico molecular de patologias en

endodoncia son el futuro hacia a donde apunta la odontologia del siglo XXI. Esta

tecnologia permitiria objetivar el diagnéstico pulpar, por medio de un test

diagndstico, con una toma de muestra poco invasiva.
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paciente solo financio el tratamiento endodontico que debid ser realizado
por indicacion previa, en el caso de diagndstico de pulpitis irreversible.
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11 DATOS RELEVANTES DURANTE EL PERIODO DE DESARROLLO DEL
PROYECTO

Presentacion de pdster XXVIII Reunion anual de IADR Divisién Chile, 8 al 9
de agosto de 2016-Santiago-Chile.

2017 Presentacion de poster en ESE (European Society Endodontology.
Bruselas 2017). Titulo: “Inflamed pulp: a promising new source of functional
mesenchymal stem cells. ACCEPTED for Original Scientific Abstracts at
the. Carolina Inostroza, Claudia Brizuela, Ana Maria Vega, Flavio Carrién,
Patricia Luz-Crawford and Maher Atari (Anexo 17).

Presentacion de poster en ESE (European Society Endodontology.
Bruselas 2017). Titulo: “Cytokines as biomarkers in irreversible
symptomatic pulpitis.” ACCEPTED for Original Scientific Abstracts at the
Claudia Brizuela, Carolina Inostroza , Gaston Meza, Nicole Saint-Jean,
Carlos Bricefio, Montserrat Mercadé (Anexo 17).

Expositora en la 1era Jornada de Endodoncia UDP, a llevarse a cabo el dia
viernes 09 de Junio de 2017, organizada por la Sociedad Cientifica de
Estudiantes de Odontologia de la Universidad Diego Portales (Anexo 18).
Expositor en XIV JORNADAS CIENTIFICAS INTERNACIONAL de la
Facultad de Odontologia tituladas “Caries, La Enfermedad, La Lesion y su
Manejo Clinico”. Adjunto programa (Anexo 19).

Postulacion y adjudicacion de recursos internos de la Universidad de los
Andes, estos son fondos del Proyecto de mejora institucional (PMI) (Anexo
14).

Presentacion oral en las Il Jornadas Cientificas en Salud, realizadas en la
Universidad de los Andes en agosto de 2017 (Anexo 27).

Presentacion Poster Presentacion poster en International Association for
Dental Research (IADR) Chile, 2017 “Determination of protein
concentration in dental fluid in teeth with reversible pulpitis and irreversible
pulpitis” (Anexo 20).
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12 PUBLICACIONES RELACIONADAS CON LA TESIS DURANTE EL

DESARROLLO DEL PERIODO DOCTORAL

Durante el desarrollo del doctorado la postulante realizé cuatro publicaciones

cientificas en revistas indexadas, que se relacionan directa e indirectamente

con esta tesis. Se enumeran los articulos a continuacion:

* Brizuela, C., Ormeno, A., Cabrera, C., Cabezas, R., Silva, C. |., Ramirez,
V., & Mercade, M. (2017). Direct Pulp Capping with Calcium Hydroxide,
Mineral Trioxide Aggregate, and Biodentine in Permanent Young Teeth with
Caries: A Randomized Clinical Trial. Journal of endodontics, 43(11), 1776-
1780 (153) (Anexo 21).

* Carrasco, P. A., Brizuela, C. I., Rodriguez, I. A., Mufioz, S., Godoy, M. E.,
& Inostroza, C. (2017). Histological transformations of the dental pulp as
possible indicator of post mortem interval: a pilot study. Forensic science
international, 279, 251-257 (154) (Anexo 23).

* Pinto, N., Harnish, A., Cabrera, C., Andrade, C., Druttman, T., & Brizuela,
C. (2017). An Innovative Regenerative Endodontic Procedure Using
Leukocyte and Platelet-rich Fibrin Associated with Apical Surgery: A Case
Report. Journal of endodontics, 43(11), 1828-1834 (155) (Anexo 24).

* loannis Angelopoulos, Claudia Brizuela, and Maroun Khoury. (2018).
Gingival Outperform Haploidentical Dental Pulp-Derived Mesenchymal
Stem Cells in Proliferation Rate, Migration Ability and Angiogenic Potential.
Cell Transplantation.DOI:10.1177/09636897 18759649

journals.sagepub.com/home/cll (Anexo 25).
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14 ANEXOS

14.1 ANEXO 1. Aprobacion de la Comisiéon Académica de Doctorado.

uLc

barcelona

ESCUELA DE DOCTORADO
DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA SALUD
COMUNICADO RESOLUCIGN SOLICITUD DE ADMISION

Barcelona, 24 de marzo de 2016

Apreciada Claudia Brizuela,

Por la presente le comunico que, en relacién al Programa de Doctorado en Ciencias de la Salud, desde la
direccion de la linea de investigacion bésica y aplicada en odontologia, de acuerdo a los criterios de
valoracién de las solicitudes de admisién {integracion en la linea de investigacidn, CV del candidato,
trayectoria académica del solicitante y nimero de plazas disponibles), ha resuelto ADMITIR su solicitud
a los estudios de doctorado para el curso 15-16.

"
H JE Univcrsitatlntcrnaciona\ ULC

~de Catalunya barcelona
" “Escola de Doctorat

Sonia Soriano
Secretaria Escuela de Doctorado
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14.2 ANEXO 2. CER proyecto de tesis.

Comité Universitat
CER | d'Etica Internacional
de Recerca | de Catalunya

APROVACIO PROJECTE PEL CER/ APROBACION PROYECTO POR EL CER

Codi de I'estudi/ Cddigo del estudio: REC-ELB-2018-01

Versié del protocol / Version del protocolo: 1.0

Data de la versio / Fecha de Ia version: 15/04/2018

Titol / Titulo: Biomarcadores para el diagnostico molecular de patologia pulpar en endodoncia

Sant Cugat del Vallés, 7 de maig de 2018

Investigadora: Claudia Isabel Brizuela Cordero
Director de Tesis: Dra. Montserrat Mercadé Bellido
Tutor: Dr. Liuis Giner Tarrida

Titol de lestudi / Titulo del estudio: Biomarcadores para el diagndstico molecular de
patologia pulpar en endodoncia

Benvolgut/da,

Valorat el projecte presentat, el CER de la Universitat Internacional de Catalunya, considera que, el
contingut de la investigacid, no implica cap inconvenient relacionat amb la dignitat humana, tracte étic per
als animals ni atempta contra el medi ambient, ni té implicacions econdmiques ni conflicte d'interessos, pero
no s'han valorat els aspectes metodologics del projecte de recerca degut a que tal analisis
correspon a d'altres instancies.

Per aquests motius, el Comite d'Etica de Recerca, RESOLT FAVORABLEMENT, emetre aquest
CERTIFICAT D'APROVACIO, per que pugui ser presentat a les instancies que aixi ho requereixin.

Em permeto recordar-li que, si en el procés d'execucié es produis algun canvi significatiu en els seus
plantejaments, hauria de ser sotmés novament a la revisio i aprovacié del CER.

Atentament,

Apreciada,

Valorado el proyecto presentado, el CER de la Universidad Internacional de Catalunya, considera que, el contenido de
la investigacion, no implica ningtn inconveniente relacionado con la dignidad humana, trato ético para los animales, ni
atenta contra el medio ambiente, ni tiene implicaciones econémicas ni conflicto de intereses, pero no se han valorado
aspectos metodoldgicos del proyecto de investigacion debido a que tal anélisis corresponde a otras instancias.

Por estos motivos, el Comité d'Etica de Recerca, RESUELVE FAVORABLEMENTE, emitir este CERTIFICADO DE
APROBACION, para que pueda ser presentado a las instancias que asf lo requieran.

Me permito recordarle que si el proceso de ejecucion se produjera algun cambio significativo en sus planteamientos,
deberia ser sometido nuevamente a la revisién y aprobacion del CER.

Atentamente,

f|

Dr. Josep Argemi
President CER-UIC
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14.3 ANEXO 3. Carta aceptacién incorporacion como tutor del Dr.
Lluis Guiner.

]
Universitat Internacional Campus Barcelona
de Catalunya Immaculada, 22 U L C
08017 Barcelona. Spain
T.+34 932541 800 barcelona

www.uic.es

Barcelona, a 30 de junio de 2016

Claudia Brizuela Cordero

Apreciada Claudia:

Por la presente te comunicamos que la Comision Académica de Doctorado en Ciencias de
la Salud ha aprobado la instancia en la que solicitas 1a incorporacion del Dr. Lluis Giner

Tarrida como tutor de tu tesis doctoral.

Atentamente,

Universitat Internaciona! u LC

EssueladaPoctorado  barcelon?

E?cn\a de Doctorat
Universitat Internacional de Catalunya
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14.4 ANEXO 4. Carta del departamento de Innovaciéon y Desarrollo
(1+D) de la Universidad de los Andes.

Universidad de

= los Andes

Santiago, 2 de febrero de 2018 ‘

Atencidn: Universidad Internacional de Catalunya

Mediante la presente solicitamos.tengan a bien considerar la autorizacion para la postergacién de la
publicacion de la tesis “Biomarcadores para el diagnéstico pulpar en endodoncia” de la alumna Claudia \
Brizuela Cordero.

La tesis de la Sra. Brizuela es objeto de investigacién en el marco de un proyecto institucional de la
Universidad de los Andes, donde la Sra. Brizuela se desempeiia como investigadora y académica de la
Facultad de Odontologia.

Debido a que necesitamos informacién mas concreta, para cual requerimos la realizacién de como una
minimo una prueba de concepto y la comprobacién de la hipétesis planteada para determinar con
mayor certeza el potencial de patentabilidad de la invencion, les solicitamos demorar la publicacién de
la tesis por un periodo de 12 meses.

Entendemos que la publicacién, es requisito para la graduacion por lo que quisiéramos solicitarles
tengan a bien considerar realizar una excepcion para que la alumna pueda graduarse sin efectuar la
divulgacion de su tesis, lo que afectaria la novedad la invencién anulando la posibilidad de obtener una
patente.

En tal caso, la defensa de la tesis debera realizarse a puertas cerradas y la tesis debera permanecer en
algln lugar de acceso restringido al publico.

Quedamos a la espera de vuestra respuesta.

Cordial saludo,

Maria Clara Zucchino
Abogado. Magister el _Prbpiedad Intelectual.

Jefe de Propiedaﬂ"intelectual. Direccion de Innovacion. Universidad de los Andes
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14.5 ANEXO 5. Carta aprobacién comité de ética Metropolitano

Oriente.

Servicio de Salud Metropolitano Oriente

Comité de Etica Cientifico

PROTOCOLO DE APROBACION DE PROYECTOS CLINICOS

()on fecha 06 de Diciembre de 2016, ¢l CEC del S.SM. Oriente analizé v aprobé definitivamente ¢l
Proyvecto de Investigacion. patrocinado por Universidad de los Andes. titulado:

‘Estudio para diagnostico pulpar v marcadores inflamatorios en jovenes y adultos de la Comuna de San
Bernardo™ : :

Y que conducird como Investigador Principal la Dra. Claudia Brizuela Cordero en ¢l Centro de
Investigacion en Biologia v Regeneracion Oral (CIBRO) de la Universidad de Los Andes. ubicada en
San Carlos de Apoquindo 2200. Las Condes. RM. Chile y la participacion del Centro de Salud de San
Bernardo ubicado en Abraham Prado 396. San Bernardo, RM. Chile.

Se analizo v aprobo los siguientes documentos del Proyecto:

= Proyecto de Investigacion in extenso “Estudio para diagnostico pulpar y marcadores
inflamatorios en jovenes y adultos de la comuna de San Bernardo™.

- Resumen ejecutivo del proyecto.

- Carta Gant.

Consentimiento Informado para el estudio “Estudio para diagnéstico pulpar y marcadores
inflamatorios en jovenes y adultos de la comuna de San Bernardo”, fechado por el CEC del

S.S.M. Oriente el 06 de Diciembre de 2016.

Tomo conocimiento de:

Carta dirigida a la Dra. Sara Chernilo de fecha 16 Noviembre 2016. Ref.: Solicitud de revision

proyecto de investigacion.

Autorizacion del Dr. Renzo Casanova Gianuzzi Jefe Servicio Clinico del Centro de Salud de
San Bernardo. de fecha 11 Noviembre 2016.

CV del Investigador Principal: Dra. Claudia Brizuela Cordero.
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14.6

ANEXO 6. Carta aprobacion comité de ética Centro de Salud
Universidad de los Andes (CESA).

Centro de Salud

Universidad de fos Andes

Santiago, 7 de septiembre de 2016

Informe del Comité de Etica Local del Centro de Salud Universidad de los Andes

Dra. Claudia Brizuela Cordero
Investigador principal.

Estimada Dra. Brizuela:

Junto con saludarla cordialmente, le informamos que teniendo en cuenta los
antecedentes por Ud. aportados, el Comité de Etica Local del Centro de Salud (CESA) ha
revisado el proyecto de investigacion titulado: “Biomarcadores para el diagndstico molecular
de patologia pulpar en endodoncia” y ha decidido aprobarlo.

Este Comité estima que el tema a tratar es relevante, y que el Consentimiento
Informado es adecuado. No se vulneran los derechos de los pacientes. El procedimiento de
toma de muestra no afecta el tratamiento en el paciente. Se especifican los objetivos del
estudio, se sefiala la voluntariedad de la participacion, la confidencialidad del manejo de la
informacion, ademas de especificar la manera de ubicar al investigador responsable en caso de
ser necesario.

Tomando en cuenta lo anteriormente enunciado, este Comité de Etica Local no
presenta reparos éticos en la realizacion de este proyecto con pacientes del CESA

Sin otro particular, saludan atentamente.

Dr. Francisco Rodriguez Beaumont Dr. Jorge Landeta Parra

Presidente Secretario
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14.7

ANEXO 7. Carta autorizacion jefe de servicio CESA.

Universidad de

los Andes

AUTORIZACION ESTABLECIMIENTO

Mediante el presente, el Jefe del Servicio Clinico Odontolégico del Centro de
Salud de San Bernardo, ubicado en la calle Abraham Prado 396, en la comuna de
San Bernardo, Regién Metropolitana, Chile; Dr. Renzo Casanova Gianuzzi,
certifica que esta informado del proyecto de investigacién titulado “Biomarcadores
para el diagnéstico molecular de patologia pulpar en endodoncia”, a cargo de la
investigadora principal Dra. Claudia Brizuela Cordero. Este proyecto sera realizado

en las dependencias del centro.

Se extiende la presente autorizacion para ser presentada al comité de ética del

Servicio de Salud Metropolitano Oriente.

Otorgado en Santiago, con fecha 11 de noviembre de 2016.
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14.8 ANEXO 8. Consentimiento informado.

Universidad de

los Andes

CONSENTIMIENTO INFORMADO

“Estudio para diagnéstico pulpar y marcadores inflamatorios en jévenes y adultos
de la comuna de San Bernardo”.

Usted ha sido seleccionado para participar en una investigacion relacionada con marcadores de
la inflamacién que podrian ayudar a mejorar el diagnostico pulpar.

¢ Cual es el propésito del estudio?
e El objetivo explorar la relacion entre el diagndstico pulpar y los marcadores
inflamatorios.

¢Existen estudios previos en esta materia?
* Pocos estudios han estudiado la relaciéon entre marcadores inflamatorios y diagnéstico
pulpar, por lo que este sera estudio piloto.

¢Quién puede participar en este estudio? ¢ En qué consiste mi participacion?
* Los que pueden participar en este estudio son personas entre 14 y 35 afios de la
Provincia del Maipo, RM, Chile.
* Mi participacion consiste en aceptar que tomen una muestra de dentina, liquido exudado
de la pulpa dentaria y muestra de pulpa dentaria cuando me realice mi tratamiento
endodontico.

¢Por qué debiera yo considerar mi participacion como sujeto de investigacion en este
estudio?
* Para contribuir al conocimiento del diagnoéstico pulpar.

¢Tengo necesariamente que participar en este estudio? ¢Puedo cambiar de opinién o
retirarme?
* Su participacién es completamente voluntaria y se le dara el tiempo para decidir si quiere
o no participar. Tiene plena libertad en todo momento para decidir que no quiere seguir
participando en este estudio piloto.

Si decido participar, ¢en qué consisten los controles del seguimiento del tratamiento?
* A todos los pacientes se les realizaran, los tratamientos, examenes y procedimientos,
diagndsticos habituales y necesarios en el centro odontolégico de la Universidad de los
Andes.

¢Qué peligros podria experimentar en este estudio, y que haran los investigadores para
reducir el riesgo de que estos se presenten?
* No existen riegos extras al asociado al tratamiento dental, ya que la toma de muestra no
afecta el tratamiento.

¢En que podria este estudio beneficiar a otros?
* Nuestro proposito es mejorar el diagnostico pulpar para realizar tratamientos mas
indicados.
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14.9 ANEXO 9. Procedimiento Operativo Estandar (SOPS) de las
pruebas de sensibilidad.

7
IC @'z Universidad de

¢/ los Ande

Protocolo pruebas de sensibilidad

Antes de realizar procedimiento de test pulpar hay que tener claro que pieza se analizara
y también qué pieza se utilizara como control, en este estudio se utilizara la
inmediatamente anterior a pieza a analizar. Ambas deben ser evaluadas
radiograficamente para determinar motivo de analisis y también evidenciar que pieza
control se encuentre libre de artefactos que puedan alterar la respuesta, tales como
caries, enfermedad periodontal, restauraciones muy extensas o perdida de sustancia
coronaria. En caso que dicha pieza tenga alguna de estas caracteristicas descartarla como
pieza control y seleccionar pieza anterior a esta.

Importante ademds que superficie se encuentre limpia y seca.

El siguiente protocolo describe secuencialmente la realizacion de test de sensibilidad

pulpar:

Frio: 1,1, 1, 2- tetrafluoroetano

- Se uso comercialemnte Endolce (Refrigerante Endo-lce de Hygenic, -26, 29C, ficha
anexo 1) con adaptador platico previamente posicionado

- Se selecciona pieza a tratar y como control se utiliza pieza inmediatamente
anterior

- Se aisla de manera relativa con térulas de algoddn en vestibulo

- Se seca la zona con jeringa triple por 20 segundos

- Se aplicasilicona solida en cara vestibular de pieza a tratar y pieza control

- Se aplica Endo Ice en térula de algodén por 3 segundos

- Se pone térula sobre superficie dental en tercio medio de cara vestibular

- Se espera a reaccion por parte del paciente y se registran datos

- Sino se observa respuesta luego de 15 segundos se registra como “no responde”
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14.10 ANEXO 10. Procedimiento Operativo Estandar (SOPS) de las

pruebas de vitalidad con laser doppler.

CIBRO/ Centro de Investigacion Biologia
Regenerativa Oral

SOP # 0001
v.1

Standar Operational Procedures

Julio 2016

FLUJOMETRIA LASER DOPPLER

FLUJOMERIA LASER DOPPLER

TABLA DE CONTENIDOS
Pg

I- OBJETIVO 1
1I- MARCO TEORICO 1
Ill-  EQUIPAMIENTO 2
IV- MATERIALES 2

V- PROCEDIMIENTO 2

First redaction: JULIO 2016 | T A
Submitted by Approved by

Last revission:

Next
revission:

Claudia Brizuela
Gaston Meza

Are there controlled copies?

Yes “ Location: CIBRO

PPP protocol

. OBJETIVO

Elaborar un documento, que permita estandarizar la medicidn de vitalidad pulpar

mediante flujometria de laser doppler

.  MARCO TEORICO:

La técnica consiste en dirigir el rayo ldser de baja energia, por una fibra dptica en la

superficie del diente; la luz sigue la direccion de los prismas del esmalte y los tubulos dentinarios

hasta la pulpa. Se refleja cierta luz por el movimiento de los eritrocitos en los capilares pulpares.
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14.11 ANEXO 11. Procedimiento Operativo Estandar (SOPS) de las
pruebas de sensibilidad.

Protocolo Prueba Histoldgica

Antes de realizar procedimiento de toma de muestra histoldgica hay que tener claro que
pieza se analizara.

Debe ser evaluada radiograficamente para determinar motivo de analisis y también
evidenciar que encuentre libre de artefactos que puedan alterar la respuesta, tales como

caries,

enfermedad periodontal, restauraciones muy extensas o perdida de sustancia

coronaria. En caso que dicha pieza tenga alguna de estas caracteristicas descartarla como
pieza control y seleccionar pieza anterior a esta.
Importante ademas que superficie se encuentre limpia y seca.

Materiales:

W

10.
11.
12.
13.

14.
15.

16.

Tubos eppendorf estériles con 500um de formalina

Fresas de carbide y diamante n26 estériles

Limas endododnticas estériles finas

Extractores pulpares blanco-amarillo-rojo-azul-verde-negro
Suero fisioldgico

Jeringa de irrigacion estériles

Explicar claramente al paciente el tratamiento, resolver dudas y firmar
consentimiento

Realizar pruebas endoddnticas de sensibilidad pulpar y vitalidad pulpar para
confirmar diagnostico pulpar

Confirmar radiograficamente y analisis de anatomia dental

Realizar técnica anestésica correspondiente al caso

Realizar aislamiento absoluto con goma dique. Sellar margen con opaldam en caso
de ser necesario

Seleccionar el punto de inicio en cavidad de acceso

Con fresa de diamante n2 6 de alta velocidad realizar primera parte de cavidad de
acceso en esmalte

Eliminacién de caries y restauraciones pre existentes

Al llegar a dentina cambiar a fresa de carbide

Realizar toma de muestra de exudado dentinario

Seguir cavidad de acceso hasta lograr comunicacion y realizar destechamiento
Realizar irrigacion con suero fisioldgico

Con limas endoddnticas o extractores pulpares (color y diametro adecuado al caso)
sacar contenido pulpar

Limpiar pulpa hemorragica con suero

Depositarla rapidamente en tubo eppendorf de 1.5ml estériles con 500um de
formalina

Continuar con tratamiento endoddntico

Universidad de

Jlos Ande
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14.12 ANEXO 12. Procedimiento Operativo Estandar (SOPS) de toma
de muestra de Micro BCA.

CIBRO/ Centro de Investigacion Biologia | SOP # 0001
Universidad Regenerativa Oral V.1

de los Andes Standar Operational Procedures (SOPS) ENERO 2017

MICRO BCA ™

INDICE

. DESCRIPCION ....ctiiuiiiireereseessiesesessissss sttt sssessens 2
[l ESPECIFICACIONES .........oootitiiiteeniiete ettt 2
[, CaracteriStiCas ........cc.eouerueriirieiesiese s 2
V. OBUETIVO: ..ottt 3
V. MATERIALES: ... 3
VI, ALMACENAMIENTO. ..ottt 3
VIl. PREPARACION DE LOS REACTIVOS.....oooiieeeceeeeeeeeeeevseereenaere s 4
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14.13 ANEXO 13. Procedimiento Operativo Estandar (SOPS) toma de
fluido dentinario.

Protocolo toma de muestra de fluido dentinario

Una vez identificado al paciente y seleccionada pieza a investigar y cumpliendo los
criterios de inclusion de este estudio y firmado el consentimiento informado se
realiza la toma de muestra de fluido dentinario para efectos de este estudio. El
fluido dentinario a analizar fue de dentina afectada, la cual se define como la capa
de dentina afectada por caries con desnaturalizacion de ésta en forma reversible.
Es una dentina remineralizable y contiene poca cantidad de bacterias,
encontrandose sensible y vital. Se aloja en los tubulos dentinarios y su
composicion incluye mediadores inflamatorios y compuestos vasoactivos
asociados con la inflamacion. Para la toma de muestra se deben seguir lo
siguientes pasos:

* Se debe remover las restauraciones existentes y preparar una cavidad en
dentina profunda. Se realiza el procedimiento clinico utilizando
magnificacion con lupas con un aumento de 3.5X y a una distancia de
trabajo de 400 mm (EyeMag Modelo Pro F; Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Alemania).

* Se utiliza anestesia (Clorhidrato de lidocaina al 2% con epinefrina 1:
80,000; Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, Francia) con técnica infiltrativa
o troncular segun sea el caso.

¢ Se eliminan las restauraciones antiguas, caries o dentina infectada con
turbina y fresas nuevas de alta velocidad de distintos tamafios (Kerr
Beavers Dental, Morrisburg, Canada), dejando expuesta dentina dura o tipo
cuero (dentina afectada).

* Se aisla el diente de manera absoluta utilizando dique de goma (Hygienic;
Coltene/Whaledent AG) y clamps adecuados, ademas se utiliz barrera de
proteccion gingival (OpalDam® SDS) para lograr un mejor sellado marginal
y evitar posibilidades de contaminacién de la toma de muestra.

* Se desinfecta el dique de goma con gasa con alcohol al 70%.
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1414  ANEXO 14. Adjudicacién PMI.

CONVENIO DE ADJUDICACION “CUARTO CONCURSO PMI DE INNOVACION”
ENTRE

CLAUDIA BRIZUELA
Y
DIRECCION DE INNOVACION

En Santiago de Chile, a 31 de Julio de 2017, entre la Direccion de Innovacién de la Universidad de los Andes,
representada para estos efectos por su Subdirector de Desarrollo y Comercializacion, Sr. Anil Sadarangani, y por la Sra.
Jazmin Jadue, Directora alterna del PMI y Claudia Brizuela, profesor/investigador de Facultad de Odontologia,
beneficiado con el Cuarto Concurso PMI de Innovacién 2017, para acelerar la innovacion basada en investigacion
aplicada en el ambito del PMI de Innovacién y financiar el proyecto de investigacién: “Determinacion no invasiva de
biomarcadores moleculares para el diagnostico temprano de patologia pulpar.”

Considerando

1-Que con el objeto de acelerar la innovacién basada en investigacion aplicada en la UANDES, a partir del financiamiento
de actividades que permitan fortalecer la Propiedad Intelectual y mejorar la competitividad de las propuestas a financiar
mediante fondos publicos la Universidad de los Andes ha lanzado su “Cuarto Concurso PMI de Innovacién ” con el que se
propone financiar a los académicos/investigadores de la UANDES, interesados en llevar a cabo investigacion aplicada en
el dmbito del PMI de Innovacién con el propdsito de solventar el desarrollo de pruebas a la minima escala posible, que
permitan una validacion de resultados y su posterior proteccion.

2- Que él investigador ha presentado su proyecto al “Cuarto Concurso PMI de Innovacién” y ha sido seleccionado,
adjudicandose el financiamiento solicitando en la postulacion realizada con fecha Viernes 14 de Octubre de 2016-

En razén de todo ello, las Partes convienen celebrar el presente acuerdo, que se regira por los siguientes articulos:

Articulo 1. Objeto
Seleccionar una solucién tecnoldgica que permita resolver un problema, desafio u oportunidad, desarrollar para la

solucién seleccionada, pruebas de concepto que logren disminuir la incertidumbre tecnolégica de la iniciativa y
ddesarrollar una estrategia conjunta entre PMI, el investigador y la empresa, de gestion de propiedad intelectual,
comercializacion y transferencia de la solucion tecnoldgica.

Articulo 2. Monto financiado
La Direccién de Innovacién se compromete a asignar la cantidad maxima de CLP $8.600.000 para el financiamiento del

proyecto a ser desarrollado en un plazo maximo de seis meses desde el hito de inicio del proyecto, correspondiente a la
recepcion de los insumos/reactivos y/o fungibles indicados en el formulario de proyecto. Estos fondos deberan ser
utilizados conforme se establece en el plan de trabajo, presupuesto y carta Gantt que figuran en el Anexo A y que son
parte integrante del presente convenio. La fecha maxima de envio de solicitud de compras es el 30 de septiembre de
2017.

Todo cambio en los documentos mencionados deberd ser informado y autorizado por la Direccion.
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1415  ANEXO 15. Resumen IADR 2016.

Cytokines as biomarkers in irreversible symptomatic pulpitis

Claudia Brizuela ', Carolina Inostroza ', Gastén Meza* ', Nicole Saint-Jean ', Carlos Bricefio’,

Montserrat Mercadé 2.

1 Faculty of Dentistry, University of los Andes, Santiago Chile.

2 Faculty of Dentistry, University International of Catalunya, Barcelona Espafia.

AIM: evaluate proteins levels as biomarkers from human exudate pulpar of teeth diagnosed with

irreversible symptomatic pulpitis in comparison with samples from normal pulp.

METHODOLOGY: Exudate was obtained from pulp exposure sites using paper points. 21 samples
were obtained from teeth diagnosed with normal pulp and 43 from irreversible symptomatic pulpitis
teeth. Total protein concentration were analized with Micro BCA Assay kit and cytokines levels were
determinate by high sensitive enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA). Data were statistically

analyzed using test Wilcoxon rank-sum.

RESULTS: Preliminary results shows that the total concentration of protein were between 11 y
70ug/ml. Significantly high levels (P=0,01) of IL-6 were detected in pulpal exudates from irreversible
symptomatic pulpitis teeth as compared to normal pulp teeth. Levels of IL-1beta were higher in pulpal
exudates from irreversible symptomatic pulpitis teeth as compared to normal pulp teeth, with no

significant difference (P=0,06).
CONCLUSION: IL-6 could be a potential biomarker for determining the pulpal inflammation from teeth

with irreversible symptomatic pulpitis diagnosis. Future studies are required to evaluate a broader

panel of cytokines.

170



14.16 ANEXO 16. Presentacion Bruselas 2017.

Furopean Society of 'ndodontology
This 1s to certify that
Mrs Claudia Brizuela

attended the Biennial Congress held in Brussels
14" - 16" September 2017
and received 19 hours of Continuing Professional Development

d‘“‘”t TR Y

Professor Claus Lost Professor Paul Dummer

ESE President ESE Secretary
[9}{@[9} E ‘ [b}{@[pg
BRUSSELS

European Society of Endodontology 1470 16 SEPTEMBER European Society of Endodontology
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14.17 ANEXO 17. Libro resumen presentacion Bruselas 2017.

2017

BRUSSELS

14 TO 16 SEPTEMBER

ROOTEDIN
THEHeART
oF EUR

¥

ESE Wladimir Adlivankine Research Prize,
Education Prize
and Original Research Abstracts

18" ESE Biennial Congress
Brussels, Belgium
14th-16th September 2017
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14.18 ANEXO 18. Presentacion Universidad Diego Portales (UDP).

5 7 B
Udp Escuela de Odontologia 4= ‘-a.%-:{:} C\)
FACULIAD DE SALUD Y COONTOLOGIA u d p [l
Odontologia

Santiago, 15 de Mayo de 2017

Dra. Claudia Brizuela Cordero
Docente U. De los Andes.

Mediante la presente, le hacemos llegar una cordial invitacion a participar en calidad de
Expositora en la lera Jornada de Endodoncia UDP, a llevarse a cabo el dia viernes 09 de
Junio de 2017, organizada por la Sociedad Cientifica de Estudiantes de Odontologia de la
Universidad Diego Portales.

Esperando contar con su valiosa presencia,

se despide

Ibar Villalobos Fuenzalida
Presidente
SOCEO UDP 2017
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14.19
2016.

ANEXO 19. Presentacion jornadas Universidad de los Andes

% Universidad de
// los Andes ’ E‘é%”&éﬁ%mm XIV JORNADAS CIENTiFICAS INTERNACIONAL

“Caries, La Enfermedad, La Lesion y su Manejo Clinico”

Programa dia 1: Jueves 29 de septiembre 2016
Lugar: Aula Magna Edificio Biblioteca / traduccion simultanea

Hora Actividad/Tema

Expositor

Dr. José Antonio Giménez

Decano Facultad de Odontologia - Universidad de los Andes.

8.30-9:00  Registro de los participantes.
9:00-9:15  Bienvenida.

Curso Internacional
9:15-10:30  Comprendiendo el rol del biofilm dental en la caries

Dra. Bente Nyvad.

Universidad de Aarhus, Dinamarca.

10:30-11:00 Café
11:00-11:45 Deteccion de caries visual-tactil : “The Nyvad method"”.
11:45-12:30 Control de caries en la practica clinica.
12:30-13:00 Preguntas.
13:00 - 15:00
Conferencias y discusion

15:00-15:20  ¢Son los probidticos una alternativa para el control o prevencion de caries?
15:20-15:30 Preguntas.
15:30-15:50 Estrategias para el control de caries en el adulto mayor.

15:50-16:00 = Preguntas.

Relacion entre deteccion visual e imagen radiografica, su impacto en la decision de
restaurar o no restaurar.

16:20-16:30  Preguntas.

16:00 - 16:20

16:30-16:45 Comentarios.
16:45-17:15 Café.
17:15-17:35 Decisiones de tratamiento en el manejo de lesiones de caries.

17:35-17:45 Preguntas.

Tratamiento de lesiones proximales utilizando sellantes y/o infiltrantes versus
tratamiento no operatorio.

18:05-18:15 Preguntas de los asistentes.

17:45 - 18:05

18:15-18:30 Comentarios finales.

Horario para almuerzo

Dra. Bente Nyvad
Universidad de Aarhus, Dinamarca.

Dr. Gonzalo Rodriguez.
Universidad de Chile.

Dr. Rodrigo Giacaman.
Universidad de Talca.

Dr. Ivan Urzda.
Universidad del Desarrollo, Universidad de Chile.

Dra. Bente Nyvad.

Universidad de Aarhus, Dinamarca.

Dr. Rodrigo Cabello.
Universidad de Chile, Universidad Diego Portales,
Universidad del Desarrollo.

Dr. Sergio Gomez.
Universidad de Valparaiso.

Dra. Bente Nyvad.
Universidad de Aarhus, Dinamarca.
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14.20 ANEXO 20. Resumen IADR 2017.

CONTROL ID: 2813196

TITLE: DETERMINATION OF PROTEIN CONCENTRATION IN DENTINAL FLUID SAMPLES IN TEETH WITH
REVERSIBLE PULPITIS AND IRREVERSIBLE PULPITIS

Objectives: To determine the concentration of proteins in samples of dentinal fluid in teeth with reversible pulpitis and
irreversible pulpitis.

Methods: 16 patients who met inclusion and exclusion criteria were recruited. Patients signed informed consent. They
were separated in 2 groups; Reversible pulpitis (n=6) and irreversible pulpitis (n=10). The samples were obtained after
caries removal, using Durapore® a polyvinylidene fluoride membrane (PVDF) (Merck Millipore, Billerica, MA, USA).
They were stored at -80~ C until were processed. Samples were eluted with 350 uL 1:PBS1X Buffer plus 0.1% Tween
20 detergent and analyzed using Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA). The
results were analyzed estimating a logistic regression (Stata 14.2).

Results: Descriptively, proteins concentration level on reversible pulpitis group was 3.67 ug / mL (standard deviation
[SD]: 2.96) and concentration on irreversible pulpitis group was 19.42 ug / mL (SD: 19.1). There were no association
between concentration level and presence of irreversible pulpitis (OR=1.15; p = 0.165). The area under ROC curve
was 0.73.

Conclusions: It is possible to find proteins in samples of dentinal fluid in teeth with reversible pulpitis and irreversible
pulpitis diagnoses, using Durapore®. The level of proteins concentration was higher on irreversible group but not
statistical significant. It is necessary to determine which proteins are present in the different diagnoses and explore
with more sample size the relationship between level and diagnosis.

AUTHORS (FIRST NAME INITIAL LAST NAME): C, Bricefio ", C. Inostroza ', G. Meza . 1. Bravo , L. Castrillon, M.
Mercadé *, A. Chaparro™, V. Ramirez™, O. Ramirez™, C. Brizuela

INSTITUTIONS (ALL):

1. Endodontic, Universidad de los Andes, Santiago, Chile.

2. periodonctics, Universidad de los Andes, Santiago, Chile.

3. Universidad de los Andes, Santiago, Chile.

4. Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain.

PRESENTER: Ignacia Bravo

PRESENTER (EMAIL ONLY): ignacia.bravo@gmail.com

PREFERRED PRESENTATION TYPE: Poster

Support: No

Support Funding Agency/Grant Number: (none)

AWARDS:

TABLE TITLE: (No Tables)

(no table selected)

(No Image Selected)

Declaration of Helsinki of the World Medical Association Compliance: Declaration of Helsinki of the World Medical
Association Compliance

Financial Interest Disclosure - Account create: Carlos Bricefio: No Answer. | Carolina Inostroza: No Answer. | Gaston
Meza: No Answer. | Ignacia Bravo: No Answer. | Luis Castrillén: No Answer. | Montse Mercadé: No Answer. |
Alejandra Chaparro: No Answer. | Valeria Ramirez: No Answer. | Ornella Ramirez: No Answer. | Claudia Brizuela: No
Answer.

First Publishing/Presentation : First Publising/Presentation Confirmation

Permission to Publish: Permission to Publish

Pre-Registration: Pre-Registration
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14.21

ANEXO 21. Paper Biodentine.

CONSORT Randomized Clinical Trial

Direct Pulp Capping with Calcium Hydroxide,
Mineral Trioxide Aggregate, and Biodentine
in Permanent Young Teeth with Caries:

A Randomized Clinical Trial

Claudia Brizuela, DDS, MS, PhD,* Andrea Ormeno, DDS, MS, PhD,* Carolina Cabrera, DDS,*
Roxana Cabezas, DDS, MS,* Carolina Inostroza Silva, BS, MS, PbD, * Valeria Ramirez, DDS, MS,*

and Montse Mercade, DDS, MS, PhD’

Abstract

Introduction: Direct pulp capping treatment is in-
tended to preserve pulp vitality, to avoid or retard
root canal treatment, and, in cases with an open
apex, to allow continued root development. Historical-
ly, calcium hydroxide (CH) was the gold standard ma-
terial, but nowadays calcium silicate materials
(CSMs) are displacing CH because of their high bioac-
tivity, biocompatibility, sealing ability, and mechanical
properties. However, more randomized clinical trials
are needed to confirm the appropriateness of CSMs
as replacement materials for CH in direct pulp capping
procedures. Methods: A randomized clinical trial was
conducted that included 169 patients (mean age,
11.3 years) from the Maipo district (Chile). The inclu-
sion criterion was patients with 1 carious permanent
tooth with pulpal exposure, a candidate for a direct
pulp capping procedure. The patients were randomly
allocated to one of the experimental groups (CH,
Biodentine, or mineral trioxide aggregate [MTA]). Clin-
ical follow-up examinations were performed at 1 week,
3 months, 6 months, and 1 year. The Fisher exact test
was performed. Results: At the follow-up examination
at 1 week, the patients showed 100% clinical success.
At 3 months, there was 1 failure in the CH group. At
6 months, there were 4 new failures (1 in the CH group
and 3 in the MTA group). At 1 year, there was another
failure in the CH group. There were no statistically sig-
nificant differences among the experimental groups.
Conclusions: CSMs appear to be suitable materials
to replace CH. Although no significant differences
were found among the materials studied, Biodentine
and MTA offered some advantages over CH. (J Endod
2017;M:1-5)

Key Words
Biodentine, calcium hydroxide, direct pulp capping, mineral trioxide aggregate,
randomized clinical trial

Treatmem of pulpal
exposure in permanent
teeth is a challenge for cli-
nicians. Traumatic injuries,
anatomic anomalies, and
extensive caries can cause
inflammation of the pulp
and arrested root development. Different strategies have been used for vital pulp therapy;
these are indirect or direct pulp capping and pulpotomy. The main goal of vital pulp ther-
apy is to preserve pulpal tissue, remove tissue that is contaminated by bacteria, and pro-
mote repair of the mineralized tissue barrier (dentin bridge). Direct pulp capping is a
procedure wherein a small exposure of pulp is covered with a protective wound dressing
(1). This treatment is intended to avoid future root canal treatment or at least postpone it
until root formation is complete (2).

Numerous materials have been used throughout the years for pulp capping. Calcium
hydroxide (CH) has been the gold standard in recent decades (3-5); however, calcium
silicate materials (CSMs) have been used in more and more clinical applications since
their development. Calcium hydroxide has some obvious drawbacks, including
inflammation and necrosis of the pulp surface after pulp capping, high solubility in
oral fluids, degradation over time, the formation of tunnel defects inside the dentin
bridge, and low mechanical resistance, which might cause future microfiltration and
failure of the treatment (6-9).

Mineral trioxide aggregate (MTA) was the first CSM to be marketed. Since its
approval by the Food and Drug Administration in 1998, it has been used with increasing
frequency, with very good clinical and iz vitro results (10—12). In a systematic review
with a meta-analysis that compared the effectiveness of MTA and CH as pulp capping
materials in permanent human teeth, the conclusion was that MTA has a higher success
rate and results in less pulpal inflammation and more predictable formation of a hard
dentin bridge than CH (13). This conclusion demonstrates that MTA is a suitable ma-
terial for direct pulp capping procedures and argues against the continuing recommen-
dation of CH as the gold standard for such treatments. However, as the first CSM, MTA

This is the first clinical trial to compare the efficacy
of the most frequently used and reported material
for direct pulp capping in permanent teeth (CH)
versus the new CSMs (MTA and Biodentine).
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14.22 ANEXO 22. Ficha registro pacientes.

HOJA DE REGISTRO INVESTIGACION BIOMARCADORES

Nombre del paciente:

Edad: Fono: Mail:

Fecha de nacimiento:

Fecha toma de muestra: __/ / RUT:

Piso: Box:

Alumno encargado de paciente:

Diente Prueba de Frio Prueba de Calor Prueba Eléctrica
EVA | Segundos EVA | Segundos Intensidad Segundos
Diente
experimental
Diente Control

Diagnostico pulpar:
Escala de sintomatologia:
Numero de enrolamiento: (3 ultimos digitos mas el guion)
Nombre de persona que toma la muestra:

TABLA INTERPRETACION DE PRUEBAS

DIAGNOSTICO PRUEBA FRIO PRUEBA CALOR PERCUSION RADIOGRAFIA
Pulpa Normal Normal?® Normal? Responde normal = Ligamento periodontal normal
Pulpitis Reversible Aumentado en Aumentado en Responde normal | Ligamento periodontal normal

intensidad, pero no en | intensidad, pero no

duracién en duracion
Pulpitis Irreversible Aumentado en Aumentado en Puede estar Ligamento periodontal normal
Sintomatica intensidad y en intensidad y en aumentado en o engrosado

duracién duraciéon intensidad
Pulpitis irreversible Normal o disminuida | Normal o Puede no Ligamento periodontal normal
asintomatica en tiempo en disminuida en responder o estar | o engrosado.

intensidad tiempo en levemente

intensidad aumentada
Necrosis Pulpar No responde No responde No responde Ligamento periodontal normal
Periodontitis apical No responde No responde Aumentado en Ligamento periodontal normal,
sintomatica intensidad engrosado o ausente por lesion
periapical.

1 < . T < " s .
Normal: Las pruebas térmicas de sensibilidad endoddntica producen en las pulpas normales, una respuesta positiva, que es leve, y cesa casi
inmediatamente después de retirar el estimulo. 1
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14.23 ANEXO 23. Paper Forense.
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ANEXO 24. Paper L-PRF.

Case Report/Clinical Technigques

An Innovative Regenerative Endodontic
Procedure Using Leukocyte and Platelet-rich
Fibrin Associated with Apical Surgery:

A Case Report

Nelson Pinto, MSc, * Alexandra Harnish, MSc,f Carolina Cabrera, MSc,” )
Catbherine Andrade, MSc,” Tony Druttman, MSc,” and Claudia Brizuela, MSc'

Abstract

Regenerative endodontic procedures (REPs) associated
with apical surgery could represent an alternative treat-
ment strategy for patients whose teeth present incom-
plete root formation and extensive apical lesions.
Leukocyte platelet-rich fibrin (L-PRF) has potential ben-
efits in REPs; it could promote apical root formation and
optimal bone healing. The aim of this case report was to
describe innovative regenerative endodontic therapy us-
ing L-PRF in the root canal and an extensive apical lesion
in an immature tooth with dens invaginatus and asymp-
tomatic apical periodontitis. A healthy 20-year-old
woman was referred to the dental clinic of the Universi-
dad de Los Andes, Santiago, Chile, for endodontic treat-
ment in tooth # 22 with incomplete root development
and an extensive apical lesion. The diagnosis was
asymptomatic apical periodontitis associated with
dens invaginatus type II. The patient was treated with
an innovative approach using L-PRF in REPs associated
with apical surgery. Follow-ups were performed at
6 months and 1 year later. They included periapical ra-
diographs, cone-beam computed tomographic imaging,
sensitivity, and vitality tests. The clinical evaluations
performed at 6 months and 1 year revealed an absence
of symptoms. The radiographic evaluations showed that
the apical lesion was resolved. The cone-beam images
indicated that the root length increased and the walls
had thickened. The sensitivity tests were positive, and
the laser Doppler flowmetry showed positive blood
flow after 1 year. The success of the results in this
case report indicate that L-PRF can be used as a comple-
ment in apical surgery and REPs and could provide an
innovative alternative treatment strategy for complex
clinical cases like these. (J Endod 2017;: M :1-7)

Dens in dente, endodontics, guided tissue regeneration, platelet-rich plasma

This case report supports scientific knowledge as
aunique treatment approach using aregenerative
endodontic procedure using leukocyte and
platelet-rich fibrin associated with apical surgery.
Therefore, it could promote new studies in order
to support the results obtained and have a higher
level of scientific evidence.

Teeth with incomplete
root formation, thin
dentin walls, and extensive
apical lesions are usually a
clinical problem of inter-
est for dentists. In such
scenarios, mechanical prep-
aration of the root canal
using conventional end-
odontic treatment may further
weaken the thin dentinal walls and increase the risk of tooth fracture (1). In addition,
clinicians are unable to completely remove microorganisms because of the widened
root canal (2). A good apical seal is difficult, and the filling material presents a high
probability of extrusion (3). Even the apexification procedure cannot promote com-
plete root formation, which is a desirable end point for this condition (4). On the other
hand, regenerative endodontic procedures (REPs) could be a better solution; these are
defined as biologically based procedures designed to replace damaged structures, with
live viable tissues that preferably have the same origin and restore the normal physio-
logical functions of the pulp-dentin complex (5, 6). Diogenes et al (7) found that dens
evaginatus and dens invaginatus are the second most common etiology of pulp necrosis
in immature teeth. REPs are based on 3 principles of bioengineering: mesenchymal
stem cells (MSCs), scaffolds, and growth factors (6). MSCs are located in the apical
papilla and migrate into the root canal, blood clots or fibrin are the scaffold to promote
stem cell proliferation, and growth factors are proteins located in dentin walls and the
matrix; they can promote MSC proliferation and differentiation (7). Currently, an
increased understanding regarding the use of autologous platelet concentrates and
their role in healing processes has led to the development of new approaches in
different fields of dentistry. In particular, leukocyte platelet-rich fibrin (L-PRF) has
several properties that could be positive for REPs, including its capacity to behave as
scaffolds, provide growth and chemotactic factors, and induce different cells (8).
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M) Check for updates

ANEXO 25. Paper Encia.
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Gingival Mesenchymal Stem Cells
Outperform Haploidentical Dental Pulp-
derived Mesenchymal Stem Cells in
Proliferation Rate, Migration Ability, and
Angiogenic Potential

loannis Angelopoulos'?, Claudia Brizuela®,
and Maroun Khoury'?*

Abstract

High donor variation makes comparison studies between different dental sources dubious. Dental tissues offer a rare
opportunity for comparing the biological characteristics of haploidentical mesenchymal stem cells (MSCs) isolated from the
same donor. The objective was to identify the optimal dental source of MSCs through a biological and functional comparison
of haploidentical MSCs from gingival (GMSCs) and dental pulp stem cells (DPSCs) focusing mainly on their angiogenic
potential. The comparison study included (1) surface markers expression, (2) mesodermal differentiation capacity (chon-
drogenic, adipogenic, and osteogenic), (3) proliferation, (4) migration potential, (5) ability to form colony units, and (6)
angiogenic potential in vitro and in vivo. Comparative analysis showed no difference in the immunophenotypic profile nor for
the trilineage differentiation potential. Proliferation of GMSCs was higher than DPSCs at day 6 (2.6-fold higher, P < 0.05).
GMSCs showed superior migratory capacity compared to DPSCs at 4, 8,and 12 h (2.1-, I.5-, and 1.2-fold higher, respectively,
P < 0.05). Furthermore, GMSCs formed a higher number of colony units for both cell concentrations (1.7- and |.4-fold higher
for 150 and 250 starting cells, respectively, P < 0.05). GMSCs showed an improved angiogenic capacity compared to DPSCs
(total tube lengths 1.17-fold higher and 1.5-fold total loops, P < 0.05). This was correlated with an enhanced release of vascular
growth factor under hypoxic conditions. Finally, in the plug transplantation assay evaluating the angiogenesis in vivo, the DPSC
and GMSC hemoglobin content was 3.9- and 4-fold higher, respectively, when compared to the control (Matrigel alone).
GMSCs were superior to their haploidentical DPSCs in proliferation, migration, and angiogenic potentials. This study positions
GMSCs in the forefront of dental cell sources for applications in regenerative medicine.

Keywords
haploidentical, dental and gingival mesenchymal stem cells, migration, angiogenesis

Introduction

Mesenchymal stem cells (MSCs) hold great promise for revo-
lutionizing the dental regeneration field'. They can be
derived from the bone marrow (BM)*, the adipose tissue, the
dental pulp®, the gingival tissue’, or the periodontal ligament
(PDL)*®. MSCs are pluripotent cells that have the ability to
differentiate into different type of cells (osteogenic, chondro-
genic, and adipogenic)’'%. Despite the various sources of
MSCs, the bone marrow mesenchymal stem cell (BMSC) has
been considered the gold standard and used extensively in cell
therapy applications. One of the major drawbacks is the high
invasiveness and low yield of their harvesting, making access to
a large volume of BM from healthy donors very difficult'*>.
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ANEXO 26. Tabla Histologia.

Pulpitis Irreversible

Numero de Identificacion de |  Coincidenciaen | Coincidencia
muestra las Muestra ndmero en %

1 9948 Eliminada

2 8110 1

3 7876 1

4 7734 1

5 7674 1

6 7228 2

7 6781 1

8 6329 1

9 6631 1

10 6206 1

Pulpa Normal
Nimerode | Identificacién delas |Coincidenciaen| Coincidencia
muestra Muestra nimero en %
1 9127 1
2 8343 1
3 8130 2
4 7926 1
5 7779 1
b 7241 1
7 6948 1
B 6443 1
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14.27 ANEXO 27. Jornadas Cientificas En Salud.

' Il JORNADAS '™+
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Universidad de
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