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Resumen 

El ácido hialurónico o hialuronano (HA) es un glicosaminoglicano no sulfatado 

distribuido en todos los tejidos del organismo, entre ellos los tejidos periodontales. 

En su forma fisiológica de alto peso molecular (HMW-HA) interviene en diferentes 

procesos, tal como la cicatrización de heridas, angiogénesis, motilidad, adhesión y 

proliferación celular. Sin embargo, en estados inflamatorios, el HMW-HA puede 

degradarse a fragmentos de bajo peso molecular (LMW-HA) que activan la 

respuesta inmune del individuo. 

Las células dendríticas, como presentadoras de antígeno, definen la 

respuesta inmune adquirida desplegada durante diversas patologías. De esta 

manera, estas células maduran a diferentes líneas celulares que a su vez participan 

en la diferenciación selectiva de los distintos subtipos de linfocitos T y, así, 

determinan el fenotipo clínico de la enfermedad. Durante la periodontitis, los niveles 

de LMW-HA están particularmente elevados; así, podrían ser reconocidos y 

procesados por las células dendríticas y contribuir al desarrollo de una respuesta 

inmune adquirida asociada a la inflamación y resorción ósea alveolar determinante 

de la pérdida de los dientes. 

En este estudio, se analizó la expresión de distintas citoquinas y factores de 

transcripción en células dendríticas expuestas in vitro a LMW-HA y luego 

estimuladas con Agregatibacter actinomycetemcomitans o Porphyromonas 

gingivalis. El LMW-HA indujo un incremento en la expresión de citoquinas y factores 

de transcripción asociados a respuesta inmunoinflamatoria en las células 

dendríticas expuestas a P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans. Sobre la base 

de estos resultados, podemos sugerir que el LMW-HA podría estar implicado en la 

generación de un microambiente molecular periodontal que potenciaría el efecto 

inmunogénico de ciertas bacterias periodonto-patógenas. 

 . 
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Antecedentes Bibliográficos  

Periodontitis 

La periodontitis es una patología inflamatoria crónica que afecta los tejidos de 

soporte dentario. Se manifiesta clínicamente con inflamación gingival, pérdida de la 

inserción conectiva, resorción del hueso alveolar y formación de saco periodontal 

(Armitage, 1999; Van Der Velden, 2005). 

El inicio de la enfermedad se asocia a un incremento en la biomasa de ciertos 

patógenos clave en el ambiente subgingival, los que inducen fenómenos de 

disbiosis a nivel local e invaden los tejidos de inserción de los dientes, 

desarrollándose la respuesta inmunoinflamatoria del hospedero (Hajishengallis and 

Lamont, 2012). De no resolverse, esta respuesta puede evolucionar a un proceso 

crónico en el que intervienen mediadores proinflamatorios tales como 

prostaglandina E2 (PGE2), interleuquina (IL)-1β, e IL-6 (Kurgan and Kantarci, 2017). 

La acción de estos mediadores desencadena la producción del ligando del receptor 

activador del factor nuclear kappa-B (RANKL), que produce la activación de los 

osteoclastos y de esta forma la resorción de hueso alveolar que lleva a la pérdida 

de los dientes (Hienz et al., 2015; Kornman, 2008; Pihlstrom et al., 2005; Harvey, 

2017) 

Bacterias asociadas a la periodontitis 

La placa subgingival está compuesta principalmente por cientos de especies 

bacterianas organizadas en comunidades complejas (Darveau, 2010). Entre las 

especies implicadas en la etiología y progresión de la periodontitis, las de mayor 

relevancia en cuanto a su potencial patogénico son Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis (Kinane, 2002). 

A. actinomycetemcomitans es un cocobacilo Gram negativo, capnofílico, no 

móvil, altamente prevalente en la periodontitis agresiva localizada (Könönen and 

Müller, 2014; Suzuki et al., 2005). A. actinomycetemcomitans expresa distintos 

factores de virulencia, entre los cuales se encuentran: leucotoxina, fimbria, toxina 

distensora citoletal, adhesinas epiteliales, proteínas de adhesión e invasión celular 



6 
 

y lipopolisacárido (LPS), antígeno inmunodominante y determinante clave del tipo 

de inmunidad adquirida desplegada en los tejidos infectados (Perry et al., 1996; 

Gholizadeh et al., 2017).  

P. gingivalis es un cocobacilo Gram negativo, no móvil, anaerobio estricto y 

asacarolítico, altamente prevalente tanto en periodontitis crónica como agresiva 

(Olsen et al., 2017). P. gingivalis expresa diferentes factores de virulencia, tales 

como cápsula extracelular, LPS, hemaglutininas, fimbrias y enzimas proteolíticas 

(Diaz Zúñiga, 2012; van Winkelhoff et al., 1993).  

Respuesta inmune: Células dendríticas y su regulación transcripcional 

Las células dendríticas (CDs) son células presentadoras de antígeno que 

desempeñan un rol clave en la respuesta inmune del hospedero, capturando, 

procesando y presentando los antígenos a los linfocitos T, para así iniciar y regular 

la respuesta inmune adaptativa (Song et al., 2017). Ante una disminución en la 

función de las CDs, aumenta la susceptibilidad a la periodontitis, lo que sugiere que 

las CDs tienen un efecto global protector en el periodonto (Xiao et al., 2015). Sin 

embargo, bajo ciertas condiciones patológicas, la desregulación en la producción 

de sus mediadores proinflamatorios puede alterar la homeostasis inmune, 

perpetuando una serie de patologías inflamatorias crónicas, tal como la periodontitis 

(Banchereau and Steinman, 1998). En esta patología, las CDs pueden ser 

estimuladas por A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis, los que estimulan los 

receptores tipo toll TLR2 y TLR4, promoviendo su activación y, consecutivamente, 

la producción de citoquinas proinflamatorias, tales como IL-1β, IL-23, factor de 

necrosis tumoral (TNF)-α y TNF-β (Díaz-Zúñiga et al., 2015).  

Las citoquinas secretadas y su patrón inflamatorio dependen del subtipo de 

CD estimulada (Murphy, 2013), lo que podría llevar a generar diferencias en la 

respuesta inmune desplegada y en el desarrollo de enfermedades como la 

periodontitis. De esta forma, el estudio de los factores de transcripción que regulan 

la activación de los diferentes subtipos de CDs podría llegar a ser clave para 

dilucidar los fenómenos moleculares implicados en esta patología (Figura 1). 
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Las CDs se dividen en dos grandes grupos: CDs plasmocitoides (pCDs) y 

CDs comunes o convencionales (cCDs). Las pCDs son activadas por virus y están 

especializadas en la producción de interferón (IFN)-α. Los factores de transcripción 

que regulan este fenotipo son IRF8 y E2-2 (Ma et al., 2015). Por otro lado, las cCDs 

son, en su mayoría, activadas por bacterias y se dividen en dos subtipos, las cCD1 

y cCD2 (Collin and Bigley, 2018; Guilliams et al., 2014; Pulendran et al., 2008; 

Schlitzer et al., 2015; Tussiwand and Gautier, 2015). 

Las cCD1, activadas principalmente por patógenos intracelulares, requieren 

para su desarrollo la expresión de los factores de transcripción IRF8 y BATF3. Estas 

células expresan receptores TLR 1, 2, 3, 6, 8 (Jongbloed et al., 2010) y están 

especializadas en la producción de IL-12 en timo (Chandra et al., 2017; Bigley et al., 

2016; Tamura, 2017; Murphy, 2013), pero en sangre su producción es más limitada 

(Leal Rojas et al., 2017; Merad et al., 2013). Un incremento de IL-12 activa a las 

células linfoides 1 (ILC1) innatas para producir IFN-γ y, finalmente, conducirán a 

una respuesta inmune tipo T helper 1 (Th1) (Azuma, 2006; Bluestone et al., 2009; 

Collin and Bigley, 2018). Además, las cCD1 conducen a una respuesta de linfocitos 

CD8+ citotóxicos a través de la presentación cruzada con las células infectadas (Lee 

et al., 2017; Li et al., 2017; Zhong et al., 2017). 

Las cCD2 contemplan al menos 2 subtipos. Uno de ellos es activado por 

patógenos extracelulares y para su desarrollo es necesaria la expresión de los 

factores de transcripción IRF4 y NOTCH2 (Nam and Lim, 2016; Xu et al., 2012; van 

Hamburg and Tas, 2018; Guilliams et al., 2014). Estas células expresan receptores 

TLR2 y TLR4 (Von Bubnoff et al., 2012; Leal Rojas et al., 2017; Nizzoli et al., 2014) 

y son las principales productoras de IL-12 e IL-1β en sangre, promoviendo una 

inmunidad mediada por linfocitos Th1 y CD8+ (Leal Rojas et al., 2017). Además 

están especializadas en la producción de IL-6 e IL-23 y conducen a la inmunidad 

mediada por linfocitos Th17 y Th22 (Baba et al., 2012; Bluestone et al., 2009; 

Steinman et al., 2003; Collin and Bigley, 2018; Nizzoli et al., 2014). El otro subtipo 

de cCD2 es activado durante reacciones alérgicas e infecciones parasitarias, y para 

su desarrollo se requieren los factores de transcripción IRF4 y KLF4 (Bedoui and 
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Heath, 2015). Este subtipo de células conduce a la activación de una respuesta 

inmune tipo Th2 (Tussiwand et al., 2015). 
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NOTCH2 KLF4 

 

  

Figura 1. Linajes de células dendríticas definidos a partir de sus factores de 
transcripción inmunoreguladores. Se describen dos linajes de células dendríticas 
principales, las pCD y cCD. Las cCD están implicadas en la inmunidad ante bacterias 
y se dividen a su vez en dos subtipos definidos por 2 reguladores maestros: cCD1 
expresa el factor BATF3 y cCD2 el factor IRF4. 
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Los diferentes subtipos de CDs pueden recibir señales inmunoestimuladoras 

variadas para la liberación de citoquinas y éstas se pueden resumir en 3 grandes 

grupos: (1) las señales de peligro exógenas presentes en las bacterias infectantes, 

como los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), (2) las señales de 

peligro homeostático, como los cambios de pH, osmolaridad o hipoxia, y (3) las 

señales de peligro endógenas, es decir los patrones moleculares asociados a daño 

o DAMPs (del inglés, Damage-Associated Molecular Patterns), también conocidos 

como alarminas (Gallo and Gallucci, 2013). 

Patrones moleculares asociados a daño  

Los DAMPs se definen como estructuras moleculares endógenas que son activadas 

o secretadas por células que experimentan estrés, daño y/o muerte celular 

patológica, o que se originan producto de injurias a la matriz extracelular. En 

condiciones normales, estas moléculas tienen funciones fisiológicas; sin embargo, 

bajo ciertas condiciones de estrés, su sobreproducción conduce a una respuesta 

tisular exacerbada y no regulada, resultando en trastornos hiperinflamatorios 

sistémicos agudos asociados a daños colaterales o procesos de exceso de 

reparación acompañados de fibrosis (Liang et al., 2015). Por otro lado, pueden 

perpetuar una respuesta inmune de baja intensidad, no lo suficientemente eficiente 

como para eliminar el desencadenante inflamatorio, derivando así en la resolución 

inadecuada de la injuria e inflamación crónica (Mann, 2011). 

En este contexto, los diferentes subtipos de linfocitos T se diferencian y 

activan durante la presentación antigénica, contribuyendo a la inflamación y 

destrucción tisular (Bomfim et al., 2017). De esta forma, los DAMPs se vinculan con 

la patogénesis de diversos trastornos y enfermedades en humanos, tal como el 

cáncer, infarto agudo al miocardio, diabetes mellitus tipo 2, enfermedad de 

Alzheimer, asma, neumonía y hepatitis. Además, pueden actuar potenciando la 

reacción del hospedero ante infecciones bacterianas (Liang et al., 2015; 

Timmermans et al., 2016; Land, 2015). Los DAMPs son reconocidos por las CDs 

mediante los receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a 

patógenos (PRRs), a través de los cuales inducen mecanismos efectores innatos, 
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tal como la producción de citoquinas proinflamatorias y quimioquinas (Satoh and 

Akira, 2016). La principal secuencia  en la que los DAMPs intervienen en una 

infección bacteriana se resume de la siguiente forma: (1) invasión bacteriana, (2) 

estrés celular o daño tisular, (3) liberación de DAMPs, (4) reconocimiento por células 

inmunes innatas portadoras de PRRs, tal como las CDs, (5) activación del sistema 

inmune innato y, por último, (6) despliegue de la respuesta inmune adaptativa con 

diferenciación y activación de linfocitos T (Land, 2015). 

 Existen diversas moléculas que han sido calificadas como DAMPs, entre 

ellas las más estudiadas son las proteínas de alta movilidad-1 (HMGB1), proteínas 

s100, proteínas de choque térmico (HSP), ácidos nucleicos (DNA y RNA), ATP, 

ácido úrico y el hialuronano de bajo peso molecular (LMW-HA) (Timmermans et al., 

2016; Gallo and Gallucci, 2013). 

Hialuronano de bajo peso molecular como señal de daño DAMP 

El hialuronano (HA) es un glicosaminoglicano no sulfatado de alto peso molecular 

que forma parte fundamental de la matriz extracelular de diversos tejidos, incluidos 

las de los tejidos periodontales (Liang et al., 2011; Bansal et al., 2010; Necas et al., 

2008). 

 En estados fisiológicos no inflamatorios, el HA existe en forma molecular de 

alto peso molecular (HMW-HA) >500 kDa. En estas condiciones, el HMW-HA es 

inmunoregulador, al interactuar con el receptor CD44 para proporcionar señales de 

integridad tisular y respuestas antiinflamatorias (Liang et al., 2011). Por esta razón 

ha sido utilizado en diversas áreas médicas, tal como la ortopedia, la dermatología 

y la oftalmología (Bowden et al., 2017)..En el campo de la odontología, el HMW-HA 

ha mostrado efectos antiinflamatorios y antibacterianos durante el tratamiento de la 

gingivitis y la periodontitis (Bertl et al., 2015). Debido a su rol en la modulación de la 

cicatrización de heridas, se ha propuesto además que podría brindar efectos 

beneficiosos en la regeneración de los tejidos periodontales (Bansal et al., 2010). 

 Sin embargo, en estados inflamatorios, el HA puede degradarse en LMW-HA 

con un peso molecular <500 KDa (Braza et al., 2016; Hull et al., 2015). Esta 
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degradación es resultado de la actividad enzimática de las hialuronidasas activadas 

por estrés mecánico u oxidativo (Stern et al., 2006). El LMW-HA puede señalizar vía 

TLR2 o TLR4, desencadenando la activación del factor nuclear kappa B (NF-kB), 

factor de transcripción clave en la regulación de la expresión de citoquinas que 

promueven la respuesta inmunoinflamatoria (Powell and Horton, 2005; Petrey and 

de la Motte, 2014; Termeer et al., 2002; Scheibner et al., 2006). Así, el LMW-HA 

lleva a un incremento en la secreción de IL-8, IL-12, TNF-α y óxido nítrico (NO) en 

muchos tipos celulares, incluyendo las CDs, en las cuales actúa como una molécula 

coadyuvante de la activación linfocitaria a través de la regulación de las moléculas 

coestimuladoras (Termeer et al., 2002; Scheibner et al., 2006). Además, el LMW-

HA promueve la migración de las CDs hacia los linfonodos (Rizzo et al., 2014). 

 Los niveles de LMW-HA están particularmente elevados en los tejidos 

gingivales de los pacientes afectados de periodontitis (Yamalik et al., 1998), 

posiblemente como resultado de la acción de las enzimas bacterianas 

hialuronidasas (Casale et al., 2016). Estudios no publicados de nuestro laboratorio 

indican que los niveles de LMW-HA se mantienen incrementados incluso después 

del tratamiento periodontal no exitoso. 

 El propósito de este estudio es evaluar el potencial inmunogénico del LMW-

HA en las CDs estimuladas con bacterias patógenas periodontales, lo que podría 

explicar, al menos en parte, la respuesta inmunoinflamatoria exacerbada 

característica de la periodontitis. Para ello, se analizará la variabilidad en la 

producción de citoquinas y factores de transcripción en CDs estimuladas con P. 

gingivalis o A. actinomycetemcomitans expuestas o no a LMW-HA. 
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Hipótesis 

El hialuronano de bajo peso molecular (LMW-HA) induce un incremento en la 

expresión de factores de transcripción inmunoreguladores y citoquinas 

proinflamatorias en las células dendríticas estimuladas con Porphyromonas 

gingivalis o Aggregatibacter actinomycetemcomitans. 

 

Objetivo general 

Determinar la expresión de factores de transcripción inmunoreguladores y 

citoquinas proinflamatorias en células dendríticas derivadas de monocitos humanos, 

estimuladas con Porphyromonas gingivalis o Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, expuestas o no a hialuronano de bajo peso molecular 

(LMW-HA). 

 

Objetivos específicos 

1. Cuantificar mediante RT-qPCR los niveles de expresión de las citoquinas IL-

1β, IL-6, IL-23 y TNF-α en células dendríticas estimuladas con 

Porphyromonas gingivalis o Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 

expuestas o no a hialuronano de bajo peso molecular (LMW-HA). 

2. Cuantificar mediante RT-qPCR los niveles de expresión de los factores de 

transcripción IRF8, BATF3, IRF4 y NOTCH2 en células dendríticas 

estimuladas con Porphyromonas gingivalis o Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, expuestas o no a hialuronano de bajo peso 

molecular (LMW-HA). 
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Metodología 

Bacterias patógenas periodontales 

La cepa A. actinomycetemcomitans ATCC® 43718™ (Y4), serotipo b, se sembró en 

medio agar infusión cerebro-corazón (BHI; Oxoid LTD, Hampshire, England) e 

incubó a 37ºC en condiciones de capnofilia (O2 8% y CO2 12%) usando un 

generador de condición microareobia CampyGenTM (Oxoid Ltd, Hampshire, 

Inglaterra). La cepa P. gingivalis W50, serotipo K1, se sembró en medio agar sangre 

hemina-menadiona (5% de sangre desfibrinada de caballo y 0,5 mg/L de hemina y 

menadiona) en condiciones de anaerobiosis (80% N2, 10% CO2, 10% H2) a 37°C 

usando generadores AnaeroGenTM (Oxoid Ltd, Hampshire, Inglaterra). 

Selección de los donantes 

Se purificaron células sanguíneas a partir de donaciones de sangre total obtenidas 

por el método de capa leucoplaquetar (“buffy-coat”) de 15 pacientes sanos donantes 

del banco de sangre del Hospital Dr. José Joaquín Aguirre, Universidad de Chile. 

Los criterios de exclusión fueron la prueba positiva del virus VIH y/o de hepatitis B 

ó C, la presencia de infecciones manifiestas durante el último mes, fiebre, alergias 

sintomáticas, recuentos anormales de células sanguíneas, aumento de enzimas 

hepáticas y consumo de medicamentos de cualquier tipo, excepto vitaminas y 

anticonceptivos orales. Los pacientes participantes fueron voluntarios que firmaron 

un consentimiento informado que fue aprobado por el Comité Ético Científico de la 

Facultad de Odontología de la Universidad de Chile (Anexo). 

Purificación de monocitos y generación de células dendríticas 

Usando una gradiente de concentración (Ficoll-Paque Plus®, Amersham Pharmacia 

Biotech, Uppsala, Suecia), se aislaron las células periféricas mononucleares (del 

inglés, Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs). Los monocitos se purificaron 

desde los PBMCs mediante separación inmunomagnética (MACS; Miltenyi Biotec, 

Bergich Gladbach, Alemania). Para ello, las PBMCs se incubaron con un anticuerpo 

monoclonal anti-CD14 humano conjugado con partículas inmunomagnéticas, 

durante 15 minutos a 4°C. Luego de ser lavadas en amortiguador fosfato salino 
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(PBS), los monocitos se aislaron usando columnas de separación tamaño MS 

montadas en un campo magnético (MACS). Posteriormente, la fracción de células 

CD14+ purificada, correspondiente a los monocitos, se contaron utilizando una 

cámara de Neubauer® y se sometieron inmediatamente a un protocolo 

estandarizado de diferenciación a CDs (Vernal et al., 2008). Para ello, los monocitos 

CD14+ se cultivaron durante 6 días a una concentración de 1x106 células/mL en 2 

mL de medio de cultivo RPMI-1640, suplementado con 10% de suero bovino fetal 

(Gibco Invitrogen Corp) y 20 ng/mL de los siguientes factores: factor estimulante de 

colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) e IL-4 (R&D, Minneapolis, MN 

USA). Para cada individuo los experimentos se realizaron por separado. 

Estimulación de las células dendríticas con LMW-HA 

Las CDs se estimularon con LMW-HA 20 KDa (R&D systems, Minneapolis, MN, 

EEUU) a los días 3 y 5 de diferenciación celular, usando 3 concentraciones 

diferentes: 25 µg/mL, 50 µg/mL y 100 µg/mL, para determinar el efecto dosis 

respuesta. Como control, se usaron CDs sin estimulación con LMW-HA. 

Estimulación de las células dendríticas con bacterias 

Las CDs expuestas o no a LMW-HA se estimularon luego con A. 

actinomycetemcomitans o P. gingivalis a una multiplicidad infectante (MOI) de 102 

(razón bacterias/CDs) durante 2 días. Como control, se usaron CDs sin estimulación 

bacteriana. 

Grupos controles y experimentales (Tabla 1) 

Tabla 1. Grupos controles y experimentales. 

 Estímulo con LMW-HA Estímulo bacteriano 

Grupo 1 No No 

Grupo 2 No P. gingivalis 

Grupo 3 No A. actinomycetemcomitans 

Grupo 4 Sí No 

Grupo 5 Sí P. gingivalis 

Grupo 6 Sí A. actinomycetemcomitans 



16 
 

 

Extracción de RNA total 

Luego de 2 días, se extrajo el RNA citoplasmático total de las CDs utilizando 400 

µL de amortiguador de lisis celular que contiene Igepal® CA-630 0,5% 

(SigmaAldrich, Saint Louis, MO, USA), Tris-HCl pH 8 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 

5 mM y VRC-40 10 mM (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para ello, las CDs 

se centrifugaron a 2.000 xg durante 5 minutos a 20ºC y luego se lavaron con 1 mL 

de PBS. Luego de eliminar el sobrenadante, las células se lisaron realizando 

movimientos vigorosos con una micropipeta P1000. El lisado celular se centrifugó a 

8.000 xg durante 10 segundos y el sobrenadante libre de fragmentos celulares se 

depositó en tubos nuevos, para ser incubado con SDS 20%, EDTA 0,5 M y 

proteinasa K 10 mg/mL durante 2 horas a 37°C. Luego de agregar 400 µL de un mix 

de fenol, cloroformo y alcohol isoamílico (25:24:1), se recuperó el RNA total 

mediante centrifugación a 8.000 xg durante 10 minutos. El RNA total se precipitó en 

presencia de acetato de sodio 3 mM, glicógeno 20 µg/µL y 1 mL de alcohol etílico 

100% a -80ºC durante 24 horas y se cuantificó usando un espectrofotómetro 

(Synergy HT; Bio-Tek Instrument Inc., Winooski, VT, EEUU) a partir del valor de 

absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260 nm.  

Síntesis de la primera cadena de cDNA 

Las primeras cadenas de cDNA se sintetizaron a partir 5 µg del RNA total usando 

un kit de transcripción reversa siguiendo las instrucciones del fabricante 

(SuperScrip™; Invitrogen, Grand Island, NY, EEUU). 

Cuantificación de la expresión de citoquinas y factores de transcripción 

mediante RT-qPCR 

A partir de 50 ng de cDNA, se cuantificaron los niveles de expresión de los mRNA 

de las citoquinas IL-1β, IL-6, IL-23, TNF-α y de los factores de transcripción BATF3, 

IRF4, IRF8 y NOTCH2, usando partidores específicos (Tabla 2 y 3 

respectivamente), el reactivo de qPCR KAPA™ SYBR® (KAPA Biosystems, 

Woburn, MA, EEUU) y un equipo de qPCR StepOnePlus® (Applied Biosystems, 
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Singapur) siguiendo el siguiente protocolo de amplificación: 95°C durante 3 minutos, 

seguido por 40 ciclos a 95°C durante 3 segundos y 60°C durante 30 segundos. 

Finalmente se realizó una curva de degradación de los productos de amplificación 

de 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto y 95°C durante 15 segundos, 

para detectar la formación de productos no específicos y amplificación de falsos 

positivos. Los niveles de rRNA 18S fueron cuantificados y se utilizaron como 

referencia para la cuantificación relativa. 

Tabla 2. Partidores específicos utilizados para la amplificación de citoquinas (Vernal 

et al., 2009). 

 Partidor 1 Partidor 2 

IL-1β ctgtcctgcgtgttgaaaga ttgggtaatttttgggatctaca 

IL-6 gcccagctatgaactccttct gaaggcagcaggcaacac 

IL-23 agcttcatgcctccctactg ctgctgagtctcccagtggt 

TNF-α cagcctcttctccttcctgat gccagagggctgattagaga 

rRNA18s ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg 

 

Tabla 3. Partidores específicos utilizados para la amplificación de factores de 

transcripción. 

 Partidor 1 Partidor 2 

IRF8 tggggatgatcaaaaggagcc aactggctggtgtcgaagac 

BATF3 agacccagaaggctgacaag ctccgcagcatggtgttt 

IRF4 gacaacgccttacccttcg aggggtggcatcatgtagtt 

NOTCH2 cagttacccacccacaggtc ccatacaggcagtcaatggaa 
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Análisis de los datos 

Los niveles de expresión de los mRNA de las citoquinas y los factores de 

transcripción fueron expresados como niveles de expresión relativos promedio ± 

desviación estándar. Los datos se calcularon normalizando la expresión de los 

mRNA a los niveles de expresión de rRNA 18S y comparando los niveles 

normalizados de cada condición experimental a los niveles normalizados de la 

condición sin estímulo bacteriano y no expuestas a LMW-HA, usando el método 2-

ΔΔCt. El análisis estadístico de los datos se realizó usando el software SPSS v.22.0 

(IBM Corp., Armonk, NY, USA). Se determinó la normalidad de la distribución de 

datos mediante la prueba Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias entre los grupos se 

analizaron mediante los test ANOVA y post-hoc de Bonferroni. Las diferencias se 

establecieron como estadísticamente significativas cuando el p-value fue <0.05. 
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Resultados 

Efecto dosis-respuesta de LMW-HA  

Las CDs fueron estimuladas con LMW-HA a diferentes concentraciones (25 µg/mL, 

50 µg/mL y 100 µg/mL) y se cuantificó la expresión de los mRNA de las citoquinas 

IL-1β, IL-6, IL-23 y TNF-α (Figura 2). Mayores niveles de expresión de citoquinas 

fueron detectados en las CDs estimuladas con LMW-HA a 100 µg/mL en 

comparación con las CDs no estimuladas. Además, se puede observar un efecto 

dependiente de la dosis en donde, a medida que aumenta la concentración de LMW-

HA, aumentan los niveles de expresión de las diferentes citoquinas. 

 

 
 

Figura 2. Expresión de citoquinas en CDs estimuladas con LMW-HA a 
concentraciones 25, 50 y 100 µg/mL. A partir de 3 experimentos independientes se 
cuantificaron los niveles de mRNA de las citoquinas IL-1β, IL-6, IL-23 y TNF-α en CDs 
estimuladas con LMW-HA a 25, 50 o 100 µg/mL. Los niveles de expresión obtenidos en 
células sin estimular fueron considerados como valor 1 para la cuantificación relativa. 
*p<0,05. 
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Expresión de citoquinas ante estímulo con LMW-HA y patógenos 

periodontales 

Los niveles de expresión de las diferentes citoquinas en CDs expuestas a LMW-HA 

y estimuladas con P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans fueron cuantificados 

mediante RT-qPCR (Figura 3). Se detectaron mayores niveles de expresión de IL-

1β, IL-6, IL-23 y TNF-α en CDs estimuladas con LMW-HA 100 µg/mL y P. gingivalis 

o A. actinomycetemcomitans, comparadas con las CDs estimuladas únicamente 

con las bacterias. Para el grupo estimulado con A. actinomycetemcomitans y LMW-

HA, los incrementos en la expresión relativa fueron de 1,7 veces para IL-1β 

(p=0,002), 1,7 veces para IL-6 (p=0,038), 1,8 veces para IL-23 (p=0,031) y 2,3 veces 

para TNF-α (p<0,001). Para el grupo estimulado con P. gingivalis y LMW-HA, los 

aumentos en la expresión relativa fueron de 1,6 veces para IL-1β (p=0,030), 2,1 

veces para IL-6 (p=0,02), 1,8 veces para IL-23 (p=0,011) y 2,5 veces para TNF-α 

(p<0,001). 

  

  



21 
 

 

  

Figura 3. Expresión de citoquinas en CDs expuestas a LMW-HA y estimuladas 
con P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans. A partir de 4 experimentos 
independientes se cuantificaron los niveles de mRNA de las citoquinas IL-1β, IL-6, 
IL-23 y TNF-α en CDs estimuladas con LMW-HA 100 µg/mL y expuestas a A. 
actinomycetemcomitans o P. gingivalis. Los niveles de expresión obtenidos en 
células sin estimular fueron considerados como valor 1 para la cuantificación relativa. 
*p<0,05. 
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Niveles de expresión de los factores de transcripción BATF3, IRF4, IRF8 y 

NOTCH2  

Los niveles de expresión de los diferentes factores de transcripción en CDs 

expuestas a LMW-HA y estimuladas con P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans 

fueron cuantificados mediante RT-qPCR (Figura 4). Se detectaron mayores niveles 

de expresión de BATF3, IRF4, NOTCH2 y en CDs estimuladas con LMW-HA 100 

µg/mL y A. actinomycetemcomitans, en comparación a las CDs estimuladas 

únicamente con la bacteria. Adicionalmente, se detectaron mayores niveles de 

expresión de los factores de transcripción IRF4 y NOTCH2 en CDs estimuladas con 

LMW-HA 100 µg/mL y P. gingivalis, comparadas con las CDs estimuladas solo con 

la bacteria. Para el grupo estimulado con A. actinomycetemcomitans y LMW-HA, los 

aumentos en la expresión relativa fueron de 1,8 veces para IRF4 (p=0,005), 1,7 

veces para NOTCH2 (p=0,032) y 1,5 veces para BATF3 (p=0,04). Para el grupo 

estimulado con P. gingivalis y LMW-HA, los aumentos en la expresión relativa fueron 

de 2,1 veces para IRF4 (p=0,003) y 1,9 veces para NOTCH2 (p=0,033). Con 

respecto a IRF8 no se detectaron incrementos estadísticamente significativos en 

ninguna de las condiciones experimentales. 
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Figura 4. Niveles de expresión de los factores de transcripción BATF3, IRF4, 
IRF8 y NOTCH2. A partir de 4 experimentos independientes se cuantificaron los 
niveles de mRNA de los factores de transcripción BATF3, IRF4, IRF8 y NOTCH2 en 
CDs estimuladas con LMW-HA 100 µg/mL y expuestas a A. actinomycetemcomitans 
o P. gingivalis. Los niveles de expresión obtenidos en células sin estimular fueron 
considerados como valor 1 para la cuantificación relativa. *p<0,05.  
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Discusión 

 

El LMW-HA es un glicosaminoglicano no sulfatado que puede formarse en los sitios 

de la inflamación a partir de la fragmentación del HA, componente de la matriz 

extracelular de los tejidos mineralizados y no mineralizados del organismo. Desde 

un punto de vista inmune, el LMW-HA actúa como DAMP, ya que promueve la 

producción de citoquinas proinflamatorias por células inmunes como monocitos y 

CDs (Braza et al., 2016; Hull et al., 2015; Powell and Horton, 2005; Petrey and de 

la Motte, 2014; Rizzo et al., 2014). En los tejidos periodontales, el LMW-HA se 

asocia a la inhibición de la diferenciación de los osteoblastos implicados en la 

formación del hueso alveolar (Fujioka-Kobayashi et al., 2017) y la inducción de 

apoptosis en los fibroblastos gingivales (Tanne et al., 2013), lo que favorece la 

pérdida de homeostasia y la destrucción de los tejidos periodontales. En este 

estudio se analizó el efecto del LMW-HA en la inmunidad inducida en CDs cuando 

son estimuladas con A. actinomycetemcomitans o P. gingivalis y se demostró que 

el LMW-HA incrementa la expresión de los factores de transcripción y citoquinas 

proinflamatorias inducida por estas bacterias.  

En este trabajo se analizó el efecto dosis/respuesta del LMW-HA en las CDs, 

cuantificando la expresión de citoquinas proinflamatorias inducida ante diferentes 

concentraciones de LMW-HA (25, 50 o 100 µg/mL) fisiológicamente relevantes de 

acuerdo a lo reportado previamente (Jordan et al., 2014; Wang et al., 2016; 

Yamawaki et al., 2009; Stabler et al., 2017). El LMW-HA indujo una estimulación 

dependiendo de la dosis, donde a 100 µg/mL se produjo el mayor efecto 

immunomodulador en la expresión de las citoquinas (Figura 2), lo que es coherente 

con resultados previos que utilizaron concentraciones de 25, 50, 100 y 200 µg/mL 

de LMW-HA y que determinaron que a 100 µg/mL se induce la mayor proliferación 

de linfocitos T y B (Ke et al., 2013). En este contexto, se analizó el efecto de la 

estimulación celular con A. actinomycetemcomitans o P. gingivalis posterior a la 

exposición con LMW-HA 100 µg/mL (Figura 3). Sobre la base de los resultados de 

este análisis, se sugiere que el LMW-HA podría estar implicado en la generación de 
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un microambiente celular local que favorece y eventualmente potencia el efecto 

inmunogénico de las bacterias periodontopatógenas sobre las CDs. 

El LMW-HA señaliza a través de los receptores TLR2 y TLR4 expresados en 

las CDs (Yamawaki et al., 2009; Scheibner et al., 2006; Termeer et al., 2002). En 

este contexto, la producción de citoquinas en las CDs estimuladas con serotipo b 

de A. actinomycetemcomitans o serotipo K1 de P. gingivalis es dependiente de 

TLR2 y TLR4 (Díaz-Zúñiga et al., 2015), lo cual nos permite especular que vías de 

señalización dependientes de TLR comunes entre estas bacterias y el LMW-HA 

podrían tener alguna implicancia en el efecto inductor de LMW-HA en la expresión 

de citoquinas proinflamatorias. De esta manera, el LMW-HA podría estar actuando 

como una molécula coadyuvante en la señalización TLR2 y TLR4, incrementando 

la afinidad de estos receptores por las bacterias o formando complejos con 

compuestos bacterianos más fácilmente reconocibles por los receptores, tal como 

ocurre con otros DAMPs, como la proteína HMGB1 que forma complejos con LPS 

bacteriano (Qin et al., 2014). De esta forma la respuesta inmune se desarrolla tras 

la participación de estos DAMPs en dichos complejos que se unen a los TLR en 

lugar de unirse individualmente al receptor (Rani et al., 2017). También el LMW-HA 

podría estar contribuyendo a generar efectos aditivos en la respuesta de las CDs 

por medio de sus propias señalizaciones. Por ejemplo, si una CD reconoce a P. 

gingivalis mediante TLR4, la activación de NF-κB, factor de transcripción clave en 

la regulación de la expresión de citoquinas, podrá ser estimulada además por el 

LMW-HA a través de TLR2, de esta forma podría haber sinergia entre ambas 

señales inmuno-estimulatorias. Sin embargo, se ha establecido que el LMW-HA 

podría inducir también una regulación negativa de estos receptores durante la 

maduración de las CDs (Rizzo et al., 2014). Otro mecanismo por el cual el LMW-HA 

estaría potenciando la inflamación sería mediante la importación intracelular de los 

fragmentos por parte de las bacterias. En un estudio reciente, se reportó la vía 

metabólica por la cual las bacterias incorporan fragmentos de HA. En específico, se 

han detectado sitios de unión del HA a sistemas proteicos de Streptobacillus 

moniliformis que degradan el HA a disacáridos y lo importan al periplasma 

bacteriano para luego ser metabolizado (Oiki et al., 2017). De esta forma, el HA 
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estaría siendo un sustrato de nutrición bacteriana y con esto un factor de invasión a 

los tejidos. Por lo tanto, al encontrarse en una conformación de bajo peso molecular 

favorecería aún más este proceso de importación celular de los fragmentos. 

En las CDs, las citoquinas expresadas dependen del subtipo celular que ha 

sido estimulado (Murphy, 2013), lo que determina la activación de un patrón de 

respuesta inmune adaptativa particular (Bluestone et al., 2009). Al respecto, las 

cCDs se asocian principalmente al reconocimiento y presentación de antígenos de 

origen bacteriano (Geginat et al., 2015; Nizzoli et al., 2014). En este sentido, el 

LMW-HA por sí sólo no indujo la sobreexpresión de los factores de transcripción 

estudiados. Así, las CDs expuestas a LMW-HA sólo en presencia de A. 

actinomycetemcomitans incrementan los niveles de BATF3, IRF4 y NOTCH2, y en 

presencia de P. gingivalis incrementan los niveles de IRF4 y NOTCH2 (Figura 4). 

El factor de transcripción BATF3 es clave en la activación de subtipo cCD1, 

el que se asocia al desarrollo de un patrón de respuesta inmune Th1 (Chandra et 

al., 2017). IRF4, por su parte, es el factor de transcripción maestro de la activación 

del fenotipo cCD2, también asociado a la inmunidad tipo Th1 (Nizzoli et al., 2014). 

Sin embargo, cuando IRF4 se sobreexpresa junto a NOTCH2, tal como se detecta 

en el presente estudio ante ambas bacterias, se predetermina un fenotipo cCD2 

específico (Bedoui and Heath, 2015; Tussiwand and Gautier, 2015), el que está 

relacionado con la producción de IL-6 e IL-23 y la inducción de un patrón de 

respuesta inmune Th17 y Th22 (Collin and Bigley, 2018). En particular, A. 

actinomycetemcomitans estaría induciendo los fenotipos cCD1 y cCD2 y el LMW-

HA estaría potenciando esta diferenciación. Previamente, se ha establecido que el 

LMW-HA induce un fenotipo de CD madura, incrementando la expresión de la 

molécula coestimuladora CD86 y MHC-II, al cual se conjugan los antígenos (Rizzo 

et al., 2014); no obstante, este es el primer estudio que lo relaciona con subtipos de 

CDs particulares. Consistentemente, el LMW-HA indujo un incremento en la 

expresión de IL-1β y TNF-α, relacionadas con un patrón de respuesta tipo Th1; 

además, indujo la sobreexpresión de IL-6 e IL-23, citoquinas relacionadas con la 

inmunidad tipo Th17 y Th22. Pese a que la expresión de BATF3 determina la etapa 
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final de maduración del linaje cCD1 (Chandra et al., 2017), su sobreexpresión suele 

estar acompañada con la de IRF8. Sin embargo esto no ocurrió en el presente 

estudio, lo que podría estar relacionado con que el GM-CSF utilizado durante el 

protocolo de diferenciación de las CDs podría inducir la inhibición temprana de IRF8, 

sin afectar los niveles de IRF4 y BATF3 (Collin and Bigley, 2018; Briseño et al., 

2016). De esta forma, las CDs derivadas de monocitos, utilizadas en este trabajo, 

podrían presentar variaciones fenotípicas en los programas de transcripción de 

cCD1 humanos, pero que presentan similitudes con el subtipo cCD2. Esto podría 

representar una limitación de este estudio que podría mejorarse mediante el uso de 

protocolos de obtención de cCDs (Balan et al., 2014).  

Por otro lado, las CDs estimuladas con P. gingivalis incrementaron la 

expresión de IRF4 y NOTCH2 en presencia de LMW-HA, por lo que también 

estarían promoviendo la activación de cCD2. Sin embargo, esta combinatoria no 

indujo la sobreexpresión de BATF3, por lo que no se asociaría a una repuesta 

mediada por cCD1. Se puede especular entonces que A. actinomycetemcomitans 

estaría implicado en la inducción de la diferenciación de más subtipos de CDs 

involucrados en respuesta inflamatoria y fenómenos osteodestructivos en 

comparación a P. gingivalis, el que induciría sólo una respuesta inflamatoria 

mediante un único subtipo de CD. Esto sería consistente con la mayor 

inmmunogenicidad de A. actinomycetemcomitans en comparación a P. gingivalis 

reportada previamente en CDs (Vernal et al., 2008). En particular, la respuesta Th1 

ante A. actinomycetemcomitans se asociaría a la actividad de las cCD1 y cCD2 y la 

respuesta Th1 ante P. gingivalis se asociaría a la actividad de las cCD2. Esto es 

consistente con el patrón de receptores expresados por cada subtipo: tanto cCD1 

como cCD2 expresan TLR2, mientras que TLR4 solo es expresado en cCD2 

(Jongbloed et al., 2010; Von Bubnoff et al., 2012; Leal Rojas et al., 2017; Nizzoli et 

al., 2014). Como la actividad inmunoestimuladora de A. actinomycetemcomitans 

serotipo b, se desencadena en gran parte por la unión con el receptor TLR2, 

mientras que la de P. gingivalis serotipo K1, lo hace mediante TLR4, la respuesta 

cCD ante P. gingivalis solo podría estar mediada por cCD2. Si bien se detectaron 

patrones de respuesta diferentes ante ambas bacterias, en los dos casos se puede 
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establecer que el LMW-HA no altera estas tendencias, pero aumenta la magnitud 

de la respuesta, potenciando la diferenciación de las cCD1 y cCD2. 

En este trabajo de investigación se analizó la expresión de los mRNA de las 

citoquinas y factores de transcripción expresados por las CDs mediante RT-qPCR 

dado que es un método rápido y el más sensible para cuantificar bajos niveles de 

expresión de un marcador particular (Giulietti et al., 2001). Aunque los datos son 

concluyentes, es necesario ratificarlos a nivel de proteína. Otra limitación de este 

trabajo es que al ser un estudio in vitro las condiciones en un ambiente inflamatorio 

periodontal in vivo pueden ser diferentes, ya que el LMW-HA podría actuar de 

manera diferente en presencia de otros DAMPs o mediadores locales, los cuales 

podrían inducir una sobrefragmentación de esta molécula hasta disacáridos que no 

tienen actividad inmunoestimuladora (Kolar et al., 2015). Además, como la 

periodontitis es una enfermedad polimicrobiana, otras bacterias podrían estar 

interviniendo en el efecto final que tengan los DAMPs durante la inflamación. 

El aspecto traslacional de este estudio radica en la importancia de los DAMPs 

liberados durante las periodontitis destructivas y su rol en la patogenia de la 

enfermedad; así, estas señales podrían contribuir al desarrollo de lesiones 

periodontales más severas o a la cronicidad de la enfermedad. La periodontitis se 

caracteriza por una respuesta inmunoinflamatoria desregulada que conduce a un 

estado inflamatorio crónico y a la destrucción del tejido que sostiene los dientes. 

Durante la destrucción de la matriz extracelular, la generación de LMW-HA activa 

las CD y, en consecuencia, promueve la respuesta inmune adaptativa (Powell and 

Horton, 2005). De hecho, el LMW-HA favorece la presentación de antígenos 

induciendo la expresión de las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86 (Termeer 

et al., 2000), estimula la migración de CDs hacia los ganglios linfáticos (Rizzo et al., 

2014) y aumenta la expresión de citoquinas relacionadas con cCD1 / cCD2 y 

factores de transcripción, como se demostró en la presente investigación. Por lo 

tanto, durante la periodontitis, el LMW-HA podría actuar como un fuerte adyuvante 

de la respuesta inmune adaptativa contra los patógenos periodontales, 

promoviendo la descomposición de los tejidos periodontales, la formación adicional 
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de LMW-HA y, por lo tanto, la cronicidad de la enfermedad. Por otro lado, si bien el 

tratamiento periodontal convencional propone la desorganización mecánica de las 

bacterias que componen la placa bacteriana disbiótica, esta misma acción mecánica 

podría contribuir a la generación de DAMPs, favoreciendo la activación de la 

respuesta inmune y por ende la cronicidad de la enfermedad, lo que también podría 

ser válido para el éxito de implantes dentales, el pronóstico de cirugías del territorio 

máxilofacial y cualquier otro medio invasivo de terapia orofacial. De acuerdo con 

este modelo propuesto, en este experimento cobra relevancia la exposición con 

LMW-HA previa a la estimulación con bacterias para generar, al menos 

parcialmente, un microambiente comparable con el ambiente subgingival de un 

sujeto sometido a este tipo de tratamientos. De esta forma, al quedar las CDs 

presensibilizadas con LMW-HA luego del tratamiento mecánico, la enfermedad 

podría recurrir ante una posterior noxa bacteriana. Así, el tratamiento convencional 

debería complementarse con otras estrategias que contemplen a los DAMPs como 

blancos terapéuticos; por ejemplo, mediante terapias complementarias que aborden 

la disminución de la producción de estas señales, o bien limiten su señalización en 

las células inmunes. En esta línea, el condroitín sulfato se ha propuesto como una 

molécula antiinflamatoria, debido a su capacidad de inhibir la actividad NF-κB 

inducida por la interacción celular con las bacterias patógenas y los fragmentos de 

HA (Stabler et al., 2017). Además, se han estudiado los efectos que producen 

moléculas de HA de alto peso molecular, tal como el HMW-HA, el cual cumpliría un 

rol antiinflamatorio y antibacteriano durante la periodontitis (Bertl et al., 2015). Los 

disacáridos de HA, por su parte, pueden bloquear la señalización vía TLR2 y TLR4, 

disminuyendo la señalización proinflamatoria (Kolar et al., 2015). Estos 

antecedentes permiten orientar otro posible blanco terapéutico, basado en el 

bloqueo específico de la señalización vía TLR mediante el uso de disacáridos de 

HA. Así, las potenciales estrategias terapéuticas estarían orientadas a la generación 

de un balance entre las moléculas antiinflamatorias (condroitín sulfato, HLMW-HA y 

disacáridos de HA) y proinflamatorias (LMW-HA y otros DAMPS) derivadas de la 

matriz extracelular, para favorecer el estado de salud y promover los mecanismos 

reparativos de los tejidos periodontales. De cualquier forma, la integridad de la 
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matriz extracelular de los tejidos periodontales debe ser una variable importante a 

considerar al momento de proponer nuevas estrategias terapéuticas que sean 

efectivas y sin efectos secundarios. 
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Conclusión 

El Hialuronano de bajo peso molecular (LMW-HA) induce un incremento en la 

expresión de citoquinas proinflamatorias y factores de transcripción 

inmunoreguladores en células dendríticas estimuladas con A. 

actinomycetemcomitans o P. gingivalis.  
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Anexo 

CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

Título del proyecto 

“Variabilidad en la expresión de citoquinas proinflamatorias y factores de 
transcripción inmunoreguladores en células dendríticas expuestas a hialuronano de 
bajo peso molecular y estimuladas con bacterias patógenas periodontales.” 

 

Objetivo de la investigación 

El propósito del presente estudio es entender la respuesta defensiva que se 
desarrolla en las personas durante la infección de la encía y los dientes (gingivitis y 
periodontitis). En particular, analizar ciertas moléculas llamadas citoquinas y 
factores de transcripción que se producen en las células defensivas cuando se 
estimulan con 2 bacterias que causan la enfermedad: Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis. 

 

Personas estudiadas: 

Se seleccionarán 15 pacientes sanos invitados a participar voluntariamente 
del estudio. Los criterios de exclusión serán la prueba positiva del virus VIH y/o de 
hepatitis B ó C, la presencia de infecciones manifiestas durante el último mes, fiebre, 
alergias sintomáticas, recuentos anormales de células sanguíneas, aumento de 
enzimas hepáticas y consumo de medicamentos de cualquier tipo, excepto 
vitaminas y anticonceptivos orales. 

La persona invitada a participar del estudio tiene derecho a rechazar la 
incorporación, retirar sus datos o abandonar el estudio en cualquier momento. 

Las personas que participan en el estudio NO recibirán retribución 
económica o material. 

 

Toma de muestra 

 A las personas que participen del estudio se les tomará una muestra de 
sangre venosa, que se obtendrá mediante punción en una vena del antebrazo 
utilizando los procedimientos estándar (aguja y jeringa) 

 

Procedimiento de laboratorio y destino de las muestras de sangre: 

 Las muestras de sangre se utilizarán para aislar células, las que en los 
experimentos se estimularán con las bacterias en estudio para analizar las 
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citoquinas y factores de transcripción que producen. Cualquier resto sobrante de 
sangre será destruido. 

 En las muestras de sangre NO se realizarán estudios genéticos. 
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Complicaciones que pueden suceder para la toma de las muestras de sangre: 

 El procedimiento de toma de muestra de sangre es inocuo y estándar. An 
así, en algunos casos puede ocurrir una leve molestia durante la punción con la 
aguja, desvanecimiento o la aparición de un hematoma o moretón en la zona de 
punción pasado algunos minutos. Todas estas complicaciones no implicarán 
riesgo, daño ni detrimento alguno en la salud o en la integridad física y/o síquica 
de las personas participantes. 

 

Duración de la participación de las personas en el estudio: 

 Una vez tomada la muestra de sangre, el paciente terminará su 
participación en el estudio. 

 

Beneficios de participar en el estudio: 

 Los pacientes NO recibirán beneficios directos por participar en el estudio. 

 El estudio contribuirá a ampliar el conocimiento sobre las defensas de las 
personas cuando existen infecciones en las encías y los dientes (gingivitis y 
periodontitis). Esto implica beneficios para el investigador y eventualmente para la 
odontología clínica. 

 Los pacientes pueden solicitar, si lo desean, información de los resultados 
del análisis individual y de todo el estudio. 

 

Confidencialidad de los datos: 

 Todos los datos del paciente serán reservados y sólo se registrarán en la 
ficha clínica del paciente, manteniendo la confidencialidad tal como lo establece la 
normativa vigente. 

 

Responsable del proyecto de investigación: 

 El responsable del proyecto de investigación es el profesor Dr. Rolando 
Vernal Astudillo quien trabaja en el departamento de Odontología Conservadora., 
Facultad de Odontología, Universidad de Chile y que para tal efecto se domicilia 
en la calle Sergio Livingstone 943, Independencia, Santiago. 

 Los pacientes pueden contactar al investigador cuando lo deseen para 
plantear cualquier duda que deseen aclarar. 
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Institución patrocinante: 

 La institución patrocinante del responsable del proyecto de investigación es 
la Faculta de Odontología de la Universidad de Chile. 

 

Comité Ético Científico: 

 Este proyecto ha sido aprobado por el comité ético científico de la facultad 
de Odontología de la Universidad de Chile. Este comité es presidido por el Prof. 
Dr. Eduardo Fernández Godoy, quien se domicilia en la calle Sergio Livingstone 
943, Independencia, Santiago. 

 El paciente que acepte participar en el presente estudio puede solicitar una 
copia del certificado de aprobación del proyecto emitido por el comité. 
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FORMULARIO 

CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

Declaración del paciente: 

 

He comprendido las explicaciones que se me han dado, en un lenguaje claro 
y sencillo, y el investigador me ha permitido realizar todas las observaciones y 
preguntas necesarias, resolviéndome todas las dudas que le he planteado. 

 

He comprendido que en cualquier momento y sin necesidad de dar 
explicación alguna puedo revocar el consentimiento que presto ahora y abandonar 
la investigación. 

 

Acepto voluntariamente tomar parte del estudio. 

 

  

 

 

 

Identificación del paciente   Identificación del investigador responsable 

Nombre:     Nombre: Rolando Vernal Astudillo 

RUT:      RUT:11.635.874-3 

Fono:      Fono: +56-3-9781815 

 

 

 

  ----------------------------    -------------------------- 

Firma      Firma 

 

Fecha de la firma del paciente: 

  


