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1. RESUMEN

INTRODUCCION: La periodontitis es una enfermedad crénica inflamatoria con una
alta prevalencia en la poblacion que tiene implicancias tanto a nivel local como
sistémico, puede ir a modificar la presentacion de otras enfermedades y aumentar
su riesgo. Los linfocitos Th17, son claves en la patogénesis de la periodontitis, ya
que promueven la quimiotaxis de neutrofilos, pérdida 6sea y dano en los tejidos
peridontales. STAT3 es un factor de transcripcidn primordial en la diferenciacion,
activacion, produccion de citoquinas, proliferacidén y supervivencia de células Th17.
El objetivo de este estudio fue determinar en tejidos gingivales de sujetos con
periodontitis los tipos celulares donde STAT3 se encuentra activado.

MATERIALES Y METODOS: El disefio del estudio fue de tipo observacional y
transversal. Los participantes fueron evaluados por un periodoncista, realizando un
examen extra e intra-oral, diagnostico y seleccion. Se tomé una muestra
representativa de tejido gingival, para su posterior inmunomarcaje contra pSTAT3
(Tyr705). Se realizo el recuento de células inmunopositivas utilizando el programa
Image J (NIH, USA). Los datos se analizaron utilizando el software Prism 8
(GraphPad Software, Inc). Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas con un valor de p < 0.05.

RESULTADOS: Se evaluaron clinicamente 18 individuos con necesidad de
tratamiento periodontal y de acuerdo con los criterios de seleccion, la muestra quedo
conformada por 9 individuos con periodontitis. Al cuantificar la expresion de
pSTAT3, se observo una activacién promedio de un 61.79 + 2.13% del total de
células. En el tejido epitelial, la activacion de STAT3 fue en promedio de un 55.60 +
2.86%, con la tincion ubicada principalmente en los nucleos de las células del
estrato basal. En el tejido conectivo, la activacion fue en promedio de un 67.98 +
2.90% del total de células, con la tincion ubicada en nucleo y citoplasma celular.

CONCLUSIONES: La via de sefalizacion intracelular STAT3 se encuentra activada
en el tejido gingival humano de sujetos con periodontitis. Ademas, durante esta
patologia, la activacion de STAT3 es mayor en tejido conectivo en comparacion con
tejido epitelial.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades orales corresponden a un importante problema de salud
publica en el mundo, dentro ellas destacan principalmente caries no tratada y
periodontitis severa (Collaborators, 2016; Peres y cols., 2019). Por su parte, la
peridontitis corresponde a una enfermedad crénica inflamatoria en donde se
produce una respuesta inmune exacerbada del hospedero ante cambios disbidticos
de las comunidades microbianas subgingivales, que resulta en la destruccion de las

estructuras de soporte de los dientes. (Abusleme y cols., 2013; Chapple, 2014).

Comprender la patogenia de la enfermedad periodontal ha sido clave para
mejorar las estrategias de manejo de esta patologia. El tratamiento de la
periodontitis se ha centrado principalmente en disminuir la carga bacteriana en el
medio oral y modificar los factores locales que contribuyen al aumento de la carga
microbiana. Sin embargo, este enfoque no es exitoso en todos las personas, pues
en aproximadamente un 20 a 25% de los sujetos con periodontitis en etapas
avanzadas no se produce una respuesta favorable y la enfermedad continua
progresando después del tratamiento y la fase de mantencion (Kornman, 2018).
Nuevos enfoques buscan complementar el tratamiento convencional, abordando las
vias de senalizacion del hospedero implicadas en la respuesta inmunoinflamatoria
de los tejidos (Hajishengallis, 2014). En ese contexto, los linfocitos T CD4*, se han
descrito como escenciales en la destruccion de los tejidos periodontales
(Hajishengallis, 2014; Silva y cols., 2015; Wilensky y cols., 2014). Ademas, se ha
demostrado que los linfocitos Th17 cumplen un papel fundamental en la
inmunopatogenia de la periodontitis, siendo un factor clave en la destruccién del
periodonto (Dutzan y cols., 2018). La via de sefnalizacion STAT3 juega un rol clave
en la diferenciacion de las células Th17 (Kane y cols., 2014). Una mejor
comprension de los aspectos moleculares que regulan la respuesta inmune del
hospedero podria permitir en el futuro complementar la terapia periodontal
convencional, teniendo como objetivo aspectos moleculares como la via de

sefalizacion de STAT3 durante la activacion de células Th17.



3. MARCO TEORICO:

3.1 Periodontitis y su importancia:

La periodontitis corresponde a una enfermedad croénica inflamatoria que
produce la destruccidn de los tejidos de soporte de los dientes, pudiendo llevar a la
pérdida de éstos y comprometiendo la calidad de vida de los individuos que la
padecen (Abusleme y cols., 2013; Chapple, 2014). Los factores de riesgo asociados
a la periodontitis son consumo de tabaco y diabetes mal controlada. Ademas, la
evidencia sefala que obesidad, artritis reumatoide, sindrome metabdlico,
hiposalivacion, deficiencias nutricionales, osteoporosis, cambios hormonales y
estrés podrian también aumentar el riesgo de desarrollar esta patologia ( Genco &
Borgnakke, 2013; Chapple y cols., 2017). En cuanto a la prevalencia esta
enfermedad, aumenta progresivamente con la edad, y la incidencia de esta misma
aumenta bruscamente entre los 30 a 40 afos (Tonetti y cols., 2017). En Chile, se
ha determinado que un 93.45% de los adultos jévenes y un 97.58% de los adultos
mayores presentan signos de destruccion periodontal (Gamonal y cols., 2010).

La periodontitis, sobre todo en sus estados mas severos, tiene implicancias
tanto a nivel local como sistémico, ya que por medio de la diseminacion hematdgena
de bacterias y sus toxinas, ademas de los mediadores inflamatorios que se originan
en el periodonto inflamado, puede modificar ciertas enfermedades sistémicas y
aumentar su riesgo (Genco & Borgnakke, 2013; Tonetti y cols., 2017). Algunas de
estas condiciones modificables por la periodontitis son: diabetes, aterosclerosis,
artritis reumatoide, neumonia por aspiracién, cancer y resultados adversos del

embarazo (Hajishengallis, 2015).

3.2 Respuesta inmune y periodontitis:

Durante el desarrollo de la periodontitis se observan cambios en la diversidad

y estructura ecolégica de la microbiota subgingival (Abusleme y cols., 2013). Estos
cambios disbidticos producen un desbalance en la respuesta inmune del hospedero,
9



siendo esta misma respuesta parte fundamental del dafio observado en esta

patologia (Taubman y cols., 2005; Silva y cols., 2015).

La respuesta inmune se divide tedricamente en respuesta innata y
adaptativa, ambas con células y mediadores inflamatorios especificos. Dentro de la
inmunidad adaptativa se destacan los linfocitos T colaboradores (T CD4%), para los
cuales se ha descrito que tienen un rol esencial en la destruccion de los tejidos
periodontales (Hajishengallis, 2014; Wilensky y cols., 2014; Silva y cols., 2015). El
desarrollo de la inmunidad adaptativa mediada por linfocitos T depende en gran
medida de las células presentadoras de antigeno asociadas a la inmunidad innata,
que después de la captura del antigeno se someten a un proceso de maduracion,
donde produciran distintos patrones de citoquinas que contribuiran a la posterior
polarizacion y activacion de linfocitos T CD4* especificos (Silva y cols., 2015).

Las células T CD4* virgenes pueden diferenciarse en subconjuntos efectores

de linfocitos T colaboradores o helper (Th) como lo son Th1, Th2, Th9, Th17, Th22,

células T auxiliares foliculares (Tfh) o T reguladores (Treg). Estos subtipos de
células T CD4" poseen funciones especificas dentro de la respuesta inmune contra
enfermedades infecciosas, autoinmunes y trastornos inflamatorios (Yamane & Paul,
2013; Kane, 2014).

El subconjunto de linfocitos Th17 se ha descrito como mediador clave de la
inmunidad de barrera de las mucosas orales, participando en la vigilancia inmune
contra bacterias y hongos (Dutzan y cols., 2017; Konkel & Moutsopoulos, 2018). En
general, se ha observado que este tipo de linfocitos media respuestas que refuerzan
la inmunidad innata, principalmente relacionada con la accion de neutrofilos.
Ademas, multiples estudios han demostrado que estos linfocitos estan directamente
implicados en trastornos autoinmunes y desordenes inflamatorios (Hajishengallis,
2014; Stockinger & Omenetti, 2017; Veldhoen, 2017). Los linfocitos Th17 se
caracterizan por la produccion de citoquinas efectoras caracteristicas como:
Interleuquina 17A (IL-17A), Interleuquina 17F (IL-17F) e Interleuquina 21 (IL-21)
(Kane y cols., 2014; Konkel & Moutsopoulos, 2018).

10



En enfermedad periodontal, se ha demostrado que los linfocitos Th17
cumplen un papel fundamental en la inmunopatogenia de la periodontitis, siendo un
factor clave en la destruccion de tejidos periodontales incluyendo la pérdida del
hueso alveolar y otros tejidos de insercion (Dutzan y cols., 2018). Este rol de los
linfocitos Th17 en la patogénesis de la periodontitis se debe en gran parte a la
produccion descontrolada de IL-17A, la cual induce a un desbalance en la activacién
de osteoclastos y aumento del reclutamiento de neutréfilos durante la inflamacion
periodontal (Zenobia & Hajishengallis, 2015; Abusleme & Moutsopoulos, 2016;
Dutzan y cols., 2018).

3.3 Rol de STAT3 en la diferenciacion de linfocitos Th17:

Durante el proceso de diferenciacion de linfocitos Th17 es necesaria la
participacion de diferentes citoquinas estimuladoras como: factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), Interleuquina 6 (IL-6), Interleuquina 1 (IL-1) e
Interleuquina 21 (IL-21). Ademas la Interleuquina 23 (IL-23) es necesaria para la
expansion y supervivencia de este tipo de células (McGeachy y cols., 2009; Patel &
Kuchroo, 2015). En este proceso, las citoquinas activan diferentes cascadas de
sefnalizacion intracelular, dentro de ellas podemos encontrar las vias Janus Quinasa
(JAK, por su sigla en inglés) de las cuales se han identificado cuatro tipos (JAK1,
JAK2, JAK3 y TYKZ2) que se unen selectivamente a diferentes cadenas de
receptores, y a factores de trascripcion denominados Transductor de Sefiales y
Activador de Transcripcion (STAT, por su sigla en inglés) de los cuales se conocen
siete tipos (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STATSB y STAT6) (Kane y
cols., 2014; O'Shea y cols., 2015).

Especificamente en las células Th17, la union de citoquinas estimuladoras
como IL-6, IL-21 y IL-23 a su receptor especifico, va a activar a quinasas como
JAK1, JAKZ y/o TYK2. Estos complejos activan a STAT3 a través de la fosforilacion
de un residuo de tirosina (Tyr705). STAT3 fosforilado (pSTAT3) forma dimeros

gracias a las interacciones reciprocas de los dominios de fosfotirosina-Src 2 (SH2),
11



para ser traslocado de esa manera al nucleo y estimular la transcripcion de genes
especificos que van a producir efectos potenciadores o inhibitorios en las células,
ademas de generar cambios estructurales en la cromatina (Figura 1). (Levy & Lee,
2002; O'Sheay cols., 2015; Johnson, O'Keefe, & Grandis, 2018).

IL-6
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Figura 1: Representaciéon esquematica de la activacion de la via STAT3 en linfocitos Th17.
Citoquinas estimuladoras como IL-6, IL-21 e IL-23 se unen a su receptor de membrana
activando las quinasas JAK (JAK1, JAK2 y/o TYK2), quien a su vez fosforila a STAT3, que forma
dimeros que se traslocan al nucleo celular para activar la traduccion de genes clave para
diferenciacion de linfocitos Th17 y promover la produccién de citoquinas efectoras como IL-17.

En el proceso de diferenciacidon de los linfocitos Th17, STAT3 va a promover
la expresidn de genes como Retinoic Acid Receptor — Related orphan receptor
gamma t (RORyt) y Retinoic Acid Receptor — Related orphan receptor alfa (RORa),
que caracterizan a este tipo de células, y a su vez va promover la produccién de
citoquinas efectoras IL-17A, IL-17F e IL-21. (Kane y cols., 2014). Estudios de
inhibicion en modelos experimentales y estudios realizados en seres humanos con

mutaciones especificas que bloquean la via STAT3, han demostrado que la
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activacion de esta proteina es indispensable para la diferenciacion de los linfocitos
Th17 (Harris y cols, 2007; Milner y cols., 2008; Durant y cols., 2010).

3.4 Participacion de STAT3 en diferentes tejidos:

Esta via de sefializacién tiene gran importancia en procesos de proliferacion
celular, diferenciacion, angiogénesis, apoptosis, respuesta inmune y metastasis
celular (Xiong y cols., 2014). Se han descrito diversas funciones de STAT3 en los
tejidos de nuestro organismo, como por ejemplo en piel, epitelio, adipocitos, timo,
glandula mamaria, mioblastos, motoneuronas del sistema nervioso, osteoblastos,
osteoclastos e induccion de la respuesta inflamatoria de fase aguda (Levy & Lee,
2002; Nadali y cols., 2017; Nakajima & Sano, 2018). En algunos casos, la accion
puede atribuirse a la induccion de un conjunto de genes blanco, pero en otros casos,
a funciones no nucleares cuando STAT3 no esta fosforilado, donde puede estar
actuando como estimulador, represor o adaptador de sehalizacion sin funcion

transcripcional (O'Shea y cols., 2015).

En las células epiteliales, STAT3 va ser activado por un gran numero de
factores de crecimiento, incluidos los receptores del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR), el
receptor del factor de crecimiento similar a la insulina (IGFR), el receptor del factor
de crecimiento de hepatocitos (HGFR), receptor del factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGFR), receptor del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR), factor estimulante de colonias de granulocitos (GCSF) y la leptina (PN)
(Y. Wang y cols. , 2018). En esa misma linea, se ha demostrado que la activacion
de STAT3 es fundamental en la diferenciacion de queratinocitos del epitelio
escamoso estratificado humano (R. Wu y cols, 2003; Luo y cols. 2014). De hecho,
en pacientes con Sindrome autosémico dominante de Hiper secrecion de IgE (AD-
HIES por sus siglas en inglés) que poseen una mutacion en el gen STAT3, donde
esta via de senalizacion se presenta con una funcion deficiente, se puede observar
diversas lesiones epiteliales en especial en relacidn a mucosa oral, en lengua,

13



paladar y encia, manifestadas como fisuras superficiales, estrias o zonas fibréticas,
ademas de infecciones oportunistas como candidiasis oral debido a la ausencia de
células Th17, pero curiosamente estas personas no desarrollan periodontitis.
(Freeman, Domingo, & Holland, 2009; Dutzan y cols., 2018)

En células inmunes, la estimulacion de la via STAT3 es necesaria para la
activacién y maduracion de las células dendriticas (Xiong y cols., 2014), participa
en la proliferacién de linfocitos B y en la diferenciacién terminal de monocitos. En
macrofagos va a propiciar un efecto anti-inflamatorio mediado principalmente por
IL-10. Ademas, como ya fue mencionado, STAT3 modula la respuesta inflamatoria
impulsada por neutrdéfilos y linfocitos Th17. (Kane y cols., 2014; Levy & Lee, 2002
Hillmer y cols., 2016).

Debido a su importante rol en la proliferacion celular, se ha observado que
STAT3 se encuentra activado también en canceres como el de mama y hepatico
(Levy & Lee, 2002; O'Shea, Holland, & Staudt, 2013; Xiong y cols., 2014). Durante
la carcinogénesis, desempefia un papel importante al modificar el curso del ciclo
celular, ademas de estimular la division celular, angiogénesis, alterar las respuestas
inmunologicas por medio de la modulacion de células inmunes y estromales, para

propiciar la progresion tumoral (Inghirami y cols., 2005; Y. Wang y cols., 2018)

3.5 Activacion de la via STAT3 en enfermedad periodontal:

La evidencia sefnala que la via JAK-STAT vy las citoquinas que la estimulan,
tienen papeles criticos en la patogénesis de enfermedades inflamatorias y
autoinmunes (O'Shea y cols., 2013). Los estudios que evaluan directamente la
activacion de STAT3 en enfermedad periodontal, aun son escasos. Se ha logrado
determinar mediante estudios en modelos experimentales de periodontitis, una
activacion significativa de STAT3 en encia (Garcia de Aquino y cols., 2009; Chavez
de Souza y cols., 2011), asociado a un aumento de la inflamacion y de citoquinas
proinflamatorias como IL-1B, IL-6 y Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)

14



(Chaves de Souza y cols., 2013). De manera indirecta, los efectos de esta via se
han estudiado por medio de las proteinas supresoras de sefalizacidén de citoquinas
(SOCS), especificamente SOCS-3 que inhibe la accion de STAT3. En ratones con
bloqueo de SOCS-3 se evidenciéo un aumento en la pérdida de hueso alveolar en
periodontitis (Papathanasiou y cols., 2016). Ademas se ha demostrado que
Porphyromonas gingivalis, importante patobionte asociado con periodontitis, es
capaz de disminuir la expresion de SOCS-3, produciento asi un aumento de STAT3
(Moffatt & Lamont, 2011). Estudios de cultivos de fibroblastos de ligamentos
periodontales humanos han demostrado una mayor presencia de la proteina STAT3
durante periodontitis (Ambili y cols., 2017). Al momento de escribir esta tesis no
hemos encontrado estudios que describan la activacion de STAT3 en tejidos

gingivales humanos durante periodontitis.

3.6 Relevancia del estudio:

En resumen, la periodontitis es una enfermedad inflamatoria con una alta
prevalencia en la poblacion. En nuestro organismo, va a tener implicancias tanto a
nivel local como sistémico, modificando otras enfermedades y aumentando su
riesgo. Durante el desarrollo de esta patologia se generan cambios en la diversidad
y estructura de la microbiota periodontal, que produce un desbalance en la
respuesta inmune, donde se destacan los linfocitos Th17, quienes se han descrito
como mediadores clave en la patogénesis de la periodontitis, promoviendo la

pérdida 6sea y el dafio tisular en los tejidos periodontales.

La evidencia actual respalda el hecho de que STAT3 es un factor de
transcripcion primordial durante el proceso de maduracién de los linfocitos Th17
promoviendo su diferenciacion, activacion, produccion de citoquinas, proliferacion y
supervivencia. Estas observaciones han posicionado a STAT3 como un objetivo
bioldgicamente relevante para la modulacion de la actividad de los linfocitos Th17.

15



STATS3 participa en la patogénesis de diversas enfermedades inflamatorias y
autoinmunes. En enfermedad periodontal, modelos animales experimentales han
proporcionado evidencia clara sobre la activacion de esta proteina en periodontitis,
a pesar de esto, aun no existen estudios en humanos que evaluen su activacioén en
tejido periodontal, ni tampoco certeza sobre en que tipos celulares especificos se

encuentra activado STAT3 en la patogénesis de la enfermedad periodontal.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

4.1 Hipétesis:

“En los tejidos gingivales con periodontitis, STAT3 se encuentra activado

principalmente en celulas inmunes del estroma y queratinocitos.”

4.2 Objetivo General:

- Determinar los tipos celulares donde STAT3 se encuentra activado en los
tejidos gingivales de sujetos con enfermedad periodontal.

4.3 Objetivos Especificos:

e Seleccionar y caracterizar clinicamente a sujetos con periodontitis.

e |dentificar los tipos celulares donde STAT3 se encuentra activado en tejido

gingival de sujetos con periodontitis.

17



5. METODOLOGIA.

5.1 Diseno del estudio:

El presente estudio tuvo un disefio de tipo observacional y transversal. Se
encuentra adscrito al proyecto FONDECYT Iniciacién 11180389 (Anexo 1). Fue
aprobado por el Comité Etico de Investigacion del Servicio de Salud Metropolitano
Norte. (Anexo 2).

5.2 Seleccion de voluntarios:

Los voluntarios fueron convocados desde la lista de espera de atencién de
periodoncia de la Clinica Odontoldgica de la Universidad de Chile. Los sujetos que
acudieron a la atencion fueron evaluados por un periodoncista, quien por medio de
una entrevista, registré junto con la anamnesis los principales antecedentes
sistémicos que pudieran modificar la patologia o el tratamiento periodontal como por
ejemplo: diabetes, infeccion por VIH, hipertension, cancer, coagulopatias,
enfermedades autoinmunes, alergias u otras. Ademas, se constaté el uso de
farmacos antibidticos, inmunomoduladores o probidticos de alta concentracion en

los ultimos 3 meses.

Posterior a eso, se realizé un examen oral, acompafado de un diagnostico
periodontal en base a mediciones de nivel de insercion clinica, profundidad al
sondaje, indice de sangrado, todos evaluados en seis sitios por diente. Por su parte,
el indice de placa fue evaluado en cuatro sitios por diente. También, se indico el
compromiso de furca y movilidad que presentaba cada uno. Adicionalmente, se
solicitaron examenes radiograficos segun la pertinencia de cada caso y examenes
de laboratorio de deteccion de virus Hepatitis B, virus Hepatitis C, VIH, hemoglobina
glicosilada A1c para comprobar el control glicémico y niveles de gonadotrofina

coridnica para deteccion de embarazo en mujeres en edad fértil.

Todos los antecedentes de anamnesis, examen clinico y examenes
complementarios fueron registrados en una ficha clinica especialmente disefiada

para este estudio (Anexo 3). Con esta informacion, se realizé una seleccion de los
18



voluntarios de acuerdo con los criterios de inclusion y exclusion del estudio, que se

detallan a continuacion:

Criterios de inclusién para participar en el fueron:
e Cumplir con la definicion de caso de periodontitis.

1.- El paciente presenta perdida de NIC interproximal detectable en =
2 dientes no adyacentes.

0

2.- El paciente presenta perdida de NIC vestibular o palatino = 3 mm
en conjunto con PS >3 mm en = 2 dientes.

e Tener una edad = 18 anos.
¢ Minimo 18 dientes en boca.

e Voluntad de donar tejido gingival para el estudio.

Los criterios de exclusién para participar en el estudio fueron:

Hepatitis B o C positivo.

e VIH positivo.
e Terapia de radiacién de cabeza o cuello.
e Tener algun cancer activo.

e Haber sido tratado con quimioterapéuticos sistémicos o terapia de
radiacion durante los ultimos 5 anos.

¢ Embarazo o lactancia.

« Diagnostico de diabetes y/o niveles de hemoglobina glicosilada mayor a
6%.
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e Mas de 3 hospitalizaciones en los ultimos 3 afos.
e Tener desorden autoinmune como Lupus, Artritis reumatoide, etc.

o« Tener desordenes en la coagulacibn o condiciones asociadas con
sangrado o coagulopatias como: Hemofilia, Enfermedad de von
Willenbrand, etc.

e Haber usado en los ultimos tres meses:
a) Antibidticos sistémicos (intravenoso, intramuscular u oral).
b) Corticoesteroides u otro inmunosupresor (por ejemplo, ciclosporina).
c) Terapia con citoquinas.
d) Metotrexato o algun otro agente quimico inmunosupresor.

e) Probioticos de uso comercial en altas dosis (= 108 unidades
formadoras de colonias por dia) en formato de tableta, capsulas,
polvo, etc. No aplica para exclusion del individuo el uso de
alimentos/liquidos fermentados, por ejemplo, leche, yogurts, etc.

Todos los sujetos evaluados que presentaban diagnostico de periodontitis o
gingivitis fueron tratados y/o derivados al correspondiente especialista,
independientemente de si fueron seleccionados para el presente estudio o no. Para
mantener la confidencialidad de los datos personales y clinicos de los sujetos de
estudio, las fichas clinicas fueron mantenidas bajo llave y con acceso restringido. A
cada sujeto de estudio se le asigno un codigo, con lo cual se garantizé su anonimato

al realizar el analisis de datos.

5.3 Obtencion de las muestras:

Después de firmar un consentimiento informado (Anexo 4), se realizé la toma
de muestra mediante una biopsia incisional de tejido gingival (2 x 2 mm) del sitio
con mayor profundidad al sondaje y presencia de sangrado, con el fin de obtener
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una muestra representativa del estado periodontal. Este trabajo se realizé en la

Clinica Odontolégica, Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

5.4 Analisis histopatoldgico:

La muestra de tejido gingival fue fijada en formalina buffer al 10% y se incluyé
en parafina de grado histolégico. La muestra fue seccionada en cortes de 3um de
espesor, los cuales fueron desparafinados y rehidratados en alcoholes
descendentes, seguido de la recuperacion del epitopo en Buffer Citrato inducido por
calor. Para bloquear la peroxidasa enddgena de los tejidos, se usdé metanol con
H202 al 3%. Las secciones se bloquearon con albumina de suero bovino y
posteriormente se incubaron con anticuerpo primario contra pSTAT3 (Tyr705) (Cell
Signaling Technologies, USA) a una concentracion de 1:100. Para la determinacion
de la concentracion final del anticuerpo, se utilizaron cortes histologicos de
amigdala. El inmunomarcaje se realizé con el sistema de deteccion VECTASTAIN®
Elite® ABC HRP Kit (Peroxidase, Universal), R.T.U. (Ready-to-Use) (VectorLabs,
USA). Seguido de la visualizacion con sustrato de peroxidasa ImmPACT DAB
(VectorLabs, USA). Finalmente, las muestras se contratifieron con hematoxilina de

Harris y se montaron.

Las laminas tefidas se enumeraron de acuerdo al numero de molde al cual
pertenecian y se etiquetaron describiendo el anticuerpo utilizado. Las células
inmunopositivas en las laminas se evaluaron microscopicamente con un aumento
de 40x y se eligieron 10 campos de forma no aleatoria, 5 para tejido epitelial y 5
para tejido conectivo, seleccionando las que tuviesen presencia de areas de mayor
marcacion positiva. Esta marca se evaluo como positiva para la proteina de pSTAT3
en el caso de contar con una marca de color pardo en el nucleo o citoplasma de las
células sin considerar intensidad. Los campos fueron fotografiados con un
microscopio optico Olympus BX41 (Olympus, Japon) con el programa Micrometrics
SE Premium V2.7 (micrometrics).
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El conteo celular se realiz6 utilizando el programa Image J (NIH, USA), con
el cual se enumeraron todas las células presentes en el tejido a observar,
diferenciado la cantidad de inmunopositivas e inmunonegativas del total
contabilizado.

La observacion de estos cortes y fotografias se realizd en el Area de
Anatomia Patoldgica del Departamento de Patologia y Medicina Oral de la Facultad

de Odontologia de la Universidad de Chile.

5.5 Analisis estadistico:

Los datos se analizaron utilizando el software Prism 8 (GraphPad Software,
Inc). El analisis de la distribucion de datos se realiz6 mediante el test D'Agostino &
Pearson. Las diferencias entre 2 grupos se determind mediante la prueba t de
Student no pareado. Los resultados se expresaron en promedio + error estandar.

Se consideré como estadisticamente significativo un p valor < 0.05.

5.6 Deteminacion de la muestra:

En base a estudios previos para deteccion de células Th17 en tejidos
gingivales con periodontitis (Dutzan y cols. 2016), se concluyé necesario obtener
una muestra de un minimo de 7 individuos. (Nivel de significacia del 5% con un
poder estadistico del 80%). El tamafno de la muestra se calculd con el software en

linea OpenEpi (www.openepi.com).
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Figura 2: Esquema del reclutamiento de voluntarios y seleccion de las muestras de tejido
gingival para analisis histopatolégico, mediante inmunohistoquimica para pSTATS.
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6. RESULTADOS:

6.1 Individuos evaluados:

Fueron evaluados clinicamente 18 individuos con necesidad de tratamiento
periodontal (Tabla 1), el promedio de edad de este grupo fue de 50 afos, siendo
el/la mas joven de 30 afos y el/la mayor de 68 afos. El 33% (6 individuos) eran
hombres y el 66% (12 individuos) eran mujeres. El 22% (4 individuos) de ellos era
fumador, el 28% (5 individuos) de ellos presentaba hipertension arterial y ninguno
presentaba diabetes. El promedio de dientes en boca fue de 26, siendo el numero
menor 16 y el mayor 31. Los promedios de profundidad al sondaje de los pacientes
fueron desde 1,07 mm a 3,74 mm, siendo el promedio de 2,59 mm. El nivel de
insercion clinica fue en promedio de 3,30 mm, siendo el menor valor de 2,08 mm vy
el mayor de 6 mm. En cuanto al indice de sangrado, el promedio fue de 54,8%
siendo el menor de 25% y el mayor de 88%. En el indice de placa, el promedio fue
de 73,5%, siendo el menor valor de 40% y el mayor de 100%.

Caracteristicas clinicas de los voluntarios evaluados

Hombres Mujeres Total
Numero de Individuos 6 12 18
Edad (afios) 56 (42 — 68) 48 (30 -61) 50 (30 - 68)
Dientes 26 (18 — 31) 26 (16 — 31) 26 (16 — 31)
PS (mm) 2,64 (1,07 -3,74) | 2,56 (2,01 -3,36) | 2,59 (1,07 — 3,74)
NIC (mm) 3,83 (2,08 -6,00) | 2,96 (2,35-3,52) | 3,30 (2,08 —6,00)
indice de Sangrado (%) 59,3 (30— 88) 52,5 (25 - 88) 54,8 (25 - 88)
indice de Placa (%) 79,6 (48 — 100) 70,5 (40 — 94) 73,5 (40 — 100)
Tabaquismo 0 4 4
Hipertension 3 2 5

Tabla 1: Datos clinicos del total de individuos evaluados. Las variables Edad, Numero de
dientes, Profundida al sondaje, Nivel de Insercién Clinica, indice de sangrado e indice placa, se
expresaron en Promedio (Minimo-Maximo). Las variables Tabaquismo, Hipertension y Nimero
de Individuos, se expresaron en sumatoria de casos.
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6.2 Individuos seleccionados:

De acuerdo con los criterios de seleccion la muestra quedd conformada por
9 individuos con periodontitis. Dos voluntarios fueron excluidos del estudio por
comenzar tratamiento con antibioéticos u otros medicamentos. Otros dos voluntarios
no quisieron continuar participando del estudio. Un individuo presentaba en la
mayoria de sus dientes rehabilitaciones con proétesis fija, lo que si bien no es un
criterio de exclusiéon de este estudio, se determind que modificaba de forma
significativa la presentacion clinica de la enfermedad. Ademas fueron excluidas
cuatro muestras de tejido que no permitieron realizar correctamente su analisis
histologico, ya sea por su tamafo como por la calidad de tejido obtenido. De igual
manera, todos los voluntarios que fueron evaluados recibieron tratamiento

periodontal y fueron derivados a otras especialidades, de acuerdo a su diagnostico.

A continuacion se describen las caracteristicas clinicas del grupo de 9 sujetos
(n=9) seleccionados para analizar la expresion de pSTATS3 en tejido gingival (Tabla
2). El promedio de edad fue de 48 ainos, siendo el/la mas joven de 30 afos y el/la
mayor de 68 afnos. El 44,4% (4 individuos) eran hombres y el 55,5% (5 individuos)
eran mujeres. El 11,1% (1 individuo) de ellos era fumador, el 44,4% (4 individuos)
de ellos presentaba hipertension arterial y ninguno presentaba diabetes. El
promedio de dientes en boca fue de 26, siendo el menor numero 18 y el mayor 31.
El promedio de la profundidad al sondaje de los individuos de esta muestra fue de
2,69 mm, con un minimo de 1,07 mm y maximo de 3,74 mm por sujeto. El nivel de
insercion clinica promedio fue de 3,50 mm, siendo el menor valor por individuo de
2,08 mm y el mayor de 6 mm. En cuanto al indice de sangrado el promedio de la
muestra fue de 63,6%, siendo el menor de 25% y el mayor de 88%. En el indice de

placa, el promedio fue de 81,7%, siendo el menor valor 49% y el mayor de 100%.
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Caracteristicas clinicas de voluntarios incluidos en el estudio.

Hombres Mujeres Total
Numero de Individuos 4 5 9
Edad (afios) 55 (42 - 68) 42 (30 - 53) 48 (30 - 68)
Dientes 23 (18 - 27) 27 (27 - 31) 26 (18 — 31)
PS (mm) 2,70 (1,07 -3,74) | 2,67 (2,01 -3,36) | 2,69 (1,07 — 3,74)
NIC (mm) 3,98 (2,08 -6,00) | 3,13 (2,35-3,52) | 3,50 (2,08 —6,00)
indice de Sangrado (%) 67,2 (44 — 88) 60,7 (25 — 88) 63,6 (25— 88)
indice de Placa (%) 86,1 (63 — 100) 78,2 (49 —94) 81,7 (49 -100)
Tabaquismo 0 1 1
Hipertension 3 1 4

Tabla 2: Datos clinicos de los voluntarios seleccionados para analizar la expresion de
pPSTAT3 en muestras de tejido gingival. Las variables Edad, Numero de dientes, Profundidad
al sondaje, Nivel de Insercion Clinica, indice de Sangrado e indice Placa, se expresaron en
promedio (minimo-maximo). Las variables Tabaquismo, Hipertension y nimero de individuos
Total, se expresaron en sumatoria de casos.

De acuerdo a la nueva clasificacion de las enfermedades y condiciones
periodontales y periimplantarias (Caton y cols., 2018), se realiz6 el diagndstico de
los voluntarios utilizando el algoritmo propuesto por Tonnetiy Sanz (Tonetti & Sanz,
2019). Los 9 sujetos tuvieron un diagnostico de periodontitis. En cuanto a las etapas
de la enfermedad que indica la severidad de la enfermedad y complejidad de
tratamiento, el 11,1% (1) de ellos presentaba una etapa 2, el 44,4% (4) estaba en
etapa 3 y otro 44,4% (4) etapa 4. En el 22,2% (2) era localizada y en el 77,8% (7)
generalizada. En cuanto a los grados, que indica la progresion de la enfermedad, el
11,1% (1) de la muestra presentaba un grado A, el 33,3% (3) presentaba un grado
B y el 55,5% (5) presentaba un grado C (Tonetti, Greenwell & Kornman, 2018).
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6.3 Analisis de pSTATS3 en los tejidos gingivales:

Para analizar la activacion de STAT3 en los tejidos gingivales de los
individuos seleccionados, se realizé el inmunomarcaje para pSTAT3 a un total 9
muestras de tejidos gingivales, una de cada individuo. Se contabilizaron las células
inmunopositivas en 10 microfotografias por muestra, alcanzando un total de 90

microfotografias de cortes de tejido, 45 de tejido epitelial y 45 de tejido conectivo.

Figura 3: Imagenes representativas de microfotografias (40X) utilizadas para realizar la
cuantificacion de células inmunopositivas para pSTAT3. A y B: Corte histolégico de tejido
gingival epitelial con amplias crestas epiteliales, donde las células inmunomarcadas se ubican
principalmente en la zona basal del epitelio se observa un aumento en la expresion,
principalmente a nivel de los nucleos. Flechas de color rojo indican nucleos de células
inmunopositivas en estrato basal del epitelio C: Corte histolégico de tejido conectivo gingival
con un inmunomarcaje homogéneo en su distribucién, presente tanto nucleo como citoplasma.
Presencia de vasos sanguineos y células endoteliales inmunopositivas. Flechas de color rojo
indican células inmunopositivas D: Corte Histoloégico de tejido conectivo gingival con un
inmunomarcaje distrubuido en grupos celulares, tincion tanto de nucleos como citoplasma.
Presencia de infiltrado inflamatorio. Presencia de vasos sanguineos y células endoteliales
inmunopositivas. Flechas rojas indican vasos sanguineos con células inmunopositivas.
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Al analizar los cortes histologicos se pudo observar que en el epitelio la
activacion de STAT3 se ubicaba principalmente en los nucleos de las células del
estrato basal (figura 3A y 3B). En cambio, en el tejido conectivo se aprecia una
tincion inmunopositiva en nucleo y citoplasma de las células, ubicadas de manera
homogénea (figura 3C), o en forma de cumulos (figura 3D). Ademas se identificaron

células endoteliales inmunomarcadas en relacion a vasos sanguineos.

Tabla de caracteristicas clinicas de muestras analizadas.

Células imnunopositivas pSTAT3 (%)

Diente PS (mm) NIC (mm)  Sangrado Epitelio Conectivo Total
M1 4.6 4 4 + 48 87 67
M2 1.6 6 7 + 43 83 63
M3 2.7 8 12 + 85 83 84
M4 1.6 4 4 + 63 68 66
M5 1.3 5 5 + 52 67 59
M6 3.6 4 4 + 39 37 38
M7 1.4 5 4 + 83 76 80
M8 4.7 7 7 + 38 36 37
M9 1.7 6 6 + 50 73 62

Tabla 3: Caracteristicas clinicas de los sitios de muestras analizadas de tejido gingival.
Se indica el diente del cual se extrajo la muestra de tejido, la profundidad al sondaje del sitio
expresada en milimetros, el nivel de insercion clinica del sitio expresada en milimetros, la
presencia de sangrado al sondaje. Ademas se presenta el promedio de células inmunopositivas
para pSTAT3 expresado en porcentaje, para el tejido epitelial de la muestra, para el tejido
conectivo y de ambos tejidos.

Cuando se analizaron las diferencias en la activacion de pSTAT3 entre
individuos (Tabl 2 y 3), no se encontraron asociaciones estadisticamente
significativas en relacion al sexo del sujeto ni a las caracteristicas clinicas
periodontales del sitio evaluado, como profundidad al sondaje o nivel de insercidn

clinica. Al observar los resultados de los individuos que presentaban alguna
28



caracteristica sistémica que pudiese modificar su condicion periodontal (Tabla 3),
se observé que el unico sujeto fumador de esta muestra mostré un alto porcentaje
de activacion de esta proteina, en relacion a los otros individuos (80% de las
células). De las muestras de tejido de los 4 individuos que padecian hipertension
arterial se observé que presentaban también un alto promedio de expresion de
pSTAT3 (59%, 62%, 67% y 84%). En contraste, cuando nos enfocamos en los
pacientes que no presentaran alguna de estas caracteristicas, obtuvieron los
menores niveles de activacion de STAT3 en las células estudiadas (38%, 37%, 63%
y 66%).

Total Epitelio Conectivo
Bl 61.79% Positivas Bl 55.60% Positivas B 67.98% Positivas
(3 38.21% Negativas [ 44.40% Negativas [ 32.02% Negativas

Figura 4: Graficos circulares que representan el porcentaje de células positivas y
negativas para inmunoexpresion de pSTAT3. Se observan de izquierda a derecha. A:
Promedio de células inmunopositivas e inmunonegativas para pSTAT3 en el total de cortes
histologicos analizados. B: Promedio de células inmunopositivas e inmunonegativas en los
cortes histoldgicos analizados, exclusivamente de tejido epitelial. C: Promedio de células
inmunopositivas e inmunonegativas en los cortes histoldgicos analizados, exclusivamente de
tejido conectivo.

Al cuantificar la expresion de pSTATS3 activado en las 90 microfotografias, se
observo una activacion significativa de esta proteina, en promedio 61.79 + 2.13%
(Figura 4A) fueron inmunopositivas para pSTAT3 (maximo de 96% y un minimo de
25%). Cuando se analiz6 de forma separada el tejido conectivo, se observo que en
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promedio habia un 67.98 + 2.90% (Figura 4B) de células que expresaron pSTATS3,
(maximo de 94% y un minimo de 25%). En contraste, al evaluar las células
inmunopositivas para pSTAT3 en el tejido epitelial, se determiné que en promedio
un 55.60 + 2.86% de células epiteliales presentaban activacién de STAT3 (maximo
de 96% y un minimo de 27%) (Figura 4C).
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Figura 5 Células inmunopositivas para pSTAT3 en tejido conectivo y tejido epitelial. A: Se
observa la comparacion del numero total de células positivas pSTAT3 en tejido epitelial y tejido
conectivo p<0,0001. B: Se observa la comparacién de porcentaje de células pSTAT3 positivas
en tejido epitelial comparado con el tejido conectivo. p= 0,0032. Cada circulo representa una
microfotografia obtenida de los 9 sujetos seleccionados. Las lineas representan el promedio y
el error estandar.

Al comparar las células inmunopositivas del tejido epitelial y del tejido
conectivo (Figura 5), se evidencid que el tejido conectivo era el que presentaba una
mayor expresion de esta proteina. Se obtuvo una diferencia estadistica con un valor
p<0,001 al analizar el numero total de células positivas para pSTAT3 y una
diferencia estadisitica con un valor p=0,0032 cuando se compararon los valores del

porcentaje de células positivas para pSTATS3.
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7. DISCUSION:

7.1 Activacion de STAT3 en periodontitis

En el proceso inflamatorio de la periodontitis, las células Th17 juegan un rol
fundamental en la patogénesis de la enfermedad y en la perpetuacion de una
reaccion inflamatoria descontrolada. Se ha demostrado que sus principales
citoquinas estimuladoras: IL-6, IL-23 e IL-21, presentan niveles aumentados en
tejidos con periodontitis (Cardoso y cols., 2009; Zhao y cols., 2011 Dutzan y cols.,
2012; Keles y cols., 2014). Para la activacion de estas células es necesario que
estas citoquinas se unan a receptores especificos de la membrana celular, que por
medio de la estimulacion de vias JAK van a fosforilar a STAT3, un factor de
transcripcion clave para la diferenciacion de linfocitos Th17 (Park y cols., 2014).
Debido a lo anterior, STAT3 ha sido identificado como un objetivo biolégicamente
relevante a estudiar ya que podria tener un papel crucial en la patogénesis de la
enfermedad periodontal.

En el presente estudio evaluamos la activacién de STAT3 en muestras de
tejido gingival en sujetos con periodontitis, en donde encontramos que esta proteina
se encontraba fosforilada en la mayoria de las células del tejido gingival, tanto en el
compartimiento epitelial como en el conectivo (61.79 + 2.13% del total de células).
Al revisar la literatura, estos resultados se relacionan con los encontrados en otras
investigaciones, en donde se evalua el rol de STAT3 en enfermedad periodontal.
Garcia de Aquino en el 2009 y Chaves de Souza en el 2011 observaron una
activacion elevada de STATS3 en el tejido gingival de ratones utilizando un modelo
de periodontitis por ligadura (Garcia de Aquino y cols., 2009; Chaves de Souza y
cols., 2011). Posteriormente, Chavez de Souza en 2013, concluyé que existia una
activacion significativa de esta proteina en el tejido gingival murino, pero a diferencia
del anterior, con un modelo de inflamacién por induccién utilizando lipopolisacaridos
(LPS) bacterianos de Escherichia coli (Chaves de Souza y cols., 2013). Por su parte,
Ambili y colaboradores en 2017, analizaron STAT3 en cultivos de fibroblastos

periodontales humanos donde también se observé una activacién importante de
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esta proteina ante la estimulacion con LPS de Porphyromonas gingivalis (Ambili y
cols., 2017). Nuestro trabajo evalu6 por primera vez la activacion de STAT3 en
muestras de tejido gingival humano, concluyendo que en sujetos con periodontitis
existe una activacion significativa de esta via de sefalizacion intracelular en tejido
gingival. Esto puede estar en directa relacion con la capacidad que tiene esta
proteina de activar a las células Th17, las cuales se ha demostrado que aumentan
en los tejidos gingivales con periodontitis (Dutzan y cols., 2018). Futuras
investigaciones podrian evaluar la activacion de STAT3 en salud y gingivitis, y de
esta manera poder determinar si la activacion de esta via de sefalizacién se
produce solo en periodontitis y asi poder esclarecer aun mas su rol en la

enfermedad.

7.2 pSTATS3 en tejido epitelial:

Mediante analisis inmunohistoquimico hemos podido también analizar la
activacion de STATS3 en los distintos estratos celulares, ya sea en el tejido epitelial
como en el tejido conectivo gingival. Otras investigaciones han evaluado la
activacion de esta via de sefalizacion en células de tejido epitelial. Macha vy
colaboradores en 2011, evaluaron la expresion STAT3 en células de tejido
displasico de carcinoma oral de células escamosas y en muestras de tejido oral
normal, donde la localizacion de la proteina se ubicé predominantemente en los
nucleos de células epiteliales, y por el contrario, no se observo activacion de STAT3
en células epiteliales en muestras de tejidos normales (Macha y cols., 2011). Por su
parte Fasanaro y colaboradores en 2015, analizaron pSTAT3 en muestras de
mucosa de lengua y carcinoma oral de celulas escamosas, en tejido normal se
detectd un marcaje nuclear en las capas basales y espinosas del epitelio, mientras
que la tincién en la capa granular fue débil y escasa, y no hubo inmunoreaccién en
la capa de queratina. En las muestras de carcinoma oral de células escamosas se
observd una activacion mayor de STAT3, en comparacion con las muestras de
mucosa oral en lengua (Fasanaro y cols., 2015). De forma similar, Tashiro y
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colaboradores en el presente afo, analizaron mediante inmunohistoquimica a
pSTAT3 en muestras de carcinoma oral de células escamosas y en lesiones orales
del epitelio, en donde describieron una activacion tanto en el citoplasma, como en
los nucleos. Por su parte, en carcinoma hallaron una activacion homogénea de esta
proteina, en comparacién a las lesiones displasicas, en donde observaron que la
activacion de STAT3 se encontraba concentrada principalmente en las células de la
capa basal y células del estrato espinoso del epitelio. (Tashiro y cols., 2020). Estos
resultados se condicen con los obtenidos en esta investigacion, donde la activaciéon
de STAT3 en el tejido epitelial se concentrd principalmente en los nucleos de las
células del estrato basal del tejido gingival, esto podria tener explicacion en que
STAT3 ejerce su funcion de activacion de la transcripcion dentro del nucleo celular.
Ademas, con respecto a la capa epitelial donde se observsa su mayor presencia,
coincide que es la zona del tejido que concentra el mayor potencial de crecimiento
y reaccion, teniendo en consideracion que esta via de sefializacién puede ser
estimulada por diversos factores de crecimiento que influyen en el desarrollo y
proliferacion del tejido epitelial (Y. Wang y cols., 2018). Nuestros resultados en
conjunto con literatura actual respaldan el hecho de que STAT3 juega un rol
fundamental en epitelio gingival, principalmente en procesos de diferenciacion,
proliferacion e inhibicion de la apoptosis. (Fasanaro y cols., 2015; Luo y cols., 2014;
R. Wu y cols., 2003).

7.3 pSTAT3 en tejido conectivo:

En el estroma de las muestras analizadas, observamos una mayor activacion
de pSTAT3, en comparacion con el epitelio, ademas con una distribucion
homogénea y/o de cumulos en diferentes zonas del tejido. Como sabemos, la
periodontitis se caracteriza por una dilatacion vascular y aumento de la
permeabilidad de los capilares sanguineos, lo que en conjunto con una serie de
eventos de quimiotaxis, concluyen en un aumento del reclutamiento de neutrofilos,

monocitos, macrofagos, linfocitos y plasmocitos, en el tejido conectivo (Dutzan y
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cols., 2016a; Dutzan y cols., 2016b; Kurgan & Kantarci, 2018). Los neutrofilos
quienes migran en primera instancia a los tejidos periodontales inflamados, estan
directamente influenciados por STAT3, en estudios donde se evaluan a individuos
con sindrome hiper-IgE, quienes poseen una deficiencia autosomica en el gen que
codifica para STAT3, se ha descrito también una muerte anticipada de neutrofilos
(Farmand y cols., 2018). Ademas, Taylor y colaboradores demostraron que IL-6 e
IL-23 inducen la fosforilacion STAT3 en neutrdéfilos en un modelo in vitro animal de
queratitis fungica. (Taylor y cols., 2016).

Por otro lado, sabemos también que durante el proceso inflamatorio en
periodontitis, monocitos migran al sitio de inflamacion y se diferencian en
macréfagos (Kurgan & Kantarci, 2018). W. Wu y colaboradores identificaron una
activacion significativa de STAT3 en monocitos de muestras de tejido de carcinoma
hepatocelular (W. Wu y cols., 2011). De hecho, se ha descrito que la activacion de
STAT3 participa especificamente en la diferenciacidn de monocitos a macrofagos
(Vasamsetti y cols., 2015).

Ademas de lo anterior, los linfocitos son otro grupo celular que van a estar
directamente implicados en la respuesta inmune en los tejidos gingivales
inflamados. Las células B, tienen un rol importante en etapas avanzadas de
enfermedad periodontal, siendo parte también del infiltrando inflamatorio que invade
el tejido conectivo gingival (Kurgan & Kantarci, 2018), Deenick y colaboradores
observaron in vitro, que la activacion de STAT3 es necesaria para la diferenciacion
de los linfocitos B a plasmocitos. (Deenick y cols., 2013). Por otro lado, dentro los
linfocitos T, se ha demostrado que el subtipo de células Th17 cumple un papel
fundamental en la inmunopatologia de la periodontitis, siendo claves en el proceso
inflamatorio destructivo de tejidos periodontales promoviendo la pérdida del hueso
alveolar y otros tejidos de insercion, induciendo un desbalance en la activacion de
osteoclastos y reclutamiento de neutréfilos durante la inflamacidn periodontal.
(Zenobia & Hajishengallis, 2015; Abusleme & Moutsopoulos, 2016; Dutzan y cols.,
2018). Como se ha mencionado anteriormente, la via de sefalizacion STAT3 es
fundamental para la diferenciacion de las células Th17 (Kane y cols., 2014). De
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hecho, estudios realizados tanto en modelos animales, como en seres humanos,
han demostrado que la activacion de STAT3 es indispensable para la activacién y
diferenciacion de las células Th17 (Harris y cols., 2007; Milner y cols., 2008; Durant
y cols., 2010; Dutzan y cols., 2018)

En el afio 2019 Wan y colaboradores observaron que la expresion y
activacion de esta proteina en células de ligamento periodontal en un modelo
experimental de periodontitis apical en ratas, donde pSTAT3 se concentraba en el
nucleo y citoplasma de linfocitos, monocitos, neutrofilos, células endoteliales
vasculares, fibroblastos y osteoclastos (L. Wang y cols., 2019). Estos resultados son
concordantes con los encontrados en esta investigacion, en donde observamos que
en muestras de tejido humano con periodontitis también se producia una activacion
significativa de esta via, sugiriendo que estos pueden ser los tipos de células que
expresarian pSTAT3 en nuestras observaciones.

La literatura actual respalda el hecho de que STAT3 participa en la activacion
de las principales células inmunes que estan presentes en el infiltrado inflamatorio
en peridodontitis, nuestros resultados demuestran que existe una activacion
significativa de esta via de sefializacion intracelular en el tejido conectivo gingival
de sujetos con periodontitis, es por esto que futuras investigaciones podrian
identificar especificamente cuales de estos tipos celulares son los que presentan
una activacion mayor de STAT3 en periodontitis y poder determinar con mas

precision el papel de esta proteina en la patogénesis de la enfermedad periodontal.

7.4 Tabaquismo:

Otro resultado importante fueron las patologias sistémicas que pudiesen
estar modificando el proceso inflamatorio en los tejidos periodontales de los
individuos. A pesar de solo contar con un individuo fumador, pudimos observar en
promedio una activacion de STAT3 en un 80% del total de células gingivales, estos
resultados podrian guardar relacion con el hecho de que se ha descrito una
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asociacion positiva y de riesgo, entre la periodontitis y el habito tabaquico, en donde
se ha observado ademas, que el tabaquismo afecta la composicidén de la microbiota
oral, la respuesta inmune y la capacidad de recuperacion de los tejidos
periodontales. (Leite y cols., 2018). De hecho, se ha demostrado in vitro que se
produce un aumento significativo de STAT3 en queratinocitos orales estimulados
con humo de tabaco (Arredondo y cols., 2006). Dicho eso, se vuelve relevante poder
investigar como el tabaco puede afectar la via de sefalizacion STAT3 en células del
tejido gingival y como eso puede llegar a modificar el curso de la enfermedad
periodontal en pacientes que presenten este habito.

7.5 Hipertension:

Al analizar el nivel de activacion de STAT3 en muestras de sujetos que
presentaban periodontitis e hipertension, se observd que existia un alto porcentaje
de expresion de pSTAT3 en las muestras de tejido gingival. Estos resultados
preliminares son coherentes con la evidencia que sefala una fuerte asociacion entre
estas dos patologias (Martin-Cabezas y cols., 2016). Ademas, algunos estudios han
relacionado la hipertension directamente con la via de STAT3 en células inmunes,
especificamente con macréfagos. A pesar de eso, la evidencia aun es contradictoria
sobre si un estimulo hipertensivo, principalmente inducido por células endoteliales,
produce un efecto estimulador o inhibitorio sobre la via de senalizacion STAT3
(Loperena y cols., 2018; Wei y cols., 2019). Sin embargo, se ha demostrado en
modelos animales que el estimulo hipertensivo produce un aumento de citoquinas
proinflamatorias, incluidas IL-6 y IL-23, son claves para la activacidn y supervivencia
de linfocitos Th17 (Kirabo y cols., 2014). Estos resultados en conjunto con la
evidencia cientifica que relaciona a STAT3 tanto con hipertensibn como con
periodontitis, podria dar pie para que futuras investigaciones puedan estudiar de
manera mas especifica como esta via de sefializacion intracelular puede estar

relacionando a estas dos enfermedades entre si.
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7.6 STAT3 en otras enfermedades:

La participacion de la via STAT3 también ha sido estudiada en otro tipo de
enfermedades humanas de caracter inmunoinflamatorio. En el caso de la
enfermedad del intestino irritable y psoriasis, se ha encontrado una expresion
aumentada de STAT3 en biopsias de tejidos humano con dichas patologias
(Vavricka y cols., 2018). También en el analisis de muestras de tejido uterino con
endometriosis se ha distinguido ademas de una alta expresion de STAT3 y de su
forma fosforilada es decir pSTAT3. (Kim y cols., 2015). En el caso de la artritis
reumatoide también ha sido analizada la activacion de este factor de transcripcidn
clave, donde se ha hallado un aumento significativo de pSTAT3 en el tejido sinovial
de articulaciones con esta enfermedad (Gao y cols., 2015). Es relevante ademas
destacar que a partir de las conclusiones sobre el papel clave de STAT3 en la
patogénesis de estas enfermedades, es que se han desarrollado nuevas terapias

que tienen como blanco farmacoldgico la inhibicion de esta via de sefializacion.

7.7 Aspectos importantes:

En este estudio pudimos observar en muestras de tejido gingival humano con
periodontitis la activacion de STAT3, un miembro importante de la familia de
transductores de senales y activadores de la transcripcidn, que juega un rol
fundamental en diferentes enfermedades de caracter inflamatorio y autoinmune.
Dentro de las limitaciones que se produjeron en la realizacién de este trabajo,
podemos mencionar la cantidad limitada de sujetos con los que se conformd la
muestra y la necesidad de poder comparar estos resultados con muestras de tejido
sano o con gingivitis. Un aspecto a evaluar en futuras investigaciones es determinar
de manera mas especifica que células inmunes son las que estan siendo activadas
mediante la via de STAT3, para poder dilucidar de mejor manera cual es sul rol
durante el proceso de inflamacion de los tejidos peridontales.
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Ampliar el conocimiento sobre la red de sefiales que componen la respuesta
inmune en los tejidos podria en el futuro permitir desarrollar nuevas estrategias que
permitan abordar el proceso inmunodestructivo que se produce durante el desarrollo
de la enfermedad periondontal, para de esta manera evaluar, como en otras
patologias, si es factible complementar las terapias convencionales mediante

modelos de inhibicidon directa de vias de senalizacion inmune como STATS3.
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8. CONCLUSIONES:

STAT3 se encuentra activada en tejido gingival humano con periodontitis.
Ademas, esta activacion es mayor en tejido conectivo en comparacion con

tejido epitelial.

En tejido epitelial, la activacion de STAT3 se localiza principalmente en

estrato basal, concentrado en los nucleos celulares.

En tejido conectivo, la activacion de STAT3 se distribuye de manera
homogenea y/o en cumulos, tanto en nucleo como citoplasma de las células

de dicho tejido.
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10. ANEXOS.

10.1 Anexo1:

& CONICYT
Ministerio de
PR,  Educacion

Programa
Fondecyt
eohieino de Chie |
N°018/FONDECYT/518
Santiago, 30 de Octubre del 2018
Ref.: Proyecto N° 11180389
Sefior
NICOLAS DUTZAN MUNOZ

Estimado sefior DUTZAN:

Por encargo de los Consejos Superiores de Ciencia y Desarrollo Tecnoldgico, informamos a usted que su proyecto
postulado al Concurso de Iniciacion en Investigacion 2018, ha sido aprobado. Reciba nuestras sinceras felicitaciones
por el éxito de su postulacién.

En esta convocatoria concursaron 1.233 proyectos y se financiaron 363 (29,4%). Su propuesta fue evaluada en el
Consejo de CIENCIA y calificada con 4470 puntos, ubiciandose en el lugar N° 5 del Grupo de Estudio de
MEDICINA G1 - CS. BIOMEDICAS. En este Grupo concursaron 49 proyectos, se evaluaron 39 y aprobaron 12
(24,5%). La calificacion del tltimo proyecto financiado en este Grupo fue de 3,960 puntos.

Adjuntamos un informe del proceso de evaluacion, asi como las calificaciones y comentarios que el Panel realizé al
proyecto.

En el sistema de evaluacion, donde se encuentra disponible la presente carta, podrd acceder al presupuesto asignado a
su proyecto y a un informe con el detalle de las certificaciones y/o autorizaciones aprobatorias, que debera presentar
como uno de los requisitos para la transferencia de recursos al proyecto, de acuerdo a lo establecido en el numeral
6.2.1. de las bases concursales.

Tenga presente que los recursos asignados por concepto de honorarios serdn revisados anualmente, ajustdndose a los
montos méximos establecidos en las bases correspondientes, por participacion en proyectos FONDECYT en calidad
de Investigadores(as) Responsables y Coinvestigadores(as), si aplica. Si el presupuesto otorgado ha sido modificado
en relacién a lo solicitado, usted puede redistribuir anualmente los recursos, de acuerdo a las necesidades de
ejecucion del proyecto, si lo estima pertinente.

El convenio de financiamiento que deberan suscribir usted y el(la) Representante Legal de la Institucion Patrocinante
de su proyecto serd enviado a esta tltima a la brevedad.

Saludan atentamente a usted,

/
P / p /
A ,.,/ZL’ ! M s 1/
“EDGAR VOGEL GONZALEZ | MARIO HAMUY WATKENHUT
Presidente Presidente
Consejo Superior de Ciencia Consejo Superior de Desarrollo Tecnolégico



10.2 Anexo 2:

‘@‘ Servicio de
Salud
Metropolitano JEeIEEEL]
Norte
Regidn Metropalitans Comité de Etica de la Investigacion del Servicio de

Salud Metropolitano Norte

Carta N° 018/2019
Ministerio de

Salud

Dr. NS/cc

Santiago, marzo 20 de 2019

Dr. Nicolas Dutzan
Investigador Principal
Facultad de Odontologia
Universidad de Chile
Presente

Proyecto Fondecyt (iniciacion N° 11180389)

Ref.: Titulo del Estudio: “Investigando a STAT3 y su posible rol en la patogénesis de la
periodontitis”.

Estimado Dr. Dutzan:
Acuso recibo de su carta de fecha 22 de febrero de 2019 en que incorpora las
modificaciones a su protocolo solicitadas por este Comité no habiendo otras objeciones

se da Aprobacién definitiva al Protocolo y Consentimiento Informado.

Sin otro particular, le saluda atentamente,

S i SR
o’ganisrno Asesor de \eﬁ“&q
Senvicig de Salud =

MetropoitaBROFUAN JORGE SILVA SOLIS
PRESIDENTE - CEI-SSMN

José 1053, Independencia,

www.ssmn.cl
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10.3 Anexo 3:

Periodontal Pocket Chart
Patient Name:
Date of Birth: / /
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Version 1.0 © 2017 British Society of Periodontology 3 3
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Ficha Clinica

Proyectos FONDECYT 11810389y 11180505

Encuestador: A continuacidn, se presenta un cuestionario que debe rellenar con los datos del paciente.
Sea concreto en sus preguntas ya que estas son especificas y tienen como objetivo evaluar los criterios
de inclusion y exclusion de la investigacion

Fecha de examen:
Nombre:
Rut:
Telefono:
Fecha de nacimiento:
Edad:
Sexo biolégico:
Ocupacion:
Ensefianza media:
Completa
Si es completa, especificar cursos superiores
Incompleta
Si es incompleta, especificar ultimo curso alcanzado
Prevision de salud:
Si es FONASA: Especificar
Habitos:
Tabaco (ultimo afio)
Si No
Promedio de cigarros/dia:

Inicio del consumo:

Antecedentes Sistémicos

Diabetes:
Si No
VIH:

Si No



Antecedente de Cancer, Quimioterapia o radioterapia en los ultimos 5 afios:

Si No

Enfermedades de Coagulacién:

Si No

Enfermedades Autoinmunes (Lupus, Artritis, E. de Crohn, Psoriasis artritica)
Si No

Otras enfermedades:

Si No

Alergias

Medicamentos en uso.

Corticoides (ultimos 3 meses)

Si No

Antibidticos sistémicos en uso (Ultimos 3 meses)

Si No
Inmunosupresores
Si No

Probidticos de uso comercial en altas dosis (no considerar lacteos y otros derivados)
Si No

Otros medicamentos:

Antecedentes Quirurgicos/Hospitalizaciones:

Céancer en los ultimos 5 afios

Si No

Radioterapia en cabeza y cuello en los Gltimos 5 afios

Si No

Consignar numero de hospitalizaciones en los Gltimos 3 afios; ¢Mas de 3 hospitalizaciones?
Si No

Posibilidad de embarazo:

Si No



Signos vitales:
Presion Arterial:
Pulso:

IMC:

Numero de dientes:

Examen periodontal basico

Anexar Periodontograma:

Anexar examenes complementarios (Radiografias):

Anexar Examenes de sangre:

Diagnéstico :

Prondstico General:

Pronéstico Particular:

Plan de Tratamiento:

Evolucion del tratamiento:
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10.4 Anexo 4:

Edicion del CI 11/01/2019

FACULTAD

ODONTOLOGIA

UNIVERSIDAD DE CHILE

Consentimiento Informado Para Participacién en Proyecto de Investigacion
Dirigido a Adultos

Titulo del Protocolo: Investigando a STAT3 y su posible rol en la patogénesis de la
periodontitis.

Investigador Principal: Nicolas Dutzan Mufioz

Sede de Estudio: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile — Sergio Livingstone

943 - Independencia, Santiago.

Nombre del Participante:

Este documento de Consentimiento Informado se aplicara a pacientes adultos, y consta de dos
partes:

+ Informacion (proporciona informacion sobre el estudio para usted).
+ Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar).
Ud. recibira una copia completa del Documento de Consentimiento Informado.

Mi nombre es Nicolas Dutzan y soy académico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile. Estoy realizando una investigacién cuyo objetivo es caracterizar y comparar la activacion de
la molécula STAT3 en la mucosa oral en estados de salud y durante periodontitis y gingivitis (estados
inflamatorios). Esta molécula es clave en procesos inflamatorios en otras partes del cuerpo humano,
pero su rol en las enfermedades inflamatorias de la boca se desconoce. Los resultados obtenidos
podrian ayudar a conocer mejor los eventos que caracterizan la inflamacion y destruccion de tejidos
orales. En conjunto con otros estudios, nuestra idea es implementar a futuro, nuevos tratamientos
que den solucion a los casos mas severos y que no responden al tratamiento convencional

Le proporcionaré informacion y lo/la invitaré a ser parte de este proyecto. No tiene que decidir hoy si
lo haré o no. Antes de tomar su decision puede hablar acerca de la investigacion con cualquier
persona de su confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado y puede que
contenga términos que usted no comprenda, por lo que siéntase con la absoluta libertad para
preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude aclarar sus dudas al respecto.

Una vez aclarada todas sus consultas y después que haya comprendido los objetivos de la
Investigacion y si usted desea participar, se le solicitara que firme este formulario.

CEVSSMNORy,

N
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Justificacién de la Investigacion

En Chile, la mayoria de la poblacion adulta esta afectada por una enfermedad denominada
Periodontitis, lo que la convierte en un grave problema de salud publica.

Esta condicion se caracteriza por la inflamacion y destruccion progresiva de los tejidos que soportan
los dientes. En estados severos, la periodontitis puede llevar a la perdida de dientes, puede modificar
otras patologfas como diabetes o enfermedad cardiovascular y disminuye la calidad de vida de los
afectados.

El tratamiento convencional de la periodontitis disminuye la inflamacion y destruccion de tejido,
retrasando la pérdida de los dientes. Lamentablemente, este tratamiento no es efectivo para todos
los casos. Es por este motivo que es necesario el estudio detallado de esta patologia para generar
nuevo conocimiento y desarrollar nuevas terapias.

Nuestros estudios previos han demostrado que en las encias inflamadas hay un aumento células
con un rol clave en la inflamacion y destruccion de tejidos de soporte de los dientes. Para poder
desarrollarse y ejercer sus efectos dafiinos, estas células necesitan la activacion de una molécula
especifica (STAT3).

En el presente estudio, investigaremos la activacion de STAT3 en la mucosa oral con la idea de
entender un poco mas las enfermedades inflamatorias y destructivas de las encias y en el futuro
proponer nuevas terapias para sujetos con diagnosticos mas severos y de dificil tratamiento.

Objetivo de la Investigacion
Nuestro objetivo es caracterizar y comparar la activacion de la molécula STAT3 en la mucosa oral
en estados de salud y durante periodontitis y gingivitis (estados inflamatorios).

Beneficio de la Investigacion.

Todos los pacientes recibiran diagndstico y de ser necesario, tratamiento dental correspondiente sin
costo.

Atodos los pacientes participantes del estudio se les hara entrega de todos los elementos necesarios
para la higiene bucal (cepillo dentario y/o cepillo interproximal y/o seda y/o enjuagatorios).

El paciente o su sistema previsional debera costear los gastos de examenes incluyendo radiografias.

Tipo de Intervencion y Procedimiento.

Si usted decide participar se le realizara un examen dental para efectos del diagndstico de su
patologia, se obtendra una biopsia (pequefio pedazo de tejido) y si es necesario se realizara el
tratamiento periodontal. Tanto la toma de la biopsia como los procedimientos de tratamiento se
realizaran bajo anestesia local.

Procedimientos del tratamiento periodontal estandar:

Tratamiento periodontal no quirdrgico:
Este tratamiento puede incluir instrumentacién mecanica de los dientes para remover calculo y placa
bacteriana adherida las raices y coronas dentarias.

Tratamiento periodontal quirtrgico:

Este tratamiento puede incluir una cirugia de colgajo submucoso localizado para el desbridamiento
del tejido inflamado, eliminacion de placa bacteriana en zonas de dificil acceso y re-contorneo de
tejidos 6seos y mucosos. Este tratamiento también puede incluir extraccién de dientes infectados y
con mal pronostico.

Los tejidos de desecho producto del tratamiento periodontal quirargico, seran utilizados para
investigacion. El tamafio y el tipo de tejido a obtener va a depender sus necesidades de tratamiento.
Estos tejidos de desecho incluyen, pero no estan limitados a tejido gingival, mucosa oral, tejido de
granulacion, hueso alveolar, dientes. No se obtendran mas tejidos que los que los estrictamente
necesarios para realizar el tratamiento periodontal estandar.

OS'E“"'SSM‘NORTE \'{&_e,@
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Riesgo de la Investigacion.

Todos los posibles riesgos de esta investigacion son minimos debido a que todos los procedimientos
son parte de la atencién dental de rutina y se encuentran estandarizados.

En caso de presentar algun problema sera tratado en forma inmediata por el director del presente
estudio y del equipo que trabaja en el desarrollo del proyecto de investigacion.

Los riesgos segun procedimientos son:

Evaluacion intraoral y periodontal:

Se realizaran examenes de rutina necesarios para el diagnostico de los pacientes. Los riesgos de un
examen intraoral/periodontal de rutina incluyen molestias menores durante y después de los
procedimientos como también un sangramiento menor de las encias e inflamacion de estas.

Radiografias:

Se solicitaran radiografias segun la necesidad diagnostica o de tratamiento de cada paciente.

La acumulacion maxima de exposicion a radiacién ionizante por afio producto de esas radiografias
seran de 6.9 millirem (0.069mSv) (esto incluye una radiografia panoramica mas radiografias
periapicales de todos los dientes). Esta acumulacion esta por debajo de las normativas
internacionales de 5000mrem por afio permitidos para sujetos participantes en estudios clinicos
(fuente: NIH Radiation Safety Committe) y menor al promedio de exposicién a radiacion ionizante
medioambiental de una persona al afio (300 millirem aproximadamente). Para minimizar el riesgo,
las radiografias seran realizadas por personal de la Clinica Odontoldgica de la Universidad de Chile
altamente entrenado, los cuales seguiran las precauciones de seguridad establecidas.

Biopsias Orales:

Las biopsias orales pueden causar molestias moderadas, dolor e inflamacién en el sitio de toma por
3 a4 dias. Estos sintomas pueden ser tratados con antiinflamatorios no esteroidales (AINES) si fuese
necesario. Eventos como sangrado e infeccion en el sito de la biopsia son de ocurrencia minima
debido a que la técnica ha sido estandarizada y perfeccionada para evitar complicaciones y debido
al pequefo tamafio de la biopsia.

Tratamiento periodontal:

No quirurgico:

El tratamiento periodontal tiene el riesgo de provocar sangramiento gingival y molestias menores
luego del procedimiento. Se aplicaran medidas de control de hemostasia y uso de AINES de ser
necesario.

Cirugias Periodontales:

La complicacién posoperatoria mas comln luego de una cirugia periodontal es dolor e inflamacién
durante la semana poscirugia. En el 5% de los casos se podria observar infeccion del sitio
intervenido. Se tomaran todas las medidas estandares para evitar infecciones y se prescribiran
antibiéticos en caso de diagnosticar una infeccion.

Extracciones dentales por indicacion periodontal:

Las complicaciones mas comunes asociadas a la extraccién dental incluyen: Dolor posoperatorio,
sangrado, infeccion. Se prescribiran antibiéticos y/o AINES de ser necesario en conjunto con
intervenciones necesarias para eliminar infecciones o sangrado.

CE\SSMNORy
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Criterios para seleccion de los participantes en el estudio
Criterios de inclusion:

Pacientes grupo inflamacién:
1. Cumplir con la definicion de caso de gingivitis y/o periodontitis
2. 218 afios
3. Minimo 20 dientes
4. Voluntad de donar tejido gingival para el estudio

Pacientes grupo sanos:
1. Cumplir con la definicién de caso de salud periodontal
2. 218 afos
3. Minimo 20 dientes
4. Voluntad de donar tejido gingival para el estudio

Criterios de exclusion:

Hepatitis B o C positivo

VIH positivo

Terapia de radiacion de cabeza o cuello
Tener algun céncer activo.

P i

ultimos 5 afios
Embarazo o lactancia
Diagnostico de diabetes y/o niveles de hemoglobina glicosilada mayor a 6%
Mas de 3 hospitalizaciones en los ultimos 3 afios
Tener desorden autoinmune como Lupus, Artritis reumatoide, etc.
0. Tener desordenes en la coagulacién o condiciones asociadas con sangrado como hemofilia,
enfermedad de von Willenbrand, etc.
11. Haber usado tabaco en el Gltimo afio previo al examen
12. Haber usado en los Ultimos tres meses:
a) Antibiéticos sistémicos (intravenoso, intramuscular u oral)
b) Corticoesteroides u otro inmunosupresor (por ejemplo, ciclosporina)
c) Terapia con citoquinas
d) Metotrexato o algun otro agente quimico inmunosupresor
e) Probiéticos de uso comercial en altas dosis (= 108 unidades formadoras de colonias por dia) en
formato de tableta, capsulas, polvo, etc. No aplica para exclusion del individuo el uso de
alimentos/liquidos fermentados, por ejemplo, leche, yogurts, etc.

2o P

Confidencialidad y difusion de datos.

La informacién obtenida de la Investigacién, respecto de la identificacion de participantes, sera
mantenida con estricta confidencialidad por el investigador. EI nombre y datos personales de Usted
seran codificados para el uso en este estudio y no seran identificados publicamente. Los resultados
emanados de este estudio podran ser publicados en revistas cientificas.

Sus muestras pueden ser guardadas por un maximo 10 afios y ser utilizadas en otros proyectos de
investigacion asociados y/o futuros. Sus muestras no se utilizaran para testear desérdenes
genéticos familiares.
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Haber sido tratado con quimioterapéuticos sistémicos o terapia de radiacién durante los
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Aclaraciones

e La participacion es completamente voluntaria.

¢ No habrd ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
intervencion y/o participacion.

e Siusted decide puede retirarse cuando lo desee.

¢ No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

¢ No recibira pago por su participacion.

e Usted podra solicitar informacion actualizada sobre el estudio, al investigador responsable.

¢ Lainformacion obtenida de la Investigacién, respecto de la identificacion de pacientes, sera
mantenida con estricta confidencialidad por los investigadores.

e Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede si lo
desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa al documento.
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Carta de Consentimiento Informado

A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontaneamente, y en consecuencia, acepto
que:

1. He leido y comprendido la informacién anteriormente entregada y que mis preguntas han
sido respondidas de manera satisfactoria.

He sido informado(a) y comprendo la necesidad y fines de ser atendido.
Tengo conocimiento del procedimiento a realizar.

Conozco los beneficios de participar en la Investigacion.

G A Heok, )

Ademas de esta informacién que he recibido, seré informado(a) en cada momento y al
requerimiento de la evolucién de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesaria
y al criterio del investigador.

6. Autorizo a usar mi caso para investigacion y para ser usado como material audiovisual en
clases, protegiendo mi identidad.

7. Autorizo a almacenar mis muestras de tejido por 10 afios y a ser utilizadas en otros proyectos
futuros y/o asociados.

8. En caso de cualquier duda puedo acudir a la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile, ubicada en Sergio Livingstone 943, Independencia, Santiago.

9. SiUd. desea consultar sobre sus derechos como sujeto de investigacion o piensa que estos
han sido vulnerados se puede dirigir al Comité de Etica de la Investigacion del Servicio de
Salud Metropolitano Norte. Uicado en calle San José N°1053, Independencia, Santiago.
Teléfono: +56-2-25758506.

Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento
diagnéstico pertinente, PUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIO INTERES.

Nombre del Paciente:

Firma:

Fecha:

Seccién a llenar por el Investigador Principal

He explicado al Sr(a) la naturaleza de la
investigacion, le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He
contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que conozco la normativa
vigente para realizar la investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Nombre del Investigador Principal:

Firma:

Fecha:

Nombre del Director del establecimiento donde realiza la investigacion o de su representante

Firma: N
e\ -SSMNORT.
Fecha: "k M
,ya"’smo Asesor ge ‘o DY
Servicio de Salud
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