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RESUMEN

Introduccion: ElI envejecimiento lleva consigo el deterioro de distintas
funciones a nivel sistémico. Este proceso se ve reflejado a nivel oral, donde se
observa un adelgazamiento y una menor capacidad reparativa de los tejidos
periodontales. La reparacion tisular y la remodelacion de la matriz extracelular
(MEC) son procesos mediados por metaloproteinasas de matriz extracelular
(MMPs). Durante el envejecimiento, se han observado variaciones en los niveles de
expresion y actividad de las MMPs en distintos tejidos, sin embargo, aiun se
desconoce como estos cambios se ven reflejados en el tejido gingival.

Objetivo: Determinar la variacion en los niveles de MMPs durante el

envejecimiento, evaluados en tejido conectivo gingival.

Metodologia: A partir de medio condicionado obtenido del cultivo de
fibroblastos gingivales humanos de sujetos sanos de distintas edades, clasificados
en jovenes y envejecidos, se analizaron los niveles de proteasas secretadas
mediante un micro-array de proteinas. Una de las proteasas que aumenté su
expresion en el array fue la MMP-3. Para corroborar que MMP-3 efectivamente se
sobreexpresa en respuesta al envejecimiento tisular, se analizaron cortes de tejido
gingival provenientes de individuos sanos clasificados en jovenes, mediana edad y
envejecidos para evaluar, mediante inmunohistoquimica, la variacion en los niveles

de expresion tisular de MMP-3 y su distribucion en el tejido gingival.

Resultados: Al analizar el ensayo array, la mayoria de las proteasas
presentaron niveles similares de secrecion en ambos grupos, sin embargo,
ADAMTS], Catepsina C, Catepsina L, Catepsina V y MMP-3 mostraron mayores
niveles de secrecion en el grupo de individuos envejecidos. Por el contrario, los
niveles de MMP-10 y MMP-12 se vieron disminuidos en este grupo. Finalmente, un
numero significativamente mayor de células positivas para MMP-3 fue detectado
mediante inmunohistoquimica en el grupo de mediana edad y envejecido en

comparacion con el grupo joven.



Conclusiones: Los niveles de MMP-3 secretados por fibroblastos gingivales
humanos aumentan con el envejecimiento, siendo significativamente mayores a

partir del grupo de mediana edad en adelante.



1. MARCO TEORICO

Nuestro pais, al igual que el resto del mundo, estéa viviendo una etapa
avanzada de transicion al envejecimiento demografico. El envejecimiento a nivel
poblacional se define como un aumento en el nUmero de adultos mayores, es decir,
personas mayores de 60 afios de edad. En el afio 2007, una de cada diez personas
pertenecia al grupo adulto mayor y se espera que para el afio 2025 esta proporcion
sea de uno por cada cinco (Instituto Nacional de Estadisticas 2007). Es de esperar
que el proceso de envejecimiento y la transicion epidemiolégica de nuestra
poblacién tengan un gran impacto en el gasto en salud, principalmente en el sistema
publico, donde se concentra cerca del 80% de la poblacién de adultos mayores
(CEPAL. 2004.).

A nivel del individuo, el envejecimiento se define como un proceso fisioldgico
normal e irreversible, que afecta lenta y progresivamente la adaptabilidad de la
persona a su entorno fisico, ambiental y social. Se caracteriza por una acumulacién
de cambios deletéreos que ocurren en las células y tejidos con el avance de la edad
y que son responsables del elevado riesgo de enfermedades y de mortalidad
(Harman, 2004, Olivares y cols., 2006). A medida que el individuo va envejeciendo,
el compromiso sistémico es mayor y mas complejo (San Martin, 2002; Millan J,
2011). Es mas, de acuerdo al ultimo estudio de discapacidad en nuestro pais, el
39% de la poblacion adulta mayor presenta problemas de discapacidad
(Departamento de Estudios y Desarrollo, 2006). En la Tabla 1 se resumen los

efectos del envejecimiento en los distintos sistemas del organismo.

Los efectos del envejecimiento también se ven reflejados en la cavidad oral,
donde existe un deterioro estructural y funcional de los tejidos duros y blandos, lo
gue se traduce en una mayor dificultad para ejecutar funciones esenciales como la
masticacion y la deglucion. Esto se debe principalmente a una menor eficiencia
muscular durante el envejecimiento y a distintas alteraciones en la posicion, forma

y cantidad de tejido dentario (Saez y cols., 2007).



Tabla 1. Cambios en funciones sistémicas del adulto mayor (San Martin y cols., 2002; Nobili y
cols., 2011.)
Sistema Alteracion
Composicion corporal  Menor cantidad de agua y masa total magra
Incremento en la proporcion de tejido graso

Sistema Aumenta el tiempo de contraccion-relajacion
Cardiovascular Menor capacidad muscular ventricular izquierda
Menor respuesta simpatica
Disminuye la elasticidad de los vasos sanguineos
Mayor presion arterial y labilidad del control vasopresor
Mayor porcentaje de arritmias

Sistema Respiratorio = Menor elasticidad pulmonar y capacidad respiratoria
Menor potencia de la musculatura respiratoria
Menor respuesta respiratoria a hipoxia e hipercapnia

Sistema musculo- Disminuye la potencia y el tono muscular
esquelético Mayor porosidad de corticales 6éseas
Menor nimero y grosor de trabéculas 6seas
Desmineralizacion paulatina del tejido éseo

Sistema Nervioso Menor flujo sanguineo
Central Aumento en la sensibilidad
Deterioro en receptores y vias sinapticas

Sistema Renal Menor masa Y flujo sanguineo
Disminucion en la tasa de filtracion glomerular

Sistema Menor aporte sanguineo
Gastrointestinal Menor produccion de acido clorhidrico y pepsina
Disminucion en la motilidad
Menor tamario y funcién hepatica

Sistema Inmune Mayor susceptibilidad a infecciones

Piel Menor capacidad reparativa

Sistema Sensorial Presbicia
Disminucion en la audicion
Menor sensibilidad a tonos agudos
Anosmia y alteraciones del gusto



Particularmente, en el hueso alveolar se produce una resorcion marginal
paulatina, lo que conlleva una disminucién en su altura y grosor, ademéas de un
adelgazamiento de la cortical alveolar (Saez y cols., 2007). Las mucosas se
adelgazan debido a la pérdida de elasticidad y a la disminucion en la cantidad de
tejido graso (San Martin, 2002), al igual que el ligamento periodontal, el cual
disminuye su grosor hasta en un 50% (San Martin, 2002). En general, en los tejidos
periodontales se observa una disminucion en el numero de células, fibras colagenas

y queratina, (Saez y cols., 2007).

Dentro de los cambios fisiologicos propios del envejecimiento, se ha descrito
un evidente deterioro en la capacidad reparativa de distintos tejidos del organismo,
incluyendo los tejidos blandos de la cavidad oral, los que se integran principalmente
por la mucosa masticatoria y los tejidos periodontales (San Martin, 2002; Caceres y
cols., 2014; Smith y cols., 2014). La reparacion tisular abarca una serie de procesos
que ocurren inmediatamente después de la formacion de una herida, mediante los
cuales se pretende restaurar la funcion y arquitectura del tejido afectado. (Clark,

1996). La reparacion consta de tres etapas:

1) Hemostasia e inflamacion: Ocurre inmediatamente después de la formacion de
la herida. Se inicia con la formacién del codgulo mediante union plaquetaria al
endotelio para impedir la pérdida de sangre y la colonizacién bacteriana, y
posteriormente con la formacion de la malla de fibrina. Las plaquetas liberan
citoquinas quimiotacticas para la migracion de neutrofilos, macrofagos y

linfocitos. (DiPietro y cols., 1998; Gurtner y cols., 2008; Coffman y cols., 2016).

2) Formacion del Tejido de granulacién: Se inicia después del tercer dia y se
caracteriza por una alta tasa de proliferacion y migracion celular. Comienza con
la migracion de queratinocitos en la capa mas profunda del epitelio. Se forman
nuevos vasos sanguineos, los cuales, en conjunto con fibroblastos y
macrofagos, reemplazan la malla de fibrina con tejido de granulacion, el cual
provee de sustento al epitelio para migrar, proliferar y madurar. Finalmente, los
fibroblastos son estimulados por macréfagos para diferenciarse en

miofibroblastos, los cuales cumplen la funcién de contraer los bordes de la



herida, y, en conjunto con los fibroblastos restantes, secretan colageno y otros

componentes de la MEC (Gurtner y cols., 2008).

3) Remodelacion de la Matriz Extracelular: Se inicia a partir de la segunda semana
desde la formacion de la herida y su objetivo es generar una nueva matriz
extracelular (MEC) que sea similar a la original. Las células endoteliales,
macréfagos y miofibroblastos abandonan el tejido o se eliminan via apoptosis,
dejando un tejido acelular compuesto por colageno y otros componentes de la
MEC. Durante 6 a 12 meses se remodela la matriz compuesta principalmente
por colageno tipo lll, el cual es reemplazado por coldgeno tipo I. El proceso de
remodelacion de la matriz es regulado principalmente por metaloproteasas
(Gurtner y cols., 2008).

Durante el proceso de reparacion tisular, las células responden a las sefiales
inflamatorias mediante la secrecién y organizacion de los distintos componentes de
la MEC (colageno, fibronectina y proteoglicanos, etc.), favoreciendo el reemplazo
de los tejidos dafiados por nuevos componentes de la matriz. A su vez, esta
respuesta celular favorecerd los procesos de migracion, proliferacion y
diferenciacion celular que permiten la re-epitelizacién, angiogénesis y la posterior
remodelacion de la matriz neo-formada (Frantz y cols., 2010). Sin embargo, se ha
descrito que el envejecimiento afecta las respuestas celulares, observandose una
menor proliferacion, migraciéon y pluripotencialidad de las células troncales
provenientes de tejidos envejecidos, lo cual se traduce en un deterioro en el proceso
de reparaciéon y en la calidad de la matriz formada (Zhang y cols., 2012; Smith y
cols., 2014). Esta disminucién en las respuestas celulares también se ve reflejada
en los tejidos periodontales, (Caceres y cols., 2014) en donde se ha descrito que el
envejecimiento afecta distintos procesos biologicos cruciales para la reparacion,

observandose:



e Disminucién en la migracion de células epiteliales. (Caceres y cols., 2014)

e Proliferacion celular reducida en ligamento periodontal. (Caceres y cols., 2014)
e Apoptosis aumentada en tejido gingival. (Gonzalez y cols., 2011)

e Sintesis de colageno disminuida en ligamento periodontal. (Ohi y cols., 2006)

e Produccion aumentada de metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPSs) en
fibroblastos del ligamento periodontal. (Benatti y cols., 2008)

Dentro de los procesos biolégicos que comprenden la reparaciéon de los
tejidos, la produccién de proteasas, en particular MMPs, juega un rol crucial en los
procesos de migracion celular y remodelaciéon de los componentes de la MEC
(Ravanti y cols., 1999).

1.1. Proteasas

Las proteasas o0 peptidasas son enzimas capaces de hidrolizar enlaces
peptidicos de manera irreversible y estan presentes en todos los organismos. Dado
que su efecto es irreversible, las proteasas estan sometidas a una estrecha
regulacion en su expresion génica, activacion de zimogenos inactivos, bloqueo por
inhibidores enddgenos, localizacibn en compartimentos especificos (lisosomas,
mitocondria, etc.), modificaciones post-traduccionales, protedlisis y degradacion.

(Clark y cols., 2016; L6pez-Otin y Hunter, 2010; van Domselaar y cols., 2010)

En el ser humano, existen mas de 550 proteasas con distintas funciones y
sustratos especificos, participando en numerosos procesos celulares. Mediante su
accion catalitica regulan la actividad y el destino de numerosas proteinas, controlan
su localizacion extracelular o intracelular, procesan el corte de proteinas de la
superficie celular, activan o inactivan otras proteasas y citoquinas y crean nuevas
moléculas bioactivas, entre otras funciones. De esta forma, inciden de manera
directa en procesos como la replicacion y transcripcion del DNA, proliferacion y
diferenciacion celular, morfogénesis y remodelacién del tejido, angiogénesis,

reparacion tisular, movilizacion de células troncales, senescencia y apoptosis.



Ademas, algunas de ellas juegan un papel determinante en la activacion del sistema
inmune (L6pez-Otin y Overall, 2002; Lopez-Otin y Bond, 2008; Martino E., 2012).

De acuerdo a la estructura de su sitio activo y su mecanismo catalitico, las
proteasas extracelulares se pueden clasificar en seis grupos (Lopez-Otin y Bond,
2008, Martino E.,2012):

a. Serinproteasas: Contienen una serina en su sitio activo. Participan en
funciones del sistema digestivo, como también del sistema inmune. Algunos

ejemplos de serinproteasas son la Tripsina, la Quimiotripsina y la Granzima.

b. Aspatrtilproteasas: Continenen dos aspartatos en su sitio activo. Ejemplos de

aspatrtilproteasas son la Pepsina y la Renina.

c. Treoninproteasas: Contienen treonina en su sitio activo y su principal
representante es el complejo proteosoma y sus subunidades, presentes al

interior de todas las células.

d. Glutamilproteasas: Continenen glutamato en su sitio activo, sin embargo, no

se ha descrito la presencia de estas proteasas en mamiferos.

e. Cisteinproteasas: Se caracterizan por presentar un residuo de cisteina que
media la ruptura de otras proteinas. Ejemplos de estas proteasas son las
Caspasas y la mayoria de las Catepsinas, las cuales se encuentran

ampliamente distribuidas en el cuerpo humano.

Particularmente, las Catepsinas son proteasas lisosomales y endosomales,
capaces de digerir proteinas intra y extracelulares, por lo que cumplen un rol
importante en los procesos de recambio proteico y autofagia. Por otro lado, también
se ha descrito su funcibn como moléculas de sefalizacién celular (Turk y
cols.,2012). Algunas catepsinas tales como Catepsina L, S y V tienen un rol
sustancial en el procesamiento de antigenos durante la presentacion antigénica a
LT-CD4*. Por otro lado, Catepsina C tiene un rol fundamental en la activacion de

serinproteasas en neutréfilos y mastocitos, lo que indica que estas proteasas
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participarian de manera activa en la respuesta inmuno-inflamatoria (Turk y
cols.,2012).

En la actualidad, se sabe que las catepsinas tienen un rol en la remodelacién de la
MEC, principalmente a través de la actividad elastolitica observada en Catepsina V,
sin embargo, su estabilidad en el medio extracelular se ve restringida por el pH 'y

por la inactivacion mediada por GAGs (Turk y cols., 2012).

f. Metaloproteasas: Presentan un metal en su sitio activo, generalmente zinc,
mediante el cual realizan su funcidén catalitica (Martino E., 2012). A
continuacion, abordamos en mayor profundidad esta familia de proteasas,

debido a la importancia de su actividad en la remodelacion de la MEC.

1.1.1 Metaloproteasas

Las principales enzimas que participan en la remodelacion de la MEC son
las metaloproteasas, las cuales son endopeptidasas dependientes de zinc
capaces de degradar y/o modificar todos los componentes proteicos de la MEC
(Cawston y Young, 2010). Presentan una estructura conservada (Figura 1)
caracterizada por un pre-dominio o péptido sefial en el amino terminal, un
prodominio y un dominio catalitico dependiente de zinc, siendo la presencia del
metal en el sitio activo el que da nombre a esta familia. También existe un dominio
transmembrana en el caso de las metaloproteasas asociadas a membrana
plasmatica (Visse y cols, 2003; Page-McCaw y cols, 2007). Todas ellas son
inactivas en su forma intacta y requieren de un procesamiento que libere el

prodominio, activando el sitio catalitico (Martino. E, 2012).

Existen tres familias de metaloproteasas que son fundamentales en la
degradacion de la MEC: las ADAMs (metaloproteasas con dominio desintegrina 6 a
disintegrin and metalloproteinase,), las ADAMTSs (a disintegrin and
metalloproteinase with thrompospondin repeats) y las MMPs o metaloproteinasas

de matriz extracelular (Cawston y Young, 2010; Martino E.,2012).
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Figura 1. Esquematizaciéon estructura de las Metaloproteasas. Se observa el péptido
sefial (PS), el prodominio (Pro), el dominio catalitico dependiente de zinc (Cat), el dominio
transmembrana (TM), dominio citosélico (Ci), el péptido bisagra (PB), domino hemopexina (HP)
region de corte por furina (Fu), dominio desintegrina (Des) y las repeticiones TSP (Figura adaptada
de Martino E., 2012).

Las ADAMs tienen un papel relevante en la espermatogénesis y otros
procesos asociados a fertilidad. Contienen en su estructura un dominio tipo
desintegrina y un dominio rico en cisteina. Algunas ADAMs procesan gelatina,
colageno y fibronectina, aunque varias tienen capacidad para proteolizar moléculas
de sefalizacién celular como TNFa y factores de crecimiento anclados a la
superficie celular para permitir su activaciéon (Martino E., 2012; Brocker y cols.,
2009).

Por su parte, las ADAMTSs participan en la remodelacion de la MEC, la
organizacion del tejido conectivo, la coagulacion, la inflamacion, angiogénesis y
migracion celular. Estdn conformadas por los dominios comunes para todas las
metaloproteasas, un dominio desintegrina, un dominio trombospondina (TSP), una
region rica en cisteinas, un péptido bisagra y un nimero variable de repeticiones

TSP (Wagstaffy cols.,, 2011). Su funcion principal es la degradacion de
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preoteoglicanos como agrecano, versicano y brevicano, asi como también el

procesamiento del factor von Willenbrand y procolageno (Apte 2004).

1111 MMPs

Las MMPs son una de las familias mas grandes de proteasas y tienen un rol
clave en la interaccion entre la célula y su entorno. Permiten regular el
comportamiento celular mediante la activacion, inactivacion y modificacion de la
actividad de moléculas de sefalizacidn, citoquinas y factores de crecimiento.
Ademas, son capaces de crear el espacio necesario para la migracion celular,

facilitando el proceso de reparacion tisular (Sternlicht y cols., 2001).

Las MMPs son secretadas en forma de proenzimas o zimdgenos por
macrofagos, neutrdfilos, células epiteliales, células endoteliales y fibroblastos, entre
otros (Gibson y cols., 2009). En la actualidad se conocen 23 tipos de MMPs en los
humanos. Todas comparten la estructura basica de las metaloproteasas, sumando
un péptido de unién (péptido flexible o en bisagra) y un domino hemopexina en el
carboxilo terminal y presentando dominio transmembrana so6lo aquellas MMPs

asociadas a membrana plasmatica (Visse y cols, 2003; Page-McCaw y cols., 2007).

Las MMPs se clasifican segun el sustrato que degradan y de acuerdo a sus
diferencias estructurales (Coronato y cols, 2012; Pérez-Garcia 2004), como se

puede apreciar en la Tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacién MMPs segln el tipo de sustrato (adaptado Pérez-Garcia, 2004).

Grupo MMP Sustrato
Colagenasas MMP-1 Colagenos I, I, 1, VI, VI, X; gelatina,
proteoglicanos, entactina, tenascina.
MMP-8 Colagenos I, 11, 1, V, VIl y X; gelatina, agrecano.
MMP-13  Colagenos I, II, 1, 1V, IX, X, XIV; gelatina,
tenascina, fibronectina, agrecano, osteonectina.
Gelatinasas MMP-2 Colagenos |, IV, V, VII, X, XI, XIV; gelatina,
elastina, fibronectina, laminina, agrecano,
versicano, osteonectina, proteoglicanos.
MMP-9 Colagenos 1V, V, VII, X, XIV; gelatina, elastina,
agrecano, versican, proteoglicanos, osteonectina.
Estromelisinas = MMP-3 Colagenos lllI, IV, V, IX; gelatina, agrecano,
versicano, proteglicanos, tenascina, fibronectina,
laminina, osteonectina.
MMP-10  Colagenos lll, 1V, V; gelatina, casina, agrecano,
elastina, proteoglicanos.
MMP-11 | Caseina, laminina, fibronectina, gelatina, Colageno
IV, transferrina.
Matrilisinas MMP-7 Coldgenos IV 'y X, gelatina, agrecano,
proteoglicanos, fibronectina, laminina, entactina,
tenascina, caseina, transferrina, integrina B,
osteonectina, elastina.
MMP-26 | Colageno 1V, fibrinbgeno, fibronectina, caseina.
Metaloproteasas  MMP-14  Colagenos I, Il, lll; caseina, elastina, fibronectina,
asociadas a vitronectina, tenascina, proteoglicanos, laminina,
membrana entactina.
MMP-15 | Tenascina, fibronectina, laminina.
MMP-16 @ Colageno lll, gelatina, caseina, fibronectina.
Elastasas MMP-12 | Elastina, fibronectina, Colageno IV.
Otras MMP-19 | Colageno |
MMP-20 | Amelogenina, agrecano.
MMP-21  No descrito.
MMP-22
MMP-23
MMP-28
MMP-29
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Se ha descrito que el envejecimiento produce una variacion en los niveles de
expresion y actividad de las MMPs en distintos tejidos del organismo. En este
contexto, se ha evidenciado un aumento en los niveles plasméticos de MMP-2 y
MMP-7 asociado al avance de la edad (Bonnema y cols., 2007). Cambios similares
se han observado en piel y en tejido miocéardico, en donde se ha descrito un
aumento de MMP-3 y MMP-9, respectivamente, a raiz del envejecimiento
(Meschiari y cols., 2017; Cinque y cols., 2010).

A nivel de los tejidos periodontales, se ha descrito que las células del
ligamento periodontal provenientes de individuos de edad avanzada expresan
mayores niveles de MMPs, en particular MMP-2 y MMP-8, en comparacion con
donantes jovenes (Benatti y cols., 2008). Asi mismo, se han descrito variaciones en
los niveles de proteasas en condiciones patoldgicas, como es el caso de la
enfermedad periodontal, observandose la expresion de algunas MMPs (-2, -8, -9, -
13) significativamente aumentadas en fluido gingival crevicular de pacientes con

periodontitis cronica (Hernandez y cols., 2007; Baeza y cols., 2016).

1.2. Tejidos Periodontales

El periodonto es una unidad morfo funcional perteneciente al sistema
estomatognatico, cuya funciébn es soportar, transmitir y distribuir las fuerzas
masticatorias, asi como también proteger la estructura dentaria (Carranza, 2014).
Se compone por cuatro tejidos que permiten la unién del diente al tejido 6seo

maxilar, los cuales se clasifican en dos grupos (Lindhe, 2009; Carranza, 2014):

e Periodonto de insercién, compuesto por el ligamento periodontal, el

cemento radicular y el hueso alveolar.

e Periodonto de proteccién, compuesto por la encia, cuya funcién

principal es cubrir y proteger los tejidos subyacentes.
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En la Figura 2 se observan las distintas estructuras de los tejidos

periodontales.

Figura 2. Tejidos Periodontales. Los tejidos periodontales estan constituidos por la encia
0 periodonto de proteccién (B) y el periodonto de insercion compuesto por cemento (C), ligamento

periodontal (—) y hueso alveolar (A) (dato no publicado).

La encia, es el principal componente del periodonto de proteccién y es la
porcidn de la mucosa masticatoria que recubre el proceso alveolar y rodea la porcion
cervical de los dientes. Anatdbmicamente, la encia se divide en marginal, adherida e
interdental. En cuanto a la conformacién histoldgica, el tejido gingival se puede

dividir en: epitelio gingival y tejido conectivo gingival.

El epitelio gingival corresponde a un revestimiento continuo de epitelio
escamoso estratificado. Por otro lado, el tejido conectivo de la encia, también
denominado lamina propia, estd conformado por dos capas: un estrato papilar
subyacente al epitelio y una capa reticular contigua el periostio del hueso alveolar.
El tejido conectivo gingival estd compuesto por elementos celulares, cuya célula
predominante es el fibroblasto gingival, y por elementos extracelulares, entre los

que encontramos las fibras (colagenas, reticulares y elasticas) y la sustancia
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fundamental, la cual esta conformada principalmente por agua,
glucosaminoglicanos y proteinas como laminina, fibronectina, trombospondina e

integrinas (Carranza, 2014).

1.3. Fibroblastos

Los fibroblastos son las células predominantes del tejido conectivo. Se
caracterizan por ser productoras de coldgeno y otras moléculas de la MEC. Son
células de origen mesenquimal, que poseen una forma ahusada con un ndcleo largo
y ovalado (Wilkins y cols., 2014) y estan distribuidas ampliamente en el cuerpo
humano. La funcién principal de los fibroblastos es la deposicion de matriz
extracelular, asi como también la secrecién de las enzimas (metaloproteasas)

encargadas de degradarla (Lindner y cols. 2012; Chiquet y cols, 2015).

Los fibroblastos gingivales humanos (FGH) son las células mas importantes
en el proceso de sintesis del tejido conectivo gingival y, por tanto, esenciales
también para el proceso de remodelacion y reparacion tisular (Hou y Yaeger, 1993;
Chiquet y cols, 2015).

Se ha descrito que los FGH derivados de individuos envejecidos exhiben una
respuesta proliferativa y migratoria disminuida, sumado a una formacion de tejido
conectivo y remodelacion de colageno deficientes (Caceres y cols., 2014). Estos
cambios deletéreos en relacion con las funciones de los FGH sugieren la presencia
de un fenotipo secretor asociado a senescencia celular (SASP), el cual se ha visto
ligado a una disminucién en la produccién de MEC y a un incremento en la secrecion
de variadas MMPs (Rodier & Campisi, 2011).
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1.4. Efecto del envejecimiento en la remodelacién de la MEC en tejido

gingival humano.

A medida que pasan los afos, el tejido conectivo gingival, al igual que el
resto de los tejidos periodontales, va disminuyendo en grosor y en cantidad de
células y fibras colagenas (Séez y cols., 2007). Datos obtenidos en nuestro
laboratorio (datos no publicados) han permitido demostrar que durante el
envejecimiento se generan cambios morfoldgicos significativos en la MEC de tejido

gingival humano.

En la Figura 3 se observan microfotografias de muestras de tejido gingival
proveniente de individuos de distintas edades, sometidos a tincion con tricrdmico
de Masson, mediante las cuales se analizaron los cambios que experimenta el
tejido conectivo gingival con el envejecimiento. Estos cambios comprenden una
disminucién significativa en el grosor de los haces de fibras colagenas y un

aumento en la cantidad de espacios intersticiales conforme al avance de la edad.

En este ensayo, las muestras se clasificaron segun la edad del donante en
tres grupos: jévenes (< 24 afios), mediana edad (30 a 48 afios) y envejecidos (= 50
afos) de acuerdo a la clasificacion descrita en estudios realizados en nuestro
laboratorio (Saldias y cols.,2017), la que se basa en diferencias significativas en los
niveles séricos de distintas moléculas (TNF-a, MCP-1, PDGF, VEGF e IL-6R) entre
los grupos etarios sefialados, datos que se correlacionaron con respuestas
celulares disminuidas (proliferacion, diferenciacién y migracién celular) y con un
proceso de reparacion deficiente en tejido gingival proveniente de individuos de
mediana edad y envejecidos. Se utiliz6 esta clasificacion en los ensayos empleados

en este estudio.
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Joven Mediana edad Envejecido

Figura 3. Tincidon de Tricrébmico de Masson en tejido gingival humano de distintas
edades. (A). Imagenes representativas de tejido gingival humano de diferentes edades tefiidos con
la técnica tricromico de Masson. Barra: 250 ym. Presencia de tejido epitelial (color morado) y tejido
conectivo, constituido principalmente por colageno tipo | (color celeste). (B). Aumento mayor de
imagenes presentadas en (A), se destaca diferencias morfolégicas de la MEC. Barra: 50 ym. (=)
Fibras colagenas tipo | (celeste). (*) Espacio intersticial (espacio en blanco).

En base a los antecedentes expuestos anteriormente, es posible afirmar que
el envejecimiento influye de manera negativa en el tejido gingival, alterando la
morfologia de la MEC y las respuestas celulares que permiten una correcta
reparacion tisular. Por otra parte, se ha comprobado que el envejecimiento por si
solo, modula los niveles de MMPs en distintos tejidos del organismo, sin embargo,
surge la duda de como afecta el envejecimiento en los niveles de proteasas
secretadas por FGH, en particular MMPs. En este contexto, la determinacién de
variaciones significativas en el perfil secretor proteolitico de FGH en el
envejecimiento facilitaria el estudio de los mecanismos responsables de las
alteraciones experimentadas por el tejido conectivo gingival con el avance de la
edad.
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2. HIPOTESIS

Durante el envejecimiento existe una variacion en el perfil secretor de los
fibroblastos gingivales humanos, la cual tiende al aumento en los niveles de MMPs

secretadas.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar las diferencias en los niveles de MMPs secretados por FGH en el

tejido conectivo gingival entre individuos jovenes, de mediana edad y envejecidos.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar las diferencias en los niveles de proteasas (ADAM, Catepsinas,
MMPs y Calicreinas) secretadas por fibroblastos gingivales humanos entre

individuos jovenes e individuos envejecidos.

b) Evaluar las diferencias en los niveles de expresion tisular de MMP-3 en
muestras de tejido gingival humano provenientes de individuos jovenes, de

mediana edad y envejecidos.

5. MATERIALES Y METODOS

Este estudio es de caracter descriptivo in vitro y fue realizado en muestras de
tejido gingival humano, cuya obtencion fue realizada previa firma del consentimiento
informado (Anexo 1), aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile (095-2014; Anexo 2).
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5.1. Seleccion de pacientes y obtencion de muestras

Para este estudio se incluyeron pacientes (n=15) de distintos rangos
etarios, clasificados en tres grupos (Saldias y cols., 2017): individuos jovenes (< 24
afos; n=6), mediana edad (30 a 48 afios; n=3) e individuos envejecidos (= 50 afios;
n=6) que no presentaban antecedentes de enfermedades metabdlicas ni trastornos
de la coagulacion. Se excluyeron pacientes fumadores y pacientes que presentaban
enfermedad periodontal. Se consideraron pacientes sanos periodontalmente
calificados para este estudio, aquellos que no presentaron sitios con profundidad al

sondaje >4mm, pérdida de insercion clinica ni sangrado al sondaje.

Las muestras de tejido gingival se obtuvieron a partir del tejido retromolar y
tejido gingival adherido a dientes extraidos, principalmente terceros molares,
durante exodoncias realizadas a pacientes de la Clinica Odontolégica de la
Universidad de Chile. También se utilizaron muestras provenientes de tejido gingival
excedente en cirugia periodontal de alargamiento coronario. Las muestras fueron
transportadas en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagles minimal essential
médium) al Laboratorio de Envejecimiento y Reparacion tisular, ICBM, de la

Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

5.2. Procesamiento de muestras biolégicas para ensayo array de

proteasas

Cultivos primarios de FGH fueron obtenidos mediante el método de explante
(Larjava y cols.,1989). Un total de (n=6) muestras, correspondientes al grupo de
jovenes (n=3) y al grupo de envejecidos (n=3) se cultivaron en medio de cultivo
DMEM en presencia de suero fetal bovino (SFB) al 10% (Gibco BRL), 100 ug/ml de
penicilina (Sigma), 100 ug/ml estreptomicina (Sigma) y 50 pg/ml de gentamicina a
37 °C en 5% de CO:2 de atmosfera. Se utilizé el medio condicionado de las células

en subcultivo 3.
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5.3. Procesamiento de muestras biolégicas para ensayo de

Inmunohistoquimica

Muestras de encia (n=9) obtenidas de individuos pertenecientes a los
grupos de jovenes (n=3), mediana edad (n=3) y envejecidos (n=3) fueron fijadas
durante 24 horas con Paraformaldehido (PFA) al 4 % p/v pH 7,4 a 4°C, luego fueron
deshidratadas con soluciones alcohdlicas de grados ascendentes y aclaradas con
xilol a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras fueron impregnadas a

60°C con Histosec (Merck) para la obtencion de tacos histoldgicos.

Finalmente, se obtuvieron secciones de 5 ym de grosor, que se
adhirieron en portaobjetos cargados (BioGenex) para la realizacion de técnica
inmunohistoquimica. Los portaobjetos con los cortes, fueron debidamente

almacenados a 4° C en caja para portaobjetos.

5.4. Ensayo Array de FGH para Proteasas:

Para evaluar las diferencias en los niveles de proteasas secretadas por FGH
en muestras provenientes de individuos de distintas edades, se realiz6 un ensayo
Array de proteasas como método exploratorio. Para esto, se utilizé el medio
condicionado del cultivo de FGH de individuos pertenecientes al grupo joven (n=3)
e individuos pertenecientes al grupo envejecido (n=3) con el objetivo de identificar

las proteasas cuyos niveles varian de forma significativa entre estos grupos etarios.

El andlisis se realiz6 utilizando el kit "Proteome Profiler Human Protease
Array" (R&D technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit
comercial contiene anticuerpos para 34 distintas proteasas, adheridos en duplicado

a membranas de nitrocelulosa.

Las membranas se incubaron durante 1 hora con solucién buffer de bloqueo
incluida en el kit (Array Buffer 6). A su vez, se mezclé 1mL de cada muestra de
medio condicionado con 15uL de mix de anticuerpos biotinilados de deteccion

presentes en el kit, y se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente.
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Posteriormente, se retird el buffer de bloqueo y las membranas se incubaron
con la mezcla de medio condicionado con anticuerpos biotinilados durante 12 horas
a 4°C. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos con buffer de lavado contenido en el
kit. Luego, las membranas fueron incubadas con HRP (horseradish peroxidase)
conjugado con estreptovidina, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavo
nuevamente con buffer de lavado, tres veces durante 10 minutos. En seguida, las
membranas fueron incubadas durante 1 minuto con una solucién que contiene
peréxido de hidrogeno y luminol. Las membranas fueron reveladas utilizando un
fotodocumentador. Finalmente, se evaluaron los niveles de expresion de las
distintas proteasas a través de la valoracion de la intensidad/area de pixeles
utilizando el procesador de imagenes ImageJ-64.

5.5. Inmunohistoquimica cromogénica:

Una vez obtenidos los resultados del ensayo array de proteasas, se realizé
un ensayo de inmunohistoquimica cromogénica, con el fin de analizar la variacion
en los niveles de MMP-3 en el tejido gingival durante el envejecimiento, debido a la
sobreexpresion de esta proteasa evidenciada en las muestras de medio
condicionado pertenecientes al grupo de individuos envejecidos. Para este
propadsito se utilizaron cortes de tejido gingival provenientes de individuos jévenes
(n=3), mediana edad (n=3) y envejecidos (n=3).

Se desparafinaron los cortes de encia, sumergiéndolos
secuencialmente por intervalos de 3 minutos en xilol, xilol/etanol, etanol de 100%,
etanol de 95%, etanol de 70%, etanol de 50% vy finalmente en agua destilada.
Posteriormente se realizé la recuperacion antigénica, para lo cual las muestras
fueron sumergidas en solucion buffer Citrato (Citrato de Sodio 10mM, Tween 0,05%
v/v pH 6.0) a 95°C durante 30 minutos.

Para el bloqueo de las enzimas peroxidasas enddgenas, las muestras
fueron incubadas con solucion de H202 al 3%(v/v) en H20 destilada, en camara
hameda, durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego, fueron incubadas en

solucion de bloqueo, compuesta por suero fetal bovino al 10% (v/v) y Tritén X-100
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al 0,3 % (v/v) en PBS, durante 2 horas a temperatura ambiente, para el bloqueo de

uniones inespecificas.

Para la incubacion del anticuerpo primario se utilizd anticuerpo para
MMP-3, MMP3 Antibody (45H6L22), ABfinity™ Rabbit Monoclonal (1:100, Thermo
Fisher, Cat.#:701285), durante toda la noche a 4°C. Para el reconocimiento del
anticuerpo primario se utilizd un anticuerpo secundario biotinilado universal R.T.U.
anti-mouse/rabbit IgG (VECTOR Laboratories), durante 30 minutos a temperatura
ambiente, dentro de una camara humeda. Para revelar se utiliz6 el kit ABC
VECTASTAIN Elite (VECTOR Laboratories) y kit DAB sustrato para peroxidasa
(VECTOR Laboratories) durante 30 minutos, también en cdmara humeda a

temperatura ambiente.

La tincion nuclear se realiz6 con hematoxilina de Mayer durante 10
minutos. Los cortes fueron deshidratados y montados con Entellan para su posterior
observacion en el microscopio (Microscopio Optika, Fluo xds-3FL, Italy).
Finalmente, se realizd un conteo de las células con marcaje positivo para MMP-3
(tincién amarillo/marrdn) utilizando 3 &reas representativas por cada corte de tejido.

El control negativo se realiz6 siguiendo el mismo protocolo,

reemplazando el anticuerpo primario correspondiente por solucion de blogueo.

5.6. Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron independientemente 3 0 mas
veces. Los datos obtenidos se graficaron usando el software GraphPad Prism 6.0,
al igual que el andlisis estadistico respectivo. El analisis estadistico se llevd a cabo

mediante test no paramétrico Mann-Whitney. Diferencias significativas a p< 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1. Variacion en los niveles de proteasas secretadas por FGH en
jovenes y envejecidos medida a través de ensayo Array.

En la Figura 4 podemos observar una imagen representativa de las
membranas de nitrocelulosa reveladas, correspondientes al ensayo Array de
proteasas "Proteome Profiler Human Protease Array". En ella podemos ver la
expresion de 34 distintas proteasas en muestras de medio condicionado de cultivos
de FGH obtenidos tanto de individuos jovenes (Figura 4A.) como de individuos

envejecidos (Figura 4B.).
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Figura 4. Presencia de proteasas en medio condicionado de FGH. Ensayo Proteome
Profiler Human Protease Array. La figura muestra las membranas reveladas del ensayo array de
proteasas incubadas con medio condicionado obtenido de individuos jovenes (A) y de individuos

envejecidos (B).

El analisis de intensidad/area de pixeles (Grafico 1) arroj6 como
resultado que existen niveles elevados de las proteasas Catepsina A y MMP-2
secretadas tanto en el grupo de fibroblastos obtenidos de individuos jévenes como
envejecidos. Los niveles de las proteasas ADAMTS1, Catepsina C, Catepsina L,
Catepsina V y MMP-3 resultaron ser significativamente mayores en el grupo de
individuos envejecidos en comparacion con el grupo de individuos jovenes. Por el
contrario, se observé que los niveles de las proteasas MMP-10 y MMP-12 fueron
significativamente mayores en el grupo de individuos jovenes en comparacion con

el grupo de individuos envejecidos.

23



Los valores de densidad de pixeles de ADAM8, ADAM9, ADAMTS13,
Calicreina (-6, -3, -5, -7, -10, -11, -13), Catepsina (-b, -d, -e, -s, x/z/p), MMP (-1, -7,
-8, -9, -13), Neprilisina, Proteinasa-3 y Urokinasa-3 no revelaron diferencias

significativas entre ambos grupos, al igual que Catepsina Ay MMP-2.

260~
240~ Joven []

220+ Envejecido [l

Densidad media de pixeles
N
o
1
*

Gréfico 1. Cuantificacion gréfica de la expresiéon de proteasas en medio condicionado
de FGH medido en ensayo Array. (Promedio +/- DS) El grafico muestra la cuantificacion de la
intensidad/area de las bandas positivas para proteasas en ensayo array (Proteome Profiler Human
Protease Array). Se observa el nivel de expresién de diferentes proteasas presentes en medio
condicionado de cultivo de FGH obtenidos de individuos jévenes y envejecidos. *Diferencias

significativas p<0,05 Mann Whitney en grupo envejecido versus grupo joven.
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En los resultados del ensayo array de proteasas (Grafico 1) se observa
un aumento significativo de distintas proteasas secretadas por fibroblastos
gingivales. Entre éstas, destaca el aumento significativo en los niveles basales de
MMP-3, ya que esta proteasa se asocia directa e indirectamente con el metabolismo

del colageno tipo | y lll, entre otros componentes de la MEC.

6.2. Niveles de MMP-3 en tejido gingival de individuos de distintos

grupos etarios medidos a través de inmunohistoquimica cromogénica.

En la Figura 5 se observa una muestra representativa de los resultados del
ensayo de inmunohistoquimica. En ella podemos observar cortes de encia
clinicamente sana provenientes de individuos pertenecientes a distintos grupos
etarios, las cuales reflejan una diferencia en los niveles de expresion tisular de
MMP-3 entre los distintos grupos. Es posible apreciar que, a medida que aumenta
la edad, existe un aumento progresivo en la prevalencia de células positivas para

MMP-3, marcadas en color amarillo/marron.

Con el objetivo de graficar los cambios en los niveles de MMP-3 en
tejido gingival en grupos de edad mas avanzada, se realizdé una cuantificacion de
las células positivas para MMP-3 en relacion con el total de células a partir de las

microfotografias de la inmunohistoquimica cromogénica presentes en la Figura 5.
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Figura 5. Inmunohistoquimica Cromogénica para MMP-3 en distintos grupos etarios.
Microfotgrafia de cortes de tejido gingival de voluntarios de los distintos grupos (jévenes, mediana
edad y envejecidos). Inmunohistoquimica cromogénica para MMP-3. Contraste de nucleo con
hematoxilina de Mayer. Las células positivas para MMP-3 se aprecian en tonalidades

amarillo/marrén. Los nucleos se aprecian de color azulado. Barra=50 pm.
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En el Gréfico 2 se observa el porcentaje de células positivas para MMP-3 en
cada uno de los grupos: jovenes (>24 afos), mediana edad (30-48 afios) y
envejecidos (>50 afios). Existe un porcentaje significativamente mayor de células
positivas para MMP-3 a medida que aumenta la edad. El porcentaje de células
positivas para MMP-3 segun la cuantificacion realizada fue de 20,18 + 2,56% en el
grupo joven, 43,04% * 2,16% en el grupo de mediana edad y 51,15 = 2,95% en el
grupo envejecido. (promedio + DS)

55+
50~ *
45=-
40+
35+
30+
25+
20- 1
15+
10=-

ositivas MMP3

Q

%cels

JO\'/en Mediana edad Envejecido
Edad

Gréfico 2. El Porcentaje de células positivas para MMP-3 aumenta con la edad.
(Promedio +/- DS) Cuantificacion de células positivas para MMP-3 versus el total de células. El
grafico muestra porcentaje de células positivas para MMP-3 en relacion al total de células,
cuantificado en el grupo joven, de mediana edad y envejecido. * Diferencias significativas entre grupo

joven y mediana edad (p<0,001), y entre joven y envejecido (p<0,001).
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7. DISCUSION

El envejecimiento, es un proceso fisiolégico que tiene multiples
repercusiones en el organismo, aumentando la vulnerabilidad del individuo a la
aparicion de enfermedades cronicas y degenerativas, que menoscaban su salud y
calidad de vida (Olivares y cols., 2006). En el caso de los tejidos periodontales, a
raiz del envejecimiento se produce un cambio morfoldgico y funcional progresivo, el
cual se evidencia en un menor grosor y una menor capacidad reparativa del tejido

gingival en individuos de edad avanzada.

Estudios en nuestro laboratorio (Figura 3) demostraron que a partir de la
mediana edad se produce una disminucién en el grosor y en la densidad de los
haces de fibras colagenas en tejido conectivo gingival, sumado a un aumento
significativo en el nUmero de espacios intersticiales, en comparacion con individuos
jovenes, lo cual sugiere una alteracion en la remodelacion de la MEC basado en un

desbalance entre la sintesis y degradacion de sus componentes.

Este estudio se enfocé en determinar las diferencias en los niveles de MMPs
entre grupos de distintas edades, evaluados en tejido gingival y su posible relacién
con las alteraciones morfofuncionales que ocurren en este tejido con el avance de
la edad. Los resultados de este estudio sugieren que existen ciertas proteasas que
presentan niveles elevados en el medio condicionado proveniente de cultivos de
FGH, independiente de la edad del donante de la muestra. Estas proteasas
corresponden principalmente a Catepsina A y MMP-2, las que no varian
significativamente sus niveles entre el grupo de jovenes y el grupo envejecido, al
igual que proteasas como ADAM-8 y Kalicreina-6. Por el contrario, ADAMTS1,
Catepsina C, Catepsina L, Catepsina V y MMP-3 mostraron niveles
significativamente mayores en el grupo de individuos envejecidos. Finalmente, los
niveles de las proteasas MMP-10 y MMP-12 mostraron ser significativamente
menores en el grupo de individuos envejecidos en comparacion con el de individuos

jovenes.

Particularmente, el aumento en los niveles secretados de MMP-3 en el grupo

de individuos envejecidos llamo6 nuestra atencion, debido a la importancia de esta
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metaloproteasa en la degradacion de componentes estructurales de la MEC como
fibronectina, gelatina, proteoglicanos, colageno tipo Ill y IV, laminina, entre otros
(Chin y cols., 1985). Luego de evidenciar que existe un aumento en el nivel basal
de MMP-3 secretado por fibroblastos gingivales a medida que aumenta la edad,
evaluamos los niveles de MMP-3 in situ a nivel tisular en muestras de encia humana

mediante la técnica de inmunohistoquimica cromogeénica.

La evaluacion de las variaciones en los niveles de MMP-3 en muestras de
tejido gingival revel6 un aumento gradual en el nimero de células positivas para
MMP-3 en tejido conectivo gingival, siendo significativamente mayor en individuos

de mediana edad y envejecidos, en comparacion con el grupo de individuos jovenes.

Los datos obtenidos en este estudio nos permiten afirmar que efectivamente
existe una relaciéon entre la edad y el perfil secretor proteolitico de los fibroblastos
presentes en el tejido gingival, determinado por un aumento en los niveles de
proteasas responsables de la degradacion de la MEC, en particular MMP-3. Lo
anterior sugiere que existiria una mayor tendencia a la degradacion de la matriz en
el tejido gingival de individuos de edad mas avanzada, lo que podria contribuir a la
disminucién de la capacidad reparativa del tejido gingival descrita en la literatura
(Benatti y cols., 2006; Caceres y cols., 2014). Por otra parte, se ha demostrado que
el aumento en los niveles de metaloproteasas en el tejido gingival, sumado a una
disminucién en el grosor de éste, contribuyen a la pérdida de soporte periodontal y

aumentan el riesgo de enfermedad periodontal. (Huttner y cols., 2009).

El rol de MMP-3 en el catabolismo de las proteinas de la MEC esta dado, no
solo por la union directa del sustrato con el sitio activo de esta proteasa, sino
también a través de la activacion de pro-colagenasas tales como MMP-1, MMP-8,
MMP-13 y la pro-gelatinasa MMP-9 (Murphy y cols., 1987; Knauper y cols., 1993).
Debido a la importancia de MMP-3 en la degradacion de la MEC, se ha asociado su
sobreexpresion a la destruccién del tejido conectivo durante el desarrollo de
distintas patologias, principalmente degenerativas. Se ha descrito un aumento de
MMP-3 en patologias tales como enfermedad cardiaca, enfermedad de Alzheimer,
esclerosis multiple entre otras (Posthumus y cols., 2000; Ma y cols., 2015;
Helbecque y cols., 2006; D'Souza y cols., 2002).
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Hasta el momento, diversos estudios avalan la existencia de una variacion
en los niveles de proteasas asociadas al envejecimiento. Yu y cols. (2013)
estudiaron la variacion en los niveles de expresion de las moléculas involucradas
en el metabolismo de la MEC de tendon, y obtuvieron como resultado que la
expresion de colageno tipo | no varia entre los distintos grupos etarios, sin embargo,
los niveles de expresion de MMP-2 y MMP-9 aumentan significativamente en el
grupo de individuos de edad méas avanzada, lo que podria relacionarse a los

cambios degenerativos producidos a nivel de tenddn en el envejecimiento.

Estudios similares se han realizado utilizando tejido periodontal,
describiéndose un aumento en la expresion de MMP-2 y MMP-8 en ligamento

periodontal proveniente de individuos mayores de 60 afios (Benatti y cols., 2008)

Un estudio realizado por Komosinska-Vassev y cols. (2011) demostré que
existe un aumento progresivo en las concentraciones séricas de MMP-3 conforme
al avance de la edad, en individuos sanos, observandose concentraciones
significativamente mayores en la tercera, cuarta y sexta década de vida en
comparacién con la primera. Los resultados de este estudio indicaron que existe
una correlacion positiva entre los niveles séricos de MMP-3 y la edad, sugiriendo
qgue la remodelaciéon de la MEC también podria mostrar variaciones dependientes

de la edad.

Otro estudio describié que, en piel envejecida, existe un aumento drastico en
la actividad de MMP-3, asociado a un aumento en la degradacion del colageno
(Cinque y cols., 2010). Por otra parte, Quan y Fisher (2015) describieron que la piel
de individuos menores de 30 afios presenta fibras colagenas abundantes y
altamente compactas y organizadas, y que, por el contrario, en piel de individuos
mayores de 80 afios se observan fibras colagenas fragmentadas y desorganizadas.
En este estudio, el aumento en la degradacion de colageno en el tejido se debio

principalmente al aumento en la secrecion de MMPs.

Los resultados de estos estudios avalan el supuesto de que los cambios en
los niveles de MMPs observados en tejido conectivo con el avance de la edad
serian, en parte, los responsables del deterioro en la calidad y capacidad de

respuesta de los tejidos, lo que sugiere que nuestros resultados podrian estar
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relacionados de manera directa con el deterioro en el tejido gingival descrito en el

envejecimiento.

A su vez, este deterioro en la calidad de los tejidos podria estar asociado al
aumento en la proporcion de células senescentes en el organismo durante el
envejecimiento, las cuales expresan un fenotipo secretor asociado a senescencia
(SASP) (Rodier y Campisi, 2011) caracterizado por un aumento significativo en los
niveles secretados de mas de 40 factores involucrados en sefalizacion celular,
teniendo un efecto principalmente pro-inflamatorio en su entorno (Coppé y cols.,
2010). Entre los cambios que presentan las células senescentes, destaca la
sobreexpresién de proteasas, en particular, MMPs (Millis, 1992), cambio que
también pudimos observar en nuestro estudio, sugiriendo que, en definitiva, existiria
una relacién estrecha entre la senescencia celular, el aumento en los niveles de
MMP-3 en FGH provenientes de individuos envejecidos y el deterioro del tejido

conectivo gingival observado en el envejecimiento.

Los resultados de nuestro estudio permiten sugerir a MMP-3 como un
posible biomarcador de envejecimiento a nivel de tejido conectivo gingival, lo que
posibilitaria su uso como un medio para determinar la edad fisiologica del tejido vy,
por ende, el grado de envejecimiento biolégico del mismo, de acuerdo a la
clasificacion de grupos etarios utilizada en este trabajo. (Xia y cols., 2017; Saldias
y cols., 2017).

Determinar la edad fisiologica del tejido gingival permitiria predecir la calidad
de la respuesta reparativa de este tejido ante lesiones traumaticas, como también
en procedimientos quirdrgicos que involucren tejido gingival y, de este modo,
determinar la necesidad de estimular la cicatrizaciébn mediante el uso de terapias
regenerativas coadyuvantes, tales como el plasma rico en plaquetas (PRP), el que
consiste en un concentrado de plaquetas activadas, suspendidas en una porcion de
plasma con alto contenido de factores de crecimiento que favorecen la angiogénesis
y la reparacion tisular (Anitua, 1999; Wang y Avila, 2007). También se utiliza la
fibrina rica en plaquetas (PRF) que consiste en una matriz de fibrina que atrapa en

su interior plaguetas, factores de crecimiento y citoquinas, y que favorece la
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reparacion de los tejidos blandos, la angiogénesis, el anclaje de injertos y reduce el

tiempo de cicatrizacion (Naik y cols., 2013; Borie y cols., 2015)

En segundo lugar, permitiria predecir la tendencia a la degradacion y al
adelgazamiento del tejido periodontal, proceso asociado a un mayor riesgo de
recesion gingival, cuya exposicion radicular resultante afecta la estética y podria
conducir a sensibilidad y caries radicular. También se asocia a un mayor riesgo de
enfermedad periodontal y de pérdida de soporte periodontal (Huttner y cols., 2009;
Garcia-Rubio y cols., 2015). La estimacién de este riesgo nos permitiria intervenir
de manera oportuna estableciendo pautas de tratamiento y control periodontal

acorde a dicha susceptibilidad.

Sin embargo, se requieren estudios adicionales para validar esta proteasa
como un biomarcador de envejecimiento, de acuerdo con los criterios de la AFAR
(The American Federation for Aging Research), tales como ser validado en un
modelo animal, o poder ser evaluado repetidas veces en un individuo sin producir

dafo alguno.

Se sugiere ampliar el tamafio de la muestra para futuros estudios, asi como
también evaluar la influencia de la edad en los niveles de actividad de MMP-3 en el
tejido conectivo gingival. Con este fin, se sugieren estudios adicionales que
determinen los niveles de la forma activa e inactiva de esta proteasa, en distintos
grupos etarios, y evaluar, paralelamente, los niveles de su principal inhibidor tisular,
TIMP-1.

Posteriormente, seria de gran utilidad investigar si los resultados de este
estudio se ven reflejados en saliva y en fluido gingival crevicular (FGC), lo cual nos
proveeria de un método diagndéstico no invasivo de la condicidon periodontal del
paciente en relacion con los niveles de MMP-3 y el grado de envejecimiento
fisiologico.
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8. CONCLUSION

Los niveles de MMP-3 secretados por FGH en tejido conectivo gingival son
significativamente mayores en individuos pertenecientes a la mediana edad y

envejecidos, en comparacion con individuos jévenes.

33



9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.

Anitua E. (1999) Plasma rich in growth factors: preliminary results of use in
the preparation of future sites for implants. Int J Oral Maxillofac Implants; 14:529-
535.

Apte S. (2004). A disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with
thrombospondin type 1 motifs: the ADAMTS family. The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology, Volume 36, Issue 6, Pages 68-88, ISSN 1570-9639,
https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2011.10.002.

Baeza M., Garrido M., Herndndez P., Dezerega A., Garcia-Sesnich J.,
Strauss, F. y cols. (2016). Diagnostic accuracy for apical and chronic periodontitis
biomarkers in gingival crevicular fluid: an exploratory study. Journal of Clinical
Periodontology, 43(1), 34-45.

Benatti B., Neto J., Casati M., Sallum E., Sallum A. y Nociti F. Jr. (2006).
Periodontal healing may be affected by aging: a histologic study in rats. J
Periodontal Res. 41(4):329-333.

Benatti B, Silvério K, Casati M, Sallum E, Nociti F. (2008). Influence of aging
on biological properties of periodontal ligament cells. Connect Tissue Res.
49(6):401-408.

Borie E., Olivi D., Orsi ., Garlet K., Weber B. y Beltran V. (2015). Platelet-rich
fibrin application in dentistry: A literature review. Int J Clin Exp Med.;8:7922-9.

Brocker C.N., Vasiliou V. y Nebert D.W. (2009). Evolutionary divergence and
functions of the ADAM and ADAMTS gene families. Human Genomics, 4(1), 43-55.
http://doi.org/10.1186/1479-7364-4-1-43

Céceres M., Oyarzun A., & Smith P. (2014). Defective Wound-healing in
Aging Gingival Tissue. Journal of Dental Research, 93(7), 691-697.

Carranza (2014). Peridontologia Clinica. 11a Edicién. Capitulo 1 pags. 18-
28. Capitulo 2, pags. 36 y 40. Capitulo 3, pags. 60, 61y 62.

34



Cawston T.y Young D. (2010). Proteinases involved in matrix turnover during

cartilage and bone breakdown. Cell Tissue Res 339: 221-235

CEPAL. (2004). Boletin Demogréafico N° 73 Ameérica Latina y El Caribe:
Estimaciones y proyecciones de poblacion: 1950- 2050.

Chin J.R., Murphy G., Werb Z. (1985). Stromelysin, a connective tissue-
degrading metallopeptidase secreted by stimulated rabbit synovial fibroblasts in
parallel with collagenase. Biosynthesis, isolation, characterization, and substrates.
J. Biol. Chem. 260, 12367-12376

Chiquet M., Katsaros C., Kletsas D. (2015). Multiple functions of gingival and
mucoperiosteal fibroblasts in oral wound healing and repair. Periodontology 2000,
Vol. 68, 2015, 21-40.

Cinque B., Palumbo P., la Torre C., Melchiorre E., Corridoni D., Miconi G.
(2010) Probiotics in aging skin. In: Farage M., Miller K., Maibach H., editors.
Textbook of aging skin. Springer-Verlag; Berlin. pp. 811-820.

Clark R.A.F. (1996). The molecular and cellular biology of wound repair. 22
Edicion, Capitulo 1, pag. 3. Capitulo 4, pag. 144.

Clark D. P. y Pazdernik N. J. (2016). Biotechnology. 22 Edicion, Capitulo 9:
“Proteomics”, pag. 295-333.

Coffman J., Rieger S., Rogers A., Updike D. y Yin V. (2016). Comparative
biology of tissue repair, regeneration and aging. NPJ Regenerative Medicine, 1,
16003-. http://doi.org/10.1038/npjregenmed.2016.3

Coppé J.P., Patil C., Rodier F., Sun Y., Mufioz D., Goldstein J. y Campisi J.
(2008).  Senescence-Associated  Secretory  Phenotypes Reveal Cell-
Nonautonomous Functions of Oncogenic RAS and the p53 Tumor Suppressor.
PLoS Biology, 6(12), e301. http://doi.org/10.1371/journal.pbio.0060301

Coronato S., Laguens G., Di Girolamo V. (2012). Rol de las
Metaloproteinasas y sus inhibidores en Patologia Tumoral. MEDICINA (Buenos
Aires), vol. 72 N° 6, 495-502.

35



D’Souza C, Mak B, Moscarello MA (2002). The up-regulation of stromelysin-
1 (MMP-3) in a spontaneously demyelinating transgenic mouse precedes onset of
disease. J Biol Chem 277:13589-13596

Departamento de Estudios y Desarrollo, Superintendencia de Salud. (2006).
Documento de trabajo impacto del envejecimiento en el gasto en salud: Chile 2002
- 2020.

DiPietro L., Burdick M., Low Q., Kunkel S., y Strieter R. (1998). MIP-1alpha
as a critical macrophage chemoattractant in murine wound repair. Journal of Clinical
Investigation, 101(8), 1693-1698.

Frantz C., Stewart K.M., Weaver V.M. (2010). The extracelular matrix at a
glance. J Cell Sci. 123(Pt 24):4195-4200.

Garcia-Rubio A., Bujaldon-Daza A. y Rodriguez-Archilla A. (2015). Recesion
gingival: diagndstico y tratamiento. Avances en Periodoncia e Implantologia Oral,
27(1), 19-24. https://dx.doi.org/10.4321/S1699-65852015000100003

Gibson D., Cullen B., Legerstee R., Harding K.G., Schultz G. (2009) MMP's

made easy. Wounds International; Volume 1 (Issue 1).

Gonzalez O., Stromberg A., Huggins P., Gonzalez-Martinez J., Novak M.,
Ebersole J. (2011) Apoptotic genes are differentially expressed in aged gingival
tissue. Journal of Dental Research; Vol 90, Issue 7, pp. 880 - 886. Doi:
10.1177/0022034511403744.

Gurtner GC., Werner S., Barrandon Y., Longaker M.T. (2008) Wound Repair
and Regeneraition. Nature Vol. 453. Doi: 10.1038/nature07039

Harman D. (2004). The free radical theory of aging. Antioxidants & Redox
Signaling. Volume: 5 (Issue 5): 557-561.

Helbecque N., Cottel D., Hermanta X., Amouyel P., (2007). "Impact of the
matrix metalloproteinase MMP-3 on dementia.” Neurobiology of Aging 28(8): 1215-
1220.

36



Hernandez M., Martinez B., Tejerina J. M., Valenzuela M. A., & Gamonal, J.
(2007). MMP-13 and TIMP-1 determinations in progressive chronic periodontitis.
Journal of Clinical Periodontology, 34(9), 729-735. doi:10.1111/;.1600-051x.2007.
01107.x

Hou L.y Yaeger J.A. (1993). Cloning and Characterization of Human Gingival
and Periodontal Ligament Fibroblasts. Journal of Periodontology, 64(12), 1209-
1218. doi:10.1902/j0p.1993.64.12.1209.

Huttner E., Machado D.C., de Oliveira R., Antunes A. y Hebling E. (2009).
Effects of human aging on periodontal tissues. Special care in dentistry: official
publication of the American Association of Hospital Dentists, the Academy of
Dentistry for the Handicapped, and the American Society for Geriatric Dentistry.;
29(4):149-55. pmid:19573041.

Instituto Nacional de Estadisticas (2007). Enfoque Estadistico del Adulto
Mayor en Chile. Boletin Informativo del Instituto Nacional de Estadisticas.

Keles G.C., Gunes S., Sumer A.P., Sumer M., Kara N., Bagci H., y cols.
(2006). Association of Matrix Metalloproteinase-9 Promoter Gene Polymorphism
With Chronic Periodontitis. Journal of Periodontology, 77(9), 1510-1514.
doi:10.1902/jop.2006.050378

Knauper V., Wilhelm S.M., Seperack P.K., DeClerck Y.A., Langley K.E.,
Osthues A., y Tschesche H. (1993). Direct activation of human neutrophil
procollagenase by recombinant stromelysin. Biochemical Journal, 295(Pt 2), 581—
586.

Komosinska-Vassev K., Olczyk P., Winsz-Szczotka K., Kuznik-Trocha K.,
Klimek K. y Olczyk K. (2011) Age- and Gender-Dependent Changes in Connective
Tissue Remodeling: Physiological Differences in Circulating MMP-3, MMP-10,
TIMP-1 and TIMP-2 Level. Gerontology; 57:44-52

Larjava H., Heino J., Kahari V.M., Krusius T. y Vuorio E. (1989).
Characterization of one phenotype of human periodontal granulation-tissue
fibroblasts. Journal of Dental Research, 68(1), 20-25.

37



Lindhe J. (2009). Periodontologia clinica. 5a edicién. Capitulo 1, pag. 3.

Lindner D., Zietsch C., P. Moritz-Becher P., Schulze K., Schultheiss H.P.,
Tschope C. y cols. (2012). Differential Expression of Matrix Metalloproteases in
Human Fibroblasts with Different Origins. Biochemistry Research International, vol.
2012.

Lopez-Otin C., y C.M. Overall. (2002). Protease degradomics: a new
challenge for proteomics. Nat Rev Mol Cell Biol. 3:509-19.

Lépez-Otin C. y Bond J.S. (2008). Proteases: Multifunctional Enzymes in Life
and Disease. The Journal of Biological Chemistry, 283(45), 30433-30437.
http://doi.org/10.1074/jbc.R800035200

Lopez-Otin C. y T. Hunter. (2010). The regulatory crosstalk between kinases

and proteases in cancer. Nat Rev Cancer. 10:278-92.

Liu D. y Hornsby P.J. (2007). Senescent human fibroblasts increase the early
growth of xenograft tumors via matrix metalloproteinase secretion. Cancer Res. 67,
3117-3126.

Ma Y., lyer R., De Castro L., Toba H., Yabluchanskiy A., DeLeon K., Hall M.,
Lange R., Lindsey M.L. (2015) Chapter 4. Cross-Talk Between Inflammation and
Extracellular Matrix Following Myocardial Infarction. In Inflammation in Heart Failure.
Editors: Blankesteijn WM and Altara R. Elsevier. 67-79.

Martino E. (2012) Implicacion de la proteasa ADAMTS1 y sus sustratos en
angiogénesis y cancer. Tesis doctoral. Centro Pfizer, Universidad de Granada. Junta
de Andalucia de Gendmica e Investigacion Oncologica. Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular Il e Inmunologia de la Universidad de Granada.

Granada.

Meschiari C., Ero O., Pan H., Finkel T., Lindsey, M. L. (2017). The Impact of
Aging on Cardiac Extracellular Matrix. GeroScience, 39(1), 7-18.
http://doi.org/10.1007/s11357-017-9959-9

38



Millan J (2011). Gerontologia y Geriatria: Valoracion e intervencion. Capitulo
1 pags. 6, 7 10, 11.

Millis A., McCue H., Kumar S., Baglioni C. (1992) Metalloproteinase and

TIMP-1 gene expression during replicative senescence. Exp Gerontol; 27(4):425-8.

Murphy G, Cockett M.l., Stephens P.E., Smith B.J., Docherty A.J. (1987).
Stromelysin is an activator of procollagenase. A study with natural and recombinant
enzymes. Biochem J; 248: 265 — 268.

Naik B., Karunakar P., Jayadev M. y Marshal V. (2013). Role of platelet rich

fibrin in wound healing: A critical review. J Conserv Dent.;16:284-93

Nassar M., Hiraishi N., Islam M. S., Otsuki M., Tagami J. (2014). Age-related
changes in salivary biomarkers. Journal of Dental Sciences, 9(1), 85-90. doi:
10.1016/}.jds.2013.11.002

Navazesh M. y Kumar S.K. (2008). Measuring salivary flow. The Journal of
the American Dental Association, 139. doi: 10.14219/jada.archive.2008.0353

Nobili A., Garattini S. y Mannucci P. (2011). Multiple diseases and
polypharmacy in the elderly: challenges for the internist of the third millennium.
Journal of Comorbidity, 1, 28—44.

Ohi T., Uehara Y., Takatsu M., Watanabe M., Ono T. (2006)
Hypermethylation of CpGs in the promoter of the COL1Al gene in the aged
periodontal ligament. Journal of Dental Research Vol 85, Issue 3, pp. 245 — 250.

Olivares-Tirado P., Salazar E. (2006). Documento de Trabajo: Impacto del
Envejecimiento en el Gasto en Salud: Chile 2002 - 2020. S. d. S. Departamento de
Estudios y Desarrollo. Santiago, Chile.

Page-McCaw A., Ewald A.J., Werb Z. (2007). Matrix metalloproteinases and
the regulation of tissue remodelling. Nat Rev Mol Cell Biol. 8: 221-233.

Pérez-Garcia L. (2004) Metalloproteinases and the skin. Actas
Dermosifiliograficas; 95:413-23 - Vol. 95 Num.7

39



Posthumus M.D., Limburg P.C., Westra J., Van Leeuwen M.A. y Van Rijswijk
M.H. (2000). Serum matrix metalloproteinase 3 in early rheumatoid arthritis is
correlated with disease activity and radiological progression. Journal of
Rheumatology, 27(12), 2761-2768.

Quan T. y Fisher G.J. (2015). Role of Age-Associated Alterations of the
Dermal Extracellular Matrix Microenvironment in Human Skin Aging: A Mini-Review.
Gerontology; 61(5):427-34.

Ravanti L., Hakkinen L., Larjava H., Saarialho-Kere U., Foschi M., Han J. y
cols. (1999). Transforming growth factor—beta induces collagenase-3 expression by
human gingival fibroblasts via p38 mitogen-activated protein kinase. J Biol Chem.
274(52):37292-37330.

Rodier F. y Campisi J. (2011). Four faces of cellular senescence. The Journal
of Cell Biology. 192(4), 547-556.

Séaez R., Carmona M., Jiménez Z. y Alfaro X. (2007). "Cambios bucales en el

adulto mayor." Revista Cubana de Estomatologia, 44(4).

Saldias M., Fernandez C., Morgan A., Diaz C., Morales D., Jafia F., Gbmez
A., Silva A., Bricefio F., Oyarzun A., Maldonado F., Cerda O., Smith P. y Caceres
M. (2017). Aged blood factors decrease cellular responses associated with delayed
gingival wound repair. PLoS ONE 12(9): e0184189. https://doi.org/10.1371/journal.
pone.0184189

San Martin C. y Villanueva J. (2002). Cambios Sistémicos en el Paciente
Adulto Mayor. Rev Dent Chile.

Smith P., Caceres M., Martinez C., Oyarzun A., y Martinez J. (2014). Gingival
Wound Healing. an essential response disturbed by aging?. Journal of Dental
Research, 94(3), 395-402.

SorsaT., Gursoy U.K., Nwhator S., Hernandez M., Tervahartiala T., Leppilahti
J.ycols. (2015). Analysis of matrix metalloproteinases, especially MMP-8, in gingival
crevicular fluid, mouthrinse and saliva for monitoring periodontal diseases.
Periodontology 2000, 70(1), 142-163. do0i:10.1111/prd.12101

40



Sternlicht M.D. y Werb Z. (2001). How matrix metalloproteinases regulate cell
behavior. Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 17, 463-516.

Turk V., Stoka V., Vasiljeva O., Renko M., Sun T., Turk B.y Turk D. (2012)
Cysteine cathepsins: From structure, function and regulation to new frontiers.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Proteins and Proteomics, Volume 1824,
Pages 68-88, ISSN 1570-9639, https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2011.10.002.

Van Domselaar R., de Poot S.A., y Bovenschen N. (2010). Proteomic
profiling of proteases: tools for granzyme degradomics. Expert Rev Proteomics.
7:347-59.

Visse R. y Nagase H. (2003) Matrix metalloproteinases and tissue inhibitors

of metalloproteinases: structure, function and biochemistry. Circ Res; 92: 827-39.

Wagstaff L., Kelwick R., Decock J. y Edwards D. (2011). The roles of
ADAMTS metalloproteinases in tumorigenesis and metastasis. Front Biosci.
16:1861-72.

Wang H. y Avila G. (2007). Platelet Rich Plasma: Myth or Reality? European
Journal of Dentistry, 1(4), 192-194.

Williamson S., Munro C., Pickler R., Grap M.J. y Elswick R.K. (2012).
Comparison of Biomarkers in Blood and Saliva in Healthy Adults. Nursing Research

and Practice, 1-4.

Xia X., Chen W., McDermott J. y Han J. (2017). Molecular and phenotypic
biomarkers of aging. F1000Research, 6, 860.
http://doi.org/10.12688/f1000research.10692.1

Yu T-Y., Pang J-H., Wu, K., Chen, M.J., Chen, C.H., y Tsai, W.C. (2013).
Aging is associated with increased activities of matrix metalloproteinase-2 and -9 in
tenocytes. BMC Musculoskeletal Disorders, 14, 2. http://doi.org/10.1186/1471-2474-
14-2

41



Zhang J., An Y., Gao L.N., Zhang Y.J., Jin Y., Chen F.M. (2012). The effect
of aging on the pluripotential capacity and regenerative potential of human
periodontal ligament stem cells. Biomaterials, Volume 33, Issue 29, 2012, Pages
6974-6986.

42



10. ANEXOS

10.1. ANEXO 1 CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL PROYECTO

“Crosstalk between gingival fibroblast and macrophages in wound healing
during aging.”

“Comunicacion entre fibroblastos y macrofagos en la reparacion durante el
envejecimiento”

Nombre del Investigador principal: Monica Céaceres Lluch
Profesor asistente

Institucion: Universidad de Chile. Facultad de Medicina.
R.U.T. 10276185-5

Teléfonos:02-9789537

Invitacidon a participar: Le estamos invitando a participar en el proyecto
de investigacién * Comunicacion entre fibroblastos y macréfagos en la reparacion
durante el envejecimiento”

Objetivos: Esta investigacion tiene por objetivo identificar el papel del
envejecimiento en la reparacion de encia.

El estudio incluird a un nimero total de 10 pacientes, de la Clinica
odontoldgica de la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

Procedimientos: Si Ud. acepta participar sera sometido a participar
voluntariamente en un estudio que investigara sobre la capacidad de cicatrizacion
de las encias. Esta invitacidbn se generd luego que mi odontélogo tratante me
indicara la conveniencia de extraer una pieza dentaria por su mal pronéstico o un
alargamiento coronario. Adicionalmente a la extraccion de este diente y/o
alargamiento coronario, sélo si acepto participar en este estudio, estoy de acuerdo
en ser sometido a una evaluacion de mis dientes y encias por un odontélogo. Asi
mismo, acepto que se me tomé una muestra de encia de aproximadamente 3 x 4 x
4 milimetros (mm) durante la extraccion dentaria que se ha planificado. La muestra
de encia serd utilizada para la obtencién y cultivo de células. Estas células seran
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utilizadas unicamente para el estudio de la cicatrizacion de las encias y no se
realizara ningun tipo de analisis genético con este tejido. Si en el futuro esta muestra
es utilizada con otro fin, se me solicitara mi consentimiento. Estas muestras de tejido
seran guardadas en un laboratorio dentro del ICBM de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile. El investigador responsable de este laboratorio es la Dra
Monica Céceres.

Riesgos: Los posibles riesgos de estos procedimientos son bajos ya que la
muestra de tejido que sera extraido es habitualmente eliminada durante este tipo de
procedimientos quirdrgicos y no representa un procedimiento adicional a la cirugia
ya indicada. Como consecuencia de la extraccién dentaria, es posible que ocurra
dolor, sangramiento o eventualmente infeccion de la zona intervenida. Sin embargo,
como parte de la planificacion de esta cirugia, se indicaran los farmacos apropiados
y se daran las indicaciones necesarias para evitar este tipo de complicaciones.

Cualquier otro efecto que Ud. considera que puede derivarse al proceso de
extraccion debera comunicarlo a la Dra Monica Caceres en el teléfono 8-8376403.

Costos: El costo de la toma de muestra de tejido gingival que me sea
solicitada para este estudio sera financiada por el proyecto de investigacion. Sin
embargo, el costo del procedimiento odontol6égico por el cual usted esta siendo
tratado no sera cubierto por este estudio.

Como participante en este estudio Ud. o su sistema previsional deberan
financiar las hospitalizaciones, honorarios, examenes y tratamientos habituales para
el estudio y tratamiento de su enfermedad.

Beneficios: Ademas del beneficio que este estudio significard para el
progreso del conocimiento y el mejor tratamiento de futuros pacientes, su
participacion en este estudio servira para dilucidar los mecanismos celulares
asociados al proceso de envejecimiento.

Alternativas: Si Ud. decide no participar en esta investigacion recibira el
estudio y tratamiento que se aplica habitualmente, los que también pueden tener
efectos adversos (enumerar si corresponde para permitir compararlos con los
descritos para la droga en estudio)

Compensacion: Ud. no recibira ninguna compensacién econdmica por su
participacion en el estudio.
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Confidencialidad: Toda la informacion derivada de su participacion en este
estudio sera conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el
acceso de los investigadores o agencias supervisoras de la investigacion. Cualquier
publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de la investigacion sera
completamente andnima.

Informacidn adicional: Ud. o su médico tratante seran informados si
durante el desarrollo de este estudio surgen nuevos conocimientos o complicaciones
que puedan afectar su voluntad de continuar participando en la investigacion.

Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es totalmente
voluntaria y se puede retirar en cualquier momento comunicandolo al investigador
y a su médico tratante, sin que ello signifique modificaciones en el estudio y
tratamiento habituales de su enfermedad. De igual manera su médico tratante o el
investigador podran determinar su retiro del estudio si consideran que esa decision
va en su beneficio.

Complicaciones: Los posibles riesgos de estos procedimientos son bajos
ya gque la muestra de tejido que seré extraido es habitualmente eliminada durante
este tipo de procedimientos quirdrgicos y no representa un procedimiento adicional
a la cirugia ya indicada. Como consecuencia de la extraccion dentaria, es posible
gue ocurra dolor, sangramiento o eventualmente infeccién de la zona intervenida.
Sin embargo, como parte de la planificacion de esta cirugia, se indicaran los
farmacos apropiados y se daran las indicaciones necesarias para evitar este tipo de
complicaciones.

Derechos del participante: Usted recibird una copia integra y escrita de
este documento firmado. Si usted requiere cualquier otra informacién sobre su
participacion en este estudio puede comunicarse con:

Investigador: Monica Caceres Lluch
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. 02-9786714.

monicacaceres@med.uchile.cl

Otros Derechos del participante

En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidente del
“Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos”, Dr. Manuel Oyarzin G.,
Teléfono: 2-978.9536, Email: comiteceish@med.uchile.cl, cuya oficina se encuentra
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mailto:ceiha@med.uchile.cl

ubicada a un costado de la Biblioteca Central de la Facultad de Medicina, Universidad
de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna de Independencia.

Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento
y de haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar
en el proyecto “"Defectos en las respuestas celulares asociadas a la reparacion
durante el envejecimiento de tejidos periodontales”.

Nombre del sujeto Firma
Fecha

Rut.

Nombre de informante Firma
Fecha

Rut.

Monica Caceres LI Firma
Fecha

Rut. 10276185-5

Si se trata de un paciente incompetente, registrar nombre del paciente y de
su apoderado.

10.2. ANEXO 2 Acta de aprobacion comité de ética.
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UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

Con fecha 09 de septiembre de 2014, el Comité de Etica de Investigacién en Seres
Humanos de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes

miembros: 09 s 204

Dr. Manuel Oyarz(n G., Médico Neumdlogo,Presidente

Prof. Gina Raineri B., Abogado y Enfermera-Matrona, Mg. Bioética, Secretaria
Dr. Hugo Amigo C., Ph. D., Especialista en Salud Pdblica

Dra. Lucia Cifuentes O., Médico Genetista

Prof. Nina Horwitz C., Socidlogo, Mg. Bioética

Dra. Maria Eugenia Pinto C., Médico Infectélogo

Sra. Claudia Marstiall F., Educadora, Representante de la comunidad

Dra. Gricel Orellana, Médico Neuropsiquiatra

Prof. Julieta Gonzalez B., Bidloga Celular

Ha revisado el Proyecto de Investigacion titulado: “CO;}IUNICACI(’)N ENTRE
FIBROBLATOS Y MACROFAGOS EN LA REPARACION DURANTE EL
ENVEJECIMIENTO" vy cuyo investigador responsable es la Prof. Monica Caceres L., quien
desempefia funciones en el Programa de Biologia Celular y Molecular, I.C.B.M,,
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

El Comité reviso los siguientes documentos del estudio:

Proyecto de investigacion in extenso

CV del investigador responsable y de los Co-investigadores

Carta de aceptacion de las autoridades de la institucion en que se realizard el estudio
Carta compromiso del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez
finalizado éste

El proyecto y los documentos sefialados en el parrafo precedente han sido analizados a
la luz de los postulados de la Declaracion de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para
la Investigacidn Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2002, y de las Guias de Buena Préctica
Clinica de ICH 1996.

Teléfono: 9788536 - Email: comiteceish@med.uchile.cl
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UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANQOS

Sobre la base de esta informacion el Comité de Ftica de la Investigacion en Seres
Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha pronunciado de la
siguiente manera sobre los aspectos del proyecto que a continuacién se sefialan: ] g SET 2&“

a) Caracter de la poblacién estudiada: Se trata de poblacién no cautiva en un estudio
que se desarrollara “invitro”,

b) Utilidad del Proyecto: Proyecto muy interesante relacionado con reparacion d tejido
gingival y la edad del individuo.

c) Riesgos y Beneficios:
- Riesgos: No existen riesgos importantes salvo la extraccién de sangre y tiene

beneficios a futuro en nuevo consentimiento.
d) Proteccidn de los participantes: Existe un consentimiento informado de fecha 08 de

septiembre 2014.
e) Notificacién oportuna de reacciones adversas: Si.
f El investigador responsable se ha comprometido a entregar los resultados del

estudio a este Comité al finalizar el proyecto: Si.

Por lo tanto, el comité estima que el estudio propuesto esta bien justificado y que no
significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que
minimos.

Este comité también analizd y aprobd los correspondientes documentos de
Consentimiento Informado en su version modificada recibida el 08 de septiembre del 2014,
que se adjuntan firmados, fechados y timbrados por el CEISH.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacion ética para la
realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del protocolo.

Santiago, 09 de septiembre de 2014.

Secretaria Ejecutiva CEISH

GRB/mfp
c.c: Archivo Proy. N© 095-2014

Teléfono: 9788536 - Email: comiteceish@med.uchile.cl



