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. RESUMEN

INTRODUCCION: La periodontitis y la periimplantitis son enfermedades
inflamatorias cronicas que poseen una alta prevalencia e impactan
negativamente la calidad de vida de la poblacion. Dentro de su patogénesis, los
linfocitos T cumplen un rol crucial en el desarrollo de la enfermedad. En un
ambiente de citoquinas proinflamatorias especifico se favorece la diferenciacion
a células Th17, las cuales contribuyen a la destruccion de tejido. Estas citoquinas
también aportan a la expansion, supervivencia y mantencion de las células Th17.
IL-6 es una citoquina que promueve este proceso de diferenciacion e IL-23 esta
relacionada al proceso de expansion y supervivencia de estas células. Ambas
proteinas se han visto aumentadas en periodontitis y periimplantitis al
compararlas con sitios sanos. Sin embargo, no existen estudios que comparen

la expresion génica de IL6 e IL23A entre ambas patologias.

OBJETIVO: Evaluar los niveles de ARN mensajero de los genes IL6 e IL23A en
tejidos mucosos periimplantarios de pacientes con diagnéstico de periimplantitis
en comparacion con tejidos gingivales de pacientes con diagnostico de

periodontitis.

METODOLOGIA: Los niveles de ARN mensajero de los genes IL6 e IL23A, se
evaluaron con PCR en tiempo real, en 5 muestras de tejidos gingivales obtenidas
de pacientes con diagnostico de periodontitis y 3 muestras de tejidos mucosos
periimplantarios de pacientes con diagndstico de periimplantitis.

RESULTADOS: No se detectaron diferencias en la expresiéon génica relativa de
IL6 e IL23A en periimplantitis comparado con periodontitis. Ademas, tampoco se
encontraron diferencias al comparar los niveles de ARN mensajero de IL6 con

IL23 en periodontitis y periimplantitis

CONCLUSIONES: Los niveles de ARN mensajero de IL6 e IL23A son similares
en periodontitis y periimplantitis.



II.  INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica multifactorial asociada a
un biofilm disbiotico, caracterizada por una progresiva destruccion del aparato
de soporte de los dientes. Dentro de sus caracteristicas principales incluye la
pérdida de soporte del tejido periodontal (Papapanou y cols., 2018).

La periodontitis es la enfermedad inflamatoria cronica mas comun en humanos y
es considerada un problema de salud publica ya que esta causa pérdida de
dientes, discapacidad, disfuncion masticatoria y malnutricion (Chapple, 2014).
Ademas, puede llegar a comprometer el habla y reduce la calidad de vida (Eke y
cols., 2012). En la poblacion chilena, un 93,45% de los adultos jovenes y un
97,58% de las personas mayores presentan signos de destruccién periodontal

de por lo menos 4 mm de pérdida de insercion clinica (Gamonal y cols., 2010).

Ademas, la periodontitis mediante la posible diseminacion hematégena de
bacterias y/o sus subproductos y mediadores inflamatorios, logra generar una
inflamacion sistémica, la cual se relaciona con enfermedades cardiovasculares,
diabetes mellitus tipo 2, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal,
enfermedad de Alzheimer, higado graso no alcohdlico e incluso ciertos canceres
(Hajishengallis y Chavakis, 2021). Por lo tanto, el tratamiento de la periodontitis
podria tener efectos benéficos en las complicaciones asociadas a otras

patologias.

Los implantes dentales son una alternativa terapéutica efectiva a la hora de
reemplazar dientes perdidos y mejorar la calidad de vida relacionada a la salud
oral. Constituyen un tratamiento seguro, aceptado y comunmente aplicado para
la rehabilitacion de pacientes parcial o totalmente desdentados. A pesar de esto,
existen complicaciones de tipo biolégicas que afectan la supervivencia y éxito del

implante (French y cols. 2021).

Dentro de las enfermedades periimplantarias encontramos la periimplantitis, que
es definida como “una patologia asociada a placa bacteriana producida en los
tejidos que rodean a implantes dentales, caracterizada por una inflamacion de la
mucosa periimplantaria con subsiguiente pérdida progresiva del hueso de

soporte” (Berglundh y cols., 2018).



Clinicamente los sitios con periimplantitis exhiben signos clinicos de inflamacion,
sangrado al sondaje con o sin supuracion, aumento en la profundidad al sondaje
y/o recesion de la mucosa marginal en conjunto con una pérdida radiogréafica de
hueso comparado con examenes previos. En ausencia de examenes previos, el
diagnoéstico de periimplantitis se basa en la combinacion de presencia de
sangrado y/o supuracién al sondaje suave, profundidades al sondaje de = 6 mm
y niveles 6seos = 3 mm apical de la porcion mas coronal de la parte intradsea del

implante (Berglundh y cols., 2018).

La periimplantitis fue descrita inicialmente en los afios noventa como una
enfermedad inflamatoria, mediada por bacterias que progresivamente generaba
pérdida ésea alrededor de los implantes dentales, donde el enfoque estaba
primordialmente en identificar algun patdgeno que lo desencadenara.
Consecuentemente, los protocolos de tratamiento para periimplantitis fueron
modelados acorde a los utilizados en periodontitis. Sin embargo, solamente se
obtenian beneficios a corto plazo, con una recurrencia de los signos clinicos
inflamatorios cercana al 100% después de doce meses (Kotsakis y Olmedo,
2021).

El protocolo de tratamiento para la periimplantitis que actualmente se considera
apropiado inicia con un abordaje no quirdrgico de la enfermedad. En los casos
donde no hay resolucion se opta por un manejo quirdrgico, que comprende
multiples opciones de tratamiento de mayor complejidad (Herrera y cols., 2023).
Aun asi, la literatura respecto a la eficacia de estos abordajes terapéuticos es

limitada (Cosgarea y cols., 2023).

. MARCO TEORICO

1. PERIIMPLANTITIS Y SU RELEVANCIA

En las dltimas décadas, los implantes dentales han demostrado ser un
tratamiento efectivo para rehabilitar y mejorar la calidad de vida de pacientes
desdentados parciales y totales. Se reporta una tasa de supervivencia del
implante que supera el 85% después de 25 afios de seguimiento (Jemt, 2018).
No obstante, el desarrollo y progresion de la periimplantitis puede resultar en una

eventual pérdida del implante (Schminke y cols., 2015). En los casos mas
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avanzados de esta enfermedad el soporte 6seo se ve muy reducido
extendiéndose hacia la mitad apical del implante, y en los casos que cause
movilidad, se debe considerar la extraccion del implante (Tonetti y Schmid,
1994).

La periimplantitis es la causa mas comun de pérdida tardia de un implante. Afecta
entre un 15% a un 57% de los pacientes y entre un 8% hasta un 28% de los
implantes (Schwarz y Ramanauskaite, 2022). La pérdida de funcion debido a
esta patologia altera la masticacion, por lo tanto, también la digestion y en gran
medida la nutricion y dieta, siendo aun mas perjudicial en personas mayores
(Sheiham y cols., 2001).

Cabe destacar que la tasa de progresion de pérdida 6sea varia entre pacientes,
y esta establecido que después de la instalacién de un implante, hay una pérdida
de altura del hueso crestal entre 0,5y 2 mm durante el proceso de cicatrizacion
(Berglundh y cols., 2018). El proceso inicial de la integracién de tejido duro y
blando en torno a la instalacién del implante usualmente toma varias semanas.
Posterior a este proceso, cualquier evidencia radiografica adicional de pérdida

Osea sugiere que ese paciente podria estar experimentando periimplantitis.

El actual enfoque se basa en que el éxito y salud del implante va més alla que la
supervivencia en boca (Daubert y Weinstein, 2019). La caracterizacién de los
tejidos periimplantarios sanos es sindbnimo de éxito del implante dentario. Se
determina como la “ausencia de eritema, sangrado al sondaje, inflamacion y
supuraciéon”, sin considerar especificamente un rango de profundidad de sondaje

(Schwarz y Ramanauskaite, 2022).

Estudios observacionales aportan evidencia de que pacientes que poseen mal
control de placa e higiene y que no acuden a un tratamiento de mantenimiento
periddico, presentan un mayor riesgo de desarrollar periimplantitis (Schwarz y
cols., 2018). En ausencia de tratamiento, la periimplantitis progresa con un
patrén no lineal y acelerado. Ademas, los datos sugieren que esta progresion es
mas rapida que la que se observa en periodontitis (Berglundh y cols., 2018).
Adicionalmente, la historia previa de periodontitis es un factor de riesgo
importante para el desarrollo de periimplantitis. Existe vasta evidencia que
muestra al habito tabaquico como otro factor de riesgo para la periodontitis y la

pérdida dentaria asociada a esta enfermedad. Pero en periimplantitis, la
4



evidencia es mas limitada. Fumar aumenta el riesgo de fracaso tanto temprano
(Chrcanovic y cols., 2016; Takamoli y cols., 2021) como tardio del implante
(French y cols., 2021; Heitz-Mayfield y Huynh-Ba, 2009) y también se asocia a
infecciones postoperatorias, asi como, a la pérdida de hueso marginal
periimplantario (Chrcanovic y cols., 2015; Moraschini y Barboza, 2016). Incluso
se ha establecido que los pacientes fumadores poseen hasta 2 veces mas riesgo
de generar periimplantitis que los no fumadores (Reis y cols., 2023). Sin
embargo, a pesar de todas estas caracteristicas relevantes a la hora de evaluar
un paciente para rehabilitacion mediante implantes, la evidencia de que fumar es
un factor de riesgo como tal, es inconclusa (Schwarz y cols., 2018). Parecido es
en el caso de diabetes mellitus y su relacion con la periimplantitis. Los estudios
sugieren que el sangrado al sondaje y la pérdida 6sea alrededor del implante, se
ven aumentados en pacientes diabéticos descompensados en comparacion con

pacientes sanos (Dioguardi y cols., 2023).

De forma similar a la periodontitis, la periimplantitis no esta asociada solamente
a una inflamacién local de la mucosa, sino que estd acompafiada por una
respuesta inflamatoria sistémica del hospedero. La evidencia sugiere que la
periimplantitis podria tener implicancias sisteméticas y asociarse a otras
enfermedades cronicas no transmisibles (Yan y cols., 2023).

Es importante mencionar que las enfermedades periimplantarias son patologias
silenciosas que, en la mayoria de los casos son asintomaticas y no son
percibidas por los pacientes, lo que puede impedir buscar atencidén dental antes
de que la enfermedad esté demasiado avanzada (Romandini y cols., 2021). Sia
esto le sumamos la creciente popularidad de la rehabilitacion por implantes, alta
prevalencia, consecuencias asociadas que afectan la calidad de vida de los
pacientes y los sustanciales costos de atencion, podriamos considerar a la
enfermedad de periimplantitis como un verdadero problema de salud publica

(Herrera y cols., 2023).

2. RESPUESTA INMUNE EN PERIIMPLANTITIS

Para el desarrollo de periimplantitis es importante comprender la relacion entre

el implante y la estructura ecoldgica de la microbiota subgingival. La acumulacion
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de biopeliculas microbianas en la superficie del implante favorece el inicio de la
inflamacion de los tejidos, generada por un desbalance en la respuesta del
hospedero (Belibasakis, 2014). En una etapa inicial, se establece la mucositis
periimplantaria, donde la inflamacion inducida por la biopelicula se localiza en la
mucosa que rodea el implante. Cuando esta se extiende hacia el hueso de
soporte conduce a la periimplantitis, derivando en una destruccion 6sea gradual

de una manera similar a lo que ocurre en periodontitis (Berglundh y cols., 2011).

El desarrollo de las lesiones de periodontitis y periimplantitis sigue una secuencia
de eventos similares. Sin embargo, la dinamica de estos procesos patoldgicos
puede no ser idéntica en todo momento. Una diferencia podria ser que la lesion
de periodontitis siempre esta amurallada por un compartimento intacto de fibras
de tejido conectivo supracrestal (Seymour y cols., 1979). Por lo tanto, los
infiltrados de células inflamatorias generalmente no penetran en el tejido dseo.
Por el contrario, una lesion de periimplantitis puede progresar sin la presencia de
un compartimento de fibras de tejido conectivo sano que separe la lesion del
hueso alveolar (Heitz-Mayfield y Lang, 2010). Ademas, el tejido conectivo
inflamatorio que rodea el implante se relaciona con una elevada densidad de
células osteoclastogénicas comparado con un diente natural (Zitzmann y cols.,
2004). Esta disrupcion entre la actividad osteobléstica versus la osteocléstica,
inducida por productos bacterianos y las citoquinas proinflamatorias, constituyen
la principal causa de pérdida de hueso alveolar por inflamaciéon (Liu y cols.,
2010).

La disbiosis microbiana asociada con la respuesta inmunoinflamatoria del
hospedero es un factor crucial en la aparicion de las enfermedades
periimplantares. Esta desregula la respuesta inmune local, la cual da como
resultado la producciébn de mediadores inflamatorios como citoquinas,
quimioquinas, prostaglandinas y enzimas proteoliticas que modifican el
metabolismo del tejido conectivo y del hueso (Giro y cols., 2021). Este proceso
corresponde a la inmunidad innata, la cual es la primera linea de defensa del
hospedero, que proporciona una inflamacion aguda inicial frente a los patdgenos.
Ademas, promueve la fagocitosis, activa el complemento y el sistema inmune
adaptativo (Bunte y Beikler, 2019).



La activacion del sistema inmune adaptativo resulta en una respuesta especifica
por parte del hospedero frente al antigeno, mediado por las células By T. Entre
las células involucradas en la respuesta inmune adaptativa, los linfocitos T y mas
especificamente los linfocitos T helper (CD4*) destacan por tener un papel crucial
en la destruccién de ésea (Dutzan y cols., 2016; Dutzan y cols., 2018; Giro y
cols., 2021).

Estas células pueden diferenciarse en distintos subconjuntos efectores, los
linfocitos T helper o colaboradores (Th), dentro de los que encontraremos Thl,
Th2, Th9, Thl7, Th22; linfocitos helper foliculares (Tfh) y linfocitos T reguladores
(Treg) (Silva y cols., 2015). Cada uno de estos subtipos celulares se caracteriza
por la secrecion de diferentes clases de citoquinas que modulan la respuesta

inmune.
3. CELULAS TH17

El subconjunto de células Thl7 tienen un papel dual, median respuestas
defensivas importantes como la destruccibn de bacterias y hongos
extracelulares, pero también respuestas inflamatorias. De hecho, su aumento se
encuentra asociado a multiples enfermedades (Damsker y cols., 2010). Estas
células secretan citoquinas tales como IL-17 e IL-22, también expresan RANKL
y se ha demostrado que se asocian y activan los osteoclastos in vivo (Kikuta y
cols., 2013). Estas caracteristicas nos permiten comprender mejor la
contribucion de las células Th1l7 en la patogénesis de la periodontitis, y estas
podrian también participar de los mecanismos inmunoinflamatorios implicados

en la destruccion de tejidos periimplantarios.

La diferenciacion de las células Thl7 requiere de sefalizaciones especificas,
factores de transcripcion y perfiles de citoquinas definidos. Esta diferenciaciéon
es inducida por los factores de transcripcion conocidos como el transductor de
Sefales y Activador de Transcripcion 3 (STAT3) y por el receptor nuclear
huérfano gamma t (RORyt) (O'Shea y cols., 2015).



4. CITOQUINAS RELACIONADAS CON LAS CELULAS TH17 EN
PERIODONTITIS Y PERIIMPLANTITIS

Las citoquinas son moléculas claves en la orquestacion y manifestaciones
clinicas de la inflamaciéon (locca y Bianco, 2016). Son proteinas de bajo peso
molecular involucradas en la iniciacion y etapas posteriores de inflamacion, en la
que regulan la amplitud y la duracion de la respuesta inmune del hospedero
(Baldwin, 1996).

IL-6 es una citoquina codificada por el gen IL6 y es producida tanto por células
del sistema inmune como linfocitos, macréfagos, células dendriticas y por células
estructurales como células endoteliales y fibroblastos, e incluso es secretada por
los osteoblastos. La secrecion de esta proteina es estimulada por otras
citoquinas que cumplen un rol importante en la patogénesis periodontal, como lo
es IL-1B y TNF. Cuando existe una elevada expresion en los niveles de IL-6, en
sinergia con otras citoquinas proinflamatorias, incrementa la expresion de las
células Thl7. En ese contexto, IL-6 tiene un rol fundamental en cuanto a la
diferenciacion de las células Thl7 y su proliferaciéon (Zhou y cols., 2007).
Ademas, participa en el proceso de resorcidon 6sea, induciendo la diferenciacion

de monocitos en osteoclastos (Carranza y cols., 2019).

IL-6 activa la via de sefalizacion intracelular de STAT3 (Figura 1), la cual media
la transcripcién de varios genes implicados en la proliferacion, diferenciacion,
reclutamiento, supervivencia y transformacién de células inmunitarias. Ademas,
IL-6 presenta un mecanismo de retroalimentacion positiva mediante la activacion
de STAT3, aumentando la expresion de otras citoquinas como IL-18, TNF e IL-
23 (Bunte y Beikler, 2019).

IL-23 es una citoquina heterodimérica que pertenece a la familia de las
interleuquina 12 (IL-12). Esta compuesta por la subunidad IL-123 y por la
subunidad alfa IL-23p19 también conocida como IL-23A. Esta udltima es
codificada por el gen IL23A. Esta citoquina es necesaria para la expansion y
supervivencia de las células Th17. Tiene un papel critico en dirigir la inflamacion
inicial de la respuesta inmune frente a patégenos en la induccion de IL-17 y
reclutamiento de neutrdéfilos. Sin embargo, no esta directamente relacionada con

la diferenciacion de las células Th17 (Dong, 2009). Se explica debido a que su
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receptor (IL-23R) se expresa solamente una vez que la diferenciacion de las
células T CD4* en células Th17 haya iniciado (Zhu y cols., 2010). Esto sugiere
que tiene un rol en la mantencion, expansion y supervivencia de células Th17
mediante la induccion de un bucle de retroalimentacion positiva mediante la
expresion de otras proteinas, tales como IL-6, IL-17, IL-1B8, TNF y RORyt.
Ademas, IL-23 es producida por células presentadoras de antigenos como
células dendriticas, monocitos/macrofagos, activando e iniciando su sefializacion
mediante su receptor el cual incrementa la expresion de RORyt e IL-17 via

STATS3 (Figura 1).

@ IL-6

@ IL-17
@ TNF
@ LB
@ RORyt

-""'--...___________*

RORyt 7

Diferenciacié‘n célula
Th17

Figura 1. Funcion de IL-6 e IL-23 en la diferenciacién de linfocitos Th17. (1) Via de
sefializacion de IL-6: La union de IL-6 con su receptor de membrana (IL-6R) activan las JAKs y
se fosforilan entre si, generando un sitio de union para STAT3. Los STAT3 se fosforilan y se
activan, permitiendo su dimerizacion. Este dimero es trasladado al nucleo, donde puede unirse
directamente al ADN mediante el receptor nuclear RORyt y regular la expresién génica. De esta
forma activar la traduccién de genes clave para la diferenciacién de linfocitos Thl7 y la
produccion de citoquinas tales como, IL-17, TNF e IL-13, y también la expresién del receptor de
IL-23 (IL-23R) (2) Via de sefializacion de IL-23: Una vez diferenciada la célula, IL-23 se une a su
receptor de membrana (IL-23R) y activa la via JAK/STAT3, mediando la transcripcion de genes
implicados en la proliferacién, supervivencia y mantencién de las células Th17, aumentando la

expresion de IL-17, RORwt,
https://www.biorender.com).

TNF, IL-18, IL-23R e IL-6.

(Realizado en Biorender,



En general, los resultados de las investigaciones (Tabla 1) sugieren una
predominancia de las células Th17 en tejidos con periimplantitis y periodontitis
cuando son comparados con tejido sano, basado en la expresidon genética
exacerbada de las citoquinas asociadas a Th17 y su actividad osteoclastica (Giro
y cols., 2021). A pesar de esta informacion, hasta este momento no se
encuentran estudios que comparen los niveles de expresion de las citoquinas de

IL-6 e IL-23 en periodontitis y periimplantitis.
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Citoquinas Periodontitis Periimplantitis

IL-6 Se ha La expresion de IL-6 es
demostrado la significativamente mayor
sobreexpresion gue en implantes sanos y
significativa de IL- se cree que esta
6 en comparacion citoquina intensifica el
con tejido sano proceso inflamatorio
(Dutzan y cols., local (Severino y cols.,
2012) 2016)

IL-23 Se ha Los niveles de IL-23 estan

demostrado la elevados en comparacion

sobreexpresion con implantes sanos vy
significativa de IL- sugieren una polarizacion
23 en que favorece a la
comparacion con respuesta inmune de las

salud (Cardoso y células Th17 (Luo y cols.,

cols., 2009; 2013; Mardegan y cols.,
Dutzan y cols., 2017)
2012).

Tabla 1. Revision de la evidencia respecto a los niveles de expresién de las citoquinas
relacionadas a la diferenciacién y regulacion de las células Thl7, tanto en periodontitis
como en periimplantitis.



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La periimplantitis es una patologia de tipo inflamatoria que posee una alta
prevalencia, la cual se le asocian altos costos de tratamiento e impacto negativo
en la calidad de vida de las personas. Respecto a su manifestacion clinica,
comparten similitudes respecto a la enfermedad de periodontitis. A pesar de esto,
los mecanismos de respuesta inmune, el desarrollo de la patologia y la
interaccién microorganismo-hospedero especificos a la periimplantitis requieren

de mayor investigacion.

En los dultimos afos, el acceso a los implantes dentales ha crecido
considerablemente a la par del nimero de casos de enfermedades
periimplantarias. Si a esto le sumamos que las estrategias terapéuticas clinicas
para periimplantitis no son efectivos y tienen una alta recurrencia, la comprension

en profundidad de la fisiopatologia de la periimplantitis se hace urgente.

Uno de los componentes fundamentales que participan en la orquestacion de las
enfermedades inflamatorias crénicas son las citoquinas. Estas actian a nivel de
la respuesta inmune donde las células Th1l7 poseen un rol crucial en la
destruccion de tejido. Dentro de estas citoquinas destaca IL-6, involucrada en el
proceso de diferenciacion e IL-23, relacionada fuertemente con la proliferacion y
regulacion de este subconjunto de linfocitos. Ya se ha demostrado que estas
citoquinas proinflamatorias se encuentran aumentadas en tejido gingival de
pacientes con diagndstico de periodontitis y en tejido mucoso periimplantario de
pacientes con diagndstico de periimplantitis al compararlos con sitios sanos. Es
por esto que resulta interesante determinar la expresion de IL-23 e IL-6 para cada

patologia y compararlas entre ellas.

La relevancia de este estudio es justamente comprender el comportamiento de
estas citoquinas en periimplantitis, evaluando su nivel de expresion y
analizandolas comparativamente con periodontitis. De esta manera poder
contribuir en conocer mas acerca de la patogénesis especifica de esta
enfermedad en cuanto a las vias de sefializacion mediadas por IL-6 e IL-23 en

periodontitis y periimplantitis.

En base a esto planteamos la siguiente hipotesis:
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V. HIPOTESIS

Los niveles de ARN mensajero de los genes IL6 e IL23A, son mayores en tejidos
mucosos periimplantarios de pacientes con diagnéstico de periimplantitis en

comparacion con tejidos gingivales de pacientes con diagndéstico de periodontitis.

VI. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles de ARN mensajero de los genes IL6 e IL23A en tejidos
mucosos periimplantarios de pacientes con diagnéstico de periimplantitis en

comparacion con tejidos gingivales de pacientes con diagndstico de periodontitis.

VIl. OBJETIVO ESPECIFICO

Determinar y comparar los niveles de ARN mensajero de IL6 e IL23A en tejidos
gingivales inflamados de sujetos con diagndstico de periodontitis y en tejidos

periimplantarios inflamados de sujetos con diagndstico de periimplantitis.
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VIIl. METODOLOGIA

Este estudio se encuentra adscrito al proyecto FONDECYT 1231350 (Anexo 1)
y 1231728 (Anexo 2). Aprobado por Comité Etico Cientifico (CEC) de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo 3).

1. Disefio de estudio
El disefio de estudio es de tipo experimental, observacional transversal.
2. Seleccion de voluntarios

Los participantes fueron convocados a la Clinica Odontolégica de la Universidad
de Chile para posteriormente realizar anamnesis y un examen oral evaluado por
un periodoncista. En este examen se realizaron mediciones respecto a
profundidad de sondaje, nivel de insercion clinica y sangrado al sondaje.

La informacion otorgada en la anamnesis, examen clinico y examenes
complementarios fueron registradas y aplicadas a las definiciones de caso,
criterios de inclusién y exclusidbn (Anexo 3), donde se seleccionaron los
participantes y posteriormente clasificados en grupo periodontitis o

periimplantitis.

3. Consentimiento informado y obtencion de muestras

Para participar en el estudio los voluntarios debieron firmar un consentimiento
informado (Anexo 5) y se derivd a especialista donde se realiz6 la toma de
muestra mediante una biopsia incisional (collaretere de aproximadamente 2mm
de ancho) presentativa del tejido gingival o periimplantario. Se evalué que, en el
momento de la obtencién de la muestra, la encia o0 mucosa exhibiera signos
clinicos de inflamacion. Este trabajo se realiz6 en la Clinica Odontoldgica,
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

4. Extraccion del ARN

Las muestras de tejido periodontal y periimplantario fueron almacenadas en
tubos con una solucion de RNAlater de la marca Invitrogen™. Estas fueron

congeladas a -80°C, para luego extraer el ARN mensajero (ARNm).

Las muestras fueron descongeladas a 4°C y centrifugadas a 2000 rpm por un

minuto. Transcurrido este tiempo, se trasladaron las muestras de tejido del tubo
14



original con RNAlater a tubos precargados con 350 pL de reactivo TRIzol™
(Invitrogen). Se homogeneizd6 manualmente utilizando un vastago adaptado al
tubo. El sobrenadante de la muestra disgregada fue trasladado a tubos
precargados con esferas de zirconia de alto impacto de 1,5 mm de diametro.
Nuevamente, se agrego 350 pyL de TRIzol™ al tubo que contiene la muestra, y
se continudé con la homogeneizacion manual. Esta accion se realizo tres veces
con cada muestra hasta completar aproximadamente 1 ml de TRIzol™. Se
continu6é con la homogeneizacion empleando el homogeneizador BeadBug™
(Benchmark Scientific) a una velocidad de 4000 rpm por 20 segundos e
inmediatamente se procedié a enfriar los tubos por 30 segundos en hielo. Este

procedimiento se repitié 20 veces para cada muestra analizada.

Una vez finalizada la homogeneizacion, se realiz6 una centrifugacion a 2000 rpm
por 30 segundos. Se procedi6 a incubar los tubos a temperatura ambiente por 5
minutos para garantizar la disociacion completa del complejo de nucleoproteinas.
Enseguida se afiadieron 200 pL de cloroformo a cada tubo, se agité en forma
manual y se incubd por 3 minutos a temperatura ambiente. Inmediatamente
después las muestras fueron centrifugadas por 15 minutos a 12.000 g y a 4°C

de temperatura.

Luego se procedio a retirar delicadamente la fase acuosa superior de los tubos
que contenia el ARN para ser trasladados a tubos de 1,5 ml.

Posteriormente se adicionaron 500 pl de isopropanol y se conservo en hielo por
10 minutos a 4°C, permitiendo la precipitacion del ARN. Se centrifugaron
nuevamente los tubos a 12.000 g por 12 minutos a 4°C y luego se procedio a

descartar el sobrenadante.

El pellet de ARN resultante fue resuspendido en etanol al 75%, se agitd
brevemente en un agitador vortex y posteriormente se centrifugo a 7.500 g por 5
minutos a 4°C. Nuevamente se procedio a descartar el sobrenadante, para luego
ser resuspendido en etanol al 75% Yy se repitidé una vez mas el procedimiento en

la centrifuga.

Luego se procedié a descartar una vez mas el sobrenadante pipeteando
delicadamente de arriba a abajo y se invirtieron los tubos por 5 minutos para
garantizar la eliminacion de los restos de etanol. Finalmente, el precipitado fue

resuspendido en 20 pl de agua libre de ARNasa e incubados en thermoblock a
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58°C por 12 minutos.

5. Cuantificacion del ARN

La evaluacion de la pureza y cantidad de ARN extraido de las muestras se llevo
a cabo en el Espectrofotdmetro “NanoDrop™” (Thermo Scientific). La
concentracion de ARN se evalu6 con una absorbancia a 260 nm y la pureza se

determiné empleando el coeficiente 260/280.

6. Transcripcion reversa

El ARN fue transcrito a ADN complementario (ADNc) empleando un kit de
transcripcion inversa de ADNc (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
Applied Biosystems™), utilizando una solucion con buffer RT, partidores oligo
(dT), partidores aleatorios, la enzima de transcriptasa reversa “MultiScribe” e
inhibidores de ARNasas segun las indicaciones del fabricante (“Applied
Biosystems™”). En la Tabla 2, se observan los volimenes utilizados por cada

componente de la mezcla maestra.

Reactivo Volumen (ul)
10X RT Buffer 2
25X dNTP Mix (100 nM) 0,8
10X Random Primers 2
MultiScribe Reverse Transcriptase 1
Agua libre de Nucleasas 4,2
Total 10

Tabla 2. Mezcla maestra, cantidades empleadas para realizar la transcripcion
de cada serie de muestras por experimento.

7. PCR en tiempo real

El PCR en tiempo real, se llevé a cabo en el termociclador (CFX Opus 96™,
BioRad). Se amplifico una muestra de 40 ng de ADNc utilizando los partidores
correspondientes para cada gen objetivo (Tabla 3). Las reacciones de
amplificacion se llevaron a cabo de la siguiente manera: Primero el paso de

desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C
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durante 15 segundos y a 60°C por 60 segundos. La muestra se normalizé
utilizando el gen GAPDH como control. Para calcular los niveles relativos de

expresion génica se empled el método 2 AACT,

Gen Objetivo | ID de ensayo Largo del
amplicon

IL6 Hs00174131_m1l 95

IL23A Hs00372324_m1 107

GAPDH Hs02786624 g1 157

Tabla 3. Ensayos de expresion génica TagMan® para gen de IL6, IL23A y
GAPDH, y tamafio de amplicon.

8. Analisis estadistico

Para el andlisis cuantitativo se utilizé la féormula 22CT para determinar la
expresion génica total en donde se utilizé el gen GAPDH como control endégeno
para normalizar los datos obtenidos de las muestras de tejido periodontal y
periimplantario. En base al método 2CT se realizd6 un andlisis estadistico
comparativo para determinar si hubo variaciones significativas entre los niveles

de ARN mensajero de IL6 y de IL23A en periodontitis y periimplantitis.

El andlisis de la distribucién de datos se realiz6 mediante la prueba de
normalidad Shapiro-Wilk. Las diferencias entre dos grupos experimentales se
determinaron mediante la prueba t de Student con correccion de Welch.

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas si el valor de p
<0,05. Los datos se analizaron utilizando el software Prism.9.3.0 (GraphPad

Software, Inc.).
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IX. RESULTADOS

1.- Caracterizacion de pacientes donadores de tejidos

Los pacientes voluntarios, una vez aplicados los criterios de inclusién y exclusién
(Anexo 3), fueron seleccionados para participar en el estudio para
posteriormente ser clasificados dentro de los grupos periodontitis o
periimplantitis. La muestra total fue conformada por 8 pacientes, de los cuales 5
presentaban un diagndstico de periodontitis y 3 de periimplantitis. Todos los
sujetos voluntarios a participar recibieron tratamiento periodontal segun

necesidad, y fueron derivados a especialidades segun diagnadstico.

En la Tabla 4 se describen las caracteristicas a nivel paciente de la muestra total

de 8 individuos.

Periodontitis Periimplantitis
Numero de voluntarios 5 3
Edad (afios) 57,8 (51-65) 70,3 (63-75)
Mujeres 2 (40%) 2 (67%)
Hombres 3 (60%) 1 (33%)
Tabaquismo 1 (20%) 0 (0%)

Tabla 4. Caracterizacién de los voluntarios. La variable Edad se expresé en promedio
(minimo-mé&ximo). Las variables Numero de voluntarios, Mujeres, Hombres y Tabaquismo se
expresaron en sumatoria de casos. Los datos fueron analizados mediante test de t-Student con
correccién de Welch (Edad) y Test de chi-cuadrado (Sexo y Tabaquismo). Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas con un valor p<0,05 y se notificaron con un asterisco
(*) en la tabla.

Respecto a las caracteristicas del grupo periodontitis, se describen 5 voluntarios.
El promedio de edad fue de 57,8 afios, en un rango de edad entre los 51 y 65
afos. El 40% (2 individuos) fueron mujeres y el 60% (3 individuos) hombres. El

20% del grupo (1 individuo) era fumador.

En el grupo periimplantitis, se describen las caracteristicas de 3 voluntarios. El
promedio de edad fue de 70,3 afios, descrito en un rango de edad entre los 63y
75 afos. El 67% (2 individuos) fueron mujeres, y el 33% hombres. Ningun

voluntario presentaba habito tabaquico.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
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caracteristicas a nivel de paciente entre ambos grupos.

En la Tabla 5 se describen las caracteristicas a nivel sitio de las muestras

obtenidas para este estudio.

Periodontitis Periimplantitis
Profundidad al Sondaje (mm) 6,6 (3-11) 7 (3-12)
Nivel de Insercién Clinica (mm) 8 (4-15) 7,3 (4-12)
Sangrado al Sondaje 100% 100%
Supuracién 0% 0%

Tabla 5. Caracterizacién a nivel de sitio de la muestra. Las variables Profundidad al sondaje
y Nivel de Insercion Clinica se expresaron en promedio (minimo-méaximo). Los datos fueron
analizados mediante test de t-Student con correccion de Welch (Profundidad de Sondaje y Nivel
de Insercion Clinica) y test de chi-cuadrado (Sangrado al Sondaje y Supuracion). Las diferencias
se consideraron estadisticamente significativas con un valor p<0,05 y se notificaron con un
asterisco (*) en la tabla.

Respecto al grupo periodontitis, se describen las caracteristicas a nivel de sitio
de la muestra. El promedio de profundidad al sondaje fue de 6,6 mm, con un
minimo de 3 mm y un maximo de 11 mm. En cuanto al nivel de insercion clinica,
el promedio fue de 8 mm, siendo el minimo de 4 mm y el maximo de 15 mm. El
100% de las muestras de periodontitis fueron positivas en el parametro de

sangrado al sondaje. Ningun sitio presentd supuracion.

Las caracteristicas a nivel del sitio de la muestra para el grupo periimplantitis
dieron como resultado un promedio de profundidad al sondaje de 7 mm, donde
la menor profundidad fue de 3 mm y la mayor de 12 mm. En cuanto al nivel de
insercion clinica, el promedio fue de 7,3 mm, con un minimo de 4 mm y un
maximo de 12 mm. La presencia de sangrado al sondaje fue positiva en el total

de las muestras de periimplantitis y ningun sitio de estas presento supuracion.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las

caracteristicas a nivel de sitio de la muestra entre ambos grupos.

Basandonos en la clasificacion de las enfermedades y condiciones periodontales
y periimplantarias del afio 2017 (Papapanou y cols., 2018 y Berglundh y cols.,
2018), se realiz6 el diagnéstico periodontal a los voluntarios del grupo
periodontitis, clasificAndolos en cuanto a etapa, grado y extension de la

enfermedad.
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Respecto a la etapa de la enfermedad periodontal, tres voluntarios
correspondieron a etapa IV y los otros dos restantes a etapa lll. En cuanto a la
extension, cuatro de los individuos fueron clasificadas como generalizada y uno
localizada. Por ultimo, cuatro correspondieron al grado C y uno solamente al

grado B.

Respecto al grupo periimplantitis, los 3 voluntarios seleccionados, presentaban
signos clinicos de inflamacion, sangrado al sondaje, profundidades de sondaje
aumentadas y/o recesion del margen de la mucosa y pérdida 6sea radiogréafica

al compararlo con examenes previos.
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2.- Niveles de ARNm en periodontitis y periimplantitis

a. IL6

Se analizé comparativamente los niveles de ARNm de IL6 del grupo periodontitis
y periimplantitis. Utilizamos la formula 2-2€T con los datos obtenidos por PCR en
tiempo real para determinar la expresion génica. Si bien, en la Figura 2 se aprecia
una tendencia al aumento en la expresion de IL6 en los tejidos mucosos
periimplantarios en comparacion con las lesiones de periodontitis, esta diferencia

no fue estadisticamente significativa (valor p = 0,1998).
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Figura 2. Niveles de ARN mensajero de IL6 en periimplantitis respecto
a periodontitis. ElI PCR en tiempo real muestra la expresion génica de
IL6 mediante la amplificacion del ADNc obtenido del ARNm de los distintos
tejidos. Se analiz6 comparativamente las expresiones de IL6 entre
periimplantitis y periodontitis donde no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. El nivel de ARNm se normalizé con el gen
GAPDH. Las barras representan la media de los niveles de expresion
génica y las lineas verticales el error estandar de 5 muestras del grupo
periodontitis 'y 3 del grupo periimplantitis. P: periodontitis; PI:
periimplantitis.
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b. IL23A

Posteriormente, se compararon los niveles de ARNm de IL23A entre el grupo
periodontitis y periimplantitis, mediante la formula de expresion génica (2"2°T). En
la Figura 3 se observa que no hay diferencias en la expresion de IL23A en los
tejidos de pacientes con periimplantitis en comparacion con las lesiones de
periodontitis (valor p = 0,5445).
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Figura 3. Niveles de ARNm de IL23A en periimplantitis respecto a
periodontitis. ElI PCR en tiempo real muestra la expresion génica de
IL23A mediante la amplificacion del ADNc obtenido del ARNm de los
distintos tejidos. Se analiz6 comparativamente las expresiones de IL23A
entre periimplantitis y periodontitis donde no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. El nivel de ARNm se normalizé con el gen
GAPDH. Las barras representan la media de los niveles de expresion
génica y las lineas verticales el error estandar de 5 muestras del grupo
periodontitis 'y 3 del grupo periimplantitis. P: periodontitis; PI:
periimplantitis.
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3.- Comparacion de los niveles de ARN mensajero de IL6 e IL23A

Adicionalmente, se realizé un analisis comparativo de los niveles de ARN
mensajero entre los genes IL6 e IL23A para cada condicion clinica. Para esto,
utilizamos los datos obtenidos por PCR en tiempo real y determinamos la

expresion génica mediante la férmula 24T,
a. Periodontitis

En la Figura 4 se puede apreciar la comparacion entre la expresion génica de
IL6 e IL23A en periodontitis. No se observan diferencias estadisticamente
significativas entre ambos genes (valor p = 0,1769). El promedio de la expresion
génica de IL6 fue de 0,069 y de IL23A de 0,023.
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Figura 4. Niveles de ARNm de IL6 e IL23A en periodontitis. EIl PCR
en tiempo real muestra la expresion de los genes IL23A e IL6 mediante
la amplificacién del ADNc obtenido del ARNm de los distintos tejidos. Se
analiz6 comparativamente las expresiones de IL6 e IL23A donde no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. El nivel de
ARNmM se normaliz6 con el gen GAPDH. Las barras representan la media
de los niveles de expresion génicay las lineas verticales el error estandar
de la media de 5 muestras del grupo periodontitis.
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b. Periimplantitis
En la Figura 5 se aprecia la comparativa entre el nivel de ARN mensajero de IL6
e IL23A en las muestras de tejidos mucosos periimplantarios de pacientes con
diagnoéstico de periimplantitis. No se hallaron diferencias entre ambos genes
(valor p = 0,1523). El promedio de la expresion génica (22CT) del gen IL6 fue de

0,23, mientras que IL23A promedi6 0,03.
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Figura 5. Niveles de ARNm de IL6 e IL23A en periimplantitis. El PCR
en tiempo real muestra la expresion de los genes IL23A e IL6 mediante la
amplificacion del ADNc obtenido del ARNm de los distintos tejidos. Se
analizé6 comparativamente las expresiones de IL6 e IL23A donde no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. El nivel de ARNm
se normalizé con el gen GAPDH. Las barras representan la media de los
niveles de expresién génica y las lineas verticales el error estandar de la
media de 3 muestras del grupo periimplantitis.
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X. DISCUSION

En la actualidad, la rehabilitacibn mediante implantes osteointegrados es un
tratamiento para pacientes desdentados que va en aumento, por lo mismo, la
poblacion de personas con implantes se incrementa cada vez mas. Esto conlleva
a gue exista un mayor numero de casos de enfermedades periimplantarias, como

la periimplantitis (Severino y cols., 2011).

Dado lo anterior, frente a esta alta prevalencia de la enfermedad, se han
desarrollado distintas alternativas terapéuticas clinicas, pero que han sido
insuficientes para el manejo de esta. Principalmente se basan en el control y
remocion de la biopelicula, al igual que en periodontitis que exhibe
manifestaciones clinicas similares. Por ende, en la actualidad se esta
investigando en mayor profundidad la fisiopatologia de la periimplantitis y asi,
poder encontrar un tratamiento especifico para esta condicion (Figueiredo y
cols., 2020). Uno de los factores relevantes es la participacion de citoquinas
proinflamatorias, cuyo rol es fundamental en este proceso. Debido a esto, nos
enfocamos en evaluar los niveles de ARN mensajero de IL6 e IL23A en
periodontitis y periimplantitis. Para ello, obtuvimos muestras de tejido gingival de
pacientes con diagnéstico de periodontitis y tejido mucoso periimplantario de
pacientes con diagnostico de periimplantitis. Posteriormente, se realizé la

extraccion de ARN mensajero y se analizé mediante técnica PCR en tiempo real.

En nuestro trabajo de investigacion no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de ARN mensajero de IL6 e IL23A

en periimplantitis comparado con periodontitis.

CARACTERIZACION DE LOS PACIENTES

En este estudio, todos los voluntarios y voluntarias donadores de tejido fueron
pacientes mayores de 50 afios, llegando hasta los 77 afios de edad. Esto genero
gue no hubiese diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos,
lo cual nos da una muestra total mas homogénea. Los 3 pacientes con
diagnéstico de periimplantitis fueron mayores de 60 afos, limitando al grupo de
estudio a personas mayores. Esta situacion se puede explicar debido a que la

poblacion de personas mayores presenta comorbilidades, fragilidad y otros
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factores asociado a la pérdida dentaria, por lo tanto, una alta proporcion de
pacientes que requieren de rehabilitacion mediante implantes osteointegrados
son de este grupo etario (Becker y cols., 2016). Ademas, reportan una mayor
tasa de complicaciones biologicas en torno al implante, incluyendo la
periimplantitis (Richards y cols., 2020).

En esta investigacion no se encontraron diferencias significativas en cuanto a
sexo biologico y hay representatividad en ambos grupos de estudio. Nuestro
equipo es consciente que en este estudio hay un nimero bastante reducido de
pacientes. Es ideal incorporar mas voluntarios, pero no fue posible en este

presente trabajo de investigacion.

Todos los sitios presentaron signos clinicos de inflamacién como sangrado,
edema y eritema al momento de la biopsia. De esta forma, las muestras fueron
representativas de la enfermedad. Ademas, en todos los pacientes, se
observaron signos radiograficos de pérdida 6sea y pérdida de insercion clinica

mayores o iguales a 3 mm en el sitio de la muestra.

Cabe destacar que un paciente voluntario con diagndstico de periodontitis tenia
hébito tabaquico de 2 cigarros diarios. Este es un factor que aumenta el riesgo
de 2 a 5 veces el desarrollo de la periodontitis al compararlo con un paciente sin
el habito (Jepsen y cols., 2018). Segun la actual clasificaciéon de enfermedades
periodontales del afio 2017, el habito tabaquico actiia como un factor modificador
de grado, por lo tanto, genera cambios en el diagndstico (Papapanou y cols.,
2018). Ademas, los niveles de IL-6 podrian ser mayores en personas fumadoras
gue en las no fumadoras (Mokeem y cols., 2018). Para futuras investigaciones,
es importante consignar el habito tabaquico e incluso analizar estos datos en un

grupo de estudio por separado.

NIVELES DE ARN MENSAJERO DE IL6

En nuestro trabajo de investigacion observamos una tendencia al aumento en la
expresion geénica de IL6 en periimplantitis comparado con periodontitis, sin

embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.
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Respecto a los niveles de IL-6 en periodontitis y periimplantitis, recientemente,
dos estudios evaluaron los niveles de ARN mensajero de IL6 en tejido gingival y
periimplantario de pacientes con diagndstico de periodontitis y periimplantitis
mediante PCR en tiempo real. Los investigadores observaron una mayor
expresion génica de esta citoquina en periimplantitis comparado a periodontitis
la cual no fue significativa, obteniendo resultados similares a los nuestros
(Figueiredo y cols., 2020; Isler y cols., 2021). Cabe considerar que en el trabajo
de Figueiredo y colaboradores el tamafio muestral fue mayor (n=20 por grupo),
al igual que el estudio de Isler y colaboradores (n=16 periodontitis y n=15
periimplantitis) respecto al presente trabajo. Estos resultados sugieren,
entonces, que ambas patologias podrian comportarse de forma similar en cuanto

a la expresion de IL6.

Por otro lado, Teixeira y colaboradores en el afio 2017, evaluaron los niveles de
citoquinas proinflamatorias en fluido gingival crevicular de pacientes con
diagnostico de periodontitis y de fluido periimplantar de pacientes con
diagnéstico de periimplantitis. Observaron una tendencia al aumento de forma
no significativa de IL-6 en las muestras de fluido periimplantar por sobre las
muestras de fluido gingival crevicular (Teixeira y cols., 2017). Nuevamente, son
resultados que se corresponden con los obtenidos en nuestra investigacion. Esto
representa una concordancia respecto a los niveles de ARN mensajero y la

expresion final de la proteina en fluido periimplantar y gingival crevicular.

Para nuestro conocimiento, estos estudios son los Unicos que establecen una
comparacion sobre los niveles de IL-6 en condiciones de periodontitis y
periimplantitis. Se sugiere, por lo tanto, que no hay diferencias significativas en
cuanto a la expresion de esta citoquina. Sin embargo, es necesario realizar
mayor investigacion en torno a la expresion de ésta para llegar a una conclusién

mMAas concreta respecto al comportamiento de IL-6 en ambas patologias.

Como se revis6 previamente, IL-6 es esencial en la diferenciaciéon de las células
Th17, relevantes en la fisiopatologia de la periodontitis y la periimplantitis, mas
no es la Unica citoquina involucrada en este proceso inflamatorio. 1L-21, TNF,
TGF- B e IL-1B, son citoquinas que también participan de forma sinérgica con IL-
6 en esta funcion. Dos estudios describieron estas proteinas en fluido gingival

crevicular de pacientes con diagnéstico de periodontitis y en fluido
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periimplantario de pacientes con diagnostico de periimplantitis. Concluyen que
no hay diferencias significativas entre periodontitis y periimplantitis en cuanto a
la expresion de estas citoquinas, pero debe interpretarse con precaucion debido
al limitado tamafio muestral de la investigacion (Mardegan y cols., 2017; Teixeira
y cols., 2017). Esta conclusion aplica a lo presentado por nosotros, considerando

el reducido nidmero de voluntarios analizados.

Por lo tanto, a lo que refiere la diferenciacién de las células Thl7, IL-6 es una
proteina clave en este proceso que, en sinergia con otras citoquinas como IL-21,
TNF, TGF-B e IL-1B, orquestan la fisiopatologia de la enfermedad de periodontitis
y de periimplantitis. La evidencia sugiere que no hay diferencias significativas
entre ambas condiciones. De todas formas, son limitados los antecedentes
reportados en la literatura, por lo tanto, mayor investigacion es necesaria para

dilucidar el comportamiento de estas citoquinas.

NIVELES DE ARN MENSAJERO DE IL23A

En el presente estudio, no observamos diferencias entre la expresién génica de

IL23A en periimplantitis comparado con periodontitis.

A pesar de que IL-23 esta fuertemente involucrada en la expansion y mantencion
de los linfocitos Th17, son limitados los estudios que evallan la expresion de
esta citoquina en periimplantitis. La literatura cientifica sustenta un aumento en
la expresion de esta citoquina de forma significativa en el fluido periimplantar de
pacientes con diagnostico de periimplantitis al compararlo con el fluido
periimplantario de pacientes sanos (Chaparro y cols., 2022; Mardegan y cols.,
2017; Teixeira y cols., 2017). Adicionalmente, Luo y colaboradores en el afio
2013, evaluaron los niveles de ARN mensajero mediante PCR en tiempo real de
muestras de tejido mucoso periimplantario de pacientes con diagnostico de
periimplantitis comparado con tejido mucoso periimplantar sano. Los resultados
obtenidos sugieren que hay un aumento estadisticamente significativo en la
expresion de los niveles de ARN mensajero de IL23A, en periimplantitis que en

sitios sanos.

En otro estudio, Teixeira y colaboradores en el afio 2017, evaluaron la expresion

de IL-23 en muestras de fluido periimplantario de pacientes con diagndstico de
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periimplantitis y de fluido gingival crevicular de pacientes con diagndstico de
periodontitis. Los resultados mostraron una tendencia a la disminucion de forma
no significativa en la expresion de IL-23 en el fluido periimplantario al compararlo
con el gingival crevicular. (Teixeiray cols., 2017). Contrastando lo anterior, en el
presente estudio observamos una tendencia al aumento en los niveles de ARN
mensajero en el grupo de periimplantitis. De todas formas, no se hallaron
diferencias significativas entre ambas patologias. Por lo tanto, nuevamente, hay
una concordancia entre lo obtenido mediante ARN mensajero del gen IL23Ay el
nivel de citoquina IL-23 en fluido periimplantar y gingival crevicular. Cabe
destacar que el tamafio muestral empleado en el trabajo de Teixeira y
colaboradores fue mayor que el de nuestra investigacion, con un niamero de 14
pacientes con diagndéstico de periimplantitis y de 9 pacientes con diagndstico de
periodontitis. Aun asi, el tamafio muestral es muy limitado.

Es relevante mencionar que, para nuestro conocimiento, este es el primer
estudio que compara los niveles de ARN mensajero de IL23A de muestras de
tejido mucoso periimplantario de pacientes con diagndstico de periimplantitis y
tejido gingival de pacientes con diagndstico de periodontitis. Con los resultados
obtenidos y la revision de la literatura, se sugiere que la expresion de IL-23 es
similar en ambas patologias. Sin embargo, hay que tomar precaucion con estas

interpretaciones, debido al tamafio muestral limitado.

COMPARACION ENTRE LOS NIVELES DE EXPRESION GENICA DE IL6 E
IL23A

Adicionalmente, evaluamos los niveles de ARN mensajero de IL6 e IL23A. Los
resultados indican una tendencia al aumento en los niveles de ARN mensajero

de IL6 por sobre IL23A de forma no significativa en ambos grupos de muestras.

Analizando en mayor profundidad, en el grupo de periimplantitis, existié una
mayor diferencia entre los niveles de ARN mensajero de IL6 e IL23A, siendo de
todas formas no significativa. Estos resultados sugieren que la proporcién en que
se expresan los niveles de ARN mensajero de ambos genes, no presenta
diferencias al analizar cada patologia. Estos resultados, ademas, muestran que
no hay una predominancia de un gen por sobre otro en cuanto a la fisiopatologia

de la enfermedad de periodontitis y periimplantitis. No obstante, nuevamente hay
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gue tomar precaucion con estas interpretaciones, debido al limitado nimero de

voluntarios.

Estos resultados se podrian explicar debido a la relacion que existe entre IL-6 e
IL-23. Esta Ultima, es capaz de mantener y expandir los conjuntos de células de
Th17 a través de un circuito de retroalimentacion positiva que genera aun mayor
expresion de IL-6 y, por si misma, posee su propio medio de retroalimentacién
positiva. Por lo tanto, es de esperar una tendencia a una mayor expresion de

esta citoquina al comprarlo con IL-23.

De nuestro conocimiento, este es el primer estudio que mide los niveles de ARN
mensajero de IL6 y los compara con IL23A en tejidos gingivales de pacientes
con diagnéstico de periodontitis y tejidos mucosos de pacientes con diagnéstico
periimplantitis.

Con los resultados obtenidos, se sugiere que los niveles de ARN mensajero de
IL6 e IL23A podrian actuar en una proporcién similar en periodontitis y en
periimplantitis. Ademas, no hay predominancia de ningun gen por sobre el otro
en ninguna de las patologias estudiadas. Sin embargo, al no existir estudios
previos, ademas de un limitado tamafio muestral, estos resultados son
insuficientes para establecer conclusiones definitivas al respecto. Se requiere
mayor investigacion sobre las expresiones de IL6 e IL23A en periodontitis y

periimplantitis.

ASPECTOS A CONSIDERAR

En esta investigacién estudiamos los niveles de ARN mensajero de los genes
IL6 e IL23A de tejidos mucosos periimplantarios de pacientes con diagnostico de
periimplantitis y tejidos gingivales de pacientes con diagndstico de periodontitis.
Nuestro trabajo posee limitaciones que se deben considerar. Un ejemplo es la
evaluacion de los niveles de ARN mensajero mediante PCR en tiempo real. Este
método puede otorgar informacion importante sobre las respuestas
inmunorreguladoras locales en el establecimiento y progresion de enfermedades

cronicas. Pero a su vez, el PCR en tiempo real no es capaz de estimar moléculas
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bioldgicamente activas, y los niveles de ARN mensajero no indican

necesariamente la sintesis y expresion final de la proteina.

Otra limitante importante de este estudio es el niUmero de muestras analizadas.
Un tamafio muestral total de 8 pacientes es poco representativo de la poblacion.
Para este trabajo contamos con 3 pacientes con diagndstico de periimplantitis y
5 individuos con diagnéstico de periodontitis. Nuestro equipo de trabajo toma en
consideracion el limitado niumero de pacientes que dificultan el establecimiento
de conclusiones definitivas. Es importante que, para proximas investigaciones,

debiera considerarse una cantidad mayor de sujetos.

El disefio de estudio observacional transversal en si, representa otra limitante.
Esto debido a que las enfermedades inflamatorias crénicas como periodontitis y
periimplantitis son complejas en cuanto a su progresiéon en el tiempo, y no solo
un momento en concreto. Por lo tanto, los valores de ARN mensajero podrian

variar a medida que avanza la enfermedad.

Como se vio con anterioridad, para nuestro conocimiento, este es el primer
estudio clinico que compara la expresion de citoquina IL-23 en periodontitis y
periimplantitis respaldado mediante biopsias, y no por analisis de fluido gingival
crevicular. Ademas de ser el primero en comparar los niveles de ARN mensajero

de IL6 e IL23A en ambas patologias.

Esta investigacion abre las puertas a la indagacion profunda del comportamiento
de estas citoquinas, comparar entre ellas y relacionar las proporciones de
expresion en periodontitis y periimplantitis. Ademas, resaltamos la necesidad de
aumentar el conocimiento sobre las vias de sefalizacién en la patogénesis de
ambas patologias. Las citoquinas han de ser fundamentales para el desarrollo
de la enfermedad, por lo tanto, un mayor estudio a este nivel puede otorgarnos
opciones de posibles alternativas terapéuticas centradas en el control y

regulacion de la expresion de estas proteinas.

31



Xl. CONCLUSION

En nuestro trabajo de investigacion, se realizé el analisis de los niveles de ARN
mensajero de los genes IL6 e IL23A mediante la utilizacion de PCR en tiempo
real en tejidos mucosos periimplantarios de pacientes con diagnéstico de
periimplantitis y tejidos gingivales de pacientes con diagndstico de periodontitis.
Aunque la periimplantitis es una patologia inflamatoria distinta a la periodontitis,
los resultados obtenidos en este estudio mostraron que no hay diferencias en
cuanto a los niveles de ARN mensajero de los genes de IL6 e IL23A en
periodontitis y periimplantitis. Por lo tanto, la expresion de estos genes podria ser

de forma similar en ambas patologias.
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Xll. ANEXOS Y APENDICES

ANEXO 1: CARTA DE APROBACION FONDECYT 1231350
[ G
Agencia
Nacional de
Investigacion
y Desarrollo
CERTIFICADO ADJUDICACION
CONCURSO FONDECYT REGULAR
7 de Marzo del X023
Akjandra Vidaks C Subdi . Subdireccidn de Proyectos de Investigacidn, de la Agencia Nacional de

Investigacidn y Desarrolo, certifica que Don NICOLAS RAUL DUTZAN MUNOZ, ha adjudicado el proyecto
N?1231350 en ¢l Concurso Nacional de Proyectas FONDECYT Regular 2023, titulado UNRAVELING THE ROLE
OF JAKI AND JAK2 PATHWAY IN PERIODONTITIS: DRIVERS OF IMMUNOPATHOLOGY AND
POSSIBLE THERAPEUTIC TARGETS,

El proyecto, patrocmado por ella UNIVERSIDAD DE CHILE, contempla una duracidn de 4 afios - desde | de Abril
del 2023 hasta el 31 de Marzo del 2027 —, y un finnciamicmo de $63.540,000, $66,300 000, $66.300 000 y
$66 300 000, para cada a0 de ejecucidn, respectivamente,

Se enmtiende el presente centificado ala la interesado/a, para ks fines que estime conveniente,

Alejndra Vidales Carmona
Subdirectora
Subdireccidn de Proyectos de Investigacion
Agencia Nacional de Investigacidn y Desarrollo
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ANEXO 2: CARTA DE APROBACION FONDECYT 1231728
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PATHOGENESIS,

H proyecio, patrocinado por el/ls UNIVERSIDAD DE CHILE, contempla una duracidn de 4 xios -~ desde | de Abnl
del 2023 hwsm ¢l 31 e Marzo del 2027 <, y wn financimicno de $63 820 000, $66 220000, $662X)1 000 y
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ANEXO 3: APROBACION COMITE ETICO CIENTIFICO FOUCH
UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DI | COMITE ETICO
ODONTOLOGIA | CIENTIFICO

ACTA DE APROBACION
ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

ACTA N° 2023/11
R C T 2 1

Con fecha 30 de mayo de 2023 el Comité de Etico Cientifico (CEC) de la Facultad de
Odontologla, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dra. Eugenia Henriquez D" Aquino — Miembro Permanente ~ Presidenta
Dr. José Suazo Sanhueza -~ Miembro Permanente ~ Vicepresidente

Dr. Juan Estay Larenas — Miembro Permanente - Secretario Ejecutivo
Dr. lgnacio Araya Cabello — Miembro Permanente

Dra. Claudia Contreras Reyes — Miembro Permanente

Dr. Cristian Bersezio Miranda ~ Miembro Permanente

Dra. Blanca Urzua Orellana ~ Miembro Permanente

Dra. Valentina Fajreldin Chuaqui - Miembro Permanente

Ha revisado el Proyecto FONDECYT 1231350 “Unraveling the role of JAK1 and JAK2
pathway in periodontitis: drivers of immunopathologyand possible therapeutic
targets”, cuyo nvestigador responsable es el Prof. Asociado Dr. Nicolas Dutzan del
Departamento de Odontologia Conservadora, de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, a saber:

El Comité revisé los siguientes documentos del estudio:

« Formulario de Protocolo Completo del proyecto.

¢ Curriculo Vitae de la IP Nicolas Dutzan y de los Co-investigadores.

e Carta de Compromiso y declaracion de conflictos de interés del Investigador
Responsable,

e Carta de Compromiso y declaracion de conflictos de interés de los
Coinvestigadores/Asistentes de Investigacion.

e Carta de compromiso Direccion Clinica Odontologica, Facultad de Odontologia
Universidad de Chile.

« Formulario de Consentimiento Informado.

* Manual del Investigador.

« Declaracion simple de no evaluacion del proyecto por parte de otro CEC,

A la luz de los antecedentes presentados, el CEC considera que:
1. El estudio propuesto esta bien justificado y que no significa para los participantes
involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores.
El investigador responsable ha dado respuesta satisfactoria a los alcances
solicitados por este Comité.
2. Los Consentimientos Informados son adecuados en forma y fondo incorporando
las correcciones sugeridas por este Comité.



En virtud de las consideraciones anteriores y, en consecuencia, el Comité Etico Cientifico de
la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, resuelve dar la categoria de
APROBADO al proyecto presentado.

Esta aprobacion se extiende por un plazo de 24 meses, a contar de esta fecha.

Lugar de realizacion del estudio: Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile.

Requiere seguimiento o visita en terreno: Si No X N°de vistas:

El investigador responsable debera tener presente que debe:
* Enviar para aprobacion o toma de conocimiento de nueva documentacion relacionada
al estudio.
Informar cambio en los delegados del director de la institucion.
Enviar un informe anual de los avances del Proyecto.
Solicitar extension de plazo de aprobacion (si aplica).
Enviar informe final del Proyecto.

Los items minimos que deben contener los informes anuales y el informe final son los
siguientes:

1. Cumplimiento de los objetivos.

2. Numero de participantes enrolados.

3. Numero y motivo de los sujetos que abandonan o se retiran de la investigacion.

4. Listado de desviaciones al proyecto.
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ANEXO 4: DEFINICION DE CASOS Y CRITERIOS DE INCLUSION Y
EXCLUSION

1. Definicién de casos:

Definicion de periimplantitis: Se utilizara la definicion de caso propuesto por

Berglundh y cols., 2018. El diagnostico de periimplantitis requiere:

Presencia de sangrado y / o supuracién al sondaje suave.
Profundidades de sondaje 26 mm.
Niveles 6seos =23 mm apicales de la porcibn mas coronal de la parte

extradsea del implante.

Definicién de periodontitis: Se utilizara la definicion de caso propuesta por Tonetti

y cols., 2018. Un paciente es un caso de periodontitis cuando:

Existe pérdida de insercion clinica interproximal detectable en 2 0 mas
dientes no adyacentes.

Existe pérdida de insercion clinica de caras libres (vestibular,
palatino/lingual) de 23mm con bolsas periodontales =23 mm detectables en
2 0 mas dientes.

La pérdida de insercion clinica no puede ser atribuida a causas no

periodontales como:

Recesion gingival de origen traumético

Caries dental que se extiende a la region cervical del diente

Presencia de pérdida de insercion clinica en la cara distal de
un segundo molar asociada a malposicion o extraccion de un
tercer molar
Una lesion endoddntica que drena a través del periodonto
marginal

La presencia de una fractura radicular vertical.
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2. Criterios de inclusién y exclusién:

Criterios de inclusion:

Cumplir con la definicién de caso de periodontitis o periimplantitis

2> 18 anos.

Voluntad de donar tejido gingival o mucoso periimplantar para el estudio.

Criterios de exclusion:

Hepatitis B o C positivo.

VIH positivo.

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

Haber sido tratado con quimio-terapéuticos sistémicos o terapia de

radiacion durante los ultimos 5 afnos.
Embarazo o lactancia.

Diagnéstico 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.

Tener desordenes en la coagulacion o condiciones asociadas con

sangrado como hemofilia, enfermedad de von Willebrand, etc.

Haber usado tabaco en el ultimo afio previo al examen.

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.
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d) Metotrexato o algin otro agente quimico inmunosupresor.

e) Probidticos de uso comercial en altas dosis (= 102 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, yogures, etc.
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ANEXO 4: FICHA CLINICA PERIODONCIA

Codigo Paciente: Fecha:
Ficha Clinica

Proyectos UCIPI

Rut: N2 Ficha FOUCH:
Nombre:

Teléfono:

Fecha de nacimiento:

Edad:

Sexo biologico:

Ocupacion:

Habitos y Enfermedades Si No

Tabaco (ultimo Afio): Cigarros por dia?

Diabetes

Antecedente de Cancer, Quimioterapia o radicterapia en los Gltimos S afos

Enfermedades de Coagulacién:

Enfermedades Autoinmunes (Lupus, Artritis, E. de Crohn, Psoriasis artritica)

Alergias: ¢ Cudles?

Otras:

Medicamentos Si No

Corticoides (ultimos 3 meses)

Antibidticos sistémicos en uso (Gltimos 3 meses)

Inmunosupresores

Probioticos de uso comercial en altas dosis (no considerar lacteos y otros
derivados)

Otras:
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Codigo Paciente:

Diagndstico Periodontal:

Datos del sitio de toma de muestra:
Lugar:

PS:

NIC:

55:

Supuracion: sl NO
Sitio:

Radiografia: | NO
Cone beam: sl NO
Numero de muestras:

Nombre de quien toma la muestra:
Otras observaciones relevantes:

USO DE LABORATORIO

Quien recibe:

Proyectos:

Fecha:

Almacenamiento Criocaja: Estante | ); Rack [ ): Columna( )i Posicion( )

Rotulo del tubo | Tipo de muestra (Encia, Placa,
Diente, Etc)

Ubicacion de la muestra en |a criocaja
y observaciones

T-PER

RNA later

Formalina
10%

Buffer TE

Otro
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ANEXO 5: CONSENTIMIENTO INFORMADO

FACULTAD Fecha Edicion del C 23/05/2023
ODONTOLOGIA Version N° 2

UNIVERSIDAD D3 CHILE

Consentimiento Informado Para Particigacibn en ngecto de Invastigacién
Dirigido a Adultos.

Titulo del Protocolo: ‘Develando el rol de la via de sefializacion JAK1 y JAK2 en
periodontitis: moduladores de |a inmunopatogénesis y posibles
blancos terapéuticos”

Investigador Principal: Nicolas Raul Dutzan Mufioz

Teléfono de contacto: +56-2-297581832
Email: ndutzan @odontologia.uchile.cl

Patrocinante del Estudio: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile — Olivos 943 -
Independencia, Santiago.

Nombre del Participante:

Estoy realizando una investigacion cuyo objetivo es caracterizar y comparar la activacion de unas
proteinas llamadas JAK1 y JAK2 en |la boca en estados de salud y en una enfermedad destructiva
que afecta las encias y el hueso que afirma los dientes, la que llamamos “periodontitis”. Estas
proteinas son clave en la inflamacién de otras partes del cuerpo humano, pero su rol en las
enfermedades de la boca se desconoce. Los resultados obtenidos podrian ayudar a conocer mejor
los eventos que caracterizan la pérdida de dientes por periodontitis. 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 lofla invitaré a ser parte de este proyecto. No tiene que decidir hoy si
lo hara o no. Antes de tomar su decision puede hablar acerca de la investigacién con cualquier
persona de su confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado v 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 gue haya comprendido los objetivos de la
investigacion y si usted desea participar, se le solicitara gue firme este formulario.

Justificacién de la Investigacion:

En Chile, la mayoria de la poblacion adulta esta afectada por esta enfermedad a las encias llamada
periodontitis, siendo un grave problema para la salud en nuestro pais y en el mundo. Esta
enfermedad es causada por la acumulacién de bacterias, lo que causa inflamacion y destruccion de
todos los tejidos que afirman los dientes. Si la periodontitis no es tratada, puede causar la pérdida
de los dientes e influir en la salud general, no s6lo en |a boca. El tratamiento de la periodontitis frena
la destruccion de los tejidos que afiran los dientes y retrasa su pérdida. Lamentablemente, este
tratamiento no es efectivo para todos los casos. Es por este motivo que es necesario el estudio
detallado de esta enfermedad para generar nuevo conocimiento y desarrollar nuevas terapias.

Objetivo de la Investigacidn:

Nuestro objetivo es caracterizar y comparar la activacion de la proteina JAK1 y JAKZ en la mucosa
oral en estados de salud y durante periodontitis.
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Beneficio de la Investigacion:
Todos los y las participantes recibiran diagnéstico periodontal.

A los pacientes con diagnéstico de periodontitis se le realizara el tratamiento periodontal que incluye:
instruccién de higiene oral, destartraje (eliminacion de sarro) por encima y debajo de |a encia y pulido
de la superficie de las raices y coronas (porcion visible y expuesta) de sus dientes.

Si usted se encuentra sano, se le realizaran acciones clinicas que ayudaran a mantener su salud las
cuales incluyen: instruccion de higiene oral, destartraje (eliminacion de sarro) y tinciones de los
dientes.

A todos los vy las participantes del estudio se les hard entrega de elementos necesarios para la
higiene bucal (cepillo dentario y/o cepillo interproximal y/o pasta dental y/o enjuagatorios).

En caso de que los y las participantes necesiten de tratamientos adicionales como por ejemplo
reemplazo de dientes perdidos o obturaciones (tapaduras) se les indicara tratamientos adicionales y
gestionara su derivacion correspondiente.

Tados los y las participantes del estudio recibiran informacion acerca de las enfermedades bucales
que los afectan y educacion para la prevencion de las enfermedades mas prevalentes de la boca.

Los resultados de este estudio aportardn al conocimiento de las periodontitis y podrian colaborar a
proponer, en el futuro, nuevos elementos de diagnostico, prevencian y tratamiento de la enfermedad.

Tipo de Intervencion y Procedimiento:

Su participacién en el estudio sera de dos sesiones clinicas de aproximadamente una hora de
duracién. En una primera sesion, realizaremos el examen periodontal y de su boca para obtener su
diagnéstico y en una segunda sesion la toma de muestra (encia). Esta eliminacion de encia es parte
del tratamiento periodontal (en caso de tener periodontitis) o ha sido indicada para mejorar las
condiciones de la encia que rodea a sus dientes (en caso de que se encuentre sano/a).
Nomalmente, esta encia es desechada, en vez de botarla, la recolectaremos y analizaremos. Las
muestras seran procesadas en la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

Las muestras obtenidas seran tomadas una vez, durante el estudio.

El detalle de los procedimientos para participantes sanos y con periodontitis es el siguiente:

Examen de su boca completa: Se revisara la condicién de su boca en general, incluyendo las
mucosas, dientes, lengua y encia. Especialmente nos enfocaremos en las encias, midiendo con un
instrumental dental (sonda periodontal) si sus encias sangran y si se ha perdido tejido que afirma sus
dientes.

Toma de muestra de encia:

Todos los procedimientos de toma de muestra de encia se realizaran bajo anestesia local. La encia
se eliminara realizando una pequefia incisién y se pondra en un tubo especial para hacer los analisis
de laboratorio. Se verificard que la zona de toma de muestra no sangre y se le daran indicaciones
de cuidado.

Riesgo de la Investigacion:

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

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

49



FACULTAD Fecha Edicion del Cl 23/05/2023
ODONTOLOGIA Wersion N™ 2

UNIVERSIDAD 3 CHILE

Los riesgos seglin procedimientas son:

Examen de su boca completa:

Se realizaran examenes de rutina necesarios para el diagndstico 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.

Toma de muestra de encia:

La eliminacion de encia durante el tratamiento periodontal puede causar molestias moderadas, dolor
e inflamacién en el sitio de toma por 3 a 4 dias. Estos sintomas pueden ser tratados con
antiinflamatorios no esteroidales (AINES) si fuese necesario. Eventos como sangrado e infeccion en
el sito de la toma de muestra son de ocurrencia minima debido a que la técnica ha sido estandarizada
y perfeccionada para evitar complicaciones y debido al pequefio tamafio de la biopsia.

Criterios para seleccion de los participantes en el estudio.

Los participantes con y sin periodontitis seran reclutados desde |a lista de espera o derivados desde
el servicio de diagndstico de la Clinica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

Usted puede participar en el estudio si tiene mas de 18 afios, independiente si tiene o no tiene
enfermedad de las encias. No puede participar si ha estado en tratamiento con algin medicamento
que modifique su sistema inmune o las bacterias de la boca (se le preguntara con detalle en el
examen), si ha tenido tratamiento de las encias (en el Ultimo afio) o si estd embarazada o en periodo
de lactancia.

Confidencialidad y difusién de datos.

Su informacién personal serda mantenida bajo llave y solo tendra acceso a ella el investigador
principal. Se le asignara un cédigo el cual se utilizara para el uso en este estudio, por lo que su
nombre y datos personales no seran identificados publicamente. Los resultados emanados de este
estudio podran ser publicados en revistas y congresos cientificos.
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