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RESUMEN

La gingivitis es la segunda enfermedad mas comudn de la cavidad oral, es un proceso
inflamatorio agudo que produce sangrado al sondaje, se observa irritacién,
inflamacion y enrojecimiento de las encias, especificamente de la encia libre e

interproximal. Su diagndstico suele realizarlo el odont6logo, de forma clinica.

El objetivo de este estudio experimental fue comparar 5 muestras de pacientes con
gingivitis y 5 muestras de pacientes sanos, obtenidas del Liquido Gingival Crevicular
(GCF), para encontrar biomarcadores en la deteccién de gingivitis, usando
Electroforesis Bidimensional (2D-PAGE), Espectrometria de Masas (MS/MS) y Bases
de datos de bioinformatica. (MASCOT, PATTERNLAB)

Como resultado, se obtuvieron 4 biomarcadores para la deteccion de gingivitis:

” “

“‘Region Variable de Inmunoglobulina®, “Haptoglobina”, “Protocadherina beta 12" y

“Alfa enolasa’.

En conclusion, se ha podido confirmar la presencia de 4 biomarcadores moleculares

en gingivitis.

Palabras clave:

Protedmica, Liquido Gingival Crevicular, Gingivitis
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ABSTRACT

Gingivitis is the second most common disease of the oral cavity, it is an acute
inflammatory process that causes bleeding on probing, irritation, inflammation, and
redness of the gums, specifically of the free and interproximal gingiva. The dentist

makes the diagnosis clinically.

The aim of this experimental work was to compare 5 samples of patients with gingivitis
and healthy patients, obtained from the Gingival Crevicular Fluid (GCF), to find
biomarkers in the detection of gingivitis, using Two-dimensional Electrophoresis (2D-
PAGE), Mass Spectrometry (MS/MS) and bioinformatics databases (MASCOT,
PATTERNLAB).

As a result, four biomarkers for the detection of gingivitis were obtained:
"Immunoglobulin Variable Region”, "Haptoglobin”, "Protocadherin beta 12" and "Alpha

enolase".

In conclusion, the presence of 4 molecular biomarkers in gingivitis has been confirmed.

Key words:

Proteomics, Gingival Crevicular Fluid, Gingivitis
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INTRODUCCION

La gingivitis es un proceso inflamatorio agudo que produce sangrado al sondaje,
se observa irritacion, inflamacién y enrojecimiento de las encias, especificamente
de la encia libre e interproximal. Normalmente no ocasiona dolor, razén por la cual

los pacientes retrasan su tratamiento (1).

La gingivitis afecta al 90% de la poblacién (2), es la segunda enfermedad mas
comun en la cavidad bucal, los factores que aumentan el riesgo de su aparicion
entre ellos malos habitos de higiene bucal, fumar, deficiencia de vitamina C,
malposicién dentaria, enfermedades sistémicas como la leucemia, VIH/SIDA,
diabetes, tratamiento oncolégico, medicamentos como la fenitoina, bloqueadores

de los canales de calcio y cambios hormonales (1).

Al ser la gingivitis un proceso agudo, con el tiempo se convierte en proceso cronico,
llamado periodontitis, en esta etapa de la enfermedad, empieza la destruccion del

periodonto, presenta movilidad dentaria y dolor.

El diagnoéstico de la gingivitis se realiza de forma clinica y su tratamiento consiste
en un cambio de héabitos dentales, mejora en el cepillado, uso de hilo dental,
limpiezas dentales periddicas, realizando el retiro de placa dura y blanda usando

ultrasonido y curetas.

La proteémica puede ayudarnos a encontrar una forma de diagndéstico temprana,

para evitar que la enfermedad avance.
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Esta tesis presenta 3 capitulos, el primero se centra en conceptos base para
comprender el experimento a realizar, el segundo capitulo menciona los pasos
especificos para la realizacion del experimento y el procesamiento de datos, el

tercer capitulo nos muestra los resultados encontrados y su posterior analisis.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO TEORICO

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Determinacién del problema.

La gingivitis es un proceso inflamatorio agudo que produce sangrado al sondaje,
se observa irritacion, inflamacién y enrojecimiento de las encias, especificamente
de la encia libre e interproximal. Normalmente no ocasiona dolor, razén por la cual

los pacientes retrasan su tratamiento (1).

Al ser un proceso inflamatorio agudo, si permanece en el individuo por largos
periodos de tiempo, el proceso se convertira en crénico, dando lugar a la

periodontitis.

El diagndstico de gingivitis esta a cargo del odontélogo a través de la evaluacion
clinica e historial médico. Nuevas propuestas, la prueba de Diagnostico gingival por
deteccion de Bacterias Gingivales, que se realiza por medio de un frotis de encia,
detecta el ADN de Bacterias Gingivales, Agregatibacter actinomycetemcomitans,
porphyromonas gingivalis, prevotella intermedia, tannarella forsythia, treponema
denticola, parvimonas micra, fusobacterium nucleatum / periodonticum,

captlobacter rectus, eubacterium nodatum, eikenella corrodens, capnocytophaga

spp. (3).

Sin embargo, los métodos actuales no ayudan a la deteccion temprana de gingivitis.
La mayoria de las enfermedades se manifiestan en los niveles de su actividad
proteica. En consecuencia, la protedmica trata de correlacionar directamente la
implicancia de proteinas especificas, complejos proteicos y su estado de

modificacién en un determinado estado de enfermedad.

4
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La caracterizacion de moléculas en la inflamacion gingival puede tener un gran
impacto, ya que esto nos ayudaria a detectar los cambios entre el tejido saludable
y el tejido gingival inflamado, en la busqueda de un nuevo método para el

diagnostico oportuno de la gingivitis (2).

1.2. Enunciado
Andlisis de expresién por aproximacion proteémica de marcadores moleculares en

el proceso inflamatorio gingival. Arequipa 2023.

1.3. Descripcién

a. Area de Conocimiento

-Area General: Ciencias de la Salud.
- Area Especifica: Odontologia.
- Especialidad: Periodoncia.

-Linea o Topico: Microbiologia, Prote6mica.
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b. Operacionalizacion de Variables

Variables Indicadores Sub-Indicadores Sub-indicadores de primer
orden
Nivel de | Expresion de Expresion de potenciales
expresion proteinas proteinas modificadas post-
protebmico  en | asociadas al traduccionales y analisis de
tejido gingival | proceso secuencia proteinas por
inflamado inflamatorio Proteinas PatternLAB como base de
(gingivitis) gingival. diferenciales en | datos.

ambos mapas de

Nivel de | Expresion de | referencia (control y | Expresiébn de  proteinas

expresion proteinas patologico). propias del tejido gingival y

proteémico en | gingivales en andlisis de secuencia de

tejido gingival | encia en proteinas por PatternLAB

saludable condiciones como base de datos.
saludables.

b. Interrogantes Basicas
1. ¢ Cudl es el nivel de expresion protedmica en tejido gingival saludable?
2. ¢(Cudl es el nivel de expresién protedmica en tejido gingival inflamado
(gingivitis)?
3. ¢Cual es el nivel de expresion protedmica diferencial del tejido gingival

saludable con relacién al tejido gingival inflamado?
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c. Taxonomiade la Investigacion (Disefio de la Investigacion)

TIPO DE ESTUDIO
1. Por la| 2 Poreltipo | 3. Por el |4 Por el|5 Por el
técnica  de | de dato que | nimero de | nimero de | ambito de .
ABORDAJE DISENO NIVEL
recoleccion se planifica mediciones muestras o | recoleccién
recoger de la | poblacién
variable
Cualitativo Experimental | Prospectivo Transversal | Comparativo | De Experimental | Explicativo
laboratorio

1.4. Justificacion

Originalidad:

La investigacion es original. El estudio protedmico comparativo del tejido gingival
inflamado con tejido gingival saludable no ha sido investigado extensamente. A
nivel mundial existen estudios que hablan sobre el liquido crevicular gingival y
bacterias causantes de enfermedades como periodontitis, todo esto relacionado a
la protedmica, mas no existen muchos estudios que decodifiquen el tejido gingival
inflamado, comparando su aproximacion protedmica con el tejido gingival

saludable.

Relevancia:

La presente investigacion tendra relevancia cientifica. Aportara informacion al
campo de la proteGmica y la gingivitis. Esta investigacion nos mostrara las proteinas
gue se encuentran exclusivamente en la inflamacién gingival/gingivitis, la cual es

una de las enfermedades mas comunes en relaciéon con la cavidad oral.
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Actualidad:
La informacién que se utiliza para la realizacion de proyectos se basa en protocolos
para la realizacion de geles, y de otros procedimientos que fueron redactados entre

los afios 1989 y 2010, pero mantienen su vigencia hasta el dia de hoy.

Factibilidad:

El proyecto se considera factible porque el ambito de recoleccién del tejido a
analizar sera de una Clinica local. Los geles para electroforesis se realizaran en el
Laboratorio de Quimica y Proteinas F-401, bajo la supervisiéon del Dr. Gustavo
Obando y colaboracion del Dr. Luis Alberto Ponce Soto, especialista en el Area
Protedmica, en la Universidad Catdlica de Santa Maria. El modelo se enviara a
secuenciar y el analisis bioinformatico se realizara en el Laboratorio de Quimica y
proteinas en la Universidad Catélica de Santa Maria, bajo el apoyo de la base de

datos PatternLAB.

Interés Personal:

Es de mi interés personal realizar un proyecto de investigacion experimental
enfocado al tema de inflamacion gingival, complementado con el analisis
bioinformatico, al mismo tiempo pretendo optar por el titulo profesional de Cirujano

Dentista.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general:
Analizar la expresion protedmica de marcadores moleculares en el proceso

inflamatorio gingival.

2.2 Objetivo especifico:
e Determinar el nivel de expresién protedmica de tejido gingival saludable.
e Determinar el nivel de expresion proteémica de tejido gingival inflamado
(gingivitis)
e Identificar proteinas diferenciales entre tejido gingival saludable y tejido

gingival inflamado (gingivitis)
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3. MARCO CONCEPTUAL

3.1. Conceptos Basicos

Herramientas de estudio en la aproximacién proteémica:

3.1.1. Electroforesis de proteinas

La electroforesis es un tipo de tecnologia utilizado para la separacion y analisis de
acidos nucleicos, proceso usado en el laboratorio para lograr el aislamiento y
manipulacion de los fragmentos clonados de ADN. También se le conoce como un
componente critico en varios protocolos de la biologia molecular que evaltan el

papel y la interaccién de los acidos nucleicos en células y tejidos (4).

3.1.1.1. SDS-PAGE o 1D SDS-PAGE:

“Sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis” (SDS-PAGE) es un
método comunmente utilizado para la obtencién de una separacion de alta
resolucion en la mezcla de proteinas complejas. Este método inicialmente
desnaturaliza las proteinas que van a pasar por el proceso de electroforesis. A
pesar de que las caracteristicas estructurales covalentes de las proteinas resueltas
pueden determinarse con SDS-PAGE, las propiedades funcionales son destruidas,
esta destruccion incluye la presencia de iones metalicos unidos de forma no
covalente.

El uso de “SDS-PAGE” es la forma tecnolégica mas comun de obtener una
separacion analitica de alta resolucién de mezclas de proteinas (5).

El SDS es un detergente que desnaturaliza las estructuras secundarias y terciarias
no disulfuradas y las recubre con una carga negativa que se correlaciona con su
longitud, lo que permite estimar los pesos moleculares (6).

10
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N,

3.1.1.2. Electroforesis bidimensional (2-DE/2D-PAGE)

El gel de electroforesis bidimensional (2-DE o 2D-PAGE) es una técnica primaria
gue se utiliza en protedmica. Se logra la separacion de la mezcla compleja de
muestras usando 2 diferentes propiedades de la proteina. En la primera dimension,
también llamada “isoelectric focusing” (IEF), las proteinas son separadas por el
valor de puntos isoeléctricos (pl) y en la segunda dimensién consiste en SDS-

PAGE, donde las proteinas son separadas por el peso molecular relativo (7).

-Primera dimensién: Isoelectric focusing (IEF)

En la primera dimensién se separan las proteinas dependiendo de los puntos
isoeléctricos de las proteinas. El pl se define como el pH de una solucién cuya
carga neta de proteinas es igual a cero. Una proteina con una carga neta positiva
va a migrar hacia el catodo, volviéndose menos cargada positivamente hasta
alcanzar su pl. Mientras que una proteina con una carga neta negativa va a migrar
hacia el anodo, volviéndose menos cargada negativamente hasta que también

alcance su pl (llustraciéon 1).
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Es decir, se carga una mezcla de proteinas en el extremo basico del gel de

gradiente de pH. Después de aplicar un campo eléctrico, las proteinas se separan

en funcién de las cargas, concentrandose en las posiciones en las que el valor pl

es equivalente al pH circundante. Las proteinas mas grandes se moveran mas

lentamente a través del gel, pero con tiempo suficiente alcanzaran a las proteinas

pequeias de igual carga (9).

Low pH
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1

Apply electric
field

)

Mixture of
@ Proteins

High pH
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4 Smaller, more acidic
: proteins

Larger, more basic
proteins
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llustracion 1 (8)
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-Segunda dimension: SDS-PAGE:
En la segunda dimension la separacion ocurrird en un sistema plano o vertical sobre
el gel de la placa. En esta segunda dimensién se utiliza SDS-PAGE, de tal forma
gue proteinas mas pequefias migrardn mas rapidamente ya que presentaran
menos resistencia (llustracion 2) (10).

More acidic
proteins

+
——
©

o | mm——) -
®

More basic
. proteins

llustracion 2 (8)

3.1.2. Espectrometria de masas: (MS/MS)

Espectrometria de masas es una técnica analitica que provee informacion ya sea
cualitativa (estructura) y cuantitativa (concentracion o masa molecular) respecto al
analisis molecular después de su conversion a iones.

Las moléculas de mayor interés son las primeras en ser introducidas en la fuente
de ionizacién del espectrometro de masas, donde se ionizan para obtener una
carga positiva o negativa. Después, los iones viajan a través del analizador de masa
y llega a diferentes partes del detector dependiendo de su relaciéon masa/carga

(m/z).
13
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Luego de que los iones hagan contacto con el detector, se generan sefiales las
cuales son grabadas por un software. El software muestra las sefiales de forma
graficas como un espectro de masas que muestra la abundancia relativa de las

sefiales en funcion de su relacién m/z (11).

3.1.2.1. lonizacidn por electrospray (ESI)

La lonizacién por electrospray (ESI) utiliza energia eléctrica para ayudar a la
transferencia de iones desde una solucion a su fase gaseosa antes de que sea
sometido al andlisis de espectrometria de masas. De esta forma, las especies
ibnicas pueden ser analizadas por ESI/MS con una sensibilidad aumentada.
Ultimamente, la ESI ha emergido como una técnica importante en laboratorios
clinicos, ya que es una herramienta sensitiva, robusta y confiable para estudios a
diferencia de otras técnicas. Junto con la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) para el fraccionamiento molecular previo al analisis por espectrometria de
masas, la HPLC y la ESI-MS se ha convertido en técnicas poderosas, capaces de
analizar moléculas grandes y pequefias de diversas polaridades en una muestra

bioldégica compleja. (llustraciéon 3) (11).

llustracion 3. (12)
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3.1.3 Secuenciamiento de proteinas:

En protedmica existen varias técnicas que involucra distintas metodologias
experimentales como Electroforesis bidimensional y espectrometria de masas. Las
uniones de las técnicas anteriormente mencionadas se utilizan para el estudio
proteico de varios organismos. Asimismo, suelen existir complejidades en las
muestras que podrian afectar su posterior procesamiento y andlisis como por
ejemplo el alcance dindAmico de la expresién y otros problemas de deteccion de
proteinas asociadas a la membrana (13).

Definimos la secuenciacion de proteinas como un proceso que se ejecuta de forma
practica, con el cual se determina la secuencia de aminoacidos de un parte o toda

la proteina. Este proceso sirve para identificar las proteinas.

Estructura
primaria ———pHelicez o, |
Lammas l?rjll—.hin:-ﬁi'm—* Donnmpz——# Eztructura terciana
Giros —_:bl'—-_-_-__. ..-__‘_,‘-"" v
“Superfolds” Estructura cuatemana
(S y .
Estructura secundana Estructura supersecundana
— S B

Aumento en la complejidad en la estructura ndimensional
Espectro de funcion, desde parcial hasta completa

llustracién 4 (14)

La estructura primaria de la proteina, la compone una secuencia de aminoacidos
enunciada en una secuencia lineal compuesta por letras mayusculas, las cuales

representan cada uno de los aminoacidos que componen las proteinas, al mismo
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tiempo, describe la posicion de los puentes disulfuro e indica cual es el amino&cido
N-terminal y C-terminal, finalmente se da nimeros a dichos aminoacidos (14).

La estructura secundaria que compone a una proteina incluye la organizacién o
arreglo espacial de partes de la secuencia de aminoacidos. En esta estructura,
algunas secuencias de aminoacidos se organizan como: hélices &, ldminas & o
giros, estas 3 son las mas comunes, mas no las unicas.

El entendimiento de la estructura terciaria o cuaternaria de las proteinas suele ser
complicado, mas en algunos articulos la definen como parte esencial para que la

proteina pueda cumplir su funcién completa en la naturaleza (14).

3.1.4 Biomarcadores moleculares relacionados a Inflamacién Gingival:

Los marcadores moleculares son moléculas que forman parte de una muestra
tomada de un organismo o0 materia. También pueden definirse como biomoléculas
gue pueden ser relacionadas con un rasgo genético. Un ejemplo de marcadores
moleculares son las proteinas, incluyendo antigenos e isoenzimas; y el ADN,
incluyendo genes conocidos o fragmento de secuencia.

Un marcador molecular monomorfico es el mismo es todos los organismos
estudiados, cuando presenta diferencias en el peso molecular, actividad

enzimatica, en sitios de restriccion o de estructura, se denomina polimoérfico.

Respecto a la inflamacion gingival, en estudios realizados por Persson y
colaboradores, se encontré que el nivel del ATS en Fluido Gingival Crevicular “fue
significativamente elevado en sitios con pérdida de insercién, ademas asocié los

valores maximos de ATS con Inflamacion gingival severa” (15).
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Al mismo tiempo, en una investigacion realizada por Oringer y colaboradores “se
demostré niveles elevados de ATS en Fluido Gingival Crevicular en sitios que no
presentaron pérdida de insercion, esta alta prevalencia de sitios positivos con AST
debido a la inflamacién gingival, disminuyo la capacidad para distinguir entre sitios

con progresion de la enfermedad y sitios estables pero inflamados” (16).

Palys y colaboradores “relacionaron los niveles de ICTP en Fluido Gingival
Crevicular con la microflora oral en varios estados de enfermedad. Sus estudios
mostraron que los niveles de ICTP diferian significantemente entre los sujetos
sanos, los que tenian gingivitis y los que presentaban periodontitis, siendo estos

ultimos los que presentaban niveles mas altos de ICTP” (17).
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3.1.5 Inflamacion gingival:

a. Salud gingival clinica en un periodonto intacto

1. Salud periodontal y b. Salud gingival clinica en un periodonto reducido
salud gingival i, Paciente con periodontitis estable

il. Paciente sin periodontitis

a. Asociada solo con biopelicula dental
i. Extension
Localizada
Generalizada
ii.Severidad
Leve
Moderada
Severa
b. Mediada por factores de riesgo locales y sistémicos
i. Predisponentes (locales)
ii. Modificadores
¢. Agrandamiento gingival influenciado por medicamentos
i. Extension
Localizada
Generalizada
ii.Severidad
Leve
Moderada
Severa

|. Salud periodontal,
enfermedades y -1
condiciones gingivales

2. Gingivitis inducida por L
biopelicula dental

a. Trastomos genéticos/del desarrolio

b. Infecciones especificas

¢. Condiciones inflamatorias e inmunes

d. Procesos reactivos

. Neoplasias

f. Enfermedades endocrinas, nufricionales y metabdlicas
g. Lesiones traumaticas

h. Pigmentacion gingival

3, Enfermedades
 gingivales no inducidas |
por blopelicula dental

llustracion 5 (18)
3.1.5.1 Salud periodontal:

Es el estado libre de enfermedad periodontal inflamatoria, es decir, la ausencia de
inflamacion asociada a gingivitis, periodontitis 0 alguna otra condicién periodontal,
siendo esto diagnosticado de forma clinica. Se requiere diferenciar el tipo de salud
periodontal, pudiendo ser dividido en dos:

-Salud gingival clinica en un periodonto intacto: periodonto estructural y
clinicamente sano, en donde no se encuentra inflamacioén y/o destruccion del tejido

periodontal (18).
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-Salud gingival clinica en presencia de un periodonto reducido: Caracterizada
por no presentar eritemay edema en la encia, y al no presentar sangrado al sondaje

en presencia de un nivel de insercion y 6seo reducidos (18).

Se define como salud gingival en un periodonto intacto o en periodonto reducido
cuando se presente menos del 10% de los sitios de sangrado y profundidad de

sondaje menor o igual a 3mm (18).

3.1.5.2 Gingivitis inducida por biopelicula dental:

a) Gingivitis asociada s6lo con biopelicula dental:

Lesién inflamatoria resultado de las interacciones entre biopelicula dental y la
respuesta inmune-inflamatoria del hospedero, abarca solo la encia sin afectar la
insercion periodontal (cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar) Los signos
mas frecuentes suelen ser eritema, inflamacion gingival, edema, sangrado y
halitosis (18).

b) Gingivitis mediada por factores de riesgo locales y sistémicos:

Los factores predisponentes de este tipo de gingivitis incluyen acumulaciéon de
biopelicula dental y los factores modificadores son los agentes o condiciones que
alteran la forma en la que el individuo responde a la presencia de biopelicula
subgingival, por ejemplo: enfermedades sistémicas, tabaquismo y medicamentos

(18).
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c) Agrandamiento gingival influenciado por medicamentos.
El agrandamiento gingival suele ser casado por medicamentos, por ejemplo,
antiepilépticos como fenitoina, valproato de sodio; e inmunoreguladores como la
ciclosporina, ambos grupos de medicamentos producen una mayor acumulacion
de biopelicula dental y en resultado, una inflamacion gingival mas severa.
3.1.5.3 Enfermedades gingivales no inducidas por biopelicula dental:
Suelen ser manifestaciones de condiciones sistémicas, que se manifiestan debido
a cambio patoldgicos en los tejidos gingivales (18).
Incluyen:

o Trastornos genéticos o del desarrollo.

o Infecciones especificas.

o Condiciones y lesiones inflamatorias e inmunes.

o Procesos reactivos.

o Neoplasias.

o Enfermedades enddcrinas, nutricionales y metabdlicas.

o Lesiones trauméticas.

o Pigmentacion gingival.
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3.2. Antecedentes Investigativos

3.2.1. Antecedentes internacionales:

Titulo: Gingival crevicular fluid as a source of biomarkers for periodontitis
Autores: Barros S., Williams R., Offenbacher S. y Morelli T.

Fuente: Periodontol 2000, 2016, 70(1):53—64. Publicado en febrero del 2016, doi:
10.1111/prd.12107

Analisis: Los fluidos gingivales pueden ser facilmente colectados, contienen
biomarcadores locales y sistémicos. Los fluidos orales podrian ofrecer una base
para una prueba diagnéstica de deteccion de la enfermedad periodontal. El Liquido
Gingival Crevicular es un liquido fisiolégico al igual que un exudado inflamatorio
originario del plexo gingival de vasos sanguineos del corion gingival, subyacente al
epitelio que recubre el espacio dentogingival. En un principio, estudios indicaban
qgue el Liquido Gingival Crevicular era un exudado inflamatorio, sin embargo,
existen pruebas que sugieren que es un trasudado sérico alterado que soélo se
convierte en un exudado inflamatorio cuando la enfermedad esta clinicamente
presente. El objetivo de esta revision es describir la evolucion histérica del liquido
crevicular gingival como marcador diagnéstico de la enfermedad periodontal y su
aplicacion actual para diagnosticar y predecir la actividad.

La recoleccion del Liquido Gingival Crevicular se realiza por medio de tiras de papel
filtrante “Periopaper”, la cual se realiza por un periodo de 30 segundos. Posterior a
su recoleccion miden la cantidad total de mediador recogido en la tira mediante
elucion seguida de biomarcador especifico, como un inmunoensayo enzimatico.
Otros estudios informan de la recogida de liquido gingival crevicular en tiras de
papel y la medicién de la cantidad de liquido recogido, normalmente utilizando un
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instrumento “Periotron” que mide el volumen de liquido crevicular gingival recogido,
permitiendo asi calcular la concentracion de mediador dentro de la muestra.

Respecto al andlisis protedmico de Liquido Gingival Crevicular para la busqueda
de biomarcadores, Zelko y colaboradores analizaron las proteinas del fluido
crevicular gingival en el fluido crevicular gingival de individuos periodontalmente
sanos utilizando un método sin gel y describieron las proteinas descompuestas en
pequefos fragmentos peptidicos y analizadas directamente mediante analisis de
cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem. Los autores hallaron
un total de 327 proteinas en el liquido crevicular gingival y sugirieron que podian
utilizarse como referencia en futuros estudios protebmicos en busca de
biomarcadores de enfermedades periodontales en el liquido crevicular gingival

(19).

Titulo: Discovery of biomarker combinations that predict periodontal health or
disease with high accuracy from GCF samples based on highthroughput proteomic
analysis and mixed-integer linear optimization.

Autores: Baliban R., Sakellari D., Li Z., Guzman Y., Garcia B. y Floudas C.
Fuente: J Clin Periodontol, 2013, 40(2):131-9. Publicado en febrero del 2013. Doi:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/23190455/

Resumen: El objetivo de la investigacion es identificar la(s) combinacién(es)
optima(s) de biomarcadores basados en proteGmica en muestras de liquido
crevicular gingival (LCG) de individuos con periodontitis cronica (PC) vy
periodontalmente sanos y validar las predicciones mediante conjuntos de pruebas
conocidas y ciegas.
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Material y métodos: Se recogieron muestras de GCF de 96 sujetos con
periodontitis crénica y periodontalmente sanos y se analizaron mediante
cromatografia liquida, espectrometria de masas en tandem y el algoritmo
PILOT_PROTEIN. A continuacion, se desarrollé un “Modelo de optimizacion lineal
de enteros mixtos” (MILP) para identificar la combinacién 6ptima de biomarcadores
gue pudiera distinguir claramente una muestra de sujeto ciego como sana o
enferma.

Resultados: Se llevd a cabo una validacién cruzada exhaustiva de la capacidad
del modelo MILP en un conjunto de 55 muestras y se obtuvo una precision superior
al 99% a la hora de clasificar las muestras del conjunto de prueba como sanas o
enfermas. Se describieron G3P_HUMAN, TYPH_HUMAN y KV101_HUMAN como
biomarcadores proteicos humanos del estado periodontal sano. La proteina
KV101_HUMAN (lg kappa chain V-I region AG) se observo en la mayoria de las
muestras periodontales sanas, pero en pocas de las muestras de periodontitis.

A continuacion, el modelo se entrend con las 55 muestras y se probd en dos
conjuntos de pruebas ciegas diferentes. Utilizando una combinacién éptima de 7
proteinas humanas y 3 proteinas bacterianas, el modelo fue capaz de predecir
correctamente 40 de las 41 muestras sanas y enfermas.

Conclusiones: El analisis protedmico a gran escala propuesto y el modelo MILP
condujeron a la identificacion de combinaciones novedosas de biomarcadores para
el diagndstico consistente del estado periodontal con una precisién predictiva

superior al 95% (20).
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Titulo: Application of Label-Free Absolute Quantitative Proteomics in Human
Gingival Crevicular Fluid by LC/MS

Autores: N. Bostanci, W. Heywood, K. Mills, M. Parkar, L. Nibali, and N. Donos.
Fuente: Journal of Proteome Research. 2010. 9, 2191-2199. Publicado el 3 de
mayo del 2010. Doi: 10.1021/pr900941z

Resumen: Las enfermedades periodontales son las enfermedades infecciosas
mas frecuente de encontrar en los humanos. El fluido crevicular gingival (GCF) es
un exudado inflamatorio local de los tejidos periodontales. La recoleccion de GCF
es rapida y no invasiva, pero anteriormente los enfoques para analizar su
composicion se han basado principalmente en biomarcadores de una sola proteina.
El proposito de este estudio fue realizar un analisis de exudado de GCF proveniente
de periodonto sano, esto realizado con LC/MSE, un método de espectrometria de
masas sin etiquetas que permite la identificacion simultanea de proteinas y su
cuantificacion absoluta en fluidos biolégicos.

Material y métodos: A partir de un estudio de casos y controles, se eligieron 10
sujetos para el analisis del proteoma del GCF, 5 pacientes presentaban un tejido
gingival saludable, y 5 pacientes presentaban periodontitis agresiva generalizada
(G-AgP). Se obtuvieron 4 muestras de cada paciente, siendo un total de 20
muestras de GCF de sujetos sanos y 20 muestras de pacientes con periodontitis
agresiva generalizada (G-AgP). Las muestras se obtuvieron usando Periopaper,
siendo introducidos en las bolsas periodontales por 30 segundos, se desecharon
las muestras con sangre.

El volumen de las muestras de GCF se midieron con un Periotron 8000 calibrado
y, a continuacion, las lecturas se convirtieron en un volumen real (UL) por referencia
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a la curva estandar. Posteriormente se realizo la centrifugacion de las muestras y
se realizo la cuantificacion por medio de espectrometria de masas.

Las proteinas del GCF se identificaron y cuantificaron. Todos los andlisis se
realizaron con un HPLC nanoAcquity y un espectrometro de masas Q-TOF
Premier.

Para el procesamiento de datos y busqueda en bases de datos, se utilizd
ProteinLynx GlobalServer version 2.3.

Resultados: Informaron de que las proteinas del liquido crevicular gingival
cistatina-B y alfa defensina 1 sélo se detectaron en las muestras de control sanas
y también que la anexina-1 se detectdé a niveles cinco veces superiores en las
muestras de individuos periodontalmente sanos. La L-plastina s6lo se detectd en
el liquido crevicular gingival de pacientes con periodontitis agresiva. La L-plastina
es una proteina de union de actina que se expresa exclusivamente en los leucocitos
y desempefa un papel crucial en los acontecimientos inmunomediados. Se ha
demostrado que esta proteina también esta elevada en la periodontitis cronica. Su
valor como marcador de la enfermedad periodontal aun debe ser evaluado.
Conclusiones: Los resultados del presente estudio demuestran que la tecnologia
de espectrometria de masas cuantitativa sin laboratorio basada en LC/MSE es una
plataforma adecuada para el analisis del proteoma del GCF. El contenido proteico
del GCF podria utilizarse potencialmente como ayuda diagnostica en la
enfermedad periodontal, ya que la caracterizacion del proteoma del GCF

aumentara en gran medida la importancia clinica de este exudado biologico (21).
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Titulo: The prominent proteins expressed in healthy gingiva: a pilot exploratory
tissue proteomics study.

Autores: E. Yaprak, M. Kasap, G Akpinar, S. Kayaalti-Yu“ksek, A. Sinanoglu, N.
Guzel, H Demirturk Kocasarac.

Fuente: The Society of The Nippon Dental University. 2018. Publicado el 5 de abril
del 2017. 106(1):19-28. doi: 10.1007/s10266-017-0302-9.

Resumen: La encia es un tejido Unico que protege los tejidos periodontales
subyacentes de agresiones mecanicas y bacterianas constantes. Es probable que
el andlisis molecular de la encia mejore nuestra comprension de los procesos
biol6égicos subyacentes. El objetivo de este estudio exploratorio preliminar es
analizar el perfil protedmico de la encia sana y detectar las proteinas mas
expresadas.

Se obtuvieron muestras de tejido gingival de individuos periodontalmente sanos
gue se sometieron a un procedimiento quirdrgico de alargamiento de corona. Tras
aislar las proteinas, se prepararon geles de electroforesis bidimensional en gel
(2DE) para cada muestra y sélo se seleccionaron las manchas de proteinas
comunes a todos los geles para eliminar el sesgo causado por el efecto de los
individuos en el perfil protedmico. Tras la 2DE, se procedi6 a la digestion triptica en
gel y a los pasos MALDI-TOF/TOF para la identificacion de las proteinas. Se
identificaron con éxito 47 proteinas. Las proteinas identificadas se clasificaron en
funcién de sus clases, funciones moleculares e implicacién en procesos bioldgicos
y rutas metabdlicas.

Material y métodos:
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Este estudio ha sido aprobado por el comité de Etica de la universidad de Kocaeli.
Se eligieron a 6 participantes sanos, no fumadores, con periodonto sano (sin
sangrado), 3 hombres y 3 mujeres, quienes llegaron a la facultad de odontologia
para alargamiento de corona (SCLP).

Se obtuvieron muestras de tejido gingival de los individuos. Tras aislar las
proteinas, se prepararon geles de electroforesis bidimensional (2D-PAGE) para
cada muestra y solo se seleccionaron las manchas de proteinas comunes a todos
los geles para eliminar el sesgo. Tras la electroforesis bidimensional, se realiz6 la
digestion triptica en el gel y se siguieron los pasos de MALDI-TOF/TOF para la
identificacion de las proteinas.

Resultados: Las proteinas extraidas de las muestras de tejido gingival se
sometieron primero a SDS-PAGE. Utilizando unidades de didlisis, pudimos obtener
bandas de SDS-PAGE bien separadas. Finalmente, probamos el método de
precipitacion con acetona para limpiar las muestras y ejecutar los geles 2DE.

Se produjo un mapa de gel. El nimero de manchas que coincidieron de forma fiable
con cada miembro fue de 96, con un coeficiente medio global del 60%. Para
caracterizar mejor las manchas de proteinas conservadas, se cortaron las manchas
de un gel preparativo con un instrumento automatizado de corte de manchas y se
sometieron a digestion triptica en gel seguida de andlisis MALDI TOF/TOF. En
conjunto, se identificaron 47 manchas proteicas. Las proteinas identificadas se
clasificaron segun sus funciones moleculares, su implicacion en procesos

bioldgicos, clases de proteinas y rutas metabdlicas.
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Conclusiones: El perfil protedmico de la encia refleja sus caracteristicas altamente
dindmicas. A pesar de la complejidad del proteoma del tejido gingival, el 2DE-PAGE
fue un método eficaz para estudiar el perfil de expresidn proteica comun de la encia.
Teniendo en cuenta la importancia de la encia en la formacién de enfermedades
periodontales, es importante generar un mapa protedmico detallado del tejido
gingival para establecer un puente entre los acontecimientos moleculares y la
formacion de la enfermedad. Este estudio establecié un mapa proteémico proteoma

inicial del tejido gingival de individuos sanos (22).

3.2.2. Antecedentes nacionales:

No se han encontrado antecedentes nacionales.

3.2.2. Antecedentes locales:

No se han encontrado antecedentes locales.

4. HIPOTESIS
Dado que las proteinas se expresan de forma distinta en cada proceso inflamatorio,
es probable que haya diferencia entre la expresion proteica del tejido gingival

inflamado respecto al tejido gingival saludable.

Hipotesis nula:

No existe diferencia entre la expresion proteica del tejido gingival inflamado

respecto al tejido gingival saludable.
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CAPITULO IIl: PLANTEAMIENTO
OPERACIONAL
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CAPITULO II: PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION

1.1. Técnicas

En la presente investigacion se empleara la técnica observacion y medicion usando
el instrumento, electroforesis bidimensional y espectrometria de masas para el
analisis y comparaciéon de la protedmica del tejido gingival inflamado (gingivitis) y

tejido gingival saludable.

CUADRO DE TECNICAS E INSTRUMENTOS

VARIABLES TECNICA INSTRUMENTO

Nivel de expresion proteémica en | Observacion vy | Electroforesis bidimensional,
tejido gingival inflamado | Medicion Espectrometria de masas y base de
(gingivitis) datos PatternLAB.

Nivel de expresion protedmica en

tejido gingival saludable

1.2. Instrumentos:
1.2.1 Instrumentos documentales:
e Carta de presentacion al decano de la facultad de Odontologia de la
Universidad Catolica de Santa Maria.
e Autorizacion del coordinador principal del Laboratorio de Quimica y

Proteinas de la UCSM (ANEXO 1y 2).

1.2.2. Instrumentos mecanicos:
e Muestra de tejido gingival sano

e Muestra de tejido gingival inflamado (gingivitis)
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Equipo de Isoelectroenfoque

Equipo de Electroforesis Bidimensional

Gel Bidimensional para tincion

Escaner de Fluorescencia

Sistema de adquisicién de imagenes fluorescenciay UV
Software de andlisis

Equipo de bioseguridad (guantes, lentes, mascarilla)

Espectrometro de Masas

1.3. Materiales de Verificacion

Fichas clinicas y/o laboratoriales (ANEXO 3).

Céamara fotografica.

Computadora, laptop y/o tablet.

Utiles de escritorio

Software PDQuest

Software DNASTAR y sus herramientas (EditSeq, Megalign)

Base de datos NCBI usando el software BLAST-p protein search

(PatternLab, Mascot)
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2. CAMPO DE VERIFICACION

2.1. Ubicacion Espacial

La investigacion se realizara en el Laboratorio de Quimica de Proteinas (LAQUIP)
de la Universidad Catdlica de Santa Maria, institucion ubicada en Yanahuara,

Arequipa-Peru

2.2. Ubicacion Temporal
Esta investigacion se realizara entre el mes de febrero y abril del afio 2023, sera
una investigacion de corte transversal, por lo tanto, las variables se estudiaran en

un solo periodo de tiempo.

2.3. Poblacion/muestra
En la presente investigacion se estudiara 5 muestra de tejido gingival saludable y
5 muestra de tejido gingival inflamado (gingivitis)

e Poblacion A: 5 muestra de tejido gingival saludable

e Poblacion B: 5 muestra de tejido gingival inflamado (gingivitis)

e Técnica de muestreo no probabilistico: muestreo por conveniencia

2.4. Unidades de Estudio (criterios de inclusion/exclusién)
Criterios de inclusion:

e Tejido gingival inflamado producto de gingivitis

e Tejido gingival saludable
Criterios de exclusion:

e Tejido gingival inflamado producto de periodontitis moderada
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e Tejido gingival inflamado producto de periodontitis avanzada
2.5. Consideraciones éticas
El presente trabajo tiene como objetivo analizar la protedmica de tejidos dentales
inflamados (gingivitis) utilizando una muestra extraida del ser humano de tejido con
gingivitis, la cual se tomaré de una clinica local, siendo este un proceso muy sencillo
gue no pone en riesgo la vida del ser humano.

e Autorizacién del Comité de Etica de Investigacion de la UCSM (ANEXO 4).

3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS
3.1. Organizacién de la informacion
Antes de iniciar el estudio sera necesario:
e Autorizacién del Comité de Etica de Investigacion de la UCSM (ANEXO 4).

e Autorizacion del coordinador principal del Laboratorio de Quimica y

Proteinas de la UCSM (ANEXO 1y 2).
e Consentimiento informado para los pacientes en estudio (ANEXO 5).

e Coordinacién con los encargados del laboratorio especifico.

3.2. Recursos
Fisicos: Ambiente fisico del Laboratorio de Quimica y Proteinas de la
UCSM.
Humanos: El equipo de investigacién se compone de:
e Estudiante: Tejada Alférez Viviana Fernanda.
e Asesor: Dr. Gustavo Alberto Obando Pereda.

e Co-Asesor: Professor. Luis Alberto Ponce Soto PhD.
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Econdmicos: Se obtendran las unidades de estudio (experimentacion), a
través de muestra obtenida de una clinica local. Los recursos econémicos

son propios de la investigadora para el uso del laboratorio.

3.3. Prueba Piloto/Validacion del Instrumento

Debido al tamafio de la poblacion y muestra no se realizara prueba piloto.

4. ESTRATEGIA PARA MANEJAR LOS RESULTADOS

4.1. Tipo de procesamiento:

Se empleara un procesamiento computarizado utilizando la base de datos NCBI
usando el software BLAST-p protein search, el cual cuenta con programas como

Mascot y Pattern lab, para el analisis de secuencia.

4.2. Plan de Procesamiento

-Clasificacion: la informacion obtenida de los instrumentos aplicados sera
ordenada en una matriz de sistematizacion

-Codificacion: para el procesamiento computarizado sera necesario haber
realizado el analisis de prote6mica de las muestras.

-Conteo: no se utilizara conteo

-Tabulacion: se elaboraré tablas de doble entrada

-Graficacién: no se elaboraran graficos.
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4.3. Metodologia

A. Clinico

a) Poblacion de estudio:

El estudio se realizara recolectando 5 muestras de pacientes con encias saludables

y 5 muestras de pacientes con inflamacion gingival (gingivitis).
b) Procedimiento clinico:

La obtencion de muestras se realizara de la siguiente forma. Utilizando conos de
papel, se recolectard una muestra de Liquido Gingival Crevicular de los sitios
interproximales de cada uno de los dos dientes maxilares no molares. Cada sitio
sera muestreado tres veces con intervalos de 1 min entre muestras repetidas. La
muestra sera descartada si se observa sangrado, se esperara 15 minutos y se

repetira.

B. Procesamiento de muestra

a) Electroforesis Bidimensional (SDS-PAGE 2D).

Segun el protocolo descrito por O Farrell, los geles en dos dimensiones seran
realizados de la siguiente manera: Para la primera dimension se utilizaran tiras de
gradiente de pH IpG de General Electric (Estados Unidos), con un rango de pH
distribuido linealmente entre 3 y 10, de siete centimetros de longitud. El protocolo
para el uso de estas tiras comprende tres pasos (23):

Rehidratacion:

18 horas en una solucion buffer DeStreakTM (GE Health Care Amersham

Biosciences) que contiene: urea, tiourea, CHAPS y 1% de anfolitos con rango lineal
35
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de pH 3 a 10; en esta solucion se disolveran los extractos proteicos. En cada caso
se colocd un volumen de extracto que correspondia aproximadamente a 15 ug de
proteinas (24).

Equilibracion:

Dos incubaciones de 15 minutos cada una con ditiotreitol al 1% en buffer de
equilibrio (Grea, Tris-HCI, glicerol, SDS y azul de bromofenol) y otra con una

solucion de iodoacetamida al 4% en buffer de equilibrio (24).

Enfoque:

Finalmente, las tiras se colocaran en una camara de isoelectroenfoque utilizando
el equipo Ettan IPGphor (GE Health Care Amersham Biosciences) y las
especificaciones del fabricante. Para la segunda dimensién, las tiras seran
acopladas a geles de poliacrilamida al 12% y de 1 mm de espesor (segun
indicaciones antes mencionadas) con agarosa 0,5% y se realizara la electroforesis
en una camara Mini-protean Il BIORAD. Utilizando buffer Trisglycine-SDS a 200V.
Los spots de proteinas seran visualizados con tinciéon de plata PlusOne™
(Amersham Bio-Sciences). Los geles se realizaran por triplicado para cada ensayo
(24).

Analisis de Imagenes

Posterior a la tincidn de geles, se realizarda un analisis comparativo de los mismo
utilizando un equipo Perkin Elmer (Walthan MA, Estados Unidos) modelo
ProXCISION. Las imagenes obtenidas de forma digital se analizaran usando el
programa Phoretix 2D version 2004. Este programa realizard una comparacion de
imagenes digitales de los geles, y permitird analizar los geles de electroforesis

bidimensionales y determinar la presencia de manchas o spots comunes. Los
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resultados del experimento seran digitalizados e introducidos como referencia para
el analisis de los geles, con la finalidad de ubicar las zonas de las imagenes de los
geles donde se ubicaran las proteinas de interés, y se utilizaran valores teoricos de

punto isoeléctrico y masa molecular para calibrar todo el experimento (ANEXO 8).

b) Espectrometria de masas.

Parametros UPCC-Xevo G2-XS QTOF para los estudios de Espectrometria de

Masas.
Rehidratacion Equilibracion Enfoque
Muestra en solucién | 3incubaciones en [—=| Visualizacién de spots
buffer buffer de equilibrio con tincién de Plata
v

Analisis de imagenes i
Envio de resultados

Analisis comparativo >| para espectromeria
de geles. Obtencién de masas

de imagenes

Figura 1. Procedimiento de electroforesis bidimensional

Sobre la base de experimentos preliminares, las condiciones experimentales
finales se determinaran de la siguiente manera: Sistema de fase liquida: ACQUITY
UPCC; columna: Torus 2-PIC, 3,0 x 100 mm, 1,7 um; fase maovil A: CO2, fase movil
B: metanol acetonitrilo = 9:1; temperatura de la columna: 55°C, ABPR: 2600 psi;
solucion de compensacion: solucién de metanol con formiato de amonio 0,5 mM;
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velocidad de flujo: 0,5 ml/min; y volumen de inyeccién: 0,3 uL. El programa de
gradiente se utilizara con un caudal de 1,0 ml/min y seré el siguiente: 0—2 min (1 %

B), 2—7 min (1 %-5 % B), 7-10 min (5 % B), y 10-13 min (5%-1% B).

Las condiciones para la espectrometria de masas son las siguientes:

Sistema de espectrometria de masas: Xevo G2-XS QTOF; método de ionizacion:
ESI +/-; modo de adquisicion de datos: MS E; Energia de impacto MS E: baja,
apagada, alta, 20-50 eV; ion cuantitativo: m/z 902,8177; rango de masa de
recoleccion: 100-1200 Da; tension capilar: 2,0 kV; tension de orificio conico: 40 V;
temperatura de la fuente de iones: 120 °C; temperatura de atomizacion: 500°C;
caudal de gas de cono: 50 L/h; y caudal de gas atomizado: 1000 L/h. La calibracion
de los datos se realiz6 utilizando una referencia externa (LockSpray) con la infusion
constante de solucién de leucina-encefalina (200 pg/uL) a un caudal de 5 yL/min.

El software de procesamiento de datos incluia UNIFI 1.9.4 y Masslynx V 4.1.

Adquisicion y andlisis de datos

Xevo G2-XS QTOF utiliza la tecnologia patentada LockSpray para garantizar la
precision de los datos recopilados en tiempo real. Se pueden obtener nimeros de
masa de alta precision, y la combinacién de niumeros de masa de alta precision y
distribucion de isétopos e informacién de fragmentos secundarios proporciona
férmulas moleculares con precision. Xevo G2-XS QTOF aplica la tecnologia MS-E
patentada para obtener la informacién espectral de masas primaria y secundaria
de los compuestos para una mayor confirmacion estructural con una inyeccion al

mismo tiempo. EI modo ESI +/- se utiliza para el analisis de péptidos y
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aminoacidos. El primer paso consistird en comprender el patrén de fragmentacion
de los péptidos, previamente digeridos por proteasas en su conjunto. En el segundo
paso, al combinar los patrones de fragmentacién y consultar la literatura
relacionada, se establecer4 una base de datos MASCOT para el andlisis de
secuencia de proteinas. En el tercer paso, la base de datos autoconstruida se

importara a MASCOT.

e . Reaccion 5
R imati Separacion
IR | enzimdticao — ac
\ guimica peptidica
2DE \
|
\/
abeo d,e. —>| Bioinformatica
huella peptidica

Figura 2. Obtencion de péptidos por uso de espectrometria de masas a
partir de Electroforesis Bidimensional
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4.4. Plan de Anélisis estadistico

ESTADISTICA
ESCALA
DESCRIPTIVA
VARIABLE TIPO  DE | POR )
(Medidas de | ESTADISTICA
INVESTIGATIVA VARIABLE | ESCALADE
) tendencia central y
MEDICION
de dispersion)
Nivel de
expresion
proteOmica  en
tejido gingival
inflamado
(gingivitis)
Cualitativo | Nominal Ninguna Ninguna
Nivel de
expresion
protebmica  en
tejido gingival
saludable
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4.5. Cronograma de Actividades

Ano 2022/2023 ENE (2023)

Formulacién del plan de tesis

Recoleccion de muestras

Procesamiento de muestras:

o Ensayo en Electroforesis de una sola

dimensién (SDS-PAGE)

o Ensayo en Electroforesis

Bidimensional (2D-PAGE)

o Andlisis por Espectrometria de Masas
(MS/MS) de muestras procedentes de

Electroforesis Bidimensional

Anadlisis bioinformatico utilizando las bases de

datos Mascot y PatternLab.

Presentacion de borrador de Tesis

Aprobacion de plan de Tesis por el asesor y

co-asesor final
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CAPITULO lll: RESULTADOS
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CAPITULO Illl: RESULTADOS

Se sabe que las muestras de este proyecto se han obtenido en la consulta privada,
contando con la participacion voluntaria de pacientes con gingivitis y pacientes con
encia saludable. Se recolect6 Liquido Gingival Crevicular de ambas poblaciones y
posteriormente  fue enviado para su analisis por medio de
Electroforesis Bidimensional y Espectrometria de Masas. Usando estos métodos,

analizaremos los posibles biomarcadores para la deteccion de gingivitis.

Se obtuvieron los datos para su analisis bioinformatico.
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1. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS:

1.1 MAPA PROTEICO OBTENIDO POR ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL,

GEL 2D (SDS-PAGE):

Fo7
66
A. .
—43
- 30
-
—20
.
It '0
“ - . |2
»
.
..
W. >
P . “. it
| I | ; I I Mm
pH 5.0 50 6.0 6.5 7.0 75
o7
— 66
=
\ -
= P_102 - —43
B P_101 i
i -30
®
» \s_zoz
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" . > -
4 g 14
8. .
- .
b % |b. .
e
~Mm
[ [ | T I I |
pH 5.0 55 6.0 6.5 7.0 7.8

llustracion 5. Gel de Electroforesis bidimensional de encia de paciente
sano (A) y Encia de paciente con inflamacién gingival (gingivitis) (B)
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Gel 2D SDS-PAGE, gel de poliacrilamida al 12%. Las proteinas fueron extraidas con tincion
de plata PlusOne tm (Amershan Bio-Sciences). Para su comparacion fueron fotografiados
con un equipo Perkin Elmer (Walthan MA, Estados Unidos) modelo ProXCISION. Las
imagenes obtenidas fueron analizadas usando el programa PDQuest (llustracion 5). Se
realizé el recuento de spots proteicos usando el software PDQuest, se encontraron 42
spots en el mapa proteico del tejido saludable y 46 spots en el mapa proteico del tejido
gingival inflamado (ANEXO 7). Se identificaron 4 spots de proteinas en un rango de pH de

6.0 a 7.0, a las cuales se les coloco los nombres de P101, P102, S201 y S202.
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1.2 IDENTIFICACION DE SPOTS PROTEICOS - SECUENCIAS “DENOVO”

ESPECTROMETRIA DE MASAS (ESI-MS/MS)

P 102 s 201
<BmeaevorLss e
LERESSIREN ARSI KIRVNPDNRKYPELVLDKAL
o LI N WL T T AENLETN DYEERPELSFILTALDGGSPPRSGTA
HSENATAKDIAPTLTLYVGKKQL s ke
QCENYYKLRTEGD HASEDIRKTFEINQKSGD
GVYTLNDKKQWINKAVGDKLPE ITLTAPLDFEAIESYSIIIQATD
CEADDGCPKPPEIAH GGGLFGKSTVRIQVMDV
PETVVMVFRIRDRDSGDNGKMVC
P 101 SIPEDIPFVLKSSVN
VVIACLVQGFFPQ
EPLSVTWSESGQGVT
ARNFPPSQDAS §_202
GDLYTTSSQLTLPATQCLAG gXE;g?gégg;iggiiX;va
CHVKHYTNPSQDVTVPCPV e i
PSTPPTPSPSTPPTPSP AMRIGAEVYHNLKNVIKEKYGKD
TLSKSGNTFRPEVHLLPPPS i Sl
ALNELVTLTCLARGF SPDQLADLYKSFIKDYPVV
AAEDWKKGDTF SIEDPFDQDD
SCMVGHEALPLAFTQ WGAWQKFTASAGIQVVGDD
KTIDRLADWQMPPPY LTVTNPKRIAKAVNEKSCNC
LLLKVNQIGSVTES

Figura 3. Secuencias “Denovo” obtenidas a través de Espectrometria
de masas.

Se utilizo el sistema Xevo G2-XS QTOF. Los parametros utilizados fueron los
siguientes: Sistema de fase liquida: ACQUITY UPCC,; columna: Torus 2-PIC, 3,0 x
100 mm, 1,7 ym; fase movil A: CO2, fase movil B: metanol acetonitriio = 9:1;
temperatura de la columna: 55°C, ABPR: 2600 psi; solucién de compensacion:
solucion de metanol con formiato de amonio 0,5 mM; velocidad de flujo: 0,5 ml/min;
y volumen de inyeccion: 0,3 uL. El programa de gradiente se utilizé con un caudal
de 1,0 ml/min y fue el siguiente: 0—2 min (1 % B), 2—7 min (1 %-5 % B), 7-10 min
(5 % B), y 10-13 min (5%-1% B).

Xevo G2-XS QTOF aplicé la tecnologia MS-E patentada para obtener la

informacion espectral de masas primaria y secundaria de los compuestos para una
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mayor confirmacion estructural con una inyeccion al mismo tiempo. El modo ESI

+/- se utilizo para el andlisis de péptidos y aminoacidos (Figura 1).

1.3 ESTUDIO BIOINFORMATICO DE SECUENCIAS (LAPS/OB)

1.3.1 Andlisis de Secuencias Proteicas en el software DNASTAR y base de
datos NCBIl usando el software BLAST-p protein search.

Se procedié a editar las 4 secuencias proteicas primarias obtenidas por
Espectrometria de Masas “DENOVOQO” usando la herramienta EditSeq del Software
DNASTAR para obtener el correcto orden de la secuencia proteica y su masa

(lustracién 6, 7,8y 9).

4 P101.pro : PROTEIN
EEl n: m.w. 18315.81, ch -3.80, pl £.51

VW I ACLVOGFFPOEPLSVTWSESGOGYVTARNFPPSODASGDLYTTSSOLTLPATOCLAGC
HVKHYTNPSODYTVPCPVPSTPPTPSPSTPPTPSPTLSKSGNTFRPEVHLLPPPSALMEL
WTLTCLARGFAAFDWKKGDTFSCMVGHEALPLAFTOKT IDRLADWOMPPRY

Created: wviernes, 15 de septiembre de 2023 12:44

m < [¥#| Unspecified Ssarch LIJ

llustracion 6. Edicion de secuencia P101 en Software
DNASTAR
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< P102.pro : PROTEIM
2 3] mow. 14451 43, ch +4 85, pl & 82

| 20 50 &0
KPENPANPVOR ILEEHLDAKGSFPWOAKMYSHHNLTTGATL INEQWLL TTAKNLFLNHSE

MATAKD IAPTLTLYVGKKOLOCKNYYKLRTEGDGYY TLNDKKOWINKAVEGDKLPECEADD
GCPKPPEIAH

Created: wviernes, 15 de septiembre de 2023 12:50

llustracion 7. Edicion de secuencia P102 en Software DNASTAR

m.w. 21070.89, ch -12.75, pl 4.41

DHSPVWFLEKEMLLE IPENSPVGAVFLLESAKDLDVK IRVNPONRKYPELVLDKALDYEER
PELSF ILTALDGGSPPRSETALVRVWYVWD INDNSPHASEDIRKTFE INOKSGDITLTAPL

DFEAIESYSIIIOATDGEELFGKSTWR IOVMDVFETYWVMVYFR IRDRDSGDNGKMWVCS IPE
DIPFVLKSSWVHN

Created: wviernes, 15 de septiembre de 2023 12:45

B <[] urspecified Searen |« | |

EVPLYRHIADLAGNSEWY ILPVPAFNY INGESHAGNKLAMOEFMILPVGAANFREAMR IGA
EVYHMLKMNY IKEKYGKDVGDEGGFAPHNILEMKEGLSPDOLADLYKSF IKDYPVVS IEDPF
DODDWGEAWOKFTASAG IQYWYGDDOLTY THPKR I AKAVHEKSCHCLLLEVNQ IGSVTES

Created: wiernes, 15 de septiembre de 2023 12:46

BE®[ =[5> Unspecited searcn | 4| |

llustracién 9. Edicion de secuendi& S202 en Software DNASTAR
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En la tabla 1 se muestran las cuatro secuencias proteicas editadas anteriormente
en el software DNASTAR y sus respectivas masas. Estas secuencias seran

utilizadas para su identificacion proteica.

Cada secuencia de péptidos fue sometida a la base de datos del NCBI usando el
programa BLAST-p protein search para una busqueda especifica de proteinas
basicas a través del motor de blisqueda complementario Mascot. Para una correcta
identificacion de proteinas debemos tener en cuenta diversos factores como el
numero de péptidos a analizar, el grado de purificacion de la proteina, y la calidad

de la base de datos utilizada.

Las secuencias fueron identificadas como pertenecientes a las proteinas: region
variable de Inmunoglobulina, haptoglobina, alfa enolasa y protocadherina beta 12

(Tabla 2).
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Tabla 1. Masas y secuencias de péptidos obtenidos de los spots proteicos

analizados por ESI-MS/MS

Spot  Secuencia Masa

péptida

P101 VVIACLVQGFFPQEPLSVTWSESGQGVTARNFPPSQD  18315.81
ASGDLYTTSSQLTLPATQCLAGCHVKHYTNPSQDVTVP
CPVPSTPPTPSPSTPPTPSPTLSKSGNTFRPEVHLLPPP
SALNELVTLTCLARGFAAEDWKKGDTFSCMVGHEALPL

AFTQKTIDRLADWQMPPPY

P102 KPKNPANPVQRILGGHLDAKGSFPWQAKMVSHHNLTT  14461.49
GATLINEQWLLTTAKNLFLNHSENATAKDIAPTLTLYVG
KKQLQCKNYYKLRTEGDGVYTLNDKKQWINKAVGDKL

PECEADDGCPKPPEIAH

S201 DHSPVFLEKEMLLEIPENSPVGAVFLLESAKDLDVKIRV  21070.99
NPDNRKYPELVLDKALDYEERPELSFILTALDGGSPPRS
GTALVRVVVVDINDNSPHASEDIRKTFEINQKSGDITLTA
PLDFEAIESYSIIQATDGGGLFGKSTVRIQVMDVPETVV

MVFRIRDRDSGDNGKMVCSIPEDIPFVLKSSVN

S202 GVPLYRHIADLAGNSEVILPVPAFNVINGGSHAGNKLAM 19231.86
QEFMILPVGAANFREAMRIGAEVYHNLKNVIKEKYGKD
VGDEGGFAPNILENKEGLSPDQLADLYKSFIKDYPVVSI
EDPFDQDDWGAWQKFTASAGIQVVGDDLTVTNPKRIA

KAVNEKSCNCLLLKVNQIGSVTES
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Tabla 2. Andlisis de secuencias en base de datos NCBI usando el programa

BLAST-p protein search.

N° Nombre de Secuencia
proteina
1 EAW59195.1 MPHSTALPEARPTKMSALGAVIALLLWGQLFAVDSG
haptoglobin, NDVTDIADDGCPKPPEIAHGYVEHSVRYQCKNYYKL
isoform CRA b RTEGDGVYTLNNEKQWINKAVGDKLPECEADDGCPK
[Homo sapiens] PPEIAHGYVEHSVRYQCKNYYKLRTEGDGEAMPCSL
PHVNLRVRFTSPADVGKEGMLMMMSPSPRVYTLND
KKQWINKAVGDKLPECEAVCGKPKNPANPVQRILGGH
LDAKGSFPWQAKMVSHHNLTTGATLINEQWLLTTAKN
LFLNHSENATAKDIAPTLTLYVGKKQLVEIEKVVLHPNY
SQVDIGLIKLKQKVSVNERVMPICLPSKDYAEVGRVGY
VSGWGRNANFKFTDHLKYVMLPVADQDQCIRHYEGS
TVPEKKTPKSPVGVQPILNEHTFCAGMSKYQEDTCYG
DAGSAFAVHDLEEDTWYATGILSFDKSCAVAEYGVYV
KVTSIQDWVQKTIAEN
2 QRG33494.1 VRLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSGYDMHWYV

immunoglobulin
variable region,

partial [Homo

RQATGKGLEWVSAIGSAGDTYYAGSVKGRFTISRENA
KNSLYLQMNSLRAGDTAVYYCVRGRSSSSSYSYYGM
DVWGQGTTVTVSSASPTSPKVFPLSLCSTQPDGNWVI

sapiens] ACLVQGFFPQEPLSVTWSESGQGVTARNFPPSQDAS
GDLYTTSSQLTLPATQCLAGKSVTCHVKHYTNPSQDV
TVPCPVPSTPPTPSPSTPPTPSPS
3 AAB88178.1 GTENKSKFGANAILGVSLAVCKAGAVEKGVPLYRHI

alpha enolase,
partial [Homo

sapiens]

ADLAGNSEVILPVPAFNVINGGSHAGNKLAMQEFMI

LPVGAANFREAMRIGAEVYHNLKNVIKEKYGKDATN
VGDEGGFAPNILENKEGLELLKTAIGKAGYTDKVVIG
MDVAASEFFRSGKYDLDFKSPDDPSRYISPDQLADL
YKSFIKDYPVVSIEDPFDQDDWGAWQKFTASAGIQV
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VGDDLTVTNPKRIAKAVNEKSCNCLLLKVNQIGSVTE
SLQACKLAQANGWGVMVSHRSGETEDTFIADLVVG
LCTGQIKTGAPCRSERLAKYNQLLRIEEELGSKAKFA
GRNFRNPLAK
4  KAI4023123.1 MENGGAGTLQIRQVLLFFVLLGMSQAGSETGNFLVM

protocadherin EELQSGSFVGNLAKTLGLEVSELSSRGARVVSNDNK

beta 12 [Homo ECLQLDTNTGDLLLREMLDREELCGSNEPCVLYFQV

sapiens] LMKNPTQFLQIELQVRDINDHSPVFLEKEMLLEIPENS
PVGAVFLLESAKDLDVGINAVKSYTINPNSHFHVKIRV
NPDNRKYPELVLDKALDYEERPELSFILTALDGGSPP
RSGTALVRVVVVDINDNSPEFEQAFYEVKILENSILGS
LVVTVSAWDLDSGTNSELSYTFSHASEDIRKTFEINQ
KSGDITLTAPLDFEAIESYSIIQATDGGGLFGKSTVRI
QVMDVNDNAPEITVSSITSPIPENTPETVVMVFRIRD
RDSGDNGKMVCSIPEDIPFVLKSSVNNYYTLETERP
LDRESRAEYNITITVTDLGTPRLKTEHNITVLVSDVND
NAPAFTQTSYALFVRENNSPALHIGSISATDRDSGTN
AQVNYSLLPSQDPHLPLASLVSINADNGHLFALRSLD
YEALQGFQFRVGATDHGSPALSSEALVRVLVLDAND
NSPFVLYPLONGSAPCTELVPWAAEPGYLVTKVVAV
DGDSGQNAWLSYQLLKATEPGLFGVWAHNGEVRTA
RLLSERDAAKHRLVVLVKDNGEPPRSATATLHVLLVD
GFSQPYLPLPEAAPAQAQADSLTVYLVVALASVSSLF
LFSVLLFVAVRLCRRSRAAPVGRCSVPEGPFPGHLV
DVSGTGTLSQSYHYEVCVTGGSRSNEFKFLKPIIPNF
LPQSTGSEVEENPPFQNNLGF
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1.3.2 Estudio de Homologia Secuencial en Software MegAlign (DNASTAR)

Para el estudio de Homologia Secuencial, en la base de datos NCBI usando el
programa BLAST-p protein search se buscaron 5 secuencias proteicas con mayor
semejanza, para cada uno de los cuatro spots (P101, P102, S201* S202), la
busqueda de cada secuencia demoré de 3 a 5 minutos, se descargé cada
secuencia en formato FASTA (secuencia completa), se editaron en la herramienta
EditSeq del software DNASTAR para su posterior analisis en conjunto con su

respectivo spot, usando la herramienta MegAlign del mismo software.

Para la secuencia P101 se recolectaron 5 secuencias proteicas, todas
pertenecientes a la proteina “region variable de Inmunoglobulina”, todas tienen un

porcentaje de semejanza de identidad de 92.3% y un puntaje 190 y 191.

Para la secuencia P102 se recolectaron 5 secuencias proteicas, todas
pertenecientes a la proteina “haptoglobina”, todas tienen un porcentaje de

semejanza de identidad de entre el 48% al 62.9% y un puntaje entre 49.3 y 50.4.

*Para la secuencia S201 se recolectaron 2 secuencias proteicas, la cantidad
estimada de secuencias a descargar para cada spot era 5, para el spot S201 solo
se encontraron 2 secuencias en la base de datos, todas pertenecientes a la
proteina “protocadherin beta 12”, ambas secuencias tienen un porcentaje de

semejanza de identidad del 69.82% y un puntaje de 345.

Para la secuencia S202 se recolectaron 5 secuencias proteicas, pertenecientes a

” 113 ” “*

proteinas como “Proteina hipotética”, “alpha enolasa”, “C-myc promoter-binding

protein 1”, “c-myc promoter-binding protein-1 isoform MBP-1" y “2-
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phosphopyruvate-hydratase alpha-enolase”, todas tienen un porcentaje de

semejanza de identidad de 77.29%y un puntaje entre 342 y 343

Secuencias descargadas para spot P101:

QRG33494 - Immunoglobulin variable region, partial [Homo

sapiens]

Puntuacion de 191, Identidad de 92.23%, E-Value de 4e-57

VRLVESGGGL VQPGGSLRLS CAASGFTFSG YDMHWVRQAT
GKGLEWVSAI  GSAGDTYYAG  SVKGRFTISR  ENAKNSLYLQ
MNSLRAGDTA VYYCVRGRSS SSSYSYYGMD VWGQGTTVTV
SSASPTSPKV ~ FPLSLCSTQP  DGNVVIACLV  QGFFPQEPLS
VTWSESGQGY  TARNFPPSQD  ASGDLYTTSS  QLTLPATQCL
AGKSVTCHVK HYTNPSQDVT VPCPVPSTPP TPSPSTPPTP SPS

QRG33768 - Immunoglobulin variable region, partial [Homo

sapiens]

Puntuacion de 191, Identidad de 92.23%, E-Value de 6e-57

VQLVESGGGL  IQPGGSLRLS  CAASGFTVSS NYMSWVRQAP
GKGLEWVSVI YSGGSTYYAD SVKGRFTISR DNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTA VYYCASSGAS GSYQRGRGFY YYYGMDVWGQ
GTTVTVSSAS PTSPKVFPLS LCSTQPDGNV VIACLVQGFF
PQEPLSVTWS ESGQGVTARN FPPSQDASGD LYTTSSQLTL
PATQCLAGKS VTCHVKHYTN PSQDVTVPCP VPSTPPTPSP
STPPTPSPS
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QRG33592 - Immunoglobulin variable region, partial [Homo
sapiens]

Puntuacion de 191, Identidad de 92.23%, E-Value de 6e-57

VQLVESGGGL VKPGGSLRLS CAASGFTFGT  YTMNWVRQAP
GKGLEWVSSI SSRSETYYTD SVKGRFTISR DNAKNSLYLQ
VNSLRAEDTA  VYYCARVYYY  GAGSSYYYYY YAMDVWGQGT
TVTVSSASPT SPKVFPLSLC STQPDGNVWVI ACLVQGFFPQ
EPLSVTWSES GQGVTARNFP PSQDASGDLY TTSSQLTLPA
TQCLAGKSVT CHVKHYTNPS QDVTVPCPVP STPPTPSPST PPTPSPS

QRG33815 - Immunoglobulin variable region, partial [Homo

sapiens]

Puntuacion de 190, Identidad de 92.23%, E-Value de 7e-57

VQLVQSGAEV KKPGTSVKVS CKASRGTFSN NAISWVRQAA
GQGLEWMGGI IPVSGTPNYA  QKFQGRVKVT  ADKSTSTVYM
EMSSLESEDT AVYYCASHPR  LSGVTYYNYA  MDVWGQGTTV
TVSSASPTSP KVFPLSLCST QPDGNWVIAC LVQGFFPQEP
LSVTWSESGQ GVTARNFPPS QDASGDLYTT SSQLTLPATQ
CLAGKSVTCH VKHYTNPSQD VTVPCPVPST PPTPSPSTPP TPSPS

QRG33534 - Immunoglobulin variable region, partial [Homo

sapiens]
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Puntuacion de 191, Identidad de 92.23%, E-Value de 6e-57

VQLLESGGGL  VQPGGSLRLS CAASGFTFSS YAMSWVRQAP
GKGLEWVAGI IGSGGGTYYA DSVKGRFTIS RDNSKNTLSL
QMNSLRAEDT  AVYFCAKVRI MVRGGRGSDY  WGQGTLVTVS
SASPTSPKVF PLSLCSTQPD GNVVIACLVQ GFFPQEPLSV
TWSESGQGVT  ARNFPPSQDA SGDLYTTSSQ LTLPATQCLA
GKSVTCHVKH YTNPSQDVTV PCPVPSTPPT PSPSTPPTPS PS

Secuencias descargadas para spot P102:

BDU79556 - Haptoglobin, partial [Homo sapiens]

Puntuacion de 50.4, Identidad de 62.69%, E-Value de 6e-05

CGKPKNPANP  VQRILGGHLD  AKGSFPWQAK  MVSHHNLTTG
ATLINEQWLL TTAKNLFLNH SENATAKDIA PTLTLYVGKK QLVEIEKVVL
HPNYSQVDIG LIKLKQK

KAI2579624 - Haptoglobin [Homo sapiens]

Puntuacion de 50.4, Identidad de 48%, E-Value de 3e-04

MSRISQMTAA RSPPRLHMAM  WSTRFATSVR TNPVQRILGG
HLDAKGSFPW QAKMVSHHNL TTGATLINEQ WLLTTAKNLF
LNHSENATAK DIAPTLTLYV GKKQLVEIEK VVLHPNYSQV DIGLIKLKQK
VSVNERVMPI  CLPSKDYAEV  GRVGYVSGWG  RNANFKFTDH
LKYVMLPVAD QDQCIRHYEG STVPEKKTPK SPVGVQPILN
EHTFCAGMSK  YQEDTCYGDA = GSAFAVHDLE EDTWYATGIL
SFDKSCAVAE YGVYVKVTSI QDWVQKTIAE N

AAH70299 - HP protein [Homo sapiens]

Puntuacion de 50.4, Identidad de 48%, E-Value de 3e-04
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MSRISQMTAA RSPPRLHMAM WSTRFATSVR TNAVQRILGG
HLDAKGSFPW QAKMVSHHNL TTGATLINEQ WLLTTAKNLF
LNHSENATAK DIAPTLTLYV GKKQLVEIEK VVLHPNYSQV DIGLIKLKQK
VSVNERVMPI CLPSKDYAEV  GRVGYVSGWG RNANFKFTDH
LKYVMLPVAD QDQCIRHYEG STVPEKKTPK SPVGVQPILN
EHTFCAGMSK YQEDTCYGDA GSAFAVHDLE EDTWYATGIL
SFDKSCAVAE YGVYVKVTSI QDWVQKTIAE N

KAI2579628 - Haptoglobin-related protein [Homo sapiens]

Puntuacion de 49.3, Identidad de 62.9%, E-Value de 0.001

MSRIFQMTAS RSPLRLOQMAM  WSTCFATSVR  TNPVQRILGG
HLDAKGSFPW QAKMVSHHNL TTGATLINEQ WLLTTAKNLF
LNHSENATAK DIAPTLTLYV GKKQLVEIEK VVLHPNYHQV
DIGLIKLKQK VLVNERVMPI CLPSKNYAEV GRVGYVSGWG
QSDNFKLTDH LKYVMLPVAD QYDCITHYEG STCPKWKAPK
SPVGVQPILN EHTFCVGMSK  YQEDTCYGDA = GSAFAVHDLE
EDTWYAAGIL SFDKSCAVAE YGVYVKVTSI QDWVQKTIAE N

4X0L C - Chain C, Haptoglobin [Homo sapiens]

Puntuacion de 49.3, Identidad de 62.9%, E-Value de 0.001

VCGKPKNPAN PVOQRILGGHL  DAKGSFPWQA  KMVSHHNLTT
GATLINEQWL LTTAKNLFLN HSENATAKDI APTLTLYVGK
KQLVEIEKVV LHPNYSQVDI GLIKLKQKVS VNERVMPICL
PSKDYAEVGR VGYVSGWGRN  ANFKFTDHLK  YVMLPVADQD
QCIRHYEGST VPEKKTPKSP VGVQPILNEH TFCAGMSKYQ
EDTCYGDAGS AFAVHDLEED TWYATGILSF DKSCAVAEYG
VYVKVTSIQD WVQKTIAEN
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Secuencias descargadas para spot S201:

KAI14023123

- Protocadherin beta 12 [Homo sapiens]

Puntuacion de 345, Identidad de 69.82%, E-Value de 1e-110

MENGGAGTLQ IRQVLLFFVL LGMSQAGSET GNFLVMEELQ
SGSFVGNLAK TLGLEVSELS SRGARVVSND NKECLQLDTN
TGDLLLREML DREELCGSNE PCVLYFQVLM KNPTQFLQIE
LQVRDINDHS PVFLEKEMLL EIPENSPVGA VFLLESAKDL
DVGINAVKSY TINPNSHFHV KIRVNPDNRK YPELVLDKAL
DYEERPELSF ILTALDGGSP PRSGTALVRV VVVDINDNSP
EFEQAFYEVK ILENSILGSL VVTVSAWDLD SGTNSELSYT
FSHASEDIRK TFEINQKSGD ITLTAPLDFE AIESYSIIQ ATDGGGLFGK
STVRIQVMDV NDNAPEITVS SITSPIPENT PETVVMVERI
RDRDSGDNGK MVCSIPEDIP FVLKSSVNNY YTLETERPLD
RESRAEYNIT ITVTIDLGTPR LKTEHNITVL VSDVNDNAPA
FTQTSYALFV RENNSPALHI GSISATDRDS GTNAQVNYSL
LPSQDPHLPL ASLVSINADN GHLFALRSLD YEALQGFQFR
VGATDHGSPA LSSEALVRVL VLDANDNSPF VLYPLQNGSA
PCTELVPWAA  EPGYLVTKVV  AVDGDSGQONA  WLSYQLLKAT
EPGLFGVWAH NGEVRTARLL  SERDAAKHRL  VVLVKDNGEP
PRSATATLHV LLVDGFSQPY LPLPEAAPAQ AQADSLTVYL
VVALASVSSL FLFSVLLFVA VRLCRRSRAA PVGRCSVPEG
PFPGHLVDVS GTGTLSQSYH YEVCVTGGSR SNEFKFLKPI

IPNFLPQSTG SEVEENPPFQ NNLGF
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NP 061755

- Protocadherin beta-12 precursor [Homo sapiens]

Puntuacion de 345, Identidad de 69.82%, E-Value de 1e-110

MENGGAGTLQ IRQVLLFFVL LGMSQAGSET GNFLVMEELQ
SGSFVGNLAK TLGLEVSELS SRGARVVSND NKECLQLDTN
TGDLLLREML DREELCGSNE PCVLYFQVLM KNPTQFLQIE
LQVRDINDHS PVFLEKEMLL EIPENSPVGA VFLLESAKDL
DVGINAVKSY TINPNSHFHV KIRVNPDNRK YPELVLDKAL
DYEERPELSF ILTALDGGSP PRSGTALVRV VVVDINDNSP
EFEQAFYEVK ILENSILGSL VVTVSAWDLD SGTNSELSYT
FSHASEDIRK TFEINQKSGD ITLTAPLDFE AIESYSIIIQ ATDGGGLFGK
STVRIQVMDV NDNAPEITVS SITSPIPENT PETVVMVERI
RDRDSGDNGK MVCSIPEDIP FVLKSSVNNY YTLETERPLD
RESRAEYNIT ITVTIDLGTPR LKTEHNITVL VSDVNDNAPA
FTQTSYALFV RENNSPALHI GSISATDRDS GTNAQVNYSL
LPSQDPHLPL ASLVSINADN GHLFALRSLD YEALQGFQFR
VGATDHGSPA LSSEALVRVL VLDANDNSPF VLYPLQNGSA
PCTELVPWAA EPGYLVTKVV  AVDGDSGQNA  WLSYQLLKAT
EPGLFGVWAH NGEVRTARLL SERDAAKHRL  VVLVKDNGEP
PRSATATLHV LLVDGFSQPY LPLPEAAPAQ AQADSLTVYL
VVALASVSSL FLFSVLLFVA VRLCRRSRAA PVGRCSVPEG
PFPGHLVDVS GTGTLSQSYH YEVCVTGGSR SNKFKFLKPI

IPNFLPQSTG SEVEENPPFQ NNLGF

Secuencias descargadas para spot S202:

CAH56247

GVSKAVEHIN KTIAPALVSK
ENKSKFGANA ILGVSLAVCK
SEVILPVPAF NVINGGSHAG
AMRIGAEVYH NLKNVIKEKY
KEGLELLKTA IGKAGYTDKV
FKSPDDPSRY ISPDQLADLY
WGAWQKFTAS AGIQVVGDDL
LLKVNQIGSY  TESLQACKLA
IADLVVGLCT GQIKTGAPCR

- Hypothetical protein, partial [Homo sapiens]

AKFAGRNFRN PLAK
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Puntuacion de 343, Identidad de 77.29%, E-Value de 3e-115

AAB88178 - Alpha enolase, partial [Homo sapiens]

Puntuacion de 342, Identidad de 77.29%, E-Value de 3e-115

GTENKSKFGA NAILGVSLAV CKAGAVEKGV PLYRHIADLA
GNSEVILPVP AFNVINGGSH AGNKLAMQEF MILPVGAANF
REAMRIGAEV YHNLKNVIKE KYGKDATNVG DEGGFAPNIL
ENKEGLELLK TAIGKAGYTD KVVIGMDVAA SEFFRSGKYD
LDFKSPDDPS RYISPDQLAD LYKSFIKDYP VVSIEDPFDQ
DDWGAWQKFT  ASAGIQVVGD DLTVTNPKRI AKAVNEKSCN
CLLLKVNQIG SVTESLQACK LAQANGWGVM VSHRSGETED
TFIADLVVGL CTGQIKTGAP CRSERLAKYN QLLRIEEELG

SKAKFAGRNF RNPLAK
ADKA47995 -

C-myc promoter-binding protein 1 [Homo sapiens]

Puntuacion de 343, Identidad de 77.29%, E-Value de 4e-115

MDGTENKSKF GANAILGVSL
LAGNSEVILP VPAFNVINGG
NFREAMRIGA EVYHNLKNVI
ILENKEGLEL LKTAIGKAGY
YDLDFKSPDD PSRYISPDQL
DQDDWGAWQK  FTASAGIQVV
CNCLLLKVNQ IGSVTESLQA
EDTFIADLVV GLCTGQIKTG

LGSKAKFAGR NFRNPLAK

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

AVCKAGAVEK
SHAGNKLAMQ
KEKYGKDATN
TDKVVIGMDV
ADLYKSFIKD
GDDLTVTNPK

CKLAQANGWG

APCRSERLAK

60

GVPLYRHIAD
EFMILPVGAA

VGDEGGFAPN

AASEFFRSGK
YPVVSIEDPF
RIAKAVNEKS

VMVSHRSGET

YNQLLRIEEE




~v==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE [ - B\ —~CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

- c-myc promoter-binding protein-1 isoform MBP-1

NP 001188412 [Homo sapiens]

Puntuacion de 343, Identidad de 77.29%, E-Value de 5e-115

MIEMDGTENK SKFGANAILG VSLAVCKAGA VEKGVPLYRH
IADLAGNSEV ILPVPAFNVI NGGSHAGNKL AMQEFMILPV
GAANFREAMR IGAEVYHNLK NVIKEKYGKD ATNVGDEGGF
APNILENKEG LELLKTAIGK AGYTDKWVIG MDVAASEFFR
SGKYDLDFKS PDDPSRYISP DQLADLYKSF IKDYPVVSIE
DPFDQDDWGA  WQKFTASAGI QVVGDDLTVT NPKRIAKAVN
EKSCNCLLLK  VNQIGSVTES LQACKLAQAN GWGVMVSHRS
GETEDTFIAD LVVGLCTGQI KTGAPCRSER LAKYNQLLRI
EEELGSKAKF AGRNFRNPLA K

CAA59331 - 2-phosphopyruvate-hydratase alpha-enolase [Homo

sapiens]

Puntuacion de 344, Identidad de 77.29%, E-Value de 9e-115

MSILKIHARE IFDSRGNPTV EVDLFTSKGL FRAAVPSGA STGIYEALEL
RDNDKTRYMG KGVSKAVEHI NKTIAPALVS KKLNVTEQEK
IDKLMIEMDG TENKSKFGAN AILGVSLAVC KAGAVEKGVP
LYRHIADLAG NSEVILPVPA FNVINGGSHA GNKLAMQEFM
ILPVGAANFR EAMRIGAEVY HNLKNVIKEK YGKDATNVGD
EGGFAPNILE NKEGLELLKT AIGKAGYTDK VVIGMDVAAS
EFSRSGKYDL DFKSPDDPSR YISPDQLADL YKSFIKDYPV
VSIEDPFDQD DWGAWQKFTA SAGIQVVGDD LTVTNPKRIA
KAVNEKSCNC LLLKVNQIGS  VTESLQACKL  AQANGWGVMV
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Después de descargar las 5 proteinas seleccionadas por spot, se eligieron las 3
primeras que presentan mayor porcentaje de identidad para realizar el alineamiento
de secuencias usando la herramienta MegAlign del software DNASTAR. Para el
analisis de homologia, se inserto la secuencia del spot y 3 secuencias descargadas
del programa BLAST-p protein search, se usoO la alineacién tipo ClustalwW, se

ajustaron las opciones del alineamiento para que este sea en base al spot.

P101:
1 1
10 20
L L
Pl0l - = = = = = = = = = = = = = - - - VVIARCLVOGFFEQEPLSVIWSESGQGVT
QRG33494 SPKVFPLSLCSTQPDGN|[VVIACLVOQGFFPQEPFPLSVIWSESGQGVT
QRG33763 SPKVFPLSLCSTQPDGN|VVIACLVOQGFFPQEPFPLSVIWSESGQGVT
QRG33592 SPKVFPLSLCSTQPDGN|VVIACLVOQGFFPQEPLSVTIWSESGQGVT
30 40 50 50
1 L L 1
P10l LRNFPPSQDASGDLYTTSSOLTLPATOQCLAG|----[CEVEHYTMNEPES
ORG334% ARNFPPSQDASGDLYTTSSQOLTLEPATQCLAGIKSVTI|ICEVEHYTINEPES
ORG33768 ARNFPPSQDASGDLYTTSSOLTLERATQCLAGIKSVTI|ICEHVEHYTINES
ORG33592 ARNFPPSQDASGDLYTTSSOLILPATQCLAGIKSVICEHVEHYINES
70 20 40 100 110
L L 1 1 1
P10l ODVIVPCPVPSTPPTIPFPSPSTPPTPSPTILSKSGNTFRPEVHLLEPP P|
QRG334%4 O DVIVPCPEVPSTPPTIPSESTPEPTEPESEP|S
QRG33763 O DVIVPCEVPESTEPTIFSESTEPRTPRSP|S
QRG33592 QO DVIVPCPEVPESTEPTITPESESTEPRTESEP|S
120 130 140 150
L 1 1 1
Fl01l ERLNELVILTCLARGFAREDWEKEKEGDIFSCMVGHEALPLAFTOQETI|
CRG33494
CRG33TES
QRG33592
1 1
160 170
1 L
P10l [DRLADWQMEPEEPEP Y|
QRG33454
ORG33768
ORG33552

Figura 4. Estudio comparativo de homologia secuencial de spot P101
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P102:
10 20
L L
Pl02 = - - - - - — - - KEPKENP[- - - - - - - - - oo o o - - - - ANPVQRILGGHLDRLE
BODUT9556 - - - - - — COEPENP|l- - - - - - - - - = -0 = = — - ANPVORILGGHLDZRAE
KAI2579624 MSRISQMTAR MAMWSTRFATSVRINPVQRILGGHLDARAE
BRHT0299 MSRISQMTAR MAMWSTRFATSVRTIINAVOQRILGGHLDARAEK
40 50 &0
L L 1
Pl02 GSFPWOQAHM GATLINEQOQWLLTTAKNLFLNHSENLZTLZEK
BODU79556 |G S FPHWOAKM GATLINEQOWLLTTAKNLFLNHSENLZTLALAEK
KAT2579624 |G SFPH QA KM GATLINEQWLLTTAKNLFLNHSENLZTLLEK
LAHT029% |G SFPHOAKM GATLINEQWLLTTAKNLFLNHSENLZTLEK
70
Pl02 DIAPTLTILYVGEEDRG|- - - - - - - - - - 0 0 0 0 0 o o o o - - - - - - - -
BDU7955¢ (DI APTLTLYVGHEEKQLVEIEKVVLEHPNYSQVDIGLIKLEQEK
KRI2579624 D IAPTLT LY VG KEKQLVEIEKVVLEPNYSQVDIGLIKLEQEVSVNE
BBH70299 |DIAPTLTLYVGEKEKQLVEIEKVVLHEPNYSQVDIGLIKLEKEQKVIVNE
1 1
30 100
L
PlOZ - - - - - - LocENYYEL-R|---[TEGDG|--=---=-=-=-= - -
BDUTS556

EAI2579624 R VM P I C|L|P S K AEVG GYVSG GRNANFKFTDHLKYVHLPVA
RRHTOZS99 RVMPEIC|LIFS AEVG GYVSG RNANFKFTDHLKYVHLPVA

PlOZ - - - - - - Lo CcCENYYEL-|R[---[TEGDG|---=--=--=- - - -
BDUTS556
KAI2579624 RVHPICPS YAEVG GYVS'HRNANFKFTDHLKYVHLPVA
BRHT70299 RV M P I C[L|P 5|K|D AEVG VEYVS|IGWGERNANFEKFTDHLEYVMLEVE
110
L
Pl02 HKEQWINKAVGEDELPE|[- - - - - - - - — - - - - = - - - - o -~

BLU79556

KAI2579¢24 Q D RHYEGSTVPEKKTPKSPVGVQPILNEHTFCAGHSKYQE DT
RARHT0299 QD RHYEGSTVPEKKTPKSPVGVQPILNEHTFCAGHSKYQED'I

Pl02

BDU79556

Kn12579624 [C]Y GD|A[G|S AFAVHDLEEDTWYATGILS FOKS[CIAVAEY v v:rsx

anE7020¢  |c|Y GlD|A|G|S AFAVHDLEEDTWYATGILSFODKSCAVAEY v v:rsx
130

P102

BDU79556

ERI25759624 Q DWWV OQETI

RBEN
RRHTOZ259 ODWVQETIARETN

Figura 5. Estudio comparativo de homologia secuencial de proteina
P102 con otras proteinas de Haptoglobina
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TABLA 3. Proteinas a las que pertenecen los péptidos analizados:

SPOT NuUmero de Nombre de Funcién

acceso proteina

P101 QRG33494 Region variable de Respuesta inmunitaria, unién
Inmunoglobulina al antigeno especifico,

secuencia variable.

P102 BDU79556 Haptoglobina neutralizacion  del  dafio
oxidativo, aparicion durante la

fase aguda de inflamacion.

S201 KAI4023123 Protocadherina beta Determinacién de conexiones

12 sinapticas, adhesion celular.

S202 AAB88178 Alfa enolasa Tiene funcién en la actividad
de la plasmina, en Ila
superficie celular.
Degradacion del tejido

circundante de la célula.

66

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




=== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM -  DE SANTA MARIA

2. DISCUSION

La gingivitis es la segunda enfermedad mas comun en la cavidad bucal, afecta al
90% de la poblacién. Es un proceso inflamatorio agudo que produce sangrado al
sondaje, se observa irritacion, inflamacion y enrojecimiento de encia libre e
interproximal. (2) Su aparicién se debe a malos habitos de higiene bucal, fumar,
deficiencia de vitamina C, malposicion dentaria, enfermedades sistémicas como la
leucemia, VIH/SIDA, diabetes, tratamiento oncolégico, medicamentos como la

fenitoina, bloqueadores de los canales de calcio y cambios hormonales (1).

El diagndstico de esta enfermedad es realizado por el odontélogo, a través de la
evaluacion clinica e historial médico del paciente. El uso de nueva tecnologia puede
ser til para encontrar una forma de deteccién temprana de gingivitis, como la
proteémica, ciencia que nos ayuda a encontrar proteinas implicadas en la
enfermedad, pudiendo ser utilizadas posteriormente como biomarcadores en la
deteccion temprana de esta enfermedad. En este trabajo se realiz6 un estudio
piloto, analizando las proteinas diferenciales encontradas en muestras de Liquido
Gingival Crevicular de 5 pacientes con tejido gingival saludable y 5 pacientes con

gingivitis, usando Electroforesis Bidimensional y Espectrometria de Masas.

Se encontraron 4 biomarcadores moleculares, “Regién Variable de

Inmunoglobulina”, “Haptoglobina”, “Protocadherina beta 12” y “Alfa Enolasa”

Schroeder et al. mencionan que las Inmunoglobulinas son proteinas
heterodiméricas, es decir, formada por componentes diferentes, pero

estrechamente relacionados. Estdn compuestas por 2 cadenas pesadas y 2 ligeras.
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Se separan funcionalmente en regiones variables que se unen a antigenos y

dominios constantes que especifican funciones efectoras (25).

Respecto a su papel en la inflamacién, Vletter et al. mencionan que las
inmunoglobulinas tienen la capacidad para desarrollar efectos inflamatorios en todo
el organismo, dependiendo, por ejemplo, del isotipo utilizado o las propiedades de

la cola del Fragmento cristalizable (Fc) (26).

Tang et al. realizaron un estudio en el cual analizaron saliva, suero y Liquido
Gingival Crevicular en 17 pacientes con periodontitis crénica, 17 pacientes con
gingivitis y 16 pacientes periodénticamente saludables por medio de
espectrometria de masas con desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz
(MALDI-TOF MS). En sus resultados describen la presencia de “Immunoglobulin
kappa variable 4-1”, proteina involucrada en el reconocimiento de antigeno, la cual
se expreso a nivel de la saliva en pacientes con gingivitis y periodontitis, en este
ultimo grupo se expres6 en menor concentracién en suero, los autores mencionan
gue no hay estudios que reporten la aparicion de esta proteina, pero la aparicion
de Inmunoglobulina Kappa variable 4-1 en saliva, exhibiria la defensa del cuerpo
ante los antigenos, y la presencia en suero seria indicador de la presencia de

enfermedades subyacentes cuya expresion se da en el suero (27).

Andrianus et al. midié los niveles de Inmunoglobulina G en fluido gingival crevicular
de un grupo de mujeres menopausicas y mujeres sin menopausia en Indonesia. El
resultado del estudio indic6 que los niveles de IgG en el grupo con menopausia

fueron mas bajos que los del grupo sin menopausia (28).
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La inmunoglobulina G (IgG) es parte del sistema inmunoldgico que protege el tejido
periodontal de patdgenos y se puede encontrar en el liquido crevicular gingival
(GCF). La disminucion de los niveles de inmunoglobulinas, especialmente 1gG,
aumentara la progresion de la enfermedad periodontal. El estrégeno regula la
glicosilacion de la IgG, que es necesaria para que la IgG funcione como agente
antiinflamatorio. La disminucion de los niveles de estrogeno da como resultado la
supresion del efecto antiinflamatorio de la 1gG, aumentando asi el riesgo de

progresion de la enfermedad periodontal (28).

Yuan et al. realizaron un estudio que compara los perfiles peptidicos de saliva,
suero y liquido gingival crevicular en pacientes con periodontitis generalizada
(estadio | y Il) antes y después de su tratamiento, a través de MALDI-TOF MS.
Participaron 17 pacientes. En los resultados obtenidos después del tratamiento de
la periodontitis generalizada, se observé una disminucién en la presencia de
proteinas, entre ellas la “constante pesada de Inmunoglobulina y2”, los autores
sugieren que la disminucién sugiere cambios en la respuesta inmunolégica del

huésped (29).

En los resultados de nuestro estudio, encontramos “Region variable de
Inmunoglobulina” la cual podemos interpretar como Inmunoglobulina. Su presencia
en la gingivitis puede significar una respuesta de defensa ante la inflamacién del

tejido gingival, para tratar de frenar el progreso de la enfermedad gingival.

Theilgaard-Monch describe a la haptoglobina como una proteina que se hace
presente durante la fase aguda de la inflamacion. Su concentracion aumenta en

caso de estimulo inflamatorio. La aparicion de esta proteina es inducida por la IL-
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6, producida por citoquinas primarias como TNF e IL-1. La haptoglobina ejerce
actividades antiinflamatorias y podria actuar indirectamente como agente
antioxidante y bacteriostatico. Entre sus funciones mencionamos la union a
hemoglobina para su posterior eliminacion por macrofagos, reclutamiento de
leucocitos polimorfonucleares, extincion de radicales libres, reparacion y
regeneraciéon de tejidos. Su papel en la inflamacién es reducir la generacién de

especies reactivas de oxigeno (ROS) gracias a su funcién antioxidante (30).

Mencionamos anteriormente el estudio de Tang et al. quienes realizaron un estudio
en el cual analizaron saliva, serum y Liquido Gingival Crevicular (GCF) en 17
pacientes con periodontitis cronica, 17 pacientes con gingivitis y 16 pacientes
periodonticamente saludables por medio de espectrometria de masas con
desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF MS). En los resultados,
se encontré una mayor concentracion de Haptoglobina en las muestras de saliva,
serum y GCF de pacientes con Gingivitis y Periodontitis. Los autores sugieren que,
al ser una proteina de fase aguda, el aumento notable de niveles de Haptoglobina
refleja su funcion antiinflamatoria, su presencia puede indicar la recuperacion de la
homeostasis tisular, al mismo tiempo podria tener relacion con la reconstruccion

del periodonto (27).

Mencionamos nuevamente el estudio de Yuan et al., quienes realizaron un estudio
gue comparativo de los perfiles peptidicos de saliva, suero y liquido gingival
crevicular en pacientes con periodontitis generalizada (estadio | y IlI) antes y
después de su tratamiento, a través de MALDI-TOF MS. Participaron 17 pacientes.

Comparando los resultados obtenidos antes y después del tratamiento de
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periodontitis generalizada, se observdé una disminucion en la presencia de
proteinas, entre ellas la haptoglobina, los autores sugieren que puede reflejar la
disminucién del proceso inflamatorio y el inicio de reparacién del tejido periodontal

(29).

En nuestro estudio, encontramos la presencia de “Haptoglobina”, al ser una
proteina de fase aguda, su presencia en la inflamacion gingival podria indicar
neutralizacion del dafio oxidativo, con la finalidad de detener el dafio provocado por

la inflamacion.

Halbleib et al. nos describen a las Protocadherinas como proteinas
transmembranales tipo 1, compuestas por mas de 50 genes y que su estudio aun
esta en desarrollo. Se codifican por 3 tipos de clusters, alfa, beta y gamma. Tienen
similitud con las Inmunoglobulinas. Dentro de sus funciones incluyen la interaccién
célula-célula en el desarrollo neuronal, la expresién en regiones del Sistema
Nervioso Central de vertebrados y la adhesion celular (31). Sano et al. mencionan
gue las protocadherinas se expresan tanto en tejido neuronal como no neuronal
(32). Se ha encontrado protocadherina en estudios relacionados a carcinoma de
células escamosas de esofago, Ning et al. descubrieron funciones antitumorales

en la Protocadherina 20 (33).

Feldheim et al. evaluaron la protocadherina gama C3 en tejido cerebral no
canceroso y en gliomas de diferentes grados, dando como resultado una mayor

expresion de protocadherina gama C3 en el tejido canceroso (34).

Esta es la primera vez en la que se detecta “Protocadherina beta 12” en liquido

gingival crevicular. Los autores mencionados anteriormente, mencionan entre sus
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funciones a la adhesion celular, entonces su expresion en liquido gingival crevicular
de tejido gingival inflamado podria indicar adhesion celular, relacionada a

hiperplasia.

Pancholi describe a la “alfa enolasa” (ENO1) es una proteina multifuncional, tiene
capacidad para servir como receptor de plasmindgeno en la superficie de células
hematopoyéticas, epiteliales y endoteliales, puede desempefiar un papel
importante en el sistema fibrinolitico intravascular y pericelular. En los ultimos afios
se ha reconocido su papel en trastornos autoinmunes sistémicos. Pertenece a la
familia de las enolasas y esta presente en casi todos los tejidos adultos. Actlla como
mediador en la degradacion de plasmina y matriz extracelular, y participa en la
respuesta inmune (35). Capello ha estudiado su uso como biomarcador en
deteccion de cancer y tumores cerebrales (36). Se ha descrito la presencia de “alfa
enolasa” en enfermedades como lupus eritematoso sistémico, en el estudio de
Chapman et al., como anticuerpos asociados con afectacion de la piel y los rifiones

(37).

Davis et al. realizaron un andlisis protedmico de Liquido Gingival Crevicular por
cuantificacion longitudinal en Caninos durante la progresion de gingivitis a
periodontitis. Se extrajo Liquido Gingival Crevicular de 8 canes con distintos
estadios de gingivitis y periodontitis y se analizé por espectrometria de masas. En
los resultados, muestran una lista extensa de proteinas encontradas, entre ellas,
encontramos a Alfa Enolasa, siendo expresada en gingivitis y periodontitis,

observamos un mayor nivel de expresion en periodontitis. (38).
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Yaprak et al. realizaron un estudio en el cual se analizo tejido gingival saludable
por medio de electroforesis bidimensional, digestion triptica in-gel vy
Desorcion/ionizacién laser asistida por matriz (MALDI-TOF), para obtener proteinas
gue se expresan en tejido gingival saludable. Entre las proteinas encontradas,
mencionan a “alfa enolasa”. Los autores mencionan que su estudio establece un

mapa protedmico inicial del tejido gingival de individuos sanos (22).

Bellei et al., realizaron una busqueda de biomarcadores en pacientes con
periodontitis grave, analizando el Liquido Gingival Crevicular usando prote6mica.
Las muestras se obtuvieron de sitios periodontalmente sanos y bolsas
periodontales, posteriormente se realiz6 un andlisis comparativo utilizando
electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDSPAGE). Se
identificaron un total de 26 proteinas significativamente diferentes, siendo 14
proteinas de “regulacion positiva” y 12 de “regulacién negativa”, una de las
proteinas encontradas en el grupo de proteinas de “regulacién negativa” fue alfa
enolasa (ENO1), a la cual describen como una enzima glicolitica implicada en el

control del crecimiento tisular y la tolerancia a la hipoxia (39).

No es la primera vez que se encuentra “alfa enolasa” en Liquido Gingival Crevicular,
pero si es la primera vez que se encuentra presente en gingivitis en humanos. La
expresion de “alfa enolasa” en gingivitis podria relacionarse a la regulacion de
células responsables de la respuesta inmunitaria, al mismo tiempo, durante la
gingivitis observamos aumento de tejido gingival, a esto se puede relacionar la

funcién reguladora del crecimiento de tejido.
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3. CONCLUSIONES:

-Por medio del analisis por electroforesis bidimensional, se encontraron 42 spots
proteicos en tejido gingival saludable.

-Por medio del andlisis por electroforesis bidimensional, se encontré expresion
protedmica en tejido gingival inflamado, encontrando 46 spots proteicos.

-A nivel diferencial, se encontraron 4 spots proteicos expresados en todas las
muestras de tejido gingival inflamado, los cuales fueron identificados por medio de
espectrometria de masas y analisis bioinformatico. Bajo los limites de este estudio,
se ha podido confirmar la presencia de 4 biomarcadores moleculares presentes en
gingivitis y ausentes en tejido saludable, siendo los siguientes: “regién variable de

”

inmunoglobulina”, “haptoglobina”, “protocadherina beta 12” y “alfa enolasa”.
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4. RECOMENDACIONES:
-En futuras investigaciones, realizar la busqueda de las proteinas mencionadas en

este estudio, pero en una poblacion mayor.

-Continuar con el estudio de cada proteina encontrada, especialmente de la
“Protocadherina beta 12” cuyo estudio en comparacion con las demas, es muy

limitado.

-Impulsar el estudio de biomarcadores en la enfermedad gingival, ya que es un
tema de investigacion que no tiene antecedentes nacionales, siendo esta la

segunda enfermedad mas comun en boca.

-Impulsar el uso de Espectrometria de Masas y Electroforesis Bidimensional en la

Universidad, por medio de cursos y capacitaciones.
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ANEXOS:

ANEXO 1: SOLICITUD DIRIGIDA AL COORDINADOR PRINCIPAL DEL
LABORATORIO DE QUIMICA Y PROTEINAS DE LA UCSM:

Solicito: Autorizacién para uso de laboratorio.

DOCTOR LUIS PONCE SOTO
COORDINADOR PRINCIPAL DEL LABORATORIO DE QUIMICA Y
PROTEINAS F-401

Yo VIVIANA FERNANDA TEJADA
ALFEREZ, identificada con DNI n°
71225994 y el cbédigo de alumno
2017202962, Bachiller de la Escuela
Profesional de Odontologia, de la UCSM,
con el debido respeto me presento ante
Usted y expongo:

Que, en razén de realizar el desarrollo
experimental de mi Proyecto de Tesis Profesional en Odontologia, titulado:
“ANALISIS DE EXPRESION POR APROXIMACION PROTEOMICA DE
MARCADORES MOLECULARES EN EL PROCESO INFLAMATORIO GINGIVAL.
Arequipa, 2023” y siendo que su Laboratorio cuenta con la plataforma tecnolégica
y experiencia profesional en los estudios de Analisis Proteémico, es que, como
Bachiller de la Escuela de Odontologia de la UCSM, por lo cual solicito a Ud. tenga
a bien brindar la autorizacion para la realizacién de mi Proyecto de Tesis
descrito anteriormente, asi como el apoyo cientifico tecnoldégico de su
Laboratorio, bajo el apoyo de mi Asesor de Tesis Dr. Gustavo Alberto Obando
Pereda.

POR LO EXPUESTO
Ruego a usted acceder a mi solicitud

Arequipa, 25 de septiembre del 2022

Viviana Fernanda Tejada Alferez
DNI 71225994
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ANEXO 2: AUTORIZACION DE USO DEL LABORATORIO DE QUIMICA Y
PROTEINAS DE LA UCSM:

Arequipa, 30 de septiembre del 2022

Seforita

Bach. Viviana Fernanda Tejada Alferez
Facultad de Odontologia

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTAMARIA

Presente. —
Ref: Respuesta de Solicitud de uso de laboratorio

A tiempo de saludarla me dirijo a su persona para comunicar mi autorizacion
para uso de Laboratorio de Quimica y Proteina F—401. En virtud de la
realizacion del Proyecto de Tesis Profesional en Odontologia, titulado:
“ANALISIS DE EXPRESION POR APROXIMACION PROTEOMICA DE
MARCADORES MOLECULARES EN EL PROCESO INFLAMATORIO

GINGIVAL. Arequipa 2023.

Sin mas agradezco toda su atencion.

Atentamente,

:,.\ﬂl» =

Professor Luis Alberio Ponce Soto Ph.D.
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ANEXO 3: INSTRUMENTO - FICHA CLINICA

Paciente n°

Presenta gingivitis (si/no)

Origen de muestra Liquido Gingival Crevicular

Numero de spots diferenciales encontrados
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ANEXO 4: AUTORIZACION DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION DE

LA UCSM.

COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL DE INVESTIGACION UCSM

DICTAMEN COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

Arequipa, 10 de julio de 2023

Investigadora Viviana Fernanda Tejada Alferez

Presente. -

De mi especial consideracion.

Me dirijjo a usted para hacerle llegar el resultado de la evaluacion de su proyecto de
investigacion y dictamen del Comité Institucional de Etica de Investigacion.

TITULO: “Analisis de expresion por aproximacion proteémica de marcadores moleculares
en el proceso inflamatorio gingival. Arequipa, 2023”.

Investigadora a cargo de la investigacion: Viviana Fernanda Tejada Alferez.

TIPO Y DISENO: Cualitativo, experimental, prospectivo, transversal, comparativo.

OBJETIVO: La investigacion tiene como objetivo: Analizar la expresion protedmica de
marcadores moleculares en el proceso inflamatorio gingival.

~ - PROCEDIMIENTOS: Observacion y medicion.
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MITE DE ETICA INSTITUCIONAL DE INVESTIGACION M

DICTAMEN COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

SUJETOS DE ESTUDIO:

5 muestras de tejido gingival saludable y 5 muestras de tejido gingival inflamado (gingivitis).

RIESGO DEL ESTUDIO:

Minimo

OBSERVACIONES, SUGERENCIAS:

Debe proteger confidencialidad de la data sensible

DICTAMEN:

DICTAMEN FAVORABLE
100 - 2023

Agueda Muiioz del Carpio Toia
Comité Institucional de Etica de la Investigacion UCSM

Cualquier duda comunicarse a: comiteeticainvestigacionucsm(@ gmail.com
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ANEXO 5: CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LOS PACIENTES EN

ESTUDIO.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

Institucion: Universidad Catélica de Santa Maria

Investigadores:  Alumna: Viviana Fernanda Tejada Alferez

Asesor: Dr. Gustavo Alberto Obando Pereda

Titulo: ANALISIS DE EXPRESION POR APROXIMACION PROTEOMICA DE
MARCADORES MOLECULARES EN EL PROCESO INFLAMATORIO
GINGIVAL. Arequipa, 2023.

INTRODUCCION:

Lo estamos invitando a participar del estudio de investigacién Illamado: “ANALISIS DE
EXPRESION POR APROXIMACION PROTEOMICA DE MARCADORES
MOLECULARES EN EL PROCESO INFLAMATORIO GINGIVAL. Arequipa, 2023.”. Este
es un estudio desarrollado por la alumna Viviana Fernanda Tejada Alferez, junto a su
asesor Dr. Gustavo Alberto Obando Pereda.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO:

Estamos realizando este estudio con el objetivo de evaluar: La expresion protedmica, en
purificacion de marcadores moleculares diferencial del tejido gingival inflamado
(gingivitis), respecto del tejido gingival sano. Al mismo tiempo, buscamos detectar
marcadores moleculares, y secuencia proteica que podria expresarse en la
enfermedad periodontal del tejido gingival inflamado (gingivitis), respecto del tejido
gingival sano. Por lo sefialado creemos necesario profundizar mas en este tema y
abordarlo con la debida importancia que amerita.

METODOLOGIA:

Si usted acepta participar, le informamos que se llevardn a cabo los siguientes
procedimientos:

1. Liquido crevicular gingival. (Pacientes con gingivitis)
2. Liquido crevicular gingival. (Pacientes con tejido gingival sano)
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MOLESTIAS O RIESGOS:

No existe ninguna molestia o riesgo minimo al participar en este trabajo de investigacion.
Usted es libre de aceptar o de no aceptar.

CONFIDENCIALIDAD:

Los investigadores registraremos su informacion con cédigos y no con nombres. Si los
resultados de este seguimiento son publicados en una revista cientifica, no se mostrara
ningun dato que permita la identificacion de las personas que participan en este estudio.
Sus archivos no serdan mostrados a ninguna persona ajena al estudio sin su
consentimiento.

DERECHOS DEL PACIENTE:

Si usted decide participar en el estudio, podra retirarse de éste en cualquier momento, o
no participar de una parte del estudio sin perjuicio alguno. Si tiene alguna duda adicional,
puede preguntar a la alumna Viviana Fernanda Tejada Alferez o llamarla al teléfono
956763786 o comunicarse Dr. Gustavo Alberto Obando Pereda.

CONSENTIMIENTO:

Acepto voluntariamente participar en este estudio, he comprendido perfectamente la
informacion que se me ha brindado sobre las cosas que van a suceder si participo en el
proyecto, también entiendo que puedo decidir no participar y que puedo retirarme del
estudio en cualquier momento.

NOMBRE: FIRMA: DNI:
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ANEXO 6: FOTOGRAFIAS LABORATORIALES

Preparacion de muestras
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Preparaciéon de gel:
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Colocacion de muestras en gel de electroforesis:

Gel 2D saludable
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Gel 2D Tejido inflamado
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ANEXO 7: CORRIDA 2D EN SEGUNDA DIMENSION
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3. Digitalizacion tratamento (Software PDQuest)
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ANEXO 8: FLUJOGRAMA DE TRABAJO
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ANEXO 9: DOCKING

1. Reqién variable de inmunoglobulina:

2. Haptoglobina:
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3. Protocadherina beta 12:

4. Alfa enolasa:
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