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Resumo

Obxectivo: Analizar a estrutura do proteoma periodontal e a expresion diferencial das
proteinas detectadas en fluido crevicular xinxival (FCX) de pacientes periodontais non fumadores,
fumadores e exfumadores, mediante “sequential window acquisition of all theoretical mass
spectra” (SWATH-MS), para investigar o impacto do habito do tabaquismo no proteoma

periodontal.

Material e métodos: Recolléronse mostras de FCX de 40 suxeitos con periodontite en estadio
I11-1V segundo a clasificacion de 2018, divididos en tres grupos de acordo co habito de fumar: 13
non fumadores, 17 fumadores e 10 exfumadores. As mostras analizaronse mediante a técnica
protedmica SWATH-MS, e as proteinas identificaronse empregando a base de datos UniProt
especifica para humanos. Primeiro, avaliouse a estrutura do proteoma periodontal mediante analise
de comporientes principais (ACP) nos tres grupos clinicos; e logo, comparouse a expresion das
proteinas cuantificadas. As proteinas cun valor p <0,05 e un tamafio do efecto absoluto >0,2

consideraronse diferencialmente expresadas.

Resultados: Cuantificaronse 250 proteinas no FCX. A estrutura do proteoma non foi diferente
entre non fumadores, fumadores e exfumadores. Considerando a expresion proteica, 23 moléculas
expresaronse de forma diferencial en non fumadores fronte fumadores, das cales sete estiveron
sobreexpresadas (tamafio do efecto: 0,85) e 16 subexpresadas (-0,24 — -1,24). En non fumadores
fronte exfumadores, 17 proteinas atoparonse diferencialmente expresadas, 15 sobreexpresadas
(0,54 — 1,26) e duas subexpresadas (-0,90 — -0,92). Por ultimo, oito proteinas detectaronse con
expresion diferencial en exfumadores fronte a fumadores, unha regulada & alza (1,07) e sete
reguladas & baixa (-0,53 — -0,95).

Conclusions: Ainda que a estrutura do proteoma non é significativamente diferente entre os
tres grupos clinicos, en pacientes periodontais fumadores, hai diversas proteinas diferencialmente
expresadas con respecto aos suxeitos que nunca fumaron, potenciandose varias queratinas
vinculadas a inmunidade innata e proteinas asociadas a progresion da periodontite. Ademais, 0
tabaco induce unha menor expresion de inmunoglobulinas, persistindo este efecto sobre a

inmunidade humoral incluso anos despois de ter deixado de fumar.

Palabras chave: fluido crevicular xinxival, periodontite, espectrometria de masas, SWATH-

MS, protedmica, tabaquismo.



Resumen

Objetivo: Analizar la estructura del proteoma periodontal y la expresion diferencial de las
proteinas detectadas en fluido crevicular gingival (FCG) de pacientes periodontales no fumadores,
fumadores y exfumadores, mediante “sequential window acquisition of all theoretical mass
spectra” (SWATH-MS), para investigar el impacto del habito tabaquico en el proteoma

periodontal.

Material y métodos: Se recogieron muestras de FCG de 40 sujetos con periodontitis en
estadio I111-1V segun la clasificacion de 2018, divididos en tres grupos de acuerdo con el habito
tabaquico: 13 no fumadores, 17 fumadores y 10 exfumadores. Las muestras se analizaron mediante
la técnica protedmica SWATH-MS, y las proteinas se identificaron empleando la base de datos
UniProt especifica para humanos. Primero, se evalud la estructura del proteoma periodontal de las
muestras de FCG mediante analisis de componentes principales (ACP) en los tres grupos clinicos;
y luego, se compard la expresion de las proteinas cuantificadas. Las proteinas con un valor p <0,05
y un tamafo del efecto absoluto >0,2 se consideraron diferencialmente expresadas.

Resultados: Se cuantificaron 250 proteinas en el FCG. La estructura del proteoma no fue
significativamente diferente entre no fumadores, fumadores y exfumadores. Considerando la
expresion proteica, 23 moléculas se expresaron de forma diferencial en no fumadores frente a
fumadores, de las cuales siete estuvieron sobreexpresadas (tamafio do efecto: 0,85) e 16
subexpresadas (-0,24 — -1,24). En no fumadores frente a exfumadores, 17 proteinas se encontraron
diferencialmente expresadas, 15 sobreexpresadas (0,54 — 1,26) y dos subexpresadas
(-0,90 —-0,92). Por altimo, ocho proteinas se detectaron con expresion diferencial en exfumadores

frente a fumadores, una regulada al alza (1,07) y siete reguladas a la baja (-0,53 — -0,95).

Conclusiones: Aunque la estructura del proteoma no es significativamente diferente entre los
tres grupos clinicos, en pacientes periodontales fumadores, hay diversas proteinas
diferencialmente expresadas con respecto a los sujetos que nunca han fumado, potenciandose
varias queratinas vinculadas a la inmunidad innata y proteinas asociadas a la progresion de la
periodontitis. Ademas, el tabaco induce una menor expresion de inmunoglobulinas, persistiendo

este efecto sobre la inmunidad humoral incluso afios después de haber dejado de fumar.

Palabras clave: biomarcadores moleculares, fluido crevicular gingival, periodontitis,

espectrometria de masas, SWATH-MS, protedmica, tabaquismo.



Abstract

Aim: To analyse the structure of the periodontal proteome and the differential expression of
proteins detected in gingival crevicular fluid (GCF) from non-smoking, smoking and former
smoking periodontal patients, by “sequential window acquisition of all theoretical mass spectra”

(SWATH-MS), to investigate the impact of smoking on the periodontal proteome.

Material and methods: GCF samples were collected from 40 subjects with stage I11-1V
periodontitis according to the 2018 classification, divided into three groups according to smoking
status: 13 non-smokers, 17 smokers and 10 former smokers. The samples were analysed using the
proteomic techniqgue SWATH-MS, and proteins were identified employing UniProt human-
specific database. First, the periodontal proteome structure of the GCF samples was assessed using
principal component analysis (PCA) in the three clinical groups, and then expression of the
quantified proteins was compared. Those proteins with a p-value <0.05 and an absolute effect size
>0.2 were considered differentially expressed.

Results: A total of 250 proteins in GCF were quantified. The proteome structure was not
significantly different between non-smokers, smokers and former smokers. Considering protein
expression, 23 molecules were differentially expressed in non-smokers vs smokers, of which seven
were upregulated (effect size: 0.85) and 16 were downregulated (-0.24 — -1.24). In non-smokers
vs former smokers, 17 proteins were found differentially expressed, 15 upregulated (0.54 — 1.26)
and two downregulated (-0.90 — -0.92). Finally, eight proteins were detected differentially
expressed in former smokers vs smokers, one upregulated (1.07) and seven downregulated
(-0.53 — -0.95).

Conclusions: Although the proteome structure is not significantly different between the three
clinical groups, in periodontal smokers, several proteins are differentially expressed compared to
never smokers, enhancing several keratins linked to innate immunity and proteins associated with
the progression of periodontitis. In addition, smoking induces a lower expression of
immunoglobulins, and this effect on humoral immunity persists even years after smoking

cessation.

Keywords: molecular biomarkers, gingival crevicular fluid, periodontitis, mass spectrometry,
SWATH-MS, proteomics, smoking.



1. Introduccion

Actualmente, las enfermedades periodontales son una de las condiciones orales mas
prevalentes a nivel mundial suponiendo un preocupante problema de salud publica (1). En 2017,
se estimd que la periodontitis severa afecta a cerca de 800 millones de personas en el mundo, con
una prevalencia estandarizada por edad de aproximadamente el 10% (2). Asimismo, entre 1990 y
2019, esta tasa aumentd alrededor de un 8%, debido principalmente al crecimiento de la poblacion

mundial por lo que se espera que siga aumentando en las préximas décadas (3).

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica que afecta al tejido blando que rodea
los dientes (encia), al hueso y al ligamento periodontal que ancla el diente al hueso alveolar (4).
La etiologia de esta enfermedad es multifactorial, siendo los mas relevantes el biofilm microbiano
y el sistema inmune del huésped. La disbiosis del microbioma oral provoca una sobreactivacion
del sistema inmunoldgico, que activa a su vez la funcién osteoclastica, provocando la reabsorcion

del hueso alveolar y, en Gltima instancia, pudiendo conducir a la pérdida dental (5-7).

Las enfermedades periodontales no sélo deterioran la salud bucodental, sino que también
afectan profundamente aspectos fisicos, sociales y psicoldgicos de la calidad de vida del paciente
(8). Ademas, actualmente hasta 57 enfermedades sistémicas han demostrado estar relacionadas
con la periodontitis de forma bidireccional (9), incluyendo las enfermedades cardiovasculares (10),
la diabetes mellitus (11), la enfermedad de Alzheimer (12) y resultados adversos durante el

embarazo (13).

Aungue la inflamacién gingival causada por la acumulacion de placa es un factor patogénico
necesario para la periodontitis (6) , s6lo deriva en periodontitis en aquellas personas susceptibles
de padecer la enfermedad (4). Existen varios factores de riesgo asociados al desarrollo de la
periodontitis, los cuales pueden ser no modificables (por ejemplo, la edad, el sexo, la genética y el
origen étnico), pero la mayoria de ellos son modificables, ya que estan relacionados con
enfermedades sistémicas o habitos (por ejemplo, la higiene oral o el tabaquismo) (14). El
tabaquismo es considerado un verdadero factor de riesgo para el desarrollo de la periodontitis,
puesto que incrementa la probabilidad de que ocurra en un 85% (15); mientras que su abandono

reduce el riesgo de periodontitis a un nivel comparable al de quienes nunca fumaron (16).



Ademas, durante los ultimos afios, se ha demostrado que varias proteinas detectadas en el
fluido crevicular gingival (FCG) desempefian un papel esencial en el inicio, progresion y severidad
de la periodontitis (17), aunque se ha evidenciado que algunas de ellas se ven afectadas por el
habito tabaquico (18-20). Esto podria estar relacionado con que el tabaco influye en la patogénesis
de la periodontitis a través de vias sistémicas y locales, afectando tanto a la microbiota oral como
a la respuesta inmunitaria del huésped (21). Sin embargo, resulta necesario seguir investigando

para aclarar su influencia en el proteoma periodontal (21).

En este sentido, las técnicas protedmicas de alto rendimiento y, en particular, la cromatografia
liquida-espectrometria de masas en tandem (“liquid-chromatography tandem mass spectrometry”,
LC-MS/MS), han surgido como métodos que permiten estudiar el proteoma periodontal de forma
mas exhaustiva y, por tanto, contribuyen a una comprensién mas amplia y profunda de los perfiles
proteicos asociados a la periodontitis (17, 22). Teniendo en cuenta los distintos métodos de LC-
MS/MS, actualmente las técnicas sin etiquetado (“label-free”) son las mas empleadas, ya que son
mas asequibles, se asocian a una preparacion de muestras mas sencilla y pueden admitir mayores
tamafos muestrales que las técnicas de etiquetado (23). Por otra parte, considerando las estrategias
de adquisicion de datos, ‘“selected-reaction monitoring” (SRM) sigue siendo el método de
cuantificacion de referencia (24). Sin embargo, debido a su baja cobertura del proteoma de la
muestra (23), la adquisicion independiente de datos (AID) no dirigida ha surgido como alternativa,

ya que tedricamente permite cuantificar todas las moléculas presentes en la muestra (24).

En consonancia con estas técnicas, se ha desarrollado el método ‘“sequential window
acquisition of all theoretical mass spectra” (SWATH-MS). SWATH-MS combina la identificacion
de péptidos mediante un modo de adquisicion dependiente de datos (ADD) con un enfoque AID
para extraer informacion cuantitativa de las proteinas previamente identificadas (25). Estas
caracteristicas la convierten en una estrategia eficaz para cuantificar un gran nimero de proteinas
con una consistencia y precision similares a la SRM dirigida (23). En consecuencia, a pesar de su
reciente desarrollo, SWATH-MS ha atraido rapidamente el interés de la comunidad cientifica (23),

demostrando resultados prometedores en diversas areas clinicas (26, 27).

Estos diferentes enfoques protedmicos condujeron al descubrimiento de mdltiples proteinas
del FCG, con perfiles de expresion significativamente distintos en funcién del estado periodontal
(28-30). Sin embargo, la influencia del habito tabaquico en este perfil protedomico ha sido

escasamente evaluado. Stein et al. observaron diferencias en el proteoma del FCG de pacientes



con periodontitis entre fumadores y no fumadores (31), mientras que Grant et al. demostraron que
la expresion de ciertos péptidos antimicrobianos en saliva varia entre sujetos sanos y con
periodontitis de acuerdo con el héabito tabaquico (32). Ademas, hasta el momento, no se ha
evaluado la influencia del cese del habito tabaquico en el proteoma periodontal. Asimismo, la

técnica SWATH-MS aln no ha sido aplicada para analizar el proteoma periodontal (33).

Por consiguiente, el objetivo de este estudio transversal fue analizar la estructura del proteoma
periodontal y la expresion diferencial de las proteinas detectadas en FCG mediante SWATH-MS
de sujetos con periodontitis diferenciando por habito tabaquico en tres grupos: no fumadores,

exfumadores y fumadores.

2. Material y métodos

2.1 Sujetos de estudio y variables clinicas de interés

Se recluté una muestra por conveniencia de 40 individuos con periodontitis, a partir de 150
pacientes consecutivos de la poblacidn general que fueron remitidos a la Facultad de Medicina y
Odontologia (Universidade de Santiago de Compostela, Espafia) entre 2022 y 2023 para una

evaluacion de su estado de salud oral.

La muestra de estudio estuvo constituida por sujetos sistémicamente sanos que cumplian los
siguientes criterios de inclusion: 1) edad entre 20-75 afios, 2) presencia de al menos 10 dientes
naturales, 3) no haber recibido tratamiento periodontal previo, 4) no presentar enfermedades
sistémicas; 4) no embarazo o lactancia, 5) no haber ingerido antibiéticos en los 6 meses previos o
antiinflamatorios en los 4 meses previos, 6) no usar antisépticos de forma rutinaria, 7) no presentar
caries activas, periodontitis apical, infeccion dentaria ni infecciones asociadas a mucosas, 8) no
antecedentes de abuso de alcohol o drogas, 9) ausencia de aparatos de ortodoncia, 10) no haber
fumado nunca (no fumador), haber fumado durante al menos un afio (fumador), o haber dejado de

fumar hace al menos un afio independientemente del tiempo que habia fumado (exfumador).

Dos odontologos experimentados y previamente calibrados efectuaron el diagnostico
periodontal, analizando los parametros clinicos (variables clinicas de interés): profundidad de
sondaje (PS), pérdida de insercion clinica (PIC), grado de sangrado al sondaje (SS) y niveles de
placa bacteriana (NPB). El registro del SS y de NPB se realizé en toda la boca con una escala

binaria (presencia/ausencia) en seis puntos por diente. La PS y la PIC se registraron con una sonda



PCP-UNC 15, también en seis puntos por diente. Se realizé un estudio radiografico basado en una
ortopantomografia y una serie periapical de todos los dientes. El diagndéstico de la condicion oral
se baso en la informacion clinica y radiografica obtenida. A los pacientes seleccionados se les
diagnosticd periodontitis en estadios Il a IV habiéndose aplicado los nuevos criterios de
clasificacion publicados en 2018 (34,35). Las caracteristicas del habito tabaquico se recogieron
mediante la aplicacién de un cuestionario con informacion recogida sobre su grado (no fumador,
fumador actual o exfumador), tiempo que lleva fumando (fumador) o que ha fumado y tiempo sin
fumar (exfumador) y nimero de cigarrillos consumidos al dia. De acuerdo con esta variable, la
muestra de estudio se dividio en tres grupos: pacientes con periodontitis no fumadores, fumadores
y exfumadores (10 no fumadores, 12 fumadores y 8 exfumadores en estadio I11; 3 no fumadores,

5 fumadores y 2 exfumadores en estadio V).

El estudio se realizé de acuerdo con los principios de la Declaracién de Helsinki (revisada en
2000) sobre estudios que implican experimentacion con seres humanos (36). El protocolo del
estudio fue sometido a la aprobacion del Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia
(CAEIG) (numero de registro 2021/417) (Apéndice S1). Los pacientes fueron informados
verbalmente y mediante una hoja explicativa sobre el propésito del proyecto y firmaron un

consentimiento informado para poder formar parte del mismo.

2.2 Recogida de las muestras de fluido crevicular gingival y su preparacion para el
analisis de espectrometria de masas
Se recogieron muestras de FCG de cada paciente en los primeros 7-14 dias después de la
exploracién intraoral. Las muestras de FCG de los pacientes se recogieron y agruparon a partir de
5 sitios proximales no adyacentes seleccionandose los sitios con mayor PS. Se introdujeron dos
puntas de papel en la bolsa periodontal durante 30 segundos. En caso de contaminacion visible
con sangre, se desecharon y se tomaron nuevas muestras. Las puntas recogidas se introdujeron en
tubos etiquetados con 300 ml de solucién salina tamponada con fosfato 0,01M y un pH de 7,2.

Inmediatamente después, las muestras se almacenaron a -80 °C hasta el analisis.

Las concentraciones de proteinas totales de las muestras de FCG se cuantificaron con el
RCDC Protein Assay Kit (BIORAD, Hercules, California, USA). Utilizando metanol/cloroformo
(MeOH/CHCIs), se eliminaron posibles contaminantes como acido desoxirribonucleico (ADN),

acido ribonucleico (ARN) o lipidos presentes en las muestras de FCG.



Las proteinas del FCG purificadas se concentraron en una banda para poder realizar la
digestion "en gel" utilizando electroforesis en gel de dodecil sulfato sddico-poliacrilamida (sodium
dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) al 10%. La electroforesis se

detuvo cuando el frente penetré 3 mm en el gel (37, 38) y se procedio a la digestion triptica manual.

A continuacion, las piezas de gel se lavaron con bicarbonato de amonio en MeOH al 50%
(HPLC grade, Scharlau, Barcelona, Espafia), se deshidrataron mediante acetonitrilo (HPLC grade,
Scharlau) y se secaron. Se afiadio tripsina porcina modificada (Promega, Madison, Wisconsin,
USA) a los trozos de gel secos, incubandolos a 37 °C durante 16 horas. Los péptidos se extrajeron

tres veces, los cuales se agruparon, se concentraron y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

2.3 Andlisis cuantitativo de proteinas por SWATH-MS

2.3.1 Construccion de las bibliotecas espectrales MS/MS

Para obtener una buena representacion de los péptidos y proteinas presentes en todas las
muestras de los tres grupos de estudio (no fumadores, fumadores y exfumadores), se prepararon
viales con “pooles” de cada grupo de muestras utilizando cantidades iguales de cada una de las
muestras originales. Los “pooles” (4 ul) se analizaron, mediante un enfoque ADD utilizando
micro-LC-MS/MS para obtener la libreria necesaria para el analisis SWATH-MS. Posteriormente,
los péptidos se inyectaron directamente en un espectrometro de masas hibrido cuadrupolo-tiempo
de vuelo (time-of-flight, TOF) TripleTOF® 6600 (SCIEX) operado con un sistema ADD.

Las identificaciones de péptidos y proteinas se realizaron utilizando el software ProteinPilot™
5.0.1. (SCIEX) con una busqueda de datos utilizando la base UniProt especifica para humanos
(39) y considerando como validas solo los péptidos y las proteinas identificadas con un error
inferior al 1% (false discovery rate, FDR) (40). Los espectros MS/MS de los péeptidos identificados
se utilizaron para generar la biblioteca espectral que permitié posteriormente la extraccion de picos
SWATH utilizando la MicroApp MS/MSA 2.0 para el software PeakView® 2.2 (SCIEX). Sélo
los péptidos con una puntuacién de confianza superior al 99% (obtenida en la busqueda contra la

base de datos de UniProt) se incluyeron en la biblioteca espectral.

2.3.2 Cuantificacion relativa

La adquisicion de MS se realiz6 en un sistema TripleTOF® 6600 LC-MS/MS (SCIEX). Las
muestras de FCG fueron analizadas haciendo 3 réplicas para cada muestra utilizando los equipos

y gradientes descritos previamente en la construccion de la biblioteca espectral, pero en lugar de
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un método ADD se utilizé el método de adquisicion SWATH-MS. El método consiste en repetir
un ciclo de adquisicion que realiza 100 escaneos TOF MS/MS que cubren todo el rango de masas

entre 400 y 1250 m/z (mass-to-charge ratio) con un escaneo TOF MS previo para cada ciclo.

La extraccion de datos especificos a partir de los fragmentos obtenidos con el método SWATH
se realizo con el software PeakView® 2.2 (SCIEX) utilizando la MicroApp de anélisis SWATH
2.0y la biblioteca espectral creada previamente. Se seleccionaron hasta diez péptidos por proteina
y siete fragmentos por péptido en base a la intensidad de la sefial. Se efectud la cuantificacion
SWATH para todas las proteinas de la biblioteca identificadas por ProteinPilot™ con un FDR
<1%. Las areas de cada proteina en cada muestra se obtuvieron sumando las areas de los picos de

los diez péptidos y de los siete iones fragmento correspondientes.

Las areas de pico integradas (archivos mrkvw procesados de PeakView®) se exportaron
directamente al software MarkerView™ (SCIEX) para el andlisis cuantitativo relativo. La
exportacion generd tres archivos con la informacion cuantitativa sobre los iones individuales, la
intensidad sumada de los diferentes iones para un péptido en particular y la intensidad sumada de
los diferentes péptidos para una proteina en particular. El software MarkerView™ utiliza
algoritmos de procesamiento que encuentran con precision los picos cromatograficos y espectrales
directamente a partir de los datos SWATH en bruto, asegurando que los compuestos idénticos en
diferentes muestras se comparen con precision entre si. Para controlar la posible pérdida desigual
de muestras durante el proceso de preparacion de las mismas, se realizé la normalizacion MLR
(Most Likely Ratio) (41). La normalizacion MLR escala los datos de manera que la relacion de
intensidad mas comun entre dos muestras cualquiera sea igual a 1,0 y asume que el nimero de

proteinas que no cambian es mayor que el nimero que cambia de una manera particular (41).

2.4 Andlisis estadistico

2.4.1 Comparacion de las caracteristicas clinicas entre pacientes con periodontitis

no fumadores, fumadores y exfumadores

Utilizamos el test Shapiro-Wilks para verificar la distribucion de las variables,
seleccionandose el test T de Student para las variables de distribucion normal y el test U de Mann-
Whitney para las de distribucion no normal. Los test se emplearon para comparar las variables
clinicas cuantitativas entre no fumadores, fumadores y exfumadores. Ademas, utilizamos el test
de Fisher para evaluar la asociacion de variables cualitativas entre las tres condiciones clinicas. Se

establecio un nivel de significacion de p <0,05.
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2.4.2 Evaluacion de la estructura del proteoma periodontal

Se utilizo el software R (version 4.2.2) (42) para realizar el andlisis estadistico de datos de las

muestras de FCG de los tres grupos de estudio (no fumadores, fumadores y exfumadores).

Empleamos el analisis de componentes principales (ACP) para visualizar la agrupacion de las
muestras de FCG en cada grupo de estudio. Utilizamos el software FactoMineR (version 2.8) (43)
para realizar el ACP y, a continuacion, se evalu6 el grado de variabilidad dentro de cada
componente con el paquete factoextra (version 1.0.7) (44). Utilizamos el programa informatico
vegan (version 2.6.4) (45) para realizar dos evaluaciones: 1) un andlisis de las similitudes
(ANOSIM) entre los grupos y 2) un analisis de la varianza, utilizando para ello una matriz de
similitud mediante la funcion adonis2 del analisis multivariado permutado de la varianza
(PERMANOVA) (46). Se establecio un nivel de significacion de p <0,05.

2.4.3 Evaluacion de la expresion diferencial de proteinas

Con respecto a todas las proteinas cuantificadas en el FCG, evaluamos la expresion diferencial
media entre no fumadores, fumadores y exfumadores. Para ello empleamos el test no paramétrico
U de Mann-Whitney. La expresion diferencial se considerd estadisticamente significativa para un
valor p <0,05 (valor p -log1l0= 1,3). Posteriormente, calculamos el tamafio del efecto de cada
proteina en todas las fases utilizando el paquete effsize (version 0.8.1) (47). Para ello utilizamos
la d de Cohen, que se basa en la diferencia de medias estandarizada (48). Se considera un tamafio
del efecto pequefio con un valor absoluto de 0,2-0,5, mediano entre 0,5-0,8 y grande >0,8. Se
crearon diagramas de volcan a partir de los valores p y la expresion diferencial del tamarfio del
efecto. Las proteinas con un valor p <0,05 y un tamafio del efecto >0,2 (reguladas al alza) o <-0,2

(reguladas a la baja) se consideraron expresadas diferencialmente.
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3. Resultados

3.1 Comparacion de las caracteristicas clinicas de pacientes periodontales no fumadores,

fumadores y exfumadores

Un total de 40 pacientes con periodontitis (20 hombres y 20 mujeres) fueron seleccionados en
el presente estudio, divididos en tres grupos de acuerdo con el habito tabaquico: 13 no fumadores,

17 fumadores y 10 exfumadores.

Si analizamos las caracteristicas de los pacientes (sexo, edad y nimero de dientes en boca),
comprobamos que no se muestran diferencias significativas entre los grupos clinicos. Ademas,
entre los fumadores y exfumadores no hubo diferencias significativas entre el nimero de
cigarrillos/dia ni el tiempo fumando. Por su parte, si analizamos los pardmetros clinicos
considerados (NPB, SS, PS y PIC) en toda la boca y en los sitios donde se tomé la muestra,

tampoco existen diferencias significativas (Tablas 1A, 1B y 1C).

Tabla 1A. Edad, género, habito tabaquico y caracteristicas clinicas de los pacientes periodontales de los que se

recogieron muestras de FCG, comparando no fumadores con fumadores.

Grupos de estudio

Caracteristicas de los pacientes

No fumadores (n=13) Fumadores (n=17) Valor p
Edad (aiios) 55,53 (11,41) 51,35 (9,60) NS (p=0,30)
Género
Masculino (n°) 7 8 _
Femenino (n°) 6 9 NS (p=1)
Habito tabaquico
Cigarrillos/dia (n°) NA 15,03 (10,37) NA
Aiios fumando (n°) NA 29,71 (12,48) NA
N° de dientes 22,38 (4,82) 20 (5,67) NS (p=0,23)*
Parametros clinicos
Boca completa
NPB (%) 44,38 (27,16) 50,82 (30,38) NS (p=0,55)
SS (%) 56,00 (20,50) 50,18 (22,40) NS (p=0,47)
PS (mm) 3,60 (0,66) 3,61 (0,62) NS (0=0,96)
PIC (mm) 8,15 (1,77) 8,35 (1,94) NS (p=0,76)
Zonas subgingivales (muestras)
SS (%) 94,23 (10,96) 85,29 (18,58) NS (p=0,16)*
PS (mm) 6,14 (0,90) 5,92 (0,58) NS (p=0,70)
PIC (mm) 6,91 (1,19) 7,08 (1,27) NS (p=0,97)*

Abreviaturas: FCG: fluido crevicular gingival; mm: milimetros; NA: no aplica; NPB: nivel de placa bacteriana; NS:
no significativo; n°; nimero; PIC: pérdida de insercion clinica; PS: profundidad de sondaje; SS: sangrado al sondaje.
*: Test U de Mann-Whitney (variable de distribucion no normal). El nivel de significancia se establecio en p <0,05.

Los valores representan valores medios (desviacion estandar) y nimero de sujetos.
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Tabla 1B. Edad, género, habito tabaquico y caracteristicas clinicas de los pacientes periodontales de los que se

recogieron muestras de FCG, comparando no fumadores con exfumadores.

Caracteristicas de los

Grupos de estudio

[LACTELTE No fumadores (n=13) Exfumadores (n=10) Valor p
Edad (aiios) 55,53 (11,41) 56,10 (9,56) NS (p=0,90)
Género
Masculino (n°) 7 5 B
Femenino (n°) 6 5 NS (p=1)
N° de dientes 22,38 (4,82) 22,3 (3,53) NS (p=0,64)*
Aifios sin fumar NA 7,50 (6,10) NA

Boca completa

Parametros clinicos

NPB (%) 44,38 (27,16) 59,90 (22,32) NS (p=0,15)

SS (%) 56,00 (20,50) 45,50 (10,55) NS (p=0,13)
PS (mm) 3,60 (0,66) 3,59 (0,45) NS (p=0,97)
PIC (mm) 8,15 (1,77) 8,08 (1,38) NS (p=0,92)

Zonas subgingivales (muestras)

SS (%) 94,23 (10,96) 81,50 (17,00) NS (p=0,06)*
PS (mm) 6,14 (0,90) 6,29 (0,83) NS (p=0,70)
PIC (mm) 6,91 (1,19) 7,33 (1,39) NS (p=0,45)

Abreviaturas: FCG: fluido crevicular gingival; mm: milimetros; NA: no aplica; NPB: nivel de placa bacteriana; NS:
no significativo; n°: nimero; PIC: pérdida de insercion clinica; PS: profundidad de sondaje; SS: sangrado al sondaje.
*: Test U de Mann-Whitney (variable de distribucién no normal). El nivel de significancia se establecié en p <0,05.
Los valores representan valores medios (desviacion estandar) y nimero de sujetos.

Tabla 1C. Edad, género, habito tabaquico y caracteristicas clinicas de los pacientes periodontales de los que se

recogieron muestras de FCG, comparando exfumadores con fumadores.

Caracteristicas de los

Grupos de estudio

[T Exfumadores (n=10) Fumadores (n=17) Valor p
Edad (aiios) 56,10 (9,56) 51,35 (9,60) NS (p=0,23)
Género
Masculino (n°) 5 8 _
Femenino (n°) 5 9 NS (p=1)
Habito tabaquico
Cigarrillos/dia (n°) 20,00 (10,34) 15,03 (10,37) NS (p=0,24)
Aios fumando (n°) 27,50 (7,65) 29,71 (12,48) NS (p=0,57)
Aiios sin fumar (n°) 7,50 (6,10) NA NA
N° de dientes 22,30 (3,53) 20,00 (5,67) NS (p=0,21)
Parametros clinicos
Boca completa
NPB (%) 59,90 (22,32) 50,82 (30,38) NS (p=0,38)
SS (%) 45,50 (10,55) 50,18 (22,40) NS (p=0,47)
PS (mm) 3,59 (0,45) 3,61 (0,62) NS (p=0,92)
PIC (mm) 8,08 (1,38) 8,35 (1,94) NS (p=0,67)
Sitios de las muestras
SS (%) 81,50 (17,00) 85,29 (18,58) NS (p=0,60)*
PS (mm) 6,29 (0,83) 5,92 (0,58) NS (p=0,24)
PIC (mm) 7,33 (1,39) 7,08 (1,27) NS (p=0,69)*

Abreviaturas: FCG: fluido crevicular gingival; mm: milimetros; NA: no aplica; NPB: nivel de placa bacteriana; NS:
no significativo; n° nimero; PIC: pérdida de insercion clinica; PS: profundidad de sondaje; SS: sangrado al sondaje.
*: Test U de Mann-Whitney (variable de distribucién no normal). El nivel de significancia se estableci6 en p <0,05.
Los valores representan valores medios (desviacion estandar) y nimero de sujetos.
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3.2 Estructura del proteoma periodontal en FCG

El analisis SWATH-MS nos permitié cuantificar un total de 250 proteinas en las muestras de
FCG para los tres grupos clinicos. En primer lugar, evaluamos la estructura del proteoma en FCG
usando un ACP. Las dos primeras dimensiones corresponden al 44,4% del total de la varianza
(Figura 1).

Diagramade barras de las 12 dimensiones principales

25,5%

Porcentaje de contribucién a la varianza

Dimensiones

Figura 1. Valor propio del porcentaje de variabilidad dentro de cada dimension en las muestras del FCG.
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El grafico ACP mostrd una agrupacion de las muestras del FCG de acuerdo con el habito
tabaquico. Se puede observar un gran grado de solapamiento entre las muestras de fumadores y
exfumadores, siendo ligeramente diferente en no fumadores (Figuras 2A y 2B). Sin embargo, los
test ANOSIM y adonis2 demostraron que las diferencias no fueron significativas en la estructura
del proteoma periodontal en FCG entre los tres grupos clinicos (Tabla 2).
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Figura 2A. ACP de las muestras de FCG segun el grupo clinico: no fumador (verde), fumador (rojo) y

exfumador (azul). Se muestran los centroides de cada grupo clinico y sus correspondientes rangos de valores.
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Figura 2B. ACP de las muestras de FCG segun el grupo clinico: no fumador (verde), fumador (rojo) y

Fumador

exfumador (azul). Se muestran los centroides de cada grupo clinico y sus correspondientes intervalos de
confianza del 95%.

Tabla 2. Valores de los tests ANOSIM y adonis2 de las proteinas del FCG en los diferentes grupos clinicos.

Condicion objetivo

Condicion control

Valor p en ANOSIM

Valor p en adonis2

No fumador Fumador 0,801 0,369
No fumador Exfumador 0,133 0,082
Exfumador Fumador 0,427 0,371

Abreviaturas: ANOSIM:
El nivel de significacién

analisis de similitudes.
se estableci6 en p <0,05
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3.3 Expresion diferencial de las proteinas cuantificadas en FCG

Considerando la expresion de las 250 proteinas del FCG cuantificadas, se observo que 23
(9,2%) se expresaban de forma diferencial (valor p <0,05; tamafio del efecto absoluto >0,2) en las
muestras de no fumadores en comparacion con los fumadores. De ellas, 16 (69,6%) estaban
reguladas a la baja y siete (30,4%) al alza. Comparando a los no fumadores con los exfumadores,
17 proteinas (6,8%) se expresaron de forma diferencial, de las cuales 15 fueron reguladas al alza
(88,2%) y dos a la baja (11,8%). En las muestras de exfumadores en comparacion con fumadores,
ocho proteinas (3,2%) se expresaron de forma diferencial, con siete (87,5%) reguladas al alza y
una a la baja (12,5%) (Figura 3).

25

20
2 (11,8%)

16 (69,6%)

15

10

15 (88,2%)

7 (87,5%)

S 7 (30,4%)

N° de proteinas diferencialmente expresadas

NF vs F NF vs EF EF vs F

m Sobreexpresadas  ® Subexpresadas

Figura 3. Nimero de proteinas (porcentajes) del FCG sobreexpresadas y subexpresadas en cada grupo clinico.

Abreviaturas: EF: exfumador; F: fumador; n°: nimero; NF: no fumador; vs: versus.
Se consideraron proteinas diferencialmente expresadas para un valor p <0,05 y tamafio del efecto >0,2
(sobreexpresada) o <-0,2 (subexpresada).
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3.3.1 Grupo de no fumadores comparado con grupo de fumadores

Si nos centramos en las siete proteinas reguladas al alza en los pacientes no fumadores en
comparacion con los fumadores, dos mostraron un tamarfio del efecto grande (0,85 en ambas) y
cinco un tamario del efecto mediano (0,64 — 0,79) (Tabla 3 y Figura 4). Dichas proteinas reguladas
al alza con un tamafio del efecto grande fueron la elastasa neutrofilica (0,85) y olfactomedina-4
(0,85).

Tabla 3. Proteinas del FCG sobreexpresadas en no fumadores en comparacion con fumadores (N=7).

Acc_eso a Nombre de la proteina ol Wl Tamafio del efecto (DE)

UniProt change p

P08246 Elastasa neutrofilica 1,56 0,0364 0,85 (26603,92)

Q6UX06 Olfactomedina-4 1,40 0,0400 0,85 (389,87)

AOA0C4DH68 Ig kappa variable 2-24 2,13 | 0,0238 0,79 (3999,74)

P02671 Cadena alfa del fibrindgeno 1,64 0,0445 0,77 (14753,78) g
P35754 Glutarredoxina-1 1,41 0,0492 0,74 (391,95) /ggi
P01859 Ig gamma 2 constante pesada 1,66 0,0492 0,68 (76718,88) f‘:
P01876 Ig alfa 1constante pesada 1,54 0,0295 0,64 (57833,75)

Abreviaturas: DE: desviacidn estandar; Ig: inmunoglobulina; Mag.: magnitud del tamafio del efecto.
Se consideraron proteinas diferencialmente expresadas para un valor p <0,05 y tamafio del efecto >0,2.
Magnitud del tamafio del efecto: mediano (morado): 0.5 — 0.8; grande (rojo): >0.8.

Por su parte, si analizamos las 16 proteinas reguladas a la baja, cinco obtuvieron un tamafio
del efecto grande (-0,83 — -1,24) y 11 un tamafo del efecto pequefio-mediano (-0,24 — -0,79)
(Tabla 4 y Figura 5). Dichas proteinas subexpresadas con un tamafio del efecto grande
corresponden de menor a mayor con: proteina 5 de unidn a acidos grasos (-1,24), cornulina (-0,98),
proteina-glutamina gamma-glutamiltransferasa E (-0,95), factor de elongacién 1-gamma (-0,85) y
chaperona del reticulo endoplasmico proteina de union a inmunoglobulina (binding
immunoglobulin protein, BiP) (-0,83) (Tabla 4).

19



Tabla 4. Proteinas del FCG subexpresadas en no fumadores en comparacion con fumadores (N=16).

ﬁ%ﬁ?fo? Nombre de la proteina ciglr?g-e VaF:or :?er:tiﬁ(och Mag.
Q01469 Proteina 5 de union a acidos grasos 0,48 | 0,0107 | -1,24(19946,93)
QI9UBG3 Cornulina 0,38 | 0,0023 | -0,98 (2250,69)
Q08188 Proteina-glutamina gamma-glutamiltransferasa E 0,51 | 0,0402 | -0,95(7649,03)
P26641 Factor de elongacién 1-gamma 0,69 | 0,0238 | -0,85(1208,39)
P11021 Chaperona del reticulo endoplasmico BiP 0,73 | 0,0265 | -0,83(1360,66)
P19013 Queratina, tipo 1l citoesquelética 4 0,16 | 0,0120 | -0,79(88171,39)
P04080 Cistatina-B 0,56 | 0,0190 | -0,79 (13577,58)
P02545 Prelamina-A/C 0,62 | 0,0328 -0,77 (846,69)
P07900 Proteina de choque térmico HSP 90-alfa 0,63 | 0,0491 | -0,76 (1364,90) _'-29
P13646 Queratina, tipo | citoesquelética 13 0,23 | 0,0363 | -0,73 (386694,53) %’
Q06830 Peroxirredoxina-1 0,67 | 0,0445 | -0,70 (23707,55) g
P14550 Familia 1 de la aldo-ceto reductasa, miembro Al 0,66 | 0,0445 -0,68 (930,83) %
P22314 Enzima activadora Sgiqm;?ii:;celldores similares a la 069 |0,0328 10,65 (385,36) E
P29508 Serpina B3 0,69 | 0,0363 | -0,61(16388,59)
P08727 Queratina, tipo | citoesquelética 19 0,62 | 0,0492 | -0,47 (3072,08)
P17931 Galectina-3 0,81 | 0,0171 -0,24 (834,27)

Abreviaturas: BiP: proteina de union a inmunoglobulina (binding immunoglobulin protein); DE: desviacion estandar;
Mag.: magnitud del tamafio del efecto; Ig: inmunoglobulina.
Se consideraron proteinas diferencialmente expresadas para un valor p <0,05 y tamafio del efecto <-0,2.
Magnitud del tamafio del efecto: pequefio-mediano (azul): -0.5 — -0.8; grande (verde): <-0.8.
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Figura 4. Diagrama de volcan de las proteinas del FCG sobreexpresadas (N= 7; 2 de tamafio de efecto grande
y 5 mediano) y subexpresadas (N= 16; 5 de tamafio de efecto grande y 11 pequefio-mediano) en no fumadores
en comparacion con fumadores.

Se consideraron proteinas diferencialmente expresadas para un valor p <0,05 y tamafio del efecto >0,2
(sobreexpresada) o <-0,2 (subexpresada).

Magnitud del tamafio del efecto: pequefio-mediano subexpresado (azul): -0,2 — -0,8; grande subexpresado (verde): <-
0,8; pequefio-mediano sobreexpresado (morado): 0,2 — 0,8; grande sobreexpresado (rojo): >0.8.
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3.3.2 Grupo de no fumadores comparado con grupo de exfumadores

Tabla 5. Proteinas del FCG expresadas diferencialmente en no fumadores con respecto a exfumadores

(sobreexpresadas: N=15; subexpresadas: N=2).

PROTEINAS SOBREEXPRESADAS

Acceso a Nombre de la proteina Fold- Valor | Tamafo del efecto Mag.
UniProt change p (DE)
P01876 Ig alfa 1 constante pesada 2,29 0,0048 1,26 (48798,75)
P01023 Alfa-2-macroglobulina 1,72 0,0083 1,20 (78795,96)
P01624 Ig kappa variable 3-15 2,64 | 0,0377 0,89 (1902,74) o
P01714 Ig lambda variable 3-19 1,69 0,0377 0,87 (2933,40) %’
P02763 Alfa-1-glicoproteina 4cida 1 2,16 0,0377 0,84 (20842,56) ’%
P01742 Ig pesada variable 1-69 1,84 0,0120 0,83 (3688,22) =
P01011 Alfa-1-antiquimotripsina 1,58 0,0377 0,81 (53669,43)
AOAOC4DH68 Ig kappa variable 2-24 2,44 | 0,0236 0,80 (4362,18)
P69892 Subunidad gamma-2 de la Hb 3,08 0,0438 0,76 (14825,82)
P02749 Beta-2-glicoproteina 1 2,21 0,0170 0,71 (18885,15)
P02774 Proteina de union a la vitamina D 2,01 0,0377 0,64 (86354,25) g
P02768 Albdmina 2,24 0,0236 | 0,62 (28297838,10) %l
P02765 Alfa-2-HS-glicoproteina 1,58 0,0200 0,58 (12922,53) ’f
Q14624 Inhibidor mte;—:slgzzrllj)jma de cadena 1,64 0,0377 0,55 (7328,19)
P00747 Plasmin6geno 1,73 0,0438 0,54 (1496,90)
PROTEINAS SUBEXPRESADAS
ﬁ%ﬁgsfoi Nombre de la proteina cﬁg:ng;e Va;)lor Tamaﬁ(oDdEe)I ELES Mag.
P00558 Fosfoglicerato quinasa 1 0,46 0,0438 -0,92 (2083,45)
P63104 Proteina 14-3-3 zeta/delta 0,79 0,0277 -0,90 (7273,59)

Abreviaturas: DE: desviacion estandar; Hb: hemoglobina; 1g: inmunoglobulina; Mag.: magnitud del tamafio del
efecto.

Se consideraron proteinas diferencialmente expresadas para un valor p <0,05 y tamafio del efecto >0,2
(sobreexpresada) o <-0,2 (subexpresada).

Magnitud del tamafio del efecto: mediano sobreexpresado (morado): 0.5 — 0.8; grande sobreexpresado (rojo): >0.8;
grande subexpresado (verde): <-0,8.
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Figura 5. Diagrama de volcan de las proteinas del FCG sobreexpresadas (N= 15; 8 de tamafio de efecto grande

y 7 mediano) y subexpresadas (N= 2 con tamarfio de efecto grande) en no fumadores en comparacion con

exfumadores.

Se consideraron proteinas diferencialmente expresadas para un valor p <0,05 y tamafio del efecto >0,2

(sobreexpresada) o <-0,2 (subexpresada).
Magnitud del tamafio del efecto: grande subexpresado (verde): <-0,8; pequefio-mediano sobreexpresado (morado):

0,2 — 0,8; grande sobreexpresado (rojo): >0.8.

23



Si consideramos las proteinas diferencialmente expresadas en no fumadores con respecto
a exfumadores, comprobamos que 15 estuvieron reguladas al alza, donde ocho presentaron un
tamario del efecto grande (0,80 — 1,26) y siete un tamafio del efecto mediano (0,54 — 0,76) (Tabla
5 y Figura 5). Las proteinas mas diferencialmente expresadas fueron (de mayor a menor):
inmunoglobulina (lg) alfa 1 pesada constante (1,26), alfa-2-macroglobulina (1,20), Ig kappa
variable 3-15 (0,89), Ig lambda variable 3-19 (0,87), alfa-1-glicoproteina &cida 1 (0,84), Ig variable
pesada 1-69 (0,83), alfa-1-antiquimotripsina (0,81) e Ig kappa variable 2-24 (0,80). Por otra parte,
las proteinas reguladas a la baja de forma significativa fueron dos, ambas con tamafio del efecto
grande: fosfoglicerato quinasa 1 (-0,92) y proteina 14-3-3 zeta/delta (-0,90) (Tabla 5 y Figura 5).

3.3.3 Grupo de exfumadores comparado con grupo de fumadores

Tabla 6. Proteinas del FCG expresadas diferencialmente en exfumadores con respecto a fumadores
(sobreexpresadas: N=1; subexpresadas: N=7).

PROTEINAS SOBREEXPRESADAS

Acc_eso a Nombre de la proteina Fold- Valor Tamafio del Mag.
UniProt change p efecto (DE)

PO7737 Profilina-1 1,54 0,0149 1,07 (17473,45)

PROTEINAS SUBEXPRESADAS

Acceso a Nombre de la proteina Fold- Valor Tamafio del Mag.
UniProt change p efecto (DE)

P11021 Chaperona del reticulo endoplasmico BiP 0,69 0,0196 -0,95 (1409,19)

P02763 Alfa-1-glicoproteina 4cida 1 0,57 0,0420 | -0,87 (13279,60)

043707 Alfa-actinina-4 0,79 0,0420 -0,78 (3197,76)

P01011 Alfa-1-antiquimotripsina 0,68 0,0328 | -0,74 (47135,15) g
P19013 Queratina, tipo Il citoesquelética 4 0,21 0,0171 | -0,71(93538,58) ,%:
PODOX5 Cadena pesada de Ig gamma 0,59 0,0255 | -0,66 (316983,71) \'_i'/
P69892 Subunidad gamma 2 de la Hb 0,42 0,0328 | -0,53(14437,30)

Abreviaturas: BiP: proteina de union a inmunoglobulina (binding immunoglobulin protein); DE: desviacion estandar;
G: grande; Hb: hemoglobina; 1g: inmunoglobulina; Mag.: magnitud del tamafio del efecto.

Se consideraron proteinas diferencialmente expresadas para un valor p <0,05 y tamafio del efecto >0,2
(sobreexpresada) o <-0,2 (subexpresada).

Magnitud del tamafio del efecto: grande sobreexpresado (rojo): >0.8; grande subexpresado (verde): <-0,8; mediano
subexpresado (azul): -0.5 —-0.8.
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-log10(pval)

Magnitud del tamafo del efecto
@ Grande en subexpresadas
@ Pequefio-Mediano en subexpresadas

No

@ Grande en sobreexpresadas
Tamafio del efecto

Figura 6. Diagrama de volcan de las proteinas del FCG sobreexpresadas (N= 1 con tamafio de efecto grande) y
subexpresadas (N= 7; 2 de tamafio de efecto grande y 5 mediano) en exfumadores en comparacion con

fumadores.

Se consideraron proteinas diferencialmente expresadas para un valor p <0,05 y tamafio del efecto >0,2
(sobreexpresada) o <-0,2 (subexpresada).

Magnitud del tamafio del efecto: pequefio-mediano subexpresado (azul): -0,2 — -0,8; grande subexpresado (verde): <-
0,8; pequefio-mediano sobreexpresado (morado): 0,2 — 0,8; grande sobreexpresado (rojo): >0.8.
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Si nos centramos en las proteinas diferencialmente expresadas en exfumadores con respecto
a fumadores, tan solo una estuvo regulada al alza y con un tamafio del efecto grande (1,07),
correspondiendo a la profilina 1 (Tabla 6 y Figura 6). Con respecto a las siete proteinas
subexpresadas, dos presentaron un tamafio del efecto grande (-0,87 — -0,95) y cinco un tamafrio del
efecto mediano (-0,53 — -0,78) (Tabla 6 y Figura 6). Dichas dos proteinas con tamafio del efecto
grande corresponden a chaperona del reticulo endoplasmico BiP (-0,95) y alfa-1-glicoproteina
acida 1 (-0,87).

3.3.4 Comparacion de los resultados obtenidos en los tres grupos clinicos

Si comparamos los resultados observados en los tres grupos clinicos evaluados, chaperona del
reticulo endoplasmico BiP y queratina, tipo Il citoesquelética 4 demostraron estar subexpresadas
en no fumadores y exfumadores comparado con el grupo de fumadores. La primera demostrd un
tamario del efecto grande en ambas comparativas (no fumadores vs fumadores: -0,83; exfumadores

vs fumadores: -0,95), mientras que en la segunda fue mediano (-0,79 y -0,71, respectivamente).

Contrariamente, las Ig alfa 1 constante pesada y kappa variable 2-24 fueron halladas reguladas
al alza en no fumadores con respecto a los fumadores y a los exfumadores. Ig alfa 1 constante
pesada mostrd un tamafio del efecto mediano comparado con los fumadores (0,64) y grande
comparado con los exfumadores (1,26), mientras que Ig kappa variable 2-24 presenté un tamafio

del efecto muy similar en ambas comparativas (0,79 y 0,80, respectivamente).

Por otro lado, alfa-1-antiquimotripsina, alfa-1-glicoproteina acida 1 y la subunidad gamma-2
de la hemoglobina (Hb) mostraron estar sobreexpresadas en no fumadores comparado con los
exfumadores, mientras que en los exfumadores con respecto a los fumadores demostraron estar
infraexpresadas. Alfa-1-antiquimotripsina presenté un tamafio del efecto grande en la primera
comparativa, pero mediano en la segunda (no fumadores vs exfumadores: 0,81; exfumadores vs
fumadores: -0,74); en la alfa-1-glicoproteina acida 1, el tamafio del efecto fue grande en ambos
grupos clinicos (0,84 y -0,87, respectivamente), mientras que en la subunidad gamma-2 de la Hb

el tamafio del efecto fue mediano en las dos comparativas (0,76 y -0,53, respectivamente).
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4. Discusion

El analisis de muestras de FCG recogidas de pacientes con periodontitis no fumadores,
fumadores y exfumadores mediante la técnica protedmica SWATH-MS, permitio la cuantificacion
de un total de 250 proteinas. La condicion tabaquica no supuso un cambio significativo en la
estructura del proteoma periodontal. Sin embargo, diversas proteinas demostraron estar

diferencialmente expresadas de acuerdo con el habito tabaquico.

4.1 Técnica SWATH-MS para el analisis del proteoma periodontal

Durante los altimos afios, las técnicas protedmicas de alto rendimiento y, en concreto, la MS,
se ha convertido en una valiosa herramienta para el analisis del proteoma periodontal, ya que
permite identificar practicamente todas las proteinas sin limitaciones de sensibilidad o
especificidad, como también la cuantificacion de un gran nimero de proteinas al mismo tiempo
(49).

El proteoma periodontal del FCG ha sido analizado mediante técnicas de etiquetado (“label”)
(50-52) y sin etiquetado (“label-free™) (30, 53, 54). Sin embargo, a dia de hoy se opta més por los
enfoques sin etiquetado, como SWATH-MS, puesto que son menos susceptibles a errores técnicos,
mas rentables, requieren menos tiempo y son muy sensibles, lo que permite la identificacion de un

gran numero de proteinas (55).

En cuanto a las estrategias de adquisicion de datos, la técnica de cuantificacion dirigida SRM
ha sido utilizada para estudiar el proteoma periodontal (56) y para validar los resultados obtenidos
con la técnica sin etiquetado (57). Teniendo en cuenta las técnicas DIA no dirigidas, MSE ha
demostrado ser util para la identificacion de proteinas en FCG diferencialmente expresadas en
periodontitis (53). La principal ventaja de SWATH-MS sobre otros métodos DIA no dirigidos es
que combina la obtencion dirigida de datos de archivos DIA de proteinas previamente
identificadas, lo que parece ser una adaptacion de metodologias dirigidas como SRM, con un
analisis de masas de mayor resolucion para una cuantificacion mas precisa de las proteinas (58).

Esto mejora la calidad cuantitativa en comparacion con otros métodos no dirigidos (23).
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4.2 Evidencia sobre el impacto del habito tab&quico sobre el proteoma periodontal

El tabaco es considerado uno de los factores de riesgo més relevantes tanto en el desarrollo de
la periodontitis (15), como en su progresion, tal como se recoge en la Clasificacion de
enfermedades y afecciones periodontales publicada en 2018 (34). Ademas, diversos estudios han
demostrado que esta condicién influye directamente en la expresion de ciertas proteinas en los
fluidos orales (20, 59) e incluso impacta en la precision diagndstica para detectar la periodontitis
(60-62). Sin embargo, la evidencia sobre la influencia de esta variable sobre el proteoma
periodontal ha sido escasamente estudiada hasta el momento. Asi, en la literatura, hasta donde
hemos podido comprobar, solo se han publicado dos estudios que analicen el proteoma periodontal

en pacientes fumadores con periodontitis (Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas y principales hallazgos de los estudios previos que analizaron el proteoma periodontal

de fumadores y no fumadores mediante técnicas protedmicas.

Autor (afo) Stein et al. (2006) (31) Grant et al. (2019) (32)
Tipo de muestra FCG Saliva
Técnica protedmica SELDI-TOF-MS SRM-MS
N° Sujetos PC_NF:8yPC_F:8 S_NF:11,S F: 11, P_NF: 10,P_F: 9
Criterio NF No consumo previos 10 afios No hay ni hubo consumo
Criterio F >10 cigarrillos/dia >5 afios Consumo actual
Tiempo fumando Media 13,2 £ 3,7 afios (rango 8-18 afios) NE
N° proteinas NA Identificadas: 117. Cuantificadas: 63
N° proteinas sélo en F 7 picos solo identificados en PC_F NA

= S_NF vs P_NF (sobreexpresadas, fold
change: 19,3-2,1): ribonucleasa 7, protaquinina

1, B-defensina 128, lipocalina 1, BPIB3,

proteoglicano de la médula dsea.
= S_NF vs P_NF (subexpresadas, fold change:
0,3-0,45): defensina neutrofilica 1, catelicidina
= S_F vs P_F (sobreexpresadas, fold change:
2-2,6): adrenomedulina, peroxidasa
eosinofilica, histonas H2A tipo 2A, H2B tipo
2E y tipo F-S, mieloperoxidasa, defensina
neutrofilica 1
= S FvsS NF: NS

Abreviaturas: BPIB3: bactericidal/permeability- increasing fold-containing family B member 3; F: fumador; FCG:
fluido crevicular gingival; HNP: defensina natural de neutrdfilos humanos (natural human neutrophil defensin); MS:
mass-spectrometry; NA: no aplica; NE: no especificado; NF: no fumador; NS: no significativo; n°: nimero; PC:
periodontitis crdnica; S: sanos periodontalmente; SELDI-TOF: surface enhanced laser desorption/ionization-Time of
flight; SRM: selected reaction monitoring; vs: versus.

Huellas espectrales significativamente
distintas F vs NF, no relacionado con
profundidad de la bolsa.
= 7 picos s6lo detectados en F
Hallazgos principales |= 3 picos subexpresados en F. Pueden ser
HNP1, HNP2 y HNP3 (familia de alfa-
defensinas). Hipétesis: disminucion de
estos péptidos podria aumentar el riesgo
de P en fumadores.

Por una parte, el estudio realizado por Stein et al. en 2006 (31) es el unico que hasta el
momento analiz6 el impacto del consumo de tabaco en el proteoma del FCG, utilizando como
técnica protedmica SELDI (surface-enhanced laser desorption/ionization) TOF-MS. Aungue en

este estudio no se identificdO ninguna proteina, el patron de picos en los mapas de MS fue
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claramente distinto en fumadores en comparacion con no fumadores, detectandose siete picos s6lo
en fumadores y tres subexpresados en este grupo. Los tres picos subexpresados en fumadores es
posible que representen a las defensinas 1-3 natural de los neutréfilos humanos, las cuales
pertenecen a la familia de las alfa-defensinas. Por tanto, su disminucion podria aumentar el riesgo
de periodontitis en fumadores y concluyen que el perfil proteémico de FCG de los fumadores
puede servir como fuente de biomarcadores para esta poblacién de alto riesgo (Tabla 7). Con todo,
este estudio fue realizado en 2006 y desde entonces las técnicas protedmicas han avanzado mucho,

lo que permite un estudio mas exhaustivo y preciso del proteoma periodontal.

Por otra parte, Grant et al. (32) més recientemente investigaron las diferencias en el proteoma
salival existentes entre pacientes sanos fumadores y no fumadores comparados con pacientes con
periodontitis fumadores y no fumadores. Emplearon para ello la técnica dirigida SRM y
cuantificaron 63 péptidos y proteinas antimicrobianas, mostrandose las de fold-change mas
destacable en la Tabla 7. Asi, el estudio muestra un cambio en el perfil de algunos péptidos
antimicrobianos en los pacientes con periodontitis fumadores y no fumadores frente a los sujetos
periodontalmente sanos. Sin embargo, no se comparé la expresion de estas proteinas entre los

sujetos con periodontitis fumadores y no fumadores.

Conviene mencionar que, en los dos estudios expuestos, el nimero de sujetos no fumadores y
fumadores fue menor que en el presente estudio (Stein et al.: 8 no fumadores y 8 fumadores; Grant
et al.: 11 sanos no fumadores y 11 fumadores, 10 periodontales no fumadores y 9 fumadores;
nuestro estudio: 13 no fumadores y 17 fumadores). Ademas, el andlisis de las muestras de FCG
mediante una técnica protedmica sin etiquetado y no dirigida como la SWATH-MS nos permitio

la identificacion y cuantificacion de un mayor nimero de proteinas.

Con anterioridad, empleando un ensayo de inmunofluorescencia con resolucion temporal
(time-resolved immunofluoresence assay), Liede et al. demostraron que la actividad proteolitica
de las enzimas salivales y los niveles de la metaloproteinasa de matriz (MMP) 8 se mostraban
menores en los fumadores actuales en comparacion con los exfumadores (63). Realmente, aunque
se ha demostrado que dejar de fumar disminuye el riesgo de periodontitis a niveles comparables
con los individuos que nunca han fumado (16), nuestro estudio es el primero donde se ha evaluado

su impacto en el proteoma periodontal.
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4.3 Anélisis de la estructura del proteoma periodontal en FCG

En primer lugar, evaluamos la estructura del proteoma periodontal de las muestras de FCG
mediante un ACP. Este analisis permitio visualizar un alto grado de solapamiento entre las tres
condiciones clinicas, siendo ligeramente mas divergente en no fumadores con respecto a los
fumadores y exfumadores. Sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas

entre los grupos.

Investigaciones previas han demostrado que la estructura del proteoma periodontal en FCG y
saliva es diferente entre sujetos con periodontitis y periodontalmente sanos (29, 64). Sin embargo,
hasta el momento no se habia analizado esta estructura teniendo en cuenta el habito tabaquico. Por
lo tanto, los resultados obtenidos en el presente estudio indican que I6gicamente la condicion de
periodontitis es mas relevante a la hora de alterar la estructura del proteoma periodontal, siendo el

habito tabaquico una variable no significativamente influyente en la estructura global.

4.4 Expresion diferencial de las proteinas cuantificadas

4.4.1Grupo de no fumadores comparado con grupo de fumadores

Si comparamos la expresion de proteinas entre no fumadores y fumadores, 23 de las 250
proteinas cuantificadas (9.2%) demostraron estar diferencialmente expresadas. De ellas, 16
(69,6%) estuvieron subexpresadas en los no fumadores y solo siete (30,4%) sobreexpresadas; de
hecho, las proteinas mas diferencialmente expresadas (mayor tamafio del efecto) fueron halladas
en menor expresion en los no fumadores. Estos hallazgos revelan que en los pacientes

periodontales fumadores se aprecia un predominio de ciertas proteinas sobreexpresadas.

Asi, las cinco proteinas subexpresadas con tamafio del efecto grande (-1,24 — -0,83) en no
fumadores en comparacion con los fumadores (por tanto, sobreexpresadas en fumadores) fueron:
proteina 5 de union a acidos grasos, cornulina, proteina-glutamina gamma-glutamiltransferasa E,
factor de elongacion 1-gamma y chaperona del reticulo endoplasmico BiP. La proteina 5 de unién
a acidos grasos es un transportador intracelular de acidos grasos, que modula la inflamacion
regulando la induccion de la prostaglandina E2 (65). Las proteinas de unién a acidos grasos de
adipocitos han demostrado ser biomarcadores de la inflamacion en enfermedades sistémicas
cronicas. Asi, podria servir como un nuevo biomarcador inflamatorio de periodontitis y como un
enfoque de tratamiento mediante su inhibicidn (66). Por su parte, la expresion de la cornulina, una

proteina implicada en la diferenciacion epitelial y la respuesta inmunitaria (67), esta inducida por
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citoquinas proinflamatorias (68) y en la literatura se muestra sobreexpresada en periodontitis frente
asalud (50). La proteina-glutamina gamma-glutamiltransferasa E tiene una actividad catalitica que
interviene en la formacion de la envoltura cornificada de los queratinocitos (69). En relacion con
la periodontitis, estas enzimas parecen tener un papel clave en los procesos de remodelacion,
curacion y adaptacion gingivales (70). El factor de elongacion 1-gamma facilita los eventos de
elongacion y sugiere una mayor actividad metabdlica en la bolsa periodontal estando
sobreexpresado en pacientes periodontales con respecto a sujetos sanos (71). La chaperona del
reticulo endoplasmico BiP desempefia un papel auxiliar en el transporte postraduccional de
pequefias proteinas presecretoras a traves del reticulo endoplasmico (72) y su papel en la
periodontitis parece estar todavia por determinar. Por ultimo, conviene mencionar que tres
queratinas se muestran subexpresadas con un tamafio del efecto pequefio-mediano en no
fumadores con respecto a fumadores (sobreexpresadas, por tanto, en fumadores): queratina, tipo
Il citoesquelética 4 (-0,79), queratina, tipo | citoesquelética 13 (-0,73) y queratina, tipo |
citoesquelética 19 (-0,47). Consecuentemente, segun nuestros resultados, en la periodontitis
asociada al consumo de tabaco hay una sobreactivacion de proteinas potenciadoras implicadas en
la patogenia de la enfermedad, asi como de varias queratinas que forman parte de la inmunidad

innata sobreactivada frente a una sustancia extrafia dafiina como supone el tabaco (73).

Por otra parte, también resulta relevante analizar las proteinas que se mostraron
sobreexpresadas (por tanto, infraexpresadas en fumadores). Las dos con tamarfio del efecto grande
(0,85) fueron la elastasa neutrofilica y olfactomedina-4. La elastasa neutrofilica hidroliza
proteinas, modifica las funciones de las natural killer, los monocitos y los granulocitos e inhibe la
liberacion de enzimas y la quimiotaxis de los neutréfilos dependientes de C5a (74). Baliban et al.
y Huynh et al. sefialaron su relacion con presencia y/o actividad de la periodontitis (75, 76),
indicando que su sobreexpresion en periodontitis guia la fagocitosis, la lisis celular durante la
inflamacion, presentando una actividad antimicrobiana (76). En cuanto a la olfactomedina-4
(OLFMA4), su regulacion parece estar estrechamente ligada con la Porphyromonas gingivalis. Asi,
la regulacion positiva de OLFM4 por parte de esta bacteria podria prevenir una respuesta inmune
antibacteriana efectiva y contribuir a las propiedades sigilosas de este microorganismo. Ademas,
Streptococcus gordonii inhibe la expresion de esta proteina, lo que favoreceria una respuesta
destructiva que potenciaria el desarrollo de la enfermedad. Por lo que la menor expresion de esta
proteina hallada en los sujetos fumadores podria favorecer la actividad destructiva de la
periodontitis (77). Por ultimo, es interesante mencionar que tres de las cinco proteinas
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sobreexpresadas (infraexpresadas en los fumadores) con tamafio del efecto mediano fueron Igs.

(kappa variable 2-24, gamma 2 constante pesada y alfa 1constante pesada), que constituyen la

principal linea de defensa frente a bacterias al actuar como receptores que, al unirse a un antigeno

especifico, desencadenan la expansion clonal y la diferenciacion de los linfocitos B en células

plasmaéticas secretoras de Igs., para la eliminacion de los antigenos unidos (78, 79). Este hecho

resulta coherente con lo expuesto por Huang et al. en relacién al cierto estado de inmunosupresion

vinculado al consumo de tabaco (80). Estos resultados nos indican que el tabaco puede reducir la

expresion de proteinas que limitan la destruccién periodontal, como el caso de la olfactomedina-

4; asi como también, inducir una menor expresion de proteinas con actividades antimicrobianas

(inmunoglobulinas).

Tabla 8. Funciones de las principales proteinas del FCG con expresion diferencial en pacientes fumadores en

comparacioén con los no fumadores (segun habito tabaquico).

Nombre de la proteina

Funcién en periodontitis

Expresion en

fumadores

Proteina 5 de unién a acidos grasos Regulacion de la induccion de PGE2 (66) ]

. Diferenciacion epitelial y respuesta
Cornulina inmunitaria (67) f
Proteina-glutamina gamma-glutamiltransferasa E Remodelacion y curacién gingival (68) ]
Factor de elongacion 1-qamma Facilita eventos de elongacion, actividad 0

9 g metabélica (71)

Chaperona del reticulo endoplasmico BiP Desconocida )
Queratina, tipo |l citoesquelética 4 i

S . " Inmunidad innata frente a sustancia
Queratina, tipo | citoesquelética 13 extrafia daffina (tabaco) (73) ]
Queratina, tipo | citoesquelética 19 il
Elastasa neutrofilica Actividad antimicrobiana (76) J

. Limitar la respuesta inflamatoria

Olfactomedina-4 destructiva (77) U
Ig kappa variable 2-24 U
Ig gamma 2 constante pesada Linea defensiva frente a bacterias (78-80) U
Ig alfa 1constante pesada U

Abreviaturas: BiP: proteina de union a inmunoglobulina (binding immunoglobulin protein); Ig:

PGE2: prostaglandina E2.

inmunoglobuling;
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4.4.2 Grupo de no fumadores comparado con grupo de exfumadores

Contrariamente, si comparamos el grupo de no fumadores vs exfumadores, aunque el nimero
de proteinas diferencialmente expresadas fue similar (17, el 7% de las 250), la gran mayoria de
ellas estuvieron reguladas al alza en no fumadores (15, el 88%, es decir infraexpresadas en
exfumadores) y sélo dos (12%) reguladas a la baja (es decir, sobreexpresadas en exfumadores).
Ademas, en este caso, las proteinas mas diferencialmente expresadas estuvieron reguladas al alza

en los no fumadores (es decir, infraexpresadas en exfumadores).

De las ocho proteinas sobreexpresadas en no fumadores (infraexpresadas en exfumadores)
con un tamario del efecto grande (0,80-1,26), cinco fueron Igs (alfa 1 pesada constante (1,26),
kappa variable 3-15 (0,89), lambda variable 3-19 (0,87), variable pesada 1-69 (0,83) y kappa
variable 2-24 (0,80)), manifestando que la funcion defensiva en pacientes exfumadores estd mas
disminuida que en no fumadores y apoyando una vez mas el cierto estado de inmunosupresion
persistente vinculado al consumo de tabaco (80). Las tres restantes proteinas reguladas al alza
(infraexpresadas en exfumadores) fueron alfa-2-macroglobulina, alfa-1-glicoproteina acida 1 y
alfa-1-antiquimotripsina. La alfa-2-macroglobulina es una proteina de fase aguda e inhibidora de
proteinasas, que protege contra los dafios inflamatorios. La presencia de niveles altos en el FCG
podria asociarse a una accion antiinflamatoria, contrarrestando los procesos de degradacion tisular
y resorcion ésea propios de la periodontitis (28). Igualmente, la alfa-1-glicoproteina acida 1
también es una proteina de fase aguda, que se incrementa en respuesta a la infeccién bacteriana
(actividad antiinflamatoria) (53). Por ultimo, la funcidn fisiologica de la alfa-1-antiquimotripsina
aun no esta clara, aunque parece que su objetivo fisioldgico es la catepsina G de los neutrofilos
(destruccién de bacterias mediada por neutréfilos) y la quimasa de los mastocitos (28, 81). Por
tanto, desde el punto de vista de la enfermedad periodontal, constituiria una defensa natural al

proteger a los tejidos periodontales del dafio causado por las enzimas proteoliticas (28).

Frente a lo expuesto, tan solo dos proteinas se mostraron reguladas a la baja (sobrexpresadas
en exfumadores), ambas con tamafio del efecto grande (-0,90 — -0,92): fosfoglicerato quinasa 1 y
proteina 14-3-3 zeta/delta. La fosfoglicerato quinasa 1 es una enzima glucolitica que cataliza
reacciones productoras de adenosin trifosfato (ATP) (82, 83); incluyendo la remodelacién o
reprogramacion metabdlica del tejido periodontal (84). La proteina 14-3-3 zeta/delta regula la
apoptosis y remodelacion del tejido conjuntivo. En cuanto a su relacién con la periodontitis, es

posible que, la pérdida de control del ciclo celular y apoptético conduzca a un desequilibrio de la
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respuesta inmunitaria, promoviendo la destruccion incontrolada e irreversible mediada por el
huésped (76).

Con todo, de forma similar a lo observado en fumadores, en los exfumadores se aprecio una
infraexpresion de proteinas con actividades antimicrobianas (inmunoglobulinas) con respecto a

los no fumadores, aunque también de determinadas proteinas con accion antiinflamatoria.

Tabla 9. Funciones de las principales proteinas del FCG con expresion diferencial en pacientes exfumadores

en comparacion con los no fumadores (segun habito tabaquico).

Nombre de la proteina Funcion en periodontitis Expresion en
exfumadores
Ig alfa 1 constante pesada U
Ig kappa variable 3-15 U
Ig lambda variable 3-19 Linea defensiva frente a bacterias (78-80) U
Ig pesada variable 1-69 J
Ig kappa variable 2-24 U
Alfa-2-macroglobulina Accidn antiinflamatoria: c_o,ntrzflrrestra degradacion tisular y U
resorcion osea (28)
Alfa-1-glicoproteina 4cida 1 Accion antiinflamatoria: proteina de fase aguda (53) U
Alfa-1-antiquimotripsina Defensa natural, protecmon_de tejidos p?(lodontales del dafio U
causado por enzimas proteoliticas (28)
Fosfoalicerato auinasa 1 Remodelacion o reprogramacion metabdlica del tejido 0
g g periodontal (84)
. 2 Favorece desequilibrio de la respuesta inmunitaria: destruccién
Proteina 14-3-3 zeta/delta incontrolada mediada por el huésped (76) f

Abreviaturas: 1g: inmunoglobulina.

4.4.3Grupo de exfumadores comparado con grupo de fumadores

Por altimo, si comparamos el grupo de los exfumadores con el de los fumadores actuales, el
numero de proteinas diferencialmente expresadas se reduce a ocho (3%), de las cuales siete
estuvieron subexpresadas en exfumadores y tan soOlo una sobreexpresada (es decir,
sobreexpresadas e infraexpresadas en fumadores, respectivamente). Sin embargo, esta Unica
proteina, la profilina-1, fue la que demostro estar mas diferencialmente expresada, con un tamafio
del efecto de 1,07. Es una proteina de union a la actina que afecta a la estructura del citoesqueleto
(85). En algun estudio se ha observado sobreexpresada en pacientes periodontales (86), y aunque
aun no se ha aclarado su papel en los procesos inflamatorios, se ha asociado a la progresion de la
periodontitis (87).
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Otras dos proteinas demostraron estar diferencialmente expresadas con un tamafio del efecto
grande, pero infraexpresadas (-0,87 — -0,95, es decir, sobreexpresadas en fumadores): chaperona
del reticulo endoplasmico BiP y alfa-1-glicoproteina acida 1. Como mencionamos, de la primera
aun no se ha aclarado el papel en la periodontitis y la segunda es una proteina de fase aguda con

actividad antiinflamatoria (53).

Por tanto, comprobamos que en esta comparativa las diferencias fueron menos significativas
y afectd a un menor numero de proteinas. Se aprecia cierta persistencia del efecto del tabaco a
largo plazo sobre la funcionalidad proteica asociada a la periodontitis. Se encontrd sobreexpresion
en exfumadores de alguna proteina asociada positivamente con la progresion de la periodontitis
(profilina-1), como también infraexpresién de otras con accién antiinflamatoria (alfa-1-
glicoproteina &cida).

Tabla 10. Funciones de las principales proteinas del FCG con expresion diferencial en pacientes fumadores en

comparacion con los exfumadores (segun habito tabaquico).

Expresion en | Expresion en

Nombre de la proteina Funcion en periodontitis fumadores exfumadores
—— Favorece progresion de
Profilina-1 periodontitis (inflamacion) (87) U f
Chaperona del reticulo endoplasmico BiP Desconocida ] U

Accion antiinflamatoria: 0 U
proteina de fase aguda (53)
Abreviaturas: BiP: proteina de unién a inmunoglobulina (binding immunoglobulin protein).

Alfa-1-glicoproteina &cida 1

4.4.4Comparacion de los resultados obtenidos en los tres grupos clinicos

Si comparamos los resultados obtenidos en los tres grupos clinicos podemos observar que
chaperona del reticulo endoplasmico BiP y queratina, tipo Il citoesquelética 4 se hallaron
subexpresadas en no fumadores y exfumadores en comparacion con el grupo de fumadores (es
decir, sobreexpresadas en fumadores). Por lo tanto, fumar incrementa la expresion de estas dos
proteinas. Como se ha mencionado anteriormente, la relacion de la primera con la periodontitis
todavia es incierta, pero la queratina, tipo Il citoesquelética 4, como todas las queratinas, es
esencial para el mantenimiento de la integridad epitelial, de modo que una vez que dicha integridad
se ve alterada por el biofilm, las bacterias asociadas pueden invadir los tejidos periodontales mas
profundos, desencadenando una respuesta inflamatoria. Asi, estas conexiones célula-célula son
una parte crucial de la respuesta inmunitaria innata, con el fin de combatir el desafio toxico y

microbiano (73). Por lo que, como se menciond previamente, la sobreexpresion de queratinas en
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pacientes fumadores responde a una potenciacion de la inmunidad innata. Asi, en base a nuestros
resultados, su sobreexpresion persiste mientras se fuma, pero retorna a niveles no

significativamente diferentes tras dejar fumar (Tabla 11).

En contraposicién, las Ig alfa 1 constante pesada y kappa variable 2-24 se hallaron
sobreexpresadas en no fumadores con respecto a los fumadores y a los exfumadores (es decir,
infraexpresadas en la condicidn tabaquica). Por lo que el consumo actual o previo de tabaco reduce
su expresion (88). Dado que dichas proteinas de la inmunidad humoral constituyen una linea
defensiva frente a bacterias, de estos datos se interpreta que la funcién antimicrobiana puede verse
comprometida por el tabaco incluso afios después de haberlo dejado (Tabla 11).

Tabla 11. Posible relacién con la periodontitis e interpretacion de las proteinas con expresion diferencial en no

fumadores vs fumadores, no fumadores vs exfumadores y exfumadores vs fumadores.

Condicion Posible relacié | iodontiti
NF | NF | EX Nombre de la proteina osible re amogl iggagoperlo ontitis o Interpretacion
vs Flvs EX|vs F

Chaperona del RE BiP Desconocida

[%2]
zZ Queratina, tipo Il
citoesquelética 4

Ig alfa 1 constante pesada

Fumar incrementa
la expresion
respecto a NFy EX

Mantenimiento de la integridad epitelial
(73)

Linea defensiva frente a bacterias (88)

Fumar o haberlo
dejado reduce la
expresion respecto a

Ig kappa variable 2-24

Linea defensiva frente a bacterias (88)

NF

Alfa-1-antiquimotripsina

Defensa natural; proteccion de tejidos
periodontales del dafio causado por
enzimas proteoliticas (28)

Alfa-1-glicoproteina 4cida 1

Proteina de fase aguda, actividad
antiinflamatoria (53)

Fumar incrementa
la expresion
respecto a EX
Haber sido fumador
reduce la expresion

respecto a NF

Subunidad gamma-2 de la Hb Sangrado debido a la inflamacion (89)

Abreviaturas: BiP: proteina de unidén a inmunoglobulina (binding immunoglobulin protein); EX: exfumadores; F:
fumadores; Hb: hemoglobina; 1g: inmunoglobulina; NF: no fumadores; NS: no significativo; RE: reticulo
endoplasmético; SOBRE: sobreexpresadas; SUB: subexpresadas; vs: versus.

Se consideraron proteinas diferencialmente expresadas para un valor p <0,05 y tamafio del efecto >0,2
(sobreexpresada) o <-0,2 (subexpresada).

Por otra parte, alfa-1-antiquimotripsina, alfa-1-glicoproteina acida 1 y la subunidad gamma-2
de la Hb se hallaron reguladas al alza en no fumadores en comparacion con los exfumadores (es
decir, infraexpresadas en exfumadores), mientras que la comparativa de exfumadores con respecto
a fumadores se mostraron subexpresadas (es decir, sobreexpresadas en fumadores). La alfa-1-
antiquimotripsina constituye una defensa natural al regular la destruccién de bacterias mediada

por neutréfilos a través de la catepsina G y proteger los tejidos periodontales del dafio causado por
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enzimas proteoliticas (28). Por su parte, la alfa-1-glicoproteina acida 1 presenta actividad
antiinflamatoria (53) y la subunidad gamma-2 de la Hb est implicada en el sangrado vinculado al
proceso inflamatorio de la periodontitis (89). De estos resultados se interpreta que inicialmente la
accion del tabaco no condiciona la actividad de estas proteinas vinculadas a un papel
antiinflamatorio y de tendencia al sangrado, pero el haberlo dejado implica una reduccién de su
expresion (Tabla 11).

5. Conclusiones

En conclusién, la condicion tabaquica no modifica significativamente la estructura del

proteoma periodontal del FCG en sujetos con periodontitis en estadios 111y V.

Sin embargo, en pacientes periodontales fumadores hay diversas proteinas diferencialmente
expresadas con respecto a los sujetos que nunca han fumado, potencidndose varias queratinas

vinculadas a la inmunidad innata y proteinas asociadas a la progresion de la periodontitis.

El tabaco también induce una menor expresion de inmunoglobulinas con actividad
antimicrobiana, persistiendo este efecto sobre la inmunidad humoral incluso afios después de haber

dejado de fumar.
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DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Ana Estany Gestal, Secretaria del Comité de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo,

CERTIFICA:
Que este Comité evalud en su reunidn del dia 23 de noviembre de 2021 el estudio:

Titulo: Identificacion de nuevos biomarcadores moleculares con elevada precision diagndstica
para detectar la periodontitis no tratada y su respuesta al tratamiento

Version: 2.0

Promotor/a: Inmaculada Tomas Carmona

Investigador/a: Inmaculada Tomas Carmona

Cédigo de Registro: 2021/417

Y que este Comité, tomando en consideracion la pertinencia del estudio, el conocimiento disponible,
los requisitos legales aplicables y los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Comité, emite un
dictamen FAVORABLE para la realizacion del citado estudio.

NOTA: Se le recuerda que en el caso de que en este estudio se recluten pacientes, el equipo
investigador debe tener disponible el Documento de Consentimiento Informado (Hojas de Informacion
y Hojas de Firma) tanto en galego como en castellano en el momento de comenzar el reclutamiento.
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Y HACE CONSTAR QUE:

1.- El Comité Territorial de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo cumple tanto en su composicién
como en sus PNTs los requisitos legales vigentes.

2.- La composicién actual del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo es:

Presidenta
Pilar Rodriguez Ledo. Médico especialista en Medicina Familiar y Comunitaria.

Vicepresidenta
Maria Mercedes Rodicio Garcia. Médico especialista en Pediatria.

Secretaria
Ana Estany Gestal. Licenciada en Farmacia.

Vicesecretaria
Catalina Caamaiio Isorna. Farmacéutica de Atencion Primaria.

Vocales

Lorenzo Armenteros del Olmo. Médico especialista en Medicina Familiar y Comunitaria.
Beatriz Bernardez Ferran. Farmacéutica especialista en Farmacia Hospitalaria

Cristina Blanco Freire. Enfermera.

Francisco Campos Pérez. Licenciado en Biologia.

Jestis Fernandez Alvarez. Miembro lego.

Ricardo Garcia Martinez. Licenciado en Derecho.

Eva Marcos Doldan. Analista-programadora.

Jesus Prego Dominguez. Enfermero.

Carlos Rodriguez Moreno. Médico especialista en Farmacologia Clinica.

Juan Manuel Vazquez Lago. Médico especialista en Medicina Preventiva y Salud Publica.

Para que conste donde proceda, y a peticion de quien proceda, en Santiago de Compostela,

La Secretaria del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago Lugo,
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