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Trabajo de Investigacion

Caracterizacion de Perfiles Proteicos y Peptidicos en
Periodontitis Croénica

Characterization of Protein and Peptide Profiles in Chronic Periodontitis

Hernandez M1‘3, Obregdn F1, Pozo P1, Barriga A2, Valenzuela MAZ.

RESUMEN

La destruccion de los tejidos de soporte durante la periodontitis crénica esta mediada por proteasas especificas. Producto de la actividad proteolitica
se generaran cambios en la composicion peptidica y proteica globales del fluido crevicular gingival (FCG). El objetivo de este estudio es evaluar la
existencia de patrones de proteicos y peptidicos caracteristicos en el FCG de pacientes con periodontitis crénica y sanos.

Materiales y métodos: Se seleccionaron 8 pacientes con periodontitis crénica moderada a severa y 5 sujetos controles y se obtuvieron muestras de
FCG. Las muestras se eluyeron en 2 tampones, y se prepararon en 3 matrices distintas, y se obtuvieron los espectros peptidicos y proteicos mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF. Se procesaron 3 espectros de cada grupo para la obtencién final de espectros diferenciales en enfermos.
Resultados: Se obtuvieron patrones proteicos y peptidicos reproducibles en el FCG. En pacientes con periodontitis crénica encontramos perfiles
caracteristicos representados por mas de 100 proteinas que no fueron detectables en sujetos sanos.

Conclusiones: Demostramos la utilidad de la aplicacion de la espectrometria de masas MALDI-TOF en el andlisis de cambios cualitativos en la com-
posicion global del FCG y presentamos los perfiles proteicos y peptidicos caracteristicos del FCG en periodontitis cronica y sujetos sanos.
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ABSTRACT

Inflammatory response mediates periodontal tissue destruction occurring in chronic periodontitis. As result, qualitative changes in global peptide and
protein GCF composition will generate.

Aim: To evaluate existence of characteristic peptide and protein profiles in gingival crevicular fluid (GCF) from patients with chronic periodontitis and
controls.

Methods: Patients with moderate to severe chronic periodontitis (n=8) and healthy controls (n=5) were selected and samples of GCF were obtained.
Samples were eluted in 2 different buffers and prepared with 3 matrices to obtain peptide and protein spectra by MALDI-TOF mass spectrometry
analysis. Subsequently, 3 spectra from each group were processed to obtain final differential spectra.

Results: Reproducible peptide and protein profiles were obtained from both stages in GCF. In disease samples we found characteristic patterns rep-
resented by more than 100 proteins which were undetectable in controls.

Conclusions: We demonstrate for the first time the usefulness of MALDI-TOF mass spectrometry in the analysis of qualitative global changes in GCF

composition and we present protein and peptide characteristic GCF profiles associated with chronic periodontitis and healthy periodontium.
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INTRODUCCION

La periodontitis crénica es una enfermedad infecciosa ca-
racterizada por la destruccion de los tejidos de insercion dentarios, es
decir, el ligamento periodontal, el hueso alveolar y cemento radicular(").
La inflamacion gingival conlleva la formacién de un exudado, el fluido
crevicular gingival (GCF), cuya composicion es similar a la del suero,
aunque varia en funcién del proceso inflamatorio(?).

ElI FCG presenta componentes derivados del plasma (albimi-
na, cadenas pesadas de IgG, transferrina), tejido conectivo, células
hospederas del periodonto y placa subgingval. La formacién del FCG
en sitios libres de inflamacion y de placa subgingival esta mediada por
la difusién pasiva del liquido extracelular de los tejidos periodontales,
a través de la lamina basal y las células de los epitelios sulcular y de
union. En condiciones inflamatorias en cambio, aumenta la permeabi-
lidad vascular y epitelial, de modo que la concentracién de proteinas

del fluido queda modulada por la extension del exudado plasmatico,
fundamentalmente albumina y otras proteinas de mayor peso molecular.
Durante la periodontitis, también apareceran componentes no derivados
del plasma, como mediadores y productos de la destruccion de matriz
extracelular periodontal, principalmente colagenos | y 1114,

Entre los mediadores de destruccion periodontal se encuen-
tran proteasas especificas, que inducen la degradacion de la matriz
extracelular y la activacion de otras enzimas en el tejido periodontal.
Entre las principales enzimas involucradas, figuran las serina protea-
sas y las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs)*>6) Sy
actividad proteolitica no se limita simplemente al catabolismo de pro-
teinas: regulan el destino y actividad de muchas otras proteinas me-
diante el control de su localizacién intra o extracelular, liberandolas de
la superficie celular, activando o inactivando proteasas u otras enzi-
mas, citoquinas, hormonas y factores de crecimiento, mediante la con-
version de receptores agonistas en antagonistas y la exposicién de
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proteinas cripticas(®7:8.10),

En sintesis, los cambios en la composicion del FCG estan
mediados por la extravasacion de proteinas desde el plasma, la sin-
tesis y procesamiento de mediadores inflamatorios y productos de de-
gradacion del tejido('). En estudios previos en geles SDS-PAGE se
han determinado patrones regulares de composicién del FGC entre los
pacientes sanos y diferencias marcadas en la composicion proteica del
FCG de éstos, en relacion con enfermos, observandose variaciones en
la proporcion de proteinas séricas como albumina y transferrina.

La identificacion de predictores de progresion representa
una meta fundamental en periodoncia, debido a que resulta dificil pre-
decir la evolucion de las lesiones periodontales sobre los parametros
clinicos. Se han propuesto numerosos mediadores bioquimicos como
indicadores de progresiéon de la enfermedad periodontal en el fluido
crevicular gingival (FCG)@), como fosfatasa alcalina, MMP-8, Dipep-
tidil peptidasas Il y IV, elastasa, calprotectina(’® y MMP-13(13.14); sin
embargo, ninguno de ellos constituye en si un indicador confiable que
permita predecir nuevos episodios de pérdida de insercion(12),

El analisis global de la composicién del FCG permitira ca-
racterizar las alteraciones del sistema en la enfermedad. De este modo,
el examen de la composicion global del FCG y sus variaciones durante
los estados de salud y enfermedad periodontal permitiran identificar
perfiles proteicos y peptidicos caracteristicos, reflejo de los procesos
metabdlicos asociados con la destruccién del tejido 6seo y ligamento
periodontal y a través del analisis de éstos, la identificacion de marca-
dores y/o predictores de progresion en sitios especificos®:19),

El objetivo de este estudio es evaluar la existencia de pa-
trones de proteicos y peptidicos caracteristicos en el FCG de pacientes
con periodontitis crénica y sanos.

METODOLOGIA
Seleccion de pacientes

Los pacientes se seleccionaron en el Servicio de Recepcion
de Pacientes de la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile y
del SSMN, CDT Eloisa Diaz. Se incluyeron sujetos con periodontitis
cronica moderada a severa segun los siguientes criterios: presencia
de un minimo de 14 dientes, excluyendo los terceros molares, de los
cuales al menos 6 eran dientes posteriores; de severidad moderada
a avanzada: al menos 5-6 dientes con bolsas periodontales 25 mm,
pérdida de insercion 23 mm y pérdida de hueso determinada en una
radiografia; no haber recibido nunca tratamiento periodontal; sin en-
fermedad sistémica que pueda afectar la patologia de la periodontitis
y/o que requiera premedicacion médica; sin medicacion de antibioticos
o de antiinflamatorios en los ultimos 3 meses. Los sujetos del grupo
control corresponden a voluntarios sin enfermedad periodontal. El pro-
tocolo del estudio previamente evaluado y aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Odontologia, se explicé a todos los pacientes,
quienes firmaron el consentimiento informado.

Recoleccién de Fluido Crevicular Gingival (FCG)

Las muestras de FCG se obtuvieron a partir de sacos pe-
riodontales de 8 pacientes con periodontitis cronica y 5 controles. Las
piezas seleccionadas se aislaron con rollos de algodén, previa remo-
cion de la placa bacteriana supragingival. El sitio fue secado cuida-
dosamente con una jeringa de aire y el fluido se recolect6 con tiras de
papel Periopaper® (ProFlow, Amityville, New York) introducidas dentro
de un tubo eppendorf estéril y se almacenaron a -80°C hasta su elu-
cion.

Analisis del fluido gingival crevicular

Después de recolectado el fluido, 3 muestras correspon-
dientes a enfermos y 3 a sanos se extrajeron desde las tiras de papel
en un tubo eppendorff con 100 pL de amortiguador de elucion Tris-HCI
50 mM pH 7,5, NaCl 0,2 M, CaCl2 5 mM, Tritén X-100 al 0,01%, mien-
tras que otras 7 muestras (5 enfermos y 2 controles) se extrajeron en
acido férmico al 0,02% y centrifugaciéon a 10.000 g por 5 min a 4°C. Las
muestras se mantuvieron a -80° hasta su posterior utilizacién.
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Espectrometria de masas

Las muestras se prepararon en tres matrices: acido o-ciano-
4-hidroxicinamico (CHCA) a una concentracion de 10 mg/mL en ace-
tonitrilo/acido féormico 0,1% v/v 1:1 para el andlisis de péptidos de masa
molecular menor a 10 kDa; acido sinapinico (SA) para péptidos y pro-
teinas de masa molecular mayor a 10 kDa y una tercera matriz, acido
2,5-dihidroxibenzoico (DHB) para analisis de péptidos y/o glicopépep-
tidos, proteinas y/o glicoproteinas, polimeros y carbohidratos. Las ma-
trices SA y DHB se prepararon a una concentracion de 10 mg/mL en
acetonitrilo/acido férmico 0,1% v/v 1:2.

Para la obtencion de los espectros, se mezclé 1 yL de cada
muestra con 9uL de cada matriz (dilucion 1:10) y se deposité 1 pL en
una placa porta muestra micro scout. Los espectros se obtuvieron en
un equipo Microflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Inc. MA-USA). Pre-
vio a la obtencion de espectros se realizé una calibracion del equipo
con un estandar externo para cada intervalo de m/z examinado. Para la
obtencion de los espectros se trabajé en modo ion positivo y deteccion
en reflexion para el intervalo de m/z 0-4000 y en modo ion positivo y
deteccion lineal para los intervalos de m/z de 5000-20000 y 10000-
250000 (se usaron los parametros por defecto). Los espectros finales
corresponden a espectros sumados correspondientes a 10 barridos de
laser aplicados en diferentes puntos tomados al azar.

Los espectros obtenidos fueron procesados (eliminacion
de linea base) y exportados utilizando el programa flexAnalysis v2.2
(Bruker Daltonik GmbH, Germany). Se generaron espectros promedio
para las muestras y controles utilizando el programa SpecAlign v2.2.1
(University of Oxford, England). A partir de éstos, mediante el mismo
programa se generaron los espectros diferenciales y los listados m/z. Fi-
nalmente, la visualizacion de los espectros diferenciales y sus respecti-
vas sefiales m/z se realizé6 mediante el programa mMass v2.4 (Institute
of Chemical Technology, Rep Checa).

El andlisis estadistico de las caracteristicas clinicas de los
sujetos y controles se realizé empleando el programa Intercooled Stata
V8.1 (Stata Corp. Texas, USA), y se aplicé el test de Mann Whitney. Se
considero significancia estadistica cuando p<0,05.

RESULTADOS

Se analizaron los espectros peptidicos y proteicos de FCG
provenientes de 13 sujetos, de los cuales 8 presentaban periodonti-
tis crénica severa a moderada y 5 correspondientes a controles. Las
caracteristicas clinicas de los sujetos se presentan en la tabla 1; no se
encontraron diferencias significativas entre ambos grupos con respecto
a edad y género, mientras que todos los parametros clinicos variaron
significativamente entre ambos grupos.

Las muestras de FCG se eluyeron en dos tampones, co-
rrespondientes a Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 0,2 M, CaCl2 5 mM y
Tritén X-100 al 0,01% y en acido férmico 0,02%, para establecer cual
de ellos era mas apropiado para realizar el analisis por MALDI-TOF.
Los espectros obtenidos a partir de muestras eluidas en tampon Tris
demostraron una mayor sensibilidad y menor ruido que aquellas elui-
das en acido férmico (datos no mostrados).

Para evaluar qué tipo de matriz es era mas apropiada para la
obtencion de espectros correspondientes a los distintos rangos de ma-
sas de péptidos y proteinas detectables en el FCG, segun sensibilidad
y resolucién de éstos, las muestras se prepararon con tres matrices dis-
tintas. La matriz CHCA demostré mayor sensibilidad para péptidos en-
tre 2-4 kDa (Figura 1), mientras que para los péptidos de masa mayor,
el acido sinapinico (Figuras 2 y 3).

El espectro correspondiente al intervalo de péptidos menores
a 2000 Da no se pudo analizar debido a la presencia de un polimero no
identificado (resultados no mostrados).

Al analizar los espectros obtenidos entre sujetos con peri-
odontitis y entre sujetos sanos, observamos patrones proteicos y pep-
tidicos repetidos y por tanto reproducibles, para todos los rangos de
peso molecular analizados (4-250 kDa). Al comparar los espectros en-
tre sujetos enfermos y sanos se observaron notables variaciones en
los perfiles peptidicos y proteicos y por tanto, cambios en la compos-
icion del FCG correspondiente a cada grupo. El grupo con periodontitis,
muestra un aumento de las proteinas y péptidos que componen el FCG
en relacion con los controles, fundamentalmente entre 2500 y 75000
Da (Figuras 1, 2y 3).

Mediante la obtencion de los espectros promedio correspon-



dientes a cada grupo, se obtuvieron espectros diferenciales y a partir de
éstos, los listados m/z, que representan el conjunto de proteinas y pép-
tidos detectables en todas las muestras enfermas y a la vez, ausentes
en todos los controles estudiados (Tabla 2).

Tabla 1. Paradmetros clinicos de los sitos estudiados de pacientes con periodontitis
cronica y controles.

Controles (n = 5) Periodontitis (n = 8)
Edad (afios) 37,245,16 45,6+10,92
Mujeres 3 5
Profundidad de saco (mm) 1,7240.51* 6,33+0.57*
Nivel de insercion (mm) 0,52+0.21* 6,28+1,88"
% sitios con placa 0 100%
% sitios _con sangramiento 0 100%
al sondaje

*Valores expresados como promedios+DS. *p<0.05

Tabla 2. Espectro diferencial Intervalo de masas 5-20 kDa y 10-250 kDa (Matriz
SA).

5-20kDa 10- 250 kDa
# m/z intensity #  m/z intensity # m/z intensity
; ]gggg-gg 48-% 1 500639 15356 46 9250.13 28348
5 108500 3333 2 504968 13207 47 978969 539
2 1182490 23233 3 511392 14738 48 985668  87.00
5 1270480 122600 4 514046 7267 49 995287  193.64
6 1327940 148367 5 5160.80 7541 50 1018920 105.14
7 1330040 148666 6 522522 6616 51 1040230 5519
8 1344190 131166 7 531596 10628 52 1045050 199.29
9 1514180 1729670 g 547086 35567 53 1058620 233.67
10 1534140 5911.34 - :
11 1289580 715033 O 563046 14105 54 1084500 222334
12 1605140 418300 10 572575 10867 55 1095650 6067
13 3027620 51800 11 577369 14009 56 1105560 300.05
14 3104400 65033 12 586461 9517 57 1125210 58.14
15 3120470 58800 13 594167 19157 58 1145340 117.21
16 3206230 32967 14 607404 5466 59 1155320 8033
}g ggggﬁg 32‘7‘:88 15 610580 5156 60 1178240 6271
19 8153740 5400 16 613195 9544 61 1269890 47525
20 9215730 2167 17 635011 13418 62 1278170 5667
18 839723 9509 63 1290030 5059
19 645070 7962 64 1316500 5941
20 646998 6679 65 1327450 183.00
21 649396 8261 66 1334990  60.67
22 665068 177699 67 1346600 9142
23 673034 10068 68 1497340 15144
24 676795 20926 69 15057.20 107.85
25 685613  203.80 70 1513200 6099.74
26 6969.12 19728 71 1523960  51.78
27 706164 5992 72 1534120 100263
28 727267 8701 73 1550630  64.33
29 743846 10978 74 1555070  87.67
30 749372 5866 75 1570880  60.11
31 757257 191687 76 1579460  71.70
32 767864 40895 77 1587320 233433
33 771745  669.87 78 15987.90 122.80
34 778207 6844 79 1607990 28693
35 783859 5325 80 1616850 13867
36 788047 6925 81 16407.80  51.40
37 794317 96633
38 799702 8127
39 8047.14 20248
40 810069  121.34
41 831798 6042
42 887516 5527
43 906721 9390
44 917897 9585
45 920754 8345
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Figura 3. Espectro de proteinas del FCG entre 20-250 kDa (matriz SA).

DISCUSION

Las enfermedades periodontales son un grupo de patologias
multifactoriales que involucran destruccién de los tejidos duros y blan-
dos periodontales, como resultado principalmente de la activacion de
la respuesta inmunoinflamatoria del hospedero frente a la infeccion
bacteriana, que incluye la produccion de citoquinas, eicosanoides
y MMPs(18). La destruccién de los tejidos de soporte es el hecho ca-
racteristico de la periodontitis cronica y ocurre durante la progresion de
la enfermedad('”).

Hasta la fecha se han analizado mas de 100 componentes
del FCG y su potencial utilidad en la deteccién de la periodontitis('?);
sin embargo, considerando que los sistemas de proteasas trabajan en
forma sinérgica y son altamente redundantes(®, el analisis de los cam-
bios globales en la composicién del FCG podria ser de mayor utilidad
en la caracterizacion de los distintos estados de salud-enfermedad del
periodonto.

Nuestros resultados demuestran la existencia de patrones
proteicos y peptidicos caracteristicos en el FCG de pacientes con pe-
riodontitis cronica que difieren sustancialmente de los patrones obteni-
dos en sujetos sanos.

Estudios previos han descrito cambios en la composicion del
FCG entre individuos sanos y con periodontitis cronica. Mediante elec-
troforesis en geles SDS-PAGE se ha determinado la existencia de pa-
trones regulares en la composicion del FCG en sujetos sanos y enfer-
mos, demostrando diferencias marcadas entre ambos; principalmente
con respecto a la proporcion de proteinas séricas como albumina y
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transferrina, que aumentan considerablemente en enfermos. En mo-
delos de periodontitis inducida por ligaduras en perros, el analisis del
FCG mediante electroforesis bidimensional ha demostrado aumentos
de proteinas con masas inferiores a 64 kDa en comparacion con gingi-
vitis, fenédmeno que podria atribuirse al aumento de la actividad prote-
olitica en el crévice gingival®).

Ademas de los cambios cualitativos, en estudios recientes
hemos observado aumentos considerables en la concentraciéon de pro-
teinas totales de pacientes con periodontitis v/s sanos y en sitios ac-
tivos v/s inactivos de pacientes con periodontitis progresiva('4).

En conformidad con estos antecedentes, mediante analisis
de espectrometria de masas MALDI-TOF, en el presente estudio he-
mos detectado patrones reproducibles en la composicion del FCG de
sujetos enfermos y controles. Adicionalmente, observamos cambios ca-
racteristicos en la composicion del FCG de los sujetos con periodontitis
crénica en comparacion con los sanos, representados por la deteccion
de mas de 100 proteinas que no se encuentran en los controles. De este
modo, la identificacion de estas variaciones en el FCG podria representar
una herramienta de utilidad en el diagnostico de los estados de salud y
enfermedad periodontal producto de la periodontitis cronica.

El rango donde se observo la mayor variabilidad entre ambos
grupos, se encontré entre los 2500 y 75000 Da, lo que concuerda con
estudios previos, donde el area de mayor PM corresponderia funda-
mentalmente a proteinas extravasadas desde el suero, como albumina,
transferrina y a-1 antitripsina®.

Por otro lado, las proteinas de menor peso molecular y pép-
tidos, podrian reflejar en parte la actividad proteolitica de los tejidos
periodontales, caracterizada por la degradacién de matriz extracelular
y la activacion de otras enzimas®).

Consecuentemente, se ha propuesto que estas proteinas y
péptidos podrian corresponder fundamentalmente a productos y media-
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dores de destruccion tisular local o de origen bacteriano('%18), entre los
cuales se han identificado defensinas HNP-1, -2 y -3(19.20) y calprotecti-
nas-Ay —B@).

El estudio de la periodontitis cronica a través del analisis del
FCG representa un método no invasivo('?; sin embargo, un inconve-
niente en la caracterizacién de este fluido esta representada por los es-
casos volumenes posibles de obtener a partir del surco gingival o saco
periodontal, limitando el analisis a la deteccion de un solo analito20).
Por esta razon, la utilizacion de la espectrometria de masas MALDI-
TOF en este estudio, ha demostrado ser un método util y relativamente
sensible para el analisis de los cambios en la composicion global del
FCG. Sin embargo, se requieren estudios posteriores que conduzcan a
la identificaciéon de las proteinas de interés, mediante analisis de elec-
troforesis bidimensional, determinacién de masas por huellas peptidi-
cas y secuenciacion MS/MS, para comprender en mayor profundidad la
patogenia de la enfermedad y proponer nuevos marcadores de destruc-
cion periodontal.

Como conclusion, en este trabajo se demuestra por primera
vez la utilidad de la aplicacion de la espectrometria de masas MALDI-
TOF en el andlisis de cambios cualitativos en la composicion global del
FCG y presentamos los perfiles proteicos y peptidicos caracteristicos
del FCG en periodontitis crénica y sujetos sanos.
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