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RESUMEN

Introduccion: La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica multifactorial
asociada a una biopelicula disbidtica y a una disrupcion de la respuesta
inmunoldgica, se caracteriza por la destruccion progresiva del aparato de soporte
dentario. La muerte celular (MC) puede ser fisioldgica o patoldgica, se distingue al
presentar conjuntos de mecanismos destinados a la eliminacion selectiva de
células, regulando su sobrevida, la regeneracion de los tejidos y la respuesta
inmune del cuerpo. La desregulacion de la respuesta inmuno-inflamatoria es el
principal impulsor de la progresion de la periodontitis. Es plausible que los eventos
moleculares involucrados en la dinamica de progresion y remision de la periodontitis
estén relacionados con diferentes formas de MC. El objetivo de este estudio fue
identificar y caracterizar grupo especifico de proteinas asociadas a distintos tipos
de MC, identificables en el fluido gingival crevicular (FGC) de sacos periodontales
durante la progresion clinica de la periodontitis.

Material y métodos: Se combinaron datos protedmicos de muestras de FGC en 23
sacos periodontales en progresion y 25 en no progresion, pertenecientes a hombres
entre 35 a 65 anos, diagnosticados con periodontitis, junto con el analisis in silico 'y
herramientas bioinformaticas para identificar proteinas asociadas con la progresion
de la periodontitis y su conexion con MC. Para la confirmacion de la progresion, se
analizaron los datos con transferencia Western. Para dilucidar la dinamica celular
durante la progresion de la periodontitis, se estudiaron conjuntos de datos de
secuenciacion de ARN de célula individual (scRNA-seq) (GSE164241) de tejido

gingival marginal.

Resultados: la mineria de datos junto al proteoma del FGC logré identificar
proteinas, con diferencia significativa, de MC tipo ferroptosis, apoptosis, piroptosis,
netosis y necroptosis. Mediante scRNA-seq se sugiere que las principales células
que participan en las MC en tejido gingival son: células epiteliales, fibroblastos y
monocitos/macrofagos. Durante la progresion de la periodontitis, se identifico de
forma exclusiva la proteina SNCA.

Conclusiones: los resultados muestran un posible vinculo entre proteinas

asociadas a procesos de MC, con la dinamica de progresion-remision de la



periodontitis, lo que pueden orientar nuevas estrategias diagndsticas y terapéuticas.
Sin embargo, aun requiere mas informacion para estudiar el potencial de estos

hallazgos.



1. INTRODUCCION

1.1 Periodontitis

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica multifactorial asociada a
una biopelicula disbidtica y que se caracteriza por la destruccién progresiva del
aparato de soporte dentario (Papapanou y cols., 2018), es decir del ligamento
periodontal, cemento radicular y hueso alveolar (Slots, 2017). Su etiopatogenia es
compleja ya que se conjuga la presencia de un hospedero susceptible, factores
locales predisponentes y la disbiosis del biofilm, gatillando una respuesta inmune
inflamatoria crénica desregulada (Lamont y Hajishengallis, 2015). No obstante lo
anterior, la presencia de factores sistémicos y factores genéticos también tienen un

rol en la etiopatogenia de la enfermedad (da Silva y cols., 2017).

Entre las manifestaciones clinicas de la periodontitis se encuentran: aumento de la
profundidad al sondaje, pérdida de insercion clinica, inflamacién gingival y pérdida
de hueso alveolar evaluada radiograficamente, y en casos mas severos con la
pérdida dentaria (Papapanou y cols., 2018). Cabe mencionar que su prevalencia es
alta, siendo la undécima enfermedad mas prevalente a nivel mundial, mayor que las
enfermedades cardiovasculares (Janakiram y cols., 2020). En Chile, es un problema
de salud publica que afecta negativamente la funcién masticatoria, la estética y la
calidad de vida, con una prevalencia del 39% en adultos entre 35 - 44 afios y con
un 90% entre 65 - 74 afnos (Gamonal y cols., 2010; Ministerio de Salud, 2017).

A nivel de las caracteristicas ultraestructurales e histopatoldgicas en la periodontitis,
se encuentra la pérdida de colageno perivascular durante los primeros dias de su
desarrollo. Luego existe un denso infiltrado linfocitario y de otras células
mononucleares, una alteracion patologica de los fibroblastos y la pérdida continua
de tejido conectivo. Ademas, en relacion a las bacterias presentes, se puede
observar que con el tiempo hay un aumento de la microbiota anaerobia Gram
negativo (Botero, 2009). Como resultado de la periodontitis, pueden presentarse
diversas consecuencias, entre las cuales se incluyen cambios histopatologicos

irreversibles, la formacién de sacos periodontales, movilidad dentaria, destruccion
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del ligamento periodontal y pérdida del soporte 6seo. En ultima instancia, estas
complicaciones pueden culminar en la pérdida de dientes (Trindade y cols., 2014).

1.2 Progresion de la periodontitis

La progresién de la periodontitis se consideré como una tasa de pérdida de insercidon
clinica lineal, constante y relativamente lenta. Sin embargo, las evidencias han
demostrado que existen periodos de actividad/exacerbacion poco frecuentes y
episodicos, durante los cuales ocurre la pérdida de los tejidos de soporte, y periodos
de remision espontanea (Goodson y cols., 1982; Teles y cols., 2016; Bostanciy
cols., 2019). Estos eventos moleculares que desencadenan la progresion y la

remision de la periodontitis aun no estan cabalmente comprendidos.

Los métodos de deteccion de la progresion se han basado en la medicion del nivel
de insercion clinica de los tejidos periodontales, mediante el uso de sondas
periodontales (Harry y cols., 1999). Para el seguimiento y diagnostico de
enfermedades periodontales y periimplantaria, se ha implementado la deteccién de
metaloproteinasas de matriz (MMP) en fluidos orales. Estos estudios llevaron a cabo
pruebas clinicas diagnosticas con IFMA (ensayo inmunofluorométrico de resolucién
temporal) y ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas), tiras
inmunocromatograficas especificas para MMP-8, similar a pruebas de embarazo
marcando positivo o negativo, permitiendo diferenciar sitios sanos de los enfermos.
Si bien no es ampliamente utilizado en la practica clinica, es una herramienta util y
complementaria, tanto para diagnostico como el monitoreo de la periodontitis y

periimplantitis usando el fluido gingival crevicular (FGC) (Sorsa y cols., 2016).

1.3 Importancia del Fluido Gingival Crevicular

El fluido gingival crevicular (FGC) es un trasudado sérico derivado del plexo vascular
de los tejidos periodontales, y se forma en el area entre los dientes y la encia
(Lamster, 1997). Esta constituido por moléculas derivadas del suero, células
hospederas del periodonto, leucocitos y productos bacterianos provenientes de la
placa subgingival. En condiciones inflamatorias, se convierte en un exudado
inflamatorio que contiene componentes derivados de los procesos de destruccion

local de los tejidos de soporte periodontal, entre ellos productos de la degradacién
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del tejido conjuntivo o epitelial del huésped, placa microbiana subgingival, proteinas
extracelulares, mediadores y células inflamatorias del huésped (Barros, 2016). Por
lo tanto, ofrece un gran potencial como una fuente de factores que pueden asociarse
con la actividad osteoclastica y el estado de salud o enfermedad de los tejidos
periodontales. La medicion y analisis de las proteinas presentes en el FGC ha
contribuido a comprender la patogenia y la progresion de la enfermedad periodontal
(Huynh y cols., 2015).

La recoleccion del FGC se realiza mediante diferentes métodos, tales como: tiras
de papel, tubos capilares, lavado gingival y conos de papel. En la ultima década, se
ha favorecido el uso de tiras de papel debido a la facil insercién en la hendidura
gingival hasta 1 mm de profundidad sin sangrado de los sacos periodontales
(Khurshid y cols., 2016; Santhosh y cols., 2023; Cebesoy y cols., 2024).

Una forma de comparar tanto los periodos de actividad como de inactividad de la
periodontitis, es analizando los componentes del FGC, como las proteinas, ya que
es una importante fuente de estudio del comportamiento metabdlico y de los
procesos bioldgicos de los tejidos periodontales, cada proteina presente,

desempeifia un papel funcional especifico (Khurshid y cols., 2016).

1.4 Respuesta inmune en la enfermedad periodontal

Al suprimir las medidas de higiene oral, se observa rapidamente una inflamacion
inicial que desaparece al restablecer la higiene y eliminar la placa bacteriana
acumulada. En la fase inicial de la lesion periodontal, ocurren cambios vasculares y
una respuesta inmune innata dominada por polimorfonucleares neutrofilos (PMN).
Estudios recientes han mostrado que, ademas de los PMN, otros tipos de células
inmunitarias como los monocitos CD14+, CD16+ y las células T CD8+ también
juegan un papel importante en esta fase inicial, contribuyendo al incremento de la
inflamacion (Chen y cols., 2024). A medida que la inflamacion progresa hacia una
lesion establecida, que inicialmente se presenta como gingivitis, una inflamacion
leve del periodonto, la respuesta inmunitaria adaptativa dominada por linfocitos T
CD4+ del perfil Th1, produce citoquinas como IFNy e IL-2, que activan macrofagos
y neutrofilos, ademas de estimular la produccion de anticuerpos 1gG. Este balance
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inmunologico previene la progresion de la enfermedad, sin embargo, si se rompe
este equilibrio y la acumulacion bacteriana aumenta, la lesion puede evolucionar
hacia un estado mas avanzado. Esta progresion se caracteriza por un cambio hacia
una microbiota mas patogénica y una respuesta inflamatoria sostenida. En la fase
avanzada, caracterizada por la formacion de bolsas periodontales y pérdida 6sea,
predominan las células plasmaticas y un incremento en los fenotipos de células B
de memoria, que se asocian con una mayor destruccion del tejido periodontal. En
este proceso se observan linfocitos T CD4+ del perfil Th2 que producen IL-4, IL-5,
IL-9 que activan células B, promoviendo un ambiente inmunosupresor con mayor
produccion de 1gG4 e IgE (Botero, 2009; Maniyammai y cols., 2021; Chen y cols.,
2024).

1.5 Muerte celular y respuesta inmune

La relacion inmunologica de la periodontitis con la muerte celular permite
comprender e integran los mecanismos de defensa y modulacion de la inflamacion

en enfermedades cronicas como la periodontitis.

La muerte celular es un proceso biolégico basico, que implica la “degeneracidn
irreversible de funciones celulares vitales (especialmente la produccién de ATP y
preservacion de la homeostasis redox), que culmina en la pérdida de la integridad
celular (permeabilidad permanente de la membrana plasmatica o fragmentacion
celular)” (Galluzzi y cols., 2018). Se caracteriza por presentar un conjunto de
mecanismos codificados genéticamente para la eliminacion selectiva de células
sobrantes, irreversiblemente dafadas y/o potencialmente daiinas, es decir, regula
la sobrevida de las células, la regeneracion de los tejidos y la respuesta inmune del
cuerpo. Esta respuesta inmune se activa ante patrones moleculares asociados a
dafno (DAMP), es decir, los componentes liberados por células en proceso de
muerte celular, las cuales son: proteinas intracelulares, acidos nucleicos,
componentes de la matriz extracelular, lipidos oxidados, etc. (Aristizabal y cols.,
2013). Los DAMP son reconocidos por medio de receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) en células inmunitarias, como los receptores para productos finales

de glicacion avanzada (RAGE) Yy los receptores tipo Toll (TLR) (Jounaiy cols., 2013).
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Existen dos subcategorias principales, la muerte celular accidental (MCA) que es
un tipo muerte celular instantanea e incontrolable, desencadenada por la exposicion
a agresiones fisicas, quimicas o mecanicas extremas. Por otro lado, la muerte
celular regulada (MCR), modulada por transduccion de sefales, por lo que puede
ser afectada por intervenciones farmacoldgicas o genéticas. Dentro de los tipos de
muerte celular regulada, se encuentra la apoptosis, muerte celular programada mas
estudiada subdividida en dos mecanismos, necroptosis, netosis, ferroptosis,

piroptosis, etcétera (Galluzzi y cols., 2018).

1.5.1 Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte fisiolégica que permite mantener la hemostasia
en el organismo, ya que opera como una respuesta adaptativa ante el estrés, dicho
de otro modo, ante perturbaciones del ambiente tanto intracelular como extracelular.
Una vez finalizada la apoptosis, las células son fagocitadas por células fagociticas
como los macrofagos. Existen dos formas de apoptosis, la intrinseca y la extrinseca
(Green y cols., 2016; Galluzzi y cols., 2018).

La apoptosis intrinseca es desencadenada por gran variedad de perturbaciones
microambientales como: dafo en el ADN, estrés del reticulo endoplasmatico,
sobrecarga de especies reactivas de oxigeno (ROS), abstinencia del factor del
crecimiento, alteraciones microtubulares o mitéticas. Presenta un evento clave en
el que se produce la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial (PMEM)
de forma irreversible, el cual esta reguladoras por proteinas proapoptoticas y
antiapoptoticas de la familia BCL2, las que comparten uno a cuatro dominios de
homologia (BH) es decir, las proteinas BH1, BH2, BH3 y BH4 (Galluzzi y cols.,
2018).

Los estimulos proapoptoticos estan regulados por BCL2 asociado a X, es decir,
proteinas que contienen cuatro de los dominios BH y un dominio transmembrana
conservado, los cuales son el regulador de la apoptosis (BAX) vy/o
antagonista/asesino 1(BAK). Ambos se han descrito en la literatura con la capacidad
de formar poros a través de la membrana mitocondrial externa y posiblemente en

otras membranas intracelulares. PMEM es antagonizada por proteinas
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antiapoptoticas de la familia BCL2, como BCL2, BCL2L1, regulador de la apoptosis
(MCL1), BCL2L2 y BCL2A1, y por ende las proteinas de BLC2 antiapoptdticas
inhiben a BAX 'y BAK al prevenir su oligomerizacion y activacion en la formacion de
poros, tanto de forma directa (secuestro directo de la membrana mitocondrial
externa), como indirectamente (secuestro de activadores de BH3) (Galluzzi y cols.,
2018; Singh y cols., 2019; Carranza y cols., 2020).

En cuanto a la apoptosis extrinseca, ésta se inicia ante perturbaciones del
microambiente extracelular, por lo que es impulsada ante la unién de ligandos afines
al receptor de muerte celular o al receptor de dependencia. Los receptores de
muerte celular de superficie celular FAS (o también conocidos como APO-1), y
proteinas de la familia de receptores de TNF 1A (TNFR1), 10 a (DR4) y 10b (DR5).
Los ligandos para receptores de muerte celular permiten el ensamblaje del complejo
multiproteico dinamico en la cola intracelular del receptor denominado “complejo de
sefalizacion inductor de muerte”, esta union tiene la posibilidad de inducir la
apoptosis a través de dos vias diferentes: una es por células de tipo |, es decir, por
linfocitos, timocitos, etc.; o por células de tipo Il, como hepatocitos, células
cancerosas, células beta pancreaticas. En la via dada por las células tipo |, la
maduracion proteolitica depende de CASPS8, el cual es ejecutado por CASP3 vy
CASP7, siendo suficiente para impulsar la MCR. Por otro lado, la via dada por las
células de tipo Il, la activacion de CASP3 y CASP7 esta limitada por XIAP (inhibidor
de la apoptosis ligado al cromosoma X) (Galluzzi y cols., 2018; D'Arcy, 2019).

1.5.2 Necroptosis

La necroptosis, es iniciada por perturbaciones del microambiente tanto extracelular
como intracelular, que son reconocidas por los receptores especificos de muerte
celular FAS y TNFR1, o por receptores de reconocimiento de patogenos (PRR)
como TLR3, TLR4 y el de unién a proteinas Z-DNA 1 (ZBP1). Participa en las
funciones adaptativas que generan respuestas fallidas al estrés, en programas de
garantia del desarrollo para asegurar la eliminacién de organismos potencialmente
defectuosos antes del nacimiento, y en conservar la homeostasis de las células T

adultas (Galluzziy cols., 2018).
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Este tipo de muerte celular regulada depende de la activacion secuencial de RIPK3
y de los distintos dominios de las quinasas de linaje mixto (MLKL). Luego de iniciada
la necroptosis por el reconocimiento de TNFR1, RIPK3 es activado por RIPK1,
seguidamente RIPK3 activa la fosforilacion de MLKL, resultado en la formacion de
oligobmeros de MLKL, que se transportan hacia la membrana plasmatica donde se
unen con especies especificas de fosfatidil inositol fosfato, desencadenando la
permeabilizacion de la membrana plasmatica (Galluzzi y cols., 2018; Carranza y
cols., 2020).

1.5.3 Netosis

Durante la respuesta del hospedero ante una infecciéon bacteriana y fungica,
participan los neutrofilos que son leucocitos polimorfonucleares (PMN), que
constituye la primera linea de defensa inespecifica (Barbieri y cols., 2005). Su
accidn microbicida consta de la fagocitosis y liberacidn de enzimas y productos
proteoliticos al medio extracelular, pero ademas existe otra accion, la muerte celular

denominada Netosis (Pérez y cols., 2020).

La netosis es un proceso de muerte celular producida por neutréfilos, que consiste
en liberar al espacio extracelular redes de ADN que contiene histonas y proteinas
granulares, denominado “Trampas Extracelular de Neutréfilos” (NET). Esta malla
atrapa microorganismos, produciendo la destruccion o inhibicidn de su crecimiento.
Las NET son formadas por PMN activados, estos se activan a través de los
receptores para quimioquinas, citoquinas, complejos inmunes, PAMP, DAMP, C3a
o 5a, y complemento C3 y C4 y sus derivados. Dependiendo del estimulo puede

ejercer efectos proinflamatorios y antiinflamatorios (Vitkov y cols., 2020).

La periodontitis de inicio temprano se relaciona con defectos genéticos y en el caso
de los PMN, genera el deterioro de los NET por mutaciones en sus receptores. La
periodontitis de aparicion tardia se vincula con una hiperreactividad de los PMN
(Vitkov y cols., 2020).



1.5.4 Ferroptosis

La ferroptosis es un tipo de MCR no apoptoética, gatillada por perturbaciones del
microambiente celular especificas, dado por procesos de peroxidacion lipidica
grave. Este tipo de muerte es dependiente de hierro y de generacion de ROS
(Galluzzi y cols., 2018). Se puede observar un aumento de este proceso, luego de

sufrir estrés ambiental en modelos experimentales.

Las células que sufren de ferroptosis no presentan las caracteristicas morfologicas
de la apoptosis, al contrario en estudios in vitro han observado un aumento del
volumen celular, forma redondeada, y ruptura de la membrana plasmatica, ademas
el nucleo conserva su integridad y carece de concentracion de cromatina —propio
de la células que experimentan apoptosis—, a pesar de que este tipo de muerte
celular es activado por componentes que generan dafio oxidativo en el ADN, y
también han distinguido la ultraestructura mitocondrial alterada, como su aumento

de volumen (Chen y cols.,2021).

En la homeostasis de hierro, participan proteinas en la captacion de hierro, como
transferrina, lactoferrina y el receptor de transferrina (TFRC), asi como el
coactivador del receptor nuclear 4 (NCOA4) que se encarga de la degradacion de
ferritina. Las proteinas que contribuyen con la disminucion de la ferroptosis al
prevenir la captacién de hierro mediada por citoesqueleto o por impulsar la
exportacion de ferritina al espacio extracelular, y también por la participacion de
chaperonas de hierro como la proteina de union a poli PCBP1 disminuyen la
sensibilidad a la ferroptosis en los hepatocitos. Las enzimas claves que causan la
ferroptosis, y que participan la peroxidacion lipidica, son las isoformas de
araquidonato lipoxigenasa (ALOX), abarcando ALOX5, ALOX12, ALOX15,
ALOX15B y ALOXE3 (Cheny cols.,2021)

1.5.5 Piroptosis

La piroptosis es una forma de MCR que es generada a través del sistema
inmunoldgico innato al reconocer PAMP y DAMP que desencadena el ensamblaje
de complejos de sefalizacion supramolecular denominado inflamasomas, que

rapidamente activa a las caspasas inflamatorias, integradas por caspasa-1,
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caspasa-11 murino o sus homoélogos humanos caspasa -4 y -5 y estas procesan
procitoquinas y gasdermina. La gasdermina (GSDM) pertenece a la familia de
proteinas formadoras de poros de membrana plasmatica GSDMA, GSDMB,
GSDMC, GSDMD, GSDME y DFN59, siendo GSDMD la proteina ejecutora de la

piroptosis.

La sefalizacidon candnica del inflamasoma es impulsada por caspasa-1 (CASP-1) al
unirse con la proteina adaptadora ASC con los receptores NLRP3 o AIM2. La CASP-
1 activada se adhiere a las procitoquinas pro-IL-13 y pro-IL-18, y las corta en su
forma activa IL-1B3 y IL-18, respectivamente, generando la lisis de la célula. En
cambio, la sefal no canonica del inflamasoma es promovida por caspasas -4 y -5
(CASP-4 y CASP-5) cuando se unen directamente con LPS y fosfolipidos oxidados
autocodificados (Xia, S., y cols., 2020).

1.6 Analisis in silico y bioinformatico

Una gran cantidad de informacion derivada de los fluidos biologicos orales, incluido
el FGC y la saliva, se completan y clasifican progresivamente a medida que avanzan
las tecnologias analiticas y las herramientas bioinformaticas. Las ciencias “Omicas”
contemporaneas, como la protedmica y la transcriptomica, ayudan a integrar y
comprender gran conjunto de datos, desde como las moléculas implicadas en el
funcionamiento de un organismo causan ciertas enfermedades (Vela, 2017), hasta
como tecnologias protedmicas, han logrado descifrar el estado molecular del
huésped en la enfermedad, asi como las interacciones del huésped con el
microbioma (Bostanciy cols., 2019). Recientemente, se ha identificado un repertorio
de proteinas del FGC tanto en salud como en enfermedad periodontal, definiendo
un proteoma especifico para la progresion y no progresion de la periodontitis (Torres
y cols., 2023). Ademas, se ha recopilado células humanas de tejidos de la mucosa
oral en salud y en enfermedad periodontal, creando un atlas de la mucosa oral que
incluye firmas transcripcionales que permiten evaluar la expresion celular de genes
relacionados con la susceptibilidad a la enfermedad periodontal (Williams y cols.,
2021). En estudios que integran las tecnologias transcriptomicas y protedmicas, han

logrado revelar interacciones altamente dinamicas y diferenciales entre el ARN y la



10

cinética de las proteinas durante el desarrollo de los neutréfilos humanos
(Hoogendijk y cols., 2019).

El analisis in silico complementa las ciencias “Omicas” al realizar simulaciones y
predicciones a través de computadoras, integrando multiples metodologias
informaticas para procesar y transmitir informacion mediante modelos predictivos,
sistemas de deteccion, bases de datos y simulaciones. Este enfoque ha impactado
significativamente en diversas disciplinas como la toxicologia genética y la
cardiotoxicidad, permitiendo la exploracion de mecanismos moleculares complejos

en un entorno computacional (Velazquez y Garibay, 2017; Valerio, 2014).

Por ende, la bioinformatica o biologia in silico, es un instrumento rico en informacién
que permite la comprension a nivel molecular, y que favorece el estudio de una gran
cantidad de secuencias, expresion y estructuras a través de bases datos publicas y
privadas (Fielden y cols., 2002).

Existen diversas bases de datos, entre aquellas que son de libre acceso y que
permiten el analisis de proteinas o genes codificantes de proteinas, se pueden

nombrar:

1.STRING es una plataforma web que permite obtener informacion de los
interactomas o de la interaccion proteina-proteina conocidas y predichas, ya sea de
forma fisica o funcional, permitiendo relacionar las diversas proteinas mediante

redes (Szklarczyk y cols., 2017) (Anexo 1).

2. ShinyGO 0.80 es una herramienta computacional basada en bases de datos
Ensembl y STRING-db. Contribuye en el procesamiento de conjunto de genes,
entregando visualmente la informacion a través de graficos de resultados de
enriquecimiento de los términos de ontologia genética (GO), acceso a las vias Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) y redes de interaccidon proteina —

proteina a través del vinculo con la interfaz de STRING (Ge, 2020).

3. El Centro Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI) presenta una base de
datos de genes que integra informacion de multiples fuentes y amplia gama de

especies. La indagacién de un registro genético puede incluir la nomenclatura,
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secuencias de referencia (RefSeqs), mapas, vias, variaciones, fenotipos y enlaces
a recursos especificos del genoma y locus en todo el mundo. Por ende, su contenido
representa la integracién de la curaciéon y el procesamiento automatizado de
RefSeq, base de datos de organismos colaboradores, consorcios como Gene
Ontology y otras bases de datos dentro del NCBI. A los genes se les asigna una
GenelD para poder identificarlos ya sea de secuencia genémica conocida o no. Su
frecuencia de actualizacion, de la mayoria de los genes, es diaria (Garth y cols.,
2015).

4. La base de datos de firmas moleculares (MSigDB) fue disefiada para proporcionar
analisis de enriquecimiento de conjunto de genes (GSEA) con el software GSEA. El
que contiene colecciones de genes de humanos y ratones. Comprende informacion
que cubre una gama mas diversa y amplia de fuentes y tipos de conjuntos de genes,
como derivados de recursos especializados como GO, KEGG, TRANSFAC y L2L.
Estos conjuntos se adquieren mediante medios computacionales automaticos como
curacion manual, por lo que afirma contener una mayor cantidad de conjunto de

genes (Arthur y cols., 2011).

6. La base de datos FerrDb V2 es una plataforma que permite a través de la curacion
manual e integracidn de recursos genéticos externos, es decir, de otras bases de
datos, adquirir conocimientos mas profundos exclusivos de la ferroptosis. Esto es
producto del creciente aumento de investigaciones y con el objetivo de agilizar la

obtencion de datos de forma oportuna y de alta calidad (Nan Zhou y cols., 2023).

7. Genie data mining tool, es un servidor web, que permite realizar exploracion de
datos, el cual clasifica con relacién a toda la literatura disponible, los genes a
investigar y sus ortdlogos. Por lo que genera una investigacion mas expedita, ya
que presenta cientos de especies, millones de genes, y ofrece funcionalidades

novedosas (Fontaine y cols., 2011).

Considerando que la desregulacion de la respuesta inmuno-inflamatoria es el
principal impulsor de la progresion de la periodontitis, es plausible que los eventos
moleculares involucrados en la dinamica de progresion y remision de la periodontitis

estén relacionados con diferentes formas de MC. Este trabajo se propone
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comprender los eventos moleculares que desencadenan la progresion de la

periodontitis, considerando los tipos de muerte celular mas estudiados.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVO

2.1 Hipétesis

Existe un grupo especifico de proteinas asociadas a distintos tipos de muerte
celular, identificables en el Fluido Gingival Crevicular de sacos periodontales
durante la progresion clinica de la periodontitis.

2.2, Objetivo general

Caracterizar las proteinas asociadas a muerte celular presentes en el FGC durante

la progresion clinica de la periodontitis.

2.3 Objetivos especificos

1. ldentificar, mediante mineria de datos, proteinas relacionadas con tipos
especificos de muerte celular asociadas a la progresién clinica de
periodontitis.

2. Caracterizar las proteinas identificadas segun sus interactomas vy

clasificacion funcional.

3. Evaluar la presencia de las proteinas de interés seleccionadas como
biomarcadores de muerte celular regulada, en el FGC de pacientes en
progresion clinica de periodontitis.
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3. METODOLOGIA.
3.1 Diseiio del estudio
El estudio se planifico en dos etapas:
- Primera etapa: Estudio in silico, analitico y comparativo.

- Segunda etapa: Estudio in vitro, analitico y comparativo sobre muestras de
FGC previamente obtenidas por el proyecto FIOUCH 17-007.

3.2 Universo y muestra

En la etapa del estudio in vitro, el universo correspondié a pacientes adultos
atendidos en la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile y la muestra
son los pacientes seleccionados por el proyecto FIOUCH 17-007, a quienes se les
tomd muestras de FGC de sitios periodontales en progresion y no progresion de la
pérdida de insercién.

La unidad de analisis fue el saco periodontal: 23 sacos periodontales en progresion

y 25 en no progresion. El muestreo fue intencionado por conveniencia.
3.3 Criterios de seleccidon

En la etapa in vitro, la unidad de muestreo corresponde a pacientes adultos de entre

35 a 65 afnos, hombres, sanos sistémicamente, con periodontitis.
3.4 Analisis in silico y bioinformatico

Para el analisis in silico y bioinformatico, se consideraron todas las proteinas
identificadas asociadas a distintos tipos de muerte celular y periodontitis. Primero
se inicio la recoleccion de datos de genes humanos en la base de datos curados de
“Genie data mining tool”, se uso6 el término de busqueda “periodontitis progression
AND reqgulated cell death”, con el fin de obtener los genes relacionados con la
progresion de la enfermedad de la periodontitis y los procesos de muerte celular
regulada.

Luego, en la base de datos curados “FerrDb”, que es especifica de la muerte celular
tipo ferroptosis, se recolecté los genes que se describen como supresores,
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desclasificados, conductores y marcadores. Se indago con el término de busqueda
“apoptosis” en la base de datos MSigDB. Posteriormente se usé el término
“pyroptosis” en las bases datos MSigDB y NCBI, se eliminaron los genes duplicados.
Luego, se investigo el término de busqueda “neutrophil extracellular trap” en la base
de datos NCBI. Por ultimo, se busco el término “necroptosis” en la base de datos
MSigDB y NCBI, se eliminaron los datos duplicados obteniendo los genes de
interés. Dichas bases de datos permitieron la obtencion de genes codificadores de
proteinas asociadas con la periodontitis, la progresién y los procesos biolégicos
asociados a muerte celular regulada.

A continuacion, para obtener los conjuntos de proteinas de interés, dado por cruce
de los datos in silico con el proteoma del FGC, se realiz6 una representacién grafica
para cada MCR tipo ferroptosis, apoptosis, piroptosis, netosis y necroptosis,
mediante diagrama de Venn de tres conjuntos y asi se extrajo el conjunto de
proteinas que participan tanto en el proteoma del FGC como de cada una de las
cinco MCR (Figura 1).

Posteriormente, con los cinco conjuntos de proteinas de interés, se realiz6 un
analisis de enriquecimiento bioinformatico de los genes. Se inicio con ShinyGO 0.80
(http://bioinformatics.sdstate.edu/go) para el procesamiento de la informacion vy
caracterizacion segun sus vias KEGG, procesos biolégicos y funciones
moleculares, estos ordenados por la cantidad de genes participe en cada funcién
proceso o via, con un corte de FDR de 0,05. Con el sitio web de STRING
(https://string-db.org/) se analizé la red de interaccion proteina-proteina (IPP) segun
su relacidn funcional y fisicas de cada subconjunto. Se visualizé los nodos que
representa a cada proteina, los bordes que conecta a cada nodo correspondiente a
asociacion en relacion a una funcion compartida, segun la confianza plasmada (alta
= 0,7), se observo de mayor grosor aquellas con mayor solidez de soporte de datos,
y se descarto aquellas proteinas sin relacién directa con otras.


http://bioinformatics.sdstate.edu/go
https://string-db.org/
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3.5 Analisis in vitro

Se utilizaron las muestras de FGC obtenidas en el proyecto FIOUCH 17-007 de
titulo “Caracterizacion protedmica de fluido gingival crevicular de sitios con sacos
periodontales antes y durante la progresién clinica de la periodontitis”.

Las proteinas candidatas seleccionadas previamente se evaluaron in vitro, a partir
de muestras biolégicas de FGC, mediante técnicas de laboratorio de western blot
para detectar e identificar las proteinas asociadas a muerte celular durante la
progresion de la periodontitis.

La electrotransferencia mediante el uso de anticuerpos permitio determinar si las
muestras de FGC expresan proteinas de muerte celular, posibilitando realizar
comparaciones cuantitativas de los niveles de proteinas entre las diferentes

muestras. La técnica inmunoblot consto de los siguientes pasos:

1. Preparacién de la muestra: la muestra se obtuvo del proyecto FIOUCH 17-007,

al cual se encuentra adscrita la presente tesis de investigacion.

2. Electroforesis: las muestras de pacientes sanos, en no progresion (NP) y en
progresion (PG), fueron descongeladas en hielos y cargadas en pocillos de geles
de poliacrilamidas SDS-PAGE al 10%. El volumen de muestra cargada fue de
40 pl. Se utilizdé el marcador de peso molecular de las proteinas, “PageRule™
Prestained Proteina Ladder, 10 a 180kDA”. Las proteinas fueron separadas en
presencia Buffer Running 1x, los primeros 15 min a 80V y luego a 110V por 1
hora y 30 minutos.

3. Transferencia a membrana: en Trans-Blot®Turbo™ se usdé membrana de
fluoruro de polivinilideno (PDVF), a la que se aplico 25A y 25V por 10 minutos.
Para la visualizacion de las proteinas se dejo en agitacion por 10 minutos a
30rpm en solucion de rojo Ponceau. Luego de corroborar la visualizacion de las
proteinas, se realizé el bloqueo de la membrana en solucion de BSA al 5% en
TBS vy 0,1% Tween (TTBS) en agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente.

4. Inmunotincion: se incubd el anticuerpo primario durante toda la noche, a 4°C en

una solucion de BSA al 5% (Tabla 1). Luego se recupero el anticuerpo y se lavd
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la membrana 3 veces por 10 minutos, en una solucion TBS Tween 0,1%. Se
incubé el anticuerpo secundario por 1 hora a temperatura ambiente.

Nuevamente se lavo la membrana 3 veces con TTBS por 7 minutos.

5. Deteccion de bandas: sé detectd las bandas por quimioluminiscencia mediante
la solucion de Clarity Western ECL (BIO-RAD), siguiendo las instrucciones
indicadas por el fabricante. Se visualizé la sehal con el software de Li-Cor
Odyssey Fc (LI-COR Biosciences).

Las imagenes de las membranas fueron exportadas en formato TIFF a 600dpi y la
cuantificacion y analisis densitométrico se hizo mediante el software ImagedJ version
1.549, en el que se cuantifico la intensidad relativa de las bandas. El experimento

se realiz6 por tripletes.

Tabla 1. Especificaciones de los anticuerpos primarios. Se especifica su isotipo,
concentracion de la solucion, peso molecular (kDa), especificaciones del clon y el

proveedor del anticuerpo.

Anticuerpos | Especie | Concentraciéon Catalogo - Empresa kDa
Primarios
IL-6 Rabbit 1:1000 Clone D2K2N, Cat 21-28
#12153; CST.
CA1 Rabbit 1:1000 Clone JG38-71, Cat 29
#NBP2-76980; Novus.
CA2 Rabbit 1:1000 Clone 001, Cat #NBP2- 29
89522; Novus.
FTH1 Rabbit 1:1000 Clone D1D4, Cat #4393; | 21
CST.
MMP-8 Mouse 1:1000 Ab53017; abcam. 53

Cell Signaling Technology (CST). Cat (numero de catalogo).
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3.6 Analisis de datos de secuenciacion de ARN de células individuales
(scRNA-seq).

Se analiz6 el conjunto de datos de secuenciacion de ARN de células individuales
obtenido de la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) (GSE164241,
disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc= GSE164241)
de periodontitis cronica humana y tejidos gingivales marginales clinicamente sanos,
para proporcionar una evaluacion imparcial de células heterogéneas a nivel

unicelular dentro del contexto de complejidad molecular de los tejidos periodontales.

El objetivo principal fue la exploracion y aproximacion del origen de las diferencias
protedmicas a nivel celular. Este enfoque empled el paquete R Seurat v5.0 para el
procesamiento integral de datos, que abarca control de calidad, normalizacién,
correccion de lotes, integracion, seleccion de caracteristicas, escalamiento de
datos, reduccion lineal mediante PCA (analisis de componente principal),
agrupamiento de células, UMAP (proyeccion y aproximacion multiple uniforme) y

reduccion de dimensionalidad con anotaciones de agrupamiento.

Durante la fase de control de calidad, se excluyeron las células con menos de 500
genes, mas de 5.000 genes o mas del 15% de genes mitocondriales. La expresion
genética se normalizé y se escal6 utilizando el método "LogNormalize". Después de
la normalizacion, se identificaron 2.000 genes altamente variables (HVG) para cada
muestra utilizando el método "vst". Para superar el gran ruido técnico en cualquier
caracteristica unica de los datos de scRNA-seq, se utilizé una clasificacion de PC
basada en el porcentaje de varianza explicada por cada PC para escalar los datos.
La funcion FindAlIClusters clasifico las celdas en 21 grupos diferentes con una
resolucién de 0,2. Utilizando la funcion FindAllIMarkers con logfc.threshold = 0,25, se
identificaron genes expresados diferencialmente (DEG) para cada grupo. La
identificacion del tipo de célula se basé en los DEG en cada grupo y se valido

manualmente.

3.7 Analisis estadistico

Las diferencias en la abundancia relativa de proteinas entre los grupos de muestras

se evaluaron mediante una prueba t, con correccion de Mann Whitney para
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comparaciones de rango no paramétrico. Las intensidades de las bandas en el
experimento de western blot se cuantificaron utilizando el software Imaged, seguido
del analisis de datos utilizando ANOVA unidireccional con la prueba de
comparaciones multiples de Tukey. Los valores se presentaron como media + error
estandar de la media (SEM). Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas cuando p<0,05. El analisis de datos y los graficos se realizaron
utilizando el software GraphPad Prism 10 (GraphPad Software Inc.).



20
4. RESULTADOS

4.1 Descripcion de los antecedentes recolectados en las bases de datos

curadas y del subconjunto de proteinas a analizar.

Como se menciond anteriormente, se consiguidé el primer conjunto de genes
relacionados con la progresion de la enfermedad de la periodontitis y los procesos
de muerte celular regulada en la base de datos curados de “Genie data mining tool”,
donde se obtuvieron 2655 genes codificantes de proteinas. Luego, en la base de
datos curados “FerrDb”, se identificaron 563 genes. De apoptosis se obtuvieron 88
genes en la base de datos MSigDB. A continuacion, en la misma base de datos
MSigDB, se identificaron 57 genes de piroptosis y en la base de datos NCBI 169
genes, se incorporaron ambas listas de genes y se eliminaron los genes duplicados,
resultando en 193 genes. Posteriormente, en la base de datos NCBI, se extrajeron
62 genes de netosis. Por ultimo, en la base de datos MSigDB se registraron 159
genes de necroptosis, en la base de datos NCBI se obtuvieron 147 genes, ambos
conjuntos de datos menos aquellos duplicados, resultaron en 280 genes.

Luego se realiz6 una representacion grafica mediante diagrama de Venn de tres
conjuntos, primero de “Periodontitis progression AND regulated cell death”, segundo
del proteoma del FGC —obtenidas del proyecto FIOUCH 17-007— y tercero de los
cincos tipos de MCR, es decir, de ferroptosis (Figura 1A), apoptosis (Figura 1B),
piroptosis (Figura 1C), netosis (Figura 1D) y necroptosis (Figura 1E).
Posteriormente, se extrajeron los subconjuntos de interés que abarcaban genes
codificantes de proteinas para un tipo de muerte celular que se encuentra en el
FGC, los cuales se denominaron como “ferroptosis FGC”, “apoptosis FGC”,

LTS

“piroptosis FGC”, “netosis FGC” y “necroptosis FGC” (Figura 1).
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Figura 1. Diagramas de Venn de cada MCR. Representacion grafica de los conjuntos de
proteinas de “Periodontitis progression in silico”, “Proteoma FGC”, y con las diferentes
MCR. A. Ferroptosis y grupo marcado en rojo “ferroptosis FGC”. B. Apoptosis y grupo
demarcado en rojo “apoptosis FGC” C. Piroptosis y grupo demarcado en rojo “piroptosis
FGC”, D. Netosis y grupo marcado en rojo “netosis FGC”. E. Necroptosis y grupo marcado

en rojo “necroptosis FGC”.

Se determind utilizar el conjunto de proteinas entre la intersecciéon de las proteinas
del proteoma FGC con cada una de las MCR (Anexo 1). Se inicio la caracterizacion
de este gran grupo de proteinas para comprender en qué procesos y funciones

participan las proteinas en un nivel total del FGC.

Segun la sobrerrepresentacion de la proteina, dada su abundancia relativa dentro
del proteoma del FCG, se clasifico su pertenencia al grupo de progresion (PG) y no
progresion (NP) de la enfermedad, teniendo un umbral 22 fold change (Anexo1).
También se selecciond las proteinas que presentaron una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) dentro del proteoma (Figura 2).
Posteriormente, se realizd la caracterizacion de las proteinas con diferencia
significativa, en cada MCR segun la correspondencia al grupo de PG y del grupo
NP, por separados, para la obtencibn de Ilos procesos que estan
sobrerrepresentados en FGC.
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Figura 2. Abundancia relativa de proteinas relevantes, presentes en el FGC, y
clasificadas en los diferentes conjuntos de MCR. Ferroptosis; ACO1, CBR1, CD44,
CDH1, FTH1, GCLC, GOT1, HMGB1, HSPB1, PRDX1, SNCA, STMN1. Apoptosis; CASP6,
PRKAR1A. Piroptosis; ADORA2A, HMGB1, PKM, CASP6. Netosis; HSPB1, HMGB1,
PADI4, GAPDH, SERPINB1. Necroptosis; FTH1, HMGB1, HSPA4, PPIA, GLUD1, GLUD2.
Las proteinas DCN y ANXA5 se incluyeron por el analisis de scRNA-seq. Las proteinas
CA1y CA2 se incluyeron para el analisis de inmunoblot. *: p<0.05, **: 0.01, ***: 0.001 y ns:

no significativo.
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4.2 Caracterizacion e Interaccion entre proteinas de ferroptosis.

Dentro del conjunto de proteinas de ferroptosis FGC (Figura 2A), se obtuvo un total
de sesenta y tres proteinas de ferroptosis dentro del proteoma del FGC. Del analisis
de enriquecimiento, dentro de las vias KEGG se destacan la via metabdlica,
metabolismo de carbono, vias de neurodegeneracion: multiples enfermedades vy

ferroptosis (Figura 3A).

Este conjunto proteico de ferroptosis FGC se dividio en aquellas proteinas que
participan en el grupo NP y PG, para un analisis mas esclarecedor del rol de las
proteinas de ferroptosis durante la progresion de la periodontitis. Resulté en 47
proteinas del grupo NP, y se obtuvo que dentro de las vias KEGG, la via de
ferroptosis presentdé menor participacion de estos genes codificantes de proteinas,
sin embargo, se destaco la via metabdlica, metabolismo de carbono, vias de
neurodegeneracion; multiples enfermedades, carcinogénesis quimica-especies
reactivas de oxigeno, entre otras rutas (Figura 3B). En cambio, en las 16 proteinas
del grupo PG, destaca nuevamente la via metabdlica, pero le sigue la ruta de
ferroptosis, también la de metabolismo de glutation y vias de neurodegeneracion;
multiples enfermedades (Figura 3C).
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Figura 3. Términos enriquecidos GO de las vias KEGG. Graficos de puntos generados
por ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para el conjunto
proteinas de ferroptosis FGC (A), y de las proteinas del grupo NP (B) y grupo PG (C). El
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tamario del punto representa el numero de genes que participan para un término y cuan
significativo es el dato de acuerdo a la gradiente de color azul-rojo, donde rojo presenta

mayor significancia dado por -log10(FDR).

En la categoria de procesos biologicos de las proteinas ferroptosis FGC, se
distinguen principalmente procesos de respuesta celular al estimulo quimico,
regulacion de la calidad biologica, respuesta al estrés, establecimiento de
localizacion y transporte. También las proteinas participan en procesos
homeostatico, procesos catabolicos, respuesta a estimulos externos, regulacidon
positiva del proceso metabdlico, en procesos metabdlicos del fosfato, regulacion de
la comunicacién celular y regulacion de la sefializaciéon (Figura 4A). Del subconjunto
de proteinas que pertenecen al grupo NP, sus principales procesos biolégicos son
de regulacién de calidad biologica, respuesta al estrés, respuesta a sustancias
quimicas, establecimiento de localizacion, etcétera (Figura 4B). En cambio, aquellas
proteinas que corresponden al grupo PG se destaca la respuesta a sustancias
quimicas, regulacion del metabolismo de las proteinas, respuesta celular al estimulo
quimico, regulacion de la calidad biologica, respuesta al estrés, procesos
homeostaticos (Figura 4C).
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Figura 4. Términos enriquecidos GO de los procesos biolégicos. Graficos de puntos
generados por ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para el

conjunto proteinas de ferroptosis FGC (A), y de las proteinas del grupo NP (B) y grupo PG
(C). El tamano del punto representa el nimero de genes que participan para un término y
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cuan significativo es el dato de acuerdo con la gradiente de color azul-rojo, donde rojo

presenta mayor significancia dado por -log10(FDR).

En la categoria de funciones moleculares de las proteinas de ferroptosis FGC, se
destacan con mayor significancia y numero de genes participantes, la actividad
oxidorreductasa. También presentan varias proteinas de unién como a unién a
proteina idéntica, union a moléculas pequefias, unién a enzimas, union a anion,
unién a nucleodtidos, union a nucledsido fosfato, union a ARN, unidon a complejos
nucleicos, union de cadherina, union proteinas del citoesqueleto y union a
fosfolipidos (Figura 5A). Del grupo NP se acentua las funciones de union a ARN y
union a enzimas, también se destaca la actividad oxidorreductasa (Figura 5B). En
el grupo de PG sobresale la actividad oxidorreductasa, también las funciones de
unién a nucledtidos, union a pequefias moléculas, union a proteinas idénticas, union
al anién, unién a enzimas, unidon al ion calcio, actividad peroxidasa, actividad

antioxidante (Figura 5C).
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Figura 5. Términos enriquecidos GO de las funciones moleculares. Graficos de puntos
generados por ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para el

conjunto proteinas de ferroptosis FGC (A), y de las proteinas del grupo NP (B) y grupo PG
(C). El tamano del punto representa el nimero de genes que participan para un término y

cuan significativo es el dato de acuerdo con la gradiente de color azul-rojo, donde rojo

presenta mayor significancia dado por -log10(FDR).

Con la base de datos ferrDb V2, exclusiva de MCR tipo apoptosis, se clasifico las
proteinas, con diferencia significativa, segun categorias como; conductores a
SNCA, ACO1 y HMGB1; como marcadores a FTH1 y HSPB1; como supresores
CD44, CDH1, GCLC, GOT1, FTH1, HSPB1, y PRDX1. Estas proteinas nombradas,
segun su relacion de abundancia entre PG/NP dentro del FGC presentan mayor
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abundancia en el grupo NP, y cumpliendo con un umbral =2 fold change se
destacando FTH1, HSPB1 y HMGB1 y exceptuando SNCA que pertenece al grupo
PG.

4.2.1 Red de interaccién proteina - proteina de ferroptosis.

En la red de IPP confeccionada con el conjunto de proteinas de ferroptosis FGC, se
observaron las interacciones de mayor solidez entre aquellas proteinas que realizan
mas de una funcion molecular. Se destaco la proteina SNCA, un conductor de la
ferroptosis, que interactuia con HSPB1, HSPA5, LAMP2 y PARKY supresores,
también con UBC una proteina sin clasificar; sin embargo, es exclusiva de la NP de
la enfermedad de periodontitis, en la cual se destaca su funcion molecular de union
a proteinas, enzimas y ARN, que a su vez se relaciona con OTUB1, supresor de la
ferroptosis y también perteneciente al grupo NP. Otra proteina que destacar es
GPX4 un marcador y supresor de ferroptosis, se relaciona con mayor solidez
PRDX6 y GSTM1, también se relaciona con FTH1 que de igual forma es un
marcador y supresor (Figura 6).

Figura 6. Red de IPP de ferroptosis FGC. Representacion grafica de las principales

funciones moleculares; de union (color verde), actividad catalitica (color rojo) y actividad
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oxidorreductasa (color azul). Se descartaron proteinas sin relaciéon directa con la red, con

confianza alta =2 0,7.

4.3 Caracterizacion e Interaccion entre proteinas de apoptosis.

Se encontraron ocho proteinas en el subconjunto apoptosis FGC (Figura 2B). Del
analisis de enriquecimiento de datos, dentro de las vias KEGG se destacd primero
la ruta de apoptosis, ya que presentd mayor cantidad de genes y mayor significancia
con un -log10(FDR) de 5. Le siguen las rutas de lipidos y aterosclerosis, enfermedad
de Alzheimer, vias de neurodegeneracion: multiples enfermedades, apoptosis-
multiples especies (Figura 7A). Estas rutas siguen siendo las principales al analizar
las siete proteinas del grupo NP (Figura 7B). La proteina CHP1 presente en mayor
abundancia en el grupo PG, no se logré analizar en ShinyGO 0.80 por ser un solo
dato.
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Figura 7. Términos enriquecidos GO de vias KEGG. Graficos de puntos generados por
ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para el conjunto proteinas
de apoptosis FGC (A), y de las proteinas del grupo NP (B). El tamafio del punto representa
el numero de genes que participan para un término y cuan significativo es el dato de acuerdo
con la gradiente de color azul-rojo, donde rojo presenta mayor significancia dado por -
log10(FDR).

Dentro de los procesos biolégicos involucrados, se destacan con una mayor
participacion del numero genes los procesos de regulacion de la funcion molecular,
regulacion de la actividad catalitica, y el de transduccion de sefal intracelular.
También se observan la participacion de la regulacion negativa de varios procesos
como de la actividad de la proteina quinasa, actividad transferasa, de la fosforilacion
de proteinas, procesos metabdlicos del fosforo, del proceso de modificacion de
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proteinas, de la actividad catalitica y de la funcion molecular (Figura 8A). De las
siete proteinas del grupo NP podemos ver que los procesos de regulacién de la
funcion molecular, regulacion de la actividad catalitica, transduccion de seial
intracelular, son nuevamente las de mayor enriquecimiento, dentro de este conjunto
de proteinas, y surgen nuevos procesos como protedlisis, regulacion del proceso
metabalico de las proteinas, procesos del sistema inmunoldgico (Figura 8B)
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Figura 8. Términos enriquecidos GO de los procesos biolégicos. Graficos de puntos

generados por ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para el
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conjunto proteinas de apoptosis FGC (A), y las proteinas del grupo NP (B). El tamano del
punto representa el numero de genes que participan para un término y cuan significativo es

el dato de acuerdo con la gradiente de color azul-rojo, donde rojo presenta mayor

significancia dado por -log10(FDR).

Las funciones moleculares implicadas en las ocho proteinas, se acentuan la
actividad inhibidora de la proteina quinasa y actividad reguladora quinasa.
Paralelamente participan en funcion de union a enzimas, actividad reguladora de la
funcién molecular y actividad hidrolasa (Figura 9A). De las proteinas de apoptosis
FGC que pertenecen al grupo NP se destaca la actividad hidrolasa, actividad
inhibidora de la proteina serina/treonina-quinasa, actividad inhibidora de quinasas,
actividad endopeptidasa tipo cisteina, actividad peptidasa tipo cisteina, actividad

reguladora de quinasas (Figura 9B).
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Figura 9. Términos enriquecidos GO de las funciones moleculares. Graficos de puntos
generados por ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para el
conjunto proteinas de apoptosis FGC (A), y las proteinas del grupo NP (B). El tamafo del
punto representa el numero de genes que participan para un término y cuan significativo es
el dato de acuerdo con la gradiente de color azul-rojo, donde rojo presenta mayor

significancia dado por -log10(FDR).

4.3.1 Red de interaccion proteina-proteina de apoptosis.

En la red de IPP del conjunto de apoptosis FGC, se visualizaron las asociaciones
de los nodos, con una confianza alta de 0,7. La proteina CASP3 presentd mas
interacciones, estas dadas por las proteinas CYCS, CASP6 y CAPN1 que participan
en regulacion de la funcion molecular y regulacion de la actividad catalitica, al igual
que PRKAR1A y PRKARZ2A. Estas dos proteinas presentan funciones de actividad
inhibidora de la proteina quinasa dependiente de AMPc, actividad inhibidora de
proteina quinasa y unién de AMPc. CAPN1 y CASP6 tienen funcion de actividad
endopeptidasa tipo cisteina, al igual que CASP3 que ademas tiene actividad
inhibidora de proteina quinasa. CYSC no presenta una funcion conocida dentro del

entramado (Figura 10).
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Figura 10. Red de IPP de apoptosis FGC. Representacion grafica de las principales
funciones moleculares; de actividad inhibidora de la proteina quinasa dependiente de AMPc
(color amarillo), actividad inhibidora de proteina quinasa (color rojo), unién de AMPc (color
verde) y actividad endopeptidasa tipo cisteina (color azul). Se descartaron proteinas sin

relacion directa con la red, con confianza alta = 0,7.

4.4 Caracterizacion e Interaccion entre proteinas de piroptosis.

En el conjunto de proteinas piroptosis FGC se encontraron un total de veintitrés
genes codificantes de proteinas de MCR tipo piroptosis (Figura 2C). De las vias
KEGG, el analisis de enriquecimiento destacé las vias de infeccion patdogena por
Escherichia coli, lipidos y aterosclerosis, infeccion por salmonela. También se
observd las vias de muerte celular reguladas como apoptosis, necroptosis,
formacion de trampa extracelular de neutréfilos (Figura 11A). Las primeras tres vias
nombradas se repiten como las principales destacadas en el conjunto de veinte
proteinas del grupo NP presentes en piroptosis FGC (Figura 11B). Las otras tres
proteinas que corresponden al grupo PG no se logré analizar en ShinyGO 0.80 por
una acotada cantidad de datos.
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Figura 11. Términos enriquecidos GO de vias KEGG. Graficos de puntos generados por
ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para el conjunto proteinas
de piroptosis FGC (A) y para aquellas proteinas pertenecientes al grupo NP (B). El tamafio
del punto representa el numero de genes que participan para un término y con la gradiente
de color azul-rojo, cuan significativo es el dato de acuerdo, donde rojo presenta mayor

significancia dado por -log10(FDR).

En la categoria de procesos biolégicos se observaron principalmente los procesos
de respuesta a la sustancia organica, respuestas a estimulos quimicos, respuesta
a estimulos externos, respuestas al estrés, en procesos del sistema inmunoldgico,
y regulacion positiva del proceso metabdlico de macromolecular (Figura 12A). De
las veinte proteinas del grupo NP, nuevamente se repiten los procesos, siendo los
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mas destacados respuesta a sustancias organicas, respuesta a quimicos, respuesta

celular a sustancias organicas, etcétera (Figura 12B).
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Figura 12. Términos enriquecidos GO de los procesos bioldgicos. Graficos de puntos
generados por ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para el
conjunto proteinas de piroptosis FGC (A), y de las proteinas del grupo NP (B). El tamafio
del punto representa el numero de genes que participan para un término y cuan significativo
es el dato de acuerdo a la gradiente de color azul-rojo, donde rojo presenta mayor

significancia dado por -log10(FDR).

Las funciones moleculares que destacar del conjunto piroptosis FGC son las
proteinas de unién, como: unién de proteinas idénticas, union de derivados de
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carbohidratos, union enzimatica, union a receptor de sefializacién, unidén de
derivados de carbohidratos y unidén de ribonucleétidos. También se acentua la
actividad reguladora de la funcion molecular y actividad catalitica (Figura 13A). Del
grupo NP las funciones moleculares son de unién de derivados de carbohidratos,
unidn compleja de proteinas, union al receptor de sefalizacion, unién enzimatica,
actividad catalitica que actua sobre una proteina, actividad reguladora de la funcion

molecular (Figura 13B).
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Figura 13. Términos enriquecidos GO de las funciones moleculares. Graficos de
puntos generados por ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para

el conjunto proteinas de piroptosis FGC (A), y de las proteinas del grupo NP (B). El tamafio
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del punto representa el nimero de genes que participan para un término y cuan significativo
es el dato de acuerdo con la gradiente de color azul-rojo, donde rojo presenta mayor

significancia dado por -log10(FDR).

4.4.1 Red de interaccion proteina - proteina de piroptosis.

La IPP de piroptosis FGC se destaco por presentar multiples interacciones, el nodo
de CASP3. Todas las proteinas presentan funcion de union, pero algunas presentan
distinciones en su funcién como la union a proteina, unién a proteina idéntica y union
a enzimas. APOE y VTN presentaron solo conexion entre ellas, y sin vinculo directo
con el entramado de proteinas, participan en varios procesos celulares como
regulacion de transporte, localizacion, diferenciacion celular, regulacion de la
respuesta al estrés y regulacidn de la actividad catalitica. De esta red se destaca el
proceso bioldégico de piroptosis las proteinas PYCARD, CASP1, CASP6 y ELANE
(Figura 14).
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Figura 14. Red de IPP de piroptosis FGC. Representacion grafica de las principales
funciones moleculares; de actividades endopeptidasa (color amarillo), actividades
endopeptidasa tipo cisteina (color rojo), unién (color verde) y unidon a enzima (color azul).

Se descartaron proteinas sin relacion directa con la red, con confianza alta = 0,7.

4.5 Caracterizacion e Interaccion entre proteinas de netosis.

Se encontro un total de diecisiete proteinas del conjunto netosis FGC (Figura 2D).
Se observo que dentro de las principales vias KEGG presentes, se resaltan la:

activacion plaquetaria, formacion de trampas extracelular de neutrdéfilos, infeccion
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patdogena por Escherichia coli, union adherente y cascada de complemento y
coagulacion (Figura 15A). Del conjunto netosis FGC, trece proteinas pertenecen al
grupo NP y presentan participacion en las vias de infeccion patdégena por
Escherichia coli, unién adherente, vias de senalizacion de quimiocinas, vias de
senalizacion de la fosfolipasa D, actuacion plaquetaria, formacion de trampas
extracelulares de neutréfilos (Figura 15B). En el grupo de PG esta conformado por
cuatro proteinas del conjunto global, donde solo estan presente cuatro vias, la
principal es de actuacion plaquetaria, seguida por la cascada de complemento y
coagulacion, interaccion ECM-receptor y via de sefalizacion de IL-17 (Figura 15C).
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Figura 15. Términos enriquecidos GO de vias KEGG. Graficos de puntos generados por
ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para el conjunto proteinas
de netosis FGC (A), y de las proteinas del grupo NP (B) y grupo PG (C). El tamafio del
punto representa el numero de genes que participan para un término y cuan significativo es
el dato de acuerdo con la gradiente de color azul-rojo, donde rojo presenta mayor

significancia dado por -log10(FDR).

En los procesos celulares de netosis FGC, se acentuan los procesos de respuesta
al estrés, regulacion positiva de la respuesta al estimulo, respuesta a estimulos
externos, activacion celular, regulacion de procesos metabdlicos de las proteinas, y
proceso del sistema inmunoldgico (Figura 16A). En cuanto a las trece proteinas del
grupo NP se destaca respuesta a estimulos externos, regulacion del proceso de
organismo multicelular, respuesta al estrés, activacion celular, regulacién del
proceso metabolico de las proteinas celulares y regulacion positiva de respuesta al
estimulo (Figura 16B). Las cuatro proteinas del grupo PG presentaron procesos de
respuesta al estrés, adhesion celular, regulacion positiva al estimulo, respuesta
inmune humoral, coagulacion de la sangre, hemostasia, activacion plaquetaria,

adhesion al sustrato celular y cicatrizacion de heridas (Figura 16C).
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Figura 16. Términos enriquecidos GO de los procesos bioldgicos. Graficos de puntos
generados por ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para el
conjunto proteinas de netosis FGC (A), y de las proteinas del grupo NP (B) y grupo PG (C).
El tamafio del punto representa el numero de genes que participan para un término y cuan
significativo es el dato de acuerdo con la gradiente de color azul-rojo, donde rojo presenta

mayor significancia dado por -log10(FDR).

Las funciones moleculares presentes en netosis FGC son principalmente de:
actividad reguladora de la funcién molecular, union enzimatica, union al receptor de
sefializacion, union de proteinas idénticas, actividad reguladora enzimatica y union
a proteinas citoesqueléticas (Figura 17A). Las funciones presentes en el grupo NP
y que sobresalen son de: actividad reguladora de la funcidn molecular, union
enzimatica, actividad reguladora enzimatica, union de proteinas idénticas, union de
proteinas quinasa, union a proteinas citoesqueléticas y union a lipopolisacaridos
(Figura 17B). Del grupo PG se acentuan las funciones de: union al receptor de
sefalizacion, union a proteinas dependientes de calcio, union de proteasa, union de

integrina y union de moléculas de adhesioén celular (Figura 17C).
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Figura 17. Términos enriquecidos GO de las funciones moleculares. Graficos de
puntos generados por ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para
el conjunto proteinas de netosis FGC (A), y de las proteinas del grupo NP (B) y grupo PG
(C). El tamano del punto representa el nimero de genes que participan para un término y
cuan significativo es el dato de acuerdo con la gradiente de color azul-rojo, donde rojo

presenta mayor significancia dado por -log10(FDR).

4.5.1 Red de interaccion proteina - proteina de netosis.

La red de IPP se visualizoé las funciones moleculares que comparten las proteinas,
como la actividad reguladora de la funcion molecular, actividad reguladora de
peptidasa, union de lipopolisacaridos y union de quimiocinas CXC. El nodo de la
proteina CAMP une a los nodos del entramado, y junto a HMGB1, S100A9, MMP-8
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y RHOA participan en la desgranulacién de neutrodfilos, Los nodos VW1, F2, A2M y
RHOA contribuye en la activacion, sefalizacion y agregacion plaquetaria. MMP-8,
A2M y VWF cooperan con la organizacion de la matriz extracelular, reacciones
necesarias para la MCR tipo netosis (Figura 18).
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Figura 18. Red de IPP de netosis FGC. Representacion grafica de las principales

MMP8

funciones moleculares; union de quimiocinas CXC (color amarillo), actividad reguladora de
la funcién molecular (color rojo), uniéon de lipopolisacaridos (color verde) y actividad
reguladora de peptidasa (color azul). Se descartaron proteinas sin relacion directa con la

red, con confianza alta =2 0,7.

4.6 Caracterizacion e Interaccion entre proteinas de necroptosis.

Se hall6 un total de treinta y seis proteinas de necroptosis FGC (Figura 2E). Dentro
de las vias KEGG presente en este conjunto de datos, sobresale la ruta de
necroptosis, luego es seguida por las vias de sefalizacion del receptor tipo NOD,
lipidos y aterosclerosis, enfermedad por coronavirus-COVID-19, vias metabdlicas,
y enfermedad prionica (Figura 19A). Las vias KEGG presentes en el grupo NP
continua destacando la ruta de necroptosis, seguida por vias metabdlicas, vias de
sefalizacion del receptor tipo NOD (Figura 19B). Del grupo PG persisten las rutas

nombradas sobresaliendo principalmente la de necroptosis (Figura 19C).
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Figura 19. Términos enriquecidos GO de vias KEGG. Graficos de puntos generados por
ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para el conjunto proteinas
de necroptosis FGC (A), y de las proteinas del grupo NP (B) y grupo PG (C). El tamafio del
punto representa el numero de genes que participan para un término y cuan significativo es
el dato de acuerdo con la gradiente de color azul-rojo, donde rojo presenta mayor

significancia dado por -log10(FDR).

Los procesos biolégicos que destacan al conjunto necroptosis FGC son de
respuesta al estrés, transporte, establecimiento de localizacion, respuesta al
estimulo externo, respuesta a la sustancia quimica, procesos del sistema
inmunoldgico, regulacion de respuesta el estimulo, regulacion de la calidad biolégica
y procesos bioldgicos involucrado en la interaccion entre especies de organismos
(Figura 20A). En el grupo NP se destacan los procesos de regulacion de la calidad
biolégica, transporte, establecimiento de localizacion, respuesta al estrés,
regulacion de la respuesta al estimulo, regulacion del transporte, regulacion de la
localizacion, respuesta al estimulo externo (Figura 20B). De los procesos principales
del grupo PG resaltan, respuesta al estimulo externo, respuesta al estrés, respuesta
a la quimica, respuesta a estimulos bioticos, procesos del sistema inmunoldgico,
respuesta celular al estimulo quimico, respuesta de defensa a otro organismo
(Figura 20. C).
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Figura 20. Términos enriquecidos GO de los procesos biolégicos. Graficos de puntos
generados por ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para el
conjunto proteinas de necroptosis FGC (A), y de las proteinas del grupo NP (B) y grupo PG
(C). El tamano del punto representa el nimero de genes que participan para un término y
cuan significativo es el dato de acuerdo con la gradiente de color azul-rojo, donde rojo

presenta mayor significancia dado por -log10(FDR).

Las funciones moleculares que destacan en necroptosis FGC son de unién a
aniones, union a proteinas idénticas, unidn de moléculas pequenas, union
enzimatica, unién de nucledtidos, union de nucleotidos fosfatos, unién de derivados
de carbohidratos (Figura 21A). En el grupo de NP son principalmente las funciones
de union de derivados de carbohidratos, unidn de proteinas idénticas, union de



50

aniones, union de nucleotidos de adenilo, union de ribonucledtido y unidén de
nucleotidos de purina (Figura 21B). Del grupo PG destacan la union enzimatica,

unidn especifica del dominio proteina, actividad reguladora enzimatica, actividad

reguladora de la funcion molecular, union de aniones, union a moléculas pequefias

y union de proteina fosfatasa (Figura 21C).
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Figura 21. Términos enriquecidos GO de las funciones moleculares. Graficos de
puntos generados por ShinyGo 0.80. Se observan los términos GO mas enriquecidos para
el conjunto proteinas de necroptosis FGC (A), y de las proteinas del grupo NP (B) y grupo
PG (C). El tamafo del punto representa el numero de genes que participan para un término
y cuan significativo es el dato de acuerdo con la gradiente de color azul-rojo, donde rojo

presenta mayor significancia dado por -log10(FDR).

4.6.1 Red de interaccion proteina-proteina de necroptosis.

En la red de IPP de necroptosis FGC, se distinguio dentro del entramado la proteina
HSP90AA1 ya que conecta varios nodos con gran solidez, participa en multiples
procesos bioldgicos como respuesta ante estimulos de estrés y quimicos,
regulacion positiva de proceso celular y biologico, regulacion de la sefial y

comunicacion de células.

Se observaron las funciones moleculares presentes en los nodos, como las de union
a proteinas, actividad catalitica, union anionica, union a proteina idéntica y union de
derivados de carbohidratos (Figura 22). En las vias KEGG de necroptosis participan
las proteinas PPIA, HSP90AB1, HSP90AA1, HMGB1, STAT1, CASP1, PYCARD,
PYGB, PYGL, PYGM, CAPN1, FTH1, GLUD2, GLUL y GLUD1. En relacién a
enfermedades prionicas estan implicados los nodos de HSPAS5, C6, C9, C7, C5,
MAPK14 y CYBB.
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Figura 22. Red de IPP de necroptosis FGC. Representacion grafica de las principales
funciones moleculares; unién a proteina idéntica (color amarillo), uniéon a proteina (color
rojo), unién aniénica (color verde), actividad catalitica (color azul) y unioén de derivados de
carbohidratos (color rosado). Se descartaron proteinas sin relacion directa con la red, con

confianza alta =2 0,7.

4.7 Comportamiento de la expresidon de proteinas con una diferencia

significativa para cada MCR, dentro del proteoma FGC.

Para complementar la comprension del comportamiento de las proteinas con una
diferencia significativas en cada MCR, se realizé la comparacion de los perfiles

proteicos entre el grupo no progresion y progresion de la periodontitis.

Al ordenarlas de menor a mayor las abundancias relativas del proteoma, se
comparo el grupo NP con el grupo PG obteniendo una diferencia estadisticamente
significativa, donde el grupo NP fue mayor que la del grupo PG (prueba Mann
Whitney de dos colas, p<0,05) (Figura 23A). Al separar las abundancias relativas
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de las proteinas obtenidas en grupo NP y observar aquellas que se expresadan de
forma exclusiva y presentan abundancias relativamente bajas ubicandose en la
mitad inferior de la curva S (Figura 23B), este fenbmeno ocurre de igual manera en
las proteinas del grupo PG (Figura 23C).

Se observo la abundancia relativa dentro del proteoma FGC de cada proteina, con
una diferencia estadisticamente significativa, en las cinco MCR, diferenciando el
perfil proteico del grupo NP y PG. En ferroptosis se visualizé que la proteina FTH1
que presentd la menor abundancia relativa (18.49) y se expresa de forma exclusiva
en NP (Figura 23D), y con la mayor abundancia PRDX1 (26.75), igualmente SNCA
presento abundancia relativa baja (19.15) y fue la unica proteina que se expreso de
forma exclusiva y significativa en el grupo PG (media=19.89) (Figura 23E). Dentro
de la MCR tipo apoptosis se observé dos proteinas con diferencia significativas;
CASP6 (19.19) ubicado bajo la media (media=20.18) y PRKAR1A (20.19)
levemente sobre la media del proteoma del grupo NP (Figura 23F). En la piroptosis
se visualiz6 otra proteina exclusiva del grupo NP, ADORAZ2A con abundancia baja
(16.96) y con la mayor abundancia relativa del conjunto PKM (26.98) (Figura 23G).
Dentro conjunto de netosis, el perfil proteico de NP se obtuvo proteinas con mayor
abundancia, desde SERPINB1 (21.87), hasta un maximo de abundancia relativa
logrado por GAPDH (27,31) (Figura 23H). Por ultimo, en las proteinas de
necroptosis, también se expresd la proteina exclusiva FTH1, y con mayor
abundancia relativa del conjunto, PPIA (27.00) (Figura 23.1).
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Figura 23. Comparacion de perfiles proteicos entre grupos NP y PG. Grafico en S de las

abundancias relativas de proteinas transformada en logaritmo (log2) de las 1600 proteinas

identificadas en el proteoma del FGC. A. Comparacién de las abundancias relativas del

proteoma del grupo NP (azul) versus grupo PG (rojo). B. Visualizacién de la ubicacion segun

abundancia de las proteinas exclusivas del grupo NP, destacadas con la figura de rombo.

C. Visualizacién de la ubicacién segun abundancia de las proteinas exclusivas del grupo

PG, destacadas con la figura de triangulos. D. Representacién de las proteinas con

diferencia significativas de ferroptosis, destacando con flechas negras las proteinas mas

abundantes y con rojo la exclusiva del grupo NP. E. Representacion de las proteinas con

diferencia significativas de ferroptosis, destacando con flecha roja la proteina exclusiva del

grupo PG. F. Representacion de las proteinas con diferencia significativas de apoptosis,

destacando con flechas negras las proteinas mas abundantes del grupo NP. G.

Representacion de las proteinas con diferencia significativas de piroptosis, destacando con
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flechas negras las proteinas mas abundantes del grupo NP. H. Representacion de las
proteinas con diferencia significativas de netosis, destacando con flechas negras las
proteinas mas abundantes del grupo NP. |. Representacion de las proteinas con diferencia
significativas de necroptosis, destacando con flechas negras las proteinas mas abundantes

del grupo NP.

Con la informacioén obtenida del analisis in silico se realizd una recopilacién de las
funciones moleculares (GO) para cada proteina con diferencia estadisticamente
significativa dentro del proteoma del FGC, que participan de las MCR tipo
ferroptosis, apoptosis, piroptosis, netosis y necroptosis (Tabla 2), identificando el rol
de la proteina en la muerte celular regulada, sefalando la sobrerrepresentaciéon en

el grupo de PG o NP, otorgado por su abundancia relativa presente en el FGC.

Tabla 2. Funciones moleculares (GO) actualmente conocidas de las proteinas
sobrerrepresentadas de las cinco MCR dentro del proteoma del FGC. Tabla
elaborada en base a datos de UniProt (UniProt, 2018).

Proteinas ferroptosis

Nombre del Nombre de Ila Relacion de Funcion molecular (GO) Rol

gen proteina abundancia

FTHA1 Cadena pesada de E en NP* Actividad secuestradora de M. L.
ferritina iones de hierro

HSPB1 Proteina de choque SE en NP* Chaperona de plegamiento M. I.
térmico miembro 1 de proteinas; unién a proteina
de la familia B idéntica; union a proteina
(pequena) quinasa; union a ARN.

HMGB1 Grupo de alta SE en NP* Unién de lipopolisacarido; P.
movilidad caja 1 actividad de citoquinas; union

de ARN; actividad liasa;
actividad quimioatrayente.

GCLC Subunidad SE en NP Union ADP; union de ATP; |
catalitica de union de glutamato; unién de
glutamato-cisteina iones de magnesio; actividad
ligasa glutamato-cisteina ligasa

STMN1 Estatmina SE en NP Unién de tubulina




PRDX1

Peroxiredoxina-1

SE en NP

Union de ARN; actividad
peroxidasa; union de
cadherina; actividad de
tiorredoxina peroxidasa.
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CD44

Antigeno CD44

SE en NP

Union de colageno; actividad
del receptor de senalizacion
transmembrana; actividad del
receptor de citoquinas

CDH1

Cadherina 1

SE en NP

Union de cadherina; union de
iones calcio; union a proteina
tirosina quinasa

SNCA

Alfa sinucleina

E en PG*

Actividad oxirreductasa;
union de hierro ferroso; union
de iones cuprosos; union de
iones calcio; union de alfa-
tubulina; uniéon de actina;
unién de iones de zinc

GOT1

Transaminasa
glutamico-
oxalacética 1

SE en NP

Actividad de L-cisteina
transaminasa; L-aspartato:
actividad 2-oxoglutarato
aminotransferasa

ACO1

Aconitasa 1

SE en NP

Unién de ARN; unién de
elementos sensibles al hierro;
actividad aconitato hidratasa;
4 hierro, 4 enlaces de azufre

CBR1

Carbonil
Reductasa 1

SE en NP

Actividad de la prostaglandina
E2 9-reductasa; actividad
oxidorreductasa, actuando
sobre el grupo CH-OH de los
donantes, NAD o NADP como
aceptor.

SC.

Proteinas apoptosis

CASP6

Caspasa 6

SE en NP

Actividad endopeptidasa tipo
cisteina; unién de proteinas
idénticas

P.
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PRKAR1A subunidad SE en NP Union de AMPc; Actividad l.
reguladora alfa de reguladora de la proteina
proteina quinasa quinasa dependiente de
tipo | dependiente AMPc; unién de la subunidad
de AMPc. catalitica de la proteina
quinasa A; unién de la
proteina ligasa de ubiquitina.
Proteinas piroptosis
Nombre del Nombre de la Relacion de Funcién molecular (GO) Rol
gen proteina abundancia
ADORA2A Receptor de SE en NP Actividad del receptor de P.
adenosina A2a adenosina acoplado a
proteina G; union alfa-
actinina
HMGBH1 Grupo de alta SE en NP Unién de lipopolisacarido; P.
movilidad caja 1 actividad de citoquinas;
union de ARN; actividad
liasa; actividad
quimioatrayente.
PKM Piruvato quinasa SE en NP Unién de ATP; actividad de P.
M1/2 la proteina tirosina quinasa;
actividad de piruvato
quinasa; unién a un
complejo mayor de
histocompatibilidad de clase
II; union de ARNm
CASP6 Caspasa 6 SE en NP Actividad endopeptidasa tipo P.
cisteina; unién de proteinas
idénticas
Proteinas netosis
Nombre del Nombre de la Relacion de Funcién molecular (GO) Rol
gen proteina abundancia
HSPB1 Proteina de choque SE en NP Chaperona de plegamiento SC.

térmico miembro 1
de la familia B
(pequeha)

de proteinas; unién a
proteina idéntica; unién a
proteina quinasa; union a
ARN.
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HMGBH1 Grupo de alta SE en NP Unién de lipopolisacarido;  P.
movilidad caja 1 actividad de citoquinas;

union de ARN; actividad
liasa; actividad
quimioatrayente.

PADI4 Peptidil arginina SE en NP Unién de iones calcio; P.
deiminasa 4 actividad histona arginina

deiminasa; union idéntica a
proteinas.

GAPDH Gliceraldehido 3 SE en NP Actividad (fosforilante) de l.
fosfato gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa deshidrogenasa (NAD+);

union de microtubulos.

SERPINB1 Miembro 1 de la SE en NP Actividad inhibidora de
familia B de serpin peptidasa; actividad

inhibidora de la
endopeptidasa tipo serina.
Proteinas necroptosis

Nombre del Nombre de la Relacion de Funcién molecular (GO) Rol

gen proteina abundancia

FTHA1 Cadena pesadade EenNP Actividad secuestradorade SC.

ferritina iones de hierro.

HMGBH1 Grupo de alta SE en NP Unién de lipopolisacarido; l.

movilidad caja 1 actividad de citoquinas;
union de ARN; actividad
liasa; actividad
quimioatrayente.
HSPA4 Choque térmico SE en NP Actividad del factor de SC.
Proteina 4 de 70 intercambio de adenil-
kDa nucledtido; union de ATP;
chaperona de plegamiento
de proteinas dependiente
de ATP.

PPIA Peptidilprolil SE en NP Unién de integrinas; union  SC.

isomerasa A de ARN; union a proteinas

desplegadas.
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GLUD1 Glutamato SE en NP Actividad oxidorreductasa; SC
deshidrogenasa 1 Union ADP; Union de ATP;
actividad glutamato
deshidrogenasa (NAD+).
GLUD2 Glutamato SE en NP Actividad oxidorreductasa; SC

deshidrogenasa 2

actividad glutamato
deshidrogenasa (NAD+);
union a GTP.

E: exclusiva; SE: sobreexpresado; I: inhibidor; P: promotor; SC: sin clasificar; M: marcador;

NP: No progresion; PG: Progresion; * = 2 fold change.

4.8 Western blot de proteinas biomarcadoras.

Los analisis semicuantitativos de las proteinas anhidrasa carbonica 2 (CA2) e

interleucina 6 (IL6) revelaron una elevacion significativa en el contenido de proteinas

del grupo PG en comparacion con el grupo S (p= 0,0114 y p=0,0458,

respectivamente). La proteina anhidrasa carbonica 1 (CA1) presenté un aumento

significativo del grupo PG con respecto al grupo NP y S (p=0,0023 y p<0,0001,

respectivamente). MMP-8 no presenta elevacion significativa de proteinas entre los

grupos de S, NP y PG; sin embargo, presenta un aumento de la cantidad de

proteinas en el grupo PG, con un promedio (SE) de intensidad de banda de 587.1

versus NP con SE de 373.0 y S con 436.1 de SE. La cadena pesada de ferritina

(FTH1) no se detectd durante la progresion de la periodontitis, pero presentd una

elevacion significativa en salud periodontal (p=0,03) (Figura 24 A, B).

(A) PG PG PG NP NP NP
CAIl QI Q- A | W

CA2 -
IL6 v

MMP8 R — »
FTH1 .

S S S
29 kDa
29 kDa
21-28 kDa
~ 53kDa

S e e 21 kDa
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Figura 24. Analisis semicuantitativos de western blot. (A) Luminiscencia de bandas de
las proteinas CA1, CA2, IL6, MMP8 y FTH1, en muestras de fluido gingival crevicular (FGC)
separadas en grupo de progresion (PG), grupo de no progresion (NP), grupo y grupo sano
(S). Los pesos moleculares (kDa) se muestran en el lado derecho de cada membrana. Las
proteinas eluidas (40 pl) se analizaron utilizando SDS-PAGE al 10 %. Las transferencias
western se realizaron en réplicas (n=3). (B) Analisis semicuantitativo de la intensidad
luminica de bandas en ImageJ, normalizado en funcion del grupo sano (S). *: p<0.05, **:

0.01, ***: 0.001 y ns: no significativo.

4.9 Secuenciacion de ARN unicelular para el analisis de susceptibilidad de
células periodontales a las cinco MCR.

Para comprender la susceptibilidad de diferentes tipos de células periodontales a
las distintas MCR (ferroptosis, apoptosis, piroptosis, netosis y necroptosis), se
analizé el conjunto de datos scRNA-seq (GSE171213) de la base de datos GEO,
que abarca un total de 21.045 células, incluidas 10.139 células de dos individuos
del grupo correspondiente a controles sanos y 10.906 células de dos pacientes con
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periodontitis (Figura 25A). Se empleo una reduccion dimensional lineal para escalar
los datos, para comprender el gran conjunto de datos. Se seleccionaron 15
componentes principales para el analisis de aproximacién y proyeccion de colector
uniforme (UMAP). El analisis UMAP identificé 21 agrupaciones imparciales de
células. Se calcularon los genes marcadores y se anoté cada agrupacion en funcion
de estos, resultando en un total de once agrupaciones de diferentes tipos de células:
células T CD4+, células T CD8+, células B, células plasmaticas,
monocitos/macréfagos, fibroblastos, miofibroblastos, células endoteliales, células
epiteliales, mastocitos y células endoteliales linfaticas (Figura 25a). Cabe destacar
que se pudo observar que la proporcién de células B plasmaticas es mayor en el
grupo con periodontitis (PD1 y PD2) que en el grupo de control sano (H1 y H2)
(Figura 25B).

Para explorar qué tipos de células periodontales son potencialmente responsables
de influir en los cambios en el FGC durante la progresion de la periodontitis, se
evalu6 la expresion génica de proteinas seleccionadas y expresadas
diferencialmente en la MCR tipo ferroptosis, apoptosis, piroptosis, netosis y
necroptosis, de forma significativa en el proteoma FGC para cada MCR (Tabla 2).

Las imagenes representativas se muestran en la Figura 25 C y E.

De los genes relacionados con apoptosis, se observd que la expresion génica de
PRKAR1A fue difusa y el porcentaje de células que la expresan mayormente es
baja, en excepcion por las células de fibroblastos y endoteliales linfaticas que
ademas presentaron un nivel de expresion entre 1y 2. El porcentaje de células que
expresan CASPG6 es cercana a cero en todos los grupos, sin embargo, la agrupacion
de células endoteliales y células endoteliales linfaticas presentaron mayor expresion
del gen (Figura 25 C y E).

De los genes relacionados con la ferroptosis, se observd que SNCA proteina
exclusiva de PG del proteoma del FGC, presento una expresion baja, predominante
en las células endoteliales. FTH1 proteina exclusiva de NP, presento participacion
importante independiente del grupo celular, mayor al 90% de células que la
expresan, sin embargo, el grupo de células monocitos/macrofago presentaron
mayor nivel de expresion, cercano al 2, seguido por células tipo mastocitos y
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fibroblastos, cercanos al 1. GCLC y CDH1 presentaron una expresion baja, donde
se destaco el grupo celular epitelial. Con una expresion difusa de ACO1 se destaco
un mayor nivel de expresion del gen, menor al 0,8, del grupo celular de fibroblastos
y células endoteliales. CBR1 presento6 principalmente un mayor nivel de expresion
de mayor o igual a 2 en el grupo de células epiteliales, le sigue con menor expresion
la agrupacion de fibroblastos y miofibroblastos, con niveles menores a 1. La
expresion de CD44 es variada en los diferentes tipos celulares, el grupo celular de
mastocitos presenta 80% de células que expresan el gen y un nivel de expresion
alta, mayor a 2, le sigue con un 70% aproximadamente las células
monocito/macrofagos y células T CD8+, pero con un menor nivel de expresion del
gen, menor a 1. El porcentaje de células que expresan STMN1 es variada, con un
80% se destacan los grupos de células endoteliales linfaticas, mastocitos y
epiteliales, con niveles de expresion entre el rango de 1y 2. PRDX1 se expresé de
forma difusa, el porcentaje de células que lo expresan es mayormente por las
agrupaciones de células epiteliales, mastocitos y endoteliales linfaticas,
presentando mayor expresion las células epiteliales, mayor a 2. HSPB1 present6
una expresion del 80% de la agrupacion de células epiteliales con un nivel alto de
expresion del gen, mayor a 2, seguido por las células endoteliales linfaticas. HMGB1
presentd una participacion importante independiente de la agrupacion celular,
siendo mayor al 90% de células miofibroblastos y 75% de células epiteliales, que

presentaron gran nivel de expresion entre el rango 1y 2 (Figura 25 Cy E).

De los genes relacionados con la piroptosis, se observo que la proteina ADORA2A
exclusiva del grupo NP, se expres6 en general de forma baja y no estuvo
representada por un grupo en especifico. La expresién de PKM fue difusa, present6
una mayor proporcion de células que expresan el gen en la agrupacion de

fibroblastos y células epiteliales, con un nivel de expresién entre 1y 2 (Figura 25 C
y E).

De los genes relacionados con la necroptosis, se observo que la proteina HSPA4
presentd una expresion difusa, baja y no estuvo representada por un grupo en
especifico, el porcentaje de células que la expresaron fue menor al 10% en todos
los grupos celulares, excepto en el grupo de fibroblastos con un 25% y que ademas
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presenta mayor nivel de expresion, cercano al 1. El nivel de expresiéon de GLUD1
en las agrupaciones de células es variado, es menor al 25% en todos los grupos
celulares exceptuando a la agrupacién de fibroblastos cercano al 50% y con un nivel
de expresion mayor a 2. GLUDZ2 no evidencio expresion en ningun tipo celular. PPIA
presento una participacion importante independiente de la agrupacion celular con
un 75% de expresion, de un nivel mayor a 2 de las células epiteliales (Figura 25 C

y E).

De los genes relacionados con la netosis, se observo la proteina PADI4 que no
evidencid sobrerrepresentacion en ningun grupo celular. SERPINB1 también
manifestd un porcentaje de expresion mayormente baja, en excepcién por las
células de fibroblastos y endoteliales linfaticas, que presentan un nivel de expresion
entre 1y 2 (Figura 25 Cy E).

DCN mostré una sobrerrepresentacion en el grupo de células de fibroblastos, ya
que el gen es expresado por el 90% de las células con un nivel de expresién mayor
a 2. Por otra parte, ANXAS presentd6 wuna expresion variada con
sobrerrepresentacion en el grupo de células de fibroblastos, es expresado por el
90% de las células con un nivel de expresion mayor a 2. También es expresado en

un 75% por el grupo de células endoteliales linfaticas (Figura 25 C y E).
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Figura 25. Proteinas seleccionadas en una secuenciacion externa de ARN de una

célula unica (scRNA-seq) en tejido gingival marginal humano. A. Se identificaron once
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grupos de células de tejido gingival marginal humano etiquetados y derivados de los datos
agrupados del conjunto de scRNA-seq (GES164241). Estos grupos se visualizaron
utilizando UMAP. B. Proyeccion UMAP integrada de grupos de células divididos por
paciente, donde cada color representa un paciente diferente (H1, H2, PD1 y PD2). C.
Diagrama de expresion génica de las once células para las proteinas seleccionadas y
expresadas diferencialmente de las cinco MCR y de forma significativa en el proteoma FGC
para cada MCR. El nivel de expresion promedio se representa utilizando una escala de
gradiente de color. D. El grafico de puntos ilustra los niveles de expresion de los marcadores
seleccionados para la identificacion de los once grupos de células. El nivel de expresion
promedio se representa en una escala azul-gris, donde el gris significa el valor de expresion
minimo y el azul oscuro indica los niveles de expresion mas altos. El tamafio de cada punto
corresponde al porcentaje de células que expresan el gen. E. Grafico de punto ilustra la
expresion de genes de proteinas con diferencia estadisticamente significativas mas
sobrerrepresentadas de las MCR tipo ferroptosis, apoptosis, piroptosis y necroptosis, en los
once grupos celulares. El nivel de expresion promedio se representa empleando una escala
de gradiente de color. El tamafio de cada punto corresponde al porcentaje de células que

expresan el gen.
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5. DISCUSION:

Este estudio analiz6 sistematicamente el contenido proteico del FCG vinculado con
cinco tipos de muerte celular regulada para dilucidar la importancia y rol de grupos
especificos de proteinas de periodontitis, precisamente durante la progresion de la
pérdida de la insercion clinica. Se identificaron genes asociados a ferroptosis,
apoptosis, piroptosis, netosis y necroptosis mediante el analisis bioinformatico del
protecoma del FCG de pacientes con periodontitis en progresiéon (PG) y no
progresion (NP).

Los genes expresados diferencialmente para la ferroptosis destacan la via KEGG
de rutas metabdlicas, lo que permite inferir que los procesos y funciones celulares
son diversas. También estan relacionadas con la via neurodegenerativa y de
ferroptosis. En el analisis de enriquecimiento bioinformatico podemos destacar
nueve proteinas, con una diferencia significativas dentro del proteoma, cuyas
funciones principales son de unidn, actividad catalitica y oxidorreductasa (Figura 6),
conforme al tipo de MCR. La proteina SNCA, exclusiva de PG y de baja abundancia
relativa (Figura 2), tiene como principal funcion la actividad oxidorreductasa. Se
describe como promotora de ferroptosis, y en estudios previos se ha demostrado
que una reduccion de su expresion en neuronas dopaminérgicas conduce a la
evasion de ferroptosis, mientras que su elevacion provoca una mayor vulnerabilidad
a la peroxidacion lipidica y a la ferroptosis (Angelova y cols., 2020; Mahoney-
Sanchez y cols., 2022).

SNCA se relaciona de forma directa en la red IPP con HSPB1, proteina
sobreexpresada en el grupo NP (Figura 2), que actua como marcador e inhibidor de
ferroptosis. Es una chaperona molecular que desempefia un rol en la resistencia al
estrés y la organizacion de la actina. Se ha descrito que la regulacion positiva de
HSPB1 podria ser clave para la progresion y quimiorresistencia ya que influye en la
regulacion de la ferroptosis en cancer de mama. También su sobreexpresion inhibe
la ferroptosis inducida por erastina (Kostenko, S. y cols., 2009; Sun, X. y cols., 2015;
Liang, Y. y cols., 2023). La proteina FTH1 media el almacenamiento de hierro y
presenta un rol de marcador e inhibidor de la muerte celular. Estudios previos han
descrito que FTH1 tiene un rol en la ferritinofagia, porque su sobreexpresion inhibio
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la degradacién de ferritina mediante ferroptosis, y también revelaron que mediante
la via NSUNS-FTH1/FTL se regula la ferroptosis (Treffry, A. y cols., 1997; Tian, Y.y
cols., 2020; Liu, J. y cols., 2022). Esto es concordante con los resultados obtenidos,
ya que en el proteoma del FGC se sobreexpreso de forma exclusiva en el grupo NP
(Figura 2), y en analisis de inmunoblot no se detectd durante la progresion de la
periodontitis, sin embargo, presentd una elevacion en salud periodontal, con

diferencia significativa con respecto al grupo PG (Figura 24 A, B).

Otras proteinas que presentan una diferencia significativa, que estan
sobreexpresadas en el grupo NP y se destacan en la red IPP son GCLC, PRDX1,
CD44, CDH1, GOT1 y ACO1 (Figura 2 y 6). La proteina GCLC cataliza la reaccion
dependiente de ATP de L-glutamato y L-cisteina, y participa en el primer paso de la
biosintesis de glutation (Misra, 1., y Griffith, O., 1998). Presenta un rol de inhibidor
de ferroptosis, ya que se han descrito como un potencial biomarcador de prondstico
de adenocarcinoma de pulmén, observandose que al silenciar el gen aceler6 la
ferroptosis, y también se indicd que tiene un papel protector contra la ferroptosis
porque mantiene la homeostasis de glutamato (Kang, Y.y cols., 2021; Luo, L y cols.,
2022). PRDX1 un nodo central de red IPP, es un regulador clave de la peroxidacion
lipidica, actua como un inhibidor de la ferroptosis y se ha descrito que la pérdida de
PRDX1 induce a un aumento significativo en la peroxidacion lipidica (Lovatt, M., y
cols., 2020; Fan, X., y cols., 2024). CD44 tiene el rol de inhibidor de ferroptosis, con
funciones variadas que incluyen la activacion, circulacion y localizacion de linfocitos
T, hematopoyesis, inflamacion y respuesta a infecciones bacterianas (Funaro, A. y
cols., 1994). Estudios observaron que la expresion de CD44 suprimio la ferroptosis
(Liu, T. y cols., 2019; Bian, Z. y cols., 2023). CDH1 es una proteina de adhesion
celular dependiente de calcio que presenta un rol inhibidor de ferroptosis. Se ha
estudiado que regula negativamente la ferroptosis y se ha descrito una menor
expresion en grupos de periodontitis que en pacientes sanos, sin embargo, se ha
propuesto como posible estrategia terapéutica el silenciar CDH1 e impulsar la
ferroptosis en células de cancer de cabeza y cuello. (Lee, J. y cols., 2020; Shi, X.y
cols., 2024). GOT1 tiene como funcion la biosintesis de L-glutamato a partir de L-
aspartato o L-cisteina (Shen, H. y cols., 2011) y actua como inhibidor de ferroptosis,
ya que se ha demostrado que al inhibir GOT1, promueve un estado catalitico,
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mejora la disponibilidad de hierro labil, potenciando la ferroptosis en células de
cancer pancreatico (Kremer, D. y cols., 2021). ACO1 es un sensor de hierro
bifuncional que, dependiendo de la concentracién de hierro, se une a elementos
sensibles al hierro o actia como enzima que interconvierte el citrato y el isocitrato
(Philpott, C. y cols., 1994), por lo que ejecuta un rol de promotor de ferroptosis.
Ademas, incide en el silenciamiento de FTH1 para regular la homeostasis de hierro
(Yao, F. y cols., 2021). Cabe destacar que ACO1 dentro del proteoma se encuentro

sobreexpresado en el grupo de NP, pero es de baja abundancia relativa (Figura 23).

Al analizar las proteinas de apoptosis, el enriquecimiento bioinformatico demostré
una alta correlacion de los genes, destacando la via KEGG de apoptosis (Figura 7).
Las funciones moleculares mas significativas fueron de inhibicion de proteina
quinasa y actividad reguladora quinasa. Del conjunto expresado diferencialmente
en apoptosis se destaco solo 2 proteinas con diferencia significativa, PRKAR1A y
CASPG6, sobrerrepresentadas en el grupo de NP (Figura 2 y 23). PRKAR1A es una
subunidad de proteina quinasa dependiente de AMPc, que ante su regulacion
negativa genera una disminucion de la apoptosis, resultando en una ganancia en
proliferacion y supervivencia celular (Robinson-White, A. y cols., 2006). En estudios
in vivo el silenciamiento de PARKAR1A provocé la activacion de la muerte celular
(Gangoda, L. y cols., 2014). En cambio, CASP6 una proteasa de cisteina esencial
en la muerte celular programa, deterioro axonal, desarrollo e inmunidad innata
(Dagbay, K. y Hardy, J. 2017; MacPherson, D. y cols., 2019; Zheng, M. y cols.,
2020), presenta un rol promotor de apoptosis, documentandose que al silenciar la
proteina se inhibio a la apoptosis (Allsopp, T y cols., 2000; Cowling, V., y Downward,
J., 2002). CASP6 también se clasifico con las herramientas bioinformaticas, dentro
de la MCR tipo piroptosis, ya que recientemente se ha demostrado su participacion
en la activacion del inflamasoma ZBP1-NLRP3 y también del inflamasoma CASP11-
NLRP3 (Zheng, M. y cols., 2020: Zheng, M. y cols., 2021). Por lo tanto, CASP6
cumple un rol vital en la activacién de muerte celular y en la defensa del huésped

ante infecciones.

En cuanto a las proteinas relacionadas con piroptosis, el enriquecimiento de los

datos destaco vias KEGG de infeccion bacteriana y también vias de MCR como



69

apoptosis, necroptosis y netosis. La proteina ADORA2A, exclusiva del grupo NP
(Figura 2), se ha relacionado con proteinas de la via de la apoptosis y se ha descrito
en estudios bioinformaticos como gen diferencial de la piroptosis. Otras
investigaciones han detallado su papel en la enfermedad de artritis reumatoidea y
de la hemorragia cerebral al sobreexpresarse, ademas destaca su importancia para
la secrecion de IL-6, y que al inhibir la via de sefalizacion ADORA2A/MLCK inhibe
la piroptosis neuronal (Bai, B. y cols., 2022; Hu, L. y cols., 2023; Tian, S. y cols.,
2024). Por lo tanto, cumpliria un rol promotor de piroptosis. La proteina PKM,
sobreexpresada en el grupo NP, contribuye al control de la glucdlisis en su etapa
final, conduciendo la produccién de ATP (Dombrauckas, J. D. y cols., 2005). Se ha
sefalado como un gen clave implicado en la piroptosis en paciente con
osteoporosis, y en estudios recientes han revelado que activa el inflamasoma
NLRP3 promoviendo la muerte celular, por tanto, actia como promotor de piroptosis
(Liu, D. y cols., 2021; Li, Z. y cols., 2024).

El enriquecimiento bioinformatico de las proteinas de netosis destaco la via KEGG
de activacion plaquetaria y formacion de trampas extracelulares de neutrodfilos
(Figura 15). También participan en procesos de respuesta al estrés y en funciones
de actividad reguladora de la funcién molecular, union enzimatica, de sefializacion,
como regulador enzimatico y unién a proteinas citoesqueléticas, labor propia de la
muerte celular por netosis. El gen codificante de proteinas SERPINB1 actua como
inhibidor de la serina proteasa de neutrofilos, es esencial en la regulacion de la
respuesta inmune innata, la inflamacion y la homeostasis celular (Choi, Y. y cols.,
2019). Se evidencio en un estudio in vitro e in vivo, que los neutrofilos con deficiencia
de SERPINB1 son hipersensibles a la netosis (Farley, K. y cols., 2012), por lo que
cumple con un rol inhibidor de la muerte celular (Tabla 2). Con respecto a HSPB1,
se ha descrito mediante analisis bioinformaticos, que esta involucrado en migracion
celular, organizacion citoesquelética, transporte y localizacion (Thimmappa, P. y
cols.,, 2024) y se observdé que la hiperfosforilacion de HSPB1 inducida por
homocisteina aumentaba la muerte celular por netosis (Thimmappa, P. y cols.,
2022). La proteina PADI4, sobreexpresada en el grupo NP (Figura 2), es esencial
para la muerte celular por netosis, ya que cataliza la hipercitrulizacion de histonas

desencadenado la formacion de trampas extracelular neutrofilos, por lo que cumple
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un papel inherente en la respuesta inmune innata, capaces de neutralizar patogenos
y también exacerbar la inflamacion (Li, P., y cols., 2010; Liu, X. y cols., 2024), por lo
tanto, actua como promotor de muerte celular. GAPDH, sobreexpresado en el grupo
NP, actua como inhibidor de netosis, siendo una enzima clave que cataliza el primer
paso de la glicolisis, expresada de forma constitutiva en los tejidos (Tisdale E. J.,
2002; Wong, S. y cols., 2005; Li, Y. y cols., 2023).

De las proteinas presentes en necroptosis FGC, el analisis de enriquecimiento
bioinformatico destaco la via KEGG de necroptosis, presentando funcién molecular
principal de union. La proteina HSPA4 presentd sobreexpresion en el grupo de NP,
ésta actua principalmente por respuesta al estrés, y se ha descrito como gen
relacionado con la necroptosis en estudios bioinformaticos (Zheng, J. y cols., 2022;
Zheng, C. y cols., 2023). Se desconoce su rol en la muerte celular, ya que la
literatura la ha detallado con funciones duales relacionadas con la polimerizacion de
MLKL, esencial en la activacion de muerte y, sin embargo, otros estudios en el cual
se inhibi6 la HSPA4 se indujo necroptosis (Srinivasan, S. y cols., 2018: Johnston,
A.y cols., 2020). PPIA es una citoquina quimiotactica, distribuida ubicuamente, que
cataliza la conversion entre los isdmeros cis y trans de la prolina (Davis, T. y cols.,
2010; Song, F. y cols., 2011). Se ha identificado en estudios bioinformaticos como
marcador de necroptosis y en estudios in vivo se observd que se sobreexpresaba
en el tejido con carcinoma hepatocelular y que al suprimir regular negativamente el
crecimiento celular (Cheng, S. y cols., 2016; Peng, Y.y cols., 2023; Wang, G. y cols.,
2023), por lo tanto, presenta potencialmente rol de inhibidor de la muerte celular de
necroptosis. GLUD1 es una enzima mitocondrial que cataliza la conversion de
glutamato a alfa-cetoglutarato (Vandenabeele, P. y cols., 2010), que se
sobreexpreso en el grupo de NP (Figura 2). Se ha observado que al disminuir la
necroptosis, se redujo la actividad de GLUD1, de igual forma al ser silenciada se
atenud la necroptosis inducida por TNF, al contrario, al activar la necroptosis
dependiendo de RIP3, también se impulsé la activacion de GLUD1 (Ryan, F. y cols.,
2018; Han, Q. y cols., 2018; Xue, C. y cols., 2020), por lo que se puede considerar
como promotor de muerte celular. En cuanto a la proteina GLUDZ2, fundamental en
el reciclaje de glutamato durante la neurotransmision, se ha propuesto como gen

diferencial de la muerte por necroptosis presentes en pacientes con cancer de colon.
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Se desconoce su rol dentro de esta via, sin embargo, supone un rol promotor ya
que se ha documentado que al sobreexpresar inhibe el crecimiento de células del
glioblastoma y también exacerba la muerte de neuronas dopaminérgicas,
reduciendo la expresion y funcion de transportadores de glutamato en la
enfermedad de Parkinson (Franceschi, S. y cols., 2018; Zhang, W. y cols., 2020;
Wang, Y.y cols., 2022). FTH1 también se presenté como marcador de necroptosis,
de hecho, en un estudio se observé su presencia en el carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello como gen prondstico y factor dafiino manifestado en
pacientes con necroptosis activa y en progresion del cancer (Zhang, Z. y cols.,
2022).

El grupo de alta movilidad caja 1 (HMGB1) esta sobreexpresada en el grupo NP de
la periodontitis. Es una proteina pleiotropica, ubicua y representativo DAMP, media
la respuesta inflamatoria e inmunitaria (Lotze, M. y cols., 2005; Kang, R. y cols.,
2014). Esta presente en el FGC en los conjuntos de muerte celular tipo ferroptosis,
netosis, necroptosis y piroptosis. La literatura indica que la autofagia regula la
secrecion de HMGB1 y promueva su acetilacién durante la ferroptosis, también los
activadores de ferroptosis inducen la liberacion de HMGB1 y, asi mismo, esta
proteina regula muerte celular a través de la via NRf2, y concordante con otros
hallazgos, indican que actua como inductor de la ferroptosis en astrocitos,
agravando el dafo agudo en cerebros postisquemicos (Wen, Q. y cols., 2019; Wu,
Y.y cols., 2021; Davaanyam, D. y cols., 2023). También actua en la patogénesis de
la insuficiencia hepatica, expandiendo a la respuesta inflamatoria al activar la via de
piroptosis dependente de caspasa 1, sin embargo, se ha hallado que la liberacién
de HMGB1 se induce por la lisis celular inducida por piroptosis, por lo que cumpliria
un rol de marcador de lisis celular (Volchuk, A. y cols., 2020; Hou, W. y cols., 2021).
En otros estudios en que se bloque6 HMGB1, impidié la formacion de NET, en
cambio el suministro de esta proteina impulso la formacion de NET (Zhan, Y., y
cols., 2022). Por lo que cumple con un rol promotor de la muerte celular de
ferroptosis, piroptosis y netosis. Sin embargo, en la necroptosis actua como
regulador, ya que se ha descrito que en células de leucemia mieloide aguda,
HMGB1 extracelular ejerce un rol represor de necroptosis (Liu, Y., y cols., 2019), y
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por otro lado se ha descrito que al inhibir HMBG1 se ha suprimido la necroptosis en
hepatocitos (Wen, S., y cols., 2020).

Para complementar los resultados bioinformaticos y determinar la participacién de
las proteinas durante la progresion de la periodontitis se analizo la presencia de las
proteinas con electrotransferencia. Se detecté IL-6 y MMP-8 (Figura 24) como
marcadores de periodontitis ampliamente estudiados (Tymkiw, K. D. y cols., 2011;
Hernandez, M. y cols., 2010; Zhu, L., y cols., 2019; Hernandez, M. y cols., 2020;
Mazurek-Mochol, M. y cols., 2024). Se detecto la proteina total de MMP-8 tanto en
S, NP y PG, existiendo una mayor expresion durante la progresion de la
enfermedad. Sin embargo, al comparar entre salud y no progresién, a pesar de que
en NP presenta inflamacion gingival, pero sin destruccion clinica, no se pudo
discriminar una diferencia de concentracioén total de la MMP-8. Se requiere de otras
condiciones para poder detectar una diferenciacién de su forma activada que
presenta menor peso molecular, lo cual se puede obtener con western blot en
condiciones no reductoras (Hernandez, M. y cols., 2010). Los niveles de IL-6
durante la progresion de la enfermedad presento diferencia significativa respecto al
estado de salud periodontal, lo cual es concordante con la literatura ya que se ha
descrito ampliamente como marcador proinflamatorio de la periodontitis (Mazurek-
Mochol, M. y cols., 2024; Cardoso, E. y cols., 2018).

Las proteinas CA1 y CA2 también presentaron una diferencia significativa durante
la progresién (PG), en comparacion con el grupo de NP y S. Estas proteinas son
enzimas que catalizan la reaccion reversible de sintesis de acido carbdnico
(H2CO3) a partir de CO2 y H20 (Li, Z., y cols., 2020). En la literatura se ha descrito
la participacion de CA2 en eventos capaces de destruir las estructuras
periodontales, incluyendo el hueso alveolar, el cemento y el ligamento periodontal
(Salvi, G. y cols., 1998). En muestras de fibroblastos del ligamento periodontal de
pacientes sanos y con periodontitis expuestos a Porphyromonas gingivalis se
pesquisé un aumento de los niveles de CA2, (Sokos, D. y cols., 2014). Como CA2
es componente esencial que interviene en el metabolismo del osteoclasto,
facilitando la acidificacion del medio y la descomposicion de los minerales 0seos, se

ha descrito que su disfuncion genera que los osteoclastos no ejerzan su funcién de
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reabsorcion O0sea y por consiguiente, que aumenten la densidad y masa del
esqueleto (Aguilar, F. y cols., 2009). En este contexto, CA1 se ha propuesto como
biomarcador candidato presente en el FGC de pacientes con periodontitis crénica
(Baliban, R. y cols., 2012), ya que esta proteina también promueve la formacién de
carbonato de calcio (CaCQ3), precipitacion de sales de calcio importante en la
formacion 6sea, por lo que su sobreexpresion puede agravar la inflamacion articular
y la destruccion tisular (Zheng, Y.y cols., 2012). Ademas, las anhidrasas carbdnicas
se asocian en la modulacion de la ferroptosis a través de la via de sefalizacion RAS-
MAPK, debido a que la inhibicion de las anhidrasas carbdnicas desencadena una
acidosis intracelular activando la via y en consecuencia generando una sobrecarga
de hierro induciendo la MCR (Li, Z., y cols., 2020). Cabe sefnalar que las proteinas
identificadas en esta investigacion no pudieron ser analizadas con inmunoblot
debido a la falta de muestras y errores técnicos producidos durante la electroforesis
y la deteccion de bandas.

Luego, para comprender la susceptibilidad de las células en los procesos de muerte
celular durante la progresion de la periodontitis, se integré los datos protedmicos
con el analisis scRNA-seq, donde reveld que células participaban mayormente:

fibroblastos, epiteliales, monocito/macréfagos y endoteliales linfaticas (Figura 25).

Los fibroblastos son fundamentales para el mantenimiento de los tejidos
periodontales y su Optima cicatrizacion, ya que son las principales células en
producir matriz extracelular y sintetizan colageno tipo | y lll (Chang, Y. C. y cols.,
2001). Para una mayor compresion de la susceptibilidad de las células de
fibroblastos durante la periodontitis y de muerte celular tipo apoptosis, se analiz6 la
expresion génica adicionales a los genes de MCR, los cuales fueron decorina (DCN)
y anexina 5 (ANXA5) (Aljagthmi, W. y cols., 2024; Vermes, |. y cols., 1995;
Koopman, G. y cols., 1994). Los fibroblastos ante una respuesta inflamatoria, al
presentar inflamacién neutrofilica en el FGC, actuan y producen citocinas que
recubren las células epiteliales, generando alarmas para las células inflamatorias
(Bains, V. y Bains, R., 2015). El analisis de scARNseq revel? la participacion de los
fibroblastos en varios tipos de muerte celular ya que expresan proteinas de
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ferroptosis (CBR1 y ACO1), proteinas de necroptosis (HSPA4 y GLUD1), proteina
de piroptosis (PKM) y proteina de apoptosis (PRKAR1A).

Otras células implicadas son las células epiteliales, estas expresaron las proteinas
PRDX1, CBR1, HSPB1, CDH1y GCLC que forman parte de las proteinas de muerte
celular tipo ferroptosis, la proteina PPIA de necroptosis y las proteinas HSPB1,
GAPDH y SERPINB1 de netosis. La principal célula en secretar FTH1 fue la de
monocitos/macrofagos, pero que también participé en la expresion de CD44 y
SERPINB1, genes pertenecientes a ferroptosis y netosis, respectivamente. Las
células endoteliales linfaticas expresaron principalmente proteinas de apoptosis
(PRKAAR1A, CASP6 y ANXAS5), y la proteina de ferroptosis (STMN1). Los
mastocitos tienen en comun con los monocitos/macrofagos, la expresion de FTH1,
CD44 y STMN1, proteinas de ferroptosis, por lo que este tipo de muerte celular esta

mayormente expresado en células de inmunidad innata.

Por lo tanto, durante la periodontitis se presentan las cinco muertes celulares
reguladas en las células del tejido gingival marginal, ya que actuan de forma
simultanea y no independientes. En este contexto, se ha descrito estrecha
regulacion cruzada entre apoptosis, necroptosis y piroptosis, un estudio analizé la
caspasa 8 (CASP8), como nexo entre las tres muertes. En ausencia de CASP8 se
forma el complejo RIPK1/RIPK3, denominado ripoptosoma, que luego recluta y
fosforila MLKL, formando el necrosoma. Por el contrario, la presencia de CASP8
previene el necrosoma, disminuyendo la necroptosis y favoreciendo la apoptosis.
La apoptosis permite la liberacion de moléculas de seinalizacion proinflamatorias
como IL-1b y IL-18, estas maduran por medio de caspasa 1 activada (CASP1) que
también permite el procesamiento de GSDMD que genera la formacion de poros en
la membrana y posterior lisis celular, propio de la muerte celular por piroptosis, y
libera DAMP como HMGB1, que como se menciond anteriormente promueve
piroptosis, netosis y ferroptosis, e inhibe a la necroptosis. Cabe destacar que CASP8
también contribuye en la maduracion de CASP1 e IL- 1, e incide en GSDMD
promoviendo la activacion de NLRP3 (Bertheloot, D. y cols., 2021).

En el analisis scRNA-seq no se observé el grupo celular de neutrdfilos (Figura 25),

por lo que se infiri6 debido a su naturaleza celular, que se desestimo su presencia
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en el tejido gingival marginal, ya que estarian mayormente presentes en el FGC
(Bains, V., y Bains, R., 2015). El neutrdfilo, es el leucocito mas abundante y principal
célula inflamatoria que actua ante un estimulo dafino (Margraf, A. y cols., 2022).
Los neutrdfilos viven por mas tiempo en los tejidos orales con periodontitis cronica
(Hajishengallis G., 2020), también secretan IL-1b y promueven la formacion de NET
en aneurisma aortico abdominales experimentales (Meher, A. y cols., 2018).
Ademas, IL-1b influye de forma parcial en la progresion de la periodontitis ya que
induce la ferroptosis al promover ROS y reducir el nivel de glutatién peroxidasa 4
(GPX4), un regulador negativo de ferroptosis (Basit, F. y cols., 2017; Zhang, C. y
cols., 2023). Cabe sefalar que las células epiteliales y monocitos/macrofagos
presentaron mayor expresion de proteinas de netosis, lo que resalta la interaccidon
de neutrofilos y monocitos/macrofagos. Los macrofagos inciden al activarse y
secretar quimioatrayentes de neutréfilos como IL-1a, CXCL1, CXCL2 y el ligando
de quimiocina motivo CC (CCL2), y también aumenta la vida media de los neutrofilos
al secretar el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-
CSF), el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y TNFa (Prame
Kumar, K. y cols., 2018). Luego los PMN ubicados en el sitio de inflamacion,
amplifican la respuesta inflamatoria reclutando monocitos, también estimula su
diferenciacion a macréfago, e incluso su polarizacion a un fenotipo M1 o M2
(Herrero-Cervera, A., y cols., 2022). Por lo tanto, la inmunidad innata a cargo de las
células mastocitos y monocito/macrofagos esta mayormente presente en la
periodontitis y participes mayoritariamente en la muerte celular regulada tipo
ferroptosis.

Otro factor que considerar son las abundancias relativas presentes en el proteoma,
que reflejan el rango dinamico de la actividad celular durante procesos celulares
como el ciclo celular o ante la respuesta al estrés (Figura 23). Es importante
mencionar que solo basandonos en el nivel de expresion de ARNm produce un
analisis insuficiente, ya que la regulacién de la expresion génica y la abundancia de
proteinas se coordinan para garantizar el equilibrio de los procesos (Mehdi, A. y
cols., 2014). Por ello la relevancia de integrar los datos de transcriptomica y
protedmica. Estudios hallaron que la variabilidad de la abundancia de proteinas al
comparar lineas de células cancerosas y de tejidos sanos, las proteinas de alta



76

conservacion evolutiva tienden a una mayor abundancia y menor variabilidad en su
expresion, por lo tanto, emplean roles esenciales y estables en las células. Por el
contrario, aquellas de menor abundancias presentan mayor variabilidad, cumplen
funciones mas especificas y adaptativas (Schaefer, M. y cols., 2014; Yadav, D. y
cols., 2022). En consecuencia, las proteinas expresadas de forma exclusiva como
SNCA del grupo PG y FTH1 del grupo NP, son principales y potenciales
biomarcadores de muerte celular por ferroptosis. La proteina ADORA2A también es
un potencial biomarcador de piroptosis, sin embargo, se requiere un mayor estudio
ya que se desconoce la incidencia en las vias de la muerte celular, pero presentaria
papel promotor de la piroptosis. Por ultimo, la proteina ACO1 presenta una
abundancia relativa baja y su papel es de promotor de la ferrotosis, por lo que
también seria un potencial marcador de progresién de periodontitis o como

marcador prondstico de periodontitis.
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6. CONCLUSIONES

Este estudio proporciona una vision detallada de las proteinas asociadas a
los procesos de ferroptosis, piroptosis, necroptosis y netosis presentes en el
FGC de sitios periodontales en progresion y no progresion. Se revelan
diversas funciones e interacciones de estas proteinas asociadas con distintos
tipos de MCR, lo cual pueden orientar el desarrollo de nuevas estrategias
diagndsticas y terapéuticas para la periodontitis.

La ferroptosis se destaca como un proceso relevante en la progresion de la
periodontitis, no asi las otras muertes celulares debido a que no se conoce
claramente la interacciones de cada una de las muertes en el tejido
periodontal. Por lo tanto, se requiere mas investigacion para explorar el

potencial de estos hallazgos.

Se propone realizar investigaciones adicionales in vitro, como el uso de
western blot nuevamente, para detectar las proteinas identificadas en esta
investigacion que no pudieron ser analizadas debido a la falta de muestras y
dificultades técnicas. También se sugiere el uso de estudios in vivo que
permitiran dilucidar aun mas el rol de las proteinas y entender su papel en la
progresion de la periodontitis. Aunque esta investigacion identifico a la
proteina SNCA como participante en la progresién de la enfermedad, y su
implicancia en la ferroptosis estd documentada, queda por conocer su
participacion en tejidos periodontales, para determinar de forma concisa su

papel en la progresion.
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8. ANEXOS Y APENDICES

Anexo 1. ldentificaciéon de proteinas de interés dada la combinacién del
proteoma del FGC con mineria de datos, de las cinco MCR.

Ferrotosis FGC.

[PP] and | Abundance | Fold GRUPO | Abundance 0,05
[Proteoma | Ratio: change 2 Ratio Adj. P-

FGC] and  (Progressive Value:

[Ferroptosi |) [/ (Non- (Progressive)

s]: progresive) / (Non

progressive)

FTH1 0,01 -100 | NP 3,2054E-16 | Significa
tivo
LRRFIP1 0,36 - NP #DIV/0! #DIV/0!
2,8166023
NDRG1 0,37 - NP 0,41401526 No
2,6977778 Significa
tivo
HSPB1 0,42 - NP 0,00104691 | Significa
2,3975225 tivo
PTPN6 0,42 - NP 0,35258718  No
2,3755144 Significa
tivo
HMGB1 0,46 - NP 0,03852802 | Significa
2,1630559 tivo
CTSB 0,49 - NP 0,0967106  No
2,0274185 Significa
tivo
GCLC 0,59 - NP 0,00631809 | Significa

1,6820128 tivo



FABP4

STMN1

PRDX1

ALOX15

CD44

YWHAE

TXN

HRAS

KRAS

NRAS

LAMP2

0,6

0,61

0,63

0,64

0,65

0,72

0,83

0,83

0,83

0,83

0,84

-1,675252

1,6450584

1,5889629

1,5522388

1,5357479

1,3909324

1,2079117

-1,199211

-1,199211

-1,199211

1,1906158

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

0,22013054

0,02065632

0,00826666

0,39864056

0,00085582

0,41193536

0,05531595

0,71552532

0,71552532

0,71552532

0,49210824

98

No
Significa
tivo
Significa
tivo
Significa
tivo

No
Significa
tivo
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa

tivo



TMSB4X

PARK7

MAPK14

LCN2

CDH1

EIF2S1

CIRBP

FH

QSOX1

NCF2

0,87

0,87

0,87

0,87

0,88

0,88

0,89

0,9

0,91

0,91

-1,153929

1,1494949

1,1470292

1,1441281

1,1395122
-1,137931

1,1230448

1,1158594

1,1034156

1,0972222

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

0,88868477

0,89112724

0,94177758

0,49902262

0,0338929

0,73756913

0,91935107

0,51886537

0,53459969

0,10094132

99

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa

tivo



VCP

CFL1

UBC

HSPA5S

G6PD

PEBP1

CYBB

TXNRD1

CAPG

PRDX6

0,93

0,97

0,98

1,03

1,07

1,09

1,12

1,18

1,22

1,0736515

1,0342801

1,0222025

NP

NP

NP

PG

PG

PG

PG

PG

PG

PG

0,81549189

0,2574166

0,78239278

0,20584459

0,93550769

0,41623605

0,7312882

0,73032652

0,3266021

0,12229386
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No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo
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Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa

tivo
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IDH2 1,29 PG 0,52996531  No
Significa
tivo

GPX4 3,14 PG 0,16564257 No
Significa
tivo

SNCA 100 PG 3,2054E-16 | Significa
tivo

[Proteoma | Abundance | Fold GRUPO | Abundance 0,05

FGC] and  Ratio: change 2 Ratio Adj. P-

[Ferroptosis | (Progressive Value:

1: /| (Non- (Progressive)

progresive) / (Non
progressive)

OTUB1 1,63980263 PG 0,34017924  No
Significa
tivo

CHP1 1,52025783 PG 0,05536316  No
Significa
tivo

ACSL1 1,30784708 PG 0,64743171  No
Significa
tivo

CCDC6 1,24333494 PG 0,52535339  No
Significa
tivo

CP 1,19264069 PG 0,16857978 No
Significa

tivo



AHCY

TF

DLD

ECH1

PGD

IDH1

P4HB

COPZ1

GSTM1

CS

1,19186047

0,98647242

0,87087912

0,83513097

0,79919137

0,77852349

0,77145086

0,73726115

0,72228089

0,70445695

1,0137131

-1,148265

-1,197417

1,2512648

1,2844828

1,2962588

1,3563715

1,3845029

1,4195332

PG

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

0,15295038

0,76964548

0,57753993

0,28155752

0,3573934

0,13265391

0,06644828

0,78080558

0,4632661

0,26248146

102

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa
tivo

No
Significa

tivo
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SNX5 0,6994302 - 0,17576579  No
1,4297352 Significa
tivo
GOT1 0,5502542 - 0,00974635 | Significa
1,8173419 tivo
ACO1 0,54279601 - 0,01699283 | Significa
1,8423127 tivo
ENO3 0,53975364 - 0,19019576 No
1,8526971 Significa
tivo
CBR1 0,50241546 - 0,032551 | Significa
1,9903846 tivo
ALDH3A2 0,48151333 - 0,06606046 No
2,0767857 Significa
tivo
Apoptosis FGC
[PP] and | Abundance Fold GRUPO | Abundance 0,05
[Proteoma Ratio: change 2 Ratio Adj. P-
FGC] and | (Progressive) Value:
[Apoptosis]: |/ (Non- (Progressive)
progresive) / (Non
progressive)
CASP6 0,71 -1,41 | NP 0,02070455 | Signific
ativo
CYCS 0,76 -1,32 | NP 0,54291625 No
Signific

ativo



104

CASP3 0,93 -1,08 | NP 0,3230591 | No
Signific
ativo

CAPN1 0,97 -1,03 | NP 0,77271328 | No
Signific
ativo

PRKAR1A 0,51 -1,95 | NP 0,00640103 | Signific
ativo

[Proteoma | Abundance Fold GRUPO | Abundance 0,05

FGC] and | Ratio: change 2 Ratio Adj. P-

[Apoptosis] | (Progressive) Value:

/ (Non- (Progressive)
progresive) / (Non

progressive)

CHP1 1,52 -0,658 | PG 0,05536316 | No
Signific
ativo

IL1RAP 0,826 -1,211 | NP 0,51832395 | No
Signific
ativo

PRKAR2A 0,766 -1,306 | NP 0,11416001 | No
Signific

ativo

Piroptosis FGC




[PP] and
[Proteoma
FGC] and
[Piroptosis
1:
ADORA2A

HMGB1

AGER

PKM

PAK2

ANXA1

CASP6

IL36G

DHX9

Abundance
Ratio:
(Progressive) /
(Non-
progresive)
0,01

0,46

0,48

0,6

0,64

0,64

0,71

0,72

0,74

Fold
change 2

-100

-2,16

-2,1

-1,66

-1,56

-1,56

-1,41

-1,39

-1,36

GRUPO | Abundance

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

Ratio Adj. P-
Value:
(Progressive) /
(Non
progressive)
3,2054E-16
0,03852802

0,05694411

0,00495083

0,06576618

0,0841115

0,02070456

0,4138035

0,14863305
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0,05

Signific
ativo
Signific
ativo
No
Signific
ativo
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific
ativo
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific

ativo



CYCS

VIM

MAPK14

CASP3

ELANE

PYCARD

CAMP

CAPN1

CASP1

0,76

0,83

0,87

0,93

0,93

0,93

0,95

0,97

1,09

-1,32

-1,21

-1,15

-1,08

-1,08

-1,07

-1,05

-1,03

-0,91

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

NP

PG

0,54291625

0,22865286

0,94177758

0,3230591

0,76605346

0,21345232

0,7160399

0,77271328

0,48883222

106

No
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific

ativo
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[Proteoma | Abundance Fold GRUPO | Abundance 0,05
FGC] and | Ratio: change 2 Ratio Adj. P-
[Piroptosis] | (Progressive) Value:
/ (Non- (Progressive) /
progresive) (Non
progressive)

APOE 1,02535211 PG 0,32290041 | No
Significa
tivo

GBP2 1,02047556 PG 0,41333889 | No
Significa
tivo

VTN 0,97655546 - NP 0,6037655 | No

1,0240074 Significa
tivo

TUBB6 0,71729587 - NP 0,25532507 | No

1,3941248 Significa
tivo

CRTAC1 0,69083333 - NP 0,47927811 | No

1,4475271 Significa
tivo
Netosis FGC

[PP] and  Abundance Fold GRUPO | Abundance 0,05

[Proteoma | Ratio: change 2 Ratio Adj. P-

FGC] and  (Progressive) Value:

[Netosis]: |/ (Non- (Progressive) /

progresive) (Non
progressive)
HSPB1 0,42 - NP 0,001 | Signific
2,3975225 ativo



HMGB1 0,46
PADI4 0,54
GAPDH 0,69
CEACAM1 0,77
GRN 0,86
RHOA 0,87
F2 0,91
CAMP 0,95
MMP8 0,96
S100A9 1,25
[Proteoma | Abundance
FGC] and | Ratio:
[Netosis]: | (Progressive)

2,1630559

1,8542654

1,4594595

1,3017621

1,1615756

1,1513463

-1,098692

1,0517241

1,0366886

Fold
change 2

NP 0,0385
NP 0,0009
NP 0,0027
NP 0,7025
NP 0,7584
NP 0,5043
NP 0,2897
NP 0,716
NP 0,899
PG 0,5302

GRUPO | Abundance
Ratio Adj. P-

Value:

108
Signific
ativo
Signific
ativo
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific
ativo
No
Signific

ativo

0,05
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/ (Non- (Progressive) |/
progresive) (Non
progressive)

VWF 1,73081925 PG 0,56001732  No
Signifi
cativo

A2M 1,19019139 PG 0,11179226 No
Signifi
cativo

FERMT3 1,15519126 PG 0,06269843 No
Signifi
cativo

CTSC 0,98540856 - NP 0,898474 | No

1,0148075 Signifi
cativo

WAS 0,83115672 - NP 0,68694328 No

1,2031425 Signifi
cativo

SERPINB1 0,73392283 - NP 0,02313633 | Signifi

1,3625411 cativo
Necroptosis FGC

[PP] and  Abundance Fold GRUPO | Abundance 0,05

[Proteoma | Ratio: change 2 Ratio Adj. P-

FGC] and  (Progressive) Value:

[Necroptos |/ (Non- (Progressive) /

is]: progresive) (Non

progressive)
FTH1 0,01 -100 | NP 3,2E-16 | Signifi

cativo



HMGB1

0,46

-2,16

NP

0,039

110
Signifi

cativo

CTSB

0,49

-2,03

NP

0,097

No
Signifi

cativo

ANXA1

0,64

-1,56

NP

0,084

No
Signifi

cativo

ALOX15

0,64

-1,55

NP

0,4

No
Signifi

cativo

CDC37

0,69

-1,45

NP

0,51

No
Signifi

cativo

HSPA4

0,7

1,44

NP

0,042

Signifi

cativo

HSP90AB1

0,73

-1,36

NP

0,61

No
Signifi

cativo

PPIA

0,75

-1,33

NP

0,037

Signifi

cativo

MYH9

0,81

1,24

NP

0,23

No
Signifi

cativo

TXN

0,83

-1,21

NP

0,055

No
Signifi

cativo

MAPK14

0,87

-1,15

NP

0,94

No
Signifi

cativo




PYCARD

0,93

-1,07

NP

0,21

111

No
Signifi

cativo

CAPN1

0,97

-1,03

NP

0,77

No
Signifi

cativo

HSPA5

PG

0,21

No
Signifi

cativo

LGALS3

1,03

PG

0,18

No
Signifi

cativo

C5

1,04

PG

0,36

No
Signifi

cativo

HNRNPA1

1,07

PG

0,7

No
Signifi

cativo

cYBB

1,09

PG

0,73

No
Signifi

cativo

CASP1

1,09

PG

0,49

No
Signifi

cativo

SIRPA

1,13

PG

0,76

No
Signifi

cativo

STAT1

1,21

PG

0,11

No
Signifi

cativo
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HSP90AA1 1,66 PG 0,71 | No
Signifi
cativo

FLOT2 100 PG 0,99 | No
Signifi
cativo

[Proteoma | Abundance Fold GRUPO | Abundance 0,05

FGC] and  Ratio: change 2 Ratio Adj. P-

[Necroptos | (Progressive) Value:

is]: / (Non- (Progressive) /

progresive) (Non

progressive)

FCGBP 1,39529412 PG 0,51875332 | No
Signifi
cativo

PYGM 1,27627907 PG 0,73832494 | No
Signifi
cativo

PYGB 1,27627907 PG 0,73832494 | No
Signifi
cativo

Cc7 0,93251534 - NP 0,96692956 | No

1,0723684 Signifi
cativo

PYGL 0,91107383 - NP 0,60391462 | No

1,0976059 Signifi
cativo

C6 0,85846438 - NP 0,17089924 | No

1,1648707 Signifi

cativo



PDCD6IP

GLUD1

GLUL

GLUD2

C9

PTGES3

0,83577487

0,73163186

0,65705128

0,61192982

0,58515964

0,49458072

1,1964945

1,3668076

1,5219512

1,6341743

1,7089354

2,0219146

NP

NP

NP

NP

NP

NP

0,31793076

0,04300882

0,16044516

0,00479727

0,2281608

0,05521354
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No

Signifi
cativo
Signifi
cativo
No

Signifi
cativo
Signifi
cativo
No

Signifi
cativo
No

Signifi

cativo



