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RESUMEN 

La estomatitis aftosa recurrente es la enfermedad más común de la mucosa oral. 

Actualmente las alternativas terapéuticas son sólo paliativas y limitadas, debido a la escasa 

comprensión del proceso etiopatogénico. El objetivo de este estudio es identificar proteínas 

que permitan distinguir entre grupos de sujetos con y sin estomatitis aftosa recurrente, para 

comprender los procesos que controlan los estados de salud y enfermedad.  En este estudio de 

casos y controles, evaluamos mediante proteómica basada en espectrometría de masas la saliva 

de controles sanos y pacientes con estomatitis aftosa recurrente durante la presencia y ausencia 

de lesiones. Cuantificamos las proteínas, utilizando los recuentos espectrales informados por 

PEAKS Studio X+, y preparamos una base de datos utilizando SPSS. Determinamos las 

proteínas expresadas diferencialmente entre los grupos con el software Perseus mediante un 

análisis de ANOVA y un agrupamiento jerárquico. La proteína factor de transcripción 
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dependiente de AMP cíclico salival ATF-6 beta (ATF6B), destaca con un mejor perfil de 

clasificación, por lo que su presencia permite distinguir entre la presencia y ausencia de 

lesiones ulcerosas en pacientes con y sin estomatitis aftosa recurrente. Nuestro análisis reveló 

que ATF6B está relacionada con la respuesta al estrés del retículo endoplásmico en los 

queratinocitos orales. Desde una perspectiva clínica, sugerimos que esta proteína está 

relacionada con varios procesos biológicos principalmente referentes con una respuesta anti-

muerte celular, determinada por el estrés del retículo endoplásmico que podría ser la causa del 

daño que resulta en la liberación de este marcador al medio oral. 

 

Palabras clave: estomatitis aftosa recurrente, proteómica, estrés del retículo endoplásmico 

 

ABSTRACT 

 

Recurrent aphthous stomatitis (RAS) is the most common ulcerative disease of the oral 

mucosa. Currently, the therapeutic alternatives are only palliative and limited, due to a poor 

understanding of the etiopathogenic process. The objective of this study is to identify proteins 

that allow distinguishing between groups of subjects with and without Recurrent Aphthous 

Stomatitis, to understand the processes that control health and disease states. In this case-

control study, we evaluated by means of proteomics based on mass spectrometry the saliva of 

healthy controls and patients with recurrent aphthous stomatitis during the presence and 

absence of lesions. We quantified the proteins, using the spectral counts reported by PEAKS 

Studio X+, and we prepared a database using SPSS statistics. We determined the differentially 

expressed proteins between the conditions with Perseus software using ANOVA analysis and 

hierarchical clustering. The salivary cyclic AMP-dependent transcription factor protein ATF-

6 beta (ATF6B), stands out with a better classification profile, so its presence allows us to 

distinguish between the presence and absence of ulcerative lesions in patients with and without 

recurrent aphthous stomatitis. Our analysis revealed that ATF6B is related to the endoplasmic 

reticulum stress response in oral keratinocytes. From a clinical perspective, we suggest that this 

protein is related to several biological processes, mainly related to an anti-cell death response, 

determined by the stress of the endoplasmic reticulum, which could be the cause of the damage 

that results in the release of this marker into the oral environment. 

 

Keywords: recurrent aphthous stomatitis; proteomics; endoplasmic reticulum stress 
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INTRODUCCIÓN 

 

La estomatitis aftosa recurrente (RAS) es la afección ulcerosa más común de la mucosa 

oral (1). Sus manifestaciones clínicas se caracterizan por episodios recurrentes de úlceras 

dolorosas solitarias o múltiples sin asociación con una condición sistémica (2). Las lesiones de 

la RAS son autolimitadas, pueden persistir durante 2 semanas, con episodios recurrentes entre 

1 y 4 meses (3).  

 

Actualmente las alternativas terapéuticas son sólo paliativas y limitadas (4,5). No existe 

tratamiento curativo ni preventivo eficaz para estas lesiones debido a la escasa comprensión 

del proceso etiopatogénico (6). Por esta razón se hace necesario comprender la enfermedad a 

través de la identificación de proteínas, con potencial de biomarcador que permitan caracterizar 

a las poblaciones (1,7). Debido a que las proteínas intervienen en prácticamente todos los 

procesos y ejercen una diversidad casi inagotable de funciones (8). 

 

La saliva es la fuente ideal para localizar y evaluar perfiles completos de proteínas, 

dado que un gran porcentaje de las proteínas humanas se expresan en las glándulas salivales 

(9,10).  Además, contiene un conjunto de biomoléculas que recubren estructuras orales y está 

en íntimo contacto con las úlceras. Su recolección no es invasiva y no tiene complicaciones 

asociadas en comparación con la biopsia incisional o excisional (11). Por lo que, actualmente 

el proteoma salival permite monitorear enfermedades bucales de distinta índole (12,13). 

 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo de este estudio fue caracterizar el 

proteoma salival de pacientes con estomatitis aftosa recurrente mediante proteómica basada en 

espectrometría de masas y evaluar su utilidad clínica en la identificación de procesos biológicos 

y moleculares más representativos durante el curso de las lesiones. Con el fin de comprender 

los procesos que controlan los estados de salud y enfermedad y así poder distinguir sujetos con 

o sin estomatitis aftosa recurrente (14). 
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MÉTODOS 

 

Diseño General. Se realizó un estudio de casos y controles, en el que se recolectó 

prospectivamente 118 muestras salivales de 68 voluntarios. Se evaluó y caracterizó el proteoma 

salival de pacientes con estomatitis aftosa recurrente en presencia y ausencia de lesiones, a 

través de herramientas de proteómica y bioinformática basada en espectrometría de masas. A 

partir de lo anterior, se obtuvo una base de datos de las proteínas detectadas en las muestras de 

saliva, la cual fue recepcionada para ser cargada en una plataforma bioinformática que analiza 

datos proteómicos. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con la Declaración de 

Helsinki. Este estudio fue autorizado por el Comité de Ética de la Universidad de Antofagasta 

(protocolo #156/2018) y el Comité de Ética en Investigación del Servicio de Salud del Maule 

(referencia #22-11-2018) https://doi.org/10.6084/m9.figshare.20288775. 

 

Participantes. Los voluntarios fueron seleccionados de una cohorte de pacientes con RAS del 

Centro de Clínicas Odontológicas-Universidad de Talca (Chile). Al momento del examen, los 

pacientes no deben haber presentado úlceras por más de 3 días. Los criterios de exclusión 

fueron el uso de medicamentos para el tratamiento de úlceras durante los 2 días anteriores y el 

uso de corticoides tópicos o sistémicos durante el mes anterior al ingreso al estudio. Otros 

criterios de exclusión fueron la presencia de otro tipo de lesiones de la mucosa oral, 

enfermedades con dolor agudo o crónico, tabaquismo, consumo excesivo de alcohol (más de 

tres veces por semana) y enfermedades relacionadas con deficiencias hematológicas. También 

se excluyeron los pacientes con síndromes autoinflamatorios, estados de inmunodeficiencia, 

trastornos gastrointestinales y déficits hematínicos. Para su inclusión como controles, los 

voluntarios nunca debieron presentar úlceras orales, y salvo la ausencia de lesiones, este grupo 

compartió los mismos criterios de inclusión y exclusión.  

 

El número de participantes se ajustó a una pérdida probable del 20%, estableciéndose 

un mínimo de 31 voluntarios por estadio de la enfermedad. Después de obtener el 

consentimiento informado se recolectó prospectivamente 118 muestras salivales de 68 

voluntarios después de obtener el consentimiento informado. Los sujetos se dividieron en 

controles sanos (n = 31; personas sin antecedentes de úlceras orales) y estomatitis aftosa 

recurrente (n = 36). Este último grupo fue evaluado al ingreso al estudio, durante la etapa 

ulcerativa y cuando las lesiones desaparecieron (etapa de remisión, n = 36). Además, de 

recolectar muestras de recurrencias que ocurrieron después de la fase de remisión ( n  = 15). 
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Biopsia salival. Se solicitó a los sujetos que no comieran ni bebieran durante al menos 30 

minutos antes de la recolección de la película salival. Las muestras fueron depositadas en hielo 

y un cóctel de inhibidores de proteasas (cOmplete Tablets EASYpack, Roche) (15), para ser 

centrifugadas y así eliminar los componentes no disueltos y los restos celulares (16). Con el fin 

de evaluar la concentración de proteína total en los sobrenadantes se utilizó el kit de ensayo de 

proteína BCA (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante para los 

procedimientos de microplacas. Las muestras se almacenaron a -80 °C para su posterior 

procesamiento. 

 

Identificación y priorización de proteínas. Usando un sistema nanoElute LC emparejado con 

un espectrómetro de masas timsTOF Pro (Bruker Daltonics), los datos de espectrometría de 

masas se obtuvieron examinando 500 ng de péptidos después de la digestión tríptica y el 

fraccionamiento de péptidos. Todas las muestras de MS/MS se analizaron con PEAKS Studio 

X+ (v.10.5, Bioinformatics Solutions) de acuerdo con los protocolos anteriores (17). Para todas 

las búsquedas, se utilizó una base de datos de secuencias de proteínas de proteínas humanas 

revisadas (74.823 entradas, UniProt) asumiendo la enzima de digestión tripsina .  

 

Para la cuantificación de proteínas, utilizamos los recuentos espectrales informados por 

PEAKS Studio X+. El número de eventos de fragmentación (es decir, los recuentos espectrales) 

medidos para todos los péptidos que pertenecen a la misma proteína en cada muestra se 

sumaron, lo que dio como resultado la cuantificación relativa de la proteína en las diferentes 

condiciones (18). Los valores de los recuentos espectrales se normalizaron previo al análisis 

comparativo (19). Preparamos una base de datos utilizando la función reestructurar casos a 

variables en SPSS estadístico (v.23, IBM). Los valores de los recuentos espectrales se 

utilizaron para determinar la abundancia diferencial de proteínas entre las condiciones en el 

software Perseus (v.1.6.15.0, Instituto Max Planck de Bioquímica) (20). La base de datos 

generada se encuentra públicamente disponible en 

https://www.ebi.ac.uk/pride/archive/projects/PXD026401. 

 

Fuentes de información. La base de datos fue procesada con el Software Perseus 

(https://maxquant.net/download_asset/perseus/latest) con el propósito de realizar un análisis 

integrador de los datos proteómicos, filtrando y normalizando los datos adecuadamente para 

asegurar que las diferentes muestras fuesen comparables, y así realizar el análisis estadístico y 
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bioinformático, para guiar la identificación de proteínas que sean funcionalmente relevantes 

(20).  

 

Identificación de proteínas diferenciales. Una vez obtenida la base de datos que cuantificaba 

las proteínas detectadas en las muestras de saliva procedimos a descargar e instalar el software 

Perseus. A continuación, seleccionamos y cargamos en el programa la base de datos en formato 

archivo de texto, luego Perseus mostró las variables presentes en las columnas del archivo y 

seleccionamos las variables principales a analizar. En este caso las variables principales a 

examinar fueron Healthy1, Healthy2, Healthy3; Ulcer1, Ulcer2, Ulcer3; Remission1, 

Remission2,  Remission3; Recurrence1, Recurrence2, Recurrence3. 

 

Ejecutado lo anterior, visualizamos la matriz sin procesar, donde todas las muestras se 

presentan como columnas y todas las proteínas como filas.  Posteriormente, le especificamos 

al programa que todas las muestras pertenecientes a una condición debieran poseer la misma 

anotación para así asignar el mismo valor a cada uno de los parámetros a analizar y así generar 

una matriz más informativa. Después, removimos las columnas que contienen a las variables 

Recurrence1, Recurrence2, Recurrence3, debido a que la condición de recurrencia es indicativa 

de que a los pacientes ya estaban cursando la etapa ulcerativa de la estomatitis aftosa recurrente. 

Luego, filtramos las filas basadas en valores válidos para así mantener solo a las proteínas que 

fueron identificadas en las muestras por lo menos en 3 grupos. Donde el número mínimo en el 

que debían estar presentes las proteínas de las 3 columnas principales era en al menos 1 grupo,  

con el objetivo de reducir la matriz.  

 

Realizamos una prueba de muestras múltiples, con la finalidad de establecer un test de 

hipótesis con datos predefinidos donde la hipótesis nula corresponde a todas las medias son 

iguales a 0 y la hipótesis alternativa es que al menos una de las medias es distinta de 0, con un 

nivel de confianza del 95%. Filtramos las filas de acuerdo con su eventual relevancia biológica, 

establecido por el nivel de significancia de ANOVA positivo en los contrastes, manteniendo 

solo las comparaciones significativas, de tal manera que el programa redujera nuevamente la 

matriz.  

 

Posteriormente, ejecutamos Post hoc Tukey’s, una prueba de rango que determinó la 

homogeneidad de las distancias medias entre las variables con un nivel de confianza del 95%. 

Además, le solicitamos a Perseus realizar un agrupamiento jerárquico de las filas y/o columnas 
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para crear 3 grupos a través de la selección de distancias mediante Clustering. El programa 

utilizó la distancia euclidiana para determinar la similitud entre cada variable y así generar un 

diagrama basado en intensidades de color. 

 

Análisis de procesos biológicos. Para comprender el conjunto de proteínas clínicamente 

relevantes, realizamos un análisis de enriquecimiento para orientar el conocimiento biológico 

previo, respecto a función, características, anotaciones, taxonomía, ubicaciones, entre otros. 

Comenzamos con la base de datos biológica UniProt (https://www.uniprot.org/) con el objetivo 

de consultar y obtener información detallada de las secuencias de proteínas identificadas en las 

muestras de saliva (21). Seguido de la base de datos QuickGO 

(https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/) para entender las funciones moleculares que 

frecuentemente ejecutan estas proteínas, los procesos biológicos en los que éstas están 

involucradas y sus componentes celulares (22). Utilizamos la herramienta The Human Protein 

Atlas (https://www.proteinatlas.org/) para ayudar a vislumbrar la distribución espacial de cada 

proteína a nivel de órganos, tejidos, células y otros, con el propósito de comprender la biología 

humana en salud y enfermedad, para así categorizar según su nivel de expresión y distribución 

en las glándulas salivales (23). También, consultamos a Enrichr 

(https://maayanlab.cloud/Enrichr/) con la finalidad de buscar algún tipo de asociación con una 

vía, línea celular o enfermedad para así aumentar la probabilidad de identificar procesos 

biológicos pertinentes al tema de estudio (24,25). Finalmente, se indagamos en NCATS 

BioPlanet (https://tripod.nih.gov/bioplanet/), REACTOME (https://reactome.org/) y STRING 

(https://string-db.org/) para analizar y explorar las conexiones de las rutas de cada proteína, sin 

embargo, no se obtuvieron resultados con relevancia biológica (26,27, 28). 

 

RESULTADOS 

 

Identificación de proteínas salivales durante la estomatitis aftosa recurrente. Para 

identificar las proteínas salivales presentes en la estomatitis aftosa recurrente, cargamos la base 

de datos en la plataforma bioinformática Perseus, la cual generó una matriz sin procesar, con 

un total de 3.086 proteínas a analizar. Le solicitamos al programa realizar una agrupación de 

genes en función de su expresión bajo determinadas condiciones mediante Clusters. Las 

proteínas detectadas fueron: el factor de transcripción dependiente de AMP cíclico ATF6 beta 

(ATF6B), neurobeachin (NBEA), proteína FAM83E (FAM83E), receptor alfa-1 de la familia 

SciELO Preprints - Este documento es un preprint y su situación actual está disponible en: https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.5009



 

GDNF (GFRA1), proteína de choque térmico mitocondrial de 75 kDa ( TRAP1) y variable 

pesada de inmunoglobulina 3-21 (HV321) (Fig.1). 

 

Al distinguir los perfiles de expresión de las proteínas, logramos apreciar en el diagrama 

que la proteína ATF6B presenta una mayor intensidad de color. Esto nos indica que ATF6B 

destaca como la proteína con un mejor perfil de clasificación, por lo que su presencia permite 

distinguir entre la presencia y ausencia de lesiones ulcerosas en pacientes con y sin estomatitis 

aftosa recurrente (Fig.1). 

 

Figure 1. Clustering para el estudio de la expresión genética. La agrupación se generó empleando el método 

de distancia euclidiana. Al observar los dendogramas, se puede apreciar a la izquierda a las seis proteínas más 

relevantes presentes en las muestras, con su respectivo agrupamiento jerárquico, en el cual se puede distinguir que 

una proteína posee mejor perfil de clasificación, en comparación con las otras proteínas que deben ser 

consideradas todas juntas. ATF6B (Q99941), NBEA (Q8NFP9), FAM83E (Q2M2I3), GFRA1 (P56159), TRAP1 

(Q12931), IGHV3-21 (A0A0B4J1V1). A la derecha en la parte superior, se percibe cómo se agrupan la etapa 

ulcerativa de la etapa de remisión con controles sanos en la estomatitis aftosa recurrente. El análisis de 

agrupamiento muestra los perfiles de expresión de las proteínas, el cual reúne los controles sanos con la etapa de 

remisión y separa a la etapa ulcerativa . 
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Rol biológico de las proteínas presentes en la estomatitis aftosa recurrente. Para 

comprender el rol de cada proteína se indagamos en los procesos biológicos y moleculares de 

las distintas bases de datos de genes humanos (Tabla 1). 

 

 

Table 1. Proteínas salivales reguladas diferencialmente en la Estomatitis Aftosa Recurrente. 

 

 Expresión  

Proteína* Etapa 

Ulcerativa 

Etapa 

Remisión 

Controles 

Sanos 

Función Molecular** 

ATF6B 

(Q99941) 

(+) (-) (-) Es un factor de transcripción en la vía de 

respuesta de proteínas desplegadas (UPR) 

durante el estrés del retículo endoplásmico 

NBEA 

(Q8NFP9) 

(-) (-) (+) Se une a las subunidades reguladoras tipo II de 

la proteína quinasa A y las ancla para dirigirse 

hacia la membrana. 

FAM83E 

(Q2M2I3) 

(-) (-) (+) Activa la actividad de unión de la proteína 

quinasa. Se predijo que participa en la 

transducción de señales. Puede desempeñar un 

papel en la señalización de MAPK.  

GFRA1 

(P56159) 

(-) (-) (+) Juega un rol en el control de la supervivencia y 

la diferenciación de las neuronas. 

TRAP1 

(Q12931) 

(+) (-) (-) Esta proteína puede funcionar en la regulación 

de las respuestas del estrés celular.  

IGHV3-21 

(A0A0B4J1V

1) 

(+) (-) (+) Se prevé que participa en varios procesos, 

incluida la activación de la respuesta 

inmunitaria; respuesta de defensa a otro 

organismo; y fagocitosis. 

*Nombre del Gen con acceso a base de datos UniProt. (+) regulado al alza/sobre expresado, (−) regulado a la baja/ baja expresión. Se 

obtuvieron funciones moleculares de las bases de datos UniProt, QuickGO, The Human Protein Atlas 
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DISCUSIÓN 

 

El proteoma salival de los sujetos en estudio evidenció proteínas diferenciales entre 

estos. Esto fue confirmado por el software Perseus al cual le solicitamos crear tres grupos de 

clasificación, donde éste determinó solo dos grupos, en el cual el grupo control sano y etapa de 

remisión quedaron en la misma agrupación, diferenciándose de aquellos en etapa ulcerativa. 

Esta diferenciación podría estar relacionada a la integridad epitelial y a la muerte celular, 

exponiendo distintas proteínas en el medio oral. Asimismo, al analizar los perfiles de expresión 

de las proteínas, sólo la proteína ATF6B aportó por sí sola la información que permite distinguir 

entre muestras en presencia y ausencia de lesiones en la mucosa oral, ya que ésta destaca como 

la proteína con un mejor perfil de clasificación, Este análisis revela que el grupo etapa 

ulcerativa está relacionado con varios procesos biológicos, principalmente referentes con una 

respuesta anti- muerte celular.  Por lo tanto, en futuros estudios sería interesante determinar si 

realmente existe una respuesta anti- muerte celular atribuible a la proteína ATF6B, y en qué 

grupo ésta se expresa en mayor o menor medida. 

 

Una de las razones que explican la aparición de ATF6B es que cuando las células se 

exponen a ciertas condiciones ambientales como lo es un desequilibrio celular o algún tipo de 

alteración metabólica, el proceso de plegamiento de las proteínas se ve comprometido (29). 

Esto produce la acumulación de proteínas mal plegadas, las cuales desencadenan un estrés 

celular a nivel del retículo endoplásmico (RE). Para intentar corregir este estrés del RE, se 

desarrolla una respuesta adaptativa que involucra la activación de tres vías de señalización: vía 

proteína quinasa RE (PERK), enzima 1 que requiere inositol (IRE1α), factor de transcripción 

activador 6 (ATF6) que buscan estimular la respuesta proteína desplegada (UPR) (30), con la 

finalidad de inducir una respuesta inflamatoria, generar un efecto antiapoptótico y así mantener 

la integridad epitelial. Sin embargo, si el estrés no puede ser resuelto, las señales de la UPR 

pasan a ser pre- apoptóticas y por lo tanto inducen la muerte celular, que en este caso se ve 

reflejado como la destrucción del epitelio. 

A través de la respuesta proteína desplegada (UPR) las células intentan corregir este 

exceso de estrés. Y es así como, durante la respuesta al estrés del RE, la vía de señalización 

ATF6, genera 2 formas escindidas y activadas que corresponden a los fragmentos ATF6α y 

ATF6β, los cuales se translocan al núcleo, para adherirse a regiones reguladoras particulares y 

afectar la forma en que se expresan los genes de respuesta al estrés del RE. Esto aumenta la 

supervivencia celular al ayudar a resolver el estrés. ATF6α es un activador transcripcional 
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potente y rápidamente degradado, mientras que ATF6β es un activador débil que es degradado 

lentamente (31). De modo que la presencia de ATF6β está relacionada con la respuesta al estrés 

del RE en las células epiteliales orales.  

 

Es importante ampliar las investigaciones sobre la etiopatogenia de la estomatitis aftosa 

recurrente, ya que al revelar qué moléculas constituyen los principales eslabones de esta 

enfermedad, va a proporcionar la oportunidad de tratar de esclarecer si existe un agente 

etiopatogénico asociado o algún factor prevenible con el propósito de encontrar nuevas terapias 

que sea efectivas para lograr curar la EAR. En vista de que a la fecha aún sigue siendo 

desconocido y que, además, el diagnóstico está basado solo en la clínica y en la anamnesis.  

 

La comprensión de las bases biológicas y cadenas proteicas es fundamental, por esto se 

torna necesario continuar estudios que comprendan la etiopatogenia de esta enfermedad, ya 

que podría llevar a posibilidades terapéuticas no solo para esta enfermedad sino también para 

otras que hoy no tienen cura. 
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