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RESUMEN

La caries dental es una enfermedad crénica que afecta a mas del 90% de la poblacion mundial,
impulsada en gran medida por la bacteria Streptococcus sobrinus. Este microorganismo tiene la
capacidad de formar biopeliculas resistentes y producir 4cidos que destruyen el esmalte dental. Su
agresividad esta regulada por el sistema de sefializacion ComCDE, un mecanismo que controla
como la bacteria se adhiere a los dientes y se adapta al entorno. El objetivo de este estudio fue

encontrar una forma de interrumpir este sistema para reducir la virulencia de la bacteria.

Para lograrlo, se realiz6 una investigacion computacional utilizando una base de datos de mas de
13,000 metabolitos naturales de origen latinoamericano. El proceso de seleccion fue riguroso:
primero se filtraron moléculas que tuvieran caracteristicas fisicas ideales para actuar localmente
en la boca sin ser absorbidas por el cuerpo, y luego se descartaron aquellas que presentaran riesgos
de toxicidad, como efectos cancerigenos o mutagénicos. Al final del proceso, solo tres compuestos

resultaron ser candidatos seguros y eficaces.

A través de modelos tridimensionales avanzados y simulaciones de "docking" molecular, los
investigadores evaluaron qué tan bien se unian estos metabolitos a la proteina ComD de la bacteria.
Uno de los compuestos destacd por tener una alta afinidad de union, lo que sugiere que puede
bloquear eficazmente la comunicacion bacteriana. Este hallazgo es fundamental, ya que sienta las
bases para crear nuevos tratamientos preventivos, como enjuagues o geles, basados en productos

naturales para combatir la caries de forma mas segura.

Palabras clave: Caries dental, Streptococcus sobrinus, Drug Discovery.



ABSTRACT

Dental caries is a chronic disease affecting more than 90% of the world's population, largely driven
by the bacterium Streptococcus sobrinus. This microorganism has the ability to form resistant
biofilms and produce acids that destroy dental enamel. Its aggressiveness is regulated by the
ComCDE signaling system, a mechanism that controls how the bacteria adhere to teeth and adapt
to the environment. The objective of this study was to find a way to disrupt this system to reduce

the bacteria's virulence.

To achieve this, a computational investigation was conducted using a database of over 13,000
natural metabolites of Latin American origin. The selection process was rigorous: first, molecules
with ideal physical characteristics for local action in the mouth without systemic absorption were
filtered; then, those presenting toxicity risks, such as carcinogenic or mutagenic effects, were
discarded. At the end of the process, only three compounds emerged as safe and effective

candidates.

Through advanced three-dimensional models and molecular docking simulations, researchers
evaluated how well these metabolites bound to the bacteria's ComD protein. One of the compounds
stood out for having a high binding affinity, suggesting it can effectively block bacterial
communication. This finding is fundamental, as it lays the groundwork for developing new
preventive treatments, such as mouthwashes or gels, based on natural products to combat cavities

more safely.

Keywords: Dental caries, Streptococcus sobrinus, Drug Discovery.
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INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad infecciosa cronica que afecta aproximadamente al 60-90% de
los niflos en edad escolar y a casi el 100% de los adultos a nivel mundial, segiin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). Esta condicidon se desarrolla cuando ciertas bacterias presentes en la
cavidad oral, especialmente Streptococcus sobrinus y Streptococcus mutans, se adhieren a las
superficies dentales formando biopeliculas. Estas biopeliculas son comunidades bacterianas
encapsuladas en una matriz de sustancias producidas por las propias bacterias, que protegen a los
microorganismos de factores externos y facilitan la produccion de 4acidos que degradan el esmalte

dental, lo que finalmente conduce a la formacion de caries (1).

Un componente clave en la regulacion de la virulencia de Streptococcus sobrinus es el sistema
ComCDE, un mecanismo de sefalizaciéon bacteriana que funciona como un sistema de dos
componentes. Dentro de este sistema, la proteina ComD actla como una quinasa sensora ubicada
en la membrana celular que detecta sefiales ambientales y activa a la proteina ComE. Esta
activacion regula genes responsables de procesos fundamentales como la adhesion bacteriana, la
sintesis de exopolisacaridos que conforman la matriz extracelular de la biopelicula, y la adaptacion
a condiciones adversas, tales como el estrés acido y oxidativo.La importancia del sistema
ComCDE radica en que, al controlar la formacion y estabilidad de las biopeliculas, influye
directamente en la capacidad de S. sobrinus para colonizar la cavidad oral y provocar caries dental.
Por ejemplo, se ha demostrado que la inhibicion de ComD puede reducir significativamente la
sintesis de glucanos insolubles, componentes clave para la estructura de la biopelicula,
disminuyendo la virulencia bacteriana. Por ello, este sistema representa un objetivo terapéutico
estratégico para el control de la caries, que afecta a mas del 90% de la poblacién mundial en alguna

etapa de sus vidas (2).

Actualmente, los métodos preventivos y tratamientos disponibles, como la higiene bucal, la
aplicacion de fluoruro y el uso de agentes antimicrobianos, no son especificos para bloquear
mecanismos moleculares implicados en la formacion de biopeliculas. En consecuencia, existe un
creciente interés en desarrollar nuevas moléculas capaces de interferir a nivel molecular con
procesos bacterianos clave, reduciendo la resistencia microbiana y efectos secundarios.Los
compuestos naturales constituyen una fuente valiosa de moléculas bioactivas. América Latina,

reconocida por su megadiversidad, alberga una amplia variedad de metabolitos naturales. Por



ejemplo, la base de datos LANaPDB retine mas de 13,500 metabolitos originarios de esta region,
lo que ofrece un vasto repertorio para exploracion. Sin embargo, debido a la gran cantidad de
compuestos, es imprescindible el uso de herramientas computacionales que permitan filtrar,
seleccionar y evaluar eficientemente estas moléculas, reduciendo asi tiempo y costos asociados a
la investigacion experimental tradicional. Las técnicas de modelado molecular y acoplamiento
molecular (docking) posibilitan la prediccion precisa de la estructura tridimensional de proteinas
y la simulacién de interacciones con ligandos, lo que facilita la identificacion de compuestos con
alta afinidad de union y potencial inhibidor. En el contexto de este estudio, se model6 la estructura
de la proteina ComD, que cuenta con 448 residuos, y se identificaron sitios funcionales viables
para la interaccion con metabolitos naturales. Posteriormente, se evaluaron las interacciones de los
compuestos seleccionados mediante docking, aplicando criterios rigurosos de filtrado basados en
propiedades fisicoquimicas como peso molecular inferior a 500 Dalton, area superficial polar
menor a 140 A2 y nimero de donadores de hidrégeno no mayor a 6 asi como perfiles toxicoldgicos

seguros (3).

Este enfoque permiti6 reducir inicialmente mas de 13,500 compuestos a un grupo selecto de siete
metabolitos con caracteristicas ideales para actuar localmente en la cavidad oral, y finalmente
identificar tres moléculas con perfil toxicoldgico adecuado y afinidad significativa hacia ComD,
con valores de afinidad de unién cercanos a —8.16 kcal/mol. De este modo, se propone una
metodologia que integra la riqueza natural latinoamericana con tecnologias computacionales
avanzadas para avanzar en el desarrollo de nuevos inhibidores especificos del sistema ComCDE,

contribuyendo al control efectivo de la caries dental .



CAPITULO I

PLANTEAMIENTO TEORICO



1.1. Determinacion del problema

La caries dental es una de las enfermedades infecciosas cronicas méas comunes en todo el mundo
y afecta a personas de todas las edades. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),(1)
aproximadamente el 60-90% de los nifios en edad escolar y casi el 100% de los adultos han
experimentado caries dental en algin momento de sus vidas (2).

La patogénesis de la caries estd asociada con la presencia de Streptococcus mutans, una bacteria
altamente cariogénica que coloniza la superficie dental y contribuye a la formacion de biopeliculas
acidas que erosionan el esmalte dental. En los ultimos afios, la prevalencia de caries ha ido en
aumento en algunas regiones, impulsada por el alto consumo de azucares y practicas de higiene
bucal insuficientes (4, 5, 6).

El sistema ComCDE es un mecanismo de transduccion de sefiales presente en Streptococcus
sobrinus, una de las principales bacterias asociadas al desarrollo de caries dental. Este sistema
regula la expresion de genes clave involucrados en la formacion de biopeliculas, la produccion de
exopolisacéaridos (EPS) y la resistencia a factores ambientales adversos. En particular, la quinasa
sensora ComD modula la fosforilacion de la proteina ComE del sistema ComCDE, controlando
procesos esenciales para la virulencia bacteriana, como la adhesion y la formacion de matrices
extracelulares altamente resistentes. Estas matrices no solo favorecen la agregacion bacteriana,
sino que también incrementan la acidogenicidad y la tolerancia a fluctuaciones del pH, lo que
promueve la desmineralizacion del esmalte dental. Dado que la caries es la enfermedad no
transmisible mas prevalente en el mundo, el sistema ComCDE se perfila como un objetivo
terapéutico prometedor para el desarrollo de estrategias encaminadas a reducir la patogenicidad
de S. sobrinus. A pesar de los avances en tratamientos preventivos, persiste la necesidad de
explorar nuevas estrategias que limiten la colonizacion y la patogenicidad de S. sobrinus sin alterar
negativamente la microbiota oral en su conjunto. En este contexto, los compuestos naturales
constituyen una fuente prometedora de inhibidores potenciales que podrian modular la interaccion
de S. sobrinus con la proteina ComE del sistema ComCDE, disminuyendo asi su adhesion y
Virulencia (7, 8).

Ademas, gracias al progreso constante en el &mbito de la computacion cientifica y las técnicas de
modelado molecular asistidas por computadora, es posible analizar detalladamente compuestos

naturales registrados en bases de datos confiables. Esto permite evaluar sus propiedades



fisicoquimicas, perfiles ADMET y su afinidad de uniéon con la proteina ComE del sistema
ComCDE en S. sobrinus. La implementacion de estas aproximaciones computacionales facilita la
identificacion de inhibidores naturales que puedan interferir en la formacion de biopeliculas,
contribuyendo asi al desarrollo de nuevas estrategias preventivas para el control de la caries y

abordando una prioridad creciente en salud publica.

1.2. Pregunta de investigacion.

Pregunta general.

(Es posible identificar metabolitos naturales en la base de datos LaNaPDB que posean un perfil

de seguridad toxicoldgica in silico y una alta afinidad por el sitio activo de la proteina ComD del

sistema ComCDE para actuar como agentes anticaries de accion local?

Preguntas especificas.

2. (Qué propiedades fisicoquimicas y perfiles de seguridad toxicologica in silico definen a los
metabolitos naturales latinoamericanos como candidatos idoneos para un tratamiento de
accion localizada en la cavidad oral?

3. (Cuadles son las caracteristicas estructurales y los sitios de uniéon funcionales de la proteina
ComD de Streptococcus sobrinus que permiten su validacion como blanco terapéutico para
ligandos inhibidores?

4. Qué grado de afinidad y qué modos de interaccion molecular presentan los metabolitos
seleccionados frente a la proteina ComD, y cuédles demuestran mayor potencial para

interrumpir la virulencia bacteriana?

1.3. Justificacion

Economica

Reducir los elevados costos asociados al tratamiento de la caries dental, que representan una carga
significativa para los sistemas de salud publica y los pacientes, especialmente en América Latina,
donde el acceso a servicios odontolégicos preventivos es limitado. Al identificar productos
naturales autoctonos con capacidad para inhibir el sistema ComCDE de Streptococcus sobrinus,
se promueve el desarrollo de agentes preventivos mas accesibles, disminuyendo la necesidad de
tratamientos invasivos y costosos. Ademads, el uso de herramientas computacionales para la
seleccion de compuestos optimiza el proceso de identificacion, reduciendo tiempos y costos en

comparacion con los métodos experimentales tradicionales.



Cientifica

El proyecto se centra en la necesidad de innovar en el area odontoldgica, historicamente rezagada
en cuanto a la aplicaciéon de nuevas técnicas y métodos modernos para el descubrimiento de
compuestos terapéuticos. En este contexto, el empleo de enfoques computacionales, como el
"virtual screening" y el modelado molecular, ofrece una perspectiva novedosa que puede abrir
nuevas vias en la investigacion odontoldgica, proporcionando estrategias avanzadas para la
identificacion de agentes antimicrobianos naturales. Estas técnicas permiten optimizar la fase
inicial del desarrollo de compuestos mediante métodos in silico, reduciendo el tiempo y los
recursos invertidos antes de las fases experimentales mas costosas y complejas. De este modo, el
estudio busca sentar bases solidas que puedan ser aprovechadas en investigaciones posteriores de

carcter experimental.

Salud

La elevada prevalencia de la caries dental, que afecta entre el 60% y el 90% de los nifios en edad
escolar y casi el 100% de los adultos, segiin la OMS, constituye un problema de salud ptblica de
gran envergadura. Sus consecuencias incluyen dolor crénico, pérdida de piezas dentales,
dificultades para masticar, infecciones recurrentes y, en casos extremos, hospitalizacion. Estos
efectos impactan negativamente en la calidad de vida y suponen un gasto considerable para los
sistemas de salud, que invierten miles de millones de dolares anualmente en el tratamiento de
enfermedades bucales. La alta prevalencia de la caries, asociada a un consumo excesivo de
azucares y practicas deficientes de higiene bucal, subraya la urgencia de desarrollar nuevas

estrategias preventivas que mitiguen la incidencia de esta patologia.

1.4. Objetivos

Objetivo general

Identificar metabolitos naturales latinoamericanos con potencial inhibidor de la proteina ComD
del sistema ComCDE en Streptococcus sobrinus mediante métodos computacionales

Objetivo especifico

OEL1. Seleccionar metabolitos naturales latinoamericanos con propiedades fisicoquimicas dptimas
para la accion localizada en la cavidad oral y evaluar su perfil de seguridad mediante un analisis

toxicologico in silico.



OE2. Modelar y validar la estructura tridimensional de la proteina ComD de Streptococcus
sobrinus para identificar los sitios de union funcionales con potencial para interactuar con ligandos
inhibidores.

OE3. Determinar la afinidad y los modos de interaccion molecular de los metabolitos
seleccionados mediante dockingmolecular para identificar candidatos con capacidad efectiva de

inhibir la proteina ComD.

1.5. Marco conceptual y antecedentes investigativos.

1.5.1. Marco conceptual

Sistema ComCDE

El sistema ComCDE es un sistema de dos componentes (Two-Component System, TCS)
ampliamente conservado en bacterias grampositivas. Estd compuesto por una histidina cinasa
transmembrana (ComD) y un regulador de respuesta citoplasmatico (ComE). Este sistema permite
a las bacterias adaptarse a diversos estimulos ambientales al regular la expresion de genes clave
relacionados con la virulencia, la formacion de biopeliculas y la supervivencia celular (9).

El complejo ComCDE es un sistema de sefalizacion de dos componentes crucial en Streptococcus
sobrinus, compuesto por la quinasa sensora ComD y el regulador de respuesta ComE, que controla
una amplia gama de procesos esenciales para la virulencia y la supervivencia de esta bacteria en
el entorno oral. Este sistema influye en la produccion de bacteriocinas, otorgando a S. sobrinus
una ventaja competitiva al inhibir el crecimiento de otros microorganismos en el biofilm dental.
Ademas, regula la produccion del péptido estimulante de competencia (CSP), contribuyendo asi a
la liberacion de ADN extracelular que favorece la estructuracion y mantenimiento del biofilm (10).
Asimismo, el sistema ComCDE participa en la respuesta a condiciones ambientales adversas,
como el estrés acido y oxidativo, incrementando la adaptabilidad de la bacteria en la compleja y
hostil cavidad oral. A través de la modulacion de genes implicados en la integridad de la pared
celular, la formacion de biopeliculas y la produccion de bacteriocinas, ComCDE ejerce una
influencia directa sobre la virulencia de S. sobrinus, posiciondndose como un objetivo terapéutico
atractivo para el desarrollo de nuevas estrategias encaminadas a prevenir la progresion de la caries

dental sin recurrir a antibioticos tradicionales (11, 12).



Expresion y funcion del sistema ComCDE

El sistema ComCDE es un regulador central en Streptococcus para controlar la competencia
bacteriana, un proceso que permite a estas bacterias captar ADN del ambiente y asi adquirir nuevas
caracteristicas genéticas, mejorar su adaptabilidad y reparar dafios en su propio ADN. Este sistema
es un ejemplo clasico de un sistema de dos componentes, que combina un sensor de membrana
(ComD) y un regulador de respuesta (ComE), junto con la senal extracelular representada por el
péptido ComC, conocido como el péptido estimulante de competencia (CSP).

En Streptococcus pneumoniae, la expresion del operén comCDE estd cuidadosamente regulada
para permitir tanto una expresion basal como una inducida. La expresion basal se mantiene gracias
a la capacidad de ComD para autoiniciarse y fosforilar a ComE, incluso en ausencia del CSP. Este
nivel basal asegura que las bacterias tengan siempre disponibles los componentes clave del sistema
para poder responder rapidamente a condiciones ambientales favorables o a sefiales de la
comunidad bacteriana. Cuando la concentracion de CSP alcanza un umbral critico, se une a ComD,
que aumenta su actividad quinasa y fosforila ComE con mayor eficacia, activando un bucle de
retroalimentacion positiva. Esto incrementa la expresion del operén comCDE y otros genes
relacionados con la competencia, sincronizando la respuesta en la poblacion bacteriana. Este
mecanismo no es exclusivo de S. pneumoniae. En especies como Streptococcus mutans y
Streptococcus sanguinis, se han identificado sistemas similares que regulan la competencia
mediante variantes del sistema ComCDE. En S. mutans, por ejemplo, la sefalizacion a través de
ComCDE esta estrechamente relacionada con la formacidon de biofilms y la produccion de
bacteriocinas, moléculas que permiten a la bacteria competir con otras especies en el mismo nicho.
En S. sanguinis, se ha descrito un sistema ComCDE no canonico que integra sefiales ambientales
para ajustar la competencia de manera adaptativa, mostrando la flexibilidad del sistema en distintas
especies para responder a diferentes estimulos. Ademas, la expresion basal de comCDE puede ser
modulada por la lectura continua a través de terminadores transcripcionales situados cerca del
operon, como el del tRNAArgS en S. pneumoniae, que permite una expresion mantenida y evita
que existan células que carezcan de ComD o ComE. Esta estrategia asegura la uniformidad en la
capacidad de competencia en la poblacion, evitando la aparicion de subgrupos que podrian quedar

fuera de la sincronizacion social que representa la competencia (11).



Rol de ComCDE en Streptococcus sobrinus

El sistema ComCDE cumple un papel clave en la regulacion de factores de virulencia. Por ejemplo,
modula la produccién de glucosiltransferasas (Gtfs), responsables de la sintesis de
exopolisacaridos que conforman la matriz extracelular de las biopeliculas. Esta capacidad de
formar biopeliculas cariogénicas esta directamente relacionada con la patogenicidad de S. sobrinus
en la cavidad oral. Ademés, ComCDE regula genes implicados en la tolerancia al estrés acido, lo
que permite a S. sobrinus sobrevivir en el ambiente 4cido de la placa dental. Asimismo, interviene
en la regulacion de proteinas adhesinas como GbpB, que contribuyen a la formacion y estabilidad
de las biopeliculas (12, 13).

El sistema ComCDE es, por tanto, un mecanismo de transduccion de sefiales de dos componentes
que desempefia un papel esencial en la patogenicidad de Streptococcus sobrinus, sobre todo en la
regulacion de la formacion de biopeliculas y la expresion de factores de virulencia fundamentales
en el contexto de la cariogénesis. Compuesto por la histidina quinasa ComD vy el regulador de
respuesta ComkE, este sistema responde a estimulos ambientales como el pH 4acido, el estrés
oxidativo y la disponibilidad de nutrientes, activando la transcripcion de genes involucrados en la
sintesis de exopolisacaridos (EPS). Estos polimeros son componentes clave de la matriz
extracelular de las biopeliculas, facilitando la adherencia a las superficies dentales y la resistencia
a agentes antimicrobianos, caracteristicas esenciales para la supervivencia y la patogenicidad de
S. sobrinus en el entorno oral La funcioén reguladora de ComCDE se extiende a la modulacion de
enzimas como las glucosiltransferasas (GtfB y GtfC), indispensables para la sintesis de glucanos
insolubles que aseguran la estructura y estabilidad de las biopeliculas. Ademas, el sistema influye
en la produccion de bacteriocinas, péptidos antimicrobianos que brindan a S. sobrinus una ventaja
competitiva en el ecosistema oral, al inhibir el crecimiento de otras especies bacterianas. La
actividad fosfatasa de ComD es critica para mantener el estado de fosforilacion de ComE,
asegurando asi una regulacion precisa de estos factores de virulencia y reforzando la capacidad
adaptativa del microorganismo en entornos adversos como la placa dental (14).

Desde una perspectiva terapéutica, el sistema ComCDE representa un objetivo prometedor para el
desarrollo de estrategias innovadoras en odontologia preventiva. Inhibidores dirigidos contra la
histidina quinasa ComD, como algunos compuestos derivados de catecoles, han demostrado

potencial para interrumpir la sintesis de EPS, debilitando asi la formacion de biopeliculas. Por otro



lado, tecnologias basadas en ARN antisentido dirigidas a ComE han mostrado eficacia en la
reduccion de la cariogenicidad mediante la modulacion de la matriz extracelular.

Modo de adhesion de Streptococcus sobrinus

El mecanismo de adhesion de Streptococcus sobrinus a las superficies dentales depende en gran
medida de la interaccion de adhesinas especificas con receptores salivales, asi como de factores
ambientales que influyen en la expresion génica bacteriana. La adhesina P1, también conocida
como antigeno I/II o proteina SpaP, se une especificamente a la aglutinina salival (SAG) mediante
interacciones cooperativas que generan fuerzas de adhesion de hasta

500 pN, incrementando la persistencia bacteriana en el biofilm dental. Paralelamente, las adhesinas
Agl/II pueden variar su expresion en funcion del fenotipo del receptor gp340 presente en la saliva
del huésped, lo que afecta la capacidad de adhesion de la bacteria (17).

Estas adhesinas no solo facilitan la unién inicial a la pelicula adquirida de la superficie dental, sino
que también estabilizan el ensamblaje estructural del biofilm mediante interacciones con glucanos
insolubles sintetizados por las glucosiltransferasas (GtfB y GtfC). Estas enzimas son reguladas, en
parte, por sistemas de sefializacion como el ComCDE, que controla la expresion de genes criticos
para la formacion y maduracion del biofilm (16).

Factores ambientales como el pH, el estrés oxidativo y metabolitos secundarios influyen
significativamente en la adhesion de S. sobrinus. La produccién de ciertos surfactantes
bacterianos, andlogos a la mutanofactina, incrementa la hidrofobicidad de la superficie celular,
favoreciendo la interaccion con la matriz salival y promoviendo la cohesion de las células dentro
del biofilm (17).

El sistema de transduccion de sefiales ComCDE desempefia un papel central en la regulacion de
estos procesos, ya que la fosforilacion de ComE modula directamente la expresion de genes
relacionados con la sintesis de exopolisacaridos (EPS) y adhesinas. Modificar la actividad de
ComCDE puede inducir cambios estructurales en la biopelicula, como un aumento de la
agregacion y la formacion de microcolonias mas cohesivas, reforzando asi la resistencia del
biofilm ante agentes antimicrobianos y mecanismos de defensa del huésped. Este conocimiento
técnico subraya la complejidad de los mecanismos de adhesion de S. sobrinus y su estrecha
relacion con la formacion de caries, sehalando posibles dianas terapéuticas para la prevencion de

la enfermedad (18).
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Patogenicidad y relevancia clinica

Streptococcus sobrinus representa un riesgo clinico significativo en el ambito odontolégico debido
a su alta capacidad cariogénica y su contribucion a la progresion rapida y severa de la caries dental,
especialmente en poblaciones pediatricas y pacientes con condiciones predisponentes como
discapacidades intelectuales o higiene bucal deficiente. Su metabolismo acido, generado por la
fermentacion de carbohidratos, provoca una acidificacion localizada que desmineraliza el esmalte
dental, facilitando la formacion de lesiones cavitadas y aumentando la dificultad en el tratamiento
restaurador. La coexistencia de S. sobrinus con S. mutans potencia la virulencia bacteriana,
creando un entorno oral altamente cariogénico que puede conducir a la pérdida prematura de
dientes y afectar la funcion masticatoria y la calidad de vida del paciente. Clinicamente, la
presencia predominante de S. sobrinus se asocia con caries agresivas y recurrentes, complicando
la prevencion y control mediante métodos convencionales. Ademas, la capacidad de esta bacteria
para formar biopeliculas resistentes incrementa la persistencia del agente infeccioso y la dificultad
para su erradicacion mediante higiene oral o tratamientos antimicrobianos topicos. Este peligro
clinico se amplia al considerar que las infecciones orales causadas por S. sobrinus pueden actuar
como reservorios para la diseminacion sistémica, incrementando el riesgo de complicaciones como
endocarditis bacteriana y eventos cerebrovasculares, especialmente en pacientes con
comorbilidades predisponentes. En consecuencia, el manejo odontologico de infecciones
asociadas a S. sobrinus requiere estrategias integrales que incluyan diagndstico microbioldgico
preciso, intervencion temprana y control riguroso de factores de riesgo para minimizar tanto el
impacto local como las posibles repercusiones sistémicas. La reciente identificacion del sistema
ComRS en S. sobrinus abre nuevas perspectivas para el desarrollo de terapias dirigidas y la mejora
en la manipulacion genética que permitan contrarrestar su virulencia y reducir su peligro clinico
en la practica dental (19).

Bases de datos de compuestos naturales

Las bases de datos de compuestos quimicos y metabolitos son herramientas indispensables en la
investigacion cientifica moderna, especialmente en campos como la quimioinformatica,
bioinformatica, farmacologia y disefio de farmacos. Estas bases contienen millones de registros
que incluyen estructuras quimicas en formatos estdindares como SMILES y InChl, datos sobre
propiedades fisico-quimicas, actividades bioldgicas, perfiles toxicolégicos y datos espectrales. Por

ejemplo, PubChem, mantenida por el National Institutes of Health (NIH), es una de las bases
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publicas mas extensas, con mas de 111 millones de compuestos quimicos y mas de 300 millones
de relaciones quimico-biologicas. PubChem soporta blisquedas avanzadas por similitud molecular,
subestructura y permite andlisis de docking virtual, siendo una fuente clave para el cribado virtual
y descubrimiento de farmacos (20).

LIGAND, integrado en la plataforma KEGG, contiene aproximadamente 20,000 compuestos
catalogados con informacion detallada sobre rutas metabolicas, reacciones enzimaticas y
mecanismos de accion. Esta base es especialmente util para investigaciones que requieren vincular
datos quimicos con vias bioquimicas, facilitando la interpretacion funcional de compuestos en
contextos metabolicos. Ademas, LIGAND proporciona capacidad para realizar bisquedas por
subestructura quimica y descargar conjuntos de datos completos para andlisis off-line.

El Human Metabolome Database (HMDB) se especializa en metabolitos humanos, reuniendo mas
de 114,000 metabolitos con informacion estructural, concentraciones fisiologicas, rutas
metabolicas y asociaciones clinicas, siendo vital para estudios metabolémicos y biomarcadores
clinicos. Por otro lado, bases especializadas como DrugBank ofrecen datos integrales sobre mas
de 14,000 farmacos aprobados y en investigacion, con sus correspondientes dianas farmacologicas,
mecanismos de accion y efectos adversos, facilitando el disefo racional de farmacos y estudios
farmacocinéticos (21).

ChEMBL es una base fundamental, que almacena mas de 2 millones de compuestos bioactivos
con datos experimentales sobre afinidades y actividades bioldgicas, ampliamente utilizada para
modelado molecular y cribado virtual. Complementariamente, la Comparative Toxicogenomics
Database (CTD) integra datos de toxicidad quimica, genes y enfermedades, con mas de 1.2
millones de interacciones documentadas, apoyando la evaluacion de riesgos toxicoldgicos y
estudios epidemioldgicos. Estas bases de datos juegan un papel critico en aplicaciones avanzadas
como el descubrimiento de agentes anticancerigenos, permitiendo identificar compuestos naturales
y sintéticos con actividad contra rutas metabdlicas tumorales, y en la nutricion, donde facilitan la
caracterizacion de compuestos bioactivos como polifenoles y péptidos con efectos antioxidantes y
antiinflamatorios. Sin embargo, la heterogeneidad en formatos y nomenclaturas sigue siendo un
reto para la integracion de datos. Por ello, iniciativas como la estandarizacion de ontologias
quimicas y el desarrollo de APIs interoperables son prioritarias para maximizar el potencial de

estos recursos en la investigacion traslacional y farmacéutica (21).
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LANaNP (Latin American Natural Products Database)

La Latin American Natural Products Database (LANaNP) es una base de datos especializada que
compila una amplia coleccion de metabolitos naturales originarios de América Latina, una region
reconocida por su megadiversidad bioldgica y quimica. LANaNP se ha consolidado como un
recurso fundamental para la investigacion en quimica medicinal, biotecnologia y descubrimiento
de farmacos, especialmente orientado a la exploracion de compuestos con potencial bioactivo en
el contexto de la biodiversidad regional.

Desde el punto de vista técnico, LANaNP contiene més de 13,500 estructuras quimicas tnicas
derivadas de fuentes naturales como plantas medicinales, microorganismos, hongos y organismos
marinos caracteristicos de los ecosistemas latinoamericanos. Cada entrada incluye informacion
detallada sobre la estructura molecular, presentada en formatos estandar como SMILES
(Simplified Molecular Input Line Entry System), InChl (International Chemical Identifier) y
archivos tridimensionales (SDF, MOL), facilitando su integracién en herramientas de modelado
molecular y cribado virtual. LANaNP también integra datos preliminares de actividad bioldgica
reportada en literatura, agrupando compuestos con efectos antimicrobianos, antioxidantes,
anticancerigenos, antiinflamatorios y otros perfiles farmacologicos relevantes. Esta anotacion es
fundamental para priorizar compuestos durante las etapas de cribado virtual. Una ventaja
tecnoldgica importante de LANaNP es su compatibilidad con plataformas computacionales como
RDKit, DataWarrior, AutoDock y SwissADME, que permiten el andlisis de propiedades ADMET
(absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad), evaluacion de perfiles toxicologicos

in silico, y simulaciones de docking (20).

La PeruNPDB es una base de datos especializada en productos naturales originarios del Pert, un
pais reconocido por su extraordinaria biodiversidad, que incluye ecosistemas como la Amazonia,
los Andes y la costa del Pacifico. Este repositorio ha sido desarrollado con el objetivo de consolidar
y organizar informacidon quimica, estructural y biologica de metabolitos naturales peruanos,
facilitando su uso en estudios de quimioinformatica, cribado virtual y disefio racional de fairmacos.
Desde el punto de vista técnico, PeruNPDB contiene aproximadamente 280 compuestos,
representados mediante formatos estdndares ampliamente aceptados en quimica computacional,
tales como SMILES, InChl, archivos SDF y MOL2. Esta representacion estructural permite su

integracion directa en plataformas de modelado molecular y andlisis estructural, como RDKit,
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AutoDock, SwissADME, entre otros. Ademas, PeruNPDB incluye informacion taxonémica sobre
el origen bioldgico de los compuestos (plantas, hongos, microorganismos), asi como datos
experimentales sobre actividades biologicas reportadas, tales como actividad antimicrobiana,
antioxidante, antiinflamatoria y otras propiedades farmacologicas relevantes.

Una caracteristica destacada de PeruNPDB es la incorporacion de analisis quimioinformaticos
avanzados, como analisis de diversidad quimica mediante técnicas multivariantes (PCA, t-SNE),
que permiten visualizar la distribucién de compuestos en el espacio quimico global y comparar la
diversidad de la base con otras bases de datos de referencia, como BIOFACQUIM y NuBBEDB.
Esto es fundamental para identificar compuestos novedosos y estructuras quimicas unicas.
PeruNPDB ha sido disefiada para su uso en cribado virtual in silico, donde los compuestos son
sometidos a filtros basados en pardmetros ADMET (absorcion, distribucion, metabolismo,
excrecion y toxicidad) para seleccionar candidatos con perfiles farmacocinéticos seguros y
eficaces. Estos andlisis incluyen la prediccion de permeabilidad intestinal, solubilidad acuosa,
toxicidad hepatica, y posible irritacion, entre otros (21).

BUBEDB (Biodiversity-Based Bioactive Database)

BUBEDB es una base de datos especializada que recopila compuestos naturales bioactivos
derivados de una amplia diversidad biologica, con un enfoque particular en la biodiversidad global
pero también incluye un énfasis en especies latinoamericanas. Su propdsito principal es servir
como un puente entre la riqueza natural y la biotecnologia, facilitando el acceso a datos
estructurales, funcionales y farmacoldgicos de metabolitos naturales con potencial terapéutico.
Desde un punto de vista técnico, BUBEDB contiene miles de compuestos organizados con
anotaciones detalladas que incluyen no solo la estructura quimica en formatos compatibles con la
mayoria de softwares de modelado molecular, sino también informacion sobre el origen
taxonomico, actividad bioldgica comprobada y propiedades ADMET predichas. Esta integracion
multidimensional permite un analisis exhaustivo de cada compuesto en el contexto de su
aplicabilidad farmacéutica y biotecnoldgica. Una de las fortalezas de BUBEDB radica en su
capacidad para proporcionar datos curados sobre la farmacocinética y toxicologia de los
compuestos, lo que facilita la identificacion temprana de moléculas con perfil seguro para su
posterior desarrollo. Esto es especialmente 1til para estudios que buscan inhibidores especificos,
antimicrobianos o agentes moduladores de procesos bioldgicos complejos. Adicionalmente,

BUBEDB esta disefiada para integrarse en pipelines computacionales avanzados que incluyen
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cribado virtual, modelado molecular y anélisis de interaccion proteina-ligando, permitiendo la
seleccion racional de candidatos para ensayos experimentales. Su enfoque en compuestos
bioactivos la hace valiosa para proyectos orientados a enfermedades infecciosas, cancer y
trastornos inflamatorios, donde la diversidad quimica es crucial para superar resistencias y efectos
secundarios (22).

Relevancia en la investigacion de Streptococcus sobrinus

Desde una perspectiva molecular, S. sobrinus exhibe un sistema de sefializaciéon complejo, como
el sistema ComCDE, que regula la competencia bacteriana, la adhesion y la sintesis de
exopolisacaridos, factores criticos para la formacion y estabilidad de biopeliculas cariogénicas. La
proteina ComD, una quinasa sensora dentro de este sistema, actiia como una diana prometedora
para inhibidores que busquen reducir la virulencia y la formacion de biofilms . Clinicamente, la
presencia de S. sobrinus se ha correlacionado con indices mdas elevados de caries dental,
especialmente en nifios y adolescentes, siendo un marcador de caries severa y recurrente. Estudios
epidemioldgicos muestran que la deteccion temprana y el control especifico de esta bacteria
podrian mejorar significativamente los resultados en salud bucal. La capacidad de S. sobrinus para
coexistir y competir con otras especies orales también influye en la dindmica microbiana de la
cavidad bucal, afectando el equilibrio de la microbiota y la susceptibilidad a la enfermedad . En la
investigacion actual, el enfoque computacional y el cribado virtual de metabolitos naturales
especificos de regiones como Latinoamérica ofrecen nuevas oportunidades para descubrir
inhibidores dirigidos a proteinas clave de S. sobrinus. Estos enfoques aceleran la identificacion de
compuestos con potencial terapéutico, permitiendo el desarrollo de agentes antimicrobianos mas
seguros y efectivos, que actiien localmente en la cavidad oral con menor riesgo de resistencia
bacteriana y efectos secundarios sistémicos (23).

Quimica y biologia computacional

La quimica y la biologia computacional constituyen campos interdisciplinarios que aplican
herramientas matemadticas, estadistica y algoritmos computacionales para modelar, simular y
analizar sistemas quimicos y biologicos a diferentes escalas. Estas disciplinas permiten abordar la
complejidad inherente de procesos moleculares y celulares, proporcionando un entendimiento
detallado que complementa y potencia la experimentacion tradicional. En quimica computacional,
se emplean métodos ab initio, mecanica cuantica y dindmica molecular para describir con precision

la estructura electronica, la termodindmica y la cinética de sistemas moleculares. Técnicas como
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la teoria del funcional de la densidad (DFT) y los métodos post-Hartree-Fock facilitan el estudio
de interacciones intermoleculares y reacciones quimicas en un rango amplio de sistemas, desde
pequeiias moléculas hasta macromoléculas bioldgicas. La quimica computacional es fundamental
para predecir propiedades fisicoquimicas, optimizar rutas sintéticas y disefiar compuestos con
propiedades especificas, especialmente en la industria farmacéutica y de materiales.

Por su parte, la biologia computacional integra enfoques computacionales para analizar datos
bioldgicos masivos generados por tecnologias Omicas, como secuenciacion gendmica,
transcriptomica y protedmica. El desarrollo de modelos matemadticos y algoritmos para la
simulacion de redes metabolicas, senalizacion celular y dindmica de proteinas permite estudiar
mecanismos moleculares en contextos fisioldgicos y patologicos (23).

Herramientas como el modelado estructural de proteinas, la prediccion de interacciones proteina-
ligando y el andlisis de rutas metabdlicas son fundamentales para la identificacion de blancos
terapéuticos y el desarrollo de farmacos dirigidos. El avance en la capacidad computacional y el
desarrollo de algoritmos eficientes han posibilitado la simulacién multiescala, que integra modelos
desde la mecénica cuantica hasta la dindmica molecular cldsica y modelos de sistemas,
permitiendo la exploracion de fendmenos bioldgicos en escalas temporales y espaciales relevantes
. Asimismo, la inteligencia artificial y el aprendizaje automatico estan transformando la biologia
computacional, facilitando el andlisis predictivo y la interpretacion de datos complejos mediante
técnicas como redes neuronales y aprendizaje profundo (24).

Drug discovery

El descubrimiento de farmacos es un proceso complejo, multidisciplinario y costoso orientado a
identificar compuestos bioactivos que puedan modular de forma especifica dianas bioldgicas
implicadas en enfermedades. Este proceso integra etapas que van desde la identificacion y
validacion de blancos terapéuticos hasta el desarrollo preclinico y clinico de candidatos
farmacoldgicos. En la fase inicial, la identificacion de dianas moleculares es fundamental para el
disefio racional de farmacos. Estas dianas pueden ser proteinas, acidos nucleicos o estructuras
celulares especificas, cuyo papel patologico ha sido validado mediante estudios gendémicos,
protedmicos y farmacologicos (25).

La validacion de blancos se realiza mediante técnicas experimentales y computacionales que
demuestran la relevancia terapéutica y la posibilidad de modulabilidad. La quimica medicinal

computacional juega un papel crucial en la optimizacion de compuestos lideres (lead
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optimization), empleando técnicas como el modelado molecular, el acoplamiento molecular
(docking) y la simulacion de dindmica molecular para predecir afinidades de union, selectividad y
propiedades farmacocinéticas. Ademas, la integracion de métodos de cribado virtual permite
evaluar grandes bibliotecas quimicas de forma eficiente, identificando moléculas con potencial
actividad bioldgica antes de su sintesis y evaluacion experimental. El disefio de farmacos asistido
por computadora (CADD, por sus siglas en inglés) combina enfoques basados en la estructura
(structure-based drug design) y en ligandos (ligand-based drug design), facilitando la generacion
de nuevos compuestos con propiedades optimizadas y menor toxicidad. La modelacion
farmacocinética y farmacodinamica in silico contribuye a prever la absorcion, distribucion,
metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET) de los candidatos, permitiendo una mejor seleccion
de moléculas para avanzar en el desarrollo (23).

Virtual screening.

El cribado virtual es una metodologia computacional esencial en el proceso de descubrimiento de
farmacos, cuyo objetivo es identificar compuestos bioactivos potenciales a partir de grandes
bibliotecas quimicas mediante simulaciones in silico. Esta técnica permite reducir
significativamente el tiempo y costo asociados a los ensayos experimentales tradicionales,
facilitando la seleccion de candidatos con alta probabilidad de interaccion con una diana bioldgica
especifica. Existen dos enfoques principales en el cribado virtual: el basado en estructura
(structure-based virtual screening, SBVS) y el basado en ligandos (ligand-based virtual screening,
LBVS). El SBVS utiliza la estructura tridimensional de la proteina diana para evaluar la afinidad
y el modo de unién de los compuestos mediante técnicas de acoplamiento molecular (docking),
dindmica molecular y célculos de energia libre. Por otro lado, el LBVS se fundamenta en las
propiedades quimicas y estructurales de ligandos conocidos activos, empleando métodos como la
farmacoforica, los modelos cuantitativos de relaciones estructura-actividad (QSAR) y técnicas de
similitud molecular para identificar compuestos con perfiles semejantes (3, 12).

La precision del cribado virtual depende en gran medida de la calidad estructural de la proteina
diana, la precision del algoritmo de acoplamiento y la parametrizacion de las interacciones
moleculares. Para mejorar la predictividad, es comin combinar diferentes métodos y validar los
resultados con datos experimentales o mediante técnicas de re-docking y validaciéon cruzada.

Ademas, el cribado virtual se ha beneficiado de la integracion de inteligencia artificial y
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aprendizaje automatico, que permiten analizar patrones complejos en grandes bases de datos

quimicas y biologicas, mejorando la seleccion y clasificacion de compuestos candidatos (3, 16).

1.5.2. Analisis de antecedentes investigativos

Una nueva via de competencia en el patogeno oral Streptococcus sobrinus

Autores : Li J.W., Wyllie R.M., Jensen P.A. (2021)

Streptococcus sobrinus es una de las principales bacterias asociadas a la caries dental en humanos,
pero su estudio ha sido limitado debido a la falta de sistemas de competencia natural que faciliten
su manipulacion genética, a diferencia de otros estreptococos. Sin embargo, se ha descubierto que
la mayoria de las cepas de S. sobrinus contienen una nueva variante del sistema de competencia
ComRS. Este sistema presenta caracteristicas Unicas, como la presencia de dos copias del
regulador transcripcional ComR y un péptido feromona (XIP) sin aminoéacidos aromaticos.

El uso de XIP sintético permiti6 transformar genéticamente a S. sobrinus con ADN plasmidico o
lineal, lo que confirmé que solo una de las copias de ComR es necesaria para la competencia,
mientras que la otra parece suprimirla. Ademas, la exposicion al XIP exogeno incrementa la
expresion de genes relacionados con bacteriocinas, generando una respuesta antimicrobiana que
inhibe el crecimiento de Streptococcus mutans, otra bacteria asociada a la caries y competidora
ecoldgica de S. sobrinus. Asimismo, se identificaron cepas de S. sobrinus que no responden o no
producen XIP, consideradas "tramposas" desde una perspectiva ecologica. Un evento de
recombinacion genética podria restaurar la funcionalidad del sistema ComRS en estas cepas, pero
eliminaria el gen que codifica el XIP. Este estudio proporciona nuevas herramientas para
investigar a S. sobrinus y arroja luz sobre la evolucion de sistemas de competencia en bacterias,

destacando el papel de cepas "tramposas" en su ecologia y evolucion (24).

Una via de competencia ComRS en el patéogeno oral Streptococcus sobrinus A ComRS
competence pathway in the oral pathogen Streptococcus sobrinus

Autores : Walden Li, Ryan M. Wyllie, Paul A. Jensen (2020)

Streptococcus sobrinus es una de las dos especies de bacterias responsables de la caries dental en
humanos. Sin embargo, el conocimiento sobre esta bacteria es limitado, en parte debido a la
creencia de que carece de sistemas de competencia natural, esenciales en otros estreptococos para

regular el crecimiento, la virulencia y el quorum sensing. La falta de esta competencia también ha
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impedido su manipulacion genética, dificultando el estudio de su patogenicidad. Se descubrid que
S. sobrinus posee un sistema funcional de competencia ComRS con una estructura tnica. Este
sistema incluye dos copias del regulador transcripcional ComR y un péptido feromona (XIP) que
carece de aminoacidos aromaticos. El uso de XIP sintético permite transformar genéticamente a
S. sobrinus con ADN plasmidico o lineal, confirmando que solo una de las copias de ComR es
necesaria para inducir la competencia.

Aunque S. sobrinus generalmente se clasifica entre los estreptococos del grupo mutans, el sistema
ComRS de esta bacteria muestra similitudes estructurales y funcionales con los sistemas de
competencia del grupo salivarius. Al igual que en S. salivarius, el grupo génico ComRS de S.
sobrinus incluye un gen para la exportacion/escision de péptidos y esta relacionado con un sistema
de respuesta bacteriocina. Estos hallazgos plantean interrogantes sobre la ubicacion filogenética
real de S. sobrinus. Por lo tanto, el sistema ComRS en S. sobrinus ofrece nuevas herramientas para
su estudio y una mejor comprension de su biologia y ecologia (25).

Hacia la comprension de las senales de produccion de bacteriocinas por Streptococcus spp. y su
importancia en las aplicaciones actuales

Toward understanding the signals of bacteriocin production by Streptococcus spp. and their
importance in current applications

Autores : Laura Garcia-Curiel, Ma. del Rocio Lopez-Cuellar, Adriana Inés
Rodriguez-Hernandez, Norberto Chavarria-Hernandez (2021)

Los microorganismos han desarrollado sistemas de quorum sensing (QS) para detectar pequefias
moléculas sefializadoras que les ayudan a controlar el acceso a nutrientes adicionales y espacio en
nichos polimicrobianos altamente competitivos. Muchos procesos bacterianos estan regulados por
QS; dos ejemplos son la competencia genética natural y la produccion de péptidos antimicrobianos
como las bacteriocinas. El género Streptococcus es ampliamente estudiado por su competencia y
su capacidad para producir bacteriocinas, ya que estos péptidos antimicrobianos tienen un
potencial significativo en el tratamiento de infecciones causadas por patdgenos multirresistentes,
un grave problema de salud publica.

La competencia en estreptococos esta controlada por la transducciéon de un sistema de dos
componentes:ComD/E, que regula la competencia en los grupos Mitis y Anginosus, y ComR/S,
que desempena la misma funcion en los grupos Bovis, Mutans, Salivarius y Pyogenic. La

comunicacion célula a célula necesaria para la produccion de bacteriocinas en los grupos de
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Streptococcus estd controlada principalmente por un paralogo del sistema ComD/E. Las relaciones
entre las sefales de feromonas y las vias de induccidn estan relacionadas con los sistemas de
produccion de bacteriocinas. En esta revision, se discuten los avances recientes en la comprension
de la sefializacion y la induccion de la biosintesis de bacteriocinas mediante la regulacion por QS
en estreptococos. Esta informacion podria ayudar en el disefio de mejores métodos para el
desarrollo y produccion de estos péptidos antimicrobianos. También podria contribuir al analisis y
aplicaciones emergentes de las bacteriocinas en términos de su seguridad, calidad y beneficios

para la salud humana (10).

Different Patterns of Virulence Genes in Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus
Originating from Estonian Toddlers Mothers Cohort

Autores: Greete Maasi, Jelena Stiepetova, Merike Joesaa, Jana Olak, Reet Miindar (2022)
El estudio compar6 los genes de virulencia de Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus,
bacterias responsables de la caries dental, en cepas provenientes de niflos y madres,
correlacionandolos con datos clinicos como indices de caries y niveles de estreptococos mutans
en saliva (puntaje SM). Se encontr6 que S. mutans posee una mayor cantidad de genes de
virulencia en comparacion con S. sobrinus. En S. sobrinus, los genes gbpA, gbpB, wapA y ftf
estuvieron presentes en todas las cepas, mientras que spaP, gtfB, vicR, SMU.1037¢c y SMU.105
aparecieron en un 41-88% de las muestras, y los genes gtfD y SMU.104 estuvieron ausentes.
Ademas, se observo que en S. sobrinus existe una correlacion entre el gen relacionado con la
formacion de biofilm (vicR) y el gen relacionado con la produccion de polisacaridos (gtfD),
aunque algunas cepas que contenian el gen gtfB no presentaban vicR ni gtfD, lo que sugiere una
posible variabilidad en los mecanismos de virulencia. Particularmente, en cepas de S. sobrinus
derivadas de nifos, se encontrd una asociacion entre el gen de adhesion spaP y un mayor puntaje
SM, indicando un posible rol de este gen en la colonizacién y patogenicidad. Estas diferencias
genéticas en S. sobrinus, junto con su menor carga de genes de virulencia en comparacion con S.
mutans, resaltan la necesidad de profundizar en los mecanismos que contribuyen a su papel en la

cariogenicidad, especialmente en contextos de cohabitacion con otras bacterias (27).
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Streptococcus sobrinus as a Predominant Oral Bacteria Related to the Occurrence of Dental
Caries in Polish Children at 12 Years Old

Autores: Korona-Glowniak I, Skawinska-Bednarczyk A, Wrobel R, Pietrak J, Tkacz-
Ciebiera I, Maslanko-Switala M, Krawczyk D, Bakiera A, Borek A, Malm A, Mielnik-
Blaszczak M. (2022)

La caries dental, reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una de las
principales enfermedades no transmisibles, requiere estrategias efectivas de prevencion y
tratamiento. Este estudio se centr6 en evaluar la prevalencia y severidad de la caries dental en
nifios polacos de 12 afios mediante el indice DMFT (dientes permanentes cariados, perdidos y
obturados). Se analizaron muestras de saliva de 118 nifios utilizando PCR en tiempo real para
detectar 8 especies bacterianas cariogénicas y periodontopatogenas. Los resultados revelaron un
puntaje promedio bajo de DMFT (1.58 £+ 1.98) y una prevalencia de caries relativamente baja
(53.4%), mostrando una tendencia a la disminucién en comparacion con estudios previos. Aunque
no se observaron diferencias significativas en la abundancia general de especies bacterianas entre
los grupos con y sin caries, en los nifios con caries activas se encontraron correlaciones
significativas con Prevotella pallens, Fusobacterium nucleatum, Streptococcus mutans y
Lactobacillus fermentum. Estas especies podrian estar relacionadas con el mantenimiento del
proceso cariogénico en un entorno bucal desfavorable. Los hallazgos refuerzan la importancia de
entender las interacciones microbianas en la caries para disefiar estrategias de prevencion basadas
en el equilibrio de la microbiota oral. En particular, la prevalencia de Streptococcus sobrinus fue
significativamente mayor en nifios con caries (p = 0.023) y se correlacion6 con puntajes mas altos
de DMFT. Esto sugiere que S. sobrinus podria desempefiar un papel temporal importante en la
iniciacién o potenciacion del proceso cariogénico, posiblemente debido a un desequilibrio
ecologico en la microbiota dental. Estos resultados subrayan la necesidad de investigaciones
adicionales para entender el papel especifico de S. sobrinus en la caries y desarrollar enfoques

preventivos mas efectivos (28).
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Identificacion de inhibidores potenciales contra la deshidrogenasa del shikimato de
Staphylococcus aureus mediante cribado virtual y prueba de susceptibilidad

Autores : Mengfan Zhu, Jinfeng Qu & Qi Deng

El estudio utiliza cribado virtual para identificar inhibidores de la deshidrogenasa de shikimato
(SaSDH) de Staphylococcus aureus, una proteina crucial para la biosintesis de aminoacidos
aromaticos y que no esta presente en mamiferos, lo que la convierte en un objetivo atractivo para
el desarrollo de nuevos antimicrobianos. Para modelar SaSDH, se utiliz6 la estructura cristalina
de la deshidrogenasa de shikimato de Staphylococcus epidermidis como plantilla, logrando un
modelo tridimensional de alta calidad validado mediante criterios estructurales. Se evaluaron
720,000 compuestos provenientes de tres bibliotecas comerciales usando técnicas de acoplamiento
molecular (docking), lo que permitid seleccionar los 200 compuestos con mayores puntuaciones
de acoplamiento. Finalmente, se probaron experimentalmente 12 compuestos, destacandose (-)-
gallocatechin gallate y rhodiosin por su potente actividad inhibitoria contra SaSDH (29).

El cribado virtual y los estudios de acoplamiento molecular revelaron interacciones clave de los
inhibidores con los residuos activos de SaSDH, incluyendo la formacién de enlaces de hidrogeno
con aminodcidos como Asn58, Asn85 y Glu239. (-)-Gallocatechin gallate mostré6 un modo de
inhibicion no competitivo con un Ki de 2.47 uM, mientras que rhodiosin actué como inhibidor
competitivo con un Ki de 73.38 uM. Ambos compuestos demostraron actividad antibacteriana
contra S. aureus, con concentraciones inhibitorias minimas (MIC) de 50 pg/mL y 250 pug/mL,
respectivamente. Aunque los inhibidores también afectaron la integridad de la membrana
bacteriana, su mecanismo principal radica en la inhibicion de la SaSDH. Estos resultados destacan
la utilidad del cribado virtual como una estrategia eficaz para identificar inhibidores novedosos

con potencial terapéutico frente a infecciones resistentes a los medicamentos actuales (29).
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PeruNPDB: la Base de Datos de Productos Naturales Peruanos para el Cribado Virtual de
Farmacos PeruNPDB: The Peruvian natural products database for in silico drug screening
Autores : Haruna L. Barazorda-Ccahuana, LenaGalvez Ranilla , MayronAntonio
Candia-Puma, EymiGladys Carcamo-Rodriguez, Angela Emperatriz
Centeno-Lopez,Gonzalo Davila-Del-Carpio, José L. Medina-FrancoS & MiguelAngel
Chavez-Fumagalli.

El articulo presenta el desarrollo de la Peruvian Natural Products Database (PeruNPDB) como una
herramienta para el cribado virtual en el disefio de fdrmacos. Esta base de datos contiene 280
compuestos derivados de productos naturales peruanos, principalmente de plantas, y es la primera
iniciativa de este tipo en Perti. Los compuestos se recopilaron mediante un analisis sistematico de
la literatura cientifica, seguido de la creacion de representaciones quimicas mediante herramientas
como SMILES y  DataWarrior. Posteriormente, se llevd a cabo la caracterizacion
quimioinformatica de la base de datos, evaluando propiedades fisicoquimicas y la diversidad
quimica, asi como su distribucion en el espacio quimico global. Se emplearon técnicas como
andlisis de componentes principales (PCA) y t-SNE para visualizar las similitudes y diferencias
de los compuestos frente a bases de datos de referencia como BIOFACQUIM y NuBBEDB. El
enfoque de cribado virtual se destaca como una herramienta central del proyecto, ya que la base
de datos estd disefiada para identificar compuestos lideres frente a enfermedades especificas
mediante simulaciones computacionales. Este enfoque permite acelerar el desarrollo de farmacos,
reduciendo costos y tiempo en comparacion con métodos experimentales tradicionales. Ademas,
la evaluacion de "drug-likeness" mostré que los compuestos de PeruNPDB tienen propiedades
quimicas similares a medicamentos aprobados por la FDA, lo que refuerza su potencial
terapéutico. La base de datos estd disponible en linea y busca facilitar el disefio de fArmacos
basados en la biodiversidad peruana, al mismo tiempo que fomenta la conservacion y el uso

sostenible de los recursos naturales (21).
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COCONUT Online: Collection of Open Natural Products Databases

Autores : Maria Sorokina ,Peter Merseburger ,Kohulan Rajan ,Mehmet Aziz Yirik
yCristoph Steinbeck

El articulo "COCONUT online: Collection of Open Natural Products database" presenta la base
de datos COCONUT, una coleccién amplia y abierta de productos naturales (PN) disefiada para
facilitar la investigacion en descubrimiento de fArmacos y aplicaciones relacionadas. La base de
datos integra mas de 400,000 productos naturales Unicos, recopilados de 53 fuentes diferentes,
incluyendo bases de datos publicas y literatura cientifica. Se caracteriza por su accesibilidad y
versatilidad, permitiendo busquedas basadas en subestructuras, similitudes moleculares, formulas
quimicas y descriptores moleculares. Ademas, su disefio utiliza tecnologias modernas como
MongoDB, React.js y APIs REST para soportar biisquedas avanzadas y consultas programaticas.
El cribado virtual es un componente esencial de la funcionalidad de COCONUT. La base de datos
estd disefiada para integrar los PN en pipelines de disefio de farmacos, utilizando descriptores
quimicos precomputados y caracteristicas como SMILES y deepSMILES, las cuales facilitan el

modelado computacional (30).

Evaluacion de la actividad antibacteriana de extractos de plantas peruanas sobre
Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus

Autores: Jackeline Luciana Checalla-Collatupa, Marco Antonio Sanchez-Tito (2021).

Este estudio investigd las propiedades antibacterianas del extracto etanodlico de propdleo
recolectado en regiones de Perti, enfocandose principalmente en Streptococcus mutans, bacteria
estrechamente relacionada con Streptococcus sobrinus en el contexto de la caries dental. Mediante
ensayos in vitro, se evaluod la capacidad del extracto para inhibir el crecimiento bacteriano y se
realiz6 un analisis fitoquimico para identificar los compuestos bioactivos presentes. Los resultados
indicaron una alta concentracion de terpenos y diterpenos, metabolitos conocidos por su actividad
antimicrobiana y su capacidad para interferir en procesos de sefializaciéon bacteriana como el

quorum sensing, que regula sistemas como ComCDE (24).
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Presencia de Streptococcus mutans genotipo C en nifios y adolescentes peruanos y su relacion
con la prevalencia de caries dental

Autores: Noé Salazar, Maria del Carmen Gamboa, et al. (2018)

Mediante técnicas moleculares como PCR-Multiplex, este estudio identificd y caracterizo la
prevalencia del genotipo C de Streptococcus mutans en una poblacion pediatrica peruana. Dado
que diferentes genotipos pueden presentar variaciones en sus mecanismos de virulencia y
resistencia, el conocimiento detallado de estos perfiles es fundamental para disefiar estrategias
terapéuticas dirigidas. Aunque el estudio no aborda directamente la inhibiciéon de la proteina
ComD, la identificacion de genotipos asociados a mayor virulencia proporciona un marco para
investigar como metabolitos naturales podrian modular la funciéon de proteinas reguladoras de
quorum sensing en cepas locales de S. sobrinus y S. mutans, apoyando el desarrollo de fArmacos

especificos para la realidad epidemioldgica peruana (25).

Efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de hojas de Sambucus peruviana
sobre Streptococcus mutans

Autor: Jean Pierre Martin Leon Silva (2018)

Esta tesis de grado evaluo la actividad antibacteriana del extracto hidroetandlico de hojas de
Sambucus peruviana, planta nativa de Pert, frente a Streptococcus mutans, uno de los principales
agentes causantes de caries dental. Los ensayos in vitro mostraron una inhibicién significativa del
crecimiento bacteriano, atribuida a la presencia de metabolitos fenolicos, flavonoides y otros
compuestos bioactivos. Estos metabolitos son reconocidos por su capacidad para interferir en
mecanismos celulares bacterianos, incluyendo rutas de sefializacion como el sistema ComCDE,
responsable de la regulacion de la competencia genética y produccion de bacteriocinas. Los
resultados sugieren que compuestos derivados de Sambucus peruviana podrian ser estudiados mas
a fondo para su aplicacion en inhibicion computacional dirigida a la proteina ComD de
Streptococcus sobrinus, proponiendo un recurso natural con potencial terapéutico en la prevencion

de enfermedades bucales (26).
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Exploracion de metabolitos naturales peruanos para la inhibicion de proteinas reguladoras
en bacterias orales

Autores: José Luis Huaman, Maria Elena Quispe, Ricardo Salas (2022)

Este trabajo revisa y compila investigaciones recientes desarrolladas en Peri que emplean la
biodiversidad local como fuente de metabolitos naturales con potencial actividad antibacteriana,
enfocandose en inhibidores de sistemas reguladores de quorum sensing, especificamente la
proteina ComD del sistema ComCDE en bacterias orales como Streptococcus sobrinus. Se
describen métodos computacionales utilizados para el cribado virtual y modelado molecular,
incluyendo docking y simulaciones dindmicas, que permiten predecir la afinidad de union y la
eficacia potencial de los metabolitos naturales. Ademas, se enfatiza la importancia de validar estos
compuestos en contextos bioldgicos y clinicos, destacando el valor del enfoque interdisciplinario
entre bioinformatica, quimica farmacéutica y microbiologia para el desarrollo de nuevos agentes

antimicrobianos adaptados a las cepas bacterianas prevalentes en Peru (30).

1.6. Hipaétesis
Hipétesis Nula : No es posible identificar metabolitos naturales en la base de datos LANaPDB
que posean un perfil de seguridad toxicologica in silico y una alta afinidad por el sitio activo
de la proteina ComD de Streptococcus sobrinuspara actuar como agentes inhibidores.
Hipdtesis Alternativa : Existen metabolitos naturales en la base de datos LANaPDB que
presentan un perfil de seguridad toxicologica in silico adecuado y una alta afinidad de union
molecular por la proteina ComD, permitiendo su identificacion como potenciales agentes

inhibidores de la virulencia en Streptococcus sobrinus
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CAPITULO 11

PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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2.1. Disefio metodoldogico

Esta investigacion se define bajo un abordaje cuantitativo de tipo tedrico-computacional,
caracterizada por ser un estudio prospectivo, observacional y multivariable. Su disefio se centra en
el analisis de datos y modelado computacional para realizar una evaluacidon comparativa,
alcanzando un nivel de investigacion que integra lo descriptivo con lo comparativo. Todo el
proceso se desarrolla en un ambito de recoleccion de datos digital, orientado a medir y contrastar

las interacciones moleculares de forma sistematica.

2.2. Poblacion y muestra.

La poblacion de este estudio estd constituida por el conjunto total de compuestos quimicos
registrados en la base de datos de productos naturales de América Latina, especificamente
la LANaPDB (Latin American Natural Products Database). Esta base de datos alberga un universo
de 13,579 metabolitos naturales de origen regional, que incluyen estructuras como flavonoides,
alcaloides y terpenoides. Por su parte, la muestra seleccionada de forma no probabilistica

corresponde a los siete metabolitos que lograron superar los filtros fisicoquimicos iniciales.

Los criterios de inclusion se basaron en parametros fisicoquimicos disefiados para asegurar una
accion localizada en la cavidad oral y minimizar la absorcion sistémica. Se incluyeron moléculas
con un peso molecular inferior a 500 Da, un area superficial polar topologica (TPSA) menor a 140
A2, y una flexibilidad molecular moderada con un maximo de 12 enlaces rotables. Ademas, se
incluyeron compuestos con una polaridad especifica, definida por tener méas de 5 donadores de
enlaces de hidrégeno para favorecer su permanencia en el entorno bucal y reducir la permeabilidad

celular.

Los criterios de exclusion se aplicaron rigurosamente para garantizar la seguridad de los
metabolitos seleccionados. Se descartaron todos los compuestos que presentaron cualquier nivel
de alerta (Low o High) en las pruebas de toxicidad in silico, especificamente en parametros
de mutagenicidad, carcinogenicidad (tumorigénesis), toxicidad reproductiva e irritacion

cutdnea. Asimismo, se excluyeron aquellos metabolitos que, tras las simulaciones de acoplamiento

28



molecular (docking), no demostraron una afinidad de unidn significativa o interacciones estables

con los residuos clave del sitio activo de la proteina ComD.

2.3. Tabla de variables.

Tabla 1. Tabla de variables

Variable Definicion Indicadores Sub indicadores
Caracteristicas Caracteristicas fisico- Peso molecular - Peso molecular
quimicas ' (<500 Da).
. Eypttacion de las . Permeabilidad . Permeabilidad
Seguridad y propiedades de intestinal (alta/baja)
ADMET ' 3
\ . , . ., Energia de
Capacidad Capacidad del Energia de interaccion . -,
G . . interaccion (<-10
antimicrobiana compuesto para en docking molecular.
kcal/mol).

2.4. Técnicas y procedimientos.

Obtencion y Filtrado de Metabolitos Naturales.

Se utilizo la base de datos LaNaPDB, que contiene un total de 13,579 metabolitos naturales de
origen latinoamericano. Las moléculas fueron descargadas en formato SMILES y posteriormente
convertidas a estructuras 2D y 3D utilizando la libreria RDKit en Python. Esta base de datos
incluye compuestos organicos como flavonoides, alcaloides y terpenoides, con diversas
caracteristicas estructurales y funcionales (23).

Seleccion de Moléculas por Absorcion

Se utilizé un conjunto de datos de metabolitos naturales extraidos de una base de datos, en el que
se identificaron dos columnas principales: el peso molecular (MW) y el area superficial polar
topologica (TPSA) de cada compuesto. Los datos fueron filtrados eliminando las moléculas con
valores de MW superiores a 500 y TPSA mayores a 140, ya que estas caracteristicas se asocian
con una menor permeabilidad y, por lo tanto, una menor capacidad de absorcion. Posteriormente,
se asign6 una clasificacion a las moléculas en funcion de su capacidad de absorcion, clasificando
aquellas que cumplian con los criterios de absorcién como "Se absorbe" y las que no como "No se

absorbe (Cumple)". Para visualizar la distribucion de los compuestos segun el MW y TPSA, se
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gener6 un grafico de dispersion que diferenciaba las moléculas absorbibles y no absorbibles con
distintos colores. El proceso fue implementado utilizando bibliotecas de Python como Pandas,
Matplotlib y Seaborn para la carga de datos, aplicacion de filtros y creacion del grafico.
Seleccion por polaridad e interaccion con el Agua

Esta seleccion consiste en la aplicacion de un criterio basado en la cantidad de donadores de
enlaces de hidrégeno (NumHBD) para seleccionar los compuestos mas adecuados. Primero, se
cargd el conjunto de datos desde un archivo de Excel que contiene las columnas "NumHBD" y
"TPSA". El filtro consistio en seleccionar las moléculas cuyo valor de NumHBD fuera mayor a 5,
ya que estas tienen una mayor polaridad y, por lo tanto, una menor permeabilidad celular, lo que
puede favorecer su accion localizada en la cavidad bucal. Para visualizacion, se gener6 un grafico
de dispersion utilizando las bibliotecas Seaborn y Matplotlib, donde se representaron todos los
compuestos con valores de NumHBD < 5 en un color, y los compuestos que superaron el umbral
de NumHBD > 5 fueron destacados con un color diferente y marcados con un simbolo distinto

para facilitar su identificacion.

Seleccion por baja permeabilidad y accion local.

El criterio para la seleccion en este filtro se basé en las propiedades fisicoquimicas de los
compuestos para garantizar su estabilidad en la cavidad bucal a un pH de 6, que refleja las
condiciones del entorno bucal. Se aplicaron tres condiciones clave: el nimero de donantes de
enlaces de hidrogeno (NumHBD) fue limitado a 6, para evitar interacciones excesivas con el agua
y otros componentes del entorno bucal; el nimero de aceptores de enlaces de hidrogeno
(NumHBA) se restringio a 12, con el fin de mantener la polaridad adecuada y evitar la absorcion
sistémica; y el nimero de enlaces rotables (NumRotatableBonds) se estableci6é en un maximo de
12, para asegurar que los compuestos mantuvieran una conformacion estable y predecible,
favoreciendo su interaccion eficaz en el ambiente bucal.

Evaluacion de Propiedades Toxicologicas

Tras el filtrado de los Metabolitos Naturales, se seleccionaron compuestos con mayor potencial
inhibitorio sobre la proteina ComD del sistema ComCDE en Streptococcus sobrinus. Una vez
seleccionados se procedi6 a la evaluacion de sus propiedades toxicologicas mediante herramientas
computacionales. Esta etapa resulta fundamental para proponer compuestos candidatos con un
perfil de seguridad adecuado, especialmente en estudios preliminares in silico, como el

desarrollado en este trabajo. La evaluacion toxicoldgica se llevd a cabo utilizando el software
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DataWarrior, una herramienta de cddigo abierto que permite predecir propiedades toxicologicas
relevantes a partir de la estructura quimica de las moléculas. Las predicciones generadas por
DataWarrior estan basadas en modelos estadisticos entrenados con grandes bases de datos
experimentales, las propiedades evaluadas fueron:

e Mutagenicidad

e Carcinogenicidad (Tumorigénico)

e Toxicidad reproductiva

e Irritacion (cutanea)

Las predicciones fueron cualitativas, categorizadas como “None”, “Low” o “High”. Para continuar
con el estudio, se aplicé un criterio de exclusion: todos los compuestos con valores distintos de
“None” en cualquiera de las propiedades fueron descartados.

Obtencion y Preparacion de la proteina ComD

La proteina ComD, es una histidina quinasa asociada al sistema de regulacioén por quorum
sensing ComCDE en Streptococcus sobrinus. La secuencia aminoacidica correspondiente fue
obtenida desde el portal del NCBI bajo el c6digo GenBank:

SQG19849.1, en formato FASTA (ver Figura 1).

Figura 1. ID de la secuencia de la proteina ComD

histidine kinase of the competence regulon, ComD [Streptococcus
sobrinus]
GenBank: SQG19849.1

GenPept Identical Proteins  Graphics

>SQG19849.1 histidine kinase of the competence regulon, ComD [Streptococcus sobrinus]
MLSLVYLNRTFQMLLWSFVELFIIRRSLKIRIPWAYQLAFLVVSSLPYLWLTEFFYANQFFEFALICLLI
FKFSKKVTNTWLKLFFAFYVKLGVDIIARFTLFVIVVPLFPHFAVQKLPIVSIILQVLLTLFGNEVIIRY
FKMDFLRINEVVEDKSIQSVILFHNIFFLAYFLVLWLTYVLVTPFGLINATEAANFRINTSTLFMLVFLS
FISMLNFKVATIYEERLVSQKESELKNITDYSHQIENLYAKIRSFRHDYSNILTSLRYSADHDDLASVRQ
TLDEITRESDQILGTKEFEIANLANLKDDALKSIFSSKLSKAIDLGLDIKVEILNPIGLPVSFSSLDFIR
LVSNLLDNAIEAANESEDEQLLISYFKHDDTYVFILANSTKEKTDNIAQLFQTGVSSKGKDRGVGLAIVK
KILSTYPNVRLNTSNQNGLFTQHLEVQE

Dado que su estructura tridimensional no esté disponible en el Protein Data Bank (PDB), se utilizo
el servidor SWISS-MODEL para llevar a cabo el modelamiento por homologia, la cual se ingresé
directamente la secuencia sin especificar ninguna plantilla. El servidor selecciona
automaticamente una estructura generada por AlphaFold como modelo de referencia: la proteina

AOA380JEM7.1.A, correspondiente a Streptococcus downei. Una vez obtenido el modelo
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tridimensional de la proteina ComD, se procedié a su validacion estructural utilizando dos
servidores complementarios. MolProbity permiti6 evaluar la calidad estereoquimica del modelo
mediante parametros como el diagrama de Ramachandran, clash score, desviaciones en enlaces y
angulos. Por otro lado, ProSA-web se empled para analizar el perfil energético global de la
estructura y generar un puntaje Z-score, comparando el modelo con estructuras experimentales de
alta resolucion depositadas en el PDB. La combinacién de ambas herramientas permitio confirmar
que el modelo era estructuralmente confiable para los analisis posteriores de prediccion de bolsillos
y acoplamiento molecular.

Prediccion de Bolsillos

Con la estructura tridimensional validada de la proteina ComD, se procedido a identificar
potenciales sitios de unidén o "bolsillos" que pudieran servir como blanco para los metabolitos
seleccionados.

Para esta tarea, se emplearon las herramientas PockDrug, Fpocket y mPocket. Cada una fue
aplicada sobre el modelo estructural en formato .pdb con el objetivo de detectar y analizar las
cavidades presentes en la superficie de la proteina. Los resultados obtenidos fueron comparados
para reforzar la fiabilidad en la seleccion del sitio de union. Se prioriza el bolsillo que presenta
mayores valores de volumen, accesibilidad superficial y puntajes de drugabilidad, el cual fue
posteriormente utilizado en los estudios de acoplamiento molecular.

Acoplamiento Molecular

Antes del proceso de acoplamiento molecular, los metabolitos seleccionados fueron preparados
adecuadamente para garantizar una conformacion estable y energéticamente favorable. Las
estructuras de los compuestos fueron inicialmente optimizadas mediante minimizacion energética
utilizando el software Chem3D, empleando el campo de fuerza MM?2, y posteriormente se
guardaron en formato tridimensional (.pdb). Este procedimiento permitié reducir tensiones
conformacionales y asegurar una geometria adecuada de los ligandos antes del docking. Una vez
preparados, los metabolitos fueron sometidos a estudios de acoplamiento molecular con la proteina
ComD utilizando la plataforma en linea DockThor. Este servidor permite evaluar las interacciones
entre ligandos flexibles y receptores rigidos, generando multiples poses de acoplamiento y
calculando sus respectivas energias de union (afinidad) expresadas en kcal/mol. El modelo
tridimensional validado de la proteina ComD fue cargado en formato .pdb en la plataforma

DockThor, donde se defini6 una caja de busqueda personalizada (User Defined) para enfocar el

32



analisis en el bolsillo activo previamente identificado. La caja de busqueda (grid) se definid
manualmente centrada en las coordenadas X =-20,Y =5,y Z = 25.5, con un tamafo de 40 x 40
x 40 A en cada eje. La discretizacion del espacio fue establecida en 0.42 A, lo que resulto en un
total de 884,736 puntos de grid generados por DockThor (ver Figura 2):

Figura 2. Configuracion de la caja de busqueda en la region activa de ComD.

Grid center: Grid size: Discretization:

C—————
X e=—( 2 X
Y —= "] 5 Y = ——] 40 Total Grid Points:
Z —_—) 25,5 z g

Use your mouse (o drag, rotate, and zoom in and out of the structure.

auto view ift + left m + drag 20OM O rotate

El acoplamiento molecular se realizé utilizando el modo Estandar del servidor DockThor, con una
configuracion especifica del algoritmo genético. Se establecié un niimero de evaluaciones de
1,000,000, un tamafio de poblaciéon de 750 individuos, y se realizaron 24 ejecuciones
independientes para cada ligando, garantizando una exploracion adecuada del espacio
conformacional.Para asegurar la reproducibilidad y robustez del experimento, se realizaron tres
repeticiones independientes del procedimiento completo, utilizando diferentes semillas aleatorias:
-1985, -1990 y -1995. Ademas, se activo la opcion de soft docking.

Cada metabolito fue acoplado individualmente, generando multiples poses ordenadas por afinidad.
Las poses con menor energia libre de unidon (kcal/mol) fueron seleccionadas para el anélisis

posterior de interacciones con residuos del bolsillo activo de ComD.
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2.5. Plan de analisis.

Organizacion de la informacion

La informacién fue organizada en forma digital, almacenandose en bases de datos locales y
servidores en la nube . Los datos estructurales de metabolitos y proteinas se catalogaron y
clasificaron mediante herramientas de gestion de datos quimico-biologicos, asegurando la
trazabilidad y control de versiones durante las diferentes etapas del estudio.

Validacion de instrumento.

Tipo de procesamiento

El procesamiento fue de tipo computacional, cuantitativo , integrando técnicas de andlisis
estadistico descriptivo, pruebas de hipotesis y modelado computacional para evaluar la interaccion
proteina-ligando y las propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas de los metabolitos.
Operaciones del procesamiento

Filtrado y seleccion de moléculas mediante parametros fisicoquimicos y toxicoldgicos.
Optimizacion energética de estructuras quimicas para asegurar geometrias estables.

Tabla 2. Tratamiento estadistico

| . Prueba o Pruebas
Yprigble Tipo estadistica fistagistics estadisticas
Propiedades Frecuencia absoluta Prueba de

Cuantitativo| Screening

Fisico-Quimi cas y porcentual hipotesis
wglores g¢ Analisis de
Propiedades | Cuantitativo| Screening absorcion, .,
- regresion
toxicidad
Actividad Cuantitativo|  Docking Energia afinidad GLM/BQgr6510n
multiple
Eficienciade |Cuantitativo Modelado Frecucncidde ANOVA

computacional | indices calculados

2.6. Consideraciones éticas

No involucra sujetos humanos ni animales, por lo cual no requiere aprobacion previa de un comité

de ética.
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CAPITULO III

RESULTADOS
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3.1 Resultados.

Filtrado de propiedades Fisicoquimicas.

En el estudio, se utiliz6 la base de datos LaNaPDB, que contiene un total de 13,579 metabolitos
naturales de origen latinoamericano. Estos metabolitos fueron representados mediante estructuras
generadas a partir de SMILES utilizando RDKit, lo que permiti6é obtener sus estructuras en 2D y
3D.

Correlacion de Caracteristicas Fisicoquimicas

Se realiz6 un andlisis de las correlaciones ( Pearson ) entre diversas propiedades fisicoquimicas de
los compuestos para visualizar y analizar las correlaciones entre diversas propiedades
fisicoquimicas, con el objetivo de identificar qué propiedades tienden a estar asociadas entre si.
Esto facilita la seleccion y el emparejamiento de caracteristicas clave para filtrar los metabolitos
de interés . Se encontrd una correlacion fuerte y positiva entre TPSA - MW , LogP - TPSA,
NumHBD - NumHBA - NumRotatableBonds.

Figura 3.El mapa de calor

1.0
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L

TPSA

SlogP
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| ~ N
n b - | -
- 0.59 0.12 0.26 0.66

| ' | .
Mw TPSA slogpP NumHBD NumHBANumRotatableBonds

NumRotatableBonds NumHBA

* muestra la correlacion entre varias propiedades fisicoquimicas de los metabolitos naturales, como
el peso molecular (MW), el area superficial polar topologica (TPSA), la hidrofobicidad (SlogP), y
el nimero de donadores y aceptores de puentes de hidrogeno Este analisis facilita la seleccion de

compuestos con caracteristicas deseadas para su estudio.
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Seleccion de Moléculas por Absorcion

Se aplicé un filtro para clasificar los compuestos seglin su capacidad de absorcion. Los compuestos
que no se absorbian cumplian con las condiciones de tener un peso molecular (MW) mayor a 500
y un Area Superficial Polar Topoldgica (TPSA) mayor a 140, lo que los hacia menos permeables
y, por ende, menos propensos a atravesar las membranas celulares. Esta caracteristica era ideal
para los compuestos que interactuarian en el medio oral, como con las bacterias bucales. En total,
se encontraron 945 moléculas que no se absorbian, lo que las convirtié en candidatas ideales para
interactuar localmente con las bacterias en la boca. Por otro lado, los compuestos que si se
absorbian no cumplian con las condiciones anteriores, lo que implicaba que tenian una mayor
capacidad de penetrar las membranas celulares y distribuirse en el organismo. De un total de
13,578 moléculas en la base de datos, 12,633 moléculas fueron clasificadas como absorbibles. Este
filtro permiti6 seleccionar las moléculas con un perfil adecuado para su accién localizada en el
entorno oral.

Figura 4.Criterio de seleccion de moléculas segin MW y TPSA

Criterio de seleccién por peso molecular

Clasificacion x
Se absorbe
*  No se absorbe(Cumple)

700 A

xxx

600

500 A

400 A

300 -

200 A

100 A

TPSA (Area Superficial Polar Topoldgica)

o) 13 10K
0- RS0 8)8 65 @) €< XX

0 500 1000 1500 2000 2500
Peso Molecular (MW)

* Aquellas que se absorben (representadas por puntos verdes), las que no se absorben aquellas que

cumplen con la condicion de seleccion (puntos morados).

37



Seleccion por polaridad e interaccion con el Agua

Es importante seleccionar moléculas que no sean altamente permeables en la mucosa oral para
asegurar que permanezcan por mayor tiempo en la cavidad bucal y, asi, interactien eficazmente
con las bacterias orales implicadas en patologias como la caries dental o la periodontitis. Desde un
punto de vista cientifico, compuestos con baja permeabilidad celular tienen mayor probabilidad de
retenerse en la superficie mucosa, lo que les permite interactuar de forma mas directa y prolongada
con las biopeliculas bacterianas presentes en la cavidad oral. Ademads, una menor permeabilidad
reduce el riesgo de absorcion sistémica, minimizando posibles efectos secundarios o toxicidades
relacionadas con la circulacion sistémica de estas moléculas. Las moléculas polares con altos
valores de TPSA y multiples donantes de enlaces de hidrogeno (NumHBD > 5) suelen tener baja
permeabilidad transmembrana, lo que favorece su retencion en saliva y mucosas, permitiendo una
accion antimicrobiana prolongada y localizada en el ambiente bucal. Esta estrategia aumenta la
eficacia terapéutica frente a las bacterias orales, potenciando un efecto preventivo o terapéutico
focalizado y disminuyendo considerablemente los efectos adversos asociados a tratamientos

sistémicos, Se filtraron un total de 427 moléculas que cumplen con los requisitos.

Figura 5. Relacion entre NumHBD y TPSA

Relacién entre NumHBD y TPSA: Filtrado por NumHBD > 5
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* Los puntos morados corresponden a las moléculas con NumHBD > 5. La grafica muestra una
tendencia ascendente en el valor de TPSA a medida que aumenta el nimero de donantes de enlaces
de hidrogeno, lo que sugiere una mayor polaridad y, por lo tanto, una menor permeabilidad

transmembrana de estas moléculas.
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Seleccion por baja permeabilidad y accion local

Los resultados muestran que, tras aplicar los criterios de seleccion, se filtraron un total de 427
moléculas inicialmente, pero después de considerar los requisitos mas estrictos, solo 7 moléculas
cumplieron todos los criterios establecidos. Las grafica muestra la distribucion de las propiedades
clave, NumHBD, NumHBA y NumRotatableBonds, antes y después del filtro. En los gréaficos de
distribucion, se observa cémo las moléculas que cumplen con el filtro se agrupan en rangos
especificos, mientras que aquellas que no cumplen quedan distribuidas fuera de estos rangos. Este
filtro se disefi¢ para asegurarnos de que los compuestos también funcionen bien a pH oral, la
combinacion de estos criterios asegura que las moléculas seleccionadas sean lo suficientemente
grandes y polares para evitar la absorcion sistémica, pero no tan grandes o flexibles como para
interferir con su capacidad de interactuar localmente con las bacterias en la cavidad bucal.

Figura 6.Distribucion de NumHBD, NumHBA y NumRotatableBonds.
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*En cada grafico, las barras representan la distribucion de las moléculas que cumplen con el filtro
(en color morado), mientras que la curva de densidad muestra la distribucion general, incluyendo

las moléculas que no cumplen con los criterios del filtro (en color verde).
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Figura 7. Plot de estabilidad de pH
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* Los puntos en color morado corresponden a las moléculas que cumplen con las reglas de filtrado,

mientras que los puntos de color mas claro representan las moléculas que no cumplen.

Propiedades Toxicologicas

Una vez aplicados los criterios de filtrado estructural y funcional a los 13,579 metabolitos naturales
de la base de datos LANaPDB, se seleccionaron siete compuestos candidatos con potencial
inhibitorio sobre la proteina ComD de Streptococcus sobrinus. Estos compuestos fueron
posteriormente evaluados mediante el software DataWarrior para identificar posibles riesgos
toxicologicos.

La prediccion incluyd la evaluacion de cuatro propiedades clave: mutagenicidad,
carcinogenicidad, toxicidad reproductiva e irritacion. De los siete compuestos evaluados, cuatro
presentaron alguna advertencia toxicoldgica y fueron descartados para el analisis posterior. Solo

tres compuestos no presentaron ninguna alerta en las propiedades analizadas, siendo seleccionados

como propuestas preliminares con perfil seguro.
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Tabla 3.Prediccion de propiedades toxicoldgicas mediante DataWarrior.

ID Pais Mutagénico | Tumorigénico | Reproductivo | Irritante
LANaPDB731 Costa Rica Low None None None
LANaPDB12 México None None None High
LANaPDB4562 Brasil None None None None
LANaPDB6265 Brasil None Low None None
LANaPDB7944 Brasil None None None High
LANaPDB10455 Brasil None None None None
LANaPDB12628 México None None None None

Como se puede observar en la Tabla 4, los compuestos LANaPDB4562, LANaPDB10455 y
LANaPDB12628 fueron los Unicos que no presentaron ninguna alerta toxicologica. Estos
resultados respaldan su seleccion como moléculas candidatas seguras dentro del enfoque

propuesto.
Proteina ComD
Modelamiento por homologia

La secuencia aminoacidica de la proteina ComD de Streptococcus sobrinus fue modelada en el
servidor SWISS-MODEL, ingresando directamente la secuencia en formato FASTA. Como
resultado, se generd un modelo estructural denominado “Model 017, con una puntuacion GMQE
de 0.80, lo que indica una alta confiabilidad predictiva. El modelo presenta un estado oligomérico
monomérico y cubre la totalidad de la secuencia objetivo (rango de residuos 1-448). El
alineamiento entre la proteina ComD de Streptococcus sobrinus y la plantilla seleccionada por
SWISS-MODEL (estructura AOA380JEM7.1.A) mostré una identidad del 100% y una cobertura
completa, lo que indica que toda la proteina fue modelada de manera continua sin regiones

faltantes (ver Figura 7.)
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Figura 8.Alineamiento entre la secuencia de la proteina ComD

Model 01 MLSLVVLNRTFOMLLWSEVELFITRRSLKT 30

AQA380JEM7.1.AMLSLVYLNRTFQMLLWSFVELFIIRRSLKI 3@

Model_01 RIPMAVQLAFLVVSSLPYUWLTEFFYANQFE

AQA380JEM7.1.ARIPMWAYQLAF LVVSSLPYL]NLTEFFYEN§F

Model 01 FEFALTCLLIFKBSKKVTNTWLKLEFAEYV 9o

APA3B@IEM7.1.AFEFALICLLIFKFSKKVTNIWLKLFFAFYV 90

Model_01 KEGVDITARETLEVIVVPUFPHFAVOKLET 120

APA380IEM7.1.AKLGVDIIARFTLFVIVVPUFPHFAVQOKLPI 120

Model 01VSTITLQVLLTLFGNEVITRYFKMDFLRINE 150

AGA380JEM7.1.AVSIILQVLLTLFGNEVIIRYFKMD[FLRINE 150

Model_61VVEDKSTQSVILFHNIFFLAVELVLWLTYV 180

A9A38OJEM7.1.A9VED[KSIQSVILFHNIFFLAYF LVLWLTYV 180

Model 01 LUTPFGLIMATEAANFRINTSTLEMLVELS 210

ABA380IEM7.1.ALVTPFGLINATEAANFRINTSTLFMLVFLS 210

Model_01 FISHLNFKVATIVEERLVSQKESELKNITD 240

APA3BOIEM7.1.AFISMLNFKVATIYEERLVSQKESELKNITD 240

Model 01 YSHOTENLYAKIRSFRHDYSNILTSLRYSA 270

AOGA38QJEM7.1.AYSHQIENLYAKIRSFRHDYSNILTSLRYSA 270

Hodel_o1 BHDDIASVROTIDEITRESDQIUGTKEFEE 300

ABA380IEM7.1.ADHDD(LASVRQTLDEITRESDQILGTKEFEI 300

Hodel_01 ANLANJPKDPALKSTIFSSKLSKATDLGLPIK 330

APA380IEM7.1.AANLANDKDDALKSIFSSKLSKAIDLGLDIK 330

todel 01 VPILNPPGLPVSFSELDFIRLVSNLLDNAT 360

A@A380IEM7.1.AVPILNPDGLPVSFSSLDFIRLVSNLLDNAI 360

Model_o1 EAANES EDE[QLLISYEKPODTYVEILANST 390

AGA380IEM7.1.AEAANESEDEQLLISYFKDODTYVFILANST 390
Model_01 KEKTDNTAQUFQTGVSSKGKDRGUGLAIVK 420

APA380IEM7.1.AKEKTDNIAQLFQTGVSSKGKDRGVGLAIVK 420
Model_©1

KILSDYPNVRLNTSHONGLFTOHLEVPE 448
AGA380IEM7.1.AKILSYPNVRLNTSNONG|LFTOHLEVQE 448

* Alineamiento entre la secuencia de la proteina ComD (Model 01) y la plantilla seleccionada

automaticamente por SWISS-MODEL (A0OA380JEM7.1.A).

Asimismo, el modelo presenta un estado monomérico y se identifico la presencia de un segmento
transmembranal, coherente con la naturaleza de esta histidina quinasa como receptor sensorial en
la membrana. En la Figura x, se visualiza la conformacion tridimensional de la proteina ComD.
La estructura se representa en forma de hélices y ldminas, coloreadas en gradiente desde el extremo
N-terminal (rojo) hasta el C-terminal (azul). El segmento transmembranal puede observarse

inmerso en una representacion esquematica de la bicapa lipidica, indicada por lineas punteadas.
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Figura 9.Estructura tridimensional predicha de la proteina ComD

*Se resalta el dominio transmembranal en la region inferior.

Validacion de estructura proteica ComD
La calidad estructural del modelo tridimensional de la proteina ComD fue evaluada mediante el
servidor MolProbity (version 4.4), y ProSA-web con el fin de verificar su adecuacion

estereoquimica para estudios posteriores de interaccion proteina-ligando.

En la Figura x se muestra el diagrama de Ramachandran, el cual representa la distribucion de los
angulos de torsion ¢ (phi) y v (psi) de cada residuo aminoacidico del modelo, indicando cudles

adoptan conformaciones geométricamente favorables segiin datos experimentales.

El grafico se divide en zonas codificadas por colores:
e Lasregiones verde oscuro corresponden a conformaciones altamente favorecidas, observadas
comunmente en proteinas bien plegadas.
e Las zonas verde claro representan regiones permitidas, que aunque menos frecuentes, son

geométricamente aceptables.
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e Las areas blancas indican regiones no permitidas o energéticamente desfavorables, donde es

poco probable que se encuentren residuos en estructuras naturales.

Cada punto en el grafico representa un residuo, y como se observa, la gran mayoria se concentra
dentro de las regiones verdes, lo cual indica que el modelo adopta una conformacion estructural
estable y estereoquimicamente correcta. Solo se observan unos pocos outliers fuera de estas

regiones, lo cual es esperable incluso en modelos de alta calidad.

Figura 10. Diagrama de Ramachandran

-180° 0° 180°

*Diagrama de Ramachandran generado por MolProbity para la proteina ComD. Se aprecia la
concentracion de residuos en zonas verdes, lo que indica estabilidad conformacional.

Los resultados cuantitativos refuerzan la alta calidad estructural del modelo generado (ver

Tabla 8 ). El puntaje de MolProbity (0.98) refleja una excelente calidad global, comparable a
estructuras experimentales bien refinadas. El indice de colisiones fue muy bajo (0.67), indicando
la casi total ausencia de colisiones atomicas significativas, con solo una interaccion leve entre los
residuos A167 PHE y A204 PHE. El 97.98% de los residuos se localiz6 en regiones favorecidas
del diagrama de Ramachandran, mientras que solo un 0.45% (dos residuos) fueron clasificados
como regiones esperadas, lo cual es aceptable en modelos computacionales. La presencia de 2.18%
de rotameros atipicos y una unica desviacion C-beta (A183 THR) se consideran tolerables y no

comprometen la integridad global del modelo. Ademas, no se detectaron enlaces defectuosos
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(0/3752) y solo 17 angulos mostraron desviaciones leves, representando un 0.33% del total, dentro
de los limites aceptables. En conjunto, estos resultados respaldan que la estructura predicha de
CombD presenta una conformacion tridimensional estereoquimicamente correcta y apta para su uso

en estudios posteriores como la prediccion de sitios activos y acoplamiento molecular.

Tabla 4.Resultados del andlisis estructural de la proteina ComD.

Parametro Resultado
Puntaje MolProbity 0.98
Indice de Colisiones (A167 PHE-A204 PHE) 0.67
Residuos en regiones favorecidas 97.98%

Residuos fuera de las regiones esperadas (A295 THR, A116 GLN) 0.45%

Rotameros Atipicos (A52 THR, A416 LEU, A179 TYR, A297 GLU.) | 2.18%

Desviaciones en atomos C-Beta (A183 THR) 1

Enlaces defectuosos 0/3752

Angulos defectuosos (A183 THR-A184 PRO, A107 VAL-A108 PRO,
A32 ILE-A33 PRO)

17 /5088

Como complemento al andlisis estereoquimico, se utilizd ProSA-web para evaluar la calidad de la
proteina modelada. En la Figura 10, se muestra el valor del Z-score obtenido para el modelo de la
proteina ComD, el cual fue de —6.02. Este valor se representa como un punto negro sobre un grafico
que incluye los Z-scores de todas las cadenas proteicas determinadas experimentalmente
depositadas en el Protein Data Bank (PDB). Las estructuras determinadas por cristalografia de
rayos X se representan en color azul claro, mientras que aquellas obtenidas por resonancia
magnética nuclear (RMN) aparecen en azul oscuro. El Z-score obtenido indica la calidad global
del modelo y permite verificar si dicho valor se encuentra dentro del rango tipico de proteinas
nativas de tamano similar. En este caso, el Z-score de ComD se encuentra dentro del grupo de
estructuras cristalograficas, lo que confirma que la energia total del modelo es coherente con

proteinas reales, reforzando la validez estructural del mismo.
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Figura 11.Comparacion del Z-score del modelo de ComD
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*Comparacion del Z-score del modelo de ComD (punto negro) con estructuras determinadas
experimentalmente mediante cristalografia de rayos X y RMN (resonancia magnética nuclear). El

valor obtenido (-6.02) se encuentra dentro del rango esperado para proteinas nativas.

Ademas, se evalu6 la calidad local del modelo mediante el perfil de energia por residuo, el cual
permite evaluar la calidad local del modelo estructural a lo largo de su secuencia, mostrado en la
Figura 4. Este grafico representa la energia estimada de cada fragmento estructural, suavizada con
ventanas moviles de 40 (linea gruesa, mas estable) y 10 residuos (linea delgada, detallada pero
ruidosa). Los valores positivos indican regiones potencialmente problematicas, mientras que
energias negativas sugieren zonas estables. En el modelo de ComD, se observa que la mayoria de
los segmentos presentan energias negativas, lo que indica una estabilidad estructural local

adecuada a lo largo de la secuencia.
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Figura 12.Perfil energético por residuo
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* Las energias negativas predominantes reflejan estabilidad local del modelo a lo largo de su

secuencia.

La combinacion de los resultados obtenidos demuestra que el modelo tridimensional de la proteina

CombD presenta una alta calidad estructural, tanto a nivel estereoquimico como energético.
Prediccion de Bolsillos

La prediccion de cavidades potencialmente funcionales en la superficie de la proteina ComD se
llevo a cabo utilizando el servidor PockDrug. Esta herramienta identifica bolsillos estructurales y
evalia su potencial de drugabilidad combinando descriptores estructurales con modelos
estadisticos. En total, se identificaron seis bolsillos (PO a P5), cuyos parametros se detallan en la

Tabla 6.
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Tabla 5.Parametros estructurales y probabilidad de drugabilidad de los bolsillos.

Pocket| Vol. |Hidrofob 15) (;lei's Resid. | Atomos rg:d(:::)s drugabilidad es]t)éexfg.ar
PO [2356.5| -0.96 0.63 | 0.07 0 27 0.27 0.02
Pl 1950 -0.56 0.71 0.06 0 17 0.46 0.03
P2 12330.9| -0.15 0.57 | 0.43 0.02 23 0.94 0.05
P3 13035.9| 0.08 0.52 | 0.22 0.03 27 0.94 0.01
P4 |1685.5| -0.16 0.63 | 0.11 0.03 19 0.79 0.06
PS5 |1579.3| 0.33 047 | 0.11 0 19 0.9 0.01

De los bolsillos identificados, P2, P3 y P5 presentaron los valores mas altos de probabilidad de
drugabilidad (0.94, 0.94 y 0.90, respectivamente), acompafiados de volumenes amplios y
proporciones significativas de residuos polares y aromaticos, lo que sugiere una alta capacidad
para interaccionar con compuestos bioactivos. En consecuencia, los bolsillos P2, P3 y P5 fueron

descartados como sitios de acoplamiento.

Figura 13.Localizacion estructural de los bolsillos

* Localizacion estructural de los bolsillos PO (fuxia), P1 (gris) y P4 (anarajado) sobre el modelo

tridimensional de la proteina ComD. Se aprecia que estos bolsillos se situan fuera del dominio

transmembranal, en regiones potencialmente accesibles a ligandos.
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Asimismo, con el fin de respaldar visualmente la seleccion de los bolsillos extracelulares, se generd
una representacion tridimensional del modelo proteico indicando la localizacion espacial de los
bolsillos PO, P1 y P4. En la Figura x, se observa que estos tres bolsillos se encuentran fuera de la
region transmembranal, en zonas accesibles al medio extracelular, lo cual refuerza su viabilidad

como sitios funcionales para la interaccion con ligandos.
Analisis de Afinidad Proteina-Ligando

Una vez definidos los bolsillos viables de union en la proteina ComD, se procedio a realizar
simulaciones de acoplamiento molecular mediante el servidor DockThor utilizando los mejores
metabolitos seleccionados previamente. Para cada ligando se generaron tres repeticiones (poses)
con el fin de evaluar la estabilidad de las interacciones y obtener un perfil energético mas confiable.

Los resultados se pueden observar en la Tabla 7.

Tabla 6.Resultados del acoplamiento molecular

ID (Name) Rep. Score | Energia | Energia Ezzrgg Energi'a.
(kcal/mol)| Total | Interna Waals Electrostatica
LANaPDB4562 1 -7.105 50.129 | -45.668 | 23.375 -69.043
LANaPDB4562 2 -7.155 50.324 | -44.717 | 16.055 -60.772
LANaPDB4562 3 -7.105 50.129 | -45.668 | 23.375 -69.043
LANaPDB10455 | 1 -8.152 73.574 | -36.995 | -21.44 -15.555
LANaPDB10455 | 2 -8.058 73.743 | -34.859 | -20.152 -14.707
LANaPDB10455 | 3 -8.262 73.312 | -33.582 | -22.73 -10.852
LANaPDB12628 | 1 -7.041 72.873 | -33.141 | -9.549 -23.592
LANaPDB12628 | 2 -7.051 72.644 | -33.362 | -9.603 -23.759
LANaPDB12628 | 3 -7.044 72.754 | -33.233 | -8.742 -24.491

En términos del score de acoplamiento, que representa la afinidad estimada entre el ligando y la
proteina (siendo valores mas negativos indicativos de una mejor interaccion), el metabolito
LANaPDB10455 obtuvo los mejores resultados, con un valor promedio aproximado de —8.16
kcal/mol. Esta afinidad fue superior a la de LANaPDB4562 (—7.12 kcal/mol) y LANaPDB12628
(=7.05 kcal/mol), lo cual sugiere una interaccion mas favorable con el sitio de union seleccionado

(Ver Figura 13). Ademas, LANaPDB10455 mostrd energias de Van der Waals negativas y baja
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energia electrostatica, lo que podria indicar una interaccion mas estable y especifica con los
residuos de la proteina ComD. Por otro lado, LANaPDB4562 present6 interacciones fuertemente
influenciadas por fuerzas electrostaticas, mientras que LANaPDB12628 mostro valores
intermedios en todos los términos energéticos, con menor contribucion de Van der Waals.

Figura 14.Mapa de calor de la afinidad de union
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* Mapa de calor de la afinidad de unién (Score en kcal/mol) para cada metabolito en tres

repeticiones. Colores mas calidos (rojos) indican afinidades mas altas.

El analisis espacial mostr6 que el ligando LANaPDB10455 se posiciond dentro del Pocket 4, una
cavidad previamente identificada con un valor de probabilidad de drogabilidad de 0.79 (siendo una
la mayor puntuacion en comparacion con la PO y P1), y que se localiza en la region extracelular
de la proteina. Este sitio fue considerado viable, tanto por su accesibilidad como por la

coincidencia entre la prediccion estructural y el docking realizado.
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Figura 15.Representacion 3D del acoplamiento de LANaPDB10455

*Dentro del Pocket 4 de la proteina ComD. El bolsillo se muestra como una superficie naranja y
la proteina en forma de cinta azul. El ligando se representa en forma de esferas y palos. Se observa

su ubicacidn extracelular y su ajuste al bolsillo predicho.

Para evaluar la compatibilidad quimica y estérica entre el ligando y los residuos del sitio activo, se
realiz6 un analisis 2D de interacciones con LigPlot. En la Figura 14, se observa que el ligando
forma una interaccion por puente de hidrégeno con el residuo Glu361(A), con una distancia de
2.76 A. Ademas, se identificaron 7 contactos no enlazantes (Asp240, GIn244, Arg350, Asn354,
Asp357, Val414 e 11e418), todos ellos cercanos al nucleo del bolsillo.
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Figura 16.Diagrama 2D de interacciones proteina-ligando generado con LigPlot
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*Se observa una interaccion por puente de hidrégeno (linea punteada verde) entre el grupo OEI
de Glu361(A) y el atomo O6 del ligando. Las interacciones no enlazantes se representan con lineas
rojas semicirculares. El perfil de interaccion sugiere una buena compatibilidad quimica y

geométrica entre el ligando y el bolsillo.

En conjunto, los resultados energéticos, espaciales y quimicos permiten concluir que
LANaPDB10455 exhibe una afinidad de interaccion elevada hacia la proteina ComD, sustentada
por su adecuada localizacion, la afinidad de acoplamiento y perfil de interaccion molecular. Este
compuesto es un fuerte candidato prometedor para estudios posteriores como dinamica molecular

o evaluacion de propiedades farmacoldgicas.
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3.1 Discusion

El sistema ComCDE, y en particular la histidina quinasa ComD, es fundamental para la regulacion
de la virulencia y la capacidad de formacion de biofilm de S. sobrinus, bacteria clave en la etiologia
de la caries dental. Este sistema regula la expresion de genes responsables de la produccion de
exopolisacaridos (EPS), adhesinas y bacteriocinas, elementos que contribuyen a la estabilidad,
cohesion y resistencia del biofilm en la superficie dental. Estudios previos han corroborado que la
inhibicion del sistema ComCDE disminuye la capacidad cariogénica de la bacteria, reduciendo la
adhesion y la produccion de glucanos insolubles (51).

Por tanto, el enfoque en esta diana molecular es coherente con la necesidad de nuevas estrategias
preventivas que eviten el uso indiscriminado de antibidticos y preserven la microbiota oral. La
modelacion por homologia de la proteina ComD que presentas es una base solida para continuar
esta linea de investigacion. El uso de filtros basados en peso molecular, TPSA, numero de donantes
y aceptores de enlaces de hidrogeno, asi como la consideracion de la permeabilidad celular, es una
estrategia reconocida para identificar compuestos que permanezcan activos localmente en la
cavidad oral sin absorcion sistémica. La elecciéon de moléculas con baja permeabilidad promueve
la accidn directa sobre la biofilm bacteriana sin riesgo de toxicidad sistémica. Tu filtrado que
redujo inicialmente 13,579 compuestos a 7 candidatos demuestra rigurosidad y estd en linea con
estudios similares en farmacologia oral. Sin embargo, es importante sefialar que en condiciones
reales, la dindmica salival y la interaccidon con la matriz orgédnica oral podrian modificar la
biodisponibilidad local, un aspecto que atun requiere validacion experimental in vitro e in vivo.
La prediccion toxicologica computacional es una herramienta cada vez mas empleada en la
seleccion preliminar de compuestos bioactivos (34).

Los resultados muestran que de siete compuestos candidatos, solo tres carecian de alertas
toxicologicas relevantes, lo cual es crucial para futuros desarrollos en odontologia preventiva.
Estudios previos han sefialado que algunos metabolitos naturales poseen efectos secundarios
inesperados, incluyendo toxicidad reproductiva o mutagenicidad (24).

La integracion de esta evaluacion asegura un avance responsable hacia la formulacion de agentes
terapéuticos orales seguros, lo que es esencial para evitar efectos adversos sistémicos o locales en
la mucosa oral. La construccion de un modelo 3D confiable de la proteina ComD es critica, dado
que no se dispone de estructura cristalografica experimental para S. sobrinus. La validacion

mediante andlisis estereoquimicos (Ramachandran) y energéticos (ProSA-web) con puntajes
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excelentes respalda la utilidad del modelo para la simulacion computacional. En la literatura, se
ha reconocido que modelos con GMQE > 0.7 y més del 90% de residuos en regiones favorecidas
son suficientemente fiables para estudios de docking y dindmica molecular (34).

La identificacion y seleccion de bolsillos extracelulares accesibles para ligandos potencia la
relevancia biologica del acoplamiento y aumenta la probabilidad de éxito en la inhibicion funcional
de ComD. La seleccion de los bolsillos PO, P1 y P4 basados en pardmetros como volumen,
polaridad y drugabilidad, con descarte de bolsillos transmembranales inaccesibles, es coherente
con la estrategia de buscar sitios inhibitorios funcionalmente relevantes y accesibles. Estudios
similares en sistemas de sefalizacion bacteriana destacan que la inhibiciéon de dominios
extracelulares sensoriales puede interrumpir la cascada de fosforilacion y la regulacion de
virulencia (36). No obstante, es necesario considerar que la flexibilidad dindmica de la proteina en
condiciones fisioldgicas podria modificar la accesibilidad y la conformacion de estos bolsillos, por
lo que simulaciones complementarias de dindmica molecular serian recomendables.

Los valores de afinidad de union (scores) obtenidos por docking sugieren que LANaPDB10455 es
el mejor candidato, con un score promedio de -8.16 kcal/mol, indicativo de una interaccion
favorable y estable. En comparacion con LANaPDB4562 y LANaPDB12628, que mostraron
interacciones menos fuertes, este compuesto puede ofrecer una inhibicion mas efectiva de ComD.
Resultados similares en otras investigaciones han mostrado que valores de docking menores a —
7.0 kcal/mol suelen correlacionar con inhibidores biologicamente activos (Morris et al., 2009). Sin
embargo, el docking es una aproximacion estitica y deberia complementarse con estudios
dindmicos y ensayos funcionales para confirmar la inhibicion bioldgica.

El analisis de las interacciones por LigPlot revela que el ligando LANaPDB10455 forma un puente
de hidrogeno con Glu361 y multiples contactos no enlazantes con residuos clave en el bolsillo
activo. Estas interacciones son fundamentales para la estabilidad del complejo proteina-ligando y
para interferir en la funcién quinasa de ComD. Estudios previos en histidina quinasas bacterianas
muestran que la interferencia con residuos cataliticos o de union a ligandos puede bloquear la
fosforilacion y la sefializacion, reduciendo la expresion de genes de virulencia (Casino et al., 2010).
Esta evidencia computacional respalda la hipotesis de que estos metabolitos pueden modular la
capacidad de S. sobrinus para formar biopeliculas cariogénicas. Desde una perspectiva
odontologica, la identificacion de inhibidores naturales dirigidos al sistema ComCDE representa

una innovacion terapéutica con alto potencial para el control localizado de la caries dental. A
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diferencia de los antimicrobianos clasicos, que pueden alterar la microbiota oral y generar
resistencias, estos metabolitos podrian reducir la virulencia bacteriana sin afectar la supervivencia
de bacterias beneficiosas. Ademas, la aplicacion tdpica en dentifricos, enjuagues o geles podria
mejorar la prevencion y el tratamiento, especialmente en poblaciones con alta incidencia de caries.
No obstante, para avanzar hacia la clinica, es indispensable validar estos resultados mediante
estudios in vitro con cepas clinicas de S. sobrinus, evaluar la estabilidad y liberacion en

formulaciones orales, y confirmar la ausencia de efectos adversos en modelos animales y humanos.

3.3. Conclusiones

Primero. El analisis exhaustivo de las propiedades fisicoquimicas de los 13,579 metabolitos
naturales latinoamericanos permitié identificar compuestos con caracteristicas compatibles para
su accion localizada en la cavidad oral. La aplicacion de filtros rigurosos basados en peso
molecular, area superficial polar topologica (TPSA), nimero de donadores y aceptores de enlaces
de hidrogeno, y flexibilidad molecular, result6 en la seleccidn de siete moléculas con perfil 6ptimo
para evitar la absorcion sistémica y favorecer su permanencia en el entorno bucal. Este enfoque
permitié enfocar el estudio en compuestos que presentan la mejor relacion entre tamafio, polaridad
y estabilidad estructural para interactuar eficazmente con la microbiota oral, minimizando riesgos
de toxicidad sistémica. La correlacion positiva observada entre propiedades como TPSA y MW,
asi como entre donadores y aceptores de enlaces de hidrogeno, facilité una seleccion mas precisa,
evidenciando la importancia de estas caracteristicas en la determinacion del comportamiento

farmacocinético esperado de los metabolitos.

Segundo. De los 7 metabolitos seleccionados tras el filtrado fisicoquimico, la evaluacion
toxicologica computacional mediante DataWarrior identificO que 4 compuestos presentaban
alguna alerta en pardmetros de mutagenicidad, carcinogenicidad o irritacion, descartdndose para
analisis posteriores. Los 3 compuestos restantes (identificados como LANaPDB4562,
LANaPDB10455 y LANaPDB12628) no presentaron ninguna alerta toxicoldgica en
mutagenicidad, tumorigénesis, toxicidad reproductiva ni irritacion cutdnea, confirmando su perfil
seguro. Esta seleccion representa menos del 0.03% del total inicial, demostrando la rigurosidad

del proceso para asegurar seguridad potencial antes de avanzar a pruebas experimentales.
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Tercero. El modelo de la proteina ComD fue generado con un valor GMQE de 0.80, lo que indica
una alta confianza predictiva. El alineamiento con la plantilla mostré un 100% de identidad y
cobertura completa (residuos 1-448). La validacion estereoquimica arrojé que el 97.98% de los
residuos se encuentran en regiones favorecidas del diagrama de Ramachandran, mientras solo el
0.45% se ubico en regiones permitidas, y un minimo 2.18% correspondi6 a rotdmeros atipicos. El
puntaje MolProbity fue de 0.98, y el indice de colisiones fue de apenas 0.67, confirmando la
calidad estructural. Ademas, el Z-score obtenido con ProSA-web fue de —6.02, situandose dentro
del rango de proteinas nativas cristalograficas, lo que respalda la estabilidad y confiabilidad del
modelo para los andlisis de interaccion molecular. Los estudios de docking, el compuesto
LANaPDB10455 mostro la mejor afinidad de unioén con la proteina ComD, con un score promedio
de -8.16 kcal/mol, destacando sobre LANaPDB4562 (-7.12 kcal/mol) y LANaPDB12628 (-7.05
kcal/mol). Este metabolito se ubico en el bolsillo P4, identificado con una probabilidad de

drugabilidad de 0.79, accesible y localizado en la region extracelular.

3.4. Recomendaciones

Primera: Fomentar la integracion de herramientas computacionales avanzadas, como el modelado
molecular y el docking, en la investigacion odontoldgica para la identificacion y disefio de nuevos
inhibidores dirigidos a proteinas bacterianas clave, como ComD, que contribuyen a la

patogenicidad de Streptococcus sobrinus.

Segunda: Promover la ampliacién y actualizacién constante de bases de datos de metabolitos
naturales latinoamericanos, incorporando datos experimentales y perfiles toxicologicos, para

facilitar la identificacion de compuestos con potencial terapéutico especifico para la cavidad oral.

Tercera: Incentivar la realizacion de estudios experimentales in vitro e in vivo que validen la
actividad inhibidora de los metabolitos identificados mediante métodos computacionales,
especialmente aquellos con afinidad elevada y perfil toxicologico seguro, para avanzar en el
desarrollo de nuevos agentes preventivos contra la caries dental. Profundizar en el anélisis
estructural y funcional del sistema ComCDE en Streptococcus sobrinus, incluyendo la dindmica
molecular y la interaccion con multiples ligandos, para optimizar el disefio de inhibidores

especificos que modulen la formacion de biopeliculas y la virulencia bacteriana.
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Anexo 1. Trabajo de laboratorio.
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Anexo 2. Base de datos utilizada.
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