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RESUMEN

La caries dental es la enfermedad que acomete los tejidos duros del diente, de elevada
prevalencia (50% de la poblacion mundial), principalmente en nifios, como también en otras
fases etarias. Esta tiene una etiologia de origen multifactorial con la interaccion de tres factores
primordiales: El huésped (tipo y anatomia de los dientes, efecto tampon de la saliva), la
microflora, el sustrato (dieta) y el tiempo. En este sentido, uno de los microrganismos
frecuentemente aislados de esta enfermedad es el S. mutans. Sin embargo, en el presente
estudio, se ha podido determinar que la levadura C. albicans también puede desmineralizar el

tejido dentario, pudiendo originar la caries dental.

Objetivo: Esta investigacion tiene por objetivo emplear la técnica observacional y de medicion,
usando el instrumento electroforesis bidimensional y el andlisis de homologia secuencial de
proteinas por espectrometria de masas, determinando el anélisis de expresion por aproximacion
protedmica de marcadores moleculares asociados al proceso cariogénico producido por C.

albicans.

Resultados: Se obtuvieron marcadores moleculares a los 07 dias los cuales son: Ca_08, Ca_09,
Ca 31, Ca 32, Ca 33, Ca 34y alos 14 dias: Ca 08, Ca 09, Ca 10, Ca 11, Ca 12, Ca_13,
Ca 27,Ca 28,Ca 29,Ca 30,Ca 31, Ca 32, Ca 33.

Es asi como las proteinas H (+)-exporting p2-type atpase (Ca_27) y la proteina Flavodoxin-like
fold family protein (Ca_29) son las encargadas de expulsar los compuestos dafiinos al exterior
de la célula manteniendo su citoplasma en pH neutro. Es asi como gran acumulo de protones
en el exterior, conllevara a la acidificacion del medio, provocando asi la desmineralizacion del

tejido duro del diente.

Conclusiones: En conclusion, se ha podido confirmar que bajo los limites de este estudio se
puede manifestar que la C. albicans puede producir la desmineralizacion de la superficie dental

por ella misma provocando asi el proceso cariogénico por un eucariota.
Palabras claves:

Protedmica, C. albicans, S. mutans, espectrometria de masas, cromatografia de interaccion

hidrofobica, acidificacion, desmineralizacion, marcadores moleculares, eucariota.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#==x . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE / CATOLICA

TESIS UCSM -  DE SANTA MARIA

ABSTRACT

Dental caries is a disease that affects the hard tissues of the teeth, with a high prevalence,
especially in children, but also in other age groups. It has a multifactorial etiology with the
interaction of three main factors: The host (type and anatomy of teeth, buffering effect of
saliva), the microflora, the substrate (diet) and time. In this regard, one of the microorganisms
frequently isolated in this disease is S. mutans. However, in the present study, it was found that

the yeast C. albicans can also demineralize dental tissues, which can lead to dental caries.

Objective: This research aims to apply the observation and measurement technique using the
instrument bidimensional electrophoresis and the analysis of sequential homology of proteins
by mass spectrometry, determining the analysis of expression by proteomic approximation of

molecular markers associated with the cariogenic process produced by C. albicans.

Results: Molecular markers were obtained at 07 days, which are: Ca 08, Ca 09, Ca 31,Ca 32,
Ca 33, Ca_34 and at 14 days: Ca 08, Ca 09, Ca 10, Ca 11, Ca 12, Ca 13, Ca 27, Ca 28,
Ca 29, Ca 30,Ca 31,Ca 32,Ca 33.

Thus, the H (+)-exporting p2-type atpase protein (Ca_27) and the protein of the flavodoxin-like
fold family (Ca 29) are responsible for expelling harmful compounds from the cell and
maintaining its cytoplasm at neutral pH. Thus, a large accumulation of protons in the
extracellular space leads to acidification of the medium, provoking the demineralization of the

hard tissues of the tooth.

Conclusions: In conclusion, it has been possible to confirm that within the limits of this study
it can be shown that C. albicans can produce the demineralization of the dental surface by itself,

thus provoking the cariogenic process by a eukaryote.

Key words:

Proteomics, C. albicans, S. mutans, mass spectrometry, hydrophobic interaction

chromatography, acidification, demineralization, molecular markers, eukaryote.
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INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad que acomete los tejidos duros del diente, de elevada
prevalencia, principalmente en nifios, como también en otras fases etarias (1). Esta tiene una
etiologia de origen multifactorial con la interaccion de tres factores primordiales: El huésped
(tipo y anatomia de los dientes, efecto tampdn de la saliva), la microflora, el sustrato (dieta) y
el tiempo. Segin la OMS estimdé que 2000 millones de personas padecen caries en dientes
permanentes, mientras que 514 millones de nifios sufren de caries en dientes temporales. En el

Perti, segtin el Minsa, el 90.4% de peruanos padece de esta enfermedad (2).

La destrucciéon de los tejidos duros del diente comienza con la desmineralizacion de este,
clinicamente conocida como la “mancha blanca”. Este fendmeno se produce por la baja del pH
(pH = 2) debido a la concentracion de metabolitos acidos producidos por la microflora presente

en la pieza dentaria afectada (3).

Una de las caracteristicas de esta enfermedad es de etiologia multimicrobiana, siendo uno de
los principales agentes etioldgicos el Streptococcus mutans. Esta bacteria metaboliza los
carbohidratos (azucares) de la placa dental en altas concentraciones de 4cido lactico, bajando

por consecuencia el pH local, provocando la desmineralizacion del diente (4).

Las técnicas de prevencion frecuentemente estan supeditadas a la utilizacion de instrumentos
mecanicos y sustancias quimicas como detergentes (cepillos dentales y dentifricos), para la
remocion de dicha placa bacteriana, asi como la desorganizacion de los medios 4cidos. Estas
técnicas de prevencion son frecuentemente utilizadas en individuos de aparente estado de salud
normal; Sin embargo, en pacientes comprometidos sistémicamente como la inmunosupresion,
estados metabdlicos alterados o con alglin tipo de retardo mental, estos pacientes ademas de
recibir estas técnicas de prevencion son medicados con antibiodticos; sin embargo, se ha podido

observar la presencia continua de caries aun con estos tratamientos (5).

Microorganismos emergentes como especies de Candida, son responsables de la cronificacion
de enfermedades con una baja resolucion, asi que el objetivo de la presente tesis fue determinar

la capacidad cariogénica de la Candida albicans.
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Determinacion del problema.
La Candida albicans (C. albicans) es el pionero habitual de la cavidad oral, ya que tiende a
tener acumulacion en el revestimiento de la boca, es un microorganismo que puede proliferar
en exceso y ocasionar sintomas, sobre todo en pacientes infectados esto puede tener un riesgo
de diseminacion tanto sistemdtica como de infeccion, desde infecciones superficiales hasta
cuadros clinicos mas graves, como candidiasis oral que se manifiesta con placas blancas en la
lengua o en el interior de las mejillas o también puede ser sistémica (candidema), con altas tasas
de morbilidad y mortalidad (6).
La C. albicans produce con mayor frecuencia infecciones micoticas como la candidiasis oral,
queilitis angular, siendo que se ha demostrado que la Candida esta presente en lesiones
periodontales, endodénticas y en procesos dentales. Uno de los lugares favoritos del C. albicans
es en individuos sanos ya sea en la cavidad bucal, donde coloniza sitios mucosos y en piezas
dentarias, por eso podemos analizar cudles son las proteinas de C. albicans para producir caries.
Sabemos que la caries es una enfermedad desde tiempos inmemoriales que se define como un
proceso patoldgico, que ablanda los tejidos duros, que avanza hasta formar una cavidad y se
sabe que su etiologia es multifactorial en el que se produce la desmineralizacion de las
estructuras dentarias. Sin embargo, la relacion entre la caries dental y la presencia oral que tiene
de hongos solo se recolecta especificamente para la especie de C. albicans en cualquier edad
(6).
El objetivo principal de este trabajo es conocer cudles son los marcadores biomoleculares que
emplea la C. albicans para la desmineralizacion del diente. Ya que al hablar de caries dental
esta se muestra por naturaleza acidurica, su capacidad que esta desarrolla sus biopeliculas
espesas llega a fermentar azicar de la dieta y produce enzimas que disminuyen el coldgeno, por
eso es importante recalcar qué tan importante es el avance de caries en la dentina, ya que
estudios previos de Klinke y Paniagua nos llegan a sugerir que la C. albicans llega a modular

las biopeliculas y las hace mas virulentas y cariogénicas (20, 24).

Por lo tanto, el C. albicans es acidogénico y hetero fermentativo, cuando este tiene presencia
de muy altas concentraciones en carbohidratos. Asi este microorganismo esta presente en el
desarrollo de desmineralizacion de todos los dientes y representa un patdégeno que si estd

involucrado en la caries dental (7).
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Es por eso por lo que la investigacion verificara cuales son las proteinas encargadas de la

acidificacion de la C. albicans por medio de espectrometria de masas.

1.2. Enunciado
Andlisis de expresion por aproximacion protedmica de marcadores moleculares asociados al
proceso cariogénico producido por Candida albicans UCSM. Arequipa, 2024.

1.3. Descripcion

a. Area de Conocimiento

- Area General: Ciencias de la Salud.
- Area Especifica: Odontologia.
- Especialidad: Carielogia

- Linea o Topico: Microbiologia, Protedmica.

b. Operacionalizacion de Variables

Variables Indicadores Sub-Indicadores Sub-indicadores de

primer orden

Nivel de expresion protedmico en Expresion de posibles
el sobrenadante de C. albicans del Proteinas proteinas modificaciones
proceso cariogénico en diente a diferenciales en post-traduccionales y

los 1, 7y 14 dias. ambos mapas de analisis de secuencia por

referencia (control | PatternLAB como base de

y patolédgico). datos.
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c. Interrogantes Basicas

(Cual es el nivel de expresion protedmica diferencial en el sobrenadante de C. albicans del

proceso cariogénico en diente al primer dia (control)?

(Cual es el nivel de expresion protedmica diferencial en el sobrenadante de C. albicans del

proceso cariogénico en diente a los 7 dias?

(Cual es el nivel de expresion proteémica diferencial en el sobrenadante de C. albicans del

proceso cariogénico en diente a los 14 dias?

(Cual es el nivel de expresion protedmica en el sobrenadante de C. albicans del proceso

cariogénico?

d. Taxonomia de la Investigacion (Disefio de la Investigacion)

TIPO DE ESTUDIO
I. Por la|2 Poreltpo|3. Por el|4 Por el|5 Por el
RIS técnica de | de dato que se | nimero de | niimero de | ambito de e | rn
recoleccion planifica mediciones | muestras o | recoleccid
recoger de la | poblacion n
variable
Cuantitativo Experimental | Prospectivo Transversal | Comparativo De Experime | Explicat
laboratori | ntal ivo
o

1.4. Justificacion

Originalidad:

La investigacion es original. El estudio protedmico comparativo al proceso cariogénico
producido por C. albicans no ha sido investigado. A nivel mundial seria el primer estudio en
verificar cuales son las proteinas encargadas de la acidificacion de la C. albicans por medio de

espectrometria de masas.
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Relevancia:

La presente investigacion tendra relevancia cientifica. Aportard informacion al campo de la
protedomica y la carielogia. Esta investigacion nos mostrard las proteinas que expresa la C.

albicans para producir la desmineralizacion del diente en la produccion de caries.

Actualidad:

Es una informacion actual por que emplea metodologia y tecnologia moderna, la cual explicara

las proteinas encargadas en la produccion de caries de la C. albicans.

Factibilidad:

El proyecto se considera factible porque el &mbito de recoleccion del sobrenadante producto de
un estudio anterior realizado en el laboratorio. Los geles para electroforesis se realizaran en el
Laboratorio de Quimica y Proteinas de la Universidad Catolica de Santa Maria. El modelo se
enviard a secuenciar y el andlisis bioinformatico se realizara en el Laboratorio de Quimica y
proteinas en la Universidad Catolica de Santa Maria, bajo el apoyo de la base de datos

PatternLAB.

Interés Personal:

Es de mi interés personal realizar un proyecto de investigacion experimental enfocado al tema
de produccion de caries por C. albicans, complementado con el andlisis bioinformatico, al

mismo tiempo pretendo optar por el titulo profesional de Cirujano Dentista.

2. OBJETIVOS:
2.1 Objetivo general:

Determinacion de posibles proteinas y marcadores moleculares en la acidificacion de la C.

albicans para producir caries dental.
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2.2 Objetivo especifico:

e Determinar la secuencia proteica de marcadores moleculares en la acidificacion de la C.
albicans para producir caries dental a través de ESP-MS/MS al 1° dia (control).

e Determinar la secuencia proteica de marcadores moleculares en la acidificacion de la C.
albicans para producir caries dental a través de ESP-MS/MS a los 7° dias.

e Determinar la secuencia proteica de marcadores moleculares en la acidificacion de la C.

albicans para producir caries dental a través de ESP-MS/MS a los 14° dias.

3. MARCO CONCEPTUAL
3.1. Conceptos Basicos

Herramientas de estudio en la aproximacion proteomica:

3.1.1. Electroforesis bidimensional (2-DE/2D-PAGE)
El gel de electroforesis bidimensional (2-DE o 2D-PAGE) es una técnica primaria que se utiliza
en protedmica (8). Se logra la separacion de la mezcla compleja de muestras usando 2 diferentes
propiedades de la proteina. En la primera dimension, también llamada “isoelectric focusing”
(IEF), las proteinas son separadas por el valor de puntos isoeléctricos (pl) y en la segunda
dimension consiste en SDS- PAGE, donde las proteinas son separadas por el peso molecular

relativo (9).

3.1.2. Estudios de homologia secuencia “de novo” por Espectrometria de masas en

tandem.
La espectrometria de masas en tdindem ESI-CID-MS/MS se realiz6 utilizando un espectrometro
de masas hibrido de tiempo de vuelo de cuadrupolo (Q-TOF, Micromass Manchester, Reino
Unido), equipado con una fuente de nanopulverizacion que funciona en modo de ionizacion
positiva. Las condiciones de ionizacion fueron: voltaje capilar de 2,3 kV, voltaje de cono y lente
RF1 de 30 y 100 V, respectivamente, y una energia de colision de 10 eV. La temperatura de la
fuente fue de 70 oC y el cono de gas fue N2 a un caudal de 80 1/h; no se utilizé gas nebulizador
para obtener el spray. Se utilizd gas argon para la fragmentacion de iones. La calibracion
externa se realizé con yoduro de sodio en un rango de masas de 50 a 3000 m/z. Todos los
espectros se adquirieron con el analizador TOF en modo “Vmode” (TOF kV=9,1) y voltaje

MCP a 2150 V (8).
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3.1.3. Secuenciacion “de novo” de péptidos tripticos.
Los péptidos tripticos alquilados, se separaron mediante HPLC de fase reversa, se recogieron
manualmente, se liofilizaron y se re-suspendieron en acetonitrilo al 20 % y acido trifloroacético
(TFA) al 0,1 % (8).
Cada péptido se introdujo por separado en la fuente del espectrémetro de masas con una jeringa
a un caudal de 500 nl/min-1. Antes de realizar los espectros de masas en tandem, se adquirid
un espectro ESI/MS (modo TOF MS) para cada pico obtenido de la HPLC de fase inversa en
el rango de 400 a 2000 m/z para seleccionar los iones de interés. Estos iones se fragmentaron
posteriormente en una celda de colisiéon (modo TOF MS/MS). Se utilizaron diferentes energias
de colision segln el estado de carga y la masa de los iones (9). Los espectros resultantes se
adquirieron en el analizador TOF y se resolvieron utilizando el software del algoritmo
MassLynx-MaxEnt (9).
Los espectros de carga unica se procesaron manualmente utilizando la aplicaciéon PepSeq
incluida con MassLynnx (10).
En el segundo paso, al combinar los patrones de fragmentacion y consultar la literatura
relacionada, se establecid una base de datos MASCOT para el analisis de secuencia de

proteinas. En el tercer paso, la base de datos autoconstruida se importé a MASCOT (11).

3.2. Caries Dental:
Es una enfermedad que acomete los tejidos duros del diente, de elevada prevalencia,
principalmente en nifios, como también en otras fases etarias. En estos afios es descrita como
una enfermedad multifactorial, ademas no solo debe tener un contribuyente de aparicion, si no
que existan mas factores contribuyentes que puedan producir la enfermedad de caries y afecte
la salud oral. Algunas literaturas para el comienzo de y su progresion de la caries van
interviniendo factores los que seran agrupados en una triada de “Keyes” que menciona a los
tres factores que se enlazan y asi predisponen a la caries dental, posteriormente esta es

modificada con el fin de tener mejoras convirtiendo esta enfermedad en tetrafactorial y estas

son (12):
e LaDieta
e Huésped

e Microflora (Microorganismos)

e Tiempo
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a) La Dieta: La alimentacion es también uno de los factores importantes para poder
predisponer de la aparicion de la caries, ya que debido a que una dieta rica en

carbohidratos y los azucares principales, van a llegar a contribuir en su proceso carioso
(12).

b) Huésped: Este factor representa el individuo, ya que por cada organismo es diferente e
interviene en la respuesta inmune y se analiza la susceptibilidad de si el diente es o no
susceptible a la caries, ya que depende de su composicion y la cantidad de saliva del
individuo que va a estar presente en su cavidad bucal. Es muy importante dar prioridad
a las enfermedades sistematicas y sus tratamientos que pueden afectar cada tejido de la

cavidad bucal y predisponen al diente a caries (12).

¢) Microflora: Los microorganismos se presentan en la placa dental, que son diversos
microorganismos, restos de comida y células, también es llamado biofilm, que es el
crecimiento de las bacterias fijadas en una superficie. Cada microorganismo son activos
actores en su desarrollo de la caries, asi también cuando esta tiene una progresion, estos
microorganismos metabolizan los carbohidratos (azticares) de la placa dental en altas
concentraciones de acido lactico, bajando por consecuencia el pH local, provocando la

desmineralizacion al tejido duro del diente (12).

d) Tiempo: Este es considerado factor, ya que en varios estudios se han demostrado que
al estar el biofilm en contacto con el diente, tiene mayor probabilidad de que madure
desestabilizando el equilibrio del pH y por consecuencia el medio lo acidifica y se

produce la desmineralizacion del esmalte (12).

Finalmente se debe desorganizar el biofilm en su menor tiempo posible, ya que no se
puede con sus fuerzas fisiologicas y es necesario usar las fuerzas mecénicas y en

bastantes ocasiones se deja un tiempo extenso en la boca dicho componente (12).

3.2.1. Microbiologia en la caries
En la cavidad bucal el microbiota es muy importante, ya sé por qué brinda una proteccion en la
invasion y posterior colonizacion de bacterias extrinsecas, estas pueden también intervenir en

la salud, generando los factores de riesgo para que este pueda afectar la salud sistémica (13).
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La gingivitis, periodontitis y la caries son las enfermedades méas comunes de la cavidad bucal
y estas son consecuencia por microorganismos que se encuentran en forma de biofilm; por lo

que esta se adhiere a las superficies que le ayudara a que no se desprenda (13).

El desequilibrio del ecosistema de la cavidad bucal, se da por una sobrecarga o inmunologia

débil del individuo y eso compromete en la salud sistematica y local (13).

Sobre lo antes dicho sirve para la prevencion de la caries y va en erradicar de una manera
mecanica el biofilm de las piezas dentarias, aparatos ortodonticos y protésicos mediante un
correcto cepillado con una técnica correcta, disminuyendo la posibilidad de contraer dichas

enfermedades ya mencionadas (13).

La ubicacion de la microbiota oral comprende una parte de la microbiota humana general y
estas son: Paladar, lengua, saliva, mejillas y dientes; también la gran variedad de
microorganismos orales aiin no llega. A estudiarlos de manera suficiente. Esta estima que la
lengua llega albergar la mayor parte de toda la carga microbiana de la cavidad bucal y soporta
la mayor parte de su densidad bacteriana, asi como una microbiota es mas diversa que las otras
superficies mucosas; se dice que el 30% es de la poblacion bacteriana detectable mediante los

estudios moleculares se encontraron unicamente en la lengua (13).

La superficie dental, especificamente las zonas internas cercanas a la pulpa podemos encontrar
microorganismos facultativos, es decir se pueden desarrollar independientemente si existe
oxigeno o llega a carecer de ¢l. El Streptococcus es el que se considera mas en la literatura
como la familia mas predominante y es el causante de la enfermedad de la caries y afectacion

pulpar (13).

También se encuentran cerca a la encia, en esta existe varias mezclas de especies facultativas
que van a llegar a ocasionar las enfermedades gingivales por inflamacion llamada “Gingivitis”;
esta llega a provocar que todo el biofilm que llegara a permanecer en el tiempo llega a dafiar el
surco gingival y provoca la “periodontitis”, asi mismo es importante saber que las especies

anaerobias son las que predominan el contenido del biofilm (13).

Al hablar de las prétesis dentales, aparatos de ortodoncia, restauraciones y cualquier material
artificial que se lleguen a encontrar en la cavidad bucal, que compense alguna perdida de las
piezas naturales en boca, es importantes saber que alberga especies muy similares a las
supragingivales; sin embargo, los aparatos protésicos pueden llegar a hospedar Candida spp y

puede provocar una estomatitis (13).
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3.3. Formacion del biofilm:
Este es proceso continuo hasta lograr su grado de estabilidad, entonces este al necesitar el
equilibrio se llega a deducir que necesita el ambiente estable para que los microorganismos
puedan llegar a colonizar en el huésped, es por esa razéon que la saliva no se puede producir
sucesion. Cuando las bacterias salivales llegan a invadir a las células de la mucosa, a pesar de
que en las literaturas esta que en los tejidos blandos son propensos a las colonizaciones
bacterianas en un 80% no se manifiesta ninguna patologia ya sea por una caracteristica
importante que es cuando las células del tejido de la mucosa se descaman y se degluten de
forma similar a la saliva, por esto se concluye que en las superficies mucosas solo llegan a
existir una capa no patogénica, por otro lado los tejidos duros van a quedar cubiertos por una
gran pelicula asociada a la colonizacién bacteriana, posteriormente a esta fase constantemente

la microbiota de la pelicula dia a dia va a cambiar, y este proceso le denominan sucesion (14).

En los 7 dias se llega a desarrollar y llega hasta formarse una “Flora primaria inmediata “qué
se llegard dominar por el Streptococcus en donde se forma una comunidad anaerébia de los
bacilos gramnegativos. Gracias a diferentes localizaciones, asi como los diversos factores
exogenos que influyen, se llega a desarrollar placa de un diferente espesor y su composicion
bacteriana, principalmente no solo a escala macroscopica, sino que también a un nivel
microecologico, esta tiene relacion con el O2 — tension, pH local, estructura de la matriz y la

disponibilidad de las sustancias nutritivas (14).

A consecuencia de todo esto se desarrollan afecciones en la cavidad oral.

3.3.1. Fases de desarrollo de Biofilm

e Fijacion inicial (Adhesion)

Aqui los diversos gérmenes independientes, que son denominados células planctonicas,
quedan sobre una superficie y comienzan a agruparse entre ellos.

Esta fase es reversible si aplicamos limpieza y desinfeccion eficientes (15).
e Fijacion irreversible (Colonizacion)

Cuando las células que encontramos en la primera Fase llegan a quedar totalmente
unidas y se llegan a proteger mediante una pelicula de polisacaridos que les ayuda a

proporcionar seguridad y alimento.
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En esta fase, las células de la primera capa se llegan a sacrificar para poder dejar que se

lleguen acumular en nuevas células planctonicas (4).
e Maduracion I (Formacion)

En esta fase la multiplicacion bacteriana permite que toda la comunidad de las células
crezca protegida bajo la pelicula que las recubre, en pocas palabras las células

microbianas empiezan a formar la matriz extracelular, dando lugar a un biofilm maduro

).
e Maduracion II (Crecimiento)

Con ayuda del crecimiento de la comunidad, también aparecen las zonas especiales
creadas para la supervivencia de los gérmenes. Este es el caso de los canales de H20
que fomentan alin mas ese crecimiento. Dicha explicacion llega a que se forman
intersticios y canales en el interior de la matriz del biofilm, que serviran para poder

transportar el agua y los nutrientes (4).
e Dispersion

En esta fase la pelicula que protegia se llega a romper de forma natural por el
agotamiento de alimento o por alguna necesidad de colonizar lugares nuevos (Se retro
alimenta el proceso). Otra forma es que también puede eliminarse de una forma
intencionada mediante una friccion en la limpieza o el uso de quimicos especificados

para ello (4).

3.4. Candida Albicans
Nombrada por Robin en Berkhout en el afo 1923. Aparece primero como comensal en las

membranas mucosas del tracto digestivo (cavidad oral) de los humanos y los animales.

La morfologia microscopica es ovalada, miden aproximadamente de 3 a 6 um. Es considerada
como el agente causal de todos los tipos de candidiasis. Por la parte laboratorial su medio de
crecimiento es “Agar Saboraud”, aqui le permite crecer y llegar a formas sus colonias para que

puedan ser apreciadas en el microscopio (16).

La C. albicans es la micosis que es causada por distintas especies de las levaduras que son

oportunistas, pertenecen a la familia sacaromicetos, se considera un microorganismo local
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residente del cuerpo humano, pero es oportunista ya que no dudara en tener un sobrecrecimiento

y causara una patologia (16).

C. albicans llega al humano sin tener ninguna complicacion y esto depende mucho del sistema
inmunologico del huésped, por eso cuando un sistema inmunologico es sano llega a mantener
controlado los hongos, por otro lado, si este llega a ser afectado del tal manera que se reproducen
y causan infecciones en distintas para del cuerpo humano y de varias formas. Principalmente la

cavidad bucal posee tener lugares para su colonizacion por esta especie (16).

3.4.1. Factores de virulencia C. albicans

En C. albicans su virulencia implica en reconocimiento del hospedador, el vinculo del

organismo a las células del hospedero (17).

En los factores de virulencia del patégeno oportunista se encuentran su habilidad para quedarse
como comensal, la adherencia a las células del hospedero, la secrecion de encimas degradativas
y el cambio que tienen en su morfologia. Los factores juegan un papel muy importante en su

infeccion del C. albicans (17).
La infeccion puede subdividirse en sus 4 etapas:

Colonizacion: En esta etapa interviene la adhesion epitelial y su adquisicion de nutrientes por
medio de la accion de adhesinas, enzimas hidroliticas, formacion de las hifas y su cambio de

fenotipo (17).

Infeccion superficial: Esta etapa es muy importante porque se da la infiltracion epitelial por
medio de degradacion de proteinas del hospedador, por enzimas hidroliticas y su formacion de

hifas (17).

Infeccion profunda: En esta etapa participa la infiltracion tisular, la invasion vascular, como
también la evasion inmune por medio de sus enzimas hidroliticas y en la formacion de sus hifas

(17).

Infeccion diseminada: La C. albicans llega a realizar esta etapa de infeccion a través de la
adherencia que tiene al endotelio, infeccion de tejidos del hospedero, su activacion del sistema
de coagulacion por su intervencion de las adhesinas, enzimas hidroliticas, su formacion de hifas

y su cambio de fenotipo (17).
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Adherencia

La colonizacién de factores epiteliales, endoteliales, solubles, matriz extracelular y materiales
inertes en el cuerpo del huésped es esencial para iniciar y mantener la relacion comensal. La
hidrofobicidad es uno de los dos mecanismos involucrados: las uniones fisicoquimicas que
acercan el patogeno a la superficie del huésped y los mecanismos particulares que implican

receptores y adhesinas en el sustrato (17).

El hongo tiene hidrofobicidad gracias a la capa externa fibrilar formada por cuatro componentes
protéicos del tubo germinal; estos funcionan como receptores de proteinas del hospedero, como
el complemento, laminina y fibrindgeno. La presencia de la proteina Cshlp, que fomenta la
formacion de biopeliculas y ayuda a C. albicans a adherirse a las proteinas de la matriz

extracelular y al pléstico, es otra razon de la hidrofobicidad (17).

Las adhesinas son biomoléculas que, segin sus ligandos, fomentan la unién de las células
huésped. Las adhesinas como Alalp, Alslp, Hwplp, Cshl, Ywpl, Pral y Saps son
fundamentales para la colonizacion y la induccién de enfermedades, y las proteinas como

Ecm33 y Utr2 pueden facilitar su funcionamiento adecuado (17).

Los lipidos, los polisacaridos y las glicoproteinas presentes en la superficie de las células y en
sus estructuras, como las fimbrias, son otras moléculas que fomentan la penetracion y la
adhesion de C. albicans. Ocho proteinas de la superficie celular vinculadas a
glicosilfosfatidilinositol (GPI), que facilitan la unién a multiples superficies del huésped, son

codificadas por genes de secuencia similar a aglutinina (ALS) (17).

La manoproteina Hwpl se expresa en la superficie de la hifa; mediante la mimetrizacion de

proteinas ricas en prolina, facilita su adhesion a las células epiteliales orales (17).

Las 12 proteinas de la familia trIff4 ayudan a las células epiteliales orales a adherirse y se

expresan en la superficie celular (17).
Enzimas degradativas secretadas

C. albicans tiene dos familias principales de enzimas degradativas, aspartil proteinasas (SAP)
y fosfolipasas (PL). Estas enzimas pueden incorporarse a la pared celular o secretarse, lo que
permite que C. albicans se una a proteinas del huésped como coldgeno, laminina, fibronectina,
mucina, lactoferrina e inmunoglobulinas. Pueden invadir células epiteliales, nutrirse y evadir la
respuesta inmune. La Agglutinin-Like Sequence (AIS) 1, 2 y 3 son secretadas por las levaduras

y contribuyen al dafio tisular y a la invasion de la boca y la epidermis. Las AIS 4, 5y 6,
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producidas por las hifas, son importantes para la infeccion sistémica. Las AIS 9 y 10 estan
conectadas a la pared fecal mediante una union GPI. Las fosfolipasas, codificadas como PLA,

PLB, PLC y PLD, son esenciales para la virulencia y la invasion (17).
Cambio de morfologia

La forma de la levadura de C. albicans puede variar, desde rojiza u ovoide (blastoconidia) a
filamentosa y alargada (hifa y pseudohifa), lo que aumenta la virulencia, la defensa inmunitaria
y la respuesta proinflamatoria. Los sistemas de deteccion de quérum y la induccioén de genes
HIFA especificos (HSG) estimulan los hifas, que crecen a 37°C, pH 7 y una concentracion de
CO2 del 5,5%. Las temperaturas mas bajas, el pH mas alto, la ausencia de azufre y las altas

concentraciones de glucosa son algunos de los estimulos para el crecimiento unicelular (17).

Mientras que la hifa es responsable de la invasion celular, la forma de levadura es util para
facilitar la diseminacion del gusano en el torrente sanguineo al adherirse significativamente a
las células endoteliales. La expresion de proteinas similares en la superficie de la célula
huésped, la penetracion activa entre las células epiteliales debido a las actividades HIFA y los
altos niveles de SODS5, que codifica un superoxido dismutasa extracelular que neutraliza la
oxidacioén, son algunos de los muchos factores que contribuyen a este evento. producir lisis en
el ambiente de monocitos, macrofagos y neutrofilos. Las vias de sefalizacion selectiva inducen
morfologia traduciendo las sefales ambientales. La formacion de hifas y la induccion
simultanea de adhesinas asociadas son estimuladas por el contacto con superficies abiodticas o
células huésped. Los genes Nrg-1 -Rogl- Tupl y Rbfl producen dos vias que impiden la
transicion entre la levadura y el filamento. El cambio morfoldgico también depende de la
densidad celular; la aparicion de hifas se produce cuando la densidad celular es baja. Los
iniciadores y controladores de la cascada de eventos para la morfologia siguen siendo objeto de

investigacion (17).
Biopeliculas

Las biopeliculas de C. albicans son formadas por levaduras e hifas embebidas en una matriz
extracelular producida por si mismas. Esto dificulta el tratamiento de pacientes con infecciones
sistémicas debido a su alta resistencia a la respuesta inmunitaria, a los medicamentos
antifingicos y a la falla en artefactos médicos como catéteres y valvulas cardiacas que sirven
al hongo como superficie de adhesion. El factor de transcripcion Berlp controla la formacion
de la biopelicula. La adhesina Hwp1, una de las adhesinas especificas de hifa, también participa

en la formacion de biopelicula (17).
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La formacion de las levaduras requiere la utilizacion de adhesinas para unirse a la superficie
del latex, silicona o plastico. Estos adhesivos, como Eapl, comienzan a formar tubos
germinales, se adhieren firmemente a las células endoteliales y finalmente producen hifas que
maduran en una matriz extracelular debido a la interaccién entre Alsl y 3 con Hwpl. La
produccion de farnesol permite que las levaduras recién formadas se liberen de la biopelicula y

se propaguen y colonicen nuevas areas (17).
Quorum sensing (QS)

Se trata del factor de virulencia que precede al cambio de morfologia y la produccion de Saps.
Es un fendmeno que permite que las células se comuniquen con el entorno quimico y fisico de
su entorno. El C. albicans puede interactuar entre si en sistemas regulados por QS, lo que lo

hace cooperar (17).

El farnesol, la sustancia autorreguladora morfogenética (MARS, por sus siglas en inglés), y el
triptofol, que impiden la filamentacién, y el tirosol, que la promueve, son algunos de los
compuestos que se consideran moléculas de QS de C. albicans. Farnesol es una molécula
lipofilica que se encuentra en las membranas de los hospederos, lo que altera su fluidez y
permite que este patogeno ingrese. Ademads, afecta negativamente la respuesta inmunitaria
celular Th1 del hospedero y fomenta la Th2, lo que hace que la defensa contra este hongo sea
menos efectiva. El farnesol es un agente fungistatico potencial y previene la transicion de la

levadura a la hifa (17).
Modulacion de la respuesta inmune

C. albicans tiene la capacidad de alterar la respuesta inmunitaria. C3b y C albicans interactiian.
Las proteinas de Candida tienen caracteristicas antigénicas y funcionales similares a los
receptores de complemento 3 y 4. Las integrinas son similares a estos receptores CR3 y CR4.
Por lo tanto, Candida puede evitar la fagocitosis porque tiene receptor para estos componentes

del complemento (17).

Ademas, la expresion de defensinas en las uiias puede verse alterada por Candida. C. albicans

también provoca la inmunosupresion liberando IL-10 media (17).
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Otros factores de virulencia

Las células de Candida estan expuestas a especies reactivas de oxigeno producidas por el
sistema inmunoldgico del hospedero durante la infeccion. Este patdogeno tiene factores de
virulencia que lo ayudan a contrarrestar estos mecanismos, como catalasa, superoxido
dismutasa y proteinas de choque térmico. Las ultimas se encuentran en la superficie celular y
su expresion esta controlada por el factor de transcripcion Hsfl; se cree que desempefian un

papel en el cambio de forma de la levadura a hifa (17).

Para colonizar y expandirse dentro del hospedero, C albicans necesita hierro, que obtiene a
través de la lisis de eritrocitos por una manoproteina en su superficie celular. Una enzima de
sefializacion regulada por calcio llamada calcineurina es esencial para su supervivencia.
Ademas, genera particulas de melanina in vitro. Se sabe que la melanina protege contra las
enzimas hidroliticas, los antifungicos, los péptidos antimicrobianos, la radiacion ultravioleta y

la temperatura (17).
Dermatofitos

Con una prevalencia del 20% en todo el mundo, son la causa mas frecuente de infecciones
fungicas. Los hongos queratinofilicos filamentosos de la clase Euascomycetos se clasifican en
tres géneros segun su hébitat: los antropofilicos infectan a los humanos, los zoofilicos infectan
a los animales y los geofilicos infectan materiales queratinaceos. Los dos primeros son parasitos
obligados porque infectan el estrato corneo. La infeccion por dermatofitos es causada
principalmente por Trichophyton rubrum y Trichophyton tonsurans, que son antropofilicos.
Microsporum gypseum es geofilico, mientras que Trichophyton mentagrophytes y

Microsporum canis son zoofilicos (17).

La inmunidad celular es responsable de regular la respuesta inflamatoria frente a la infeccion
por estos patogenos, ya que los antigenos fungicos activan las células T supresoras y ayudadoras

del hospedero (17).

Los dermatofitos tienen muchas caracteristicas virulentas que hacen que se infecten. Esta tiene
tres fases: adhesion, invasion y crecimiento. Primero, los dermatofitos logran la adhesion a
través de las glicoproteinas que contienen manan en su pared celular. Después de la adhesion,
ocurre la germinacion dos a tres horas después. Esto sigue a la penetracion de las hifas para
evitar que el epitelio las descame. Una vez que los dermatofitos se han instalado, necesitan

encontrar nutrientes para crecer a través de enzimas como permeasas y enzimas de la pared
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celular, asi como otras enzimas hidroliticas como nucleasas, lipasas, proteasas no especificas y

queratinasas (17).

Dado que el efecto fungistatico del suero es probablemente uno de los factores que previenen
la penetracion e infeccion mas profunda, los dermatofitos generalmente solo invaden las capas

"muertas" del tejido queratinizado (17).

Cuando el hongo permanece en contacto con la piel y las unas durante varias horas o incluso
dias, el hongo puede crecer e invadir las capas de queratina de las ufias. Otros factores del
hospedero también pueden afectar el proceso infeccioso. Los espacios interdigitales donde se
encuentran factores como el sudor, la maceracion y el pH alcalino son ideales para el desarrollo
de enfermedades fungicas. En la ingle, hay condiciones locales como humedad, temperatura y
nutrientes para el crecimiento de dermatofitos que favorecen la infeccion. Se cree que seis

conidios son la dosis infecciosa para piel sin pelo (17).
Algunos de los factores patogénicos de los dermatofitos se describen a continuacion.
Adherencia

Se sabe que el contacto inicial entre las adhesinas de las artroconidias del hongo (elemento
infeccioso) y la manosa y galactosa del estrato cérneo del hospedero es un prerrequisito para la
infeccion, aunque muchos de los mecanismos por los cuales los dermatofitos interactuan con
las células epiteliales atin no han sido dilucidados. El tiempo de contacto aumenta la adherencia.
Las artroconidias de T. mentagrophytes producen largas fibrillas en la superficie del estrato

corneo in vitro (17).

Aunque la germinacion ocurre después de cuatro horas, Trichophyton mentagrophytes necesita
seis horas para adherirse firmemente. Los dermatofitos se adhieren a los carbohidratos que se
encuentran en la superficie de la piel. Los dermatofitos liberan enzimas y proteasas después de
que se han unido al tejido queratinizado para obtener nutrientes, digerir la queratina y acceder

al epitelio e inmunomodular (17).
Enzimas proteoliticas

Una variedad de enzimas proteoliticas es producida por los dermatofitos, incluidas las Endo y
exoproteasas. La secrecion de estas enzimas estd regulada por la activacion génica de un factor
de transcripcion de la familia GATA. El primer grupo incluye subtisilinas (Subs 3,4) y

metaloproteasas (Meps 3,4), mientras que el segundo grupo incluye aminopeptidasas de leucina

(Laps) (17).
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Aunque no se conoce el mecanismo exacto por el cual las proteasas fiingicas secretadas ayudan
a la adherencia, se sugiere que pueden actuar como adhesivos en las células del hospedero o del
hongo. Las lipasas, ceramidasas y nucleasas son otras enzimas que no han sido suficientemente

descritas (17).

Debido a que Trichophyton rubrum es el patdogeno mas frecuente que causa dermatofitosis en
humanos, la maquinaria enzimdtica ha sido mejor caracterizada en ¢él. La virulencia de
Tricchophyton mentagrophytes fue atribuida a la tioredoxina, que es util para la defensa contra

el estrés oxidativo (17).
Invasion

Los tubos germinales surgen de las artroconidias, lo que conduce a la aparicion de hifas que
atacan areas queratinizadas como la piel, el cabello y las ufias a una velocidad superior al
recambio epidérmico, gracias a la accion queratolitica de las proteasas que descomponen
grandes péptidos en aminodcidos. Las hifas suelen adherirse a los agujeros y grietas de las

superficies (17).

La sulfitdlisis es el proceso por el cual los dermatofitos tienen una bomba de sulfito codificada
por el gene SSU1. Este proceso disocia los enlaces disulfuro de la queratina y libera cisteina y
S-sulfacisteina, lo que facilita la digestion por otras endo y exopeptidasas. La queratina dura y
dificil de degradar se debe a los puentes disulfuro; el sulfito secretado por los dermatofitos
reduce estos puentes y los disocia directamente. Luego, las endo y exoproteasas proporcionan
alimentos a estos patogenos. Ademas, durante el proceso de invasion, producen y secretan

proteasas en respuesta a componentes de la matriz extracelular como queratina y elastina (17).
Modulacion de la respuesta inmune

La capacidad de controlar la respuesta inmunitaria del hospedero es otro factor de virulencia.
Una manera de evitar el desarrollo de una respuesta celular marcada es localizarse en el estrato

coérneo (17).

Tricchophyton mentagrophytes aumenta la produccion de ILS8 y factor de necrosis tumoral alfa

in vitro, lo que explica la respuesta inflamatoria aguda que provoca este dermatofito.

Sin embargo, Tricchophyton rubrum puede afectar la defensa inmune del hospedero de varias
maneras. Parece que el manano de la pared celular participa en la inmunosupresion al detener
la reaccion linfoproliferativa de los monocitos a diversos antigenos fingicos. Los macrofagos

que fagocitan sus conidias producen IL.10, que tiene propiedades antiinflamatorias. Por lo tanto,
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puede inhibir la expresion de receptores similares a Toll en la superficie de los queratinocitos,
lo que reduce la respuesta celular Thl. Por lo tanto, la infeccion causada por este patdgeno es

persistente (17).

En el futuro, se deben desarrollar estrategias para desarrollar una vacuna segura y efectiva
contra los dermatofitos mediante el estudio y la mejor caracterizacion de los factores de

virulencia y la relacion dermatofito hospedero (17).
Otros factores que influyen en la virulencia

Las hemaglutininas, la xantomegnina (una toxina), el manano (que actia como
inmunosupresor) y la termotolerancia son algunos de los factores potencialmente patogénicos
de los dermatofitos. Ademas, utilizan la transferrina para competir con la flora microbiana. Las
hemolisinas producidas por las especies Trichophyton pueden ser cruciales para equilibrar la
inmunidad celular del hospedero y la capacidad del hongo para reducir la respuesta inmunitaria.
Las artroconidias son un tipo de hongo resistente que puede sobrevivir afios en el ambiente y
tolera temperaturas extremas, especialmente si se encuentran entre escamas de piel o restos de

cabello (17).

3.4.2. Formacion de la caries por C. albicans

Hay distintas caracteristicas del microorganismo que esta relacionado con la cariogénicidad;
Primeramente, la membrana plasmatica llega a generar el ATPasa, que este bombea
activamente los protones hacia fuera de la célula, esto provoca extraordinariamente una alta
tolerancia a dichos 4cidos y llegara a permitir una veloz acidificacion extracelular; A parte C.
albicans comienza a expulsar acidos organicos, el mas relevante es el piravico (pKa =2,39) y
el &cido acético (pKa =4,75), incluso este es mas potente que el acido lactico (pKa = 3,86) llega

aminorar el pH desde un ambiente ya que es intenso en su acidificacion (18).

En varios estudios investigativos se resalta la velocidad de formacion de acido a partir de la
glucosa por C. albicans y los lactobacilos de la cavidad bucal en condiciones de un pH estable

llegaron a dar como resultado una acidogenicidad parecida de ambos microorganismos (18).

Parte importante de C. albicans se adhiere muy bien a la hidroxiapatita recubierta de la saliva
y este tiene una uniodn al coldgeno nativo o desnaturalizado. También demostrado que la aspartil
proteasa secretada por los hongos son capaces de degrada el colageno dentinario en las

condiciones acidas (18).
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Las caracteristicas que estan descritas anteriormente muestran que C. albicans es un impetuoso
patogeno de caries, su gran importancia a menudo lo han negado ya que las unidades de los
hongos formadoras de colonias son generalmente presentadas por un bajo porcentaje del
microbiota total. Ademads de eso la biomasa de C. albicans es méas desmesurado que los de

bacterias como el grande Streptococcus (18).

3.4.3. Caracteristicas de C. albicans:
e Calor
e Demasiada Humedad
e Ambientes cerrados

e Mayor riesgo en personas con bajas defensas
3.4.4. Forma y Biopatologia:

Es un hongo de dos formas, la primera es en forma de hifas la cual es invasiva ya que
sobrecrecid en los organos, tiene forma de captus o elongada, sin embargo, tiene otra
morfologia que seria la segunda que son las levaduras, estas son de forma ovaladas redondeadas

y son muy moviles (19).

Se considera también a las Pseudohifas que vendria a ser la tercera morfologia que es una

combinacion de hifas y levaduras, los cuales remedan a los palillos de un tambor (20).

El factor tiempo siempre es importante, cuando se le permite de crecer de mas, las
manifestaciones se pueden ver de 3 a 30 dias de incubacion (21). Muy importante saber que la
C. albicans cuando crecen en exceso sus factores de virulencia que son: adhesinas, proteinasas
y fosfolipasas, dafiando la capa escamosa madura y esto provoca lesiones algodonosas o
algunos le dicen queso cottage y al ser raspadas queda una superficie enrojecida, se les

denomina lesiones pseudomembranosas (21).
3.4.5. Factores predisponentes

e Tabaco

e Diabetes o prediabetes

e (Cancer

e Desnutricion

e Obesidad

e Exceso en uso de antibidtico

e Corticoterapia (actiia como un inmunosupresor)
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e Lactantes

e Linfomas

e Leucemias

e Patologia renal

e Patologia hepatica

e Patologias o medicamentos debilitantes del sistema inmune

e Inmunosupresion (hereditaria: gammaglobulina, adquirida: inmunosupresores en

trasplantes, terapia antineopldsica y SIDA)
3.4.6. Lugares de ataque del Candida albicans

e Cavidad Bucal

e Vias respiratorio (es6fago, Pliegues cutaneos)
e Piel de bebes

e Cavidad Vaginal

3.5. Antecedentes Investigativos

3.5.1. Antecedentes internacionales:

“Caries dental en ratas asociada a Candida albicans”

Autores: Klinke T, Guggenheim B, Klimm W, Thurnheer T.

Resumen:

Ademas de la colonizacion oportunista ocasional de la mucosa oral, Candida albicans se
encuentra frecuentemente en la dentina cariada. Se investigd el potencial de la levadura para
inducir caries dental como consecuencia de su marcada capacidad para producir y tolerar
acidos. Ochenta ratas Osborne-Mendel con caries activa se criaron con una dieta suplementada
con ampicilina y se expusieron a Candida albicans y/o Streptococcus mutans, excepto los
controles. Durante el periodo de prueba de 28 dias, a los animales se les ofrecio la dieta
cariogénica modificada 2000a, que contenia un 40% de diversos azlcares. Posteriormente, se
puntuaron los molares superiores segun la extension de la placa. Después de la diseccion, se
evalud la superficie lisa y la caries de fisuras de los molares mandibulares. Los animales de
prueba expuestos a Candida albicans mostraron lesiones de fisuras considerablemente mas

avanzadas (p <0,001) que los controles no expuestos. Si bien S. mutans arrojé resultados
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similares, una asociacion combinada de Candida albicans y S. mutans no tuvo ningun efecto
sobre la incidencia de caries oclusal. La sustitucion de la sacarosa de la dieta por glucosa no
modificé la induccion de caries por Candida albicans. Sin embargo, los animales alimentados
con una dieta que contenia un 20% de ambos azlcares no mostraron diferencias con los
controles no infectados. La levadura no generé caries de superficie lisa. Este estudio
proporciona evidencia experimental de que Candida albicans es capaz de causar caries oclusal

en ratas en un indice elevado (20).

“Candida y caries dental en nifios, adolescentes y adultos: una revision sistematica y

metaanalisis”

Autores: Eidt Gustavo, Waltermann EDM, Hilgert JB, Arthur RA.

Resumen:

Objetivo: Esta revision sistematica y metaanalisis tuvo como objetivo investigar si la presencia
de hongos del género Candida en la cavidad bucal est4 asociada con caries dental en nifios y
adolescentes (de 6 a 18 afios) o en adultos (mayores de 18 anos).

Disefio: Se realizd6 busqueda electronica en las bases de datos MEDLINE, EMBASE vy
LILACS. Estudios que evaluaron la presencia de Candida spp. y se incluyeron caries dentales
en esos individuos. Dos investigadores independientes realizaron la extraccion de datos y la
evaluacion de la calidad de la evidencia. La razén de prevalencia (RP) se calculd considerando
el intervalo de confianza (IC) del 95 %. El metanalisis se realizo utilizando el modelo de efectos
aleatorios de Mantel-Haenszel.

Resultados: Treinta de 123 publicaciones seleccionadas para lectura completa se incluyeron
en la revision sistematica. Prevalencia de Candida spp. en la cavidad bucal oscilé entre el 7,7
% y el 78 %. Prevalencia de caries dental en individuos que albergan Candida spp. oscild entre
27,2% y 100% y fue mayor que en individuos que no albergan Candida spp. (RP = 1,72 [1,46-
2,02]). La prevalencia de caries dental fue 2,3 veces mayor en individuos que albergaban
Candida spp. en mucosas. Ademas, la prevalencia de caries dental fue 80 % y 48 % mayor en
nifios/adolescentes y adultos con Candida spp., respectivamente (IC 95 % [1,44-2,25] y [1,20-
1,83]). La calidad de la evidencia de la mayoria de los estudios (n =21) se califico como regular.
Conclusiones: Estos resultados sugieren que, independientemente de la edad o el sitio de
muestra, los individuos con presencia de Candida spp. tienen una mayor prevalencia de caries

dental en comparacion con individuos sin estos microorganismos en la cavidad bucal (30).
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“Potencial desmineralizante del biofilm dental adicionado con Candida albicans y

Candida parapsilosis aislados de nifios preescolares con y sin caries”

Autores: Caroline de Abreu Brandi T, Portela MB, Lima PM, Castro GFBA, Maia LC,

Fonseca-Gongalves A.

Resumen:

Este estudio tuvo como objetivo investigar el potencial desmineralizante de la biopelicula
dental agregada de Candida albicans (CA) y Candida parapsilosis (CP), aisladas de nifios
preescolares con y sin caries. Se fijaron bloques de esmalte bovino (n = 48), con dureza inicial
= 341,50 + 21,83 kg/mm 2 en placas de 24 pocillos que contenian medio de cultivo. Un pool
de saliva infantil (PHS) fue el in6culo para la formacién de biopeliculas en presencia o ausencia
de CA o CP aislados de acuerdo con cada grupo (G n = 8): G1 - PHS; G2 - PHS + CA aislado
de nifios con caries; G3 - PHS + CP aislado de ninos con caries; G4 - PHS + CA aislado de
nifios sin caries; G5 - PHS + CP aislado de nifios sin caries; y G6 - control en blanco. Las placas
se incubaron a 37 °C durante 5 dias, con cambios diarios de medio de cultivo. Se calculd el
porcentaje de pérdida de microdureza (MHL%) de los bloques, teniendo en cuenta los valores
de dureza antes y después del experimento. La biopelicula dental se volviéo mas cariogénica,
independientemente de las especies de Candida aisladas. El mayor % MHL se observo en G4
(85,90 + 8,72%) y G5 (86,13 £ 6,74%) en comparaciéon con los demas (p < 0,001): G1 (34,30
+ 14,30%) < G2 (59,40 + 10,56%) y G3 (65,80 + 6,36%) < G6 (13,68 + 4,86%) (p < 0,001).
Los aislados de C. albicans y C. parapsilosis indujeron la desmineralizacion del esmalte dental

31).

3.5.2. Antecedentes nacionales:

No se han encontrado antecedentes nacionales.

3.5.3. Antecedentes locales:
Capacidad cariogénica de la Candida albicans: Estudio in vitro, Arequipa 2024.

Autores: Paniagua Caira D.

Resumen: La Candida albicans es uno de los microorganismos que hospedan la cavidad bucal

en la mayoria de los individuos sanos e inmunocomprometidos colonizando sitios mucosos y
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también han sido aislados con alta frecuencia en lesiones de caries en nifios; muy pocos estudios
enfocan el papel que desempefia la Candida albicans en la patogenicidad del biofilm debido a
que la mayoria de los estudios mencionan que la Céndida albicans solo es responsable de
potenciar la cariogénicidad del Streptococcus Mutans. El presente trabajo de investigacion tiene
como objetivo evaluar la capacidad cariogénica de la Candida albicans en un estudio in vitro.
La investigacion se realizé en 12 discos de piezas de bovino de 1cm de diametro, divididos en
4 grupos, 3 subgrupos y también la cepa del microorganismo de Candida albicans; cada grupo
esta conformado por 3 discos. Los discos fueron colocados en una placa de tejidos de 6 pocillos
en grupos de 3, previamente el microorganismo Candida albicans fue incubado y reactivado en
Agar Sabouraud. En una placa Petri se colocd 80 uL del microorganismo sobre nueve de los
discos (Escala 0.5 MacFarland) y se dejé 60 minutos a 37° en la estufa. Después de eso, se
trasladé a una placa de cultivo de 6 pocillos dividiéndolos en los grupos correspondientes y
afiadiendo al control negativo que no fue inoculado, los grupos fueron divididos por dias de
control, retirando 2 discos de cada grupo y utilizando el indicador de caries Sable Seek
realizando la tincion para su posterior vista microscopica; 1 disco de cada grupo es sometido a
microscopia electronica de barrido. Finalmente, los datos se procesaron utilizando ANOVA
bidireccional con la prueba post hoc de Tukey y el valor de P<0.001 se considerd
estadisticamente significativo. Los datos mostraron que Candida albicans es capaz de
desarrollar caries sin la presencia de ningin microorganismo cariogénico; las diferencias
significativamente mayores se evidencian entre los dias 7-14 en donde se observa un aumento
de area revelada en un 35% interpretando como pico a los primeros 14 dias y posterior a ellos
se observan cambios, pero no con tanta magnitud. Podemos concluir que la Candida albicans
posee capacidad cariogénica, desmineralizando al esmalte dental, por lo tanto, no es solo un
patdgeno que afecta inicamente a la mucosa de la cavidad bucal, sino que también afecta a los
tejidos duros del diente. La importancia clinica que presenta esta investigacion revela la
importancia de un nuevo enfoque en los tratamientos que en la actualidad se tienen para
combatir a la enfermedad de caries; esto debido a que la Candida albicans es un patégeno con
la capacidad de provocar caries dental y debe ser incluido en uno de los agentes causales de la

caries. (22).

4. HIPOTESIS
Dado que la literatura reconoce la participacion de la C. albicans en la enfermedad de la caries
dental y que algunos estudios sugieren su capacidad cariogénica, es probable que haya

proteinas que expliquen la desmineralizacion del diente.
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CAPITULO I
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION

1.1. Técnicas
En la presente investigacion se recolectara muestra del sobrenadante de la C. albicans en diente
alos 1, 7y 14 dia. Se empleard la técnica observacional y medicion usando el instrumento de
electroforesis bidimensional (2-DE o 2D-PAGE) y el anélisis de homologia secuencial de

proteinas por espectrometria de masas.

CUADRO DE TECNICAS E INSTRUMENTOS

VARIABLES TECNICA INSTRUMENTO
1. Electroforesis
Nivel de expresion protedmico en el bidimensional (2-DE
sobrenadante de C. albicans en diente alos 1 | Observacion y 0 2D-PAGE)
(control), 7 y 14 dias. Medicion 2. Analisis de secuencia

por espectrometria de
masas (ESI-QTOF).

1.1.1. Electroforesis bidimensional (2-DE/2D-PAGE)

El gel de electroforesis bidimensional (2-DE o 2D-PAGE) es una técnica primaria que se utiliza
en protedmica (8). Se logra la separacion de la mezcla compleja de muestras usando 2 diferentes
propiedades de la proteina. En la primera dimension, también llamada “isoelectric focusing”
(IEF), las proteinas son separadas por el valor de puntos isoeléctricos (pl) y en la segunda
dimension consiste en SDS- PAGE, donde las proteinas son separadas por el peso molecular

relativo (9).

1.1.2. Estudios de homologia secuencia “de novo” por Espectrometria de masas en

tandem.

La espectrometria de masas en tdindem ESI-CID-MS/MS se realizé utilizando un espectrometro
de masas hibrido de tiempo de vuelo de cuadrupolo (Q-TOF, Micromass Manchester, Reino
Unido), equipado con una fuente de nanopulverizacion que funciona en modo de ionizacion
positiva. Las condiciones de ionizacion fueron: voltaje capilar de 2,3 kV, voltaje de cono y lente
RF1 de 30 y 100 V, respectivamente, y una energia de colision de 10 eV. La temperatura de la
fuente fue de 70 oC y el cono de gas fue N2 a un caudal de 80 1/h; no se utilizé gas nebulizador
para obtener el spray. Se utilizd gas argon para la fragmentacion de iones. La calibracion

externa se realizé con yoduro de sodio en un rango de masas de 50 a 3000 m/z. Todos los
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N,

espectros se adquirieron con el analizador TOF en modo “Vmode” (TOF kV=9,1) y voltaje

MCP a 2150 V (8).

1.1.3. Secuenciacion “de novo” de péptidos tripticos.

Los péptidos tripticos alquilados, se separaron mediante HPLC de fase reversa, se recogieron
manualmente, se liofilizaron y se re-suspendieron en acetonitrilo al 20 % y acido trifloroacético
(TFA) al 0,1 % (8)..

Cada péptido se introdujo por separado en la fuente del espectrémetro de masas con una jeringa
a un caudal de 500 nl/min-1. Antes de realizar los espectros de masas en tandem, se adquirid
un espectro ESI/MS (modo TOF MS) para cada pico obtenido de la HPLC de fase inversa en
el rango de 400 a 2000 m/z para seleccionar los iones de interés (9). Estos iones se fragmentaron
posteriormente en una celda de colisién (modo TOF MS/MS). Se utilizaron diferentes energias
de colision seglin el estado de carga y la masa de los iones. Los espectros resultantes se
adquirieron en el analizador TOF y se resolvieron utilizando el software del algoritmo
MassLynx-MaxEnt (9)..

Los espectros de carga unica se procesaron manualmente utilizando la aplicacion PepSeq
incluida con MassLynnx (10)..

En el segundo paso, al combinar los patrones de fragmentacion y consultar la literatura
relacionada, se establecid una base de datos MASCOT para el andlisis de secuencia de

proteinas. En el tercer paso, la base de datos autoconstruida se importé a MASCOT (11).

1.2. Instrumentos:

1.2.1 Instrumentos documentales:

e Ficha de recoleccion de datos. (ANEXO 4)

1.2.2. Instrumentos mecanicos:

e Muestra de sobrenadante de C. albicans en diente de 1 dia (control).
e Muestra de sobrenadante de C. albicans en diente de 7 dias.

e Muestra de sobrenadante de C. albicans en diente de 14 dias.
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e Equipo de bioseguridad (guantes, lentes,
mascarilla)

e (Columna Cromatografica de interaccion
hidrofébica (HiTrap)

e Lector de placa (Mhmedical USA)

1.3. Materiales de Verificacion

e (Camara fotografica.
e Computadora, laptop y/o Tablet.
e Utiles de escritorio.

e Bases de datos electronicas (PatternLab)

2. CAMPO DE VERIFICACION

2.1. Ubicacion Espacial

2.1.1. Ambito General

La investigacion se realizé en Arequipa.

2.1.2. Ambito especifico

Laboratorio de Quimica de Proteinas — VRI de la Universidad Catolica de Santa

Maria.

2.2. Ubicacion Temporal

Esta investigacion se realizara entre el mes de marzo - agosto del afio 2024.
2.3. Poblacion/muestra

En la presente investigacion se estudiard 1 muestra de sobrenadante de C. albicans

en diente cariado de 1 (control), 7 y 14 dias.
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3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS
3.1. Organizacion de la informacion
Antes de iniciar el estudio sera necesario:
e Autorizacion del coordinador principal del Laboratorio de Quimica y Proteinas de la
UCSM (ANEXO 1).

e Coordinacion con los encargados del laboratorio especifico.

3.2. Recursos

Fisicos: Ambiente fisico del Laboratorio de Quimica y Proteinas de la UCSM.
Humanos: El equipo de investigacion se compone de:

e Estudiante: Valdivia Cervera, Jeremy Ramiro

e Asesor: Dr. Gustavo Alberto Obando Pereda

Economicos: Los recursos econdomicos propios del investigador.

3.3. Prueba Piloto/Validacion del Instrumento

Debido al tamaio de la poblacién y muestra no se realizard prueba piloto.

4. ESTRATEGIA PARA MANEJAR LOS RESULTADOS
Realizado el analisis de protedmica de las muestras

- Conteo: Se utilizard matrices de recuento

4.1. Tipo de procesamiento:
Se empleard un procesamiento computarizado utilizando programas como Mascot y

Pattern lab como base de datos para el andlisis de secuencia.

4.2. Plan de Procesamiento
- Clasificacion: La informacion obtenida de los instrumentos aplicados sera ordenada en una
matriz de sistematizacion
- Codificacion: Para el procesamiento computarizado sera necesario haber
- Tabulacion: Se elaborara tablas de doble entrada
- Graficacion: Se elaborara graficos de barra doble
- Criterios de inclusion:

e Sobrenadante no contaminado
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e Muestras no contaminadas.
- Criterio de exclusion:

e Infiltracion multimicrobiana en la coleccion.

4.3. Plan de Analisis

ESTADISTICA
ESCALA
DESCRIPTIVA
POR
VARIABLE TIPO DE (Medidas de i
ESCALA ESTADISTICA
INVESTIGATIVA | VARIABLE - tendencia
X central y de
MEDICION
dispersion)
Nivel de expresion
protedmica en
sobrenadante de C. De razén
albicans en diente | Cuantitativo Ninguna
cariado de 1 Ninguna
(control), 7 y 14
dias.
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CAPITULO II1
RESULTADOS
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1. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS:

ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2D) EN GEL DE POLIACRILAMDA
(SDS_PAGE).

A) Gel bidimensional (2d) procedente de cultivo de Candida albicans sobre pieza
dentaria en medio de cultivo en placa, en un dia (01). (mapa de referencia o
control).

El gel bidimensional (2D) de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),
de la figura 1 en A y B, muestra el extracto de proteinas expresadas de Candida
albicans y analizadas bajo su punto isoeléctrico y masa molecular con ayuda de
software PD Quest Basic version 8.0.1 (Bio Rad Ca. USA), coloreado con Comasie
blue.

La figura A y B muestra la expresion proteica dividida en tres (3) grupos, tal como
se evidencia en la figura 1B, siendo los rangos de masas en torno a los 14 a 66 kDa

y plentre 4.5y 8.5.

— 97
— 66
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Figura 1. Figura 1A) Electroforesis bidimensional (2D) de cultivo de Candida albicans sobre

pieza dentaria en medio de cultivo en placa en un (1) dia.
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Figura 2. Figura 1B) Electroforesis bidimensional (2D) de cultivo de Candida albicans sobre
pieza dentaria en medio de cultivo en placa en un (1) dia. Los grupos de puntos identificados
como los “spots” consignados bajo el circulo de linea verde fueron siete (7) denominados: Ca_1
a Ca_7.Y los “spots” consignados en el circulo rojo fueron siete (7), denominados Ca 21 al
Ca_27, respectivamente. Por MS/MS y el programa de busqueda fue el MASCOT (Ca. USA).
El software de analisis es el PD Quest Basic version 8.0.1 (Bio Rad Ca. USA).
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B) Gel bidimensional (2d) procedente de cultivo de Candida albicans sobre pieza

dentaria en medio de cultivo en placa, en siete (07) dias.

El gel bidimensional (2D) de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),
de la figura 2 en A y B, muestra el extracto de proteinas expresadas de Candida
albicans y analizadas bajo su punto isoeléctrico y masa molecular con ayuda de
software PD Quest Basic version 8.0.1 (Bio Rad Ca. USA), coloreado con Comasie
blue.

La figura A y B muestra la expresion proteica dividida en tres (3) grupos, siendo de
mayor densidad sélo dos (2) grupos, tal como se evidencia en la figura 1B, siendo

los rangos de masas en torno a los 20 a 30 kDa y pl entre 4.5 y 6.5.

— 30

— 20

14

Figura 3. Figura 2A) Electroforesis bidimensional (2D) de cultivo de Candida albicans sobre

pieza dentaria en medio de cultivo en placa en siete (7) dias.
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(? Ca_32
Ca_3? &al 33

Figura 4. Figura 2B Electroforesis bidimensional (2D) de cultivo de Candida albicans sobre
pieza dentaria en medio de cultivo en placa en siete (07) dias. Los grupos de puntos
identificados como los “spots” consignados bajo el circulo de linea verde fueron dos (2)
denominados: Ca_8 y Ca 9.Y los “spots” consignados en el circulo naranja fueron cuatro (4),
denominados Ca 31 al Ca_34, respectivamente. Por MS/MS y el programa de busqueda fue el
MASCOT (Ca. USA). El software de analisis es el PD Quest Basic version 8.0.1 (Bio Rad Ca.
USA).
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Tabla 1:

Proteinas identificadas procedente de cultivo de Candida albicans sobre pieza dentaria
en medio de cultivo en placa, en siete (07) dias, por espectrometria de masas ESI-Q-
TOF-MS/MS a través BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins).

SPOT
N NUMBER ACCESSION PEPTIDE SEQUENCE Mm pl
1 Ca_08 AOW26077 |...KYNIPRERIVILTK... 1742.11 | 10.32
2 Ca_09 AOW26479 | .. KYIGYDMDQAIALWNSAL ... 2071.35| 3.92

3 Ca_31 XP_721446 | .. KIPVMAKCRIGHFTESQILEALGVDYID ... | 3146.69| 5.56

4 Ca 32 AOW27414 | .. KLKLTDYDNQYLETLKVLTTVGEISK ... 3012.45| 6.40

5 Ca_33 AOW26936 |...KYRLLASDDTISDWGHEYMRHLALEIGE...| 3318.69 | 4.84

6 Ca_34 EEQ44481 | ... KKGANEATKTLNRGISEFII ... 2189.50| 9.71
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C) Gel bidimensional (2d) procedente de cultivo de Candida albicans sobre pieza

dentaria en medio de cultivo en placa, en catorce (14) dias.

El gel bidimensional (2D) de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),
de la figura 3 en A y B, muestra el extracto de proteinas expresadas de Candida
albicans y analizadas bajo su punto isoeléctrico y masa molecular con ayuda de
software PD Quest Basic version 8.0.1 (Bio Rad Ca. USA), coloreado con
Comasie blue.

La figura A y B muestra la expresion proteica dividida en tres (3) grupos, siendo
de mayor densidad solo dos (2) grupos, tal como se evidencia en la figura 1B,

siendo los rangos de masas en torno a los 20 a 30 kDa y pl entre 4.5 y 6.5.

Mm

A)
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Figura 5. Figura 3A) Electroforesis bidimensional (2D) de cultivo de Candida albicans sobre

pieza dentaria en medio de cultivo en placa en catorce (14) dias.
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Figura 6. Figura 3B Electroforesis bidimensional (2D) de cultivo de Candida albicans sobre
pieza dentaria en medio de cultivo en placa en catorce (14) dias. Los grupos de puntos
identificados como los “spots” consignados bajo el circulo de linea verde fueron seis (6)
denominados: Ca_8 al Ca_13. Y los “spots” consignados en el circulo rojo fueron siete (7),
denominados Ca 27 al Ca_33, respectivamente. Por MS/MS y el programa de busqueda fue el
MASCOT (Ca. USA). El software de analisis es el PD Quest Basic version 8.0.1 (Bio Rad Ca.
USA).
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Tabla 2:

Proteinas identificadas procedente de cultivo de Candida albicans sobre pieza dentaria
en medio de cultivo en placa, en catorce (14) dias, por espectrometria de masas ESI-Q-

TOF-MS/MS a través BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PAGE=Proteins).

N NI?ll\)/[(]):];R ACCESSION PEPTIDE SEQUENCE Mm pl

1 Ca_08 AOW26077 | ... KYNIPRERIVILTK... 1742.11 | 10.32
2 Ca_09 AOW26479 | ... KYIGYDMDQAIALWNSAL ... 2071.35 | 3.92
3 Ca_l10 Q59SN8 .. KTAPIGETATVIVDVPYHT ... 2011.28 | 541
4 Ca_11 AOW28902 | ... KQPALKCNCSKASVENVVPSSND ... 241771 | 7.99
5 Ca_12 AAA68015 .. FGAGEDPERPFDDAVVDGEF ... 2039.12 | 3.40
6 Ca_13 | XP_002422331| ... KAVLSAANIEIEEEKVEK ... 1999.25 | 4.59
7 Ca_27 XP_717759.2 | ... GDSTFVGRAAALVNKA... 15425.32| 7.42
8 Ca_28 AOW27484 | ... KLNDTEYKKVALLGWAIELLQAYFLYV ... | 3038.59 | 6.38
9 Ca_29 AOW31260 | ... KADIFQVPETLPQEVLDKMHAPAK ... 2705.14 | 5.57
10 Ca_30 AOW27184 | ... KVNKSLIEFLKSANLSN ... 1904.20 | 9.71
11 Ca_31 XP_721446 |... KGEAGTGDVSSAVDHIRTIKK ... 2168.40 | 8.74
12 Ca_32 AOW27414 | ... KCGYKDGGVEMVCREF ... 1691.00 | 7.99
13 Ca_33 AOW26936 | ... KLAEYFQYLVKELNLLDPKVPEDVYK ...| 3154.66 | 4.83
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2. ESTUDIO DE HOMOLOGIA SECUENCIAL POR ESPECTROMETRIA DE MASAS ESI-Q-TOF-MS/MS

A) Analisis de homologia secuencial de cultivo de C. albicans sobre pieza dentaria en medio de cultivo en placa, en siete dias (07).

A.1) Estudio de homologia secuencial del péptido 1 corresponde (Ca_08).

La homologia secuencial del péptido Ca 08 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segin el BLAST (Candida albicans SC5314), con identificacion de secuencia ID
AOW26077.1, como se muestra en la figura 7. La secuencia consenso...KYNIPRERIVILTK... es parte de una region altamente

conservada (secuencia en rojo).

View Format: | Compact V| &  Conservation Setting: | 2 Bits V| &

@ query_2959907 1 KYNIPRERI 9
2 A0w26077.1 1 MVTRLGKSGLKVNTVAVGTMRLGSSWRGFNGDIDECLKILKFCYDNGFRTFDTADTYSNGKSEELLGLFIKKYNIPRERI 80
@ query_2959907 10 VILTK 14
2 A0W26077.1 81  VILTKCYFSVKDDAEDSSLEIDPIDYMNGKGLSRKHILAAAEASVKRLGTYIDVLQIHRLDHEVTYEEVMRSLNDVVEQG 160

& query_2959907
AOW26077.1 161 LARYIGASSMKTWEFVELQNVAKANGWHQFISMQSHYSLLYREDERELNDYCKKNSIGLIPWSPNGGGVLCRPFDSEKTK 240

& query_2959907
AOW26077. 1 241 QFLDNKQWSSLFGLENVRDADKIIVDRVKELSVKYNASMMQVSLAWCISKGVIPIAGVSKFEQAEELVGIFKVNLTEDDI 320

@ query_2959907 -
& A0W26077.1 321 KYLEEPYHAKDLARVAA 337

Figura 7. Alineamiento de la secuencia de aminoé4cidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca 08
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A.2) Estudio de homologia secuencial del péptido 2 corresponde (Ca_09).

La homologia secuencial del péptido Ca 09 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segiin el BLAST (Candida albicans SC5314) con identificacion de secuencia ID
XP _711874.2, (Candida albicans 12C) con identificacion de secuencia ID KGT71299.1, (Candida albicans WO-1) con
identificacion de secuencia ID EEQ42376.1 como se muestra en la figura 8. La secuencia consenso... KYIGYDMDQAIALWNSAL

... es parte de una region altamente conservada (secuencia en rojo).

QUERY_GB227TB oo

Mxp 711874.2 1  MGRVQDILEKRKLVIDGALGTELERLLPTTSTYLPSGSPLWSGQVLIKNPGLVEQVHLDYINVGADMIITSTYQTSYASL B@
K6T71299.1 1 MGRVQDILDKRKLVIDGALGTELERLLPTTSTYLPSGSPLWSGQVLIKNPGLVEQVHLDYINVGADMIITSTYQTSYASL B8
B eea2376.1 1 MGRVQDILEKRKLVIDGALGTELERLLPTTSTYLPSGSPLWSGQVLITNPELVEQVHLDYINAGADMIITSTYQTSYASL B8

Mouery_9622790 1 -KYIGYDMDQATALWNSA 18
Mxp 711874.2 81  HKYIGYDMDQAIALWMSALNVAKNAVKKSGRODVIIAGSIGPYATLLANGSEVNGDYQGVTDEELIEYHTPLFEFYENSD 168
M kaT71299.1 81  HKYIGYDMDQALALWNSALNVAKNAVKKSGRODVIIAGSIGPYATLLANGSEVNGDYQGVTDEELIEYHTPLFEFYENSD 168
EEQ42376.1 81  HKYIGYDMDQALALWNSALNVAKNAVKKSGRODVIIAGSIGPYATLLANGSEYNGDYQGVTDEELIEYHTPLFEFYENSD 168

BB 0uery 9622798 - oo

Bxp 711874.2 161 VDIICIETIPSFQELKVIIGLAKKYTSKEFFISINPQTGSALSDGTSLIEVAQLFAEINDPRFVAVGINCTSYENVDQIS 240
Bkar71200.1 161 VDIICIETIPSFQELKVIIGLAKKYTSKEFFISINPQTGSALSDGTSLIEVAQLFAEINDPRFVAVGINCTSYENVDQIS 240
B EEqar3ze.1 161 VDITCIETIPSFQELKVIIGLAKKYTSKEFFISINPQTGSALSDGTSLIEVAQLFAEINDPRFVAVGINCTSYENVDQIS 248

BB 0uery 9622798 <o oo mmmmmmmm e
Bxp 711874.2 241 TYLTDFPLFIYPNLGFVYDTTVHKFVSKVLQESTHSKSVAKWLAFPNVKATGGCCSTTPAETKQVAQLING 311

M kaT71299.1 241 TYLTDFPLFIYPNLGFVYDTTVHKFYSKVLQESTWSKSVAKWLAFPHNVKATIGGCCSTTPAEIKQVAQLING 311
@423?6.1 241 TYLTDFPLFIYPHNLGFVYDTTVHKFVSKALQESTWSKSVAKWLAFPNVKATGGCCSTTPAEIKQVAQLING 311

Figura 8. Alineamiento de la secuencia de aminoéacidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_ 09
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A.3) Estudio de homologia secuencial del péptido 3 corresponde (Ca_31).

La homologia secuencial del péptido Ca 31 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segiun el BLAST (Dehalococcoides mccartyi BAV1) con identificacion de secuencia
ID ASFS82.1, (Dehalococcoides mccartyi 195) con identificacion de secuencia ID Q3Z9H3.1, (Herpetosiphon aurantiacus DSM
785) con identificacion de secuencia ID A9B891.1 como se muestra en la figura 9. La secuencia consenso...

KIPVMAKCRIGHFTESQILEALGVDYID... es parte de una region altamente conservada (secuencia en rojo)

View Format: Compact @ &  Conservation Setting: 3Bits B

0uery 11143634 1 @ e KIPVMAK 7
ASFS82 .1 1 METGTFKVKSGLAQMLKGGVIMDVTTPEQAKIAEEAGACAVMALERVPSDIRAAGGVARMADPTIIEQIMKVVSIPVMAK 80
Q3ZQH3 .1 1 METGTFKVKSGLAQMLKGGVIMDVTTPEQAKIAEEAGACAVMALERVPSDIRAAGGVARMADPTIIEKIMKVVSIPVMAK 80
A9889 1.1 1 METSTFTTKVGLAQMLKGGVIMDVVTPDQAKIAEEAGAVAVMALERVPADIRKDGGVARMSDPEMIQGIIEAVTIPVMAK 80
@ouery 11143634 8 CRIGHFTESQILEALGVDY ID = mm e e o e e e e e e e e e e e e e e 28
@ asFss2.1 81  CRIGHFVEAQILESMGVDYIDESEVLTPADENFHVWKHDFKVPFVCGCRDLGEALRRIGEGAAMIRTKGEAGTGNIVEAV 160
Q3Z9H3 .1 81 CRIGHFVEAQILESMGVDYIDESEVLTPADESFHVWKHDFKVPFVCGCRDLGEALRRIGEGAAMIRTKGEAGTGNIVEAV 160
@298891.1 81  SRIGHFVEAQILEAIGVDYIDESEVLTPADEEHHTNKHNFKVPFVCGARNLGEALRRITEGAAMIRTKGEAGTGNVVEAV 160
®@Query 11143634  mm e
A5F582 .1 161 RHMRSVMGSVRRVQSMSPDELSAYAKEINAPLELVLELHKTGKLPVVNFAAGGVATPADAALMMQLGADGVFVGSGIFKS 240
@0329H3.1 161 RHMRSVMGSVRRVQSMSADELSAYAKEINAPLELVLELHKTGKLPVVNFAAGGVATPADAALMMOLGADGVFVGSGIFKS 240
A98891 .1 161 RHARTMFAEIRRLQTLDPDELFVAAKNLQAPYELVKQIAELGRLPVVNFAAGGIATPADAALMMQLGVDGVFVGSGIFKS 240
@ouery 11143634 = = mmmm e e

ASFSBZ -1 241 SNPSAMAKAVVKAVTHYKDAQILAEISKGLGDAMPGLDIKQIDPDKLISQRGW 293

Q3Z§H3 .1 241 SDPAAMAKAVVKAVTHYKDAKVLAEISKGLGDAMPGLDIKQIEPDKLISRRGW 293

A98891 .1 241 GNPAKRAKAIVEATTHFRDAKLLAEISRNLGEAMVGINIDTIPENELLAKRGW 293

Figura 9. Alineamiento de la secuencia de aminoéacidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca 31
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A.4) Estudio de homologia secuencial del péptido 4 corresponde (Ca_32).

La homologia secuencial del péptido Ca 32 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segiin el BLAST (Candida albicans (Candida stellatoidea) con identificacion de
secuencia ID 093806.1 como se muestra en la figura 10. La secuencia consenso ... KLKLTDYDNQYLETLKVLTTVGEISK ...

es parte de una region altamente conservada (secuencia en 1ojo).

View Format: Compact @ & Conservation Setting: 3Bits B

@ Query 7020632 1 = ——mmmmmmee KLKLTDYDNQYLETLKVLTTVGE I SK === = = e e e e e e e e e e e 26
%093806.1 1 MMLPQGYTFRKLKLTDYDNQYLETLKVLTTVGEISKEDFTELYNHWSSLPSIYHPYVITNASGIVVATGMLFVEKKLIHE 80

@ouery 7020632 @ 0 o
093806 .1 81 CGKVGHIEDISVAKSEQGKKLGYYLVTSLTKVAQENDCYKVILDCSPENVGFYEKCGYKDGGVEMVCRF 149

Figura 10. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_32.
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A.S)

Estudio de homologia secuencial del péptido 5 corresponde (Ca_33).

La homologia secuencial del péptido Ca 33 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segun el BLAST Saccharomyces cerevisiae S288C con identificacion de secuencia
ID P38764.3, Neurospora crassa OR74A4 con identificacion de secuencia ID Q7S8R8.2, Nakaseomyces glabratus CBS 138 con
identificacion de secuencia ID QO6FPV6.1 como se muestra en la figura 11 (parte 1 y 2). La secuencia consenso ...

KYRLLASDDTISDWGHEYMRHLALEIGE ... es parte de una region altamente conservada (secuencia en rojo).

®@ouery_7159094

P}§7§4.1 1 MVDE SDKKQQTI-~D--EQSQISPEKQTPNKKDKKKEEEEQLSEEDAKLKTDLELLVERLKEDDSSLYEASLNALKE 73
Parte 1 ®@0Q7s8R8.2 1 MAQE [ 6 | ADKGKGKAVADEKKHQDVDGKTPANGKKEEEQNASEELSEEDQQLKSELEMLVERLTESDATLYKPALEAMKN 83
Q§E PV6.1 1 M--S TDKKKEEV--PKPETEDLTVKDETKNKDKKKANEEEELSEEDQKLKGDLEMLVQTLLEDDSKLYETTLTQLKE 73
@Query_7159094 1 e e KYRLLASDDTISDWGHEY 18
®p38764.3 74  SIKNSTSSMTAVPKPLKFLRPTYPDLCSIYDKWTDPNLKSSLADVLSILAMTYSENGKHDSLRYRLLSDVSDFEGWGHEY 153
Q7SBR8 .2 84 SIKTSTSSMTAVPKPLKFLRPHYETMTKLYDEWPAGDDKSSLADVLSVIGMTYSDEDRQDTLKYRLLSPTQDIGSWGHEY 163
QGFPVG .1 74 FIKNSTSSMTAVPKPLKFLRPFYPDLCKAYDKWSDKDQKSSLADMLSVLAMTYSDTHQHDSLRFRLLSDTSNIASWGHEY 153
®@Query_7159094 19  MRHLALEIGE===mmmmmm s o e e e e e e 28
®p38764.3 154 IRHLALEIGEVYNDQVEKDAEDETSSdgSKSDGSAATSGFEFSKEDTLRLCLDIVPYFLKHNGEEDAVDLLLEIESIDKL 233
®07s8R8.2 164 VRHLALEIGEVYAKRI---ANDEPTQ- —— ELVDLALVLVPLFLKSNAEADAVDLMSELEIIEEL 221
Qﬁm 154 VRHLALEIGEVYNEQVEKEAEDNSTS--TESSPQPPHMNFEFSKDVILQLSLEIVPYFMKHNGEEDAVDLLLEIEAIEKL 231
@Query_7159094 e e
P}§7§4 -3 234 PQFVDENTFQRVCQYMVACVPLLPPPEDVAFLKTAYSIYLSQNELTDAIALAVRLGEEDMIRSVFDAT-SDPVMHKQLAY 312
Q7§BR8 .2 222 PKFLDENTYSRVCLYMVSMVNLLTYPDNETFLRVAHSIYKKYNQHTQAMVLAIRLNDLGLIEKDFEAAJEDPALRKQLAF 301
QGFPVG .1 232 PQFVDENTYKRVCQYMIACVQLLPPPEDISFLQTAYSIYLSELQLPEALSLAIRLGNEDMIRSVFDAT-SDPIVHQQLAY 310
®@ouery 7159094 —mmmmmmmeeee
P38764.3 313 ILAAQKTSFEYE GVQDIIGNGKLSEHFLYLAKELNLTGPKVPEDIYKSHLDNSKSVFSSAGLDSAQQONLASSFVNGF 389
®0Q758R8.2 302 LIARQGIPLEFE[7)KIYECLSNQKLSEYFKSLGKELNILEPKTTEDIYKSHLESSR-VAGMTNFDSARHNLAAGFVNAF 384
Q§FPV§.1 311 ILAAQRVPFEHP ELQEIIGNTKLSEHFLYLAKELNLLTPKIPEDIYKSHLDSSKSVFSSAGLDSAQQONLAASFVNAF 387
QQuery_7159094 m oo
mm‘_}_ 390 LNLGYCNDKLIV---DNDNWVYKTKGDGMTSAVASIGSIYQWNLD-GLQQLDKYLYVDEPEVKAGALLGIGISASGVHDg 465
@ 07s8Rr8.2 385 VNAGFGSDKMMLvgkDKDSWVWKTKDEGMMSTVASLGTLLLWDVENGLDEVDKYTYLEEEQIQAGAYLAIGIMNTNVRT- 463
Q§FPV§ .1 388 LNLGYCNDKMIT---DNDNWVYKTKGDGMTSAVASIGSIYQWNID-GLQQLDKYLYVDEPEVKAGGLLGIGIASAGVHH- 462
@Query 7159094 e
P38764.3 466 EVEPALLLLQD--YVTNPDTKISSAAILGLGIAFAGSKNDEVLGLLLPIAASTDLPIETAAMASLALAHVFVGTCNGDIT 543
Q7SBR8.2 464 DSEPAMALLADpdKLAHKNPLIRVATIMGLGLAYAGSCKEELLSFLVNIISDPEESMQVSAMAALACGMIFVGSSNSEVS 543
@ 06FPV6. 1 463 DVEPALLLLQE--YINHSDTKISTAAILGIGIAFAGSKNDEVLGLLLPVVSNTENSLELAAIAALALSHVFVGTCNGDIT 540
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Parte 2

@ ouery 7159094
®p38764.3
M 07s8Rr8.2
®o6FPVE.1

@ Query 7159094
@ p38764.3
©@07s8r8.2
@ o6FPV6.1

@ ouery 7159094
®pr38764.3
®Q7s8Rr8.2
®o6FpPVe. 1

@ Query 7159094
®pr38764.3
0758R8.2
@ Q6FPVE.1

@ ouery 7159094
®@pr38764.3
M 07s8Rr8.2
®06FPV6.1

@ Query 7159094
®pr38764.3
®07s8Rr8.2
®Q6FPV6.1

544
544
541
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624
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TSIMDNFL-ERTAIELKTDWVRFLALALGILYMGQGEQVDDVLETISAIEHPMTSAIEVLVGSCAYTGTGDVLLIQDLLH
EAIVTTLLAEESGSRLNDKWSRFLALGLGLLYFGRQEQVDVILETLKAVEHPMAKPTAVLAE ICAWAGTGAVLKIQELLH
TAVMDNFL-ERTPLELKSEWARFLALSLGLLYLGQGEHVDDVLETINAIEHPMTSAIEVLISSCAYTATGDVLLVQDLLH

RLTPKNVKG---EEDADEEETAEGQTNS ISDFLGEQVNE
ICNEHIEDG--~--EEKKGEELLQ======m—mmmmmm e
RLTPKAVKSsdeDEDEDNEELSQEDMNGISAFLGKKENE [ 4 ] PQGNEGAD-~-~NEMEVDSHQDETT

PTKNEEAEievDEMEVDAEGEEVE [ 5 ] TEKKNGESLEG

TGENNVKKEEN

EEIKSEEKKGKSSDKD[ 6 ]NDDEEEEKEAGIVDELAYAVLGIALIALGEDIGKEMSLRHFGHLMHYGNEHIRRMVPLAMG
---------------- AYAVLGIGLIAMGEDVGQEMVLRHFGHLMHYGEANIRRAVPLAMG
EEDEEESKDEGANDELAYAVIGIALITMGEEIGKEMSLRHFGHLMHYGNEHIRRMVPLAMG

EEEKTEKSEKTENDEE

IVSVSDPOMKVFDTLTRFSHDADLEVSMNS IFAMGLCGAGTNNARLAQLLROQLASYYSREQDALF ITRLAQGLLHLGKGT
LISPSNPOMKVYDTLSRYSHDNDNEVAINAIFAMGLLGAGTNNARLAQLLROQLASYYHRDQESLFMVRIAQGLLHMGKGT
LVSVADPQMKVFDTLTRFSHDPDLDVSMNSIFAMGLCGVGTNNARLAQLLRQLASYYSREQDALFITRLAQGLVHLGKGT

MTMDVFN-DAHVLNKVTLASILTTAVGLVSPSFML~-~-KHHQLFYMLNAGIRPKFILALNDEGEPIKVNVRVGQAVETVGQ
LSVSPFHtDRQVLSNVATAGLLAVLVAMIDAKQFItsKSHYLLYWIVTAMHPRMLVTLDEDLKPLTVNVRVGQAVDVVGQ
MTMDIFN-DAHVLNKVTLASLLTVLVGLISPSFIL~~KHHQLFYMLNSGVRPKFIITLNEEGEQIKVNVRIGQAVETVGQ

AGRPKKITGWITQSTPVLLNHGERAELETDEYISYTSHIEGVVILKKNPDYREEE 993
AGRPKTITGWQTQSTPVLLGYGERAELEDDQYISLSSTLEGLVILRKNPDWEGEK 902
AGKPKTITGWITQSTPVLLGHGERAELENDEYISYTNNIEGVVILKKNPNFQEEE 983

Figura 11. Alineamiento de la secuencia de aminodcidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_33.
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A.6) Estudio de homologia secuencial del péptido 6 corresponde (Ca_34).

La homologia secuencial del péptido Ca 34 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segun el BLAST (Eremothecium gossypii ATCC 10895) con identificacion de
secuencia ID Q757T2.1, (Debaryomyces hansenii CBS767) con identificacion de secuencia ID Q6BLQ3.1, (Saccharomyces
cerevisiae S288C) con identificacion de secuencia ID P39990.1 como se muestra en la figura 12. La secuencia consenso ...

KKGANEATKTLNRGISEFII ... es parte de una region altamente conservada (secuencia en 10jo).

View Format: Compact @ & Conservation Setting: 3Bits B &

@Query 11893790 1 = ——mmm e KKGANEATKTLNRGISEFII——mm——m e e e e e 20
Q757T2 .1 1 MsSTPNPKAFPLADAALTQQILDVVQQOASNMROLKKGANEATKTLNRGISEFIIMAADCEPIEILLHLPLLCEDKNVPYV 80
QG&QIS._I 1 M-SAPNPKAFPLADSALTQQILDVVQQOSONLRQLKKGANEATKTLNRGISEFIIMAADTEPIEILLHLPLLCEDKNVPYV 79
P39990 .1 1 M-SAPNPKAFPLADAALTQQILDVVQQAANLRQLKKGANEATKTLNRGISEFIIMAADCEPIEILLHLPLLCEDKNVPYV 79
@Query 11893790 @ e e

Q757T2 .1 81 FVPSRVALGRACGVSRPVIAASITTNDASAIKSQIYAVKDKIETLLI 127

Q&Q?:._l 80 FVPSKTALGRACGVSRPVIAASVTTNEASAMKNQIYGIKDKIETLLI 126

P39990. 1 80 FVPSRVALGRACGVSRPVIAASITTNDASAIKTQIYAVKDKIETLLI 126

Figura 12. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca 34
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B) Analisis de homologia secuencial de cultivo de Candida albicans sobre pieza dentaria en medio de cultivo en placa, en catorce dias

(14).

B.1) Estudio de homologia secuencial del péptido 1 corresponde (Ca_08).

La homologia secuencial del péptido Ca 08 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segin el BLAST (A4spergillus parasiticus), con identificaciéon de secuencia ID
BO9WYES6.1, como se muestra en la figura 13. La secuencia consenso...KYNIPRERIVILTK... es parte de una region altamente

conservada (secuencia en rojo).

View Format: Compact B & Conservation Setting: 3Bits B

@Query 2330015 1  —mm e e KYNIPRE 7
B9WYE6. 1 1 MEYARLGDSGLKVSKVILGCMGYGSPEWQGWVLNEEESLPLIEHAYNKGIRTWDTADMYSHGKSEEIVGKALKKYNIPRS 80
@ Query 2330015 8 RIVILTK= == = m e o o e e e e e e e e e e e e e e e e e 14
BI9WYE6.1 81 RVVILTKCYFGVDDQGNFPSPLSTGRONEGDYLNRVGLSRRHILEAVDASVERLGTYIDVLQIHRLDRETPREEIMRALN 160

@Query 2330015 = e ————————
BQWYEG .1 161 DVVESGKARYIGASSMAAWEFQTLONIAIRNGWHKFISMONYHNLIAREEEREMIPYCLDSGVSLIPWSPVARGALARPW 240

@Query 2330015 = e e e
B9WYE6.1 241 ASRSTLRENTDAGISILVRARESESDKAIIDRVEELADKKGISMAQVAIAWSLSHPSEYPIVGLNTKDRIDEAVASVQVK 320

®@ouery 2330015 = e
B9WYE6.1 321 LTPEEIQYLEEPYVPKAIHPGER 343

Figura 13. Alineamiento de la secuencia de aminodcidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_08.
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B.2) Estudio de homologia secuencial del péptido 2 corresponde (Ca_09).

La homologia secuencial del péptido Ca 09 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segiin el BLAST (Candida albicans SC5314) con identificacion de secuencia ID
XP _711874.2, (Candida albicans 12C) con identificacion de secuencia ID KGT71299.1, (Candida albicans WO-1) con
identificacion de secuencia ID EEQ42376.1 como se muestra en la figura 14. La secuencia consenso...

KYIGYDMDQAIALWNSAL ... es parte de una region altamente conservada (secuencia en rojo).

QUERY 9622790 oo

Bxp 711874.2 1 MGRVQDILEKRKLVIDGALGTELERLLPTTSTYLPSGSPLWSGQVLIKNPGLVEQVHLDYINVGADMIITSTYQTSYASL 8@
KG6T71299.1 1 MGRVODILDKRKLVIDGALGTELERLLPTTSTYLPSGSPLWSGQVLIKNPGLYEQVHLDYINVGADMIITSTYQTSYASL 8@
B eeoa2376.1 1 MGRVQDILEKRKLVIDGALGTELERLLPTTSTYLPSGSPLWSGQVLITNPELVEQVHLDYINAGADMIITSTYQTSYASL 8@

Query_9622798 1 -KYIGYDMDQATALMASAL == = - o == = mmm o o oo e o o e e 18

Bxp 711874.2 81  HKYIGYDMDQATALWNSALNVAKNAVKKSGRODVITAGSIGPYATLLANGSEYNGDYQGVTDEELIEYHTPLFEFYENSD 160
KGT71299.1 81  HKYIGYDMDQAIA
EEQ42376.1 81  HKYIGYDMDQATALWNSALNVAKNAVKKSGRODVIIAGSIGPYATLLANGSEYNGDYQGVTDEELIEYHTPLFEFYENSD 168

USALNYVAKNAVKKSGRDDVIIAGSIGPYATLLANGSEYNGDYQGVTDEELIEYHTPLFEFYENSD 168

QUERY_OB2279@ = mmm o e

Bxep 711874.2 161 VDIICIETIPSFQELKVIIGLAKKYTSKEFFISINPOTGSALSDGTSLIEVAQLFAEINDPRFVAVGINCTSYENVDQIS 248
Bkcr71299.1 161 VDIICIETIPSFQELKVIIGLAKKYTSKEFFISINPQTGSALSDGTSLIEVAQLFAEINDPRFVAVGINCTSYENVDQIS 248
ee0a2376.1 161 VDIICIETIPSFQELKVIIGLAKKYTSKEFFISINPOTGSALSDGTSLIEVAQLFAEINDPRFVAVGINCTSYENVDQIS 248

BQuery 9623798 oo
Bxp 711874.2 241 TYLTDFPLFIYPNLGFVYDTTVHKFVSKVLOESTWSKSVAKWLAFPHVKATGGCCSTTPAETKQVAQLING 311

B k6171299.1 241 TYLTDFPLFIVPNLGFVYDTTVHKFVSKVLQESTWSKSVAKWLAFPNYVKATGGCCSTTPAEIKQWAQLING 311
iﬂ423?6.1 241 TYLTDFPLFIYPMLGFVYDTTVHKFVSKALQESTWSKSVAKWLAFPNVKAIGGCCSTTPAEIKQVAQLING 311

Figura 14. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_09.
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B.3)

Estudio de homologia secuencial del péptido 3 corresponde (Ca_10).

La homologia secuencial del péptido Ca 10 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segiin el BLAST (Candida albicans SC5314) con identificacion de secuencia ID
POCU38.1, (Candida albicans SC5314) con identificacién de secuencia ID AOA1D8PQB9.1, (Candida albicans SC5314) con
identificacion de secuencia ID Q59SN8.1 como se muestra en la figura 15 (parte 1, 2, 3 y 4). La secuencia consenso...

KTAPIGETATVIVDVPYHT... es parte de una region altamente conservada (secuencia en 1ojo).

View Format: Compact @ & Conservation Setting: 3Bits B &

@ Query_8511485

@rocu3s. 1 MLLQ SLCVSVATAKVITGVENS WTRAGNYAYKGPNRPTWNAVLGW NMPCVFKE 80
©@a0A108P0B9.1 1 - T B e T A R - P 80
@0o59sn8.1 1 80
@ouery_8511485
®rocu3s.y 81 QTSV ADGVKYATCQFY KCTVSN KALGTV NVGGTGSLV SSKCFKAGTNTV 160
@A0A1D8POBY.1 81 QTS VADGRTYATCNLNSAEEFTTFSSVSCTVTTTMTADTKAIGTVTLPFSFSVGGSGSDVDLANSQCFTAGINTVIF 160
@0595N8.1 81 QTSVDLTADGVKYATCQFY I KCTVSNTLTSSIKALGTV 3SLVDLESSKCFKAGTNTV 160
@ Query_8511485
@rocyu3s. 1 161  NDGDKKISIDVDFEKTNEDASGYFIASRLIPSINKASITYVAPQCANGYTSGAMGFT TTIDCSNVEVGITKGLND 240
®A0AIDEPOBY9.1 161  NDGDTSISTTVDFEKSTVASS QAVSLFLPQECAN M AGTGA VHVGISNGLND 240
®os9sNs .1 161 N KKISIDV KTNEDA IASR YVAPQCAN AMGE T NVHVGITKGLN 240
@Query 8511485 = | o—mmmm e —————
Parte 1 @rocu3s.1 241 TCSSTGISIT T LOSKPFNLRLRGYNNSEA 319
@A0AIDEPOBY.1 241 FSYT TSVLV \GYRPFVDAYV R AMRYTNIYACVGAASVDDSE WSGYSNSQA 320
@o598N8.1 241 WNFPV ISITYENVPAGYRPFFDVYTSV ONRQLKYTNDYACVGSSLQSKPFNLRLRGYNNSEA 319
@Query_8511485 1 KTAPI 14
@reocu3s.2 320 VTG R 826
©@aA0AIDERPOBY, 1 321 KTA 394
@os9sng. 1 320 KTA 393
@ouery_8511485 15 YHT 19
@pocy3s. 1 827  EPPNPTV YWSQSYA VTAPPGGTATV P-PNYTV WSQSYA TGPPGI VIIREPPSPTV 905
®A0A1DEPOBY. 1 395 VPY VTSEWTGT N VVVQVPSPNPTV WSQSYAT VTA NPTV 474
@o59sN8.1 394 VPYHTTTTVTSEWTGTITTTITRTNPTDS IDTVVVQVPSPNPTVSTTEYWSQSYATTITITAPPGGTDTVIIREPPNHTV 473
@ Query_8511485
@rocu3s.1 906 TTEYWSQSYATTTTVTA ATVIIREPPNPTVITTEYWSQSYATTTTVTGPE VIIREPPNPTVTT WsQ 985
©AQAIDEPOR9,1 475 TTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVITTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVITTEYWSQ 554
@0s95N8.1 474 YWSQSYA VTA v NPTV EYWSQSYA API VIIREPPNHTV EYWSQ 553
@ Query_8511485
@rocy3s. 1 986 VTA ATV NYTV YWSQSYA v VIIREPPSPTVTTTEYWSQSYA v 1065
©A0A1DEPOBRY. 1 555 YA VTAPE VIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTTTVTA 3 VIIREPPNPTVT YWSQSFA v 634
®@059sn8.1 554 YATTTTVTAPPGGTDSVI IREPPNPTVTTTEYWSQSYTTTTTVTAPPGGTDSVI IREPPNPTVITTEYWSQSYATTTIV 633
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Parte 2

@ouery 8511485
@eocyas.)

@ A0A1DEPOBY. 1
@os9sns.1

@ ouery_8511485
@rocuis.1

@ 2a0A1D8POBY. 1
@039sN8.1

@ ouery 8511485
@eocyas.1
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@ Query_8511485
@rpocuis.1
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@eocy3s.y
©@a0A1D8P0BY. 1
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@ Query_8511485
@rocuis.1

@ A0AIDEPOBY. 1
@os9sN8. 1

@ouery 8511485
@eocyas.)

@ a0A1D8P0BY. 1
@os9sns.1

@ Query_8511485
@rocuis.1
©2a0A1D8POBY. 1
@os9sN8.1

@ ouery 8511485
@eocys.)

@ A0A1D8P0BY. 1
@ososns.1

1066
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1146
715
714

1226
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794
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875

1386
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1466
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1114

1626
1195
1194
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1275
1274

TAPPGGTATVIIREPPNPTVITTEYWSQSYATTTTVIGPPGGTDTVIIREPPSPTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTA
TAPPGGTDSVIIREPPNPTVITTEYWSQSFATTTTVTAPPGGTDSVI IREPPNPTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTD
TATPGGTDTVIIREPPNYTVITTEYWSQSYATTTTVIAPPGGTDTVI IREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTD

TVIIREPPNYTVITTEYWSQSYATTTTVIGPPGGTDIVIIREPPNPTVITTEYWSQSFATTTIVTAPPGGTDSVIIREPP
SVIIREPPNPTVITTEYWSQSFATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVITTEYWSQSFATTTTVTAPPGGTDSVIIREPP
TVIIREPPNYTVITTEYWSQSYATTSTITAPPGGTDIVIIREPPNYTVITTEYWSQSYATTTIVIGPPGGTDTVIIREPP

NPTV T TEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVI IREPPNPTVT ITEYWSQSFATTTTVTAPPGGTDSVI IREPPNPTVTTTE
NPTV T TEYWSQSYATT T TVTAPPGGTDTVI IREPPNYTVT TTEYWSQS YATTTTVTIGPPGGTDTVI IREPPNPTVTTTE
SPTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGCTATVI IKEPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTIGPPGGTDTVI IREPPNPTVTTTE

YWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVITTEYWSQSYATTTTVTIAPPGGTATVIIREPPNYTVITTEYWSQSYAT
YWSQSYATTTTVTSPPGGTDIVIIREPPNPTVTITTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVTITTEYWSQSYAT
YWSQSFATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVITTEYWSQSYTT

TTTVTAPPGGTATVI IREPPNY TV TTEYNSQSYATTTTITAPPGDTDTVI IREPPNY TVITTEYWSQSFATTTTVTAPP
TTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVI TTEYNSQSYATTTTVTAPPGGTDSVI IREPPNPTVITTEYWSQSFATTTTVTAPP
TTTVTAPPGGTDSVI IREPPNPTVT TTEYNSQSYATTTTVTATPGGTDTVI IREPPNYTVITTEYWSQSYATTTTVTAPP

GGTDSVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTATVI IREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTATVII
GGTDSVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDTVI IREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVIGPPGGTDTVII
GGTDTVIIREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDTVI IREPPNHTVTTTEYWSQSYTTTTTVIAPPGGTDSVII

REPPNYTVITTEYWSQSYATTTTITAPPGDTDTVI IREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDTVI IREPPNYTV
REPPNPTVITTEYWSQSYATTTTVISPPGGTDIVIIREPPNPTVTTTEYWSQSFATTTTVTAPPGGTDSVI IREPPNPTV
REPPNPTVITTEYWSQSYATTTTITAPPGETDTVLIREPPNHTVTTTEYWSQSFATTTTVTAPPGGTDTVI IREPPNHTV

TTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTATVI IREPPNY TVITTEYWSQSYATTTTVTIGPPGSTDTVIIREPPNPTVITTEYWSQ
TTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVITTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDTVIIREPPNPTVITTEYWSQ
TTTEYWSQSYATTTTITAPPGETDTVLIREPPNHTVITTEYWSQSYATTTTIIAPPGETDTVLIREPPNPTVITTEYWSQ

SYATTTTVTAPPGGTATVIIREP PNYTVITTEYWSQSYATTT-~~TVTAPPG GTDTVIIREPPNYTVITTEYW
SYATTTTVTAPPGGTDSVIIREP PNPTVTTTEYWSQSYATTT =~ =TVTAPPG GTDTVIIREPPNYTVITTEYW
SYTTATTVTAPPGGTDTVIIYDT([ 11 | PHYTNHTT=-LWSTTWVIETKt iTETSCEG( 7 |SVSTRIVTIPNNIETPMVTNT
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Parte 3
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@ uery 8511485
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@ A0A1DEPOBY. L
@ososns.1

@ ouery_8511485
Grocuas.d
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@os9sns. 1
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@os9sN8. 1
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SQSYATTTTVTAPPG-GTDTVIIREPPSPTVITTEYWSQSYATTTIVTAPPGGTATVI IREPPNYTVTTTEYWSESYATT
SOSYATTTIVIAPPG-GTDTVIIREPPSPTVITTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTATVIIKEPPNYTVTTTEYWSQSYATT
VDTTTTESTLQSPSGLiFS! YESPSTNV FTTS

ETESSTFTTAQTNPSVPTTESEVVFTT

TTVIGPPGGTDVILIREPPNPTVITTEYNSESYATTTTITAPPGATDSVRIREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPG
TTITAPPGGTDTVIIREPPNY TVITTEYNSQSYATTTTVTAPPGGTDTVIIREPPNYTVTITTEYWSQSYATTTTIVIGPPG
TAAS - memmccm e e m e - TSTDIENETIATTGSVEA~~~SSPIISSSADETTTVTITT ~~~AESTSVIEQQTNNNG

GTDSVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGCTATVIIREPPNYTVITTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDTIVIIR
GIDTVIIREPPSPTVITTEYWSQSYATTTTVIAPPGGTATVIIREPPNYTVITTEYWSQSYATTTTITAPPGGTDTIVIIR
GGNAPSATSTSSPSTTTTAN-SDSVITSTT. TNQSQSQSNSDTQOTTLSQOMTSSLV -~

EPPSPTVTTTEYWSQSYATTTTVIAPPGGTATVI IREPPSPTVITTEYNSQS YATT TTVTAPPGGTATVI IREPPNYTVT
EPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVIGPPGGTDTVI IREPPNY TVI TTEYWSQS YATT TTVIGPPGGTDTVI IREPPNYTVT
=== SLEHNLTTFDGSGSVIQHS TWLCGLITLLSLF I = e nmm e cecmce e e cem e e mm e e — e e ———————

TTEYWSQSYATTTTIVIGPPGGTDIVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTLTITAPPGGTNSVI IRVESSTNDESSESTFST
TTEYWSQSYATTTTVIGPPGGTDIVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTLTITAPPGGTNSVIIRVASSTNDESSESTFST

LSVPSFSGSISVVSTVSRPHYVNSTVTHLPSSSSXPVDIPSSDVVTSTNDNSLTSLTGSENGKTSVAISTTFCDDENGCQ
LSVPSFSGSISIVSTVSRPHYVNSTVTHLPSSSSXPVDIPSSDVVTSTNDNSLTSLTGSENGKTSVAISTTFCDDENGCQ

TSIPQGSVVRTTATTTATTTTI IGDNNGSGKSKSGELSSTGSVTITNTATPDVPSTRVPSNPGAPGTGVPPPLAPSTETQT
TSIPQGSVVRTTATTTATTTTI IGDNNGSGKSKSGELSSTGSVTTNTATPDVPSTKVPSNPGAPGTGVPPPLAPSTETQT

TNNVPGSPNIPATGTTDI IRESTTVSHTVTGNGNTGVPMNPNPVLTTSTSLTGATNSATNPSHETSVNTGSGGSTNIVTP
TNNVPGSPNIPATGTTDI IRESTTVSHTVIGNGNTGVPMNPNPVLTTSTSLTGATNSATNPSHETSVNTGSGGSTNIVTP

PSSATATVVIPGTDNGATTKGQDTA~-GGNSNGSTATTNIQGGNNEPGNQPGTNTTGEPVGTTDTQSVES ISQPTTLSQQT
PSSATATVVIPGTDNGATTKGQDTAGGGNSNGSTATTNIQGGNNEPGNQPGTNTTGEPVGTTDTOSVES ISQPTTLSQQT
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Parte 4
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Figura 15. Alineamiento de la secuencia de aminodcidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_10.



B.4) Estudio de homologia secuencial del péptido 4 corresponde (Ca_11).

La homologia secuencial del péptido Ca 11 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segiin el BLAST (Candida albicans SC5314) con identificacion de secuencia ID
XP_019330904.1, (Candida albicans P60002) con identificacion de secuencia ID KHC50670.1, (Candida dubliniensis CD36) con
identificacion de secuencia ID XP 002419784.1 como se muestra en la figura 16. La secuencia consenso

...KQPALKCNCSKASVENVVPSSND... es parte de una region altamente conservada (secuencia en rojo).

Query_ 1983956 1 —----------omom o) P ALKCNCSKASYENVWPSSMD - - = - - = = mm o mmmmmmmmmmmmmmmm e e e 23
XP $19338984.1 1 QPALKCHNCSKASYENVYPSSNDACACGKRNKSSCTCGANATCDGTRDGETDFTNLE 76
1 QP ALKCHNCSKASYENVYPSSNDACACGKRNKSSCTCGANATCDGTRDGETDFTHNLE 76
XP 902419784.1 1 QPALKCHNCSKASTENIIPLSNDACACGKRNKSNCTCGVNS ICDGNRDGETIDFTNLE 76

Figura 16. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_11.
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B.5) Estudio de homologia secuencial del péptido S corresponde (Ca_12).

La homologia secuencial del péptido Ca 12 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segiin el BLAST (Candida albicans SC5314) con identificacion de secuencia ID
P40953.2, (Candida albicans - Candida stellatoidea) con identificacion de secuencia ID P46876.2, (Candida albicans SC5314) con
identificacion de secuencia ID Q5AAH2.1 como se muestra en la figura 17. La secuencia consenso

...FGAGEDPERPFDDAVVDGEF... es parte de una region altamente conservada (secuencia en rojo).

M@ ouery 5160932

®p40953.2 1 ~MLSFKSLLAAAVVASS [ 6 | NQVALYWGONGAGGQERLAQYCQEADVDIILLSFLNLFPDP1NVNFANQCGNTFESGLLH 82
®p46876.2 1 MILNLIILLAISIVASA SNIAAYWGQNAGGDQQTLGDYCSSSPASIIILSFLDGFPNL-SLNFANQCSGTFSSGLAH 76
@ o5aAH2.1 1 MILNLIILLAISIVASA SNIAAYWGONAGGDQQTLGDYCSSSPASIIILSFLDGFPNL-SLNFANQCSGTFSSGLAH 76
Query_5160932 1 FGAGEDPERPFDDAVVDGF == === === mm———u 19
®p40953.2 83 CSQIGADIKTCQSLGKTVLLSLGGGVGDYGFSDVASATKFADTLWNKFGAGEDPERPFDDAVVDGFDFDIEHGGATGYPE 162
®p46876.2 77 CSQIGSDIKSCQQQGKTILLSLGGATGNYGFSSDSEAVQFAGTLWNKFGGGKDSERPFDDAIVDGFDFDIENKDQTGYAA 156
®o5AAH2.1 77 CSQIGSDIKSCQQQGKTILLSLGGATGNYGFSSDSEAVQFAGTLWNKFGGGKDSERPFDDAIVDGFDFDIENKDQTGYAA 156

@ Query 5160932

P40953 .2 163 LATALRGKFAKDTSKNYFLSAAPQCPYPDASLGDLLSKVPLDFAFIQFYNNYCSINGQFNYDTWSKFAdsaPNKNIKLFV 242
P45876.2 157 LATQLRKYFSTGT-KSYYLSAAPQCPYPDESVGDLMSQVDLDFAFIQFYNNYCSLNQOFNWNSWSNYA---RGKSIKLYL 232
QSAAHZ .1 157 LATQLRKYFSTGT-KSYYLSAAPQCPYPDESVGDLMSQVDLDFAFIQFYNNYCSLNQOFNWNSWSNYA---RGKSIKLYL 232

®@ouery_ 5160932 B

®p40953.2 243 GVPATSNI--AGYVDTSKLSSAIEEIKCDSHFAGVSLWDASGA[ 6 ]KGENFVVQVKNVLN[93]GSGS[72]PSPTSTSQ 480
®p46876.2 233 GLPGSSSSAGSGFVGLSTVQRVVASIKGDSSFGGISIWDISSA ENGGYLNQLYQALS GSGS PAAPSNSY 301
®05a8H2.1 233 GLPGSSSSAGSGFVGLSTVQRVVASIKGDSSFGGISIWDISSA ENGGYLNQLHQALS GSGS PAAPSNSY 301

M@ ouery 5160932

2p40953.2 481 KPKAS-TTIKGVEKGQTTSYPVVGTTEGVKKIVTTS-=========-, AQTVGSSTKYVTI--ELTSTITPVTYPTSVASN 546
¥ p46876.2 302 OQPNTPLTRTYGGSTATASAYISVGFTAGATHGSTTTNDLLAWIDSLFGSSQSSVQQYATPVQSVTATPQPVAATTTSAPK 381
QSAAHZ. 1 302 OQPNTPLTRTYGGSTATASAYISVGFTAGATHGSTTTNDLLAWIDSLFGSSQSSVQQYATPVQSVTATPQPVAATTTSAPK 381

M ouery 5160932

®p40953.2 547 GTNTTVPVFTFEGGAAVANSLNSVWFTVPFLLAAFAF 583
¥ p46876.2 382 PTASAFNWFGWFDGTTTSTTLQTVYSTVPADQTVYVTLTTTVGSQMLOSLFDKRDVIAEAKSTNLOICWLLFIPLLALIC 461
QSAAHZ. 1 382 PTASAFNWFGWFDGTTTSTTLQTVYSTVPADQTVYVTLTTTVGSQMLOSLFDKRDVIAEAKSTNLQICWLLFIPLLALIC 461

@ ouery 5160932 -

®@p40953.2 -
®p46876.2 462 s 462
2 05ARH2.1 462 S 462

Figura 17. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_12.
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B.6) Estudio de homologia secuencial del péptido 6 corresponde (Ca_13).

La homologia secuencial del péptido Ca 13 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segun el BLAST (Candida albicans - Candida stellatoidea) con identificacion de
secuencia ID Q9HFQS5.1, como se muestra en la figura 18. La secuencia consenso ... KAVLSAANIEIEEEKVEK... es parte de una

region altamente conservada (secuencia en 1ojo).

View Format: Compact B &  Conservation Setting: 3Bits &

@ Query 5394008 1 = cecmmmmmme e KAVLSAANIEIEEEKVEK o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o 18
2 09HFQ5.1 1 MKYLAAYLLLVNAGNATPSAADVKAVLSAADIEVEEEKVEKLISESDGKNVEELIAEGNEKLSSVPSGAPAAAAGGASAA 80

@ Query 5394008 @ e
2 09HFQ5.1 81 AGGEATEEAAEEEAAEESDDDMSFGLFD 108

Figura 18. Alineamiento de la secuencia de aminodcidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_13.
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B.7) Estudio de homologia secuencial del péptido 7 corresponde (Ca_27).

La homologia secuencial del péptido Ca 27 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segun el BLAST (Candida albicans - Candida stellatoidea) con identificacion de
secuencia ID P28877.1, como se muestra en la figura 19. La secuencia consenso ...GDSTFVGRAAALVNKA... es parte de una

region altamente conservada (secuencia en 1ojo).

View Format: Compact @ & Conservation Setting: 38its B @

®@Query 10243001

@p28877.1 1 N 80

®@Query 10243001

@p28877.1 81 160
®@ouery_ 10243001 - e

P28877. 1 161 RNGQLVEIPANEVVPGDILQLEDGTVIPTDGRIVSEDCLLQVDQSAITGESLAVDKRSGDSCYSSSTVKTGEAFMIVTAT 240
®@Query_ 10243001 1 GDSTFVGRAAALVNKA == = = = = o o e e e e e e e e e e 16
P28877.1 241 GDSTFVGRAAALVNKASAGTGHFTEVLNGIGTTLLVFVIVTLLVVWVACFYRTVRIVPILRYTLAITIIGVPVGLPAVVT 320
®@Query 10243001 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
®p28877.1 321 400
®@ouery_10243001

®@p28877.1 401 480
®@ouery_10243001

®p28877.1 481 560
®@Query_10243001

®p28877.1 561 640
@ Query_10243001

®p28877.1 641 Y 720
®@ouery_10243001 - —

®p28877.1 721 DPKPVKWNLPRLWGMSIVLGIILAIGTWITLTTMLLPKGGIIQNFGGLDGILFLQISLTEN! 800

@ Query_10243001 - ~
®@p28877.1 801

NGRKPQQHTDKRSLEDF 880

®@Query 10243001 —-mmmmmmmmemeee
®p28877.1 88 H

=4

Figura 19. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca 27
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B.8) Estudio de homologia secuencial del péptido 8 corresponde (Ca_28).

La homologia secuencial del péptido Ca 28 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segiin el BLAST (Candida albicans SC5314) con identificacion de secuencia ID
AOA1D8PH78.1, (Kluyveromyces lactis NRRL Y-1140) con identificacion de secuencia ID P49349.1, (Saccharomyces cerevisiae
S288C) con identificacion de secuencia ID P08524.2 como se muestra en la figura 20. La secuencia consenso

KLNDTEYKKVALLGWAIELLQAYFLYV... es parte de una region altamente conservada (secuencia en rojo).
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View Format: Compact @ & Conservation Setting: 3Bits B &
@ouery 12167390 1 e KLNDTEY 7
AOAIDBPH'] 8.1 1 M-SDKLAARERFLDVFEDLVEELKQILVSYNMPQEAIEWFVRSLNYNTPGGKLNRGLSVVDTFAILNN-TTSDKLNDTEY 78
P49349.1 1 MSDN----RAQFLEVFPSLVQELRDILAGYGMPEEAIEWYEKSLNYNTPGGKLNRGLSVVDTYALLKGYKSVSELSAEEY 76
P08524.2 1 MASEKEIRRERFLNVFPKLVEELNASLLAYGMPKEACDWYAHSLNYNTPGGKLNRGLSVVDTYAILSN-KTVEQLGQEEY 79
®@ouery 12167390 8 KKVALLGWAIELLQAYFLV == m e e e e e e e e e 26
AOAIDBPH7 8.1 79 KKVALLGWAIELLQAYFLVADDMMDQSKTRRGQPCWYLVEGVNNIAINDSFMLEGAIYILLKKHFRQDPYYVDLLDLFHE 158
P49349 .1 77 KKVAILGWCIELLQAYFLVADDMMDQSITRRGQPCWYKVENVGDIAINDAFMLEGAIYCLLKKHFRTEPYYVDLLELFHD 156
P08524 .2 80 EKVAILGWCIELLQAYFLVADDMMDKSITRRGQPCWYKVPEVGEIAINDAFMLEAATYKLLKSHFRNEKYYIDITELFHE 159
@Query 12167390 = mm e e
AOAIDBPH78. 1 159 VTFQTELGQLLDLITADEEIVDLDKFSLEKHSFIVIFKTAYYSFYLPVALAMYMSGINDEKDLKQVRDILIPLGEYFQIQ 238
P49349.1 157 VTFQTELGQLLDLITAPEDKVDLSKFSLEKHSFIVIFKTAYYSFYLAVALAMFAAGITDSKDLKQASDVLIPLGEYFQIQ 236
P08524 .2 160 VTFQTELGQLMDLITAPEDKVDLSKFSLKKHSFIVTFKTAYYSFYLPVALAMYVAGITDEKDLKQARDVLIPLGEYFQIQ 239
@Query 12167390 e
AOAIDBPH'/B.I 239 DDYLDCFGTPEQIGKIGTDIKDNKCSWVINQALLIATPEQRQLLDNNYGKKDDESEQKCKDLFKQLGIEKIYHDYEESIV 318
®p49349.1 237 DDFLDCFGKPEDIGKIGTDIQDNKCSWVINVALKNATKEQRDILDENYGRKDSEKEQKCRAVFNELNIQDIYHKYEEETA 316
P08524.2 240 DDYLDCFGTPEQIGKIGTDIQDNKCSWVINKALELASAEQRKTLDENYGKKDSVAEAKCKKIFNDLKIEQLYHEYEESIA 319
®Query 12167390 = —mmmmmme e
AOAIDEPH'I 8.1 319 AKLRKQIDQIDESRGLKKDVLTAFLGKVYKRSK 351
®p49349.1 317 SNLREKIANIDESRGFKAEVLTLFLNKIYHRKK 349
®p08524.2 320 KDLKAKISQVDESRGFKADVLTAFLNKVYKRSK 352

Figura 20. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_28.



B.9) Estudio de homologia secuencial del péptido 9 corresponde (Ca_29).

La homologia secuencial del péptido Ca 29 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segiin el BLAST (Candida albicans SC5314) con identificacion de secuencia ID
AOA1DSPTO03.1, (Alternaria alternata) con identificacion de secuencia ID P42058.1, (Candida albicans SC5314) con identificacion
de secuencia ID AOAID8PHRS5.1 como se muestra en la figura 21. La secuencia consenso

...KADIFQVPETLPQEVLDKMHAPAK... es parte de una region altamente conservada (secuencia en rojo).

®@ouery 7772291 1 = cccememmeeeeeeeeecceeeeeeeeee KADIFQVPETLPQEVLDKMHAPAK —————————mm e e e 24
220A1D8PT03.1 1 -——-MKIAIIQYSTYGHITQLAKAVQKGVADAGYKADIFQVPETLPQEVLDKMHAPAKPTDIPIATNDT-LTEYDAFLFGV 76
P42058.1 1 MAP-KIAIVYYSMYGHIKKMADAELKGIQEAGGDAKLFQVAETLPQEVLDKMYAPPKDSSVPVLEDPAVLEEFDGILFGI 79
(QR0A1D8PHR5.1 1 MAQGKVAIIIYSLYHHVYDLALAEKAGIEAAGGVADIYQVAETLSDDVLAKMHAPAKP-DIPIATHET-LTQYDAFLFGI 78

®@ouery 7772291 = @ e ——————————————————

AOA1D8PT03 .1 77 PTRYGTAPAQFFEFWGATGGLWANGSLAGKPAGVFVSTSGQGGGQETTVRNFLNFLAHHGMPYIPLGYANAFALQSSMEE 156
P42058.1 80 PTRYGNFPAQFKTFWDKTGKQWQQOGAFWGKYAGVFVSTGTLGGGQETTAITSMSTLVDHGFIYVPLGYKTAFSMLANLDE 159
AOA1D8PHR5 .1 79 PTRFGNFPAQIKAFWDRTGGLWAKNALRGKYAGVFVWTIGTPGGGQETTIINSLSTLAHHGIIYVPFGY--GYPGMTDLEE 156

@Query 7772291 = @ ceme e
@ A0A1D8PT03.1 157 VHGGSPYGAGTFANVDGSRQPSTLELEIAEKQGEAFVKSATKLVK[87] 288

P42058.1 160 VHGGSPWGAGTFSAGDGSRQPSELELNIAQAQGKAFYEAVAKAHQ 204
220A1D8PHR5.1 157 VHGGSPWGAGTFASGNGSRKVTDLEKAIAKQQGEDFFKTVFK--- 198

Figura 21. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca 29
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B.10) Estudio de homologia secuencial del péptido 10 corresponde (Ca_30).

La homologia secuencial del péptido Ca 30 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segun el BLAST (Candida albicans P75063) con identificacion de secuencia ID
KGU32256.1, (Candida albicans P75016) con identificacion de secuencia ID KHC73827.1, (Candida africana) con identificacion
de secuencia ID KAG8203759.1 como se muestra en la figura 22. La secuencia consenso ... KVNKSLIEFLKSANLSN... es parte

de una region altamente conservada (secuencia en 1ojo).

Query_ 2685204
KGU32256.1
KHC73827.1
KAGE283759.1

Query_2688284
KGU32256.1
KHC73827.1
KAGB203759.1

Query_2685004
KGU32256.1
KHC73827.1
KAGB203759.1

Query_ 2608204
KGU32256.1
KHC73827.1
KAGB283759.1

Query 2608204
KGU22256.1
KHC73827.1
KAGB283759.1

Query_ 2685204
KGU32256.1
KHC73827.1
KAGB2@3750.1

Figura 22. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_30.
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oo {VNKSLIEF 9
MNLLISLLLLSISLVLGSSPSGEYAPGIVQCPINSHSNSSSSSSRNTTFSFIREADSISOLEKQUIKQROLKVNKSLIER 8@
MMLLISLLLLSISLVLGSSPSGEYAPGIVQCPINSHSNSSSSSSRNTTFSFIREADSISOLEKQUIKORQLKVNKSLIER 80
MMLLISLLLLSISLVLGSSPSGEYAPGIVOCPINSHSNSSSSSSRNTTFSFIREADSISOLEKQUIKORQLKVNKSLIER 80

------------------------------------------------------------------------ 17

NPQNF IDAKDYQG INLGLAF SGGSYR AGQLMALDSRSSSSPSESGSGSGSGSLGEILQSANYIGEL 168
LKSANLSNFNPQNF IDAKDYQOGINLGLAFSGGS AGQLMALDSRSSSSPSESGSGSGSGSLGEILOSANYIGEL 168
LKSANLSNFNPQNF IDAKDYOGINLGLAFSGGS YRS AGOLMALDSRSSSSPSESGSGSGSGSLGEILOSANYIGEL 160
SGESSHLLGSLAMQGHP AVFENPYDVIWNL TSSROLVNOTALWTTVFPYMFDN K 248
SESSHLLGSLAMQGHP PVFENPYDVIWNLTSSRQLVNQTGLWTIVFP 5K 240
SESSHLLESLAMQGHPTVEEVYFENPHDVWNLTSSRQLVNQTGLWTIVFPVM SK 240
EXAGFETSLTDAWARGLAHOL FPKGKDNYGSSETWSDIRMIDAF ANHDMPF PFVTGLGRKPGTTVYNLNSTVIEMNPFEF 328
EKAGFETSLTDAWARGLAHQLF PKGKDNYGSSETWSDIRN NHOMPFPFVTGLGRKPGTTVYNLNSTVIEMNPFEF 320
EKAGFETSLTDAWARGLAHQLF PKGKDNYGSSETWSDIRMIDAF ANHDMPFPFVTGLGRKPGTTVYNLNSTVIEMNPFEF 320
GSFDPSLNTFTDIKYLGTNVSNGYPYDLCVNGFDNSGFIVGSSSSLFNSFLNTLVCDONCNSLNSVIKWILKKFLTYLSKA 400
GSFDPSLNTFTDIKYLGTNVSNGYPVDSCVNGFDNSGFIVGSSSSLFNSFLNTLVCONCNSLNSVIKWILKKFLTYLSKA 408
GSFDPSLNTFTDIKYLGTNVSNGYPVDSCVNGFDNSGFIVGSSSSLFNLFLNTLVCONCNSLNSVIKWILKKFLTYLSKA 408
HEDVALYKPNPFFNSQYAKSDNITTSDTLYVIDGGIGGEVIPLSTLMVKERALDIVFAFDSDTNTKTHIPDGSALISSYE 488
HEDVALYKPNPFFNSQYAKSDNITTSDTLYVIDGGIGGEVIPLSTLMVKERALDIVFAFDSDTNTKTNWPDGSALISSYE 488
HEDVALYKPNPFFNSQYAKSDNITTSDTLYVIDGGIGGEEVIPLSTLMVKERALDIVFAFDSDTHNTKTHWPDESALISSYE 488
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B.11) Estudio de homologia secuencial del péptido 11 corresponde (Ca_31).

La homologia secuencial del péptido Ca 31 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segin el BLAST (Corynebacterium urealyticum DSM 7109) con identificacion de
secuencia ID B1VDIJ3.1, (Corynebacterium efficiens YS-314) con identificacion de secuencia ID Q8FPJ9.1, (Corynebacterium
diphtheriae NCTC 13129) con identificacion de secuencia ID P60800.1 como se muestra en la figura 23. La secuencia consenso ...

KGEAGTGDVSSAVDHIRTIKK ...es parte de una region altamente conservada (secuencia en 1ojo).

®@Query 40796 = = mmmmmm e

B].VDJ3 .1 1 MSKASK[ 5 ]ASITTGSARVKRGFADKLKGGVIMDVVTPEQAKIAEDAGASAVMALERVPADIRAQGGVSRMSDPDMIAGI 82
Q8FPJ9 .1 1 MS—-—=-- APTTNAAPRAKTGYADRFKGGVIMDVVNPEQARIAEAAGAVAVMALERVPADIRAQGGVSRMSDPDMIDGI 73
P60800 .1 1 MTQETF —===TATTRVKRGLADMLKGGVIMDVVTPEQARIAEDAGASAVMALERVPADIRAQGGVARMSDPDLIEGI 73
@Query 40796 1 @ — e KG 2
B1VDJ3.1 83  IDAVEIPVMAKARIGHFVEAEVLEALGVDFIDESEVLSPADYKNHIDKFDFETPFVCGATNLGEALRRINEGAAMIRSKG 162
Q8FPJ9.1 74  LEAVDIPVMAKARIGHFVEAQVLQSLGVHFIDESEVLTPADYANHIDKFAFEVPFVCGATNLGEALRRVNEGAAMIRSKG 153
P60800.1 74  VNAVSIPVMAKARIGHFVEAQILESLGVDFIDESEVLSPADYVNHIDKWNFDVPFVCGATNLGEALRRITEGAAMIRSKG 153
Query_40796 3 EAGTGDVSSAVDHIRTIKK-———— e e e e e e e e e e 21
B1VDJ3.1 163 EAGTGDVSNAVTHMRTIRAEINRLSNMAEDELYVAAKELAAPYELVVEVARNGKLPVTLFTAGGIATPADAAMMMHLGAE 242
Q8FPJ9 .1 154 EAGTGDVSNAVTHMRTIRAEINRLTSMAEDELYVAAKELQAPYELVVHVAREGKLPVPLLTAGGIATPADAAMMMQLGAD 233
P60800 .1 154 EAGTGDVSEAVKHLRTIRGEINRLRSMDEDQLYVAAKEIQAPYDLVREVAATGKLPVTLFVAGGVATPADAALVMQMGAE 233

Query 40796 = m e e

®B1vDJ3.1 243 GVFVGSGIFKSGNPAQRAAAIVKATQONYQDPKVIADVSRGLGEAMVGINVDELPVSHRLAERGW 306
2 08FPJ9.1 234 GVFVGSGIFKSGNPEQRARAIVAATQNYNDPDTIARVSRGLGEAMVGINVDDLPVSHRLAERGW 297
¥ p60800.1 234 GVFVGSGIFKSGNPAARAAAIVKATTMYDDPAAIAEVSRGLGEAMVGINVADVPAPHRLAERGW 297

Figura 23. Alineamiento de la secuencia de aminodcidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_31.
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B.12) Estudio de homologia secuencial del péptido 12 corresponde (Ca_32).

La homologia secuencial del péptido Ca 32 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segun el BLAST (Candida albicans - Candida stellatoidea) con identificacion de
secuencia ID 093806.1 como se muestra en la figura 24. La secuencia consenso ... KCGYKDGGVEMVCREF... es parte de una

region altamente conservada (secuencia en 1ojo).

View Format: Compact @ &  Conservation Setting: 3Bits &

Query 298223 = s e

093806 .1 1 MMLPQGYTFRKLKLTDYDNQYLETLKVLTTVGEISKEDFTELYNHWSSLPSIYHPYVITNASGIVVATGMLFVEKKLIHE 80
Query_298223 l e ——— KCGYKDGGVEMVCRF 15
2093806.1 81 CGKVGHIEDISVAKSEQGKKLGYYLVTSLTKVAQENDCYKVILDCSPENVGFYEKCGYKDGGVEMVCRF 149

Figura 24. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_32.
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B.13) Estudio de homologia secuencial del péptido 13 corresponde (Ca_33).

La homologia secuencial del péptido Ca 33 determinado por espectrometria de masa en tandem ESI-Q-TOF-MS/MS del spot
elegido, muestra similitud con otra secuencia, segiin el BLAST (Nakaseomyces glabratus CBS 138) con identificacion de secuencia
ID Q6FPV6.1, (Schizosaccharomyces pombe 972h-) con identificacion de secuencia ID P87048.2, (Saccharomyces cerevisiae
S§288C) con identificacion de secuencia ID P38764.3 como se muestra en la figura 25 (parte 1 y 2). La secuencia consenso

...KLAEYFQYLVKELNLLDPKVPEDVYK... es parte de una region altamente conservada (secuencia en rojo).

@ ouery_8483042 I

@ o6FPV6. 1 1 MS-- TDKKKEEVPKpETEDLTVKDETKNKDKKKANEEEELSEEDQKLKGDLEMLVQTLLEDDSKLYETTLTQLKEF 74
8704 1 MSSK[ 13 |NDKKGTKTSE--—-—~~ TNDRNSTNNTKERDELEDLSEEDLQLKNDLELLVQAVQDATPELVGSSLTQLKEI 82
®p38764.3 1 MVDE SDKKQQTID--EQSQISPEKQTPNKKDKKKEEEEQLSEEDAKLKTDLELLVERLKEDDSSLYEASLNALKES 74
Query 8483042

QGFPVS. 1 75 IKNSTSSMTAVPKPLKFLRPFYPDLCKAYDKWSDKDQKSSLADMLSVLAMTYSDTHQHDSLRFRLLSDTSNIASWGHEYV 154
P87048.2 83 IRTSTSSMTAVPKPLKFLRPHYFTLVKIYDSWPQSPQKTQLADILSVLGMSYSNTSKHESLKYRLQGVTTDPSLWGHEYV 162
®p38764.3 75  IKNSTSSMTAVPKPLKFLRPTYPDLCSIYDKWTDPNLKSSLADVLSILAMTYSENGKHDSLRYRLLSDVSDFEGWGHEYI 154

Parte 1

Query 8483042

A Q6FPVE.1 155 RHLALEIGEVYNEQVEKEAEDNSTS--TESSPQPPHMNFEFSKDVILQLSLEIVPYFMKHNGEEDAVDLLLEIEAIEKLP 232
8704 163 RHLASEIEEEFASRQEEE PTDDLMELALTIVPFFLTHNAEADAIDLLQELGAIEKVV 220
®p38764.3 155 RHLALEIGEVYNDQVEKDAEDETSSAdgSKSDGSAATSGFEFSKEDTLRLCLDIVPYFLKHNGEEDAVDLLLEIESIDKLP 234
Query 8483042

@ 06FPV6.1 233 QFVDENTYKRVCQYMIACVQLLPPPEDISFLQTAYSIYLSELQLPEALSLAIRLGNEDMIRSVFDATSDPIVHQQLAYIL 312
P87048.2 221 PFVELDNASRVCLYITSCVNLLPFPEDVAMLRTAHAIYRKFDQLTQALNVAIRLDDMSLIKEDCEAATDPLLKKQOMSYML 300
®p38764.3 235 QFVDENTFQRVCQYMVACVPLLPPPEDVAFLKTAYSIYLSQNELTDAIALAVRLGEEDMIRSVFDATSDPVMHKQLAYIL 314
Query 8483042 1 = —————mmmmmmmmeeee e KLAEYFQYLVKELNLLDPKVPEDVYK 26
2 Q6FPVE.1 313 AAQRVPFEH--PELQEIIGNTKLSEHFLYLAKELNLLTPKIPEDIYKSHLDSSKSVFSSAGLDSAQQONLAASFVNAFLNL 390
P87048. 2 301 ARQQIPMDMgdEELNDALNNTHLSDHFHYLGKELNLMDPKVPEDIFKTHLEVARTGLGASGVYSAKQONLANTFVNALVNA 380
®p38764.3 315 AAQKTSFEY--EGVQDIIGNGKLSEHFLYLAKELNLTGPKVPEDIYKSHLDNSKSVFSSAGLDSAQQONLASSFVNGFLNL 392
Query 8483042

@ 06FPV6.1 391 GYCNDKMITDND---NWVYKTKGDGMTSAVASIGSIYQWNID-GLQQLDKYLYVDEPEVKAGGLLGIGIASAGVHH-DVE 465
®p87048.2 381 GYSNDRLILVDDektSWIYKNKESGLISATASIGLLQLWNVDMGLSLLDKYLYSSEENTKAGALLGIGVTNVAVRN-EAD 459
®p38764.3 393 GYCNDKLIVDND---NWVYKTKGDGMTSAVASIGSIYQWNLD-GLQQLDKYLYVDEPEVKAGALLGIGISASGVHDGEVE 468
®@ouery_8483042

A Q6FPV6.1 466 PALLLLQEYINHSDTKISTAAILGIGIAFAGSKNDEVLGLLLPVVSNTENSLELAAIAALALSHVFVGTCNGDITTAVMD 545
®p87048.2 460 PAMAILSEYLETGSVKLRASAILGLGLAYSGANREDLLDMLSPIVTDTDCPMQLSCLAALSLGLIFVGTCNGDVASTILQ 539
P3B764 .3 469 PALLLLODYVTNPDTKISSAAILGLGIAFAGSKNDEVLGLLLPIAASTDLPIETAAMASLALAHVFVGTCNGDITTSIMD 548
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Parte 2

M ouery 8483042
2 06FPVE. 1
¥ pr87048.2
¥ p38764.3

@ Query 8483042
M o6FpPVe. 1
¥ p87048.2
@ p38764.3

@ Query 8483042
M 06FPV6.1

A p87048.2
¥ p38764.3

®Query 8483042
M o6FPVE. 1

A pr87048.2
I p38764.3

@ Query 8483042
2 06FPV6. 1
¥ pr87048.2
¥ p38764.3

@ Query 8483042
2 06FPVE. 1
¥ r87048.2
¥ pr38764.3
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934
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944

NFLERTPLELKSEWARFLALSLGLLYLGQGEHVDDVLETINAIEHPMTSAIEVLISSCAYTATGDVLLVQDLLHRLTPKA
TLMEREESAQNDQWGRFMALGLALLFNGKQDLADATVETLKAIEGKIARQAEILVDICSYAGTGNVLHIQKLLH=-====~
NFLERTAIELKTDWVRFLALALGILYMGQGEQVDDVLETISAIEHPMTSAIEVLVGSCAYTGTGDVLLIQDLLHRLTPKN

VKSsdeDEDEDNEELSQEDMNGISAFLGKKENEIAEEPQGNEGAD-~-~-NEMEVDSHQDETT

TGENNVKKEENEEEKT

EKSEKTENDEE

EEDEEESKDEGANDELAYAVIGIALITMGEEIGKEMSLRHFGHLMHYGNEHIRRMVPLAMGLVSVA
--DDAKESETTIQ-~--TFAALGVATIAMGEDIGAEMVLRHFDHMMHYGEPSIRKAIPLALGLLSAS
EEKKGKSSDKD[ 6 ]NDDEEEEKEAGIVDELAYAVLGIALIALGEDIGKEMSLRHFGHLMHYGNEHIRRMVPLAMGIVSVS

DPQMKVFDTLTRFSHDPDLDVSMNSIFAMGLCGVGTNNARLAQLLRQLASYYSREQDALFITRLAQGLVHLGKGTMTMDI
NPOMRIFDTLSRYSHDNDLDVAYNAIFAMGLVGAGTSNARLAQLLROQLASYYHKESNALFMVRIAQGLLYLGKGTMTLNP
DPQMKVFDTLTRFSHDADLEVSMNSIFAMGLCGAGTNNARLAQLLRQLASYYSREQDALFITRLAQGLLHLGKGTMTMDV

FN-DAHVLNKVTLASLLTVLVGLISPS-FILK-HHQLFYMLNSGVRPKFIITLNEEGEQIKVNVRIGQAVETVGQAGKPK
YHtERQILGQTAFAGLMTVVLAMLDANtFVLDtSHWLLYAITLAIRPRMLITLGEDGQYLPVSVRVGQAVDVVGQAGRPK
FN-DAHVLNKVTLASILTTAVGLVSPS-FMLK-HHQLFYMLNAGIRPKFILALNDEGEPIKVNVRVGQAVETVGQAGRPK

TITGWITQSTPVLLGHGERAELENDEYISYTNNIEGVVILKKNPNFQEEE- 983
VITGWVTHTTPVLLHHNERAELATEAYTPLTS-LEGIVILKKNTEDIEMTa 891
KITGWITQSTPVLLNHGERAELETDEYISYTSHIEGVVILKKNPDYREEE- 993

Figura 25. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida obtenido por digestion triptica, del spot Ca_33.
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C) Analisis de secuencias en base de datos NCBI usando el programa BLAST-P

Protein search.

Las secuencias exploradas a partir de los spots analizados por secuencia via
espectrometria de masas EI-Q-TOF mS/MS, fueron 17 los cuales fueron estudiados
por usando el programa BLAST-P Protein search, los cuales en analisis de secuencia
mostraron una alta fidelidad con otras proteinas almacenadas en la base de datos del

Swisprot (Tabla 3).

Tabla 3. Muestra las secuencias completas con los respectivos codigos de acceso en la
base de datos.

Lista de proteinas es formato FASTA

AOW26077 (CA 08)

>A0W26077.1 Cshlp [Candida albicans SC5314]

MVTRLGKSGLKVNTVAVGTMRLGS SWRGEFNGDIDECLKILKFCYDNGFRTFDTADTYSNGKSEELLGLFIKK
YNIPRERIVILTKCYFSVKDDAEDSSLEIDPIDYMNGKGLSRKHILAAAEASVKRLGTYIDVLQIHRLDHEV
TYEEVMRSLNDVVEQGLARYIGASSMKTWEFVELQNVAKANGWHQFISMOSHYSLLYREDERELNDYCKKNS
IGLIPWSPNGGGVLCRPFDSEKTKQFLDNKQWSSLFGLENVRDADKIIVDRVKELSVKYNASMMQVSLAWCT
SKGVIPIAGVSKFEQAEELVGIFKVNLTEDDIKYLEEPYHAKDLARVAA

AOW26479 (CA 09)

>A0W26479.1 S-adenosylmethionine-homocysteine S-methyltransferase
[Candida albicans SC5314]
MGRVQODILEKRKLVIDGALGTELERLLPTTSTYLPSGSPLWSGQVLIKNPGLVEQVHLDYINVGADMIITSTY
QTSYASLHKYIGYDMDQATALWNSALNVAKNAVKKSGRDDVIIAGSIGPYATLLANGSEYNGDYQGVTDEELT
EYHTPLFEFYENSDVDIICIETIPSFQELKVIIGLAKKYTSKEFFISINPQTGSALSDGTSLIEVAQLFAEIN
DPRFVAVGINCTSYENVDQISTYLTDFPLFIYPNLGFVYDTTVHKEVSKVLOESTWSKSVAKWLAFPNVKAIG
GCCSTTPAEIKQVAQLINQ

Q59SN8 (CA 10)

>sp|Q598N8.1|ALS10 CANAL RecName: Full=Agglutinin-like protein 10;
AltName: Full=Adhesin 10; AltName: Full=Agglutinin ALS3-like protein
ALS10; Flags: Precursor
MLLOFLLLSLCVSVATAKVITGVENSEFDSLTWTRAGNYAYKGPNRPTWNAVLGWSLDGTSANPGDTFTLNMPC
VFKFITDQTSVDLTADGVKYATCQFYSGEEFTTFSSLKCTVSNTLTSSIKALGTVTLPISEFNVGGTGSLVDLE
SSKCFKAGTNTVTENDGDKKISIDVDFEKTNEDASGYFIASRLIPSINKASITYVAPQCANGYTSGAMGFTIG
SGDTTIDCSNVHVGITKGLNDWNEFPVSSDSLSYNKTCSSTGISITYENVPAGYRPFFDVYTSVSDONRQLKYT
NDYACVGSSLOSKPENLRLRGYNNSEANSNGEFVIVATTRTVTDSTTAVTITLPEFNPSIDKTKTIEILQPIPTTT
ITTSYVGVTITSYSTKTAPIGETATVIVDVPYHTTTTVTISEWTGTITTTTTRTNPTDSIDTVVVQVPSPNPTVS
TTEYWSQSYATTTTITAPPGGTDTVIIREPPNHTVITTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVTT
TEYWSQSYATTTTITAPPGGTDTVIIREPPNHTVITTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVTTT
EYWSQSYTTTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVITTEYWSQSYATTTTVTATPGGTDTVIIREPPNYTVTTTE
YWSQSYATTTTVTAPPGGTDTVIIREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDTVIIREPPNYTVTTTEY
WSQSYATTSTITAPPGGTDTVIIREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTGPPGGTDTVIIREPPSPTVTITTEYW
SOSYATTTTVTAPPGGTATVIIKEPPNYTVTITTEYWSQSYATTTTVTGPPGGTDTVIIREPPNPTVTTTEYWS
QSFATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVITTEYWSQ
SYTTTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTTTVTATPGGTDTVIIREPPNYTVITTEYWSQS
YATTTTVTAPPGGTDTVIIREPPNYTVITTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDTVIIREPPNHTVTTTEYWSQSY
TTTTTVIAPPGGTDSVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTTTITAPPGETDTVLIREPPNHTVTTTEYWSQSFA
TTTTVTAPPGGTDTVIIREPPNHTVITTEYWSQSYATTTTITAPPGETDTVLIREPPNHTVTTTEYWSQSYAT
TTTITIAPPGETDTVLIREPPNPTVTTTEYWSQSYTTATTVTAPPGGTDTVIIYDTMSSSEISSEFSRPHYTNHT
TLWSTTWVIETKTITETSCEGDKGCSWVSVSTRIVTIPNNIETPMVTINTVDTTTTESTLOSPSGIFSESGVSV
ETESSTFTTAQTNPSVPTTESEVVEFTTKGNNGNGPYESPSTNVKSSMDENSEFTTSTAASTSTDIENETIATT
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GSVEASSPIISSSADETTTVITTAESTSVIEQQTNNNGGGNAPSATSTSSPSTTTTANSDSVITSTTSTNQSQ
SQSNSDTQQTTLSQOMTSSLVSLHMLTTFDGSGSVIQHSTWLCGLITLLSLEI

AOW28902 (CA 11)

>A0W28902.1 Crd2p [Candida albicans SC5314]
MACSAAQCVCAQKSTCSCGKQPALKCNCSKASVENVVPSSNDACACGKRNKSSCTCGANAICDGTRDGETDET
NLK

AAA68015 (CA 12)

>AAA68015.1 chitinase [Candida albicans]
MLSFKSLLAAAVVASSALASASNQVALYWGONGAGGQERLAQYCQETDVDIVLLSFLNLFPDPLNVNFANQCG
NTFESGLLHCSQIGADIKTCQSLGKTVLLSLGGGVGDYGEFSDVASATKFADTLWNKFGAGEDPERPFDDAVVD
GFDFDIEHGGATGYPELATALRGKFAKDTSKNYFLSAAPQCPYPDASLGDLLSKVPLDFAFIQFYNNYCSING
QFNYDTWSKFADSAPNKNIKLFVGVPATSNIAGYVDTSKLSSAIEEIKCDSHFAGVSLWDASGAWLNTDEKGE
NEVVQVKNVLNQNACVAPSSSATTQSTTTTSSAVTQSTTTTSAAITQSATTTSAAVTTKSNQIVTSSSSSSSS
IFYGNSTTESSTGIATGTVLPTGSNENAATTGSGSNTKLAISTVTDVQKTVITITSCSEHKCVATPVTTGVVV
VTDIDTVYTTYCPLTNSQVYVPVQTVVCTEETCVPSPTSTAQKPKASTTIKGVEKGQTTSYPVVGTTEGVKKI
VTTSAQTVGSSTKYVTIELTSTITPVTYPTSVASNGTNTTVPVFTFEGGAAVANSLNSVWFPVPFLLAAFAF

XP 002422331 (CA 13)

>XP_002422331.1 60S acidic ribosomal protein P2 [Candida dubliniensis
CD36]
MKYLAAYLLLVNAGNATPSAADVKAVLSAANIEIEEEKVEKLISELDGKNVEELIVEGNEKLSSVPTGAPAAA
AGGASAAAGGEAAEEAAEEEAAEESDDDMGEGLED

XP 721446 (CA 31)

>XP 721446.1 pyridoxine biosynthesis protein [Candida albicans SC5314]
MSDFKVKAGLAQMLKGGVIMDVVNADQAKTIAEAAGACAVMALERIPAEMRKSNQVCRMSDPKMIKDIMETVKI
PVMAKCRIGHFTESQILEALGVDYIDESEVLTPADTVYHIDKTKFKVPEVCGARNLGEALRRINEGAAMIRCK
GEAGTGDVSSAVDHIRTIKKDIEEASKLKTETEIVELARELRVPTELLIQVIEEKKLPVVLFCAGGVSTPADA
ALLMQLGCDGVEVGSGIFKSKNPEKLAKATIVNATTHYNDPVKLLQYSTDLGELMGGIATIDSIKEEEKLEKRGW

AOW27414 (CA 32)

>A0W27414.1 glucosamine 6-phosphate N-acetyltransferase [Candida albicans
SC5314]
MSLPOGYTFRKLKLTDYDNQYLETLKVLTTVGEISKEEFTELYNHWSSLPSIYHPYVITNASGIVVATGMLEV
EKKLIHECGKVGHIEDISVAKSEQGKKLGYYLVTSLTKVAQENDCYKVILDCSPENVGEFYEKCGYKDGGVEMV
CRF

AOW26936 (CA 33)

>A0W26936.1 proteasome regulatory particle base subunit [Candida albicans
SC5314]
MAPSQEQSKEQIQSQTSKDQQPTKSDKSKVQKEEELSEEDQHLKDELELLVERLNEPNQDRALYNKYLDALKT
FIKESTTSMTAVPKPLKFLRPHYPSLTELYTNWSNQFSAKDVIVIKLADILSVLATTYSDEGNRDSLKYRLLA
SDDTISDWGHEYMRHLALEIGESFQENLGVDEELVNKLVKLALQIVPFFLKHNAEADAVDLLLEIECIDKLPQ
FVDENTFARVCLYVTSCVPYLAPPDDVSFLNTAYSIYLSHNQLTQALTLATIKLDDNELTIKQVFDSTTDESLHK
QLGFILSQONSNFKYPGENPEVQECISNVKLAEYFQYLVKELNLLDPKVPEDVYKSHLENSKFGLGTSGSIDS
AKQNLAASFVNGFLNLGFGNDKLVQTEEDNKSWIYRTKGSGMASTTASLGSIHQWNINEGLQVLDKYTYSEDS
EVKAGALLGTGVVSANVHDEVDAAFALLQEYVHEPNKLYQTAAINGLGIAFAGSANEDVLNLLLPLVSDLDIS
LEISCLAALALGHIFVGTCHGDVTSTILQTLLERDYTQLTNKFIKFMSLGLGLLYMGRTEQAEDVLETIDATIE
HPISKTLKVLVNICAFAGTGNVLQIQALLOMCTAKPKDQLEEEKKLEQSEEEQQQQQONKDTKSNGEGGEEEE
DVEMEDAESKNETSENTTASATSTTSSSKEKGDSSSSAAAAAAGDEKAQEGGDDKEDEEEIDEEEELYQGIAV
LGLACIAMGEDIGQDMSLRHFGHLMHYGNSLIRRAVPLAMGLVSTSNPOQMKVFETLSRYSHDPDLEVAQNSIY
SMGLVGAGTNNARLAQLLRQLASYYIKSPDTLFMVRIAQGILHLGKGTLTLTPYNSERTILSKVSLASLLTIA
TALLDPRSFILNDSTTETTHQLLYYLTPAVKPRMLVTVDEELKPIKVNVRVGQAVDVVGQAGKPKTITGWVTQ
STPVLLNYGERAELENTDEWISLSSSLEGVVILKKNPEYMEIDS

EEQ44481 (CA 34)
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>EEQ44481.1 NHP2/L7aE family protein [Candida albicans WO-1]
MSAPNPKAFPLADSALTQQILDVVQQOSONLRQLKKGANEATKTLNRGISEFIIMAADTEPIEILLHLPLLCED
KNVPYVEVPSKAALGRACGVSRPVIAASVTSNDASSIKNQIYGIKDKIETLLI

XP 717759.2 (CA 27)

>XP 717759.2 H(+)-exporting P2-type ATPase [Candida albicans SC5314]
MSATEPTNEKVDKIVSDDEDEDIDQLVADLQSNPGAGDEEEEEENDSSFKAVPEELLQTDPRVGLTDDEVTKR
RKRYGLNQMAEEQENLVLKFVMFFVGPIQFVMEAAAVLAAGLEDWVDFGVICALLLLNAFVGFIQEYQAGSIV
DELKKTLANSALVVRNGQLVEIPANEVVPGDILQLEDGTVIPTDGRIVSEDCLLQVDQSAITGESLAVDKRSG
DSCYSSSTVKTGEAFMIVTATGDSTFVGRAAALVNKASAGTGHFTEVLNGIGTTLLVEFVIVTLLVVWVACEFYR
TVRIVPILRYTLAITIIGVPVGLPAVVTTTMAVGAAYLAKKQAIVQKLSAIESLAGVEILCSDKTGTLTKNKL
SLHEPYTVEGVEPDDLMLTACLAASRKKKGLDAIDKAFLKSLINYPRAKAALPKYKVIEFQPFDPVSKKVTAI
VESPEGERIICVKGAPLFVLKTVEDDHPIPEDVHENYONTVAEFASRGFRSLGVARKRGEGHWEILGIMPCMD
PPRDDTAATVNEARRLGLRVKMLTGDAVGIAKETCRQLGLGTNIYDADRLGLSGGGDMAGSEIADFVENADGE
AEVFPQHKYNAVEILQSRGYLVAMTGDGVNDAPSLKKADTGIAVEGATDAARSAADIVFLAPGLSAIIDALKT
SROQIFHRMYSYVVYRIALSLHLELFLGLWIAILNRSLDINLIVFIAIFADVATLAIAYDNAPYDPKPVKWNLP
RLWGMSIVLGVILAIGTWITLTTMLLPKGGIIONFGGLDGILFLOQISLTENWLIFVTRAQGPFWSSIPSWQLS
GAVLIVDIIATCFTLEFGWWSONWTDIVTVVRTWIWSEFGVECVMGGAYYLMSTSEAFDNFCNGRKPQQHTDKRS
LEDFLVSMQRVSTQHEKST

AOW27484 (CA 28)

>A0OW27484.1 bifunctional (2E,6E)-farnesyl diphosphate
synthase/dimethylallyltranstransferase [Candida albicans SC5314]
MSDKLAARERFLDVFEDLVEELKQILVSYNMPOQEATEWFVRSLNYNTPGGKLNRGLSVVDTFAILNNTTSDKL
NDTEYKKVALLGWAIELLOQAYFLVADDMMDQSKTRRGQPCWYLVEGVNNIAINDSFMLEGAIYILLKKHFRQD
PYYVDLLDLFHEVTFQTELGQLLDLITADEEIVDLDKFSLEKHSFIVIFKTAYYSFYLPVALAMYMSGINDEK
DLKQVRDILIPLGEYFQIQDDYLDCFGTPEQIGKIGTDIKDNKCSWVINQALLIATPEQRQLLDNNYGKKDDE
SEQKCKDLFKQLGIEKIYHDYEESIVAKLRKQIDQIDESRGLKKDVLTAFLGKVYKRSK

AOW31260 (CA 29)

>A0W31260.1 flavodoxin-like fold family protein [Candida albicans SC5314]
MKIATIIQYSTYGHITQLAKAVQKGVADAGYKADIFQVPETLPOQEVLDKMHAPAKPTDIPIATNDTLTEYDAFL
FGVPTRYGTAPAQFFEFWGATGGLWANGSLAGKPAGVEVSTSGOGGGQETTVRNFLNFLAHHGMPYTIPLGYAN
AFALQSSMEEVHGGSPYGAGTFANVDGSROPSTLELETIAEKQGEAFVKSATKLVKGSKKTNTTTTSKSAATSD
AAGTTSGTAAGTSAATGAATGTSAPKESTKEASSSAKKEATNGTATRTQQSTKAPETAEKSSCSKCIIM

AOW27184 (CA 30)

>A0OW27184.1 Plb4.5p [Candida albicans SC5314]
MNLLISLLLLSISLVLGSSPSGGYAPGIVQCPINSNSNSSSSSSRNTTFSFIREADSISDLEKQWIKQRQLKV
NKSLIEFLKSANLSNENPONFIDAKDYQGINLGLAFSGGSYRAMLNGAGQLMALDSRSSSSPSESGSGSGSLG
GILQSANYIGGLSGSSWLLGSLAMOQGWPTVEEVVFENPHDVWNLTSSROQLVNQTGLWTIVFPVMEFDNMNKALS
HMNFWDNNADGIKFDLEAKEKAGFETSLTDAWARGLAHQLFPKGKDNYGSSETWSDIRNIDAFANHDMPFPEV
TGLGRKPGTTVYNLNSTVIEMNPFEFGSFDPSLNTFTDIKYLGTNVSNGVPVDSCVNGFDNSGFIVGSSSSLFE
NSFLNTLVCDNCNSLSSVIKWILKKFLTYLSKAHEDVALYKPNPFFNSQYAKSDNITTSDTLYVIDGGIGGEV
IPLSTLMVKERALDIVFAFDSDTNTKTNWPDGSALISSYERQFSQOGSSSICPYVPDTKTFLEKGLTAKPTFEF
GCDAKNLTALEKDGVIPPLVVYFANRPYEYYSNVSTEFDLTFTDEQKKGLIKNGFDVATRLNGTIDPEFKSCIA
CAVIRREEERRGIEQSDQCKKCFKNYCWDGTYASGPAENYVNFTDSSLTNGSTVEFYGKADAKVSSSKGGLEFGFE
LKRDTONNDEKEEFIGVVRESNSDSLKLSKYLTIASLFALYLVIM

XP 721446 (CA 31)

>XP 721446.1 pyridoxine biosynthesis protein [Candida albicans SC5314]
MSDFKVKAGLAQMLKGGVIMDVVNADQAKTIAEAAGACAVMALERIPAEMRKSNQVCRMSDPKMIKDIMETVKI
PVMAKCRIGHFTESQILEALGVDYIDESEVLTPADTVYHIDKTKFKVPEVCGARNLGEALRRINEGAAMIRCK
GEAGTGDVSSAVDHIRTIKKDIEEASKLKTETEIVELARELRVPTELLIQVIEEKKLPVVLFCAGGVSTPADA
ALLMQLGCDGVFVGSGIFKSKNPEKLAKATIVNATTHYNDPVKLLQYSTDLGELMGGIAIDSIKEEEKLEKRGW
AOW27414 (CA 32)
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>AOW27414.1 glucosamine 6-phosphate N-acetyltransferase [Candida albicans
SC5314]
MSLPOGYTFRKLKLTDYDNQYLETLKVLTTVGEISKEEFTELYNHWSSLPSIYHPYVITNASGIVVATGMLEV
EKKLIHECGKVGHIEDISVAKSEQGKKLGYYLVTSLTKVAQENDCYKVILDCSPENVGEFYEKCGYKDGGVEMV
CRF

AOW26936 (CA 33)

>A0W26936.1 proteasome regulatory particle base subunit [Candida albicans
SC5314]
MAPSQEQSKEQIQSQTSKDQQPTKSDKSKVQKEEELSEEDQHLKDELELLVERLNEPNQDRALYNKYLDALKT
FIKESTTSMTAVPKPLKFLRPHYPSLTELYTNWSNQFSAKDVIVIKLADILSVLATTYSDEGNRDSLKYRLLA
SDDTISDWGHEYMRHLALEIGESFQENLGVDEELVNKLVKLALQIVPFFLKHNAEADAVDLLLEIECIDKLPQ
FVDENTFARVCLYVTSCVPYLAPPDDVSFLNTAYSIYLSHNQLTQALTLATIKLDDNELTIKQVEFDSTTDESLHK
QLGFILSQONSNFKYPGENPEVQECISNVKLAEYFQYLVKELNLLDPKVPEDVYKSHLENSKFGLGTSGSIDS
AKQNLAASFVNGFLNLGFGNDKLVQTEEDNKSWIYRTKGSGMASTTASLGSIHQWNINEGLQVLDKYTYSEDS
EVKAGALLGTGVVSANVHDEVDAAFALLQEYVHEPNKLYQTAAINGLGIAFAGSANEDVLNLLLPLVSDLDIS
LEISCLAALALGHIFVGTCHGDVTSTILQTLLERDYTQLTNKFIKFMSLGLGLLYMGRTEQAEDVLETIDAIE
HPISKTLKVLVNICAFAGTGNVLQIQALLOMCTAKPKDQLEEEKKLEQSEEEQQQQQONKDTKSNGEGGEEEE
DVEMEDAESKNETSENTTASATSTTSSSKEKGDSSSSAAAAAAGDEKAQEGGDDKEDEEEIDEEEELYQGIAV
LGLACIAMGEDIGQDMSLRHFGHLMHYGNSLIRRAVPLAMGLVSTSNPOMKVFETLSRYSHDPDLEVAQNSIY
SMGLVGAGTNNARLAQLLRQLASYYIKSPDTLFMVRIAQGILHLGKGTLTLTPYNSERTILSKVSLASLLTIA
TALLDPRSFILNDSTTETTHQLLYYLTPAVKPRMLVTVDEELKPIKVNVRVGQAVDVVGQAGKPKTITGWVTQ
STPVLLNYGERAELENTDEWISLSSSLEGVVILKKNPEYMEIDS
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3. MODELADO ESTRUCTURAL Y FUNCIONES DE PROTEINAS

e Proteinas expresadas a los 1,7 y 14 dias.

Figura 26
(CA_08) Cshlp (Cell surface hydrophobicity protein):

For Educational Usze Only

Es un importante factor en la habilidad de la C. albicans para adherir a las superficies.
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Figura 27

(CA_09) S-adenosylmethionine-homocysteine S-methyltransferase:

For Educational Usze Only

Produce methionine (metionina). Esta molécula activa factores de virulencia en

Candida albicans haciéndola més patogénica y cambiando su morfologia.
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Figura 28
(CA_10) Als10 Full=Agglutinin-like protein 10

Es una glicoproteina de la superficie celular de Candida albicans que desempena un

papel esencial en los procesos de adherencia y formacion de biopelicula (Aglutinina).
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Figura 29
(CA_11) Crd2p

For Educational Uze Only

Metallothionein: son encimas encontradas en todos los eucariotas y en algunos
procariotas y es un rol importante en la distribucion intracelular, acumulaciéon y
proteccion de las células contra la toxicidad de metales pesados y estrés

oxidativo. (sobrevive al ataque del sistema inmunol6gico).

e Importante para la formacion de biofilm y competitividad.
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Figura 30
(CA_12) Chitinase
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Es una enzima importante para la remodelacion de la quitina en la pared celular de los

hongos
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Figura 31:
(CA_13) 60S Acidic ribosomal protein P2

For Educational Uze Only

Esta proteina participa en la elongacion de las proteinas. Posiblemente es un factor de

virulencia.
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Figura 32

(CA_31) Pyridoxine biosynthesis protein
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Sintesis de vitamina B6. Virulencia.
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Figura 33

(CA_32) Glucosamine 6-Phosphate N-Acetyltransferase
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Participa en la formacion de la pared celular (Quitina).
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Figura 34

(CA_33) Proteasome regulatory particle base subunit

For Educational Use Only
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Participa en el control de la proliferacion celular, el ciclo celular y otros procesos.
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Figura 35
(CA_34) NHP2 / L7aE family protein
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Estéa relacionado con la sintesis ribosomal.
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Figura 36
(CA_27) H (+)-exporting P2-type ATPase

Regula el gradiente de protones a través de la membrana celular.
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Figura 37

(CA_28) Bifunctional (2E,6E) - farnesyl diphosphate synthase/dimethylallyltranstransferase:
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Proliferacion, sintesis de ergosterol (Membrana celular).
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Figura 38
(CA_29) Flavodoxin-like fold family protein

For Educational Use Only

Lo protege del estrés oxidativo ademas promueve la virulencia.
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Figura 39
(CA_30) PIb4.5p
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Degrada los fosfolipidos y es considerado como potente factor de virulencia.
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Figura 26. Grafico de los marcadores moleculares de C. albicans de 0 dias hasta los 14 dias. (fuente propia)
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DISCUSION

La caries es una enfermedad multifactorial que destruye los tejidos duros del diente por la
presencia de acidos que desmineralizan el esmalte provocando la mancha blanca (clinicamente)
conllevando posteriormente a la destruccion de la dentina pudiendo llegar a estructuras internas
del diente. En este sentido, uno de los microrganismos frecuentemente aislados de esta
enfermedad es el S. mutans. Sin embargo, en el presente estudio, se ha podido determinar que
la levadura C. albicans también puede desmineralizar el tejido dentario, pudiendo originar la

caries dental. Este dato, estd de acuerdo con estudios previamente reportados por Klinke y

Paniagua (20, 24).

Se ha determinado molecularmente la presencia de proteinas relacionadas a la produccion de
caries dental por la C. albicans. Siendo asi, las principales proteinas expresadas a los 7 dias

son:

La proteina Csh1p Cell Surface hydrophobicity protein (Ca_08), que da su importante factor en
su habilidad del C. albicans para poder adherirse en las superficies y a proteinas de la matriz
extracelular, favoreciendo en la formacion de biofilm. Este es un requisito importante de esta
levadura, como factor de virulencia, debido a que esta proteina seria la encargada de que esta
levadura se adhiera a las superficies, en este caso, dentarias para su establecimiento, desarrollo

en forma de biofilm y futura infeccion (23).

La proteina NHP2 / L7aE family protein (Ca_34) cuya funcion es la de promover la sintesis de
ribosomas, estructuras celulares importantes para la sintesis de proteinas funcionales, la cual es
utilizada por la C. albicans para su funcionamiento celular, asi como diferentes factores que

van a contribuir a su funcionamiento y sobrevivencia. Estos datos estdn de acuerdo con (24),

(25).

Las proteinas Glucosamine 6-Phosphate N-Acetyltransferase (Ca_32) que participa en la
formacion de la pared celular y la proteina Proteasome regulatory particle base subunit (Ca_33),
S-adenosylmethionine-homocysteine S-methyltransferase (Ca_09) cuya funcién es participar
en el control de la proliferacion celular y el ciclo celular. El funcionamiento de las dos proteinas
es su morfologia, parte desde su cambio de forma blastoconidia a levadura filamentosa y
elongada (hifa y pseudohifa) que a su vez las verdaderas hifas crecen en presencia de suero a

35 °Cy 37 °C, otorgandole un alto grado de virulencia (adherencia a un sustrato — tejidos, por
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ejemplo), capacidad de evadir el sistema inmune y de suprimir la respuesta proinflamatoria del
hospedero, su forma de levadura es muy interesante ya que facilita la diseminacion del hongo
en el torrente sanguineo al adherirse de forma significativa a las células endoteliales, mientras
que la hifa es responsable de la invasion celular (21). El tubo germinal es como una extension
filamentosa de una célula levaduriforme, sin embargo, se expresa que el tubo germinal es mas
adherente a las superficies de las mucosas y la division celular que es importante para que la
levadura pueda aumentar su poblacién en un determinado local, provocando asi una futura

infeccion (19).

La proteina Pyridoxine biosynthesis protein (Ca_31) da importancia a la sintesis de vitamina
B6, los compuestos de vitamina B6 previenen la muerte de las células de levadura debido a la
menadiona, un generador reactivo de oxigeno, el cual tiene la funcion principal de eliminar

compuesta 6xido radicales (26).

Se observo molecularmente la presencia de proteinas relacionadas a la produccion de caries
dental por la C. albicans, las principales proteinas que siguen expresandose a los 07 y 14 dias,
las cuales son: la proteina Cshlp Cell Surface hydrophobicity protein (Ca_08), la proteina S-
adenosylmethionine-homocysteine S-methyltransfer (Ca 09), la proteina Pyridoxine
biosynthesis protein (Ca 31), la proteina Glucosamine 6-Phosphate N-Acetyltransferase
(Ca_32), la proteina Proteasome regulatory particle base subunit (Ca_33) y la proteina NHP2 /

L7aE family protein (Ca_34), que a su vez tiene presencia en el dia 07.

Se determin6 molecularmente la presencia de proteinas relacionadas a la produccion de caries
dental por la C. albicans. Siendo asi, las principales proteinas expresadas a los 14 dias son: La
proteina Als10 full=agglutinin-like protein 10 (Ca_10), al ser una glicoproteina se encargara
con compaiiia de la proteina Cshlp Cell Surface hydrophobicity protein (Ca_08) de tener una
sobre adherencia a la superficie celular o puede ser la responsable de la coagregacion y es de
gran importancia para la formacion de biopelicula como la glutinina, la cual se encarga de unirse

y formar el Biofilm (25).

Luego, la levadura tiene que tener un procedimiento importante para la supervivencia de su
ecosistema por la acumulacion progresiva de los radicales libres y metales pesados, lo cual la
proteina Crd2p (Ca _11), que son enzimas encontradas en todos los eucariotas y en algunos
procariotas, el cual ocupa un rol importante en su distribucion intracelular, poseen el papel de
sobrevivencia para la proteccion de las células contra la toxicidad de radicales libres metales y

al ataque del sistema inmunoldgico; cabe recalcar que la proteina NHP2 / L7aE family protein
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(Ca_34), acompana en su sintesis ribosomal para la supervivencia. Gracias a la proteina
Flavodoxin-like fold family protein (Ca_29), la protege también del estrés oxidativo y con
ayuda de la proteina Pyridoxine biosynthesis protein (Ca 31), la vitamina B6 previenen
también la muerte de las células de levadura debido a la menadiona, estos a su vez tendra una

consideracion muy potente como factor de virulencia (26).

A partir del quinto dia en adelante, el biofilm de la C. albicans va madurando lo que conlleva
a la adquisicion de nutrientes, division celular (multiplicaciéon) cambio en su morfologia y
excrecion de catabolitos, los cuales pueden ser dafiinos para la C. albicans. Estos mecanismos
podrian deberse a la expresion de las siguientes proteinas: La proteina 60s acidic ribosomal
protein p2 (Ca_13), ya que se observa la alta expresion de esta proteina, la cual participa en la

expresion de otro tipo de proteinas que requiere el sistema (27).

La proteina Chitinase (Ca_12) y la proteina Glucosamine 6-Phosphate N-Acetyltransferase
(Ca_32), son las encargadas de que se produzcan la remodelacion de la quitina en la pared
celular 'y la  proteina  bifunctional  (2e,6e) - farnesyl ~ diphosphate
synthase/dimethylallyltranstransferase (Ca_28), que tiene que proliferar sintesis de ergosterol
para la membrana celular. Concomitantemente en el citoplasma del hongo se produce la
acumulacion excesiva de radicales libres y acumulacion de protones, los cuales van a acidificar
su citoplasma. Si estos elementos no son expulsados al exterior la C. albicans tendria un proceso
de muerte. Es asi como la proteina H (+)-exporting p2-type atpase (Ca 27) y la proteina
Flavodoxin-like fold family protein (Ca 29) son las encargadas de expulsar los compuestos
dafiinos al exterior de la célula manteniendo su citoplasma en pH neutro. Es asi que gran
acumulo de protones en el exterior, conllevara a la acidificacion del medio (28), provocando

asi la desmineralizacion del tejido duro del diente (18).

Dado que la C. albicans estd en completa produccion de catabolitos, como radicales libres y
protones, es posible que estructuras internas como membranas celulares y nucleares, puedan
ser afectadas por estos acumulos, es por eso por lo que la proteina PIb4.5p (Ca_30), se encargue
de degradar los fosfolipidos de la membrana dafiada para poderla regenerarla. Por otro lado,
uno de los componentes del diente tanto de dentina como esmalte, es la presencia de
fosfolipidos en su composicion (29). Por lo que esta proteina estaria también relacionada a la

desintegracion de los tejidos duros del diente.

Solo un estudio ha demostrado morfolégicamente, utilizando un indicador de caries, el cual tine

el tejido desmineralizado, que la C. albicans puede provocar la desmineralizacion del diente.
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Otros estudios han podido corroborar la presencia de C. albicans en lesiones cariosas, asi como
también el mutualismo que existe entre el S. mutans y la C. albicans. Un estudio en ratas,

concluy6 que la C. albicans puede provocar caries oclusal en esos animales (18).

En consecuencia, y teniendo en cuenta las proteinas obtenidas por aproximacion protedmica en
los dias estudiados, se puede denotar el mecanismo molecular por el cual la C. albicans podria
estar produciendo la desmineralizacion de los tejidos duros del diente originando caries dental
por un microorganismo eucariota, siendo este el primer estudio en demostrar proteémicamente

la produccion de caries por C. albicans.

Estos datos, son recolectados por la aproximacion protedmica, lo que significa que la funcion
probable de las moléculas obtenidas en el estudio, son comparadas con moléculas ya
determinadas por estudios previos hechos en C. albicans o en S. cereviseae. Y debido a que
este reporte es el primero en la literatura por el cual se denota protedémicamente cuales son las
principales proteinas responsables por la acidificacion y produccion de mancha blanca
(desmineralizacion de la superficie dentaria - caries) por la C. albicans, la interpretacion y
discusion de estos resultados esta determinada por las funciones previamente reportadas en la

literatura.
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CONCLUSIONES

1. Se determina que a primer dia los marcadores moleculares son: Ca 01, Ca 02, Ca 03,

Ca 04, Cas, Ca _07,Ca _21,Ca 22, Ca 23, Ca_ 24, Ca 25, Ca 26, Ca 27.

2. Se determina que a los 07 dias los marcadores moleculares son: Ca_08, Ca_09, Ca 31,

Ca 32, Ca 33, Ca 34.

3. Se determina que a los 14 dias los marcadores moleculares son: Ca_08, Ca 09, Ca 10,

Ca 11, Ca 12, Ca_13, Ca 27, Ca 28, Ca 29, Ca 30, Ca 31, Ca 32, Ca 33.

4. Bajo los limites de este estudio se puede manifestar que la C. albicans puede producir
la desmineralizacion de la superficie dental por ella misma provocando asi el proceso

cariogénico por un eucariota.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda a los futuros tesista e investigadores a estudiar con mas énfasis la

biologia de la C. albicans en Odontologia.

2. Se recomienda a los futuros tesista e investigadores a estudiar con mas profundidad el

proceso cariogénico de la C. albicans.

3. Se recomienda a los futuros tesista e investigadores a realizar estudios de dentifricos y

colutorios que ademas de actuar contra las bacterias, actien contra los hongos.

4. Se recomienda a los futuros tesista e investigadores a estudiar la interaccion de la C.

albicans con otros microorganismos cariogénicos.
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ANEXOS
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ANEXO 1:

Solicitud para el uso del Laboratorio de Quimica y Proteinas de la UCSM

Solicito: Autorizacion del coordinador principal del Laboratorio de Quimica y
Proteinas de la UCSM

Seior:
Dr. Luis Ponce Soto

Coordinador principal del Laboratorio de Quimica y Proteinas

Jeremy Ramiro Valdivia Cervera, identificado con
DNI 70369234 y el cédigo de alumno
2018248691, bachiller en Odontologia.

Ante usted me presento y expongo que, me encuentro en proceso de realizacion de
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Rotulacion del sobrenadante del dia 01

Rotulacion del sobrenadante del dia 07
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ANEXO 4:

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

1° dia (control)

Epitopo

Proteinas
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7° dia

Epitopo

Proteinas
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14° dia

Epitopo

Proteinas
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