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RESUMEN

El propdsito del presente estudio fue encontrar la diferencia de expresion a través de una
plataforma protedmica, en ausencia y presencia de clorhexidina al 2% en cultivo de la bacteria
altamente patdgena Streptococcus mutans, causante de caries dental. La potente y sensible
técnica de la Electroforesis Bidimensional 2D y la Espectrometria de Masas ESI-MS/MS
identifico trece (13) proteinas de S. mutans cultivadas en condiciones de estrés inducidas por
clorhexidina al 2%. Estas trece (13) proteinas se analizaron por un analisis bioinformatico
utilizando la plataforma BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) de U.S.A. Se emple6 una base de datos de proteinas
esenciales para encontrar homologia de secuencia de proteinas del UniProtKB/Swiss-Proty
disponible en: http://www.expasy.ch/sprot/ y http://www.ebi.ac.uk/swissprot/. Asi se
determind estas trece (13) proteinas esenciales para la supervivencia bacteriana. Estas fueron:
Thioredoxin peroxidase, Glucosyltransferase-SI (GTF-SI) (EC 2.4.1.5), Enolasa, Formiato
acetiltransferasa, Aspartate-beta-semialdehyde dehydrogenase, Phosphohexose isomerase, 4-
hidroxi-tetrahidrodipicolinato reductasa, Sintasa de glucdgeno, Antigeno de superficie celular
I/ll, 2-fosfo-D-glicerato  hidroliasa, Beta-D-fructofuranosil transferasa, Ketol-acid
reductoisomerase (NADP®™ y Phospho-2-keto-3-deoxyheptonate aldolase. Las proteinas
identificadas, incluyen proteinas metabdlicas de energia central, factores de virulencia. Estas
proteinas regulan diversos factores de virulencia, las cuales podrian ser consideradas como

blancos terapéuticos en diversos tratamientos de estudio e investigacion.

Palabras claves:

Streptococcus mutans, clorhexidina al 2%, protedmica.
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ABSTRACT

The purpose of the present study was to identify the difference in expression through a
proteomic platform, in the absence and presence of 2% chlorhexidine in culture of the highly
pathogenic bacterium Streptococcus mutans, which causes dental caries. The powerful and
sensitive technique of 2D Two-Dimensional Electrophoresis and ESI-MS/MS Mass
Spectrometry identified thirteen (13) proteins from S. mutans cultured under 2% chlorhexidine-
induced stress conditions. These thirteen (13) proteins were analyzed by bioinformatic analysis
using the BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) platform of the NCBI (National Center
for Biotechnology Information) of the U.S.A. An essential protein database was used to find
sequence homology of UniProtKB/Swiss-Proty proteins available at:
http://www.expasy.ch/sprot/ y http://www.ebi.ac.uk/swissprot/. These thirteen (13) proteins
essential for bacterial survival were determined. These were: Thioredoxin peroxidase,
Glucosyltransferase-SI (GTF-SI) (EC 2.4.1. 5), Enolase, Formate acetyltransferase, Aspartate-
beta-semialdehyde dehydrogenase, Phosphohexose isomerase, 4-hydroxy-
tetrahydrodipicolinate reductase, Glycogen synthase, Cell surface antigen I/11, 2-phospho-D-
glycerate hydrolase, Beta-D-fructofuranosyl transferase, Ketol-acid reductoisomerase
(NADP(+) and Phospho-2-keto-3-deoxyheptonate aldolase. The identified proteins include
central energy metabolic proteins, virulence factors. These proteins regulate various virulence
factors, which could be considered as therapeutic targets in various study and research

treatments.

Keywords:
Streptococcus mutans, 2% chlorhexidine, proteomics.
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INTRODUCCION

Streptococcus mutans fue excluido por primera vez en 1924, por lesiones cariosas. Sin
embargo, fue alrededor de la década de 1950, cuando esta bacteria atrajo la atencion de varias
comunidades cientificas, asi como de laboratorios clinicos y animales, que revelaron que S.
mutans era un agente etioldgico significativo en varias patologias dentales. S. mutans
generalmente reside dentro de la boca humana o mas precisamente en la placa dental, que es
una biopelicula construida sobre la superficie dura del diente por una gama diversa de bacterias.
Ademas, esta bacteria también esta implicada en la bacteriemia y la endocarditis infecciosa,
una hinchazon mortal de las valvulas cardiacas. La caracteristica Unica que hace de S. mutans
uno de los organismos cariogénicos mas potentes incluye la capacidad de S. mutans para
metabolizar una extensa variacion de carbohidratos en &cidos organicos (acidogenicidad) y
también puede prosperar incluso en condiciones acidas (aciduridad) (14).

Aunque se han empleado enfoques genéticos y bioquimicos durante las Gltimas décadas para
explorar la biologia de S. mutans, la cadena completa del genoma de la cepa UA159 de S.
mutans se publicé recién en 2001, lo que transformé drasticamente el panorama. Actualmente,
S. mutans se encuentra entre las bacterias Gram positivas mejor caracterizadas. El genoma de
S. mutans que se secuencié por primera vez (cepa UA159 del serotipo ¢) contenia ~2,0 Mb de
ADN, que agrupaba alrededor de 2000 genes. Sin embargo, el transcriptoma y el proteoma de
S. mutans han recibido menos atencion, aungue se sabe que son significativos para comprender

la patogénesis de cualquier bacteria (14).

El proteoma se considera una fraccion funcional de la célula que fluctlia en respuesta a los
estimulos impuestos externamente, como el estrés farmacoldgico. En condiciones de estrés, la
armonia dentro de la célula bacteriana se altera y las bacterias adoptan funciones celulares
alternativas simultaneamente, mientras que el proteoma medio para evitar el efecto. En
consecuencia, el proteoma obtenido cuando las bacterias se cultivan en condiciones estresantes
podria revelar algunas vias novedosas que adoptan las bacterias para evitar perturbaciones a su
alrededor. Ademas, la proteémica, junto con un enfoque bioinformatico, podria ayudar a
resolver dichos problemas bioldgicos. (14)

El presente estudio pretende comprender la patogénesis de la bacteria cariogénica S. mutans.
Se realizd estudios sobre la diferencia en la expresion de proteinas del Streptococcus mutans al

tratamiento con clorhexidina al 2%. El objetivo de este estudio es proporcionar datos Utiles a
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los investigadores que exploran dianas o trabajan en el descubrimiento de farmacos, para
decodificar consultas biologicas con un método computacionalmente manejable mediante la

exploracion, el filtrado y la ponderacion de los enormes conjuntos de datos a escala del

proteoma. (14)
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CAPITULO 1
PLANTEAMIENTO TEORICO
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1 Determinacion del problema

Segln el investigador J. Clarke en 1924 identifico un microorganismo a partir de
lesiones cariosas, al que Ilamd Streptococcus mutans, debido a que considerd que sus
formas ovaladas eran variantes atipicas de los streptococcus. No obstante, no fue sind
hasta finales de la década de 1950 que S. mutans comenzO a captar un interés
significativo dentro de la comunidad cientifica. Para mediados de los afios 60, tanto
estudios clinicos como experimentos en modelos animales permitieron establecer

protagénico como uno de los importantes agentes causantes de la caries dental (14).

Este microorganismo habita de forma natural en la cavidad bucal humana,
particularmente en el sarro dental: una biopelicula compleja formada por mdaltiples
especies microbianas que se adhieren a las superficies duras del diente. El potencial

cariogénico de S. mutans se atribuye a tres caracteristicas clave:

- Su capacidad para sintetizar grandes cantidades de glucanos extracelulares a partir
de la sacarosa, facilitando asi una adhesion robusta a las superficies dentales y
promoviendo la formacion de una matriz polimérica protectora.

- Su versatilidad metabdlica para fermentar diversos carbohidratos, produciendo
acidos organicos en el proceso (acidogenecidad).

- Su notable resistencia a condiciones adversas del entorno oral, como los cambios en
ph o disponibilidad de nutrientes, lo que le permite sobrevivir y mantener su

actividad cariogénica.

Un conteo elevado de S. mutans puede dar una prevalencia de caries alta o baja, esto se
debe a que no es el tnico microorganismo acidoéfilo que posee la placa dentobacteriana.
De acuerdo con su clasificacion serolégica es muy posible encontrar de los tipos c,d, y
e en mayor proporcién en humanos, mientras los tipos a,b,f,g y h pueden estar en pocas
cantidades 0 no encontrarse, ya que pertenecen a animales. Sobrevive en la boca,
principalmente en las superficies lisas de los dientes, algunos estudios demuestran su
supervivencia en cucharas por un periodo de tiempo relativamente largo. La posibilidad
de encontrarlo antes de la aparicion de los dientes es pequefia, ya que es transmitido de
madre a hijo, por ser ella la se encuentra en contacto desde los primeros meses de vida

y realiza la transmisién de saliva al besarlo p al utilizar objetos que han sido empleados
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por ella al preparar sus alimentos. Los estudios demuestran que el mayor conteo de S.
mutans se encuentra en personas que viven en ciudades industrializadas y consumen
grandes cantidades de azUcar refinada, bajos conteos se encuentran en personas que
viven en zonas rurales separadas de las grandes localidades.

A diferencia del resto de los Streptococcus orales, S. mutans presenta una capacidad
distintiva para fermentar una amplia variedad de azucares incluidos alcoholes de azlcar
como el manitol y sorbitol. En condiciones de baja disponibilidad de carbohidratos, los
principales productos de fermentacion son formiato, acetato y etanol. Sin embargo,
cuando el entorno es rico en carbohidratos, S. mutans produce predominante acido
lactico, un acido fuertemente implicado en la produccion de caries. Esta habilidad de
generar acidos a partir de azlcares se conoce como acidogenicidad. Lo notable es la
velocidad con la que S. mutans genera estos acidos en estudios realizados en un rango
de ph entre 7.0 y 5.0, se ha observado que supera a otros streptococcus orales en la
produccion de acidos su alta acidogenicidad altera la ecologia microbiana de la cavidad
bucal, favoreciendo la proliferacién de esta y otras bacterias. El resultado de este
desequilibrio es una disminucion sostenida del ph en la placa dental, especialmente
después del consumo de carbohidratos. Este posee una notable acidotolerancia, lo que
le permite mantener su actividad metabolica y capacidad glucolitica incluso en
ambientes extremadamente &cidos, por debajo de ph 4,4 donde muchas otras bacterias

no pueden sobrevivir ni crecer.

A partir de la efervescencia de carbohidratos especialmente de la sacarosa,
Streptococcus mutans es capaz de sintetizar polisacaridos extracelulares como glucanos
y fructanos. Estos compuestos cumplen un papel fundamental en la adhesién selectiva
y la acumulacion de comunidades bacterianas cariogénicas sobre las superficies
dentales. Ademas, contribuyen desarrollar la porosidad y el grosor de la matriz de la
placa mental, lo que facilita la difusion de sustratos hacia capas profundas de biofilm.
Esta difusion prolongada, junto con la produccién de acidos, provoca una disminucién
sostenida del ph en zonas mas internas de la placa, favoreciendo asi la desmineralizacion

del esmalte y el desarrollo de las lesiones cariosas.

La capacidad de S. mutans para adherirse a la pelicula adquirida del esmalte se sustenta

en dos mecanismos principales:
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La clorhexidina es un antiséptico bucal que inhibe el crecimiento de Streptococcus

mutans y otros microorganismos mediante diversos mecanismos.

Mecanismos de accién

a)

b)

c)
d)

e)

f)

Se une a la pared de los microorganismos, aumentando su permeabilidad y

favoreciendo la entrada de agua.
Altera la estructura de la placa bacteriana

Desequilibra y penetra las membranas de las células bacterianas

Precipita el citoplasma e interfiere con la funcion de la membrana.

Inhibe el uso de oxigeno, lo que causa una rebaja de los niveles de ATP y la muerte

celular.

Reduce la formacion de la pelicula y la colonizacion de la placa.

1.2 Enunciado

Diferencia en la expresion de proteinas del Streptococcus mutans al tratamiento con

clorhexidina al 2%. Arequipa 2025.

1.3 Descripcion

1.3.1 Areas del conocimiento

a) Area general: Ciencia de la Salud

b) Area especifica: Odontologia

c) Especialidad: Carielogia

d) Tépico: Protedémica

1.3.2 Operacionalizacién de Variables:

Variables Indicadores

Sub-Indicadores

Independiente: Aminodcidos y Proteinas
Expresion protedmica de  |expresados.
Streptococcus mutans

Numero de spots proteico segun
las condiciones control a los 5 dias

2%

Dependiente: Aminoé&cidos y Proteinas
Expresion protedmica de  |expresados.
Streptococcus mutans
expuesta a clorhexidina al

NUmero de spots proteico segln la
densidad de clorhexidina al 2% en
5 dias.
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1.3.3 Interrogantes Basicas

- Seria posible que la expresion protedmica diferencial de Streptococcus mutans se
pueda observar en presencia y ausencia de clorhexidina al 2%.

- ¢Cual es el nivel de expresion proteémica diferencial de Streptococcus mutans en
presencia y ausencia de clorhexidina al 2%.

- ¢Cudl es el nivel de expresion proteica de Streptococcus mutans en el proceso
cariogénico a través de electroforesis bidimensional 2D y espectrometria de masas
ESI-gTOF MS/MS?

- ¢Cual es la relacion entre la expresion proteica de los factores de supervivencia de
Streptococcus mutans y su resistencia a la clorhexidina al 2%?

1.3.4 Taxonomia de la investigacion
TIPO DE ESTUDIO
1. Porla 2. Porel 3. Porel 4. Por el 5. Por el
ABORDAJE técnicade | tipo de dato | ndmero de ntmero de ambito de DISENO NIVEL
recoleccion que se mediciones | muestraso | recoleccion
planifica de la poblacion
recoger variable
Cuantitativo | Experimental | Prospectivo | Transversal | Comparativo | i Experimental | Explicativo
aboratorio

14

141

Originalidad

Justificacién del Problema

La exploracion es Unica. El estudio del analisis de la expresion proteica de los factores

de supervivencia en sobrenadante de cultivos de Streptococcus mutans en presencia de

clorhexidina al 2%, no ha sido investigada ampliamente. A nivel general existen

estudios que hablan de la relacion de Streptococcus mutans con relacion a la presencia

de clorhexidina al 2%, mas no existen muchos estudios que comparen su supervivencia

en presencia de clorhexidina al 2%.
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1.4.2 Relevancia

El Streptococcus mutans es una bacteria comun en la microbiota oral y representa uno
de los principales agentes causales de la caries dental. Ademas, estd implicada en
infecciones graves asociadas a los estreptococos del grupo viridans, como la bacteriemia
y la endocarditis. Este estudio permite observar la respuesta de S. mutans frente a la
clorhexidinaal 2%, lo cual ofrece informacion valiosa para la practica clinica, brindando

una opcion terapéutica Util en casos similares.
1.4.3 Actualidad

Toda y cada una de las investigaciones realizadas hasta ahora en la actualidad se sabe
que hay algunos factores en los que la clorhexidina es utilizada cuando hay dicha
infeccion pero las contradicciones de los estudios y busquedas que se vienen realizando
nos muestran datos nuevos y actuales para poder conocer la diferencia al tratamiento

con clorhexidina al 2%.
1.4.4 Factibilidad

El proyecto se considera viable, ya que la recoleccion de las muestras se llevara a cado
en unca clinica local, lo que facilita el acceso al material biolégico necesario. El estudio
se desarrollara en el Laboratorio de Quimica y Proteinas F-401 de la Universidad
Catolica de Santa Maria, con la supervision del Dr. Gustavo Obando y la colaboracion
del Dr. Luis Alberto Ponce Soto, especialista en proteémica. Posteriormente, el modelo
sera enviado para secuenciacion, y el analisis bioinformatico se realizara en el mismo
laboratorio, utilizando la base de datos Mascot como herramienta de apoyo para la

interpretacion de los resultados.
1.4.5 Interés Personal

Mi interés principal radica en profundizar en el estudio de la resistencia de
Streptococcus mutans a la clorhexidina al 2%, asi como identificar los factores que
contribuyen a su supervivencia. Considero que esta investigacion puede aportar
significativamente al desarrollo de estrategias mas efectivas para combatir infecciones

orales y prevenir posibles complicaciones a largo plazo.
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2. OBJETIVOS
2.1  Objetivo General

Determinar la expresion protedmica diferencial del Streptococcus mutans en presencia
y ausencia de clorhexidina al 2%.

2.2  Objetivos Especificos

- Reconocer el nivel de expresion proteica de Streptococcus mutans, a través de
electroforesis bidimensional 2D y espectrometria de masas ESI-qTOF MS/MS, en
ausencia de clorhexidina al 2%.

- Identificar el nivel de expresion proteica de Streptococcus mutans en presencia de
clorhexidina al 2% contaminadas a través de electroforesis bidimensional 2D y
espectrometria de masas ESI-qTOF MS/MS.

- Establecer la relacién en la expresion proteica de los factores de supervivencia de
Streptococcus mutans frente a clorhexidina al 2%, respecto de su mapa de

referencia (control).
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3. MARCO CONCEPTUAL
3.1  Conceptos Basicos
3.1.1 Clorhexidina

La clorhexidina se considera el desinfectante de referencia en odontologia, ampliamente
reconocida por su eficacia en la reduccion de la placa dental y prevencion de la gingivitis
es uno de los agentes antimicrobianos maés utilizados en la practica clinica, con una
capacidad de diminucion de la placa que puede alcanzar hasta un 60%.Su mecanismo
de accion se basa de la formacion de la pelicula adquirida sobre el diente, como la
alteracion del crecimiento bacteriano y su capacidad de adherencia a las superficies
dentales (35).

Este compuesto se encuentra comunmente en tres formas quimicas: digluconato, acetato
e hidrocloruro. De estas, el digluconato es la forma més empleada en productos
comerciales, habitualmente en concentraciones del 12% o 20% 8 como concentrado
base, luego diluido para uso clinico). Aunque su accion es mas potente contra bacterias
grampositivas, la clorhexidina también muestra eficacia frente a bacterias

gramnegativas, lo que amplia su espectro antimicrobiano y utilidad clinica (35).
Ventajas:

La clorhexidina es un agente antimicrobiano de accion rapida y efecto prologando,
gracias a su alta adhesividad superficies biologicas como la piel, el esmalte dental y las
proteinas salivales. Su perfil de seguridad es elevado, incluso en recién nacidos debido
a su minima absorcion cutanea. Su naturaleza cationica le permite unirse eficazmente a
la hidroxiapatita y la pelicula adquirida, lo que potencia su accion residual en la cavidad
bucal. Ademas, se le atribuye propiedades antiinflamatorias relacionadas con su efecto
detergente y su posible capacidad antioxidante (36).

3.1.2 Streptococcus mutans

Es uno de los principales microorganismos asociados a la caries dental. Segun la
hipotesis ecoldgica de la placa, esta enfermedad no es causada por un solo patdgeno,
sino por un desequilibrio en el microbiota oral debido a cambios en el ambiente local.

El estudio es fundamental para comprender como coloniza los tejidos dentales,
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interactGan con otras especies y participa en la formacion de biopeliculas. Gracias a las
herramientas de biologia molecular, se ha avanzado en la identificacion de sus variantes,
los compuestos que produce para adherirse al diente y su papel en el desarrollo de las
caries, lo que ha permitido el disefio de métodos mas precisos para su deteccion y control
(29).

Fisiologia:

Es un coco Gram positivo, que se dispone en cadenas, carece de movilidad y es
catalasa negativa. Este fermenta diversos carbohidratos, como glucosa, lactosa,
rafinosa, manitol, inulina y salcina, generando acidos organicos como productos
finales, Sin embargo, generalmente no metaboliza la arginina para la produccion de
amoniaco. Se clasifica en varios serotipos ( C, E, F y K) determinados por
diferencias inmunoldgicas, bioldgicas y genéticas. Su habitat natural es la cavidad
oral humana, donde muestra una marcada afinidad por las superficies dentales y se
encuentra con frecuencia en lesiones cariosas, desempefiando un papel clave en la

etiologia de la caries (29).
3.2 Analisis de antecedentes investigativos
3.2.1 Antecedentes Internacionales

e Lorena Porte L., Stephanie Braun J., Jeannette Dabanch P., Alicia
Egafna y Daniela Andrighetti.
Titulo: Streptococcus mutans: Una bacteria que hace honor a su nombre.
Fuente:
https://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S071610182009000700017&script=c
i_arttext
Resumen:
Streptococcus mutans es un componente habitual de la microbiota oral,
asociado principalmente a la caries dental y, en algunos casos, a infecciones
graves como bacteriemia y endocarditis. Su diagndstico puede ser
complicado, ya que ocasionalmente se tifie como bacilo Gram positivo (27).
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e Antonio Bascones Martinez Fuente

Titulo: Antisépticos orales. Revision de la literatura y perspectiva actual.
Fuente:
https://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S16996585200600
0100004

Resumen: El control de placa bacteriana es fundamental para la prevencion
de enfermedades periodontales. Ante la limitada eficacia del control
mecanico en algunos casos, el uso complementario de antisépticos orales se
ha vuelto cada vez mas comun. Entre ellos, la clorhexidina es ampliamente

reconocida como el agente mas eficaz (28).

e Atsuko Watanabel , Miki Kawada-Matsuo2,3, Mi Nguyen-Tra Le2,3,
Junzo Hisatsune
Titulo: Analisis exhaustivo de bacteriocinas en Streptococcus mutans
Fuente: https://doi.org/10.1038/s41598-021-92370-1
Resumen: Streptococcus mutans produce bacteriocinas con actividad
antibacteriana contra diversas bacterias. Sin embargo, no se ha realizado un
andlisis exhaustivo de estas bacteriocinas. En este estudio, aislamos 125
cepas de S. mutans de voluntarios y determinamos la secuencia completa de
su genoma. Con base en el analisis genémico, se investigo la distribucién de
cada gen de bacteriocina (mutacinas I-1V, K8 y Smb). Se encontraron 17, 5
y 2 cepas con una coincidencia del 100 % con las mutacinas I, 11 y IlI,

respectivamente (29).

e Peninsula Dental School, Plymouth University, Portland Square C506,
Plymouth, PL4 8AA, UK
Titulo: Usos actuales de la clorhexidina para el tratamiento de enfermedades
bucales: una revision narrativa.
Fuente:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030057122030244X?vi
a%3Dihub
Resumen: La clorhexidina (CHX) es un enjuague bucal antiséptico de uso
comun, utilizado por odontélogos y el publico en general, debido a sus
efectos antimicrobianos. El objetivo de este articulo fue proporcionar una
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revision narrativa de los usos antimicrobianos actuales de la CHX en
odontologia para el tratamiento de enfermedades bucodentales, destacando
la necesidad de estudios adicionales que respalden su uso seguro y adecuado
(30).

e Am J Dent. Author manuscript

Titulo: El todo es mayor que la suma de sus partes: las interacciones
bacterianas de la placa dental pueden afectar las propiedades de virulencia
de las bacterias cariogénicas Streptococcus mutans.

Fuente: https://scispace.com/papers/the-whole-is-greater-than-the-sum-of-
its-parts- dental-plaque-219g1zbcg5

Resumen: Estd bien establecido que la caries dental se causa por la
acumulacién de placa dental en las superficies dentales. Varias décadas de
estudios in vitro y clinicos han identificado a Streptococcus mutans como un
importante agente etioldgico en la formacion de lesiones cariosas. Ademas,
diversos enfoques han sugerido que las interacciones entre los componentes
bacterianos de las biopeliculas pueden influir en las propiedades de estas

estructuras polimicrobianas (31).
4.1.2 Antecedentes Nacionales

e J.A. Lemos, S.R. Palmer, L. Zeng, Z.T. Wen,J.K. Kajfasz, I.A. Freires,
J. Abranches, and L.J. Brady
Titulo: The Biology of Streptococcus mutans
Fuente:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0304416572900621?vi%
3Dihub
Resumen: Como principal agente etiologico de la caries dental en humanos,
Streptococcus mutans reside especialmente en las biopeliculas que se forman
en las superficies dentales, también conocidas como placa dental. Ademas
de la caries, S. mutans es responsable de casos de endocarditis infecciosa, y
un subconjunto de cepas esta indirectamente implicado en la aparicion de
otras patologias extraorales (32).
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e Vijaya Lakshmi Bolla, M. Jyothil, Shanthan Reddy Mettul, Mallela G.
Manoj Kumar, Kakumanu Nageswara Rao, Munnangi Surendra
Reddy, Pradeep Koppolu
Titulo: Eficacia de tres enjuagues bucales contra Streptococcus mutans y
Lactobacillus: un estudio comparativo.

Fuente:
http://journals.lww.com/acambyBhDMf5ePHKav1zEoum1tQfN4a+kJLhE
ZgbsIHo4XMiOhCywCX1AWnNY Qp/IIQrHD3i3D00dRYi7TvSFI4Cf3VC4
/OAVpDDa8KKGK VOYmy+78=on 08/18/2024

Resumen: La caries dental es una de las enfermedades cronicas infantiles
mas frecuentes y causa molestias continuas, debido al deterioro funcional y
estético. Para controlar la caries dental, la eliminacion de la placa es
fundamental, lo que requiere el uso de agentes quimioterapéuticos. Diversos
efectos secundarios asociados con la clorhexidina han impulsado la

busqueda de un agente quimioterapéutico alternativo (33).

e Autores: H. Koo a—c S. Duarte a R.M. Murata a K. Scott-Anne b S.
Gregoire b G.E. Watson a A.P. Singh d N. Vorsa d, e
Titulo: Influencia de las proantocianidinas del arandano en la formacion de
biopeliculas por Streptococcus mutans en la superficie apatitica recubierta
de salivay en el desarrollo de caries dentales in vivo
Fuente: http://karger.com/cre/article-pdf/44/2/116/2499247/000296306.pd
Resumen: Los extractos crudos de arandano, formulados en distintos
vehiculos, han demostrado capacidad inhibitoria sobre la formacion de
biopeliculas orales en estudios in vitro. Esta actividad se ha atribuido a la
presencia de proatocianidinas (PAC), compuestos que han mostrado inferir
con factores clave de virulencia de Streptococcus mutans, como la inhibicion

de la enzima glucosiltransferasa (Gtf) (34).

e Autores: Zo'e L.S. Brookes; Raul Bescos, Louise A. Belfield; Kamran
Ali; Anthony Roberts
Titulo: Usos actuales de la clorhexidina para el tratamiento de enfermedades

bucales: una revisién narrativa
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Fuente:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030057122030244X?vi
a%3Dihub

Resumen: La clorhexidina (CHX) es un enjuague bucal antiséptico de uso
habitual, utilizado por odontologos y el publico en general, debido a sus
efectos antimicrobianos. El objetivo de este articulo fue proporcionar una
revision narrativa de los usos antimicrobianos actuales de la CHX en
odontologia para el tratamiento de enfermedades bucodentales, destacando
la necesidad de estudios adicionales que respalden su uso seguro y adecuado
(35).

e Autores: Zoe Brookes €; Leanne Teoh; Fabian Cieplik; Purnima Kumar
Titulo: Efectos del enjuague bucal en el microbioma bucal: ¢son buenos,
malos o equilibrados?

Fuente:
http://dx.doi.org/10.1016/j.identj.2023.08.014,http://dx.doi.org/10.1016/j.id
entj.2023.0

Resumen: Esta revision narrativa describe el microbioma oral y su papel en
la salud y la enfermedad bucal, antes de considerar el impacto de los
enjuagues bucales de venta libre (OTC) de uso comun sobre las bacterias,
virus, bacteriofagos y hongos orales que componen estas comunidades

microbianas en diferentes nichos de la boca (36).

4, HIPOTESIS

Ho: Dado que la presencia de clorhexidina al 2%, podria afectar el desarrollo de
Streptococcus mutans, es posible que exista cambios en la expresion de proteinas

asociado al efecto antiséptico.

Hi: Dado que la presencia de clorhexidina al 2%, podria afectar el desarrollo de
Streptococcus mutans, no es posible que exista cambios en la expresion de

proteinas asociado al efecto antiséptico.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030057122030244X
http://dx.doi.org/10.1016/
http://dx.doi.org/10.1016/

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

CAPITULO I1
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



-ys=x . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ’ CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION
1.1. Técnicas
1.1.1. Muestras
Streptococcus mutans, cepa UA159.
1.1.2. Preparacion de muestras

Se realizaron cultivos de S. mutans en placas de cultura utilizando caldo BHI hasta
formar biofilm (cultivados a 37°C por 7 dias). Una vez realizado este procedimiento, se
procedié a colocar clorhexidina al 2% por una hora en esta cultivo, acto seguido, sera
retirado la clorhexidina y se colocara caldo BHI para la subsiguiente cultivo por 24
horas a 37°C. Se recogio el sobrenadante del grupo experimental y el grupo control (sin
tratamiento) y se realizara por electroforesis bidimensional (2D), la confrontacion de la
expresion de proteinas de los grupos. Acto seguido por medio de espectrometria de
masas, se determinaron las proteinas que fueron expresadas en el grupo de la

clorhexidina al 2%.
1.1.3. Electroforesis bidimensional 2D SDS-PAGE

La electroforesis en gel bidimensional se realiza siguiendo protocolos previamente
establecidos. La concentracion de proteina en los sobrenadantes se determina a mediante
un kit de cuantificacion de proteinas de Bio-Rad. Todas las muestras pareadas se
analizan cuantitativamente de forma conjunta. Se aplica 1 mg de proteina por muestra
en tiras de gradiente de pH no lineal (rango 3-10), posicionadas en camaras de
rehidratacion con los extremos orientados hacia los polos 4acido y baésico,
respectivamente (38).

El enfoque comenzd a 200 V, incrementando gradualmente el voltaje hasta alcanzar
8000 V auna velocidad de 4 VV/min, y se mantiene constante durante 3 horas adicionales,
alcanzando un total aproximado de 150,000 Vh, La segunda dimension se lleva a cabo
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% con SDS. Los geles, con
dimensiones de 180 x 200 x 1,5 mm3, se procesan a una corriente constante de 40 mA
por gel. Posteriormente, las proteinas se fijan utilizando una solucién de metanol al 50%

con acido fosfdrico al 5% durante 2 horas (39).
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Los geles se pintan con Coomassie Brilliant Blue R-250 (Merck, Alemania) durante 12
h y se visualizan las manchas de proteinas. Cada experimentacion se realiza dos veces
para garantizar la exactitud de los andlisis. Las imagenes se escanean utilizando un
escéner GS-800 de luz blanca de alta calidad Bio-Rad (400-750 nm). Las proteinas
expresadas diferencialmente se identificaron utilizando el software de analisis PD-Quest
2DE (Bio-Rad, EE.UU.).

La cantidad de cada mancha en un gel se normaliza como porcentaje del total de
manchas presentes en el mismo gel, evaludndose mediante densidad 6ptica (OD). Para
comparar el volumen relativo de las manchas entre dos grupos, se utiliza la prueba t de
Student. Se seleccionan para analisis por espectrometria de masas en tadem (MS/MS)
aquellas manchas que muestran cambios consientes con una diferencia minima de 2

veces significancia estadistica (p < 0,05).
1.1.4. ldentificacion de proteinas mediante nano-HPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS

Las manchas de proteina se extraen manualmente del gel y se someten a digestion
enzimatica utilizando tripsina bovina de grado secuencial (V511A, Promega). Las
muestras proteicas se reducen, alquilan y posteriormente se dirigen con tripsina
siguiendo protocolos estandar y previamente descritos por Ponce-Soto et al., (2007)(37).
Los péptidos resultantes de la digestion se analizan mediante un sistema de nano-HPLC
acoplado a un espectrémetro de masas Q-TOF Premier (Micromass, Manchester, Reino

Unido), equipado con una fuente de ionizacion por electropulverizacion (ESI).

Los espectros se adquieren hasta alcanzar una relacion sefial/ruido adecuada. Para el
analisis MS/MS, se consideran Gnicamente los picos con carga doble o superior, dentro
del rango de masa de 400 a 1600 m/z. Se seleccionan iones con una intensidad de
deteccion mayor a 10 cuentas por segundo para generar espectros de fragmentacion

mediante disociacion inducida por colision (CID).

Los productos de autdlisis de tripsina y los iones precursores derivados de queratina se
excluyen automaticamente del analisis. Para cada escaneo de encuesta, se seleccionan
tres iones para MS/MS, la informacion utilizada para generar la lista de picos MS/MS
se extrae a partir de espectros combinados, obtenidos mediante la integracion de

multiples adquisiciones. (37)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-ys=x . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

Los datos de espectrometria de masas en tandem (MS/MS), archivos "pKl list (pkl)"
adquiridos por el software de ProteinLynx 2.2.5 (Waters), incluyen los valores de masa,
la intensidad y la carga de los iones precursores (iones originales con +2 o +3 de carga

en este estudio).

Los archivos pkl se analizan utilizando el motor de busqueda MASCOT (26) contra la
base de datos de proteinas SWISS-PROT. Las proteinas se identifican sobre la base de
dos 0 més péptidos cuyas puntuaciones de iones excedieron el umbral, p <0,05, lo que
indica el nivel de confianza del 95% para estos péptidos coincidentes.

1.1.5. Andlisis estadistico

Todas las muestras fueron procesadas por duplicado utilizando geles bidimensionales
(2D) y espectrometria de masas ESI-Q-TOF-MS/MS en tiempo real. Los resultados
obtenidos mostraron una buena correlacion entre replicas, sin desviaciones inesperadas.
La comparacion estadistica entre grupos se realizé6 mediante la prueba t de Student no
apareada, considerando un valor de significancia de p < 0,05. Los analisis estadisticos

se llevaron a cabo utilizando el software de SPSS, versién 11.5.
1.2. Instrumentos
1.2.1 Instrumentos documentales

a) Especificacion

« Uso de protocolos en microbiologia y analisis protedémico.

1.2.2 Instrumentos mecanicos

+ Estufa

« Bafio Maria

« Mini Centrifuga
* Bortex

Sonicador

Equipo de electroforesis bidimensional 2D
 Espectrometro de masas ESI-Q-TOF-MS/MS
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1.3. Materiales

» Base de dato como Scopus, Scielo, Pubmed, Science Direct
* Pymol, Dna Star, BLAST, UniProtKB/Swiss-Prot

2. CAMPO DE VERIFICACION

2.1  Ubicacion espacial

Ambito General:  Arequipa
Ambito Especifico: Laboratorios de Microbiologia de la Universidad Catélica Santa

Maria.

2.2 Ubicacién temporal

La investigacion corresponde al afio 2025.

2.3 Poblacion/muestra

En el siguiente estudio se analiz6 desde la aproximacion protedémica, cultivos
microbioldgicos de Streptococcus mutans, en ausencia y presencia de clorhexidina al
2%. Asi definimos:

Poblacion 1. Cultivo de Streptococcus mutans, en ausencia de clorhexidina al 2%
(Control o Mapa de Referencia).

Poblacién 2. Cultivo de Streptococcus mutans, en presencia de clorhexidina al 2%

(Tratamiento).

2.4 Unidades de Estudio

En el presente trabajo de investigacion se tomaron un agente y una cepa, mismos que
son usados en grupos por que corresponde a una investigacion experimental.

2.4.1 Criterios de inclusién

e Cultivo purificado de Streptococcus mutans.

2.4.2 Criterios de exclusion

e Cultivo contaminado con otros microorganismos en el medio.
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2.5. Consideraciones éticas

El presente trabajo tiene como objetivo analizar la expresion de proteinas en presencia
y ausencia de clorhexidina al 2% y analizar a través de una plataforma protedémica, a fin
de conocer las proteinas expresas. Esta plataforma tecnolégica se ha utilizado para

descubrir marcadores proteicos altamente sensibles y especificos para el diagndstico.
3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS

3.1  Organizacion de la informacion

Antes de la realizar el estudio necesitamos lo siguiente:

e Solicitud formal de autorizacion para el uso de los laboratorios de la Universidad
Catdlica Santa Maria.

e Adquisicién de la cepa del microorganismo en estudio.

e Preparacion y acondicionamiento de las unidades experimentales que seran usadas

para el estudio.

3.2 Recursos

e Fisicos:
- Laboratorios de la Universidad Catolica Santa Maria
- Biblioteca de la Universidad Catélica Santa Maria

e Humanos:
Investigador: Andrea Alexandra Carpio Cuayla.
Asesor: Dr. Luis Alberto Ponce Soto

e EconOmicos:

- Financiado por el investigador.
4. ESTRATEGIA PARA MANEJAR LOS RESULTADOS
4.1  Plan de Procesamiento
4.1.1 Tipo de procesamiento

Se empleo un procesamiento computarizado utilizando programas como Mascot
y Pattern lab como base de datos para el anlisis de secuencia.
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4.1.2 Operaciones del procesamiento
e Clasificacion: La informacién obtenida de los instrumentos aplicados fué
ordenada en una matriz de sistematizacion.
e Codificacion: Para el procesamiento computarizado fué necesario haber
realizado el andlisis de proteémica de las muestras.
e Conteo: Se utiliz6 matrices de recuento.
e Tabulacion: Se elabord tablas de doble entrada.

e Graficacion: Se elabor6 gréficos de barra doble.

4.2 Plan de Analisis

Estadistica
Escala Descriptiva
Tipo de por
variable escala de (Medidas de

medicion | tendencia central
y de dispersion)

Variable investigativa Estadistica

Nivel de expresion
protedmica en el
sobrenadante de
Streptococcus mutans en
pacientes a los 5 dias y
control en ausencia de

clorhexidina al 2%

. . Cuantitativo | De razon Ninguna Ninguna
Nivel de expresion

protedmica en el
sobrenadante de
Streptococcus mutans en
pacientes a los 5 dias y
control en presencia de

clorhexidina al 2%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




.v#==". UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE §\CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

CAPITULO III
RESULTADOS
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1. Gel de Electroforesis bidimensional 2D (SDS-PAGE) procedente de cultivo de

Streptococcus mutans Mapa Referencial del Expresion (control).

Gel de electroforesis SDS-PAGE 2D de la figura 1, evidencia la expresion de proteinas
procedente del cultivo de Streptococcus mutans en ausencia de clorhexidina al 2%
analizadas con ayuda del software PD Quest Basic version 8.0.1 (Bio Rad Ca. USA),
coloreado con comasie blue.

El software PD Quest Basic version 8.0.1 (Bio Rad Ca. USA), muestra un andlisis de
los geles referencial de expresion y de tratamiento de (Streptococcus mutans en
presencia de clorhexidina al 2%). Se registra la expresion de 13 proteinas denominadas

de 121 a la 133 respectivamente.

Figura 1.
Gel 2D SDS-PAGE de expresion, de Streptococcus mutans en ausencia de clorhexidina al
2%.

Mm kDa

pH | | | | |
5.0 6.0 7.0 8.0 9.0

Los “spots” identificados se mantuvieron en los rangos de 6.0 a 9.0 de pl y masas en torno de

20 a 97 kDa respectivamente.
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Figura 2.
Imagen 3D del gel 2D SDS-PAGE de expresion en cultivo de Streptococcus mutans en

ausencia de clorhexidina al 2%

El software PD Quest Basic version 8.0.1 (Bio Rad Ca. USA), muestra 13 proteinas

coloreadas con comasie blue.

2. Electroforesis bidimensional 2D del medio de cultivo en presencia de Streptococcus

mutans y clorhexidina al 2% (Estudio).

Gel de electroforesis SDS-PAGE 2D de la figura 3, evidencia la expresion de proteinas
procedente del cultivo de Streptococcus mutans en presencia de clorhexidina al 2%
analizadas con ayuda del software PD Quest Basic version 8.0.1 (Bio Rad Ca. USA),

coloreado con comasie blue.

No fueron identificados a través de sus secuencias, este procedimiento se reservo para
las proteinas procedentes del cultivo de Streptococcus mutans en ausencia de
clorhexidina al 2%.
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Figura 3.
Gel 2D SDS-PAGE de expresion proteica de Streptococcus mutans en presencia de

clorhexidina al 2%.

Mm kDa
[ 97
— 66
—45
— 30
LA,
L 1 103 105 s o
B 107 - _20
110 E
11
. 114 i e 11 14
e = = "
120 119 18
pH | | | | l
5.0 6.0 70 8.0 9.0

Los “spots” identificados se mantuvieron en los rangos de 5.0 a 9.0 de pI y masas en

torno de 5 a 30 kDa respectivamente.
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Figura 4.
Imagen 3D del gel 2D SDS-PAGE de expresion en cultivo de Streptococcus mutans en

presencia de clorhexidina al 2%

El software PD Quest Basic version 8.0.1 (Bio Rad Ca. USA), muestra 20 proteinas
coloreadas con comasie blue.

3.3  Caracterizacion estructural de los spots 121 al 133 procedentes de cultivo celular

de Streptococcus mutans en ausencia de clorhexidina al 2%.

Los spots en estudio fueron digeridos por separado con tripsina bovina y los péptidos
tripticos obtenidos, fueron separados en cromatografia liquida de interaccion
hidrofébica con una columna HiTrap.

Fueron obtenidos entre 5 a 9 picos proteicos, (datos no mostrados), de los cuales fueron
escogidos al azar y por ser los mas extensos, 01 pico de cada spot, resultando 13 picos

de péptidos representativos por cada spot, los cuales fueron colectados manualmente y
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liofilizados.

Posteriormente el secuenciamiento de cada péptido fue realizado por espectrometria de
masas en tanden ESI-Q-TOF/MS/MS. Los datos obtenidos fueron procesados usando el
software Mascot MS/MS lon Search (26). La tabla 1 muestra las masas y la secuencia
deducida de cada una de los péptidos obtenidos por clivage triptico.

No fueron discriminados los residuos de Leucina (L) e Isoleucina (1) en ninguna de las
secuencias reportadas, pues no son distinguibles en el espectro CID (Disociacion
Inducida por Colision) de baja energia. Debido a la calibracion externa aplicada a todos
los espectros, no fue posible resolver la diferencia 0,036 Da entre los residuos de
Glutamina (Q) y Lisina (K) excepto para las lisinas que fueron deducidas en base al
clivage de la tripsina (Tripsina cliva en el extremo carboxiterminal de la Lisina o
Arginina).

Cada péptido secuenciado, fue sometido a la base de datos del NCBI usando el programa
BLAST-p protein search en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot como una busqueda
especifica de proteinas basicas a través del motor de busqueda complementario Mascot
(Tabla 2), las mismas que fueron identificadas como pertenecientes a la familia de

proteinas....

Tabla 1.
Péptidos secuenciados por espectrometria de masas ESI-Q-TOF_MS/MS y Analizados por el
Software DNA Star. Ver. 6.0.

Los residuos de Lisina (K) y Arginina (R) fueron deducidos del clivage por la tripsina.

N SPOT Secuencia del Péptido Mm pl
1 121 |...KLQVGDTAPDFSLTDTDLSKKTLADFAGQK... 3210.55| 4.42
2 122 |...NIRKVNGKYYYYKEDGTLQKNYALNINGKTFFFDETGALSNNTLPSKK... 5567.21| 9.57
3 123 |...KILKERGLETAVGDEGGFAPKFDGTEDAVETIIKAIETAGYK... 4468.00 | 4.54
4 124 |...LPYPFRHYCMSMSHKHSSIQYEGVTTMAKEGYGEMSCISCCVSPLD... 5502.02 | 6.56
5 125 |...AVHADILPSGGDKKHYPIAFNALAQIDVFTDNDYTYEEMKMTNETK... 5502.77 | 4.55
6 126 |...AAEKIKSDSEVLVVIGIGGSYLGARAAIDFLNSSFVNLENK... 4295.87 | 4.83
7 127 |...ASKYFPDLEIIELHHDKKKDAPSGTAVKTAELIREARAYK... 4540.16 | 8.52
8 128 |...HIFRDGVDFYFIDNKHYFYRGQIYGEFDDGERFAYFQ... 4676.08 | 4.79
9 129 |...QDLPTPPSVPTVHFHYFKLAVQPQVNKEIRNNNDINIDRTLVAKQSVVKFQLKT...|6227.14| 9.72
10 130 |...VLPTPMMNIINGGSHSDAPIAFQEFMIVPAGAPTF... 3671.30| 4.17
11 131 |...VKLTSDAQTGHQMTYQEFDKIAQTLIAQDERYAIPYFNAKAIK... 4946.58 | 7.14
12 132 |...GPGHLVRRTYTEGFGVPSLYAVYQNPTGNAENIALDWAK... 4262.73| 7.15
13 133 |...NPTSGNLNIMFNGIYAAQNKQSFLFNGEEVETSGNPTAHVILRGGVNEYGK... 5499.05| 5.68
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Tabla 2.
Analisis Comparativo de los spots correspondientes s la expresion de Streptococcus mutans

en ausencia de clorhexidina al 2% via espectrometria masas ESI-QTOF MS/MS.

Database consultada: UniProtKB/Swiss-Prot.

N [Spot Molécula Organismo ACCESION
1| 121[Thioredoxin peroxidase Streptococcus mutans UA159 Q8DUK3.1
2 | 122|Glucosyltransferase-SI (GTF-SI) (EC 2.4.1.5) |[Streptococcus mutans UA159 P13470

3| 123[Enolasa Streptococcus mutans UA159 Q8DTS9.1
4| 124|Formiato acetiltransferasa Streptococcus mutans UA159 Q59934.2
5| 125|Aspartate-beta-semialdehyde dehydrogenase  [Streptococcus mutans UA159 P10539

6 | 126Phosphohexose isomerase Streptococcus mutans UA159 Q9X670

7 | 127 A-hidroxi-tetrahidrodipicolinato reductasa Streptococcus mutans UA159 Q8DUL9.1
8| 128(Sintasa de glucégeno Streptococcus gordonii estirpe Challis subestirpe CH1 | ABAYHO0.1
9 | 129|Antigeno de superficie celular /11 Streptococcus mutans UA159 P23504.2
10| 130[2-fosfo-D-glicerato hidroliasa Streptococcus mutans UA159 Q8DTS9.1
11| 131 Beta-D-fructofuranosil transferasa Streptococcus mutans UA159 P11701.2
12| 132|Ketol-acid reductoisomerase (NADP(+)) Streptococcus pneumoniae Hungary19A-6 B1I19N6.1
13| 133[Phospho-2-keto-3-deoxyheptonate aldolase Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 P35170.2
4. Anélisis de homologia secuencial via espectrometria de masas ESI-Q-TOF-MS/MS

de los péptidos 121 al 133 procedentes de cultivo celular de Streptococcus mutans

en ausencia de clorhexidina al 2%o.

La homologia secuencial de los trece (13) péptidos determinados por espectrometria de
masa en ESI-Q-TOF-MS/MS, procedentes de cultivo celular de Streptococcus mutans
en ausencia de clorhexidina al 2%, muestran similitud con otras secuencias similares

con cada uno de los mismos en forma independiente.

Las secuencias de los péptidos en sus en sus estudios de homologia secuencial, indican
que son parte de regiones altamente conservadas mutaciones muy puntuales, las cuales
podrian o no influir en la funcion bioldgica de las proteinas estudiadas, correspondientes
a los trece (13) péptidos tal como se muestran en las figuras que van desde la5 ala 17.

Para la homologia secuencial se muestra una gran similitud o region conservada en rojo,

con otras secuencias para cada proteina estudiada en la expresion, segn el BLAST.
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Figura 5.
Analisis de homologia secuencial deducida, del spot 121 (Query_10001), con otras proteinas
de la familia de las tio peroxidasa, de naturaleza citoplasmatica, actuando a nivel del receptor
de peroxido de hidrogeno (H20.), transductor redox

Q3DUK2.1 1 MTTFNGNTVTLAGKKLQVGDTAPDFSLTDTDLSKKTLADFAGOKKVISVVPSIDTGVCDAQTRRFNQELSDADNTVWITY 88
P31388.3 1 MTTFLGNPVTFTGKQLOVGDTAHDFSLTATDLSKKTLADFAGKKKVLSITPSIDTGVCSTQTRRFNQELSDLDNTVWITY 88
P42366.2 1 MTTFLGNPVTFTGKQLOVGDTAHDFSLTATDLSKKTLADFAGKKKVLSIIPSIDTGVCSTQTRRFNQELSDLDNTVWITY 88
Query_lee8l 1 - -------------- KLOVGDTAPDFSLTDTDLSKKTLADFAGOK - - - - === === --cmmmm e e e e mm e e e e e e 38
QBDUK2.1 81 SVDLPFAQARWCGAAGLNDATITLSDYYDYSFGKAYGLLINELHLLGRAVFVLDEDNKITYLEYLDEMTNHPNYDAALAAY 160
P31388.3 81 SVDLPFAQGKWCAAEGIENAVMLSDY FDHSFGRDYAVLINEWHLLARAVLYLDENNTYTYAEYVDNINTEPDYDAALIAAY 160
P42366.2 81 SVDLPFAQGKWCAAEGT ENAVMLSDY FDHSFGRDOYAVLINEWHLLARAVLVLDENNTVTYAEYVDNINTEPDYDAATAAY 160
Query 1@8@1 = oo oo oo
Q3DUK2.1 161 K-- 181
P31388.3 161 KSL 163
P42366.2 161 KHML 183
Query_leadl -
Figura 6.

Analisis de homologia secuencial deducida del spot 122 (Query_10001)
P13476.2 1365 PNSGNEVRNRYVRTSSGMWYYFGNDGYALL---------------—-------—----—-@GWH--——---"--------——- 1397
P27478.1 1334 AKSGEQVFNKTVKAADGKTYVIGNDGWVAVDPSVWEKGQTFKDASGALRFYNLKGQLVTOSGWYETANHDWVYIQSGKALTG 1413
Plieel.l 1339 AQTGEQVFMKSY-SVNGKTYYFGSDGTAQTQANPKGOTFKDGSGYLRFYNLEGOYVSGSGWYETAEHEWVYVESGKVLTG 1417
LT L e N
P13476.2 1398 --VWEGRRVYFDENG----- VYRYASHDQRMHWD - - ---------------- YDYRRD--------—---—-—- FGRGS55-- 1437
P27478.1 1414 EQTINGQHLYFKKDGHOVKGOLYTGTDGKVRYYDANSGDOQAFNKSVTVNGKTYYFOGNDGTAQTAGNPEKGQTFEDGSDI-R 1492
Plieel.l 1418 AQTIGNQRVYFKDNGHQVKGQLYTGNDGKLRYYDANSGDQAFNKSYTVNGK TYYFGSDGTAQTQANPKGQTFKDGSGYIR 1497
Query_l@eal 2 IRKVHNGKYYYYKEDGTLOK -NYALNINGKTFFFDE- TGALSNNTLPSKK - - - --- - - - - - - - - - - - oo o 48
P13476.2 B R e e AVRFRHSRNGFFD-------=----- 1458
P27478.1 1493  FYSHMEGQLVTGSGWY SNAQGOWLYVEKNGKVLTGLOTVGESQRVYFDENGIQAKGKAVRTSDGKIRYFDENSGSMITHNQWKE 1572
Plieel.1 1488 FYNLEGOYWVSGSGWYKNAQGOWLYVKDGENV LTGLOTVGENQKVY FDENGIQAKGKAVRTSDGKVRYFDENSGSMITNOWKF 1577
Query_ 18881 = @ oo oo
Pl3476.2 1451 ---NFFRF------------ 1455
P27478.1 1573 VNGRYYYFGOGNDGARIYRGWN 1592
Plieel.1 1578 WYGQYYYFGSDGAAVYRGWN 1597
Query_l@88l  -------------o--o—-

En la figura 6, se muestra que otras proteinas de la familia de las glucosiltransferasa de un
sistema de dos componentes, extracelular, junto con otras glucosiltransferasas (Gtfs), son
esenciales para la formacion de la placa dental, una biopelicula que puede causar caries
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Figura 7.
Analisis de homologia secuencial deducida del spot 123 (Query_10001)

Q8DTS9.1 1 MSITTDVYAREVLDSRGNPTLEVEVYTESGAFGRGMVPSGAS TGEHEAVEL RDGDKSRYGGLGTQKAVDNVNNITAEALT 80
Q5MeMs. 1 1 MSIITDVYAREVLDSRGNPTLEVEVYTESGAFGRGMVPSGASTGEHEAVELRDGDKARYGGLGTQKAVDNVNNVIAEHII 86
AZRIX1.1 1 MSIITDIYAREVLDSRGNPTLEVEVYTEDGAFGRGMVPSGASTGEHEAVELRDGDKSRYNGLGTQKAVDNVNNIIAEAII 86
Query 18081 T T s
Q8DTS9.1 81  GYDVRDQQAIDKAMIALDGTPNKGKLGANATLGVSTAVARAAADFLETPLYSYLGGFNTKVLPTPMMNT INGGSHSDAPT 168
Q5MeMs. 1 81 GFDVRDQQGIDRAMIALDGTPNKGKLGANAILGVSIAVARAAADYLEVPLYSYLGGFNTKVLPTPMMNIINGGSHSDAPT 16@
AZRIX1.1 81 GYEVIDQQAIDRAMIALDGTENKGKLGANAILGVSIAAARAAADELGVPLYNYLGGFNAKVLPTPMMNIINGGSHSDAPT 16@
Query 18081 e e
Q8DTS9.1 161 AFQEFMIVPAGAPTFKEALRWGAETFHALKKTLKERGLETAVGDEGGFAPKFDGTEDAVETTIKATETAGYKPGEE-VFL 239
Q5MeMs. 1 161 AFQEFMIVPAGAPTFKEALRWGAEIFHALKKILKERGLETAVGDEGGFAPRFDGTEDGVETIIKATEAAGYVPGKD-VFI 239
AZRIX1.1 161 AFQEFMIVPVGAPTFKEALRWGAEIFHALKKILKARGLETAVGDEGGFAPKFDGTEDGVETILKATEAAGYKAGEDEVMI 240
Query 18881 1  ------=---=----=-----———— -~ -KTLKERGLETAVGDEGGFAPKFDGTEDAVETTIKATETAGYK-------- 42
08DTS9.1 246 GFDCASSEFYD--NGVYDYTKFEGEKGAKRSAAEQIDYIEELVNKYPIITIEDAMDENDWDGWKALTARLGDRVOQLVGDD 317
Q5MeMs. 1 246 GLDCASSEFYDaeRKVYDYTKFEGEGAAVRTAAEQIDYLEELVNKYPIITIEDGMDENDWDGWKALTERLGDKVQLVGDD 319
AZRIX1.1 241 GFDCASSEFYE--NGVYDYTKFEGEGGKKLSASEQVDYLEELVSKYPIITIEDGMDENDWDGWKILTERLGKKVQLVGDD 318
Query 18081 T T s
08DTS9.1 318 FFVTNTDYLARGIKEGAANSILIKVNQIGTLTETFEATEMAKEAGY TAVVSHRSGETEDSTIADISVATNAGQIKTGSLS 337
Q5MeMs. 1 326 FFVTNTAYLEKGIAEHAANSILIKVNQIGTLTETFDAIEMAKEAGY TAVVSHRSGETEDSTIADIAVATNAGQIKTGSLS 339
AZRIX1.1 319 FFVTNTKYLERGIREMASNAILIKVNQIGTLTETFEATEMAKEAGFTAIVSHRSGETEDSTISDIAVATNAGQIKTGSLS 398
Query 18081 T T TR
Q8DTS9.1 398 RTDRIAKYNQLLRIEDQLGEVAEYRGLKSFYNLKK 432

QsMeMs. 1 488 RTDRIAKYNQLLRIEDQLGEVAEYRGLKSFYNLKK 434

AZRIX1.1 399 RTDRMAKYNQLLRTEDQLAEVAQVKGLKAFYNLKK 433

Query 18081 T

En la figura 7, indica que con otras proteinas de la familia de la fosfopiruvato hidratasa o
enolasa (EC 4.2.1.11). Una metaloenzima que cataliza la transformacion de 2-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato durante la glucélisis. La enzima puede también catalizar la reaccién inversa,

segun la concentracion de los sustratos en el medio.
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Figura 8.
Analisis de homologia secuencial deducida del spot 124 (Query_10001),

059534.2 237 LDVRKPAMNVEEATQWINIAFMAVCRVINGAATSLGRVPIVLDIFAERDLARGTFTESEIQEFVDDFVMKLRTVEFARTE 316
032797.1 248 LDVSRPAMNVEEALQWVNIAYMAVCRVINGAATSLGRVPIVLDIFAERDLARGTFTEQEIQEFVDDFVLKLRTMKFARAA 319
0327%%.1 248 LDVSRPAMNVEEATQWVNIAYMAVCRVINGAATSLGRVPIVLDIFAERDLARGTFTEQEIQEFVDDFILKLRTHKFARAA 319
Query_18BE1 = = @ —- - mmmm oo m oo oo e e e o o—oooo-—o---
059534.2 317 AYDELYSGDPTFITTSMAGMGADGRHRVTKMDYRFLNTLDNIGNAPEPNLTYLWSSKLPYPFRHYCMSMSHKHSSIQYEG 396
032797.1 328 AYDELYSGDPTFITTSMAGMGNDGRHRVTKMDYRFLNTLDTIGNAPEPNLTYLWDSKLPYSFKRYSMSMEHKHESIQYEG 399
032799.1 328 AYDELYSGDPTFITTSMAGMGNDGRHRVTKMDYRFLNTLDTIGNAPEPNLTYLWDSKLPYSFKRYSMSMEHKHESIQYEG 399
Query_ 18881 1  --------------mm s oo o——— oo oo LPYPFRHYCMSMSHKHSSIOYEG 23
Q59534.2 397 NMTTMAKEGYGEMSCISCCVSPLODPEMEDRRHNLQY FGARVNYLKALLTGLNGGYDDVHKDYKVFODVEPIRDEVLDFETVE 476
0327%7.1 4868 VETMAKDGYGEMSCISCCVSPLOPENEEGRHNLGY FGARVNYLKAMLTGLNGGYDDVHKDYKVFDIEPVRDETILDYDTVM 479
032799.1 480 VETMAKDGYGEMSCISCCVSPLDPENEEGRHNLQY FOARVNYLEKAMLTGLNGGYDDVHKDYKVFDIEPYRDEILDYDTVM 479
Query_l1@88l 24  MTTMAKEGYGEMSCISCCVSPLD-------------- "= -mmm o mm oo m o mm oo m o - 46
Q39934.2 477  ANFEKALDWLTDTYVDAMNIIHYMTDKYNYEAVQMAF LPTRVKANMGFGICGFSNTVDSLSAIKYATVKPIRDEDGYIYD 556
0327%7.1 488 ENFDKSLDWLTDTYVDAMNIIHYMTDKYNYEAVQMAF LPTKVRANMGFGICGFANTVDSLSATKYAKVETLRDENGYIYD 559
032799.1 438 ENFDKSLNWLTDTYVDAMNIIHYMTDKYNYEAVQMAF LPTKVRANMGFGICGFANTVDSLSATKYAKVETLRDENGYIYD 559
Query 18B@1 = = - oo oo oo

En la figura 8, indica que con otras proteinas de la familia de la piruvato formato-liasa. La
acetiltransferasa de formiato, es una enzima que cataliza la transferencia de un grupo acetilo de
acetil-CoA a un sustrato que en este caso es el formato. Esta enzima es esencial para el

metabolismo del formiato y su papel es crucial en la produccion de energia
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Figura 9.
Analisis de homologia secuencial deducida del spot 125 (Query_10001)

P1&533.2 1 M--GYTVAIVGATGAVGTRMIQQLEQSTLPVDEVRLLSSS5RSAGKYLQYKDQDVTVELTTKDSFEG- -VDIALFSAGGSY 76
Qa4757.1 MGRGLHVAVVGATGAVGOOMLKTLEDRNFEMDTLTLLSSKRSAGTKVMTFKGQELTVQEASPESFEG- -VNIALFSAGGSY 78

[y

Q59251.2 1 MSKKQKIAIVOATGAVGEELLNVLDELDFPVESILPLASAKSYGSEVEFKGKAYKVKELTENVFKENpIDIAFFSAGGSY B8O
Query_l8@@1l = = - oo
P18539.2 77 SAKFAPYAVEAGAVVVDNTSHFRONPDVP LVVPEVNAYAMDAHN- -GITACPNCSTIOMMVALEPIRQKWGLSRYIVSTY 154
0e4757.1 79 SQALAPEAVEKRGATVIDNTSAFRMDENTPLVVPEVNEADLHEHN--GITANPNCSTIOMVAALEPIRKAYGLNKVIVSTY 156
Q592591.2 81  SEKYAKFAVESGAVVIDNTSHFRMEKDVPLVVPECNPEDIKDWKKtGITANPNCSTIQMVQVLKPLNDAFNLKRVDYSTY 16@
Query_l88@1l = - oo
P18539.2 155 QAVSGAGQSAINETVREIKEVVNDEvdPKAVHADILPSGGDKKHYPIAFNALAQIDVFTONDYTYEEMKMTNETKKIMEE 234
Qe4757.1 157 QAVSGAGNEAVKELYSQTQAILN----KEEIEPEIMPVKGDKKHYQIAFNAIPQIDKFQDNGYTFEEMKMINETKKIMHM 232
Q592591.2 161 QAASGAGKEGMQELVEAMQSFFAF--------- KLDEFEPQTFPYTLALNLIPQIDVFMDNDYTKEELKMVYNETQKILHK 231
Query_l@@8l 1 - ----------------------------- AVHADILPSGGDKEHYPIAFNALAQIDVFTONDYTYEEMKMTNETK----- 46
P1853%.2 235 PELPVSATCVRVPILFSHSEAVYIE - TKDVAPIEEVKAATAAFPGAVLEDDIKHQIYPQAANAVGSRETFVGRIRKDLDI 313
Qe4757.1 233 PDLOQVAATCVRLPIQTGHSESVYIEiIDRDDATVEDIKNLLKEAPGVTLQDDPSQQLYPMPADAVGKNDVFVGRIRKDLDR 312
Q592591.2 232 -NLEVSATCVRVPVLRSHSEAITMH-FEKEIDVKKAKEILKKAPSVIVIDDPKNKKYPMPLMTSDTNETYVGRIRADYVYD 389
Query_ 18881 = - -- oo oo
P1853%.2 314 ENGIHMWWVSDNLLKGAAWNSVQIAESLHERGLV[11] 353

Qe4757.1 313 ANGFHLWWVVSDNLLKGAAWNSVQIAESLKKLNLY 346

Q592591.2 316 KKILHLWCVADQIRVGAATMNAVRIAQKWLELKNEK 343

Query_l@88@l =  --------------ooooooo oo

En la figura 9, indica que con otras proteinas de la familia de la aspartato-semialdehido
deshidrogenasa. Es una enzima crucial en la biosintesis de aminoacidos. Cataliza la reduccion
del aspartato-semialdehido a aspartato, un paso temprano en la ramificacion de la via
metabdlica que conduce a la formacion de aminoéacidos como la lisina, metionina, leucina e

isoleucina.
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Figura 10.
Analisis de homologia secuencial deducida del spot 126 (Query_10001)

Qoxe7a.1 1 MTHIKFDYSKVLGKFLASHELDYIQMOVTAADEALRKGTGPGAEMTGWLNLPONYDKEEFARIKKAAEKIKSDSEVLVVI - 89
P64195.1 1 MTHITFDYSKVLGQFVGEHE LDYLQPQVSAADAFLRQGTGPGSDFLGWMDLPENYDKEEFSRIQKAAEKIKSDSEVLVVI B9
QE2Vh5.1 1 MAHIKFDYSK-LTPFVAENELYEIQWQIDGAAKLLHEGKGAGSDYIGWLDLPEDYDKEEFARIQKAAKKIKSDSEVLIVI 79
Query_leeal 1 S S S —m—me-m—-m--m-- - - - - AREKIKSDSEVLIVYI 15
09x676.1 81 GIGGSYLGARAAIDFLNSSFVNLENKEERKAPQILYAGNSISSNYLADLVDYVADKDFSVNVISKSGTTTEPAIAFRVFK 160
P64155.1 81 GIGGESYLGAKAAIDFLMWNHFANLQTAEERKAPQILYAGNSISSTYLADLVEYVQDKEFSVNVISKSGTTTEPAIAFRVFK 160
QE2Vih5.1 88  GIGGSYLGARAAIDFLSNSFVWNLQTAEERKAPRILYAGNSISSSYLADLVDYVADKDFSVNVISKSGTTTEPAIAFRVFE 159
Query 10881 16  GIGGSYLGARAAIDFLNSSFWNLENK---------------------mmmmmmm e e o= 4]
09xp70.1 161 DLLVKKYGQEEANQRIYATTDRVKGAVIVEADANGWE TFVVPDSVGGRFTVLTAVGLLPIAASGADLDQLMAGAEAARQD  24@
P64195.1 161 ELLVKKYGQEEANKRIYATTDKVKGAVKVEADANNWE TFVVPDNVGGRFSVLTAVGLLPIAASGADITALMEGANAARKD 249
Qa2vis.1 168 EMLVKKYGREEANKRIYATTDKEKGAVKVNADANNWE TFVWVPDSVGGRFSVLTAVGLLPIAASGADITALMEGANAARKE 239
Query_l@B@l oo oo
Qoxe7@.1 241  YSSAELSENEAYQYAAIRNILYRKGYVTEVLANYEPSLQYFSEWWKQLAGESEGKDQKGIYPTSANFSTDLHSLGQFIQE 320
P64195.1 241 L5SDKISENIAYQYAAVRNVLYRKGY ITEILANYEPSLQYFOEWWKQLAGESEGKDQKGIYPTSANFSTDLHSLGQFIQE 320
Qa2vis.1 248  YTSTNVHENDAYAYAALRNILYRKGKFSEILINYEPSLQYFSEWWKQLAGESEGKDQKGIYPTSANFSTDLHSLGOWIQE 319
Query_18@@1 = oo oo oo oo
Qoxe7a.1 321 GMRNLFETVIRVEKARKNILVPEAAEDLDGLAYLQGKDVDFVNKKATDGYLLAHTDGGVPNTFLTIPEQDEFTLGYVIYF 480
P64195.1 321 GYRNLFETVVRVEKPRKNVTIPELTEDLDGLGYLQGKDVDFVNKKATDGYLLAHTDGGVPNMFVTLPTQDAYTLGYTIYF 480
QE2Vh5.1 320 GTRTVFETAIRIEKPRKNINIPELDADLDGLGYLQGKDVDFVNKKAADGYLLAHTDGNVPNMIVTLPEQDEFTLGYAIYF 399
Query 18881 0 -- - oo oo oo
Q9x676.1 481 FELATGLSGYLNGVNPFDQPGVEAYKKNMFALLGKPGFEELGAELNARL 443

P64155.1 481 FELAIGLSGYLNSVNPFDQPGVEAYKRNMFALLGKPGFEELSAELNARL 449

QE2Vih5.1 4@@ FELAIGVSGYLNGINPFNQPGVEAYKKNMFALLGKPGFEELSKELNDRL 448

Query_leB@l  -------emommmooo oo

En la figura 10, indica que con otras proteinas de la familia de las fosfoexosa isomerasa. Es una
enzima crucial en el metabolismo celular, que cataliza la isomerizacion reversible de glucosa-

6-fosfato a fructosa-6-fosfato. Participa tanto en la glucolisis como en la gluconeogénesis.
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Figura 11.
Analisis de homologia secuencial deducida del spot 127 (Query_10001)

Q8DULY.1 MG IKVIVAGFKGRMGSTAVDMIKNDSEL ELAALLDPFAAEKEIDGVPVFTDKSDLVGLDAEVWVDFTIPKVAYENTHFAL 80
Q5M154.1 MSIKVIVAGFKGRMGSTAVEMVKGDDEL TLAAL L DPFAAEKEVDGYPVFTDKADLVGFDADVWVDF TIPAVAYENTRFAL 80
Q@M29.1 1 MSIKVIVAGFKGRMGSTAVEMVKGDDELTLAALLDPFAAEKEVDGVPVFTDKADLVGFDADVWVDFTIPAVAYENTHFAL 8@
Query 120081

R

Q8DUL9.1 81  ENGFRPVVGTTGFTQEQIADLMTLSADKKLGGLIAPNFATGAVLLMEFAAKASKYFPDLETTELHHDKKKDAPSGTAVKT 168
Q5M154.1 81  ENGFAPVVGTTGFTEAQIQKLTDLSKDKSIGGLIAPNFATGAILLMKFAAEASKYFPDLETTELHHDKKKDAPSGTAVKT 168
Q@3M29.1 Bl  ENGFAPVVGTTGFTEAQIQKLTDLSKDKSIGGLIAPNFATGAILLMKFAAEASKYFPDLETTELHHDKKKDAPSGTAVKT 168
Query 18881 1  ------------------=---mm--mmmoo-mmoooooo oo AGKYFPDLETIELHHDKKKDAPSGTAVKT 29

Q8DUL9.1 161 AELIREARAYKKQGAADEEETLVGARGAEFDGFRIHSVRLPGLVAHQEVIFGAQGEGLTLRHDSYDRISFMSGVNLGIKE 248
Q5M154.1 161 AELIREVRESKRQGAEDEMETLAGARGAEFDGFRIHSVRLPGLVAHQEVIFGAQGEGLTLRHDSYDRISFMSGVNLGIKE 248
Q@3M29.1 161 AELIREVRESKRQGAEDEMETLAGARGAEFDGFRIHSVRLPGLVAHQEVIFGAQGEGLTLRHDSYDRISFMSGVNLGIKE 248
Query 18881 3@  AELTREARAYK-- - - - == - - oo o oo oo oo oo oo 42

Q8DULS.1 241 VVQREQLVYGLEHLL 255
Q5M154.1 241 VVKRDQLVYGLEHLL 255
Q@3M29.1 241 VVKRDOLVYGLEHLL 255
Query 120081

En la figura 11, indica que con otras proteinas de la familia de la 4-Hidroxi-
tetrahidrodipicolinato reductasa. Esta enzima pertenece a la familia de las liasas,
especificamente a las amina-liasas, que rompen enlaces carbono-nitrégeno. La 4-hidroxi-
tetrahidrodipicolinato sintasa es la enzima clave en la biosintesis de lisina a través de la via del

diaminopimelato.
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Figura 12.
Analisis de homologia secuencial deducida del spot 128 (Query_10001)

QBCWXe. 1 1 MKILFVAAEGAPFAKTGGLGDVIGALPKSLVKNNNEVSVILPYYDVVDAKFGDQIEDLFYFFTNVGWRREYVGIKHIFRD 80
A3CMB4. 1 1 MKILFAAAEGAPFSKTGGLGDVIGALPKSLVKAGHEVGVILPYYDMTHAKFGDQVEDLFYFEVSVGWRRQYVGVKRLVLN 80
ABAYHO. 1 1 MKILFVAAEGAPFSKTGGLGDVIGALPKSLVKHGHQVGVILPYYDMTDAKFGDQVEDLFYFEVSVGWRRQYVGVKRLVLN 80
Query 18881 1 HIFRD 5

QBCWXE.1 81 GVDFYFIDNKHYFYRGQIYGEFDDGERFAYFQLAALEAMEKIQFIPDILHVHDYHTAMIPYLLKEKYHWINAYHGIKTVF 16@
A3CHMe4.1 81  GVSFYFIDNQHYFFRGHVYGDFDDGERFAYFQLAAVELMERIDFIPDVLHVHDYHTAMIPFLVEEKYHWIQAYQNITTVL 16@
ABAYHA.1 81  GQVSFYFIDNQHYFFRGHVYGDFDDGERFAYFQLAAVELMERIDFIPDYLHVHDYHTAMIPFLVEEKYHWIQAYRNIKTVL 16@

Query 10801 6  GVDFYFIDNKHYFYRGQIYGEFDDGERFAYFQ- — -~ == === == oo mmmmmmm oo oo 37

QBCWXE.1 161 TIHNIEFQGQFNPSMLGELFGYGDERYRDGTLRWNDCLNWMEAAVLYADRVTTVSPSYAKEIMTPEFGKGLDQIMRMESG 240
A3CHMe4.1 161 TIHMLEFQGQFPDSMLWELFGVGYERYADGTLRWNDCLNWMKAGILYADRVTTVSPSYASEIRTPEFGCHNLDQILRMESG 2480
ABAYHA.1 161 TIHNLEFQGQFPDSMLWELFGVGYERYADGTLRWNDCLNWMKAGILYADRVTTVSPSYAGEIRTPEFGCHNLDQILRMESG 24@

Query 18881 oo

QBCWXE.1 241  KLSGVVNGIDTDLFDPETDPHLAVHFSKDDLSGKAKNKAALQERVGLPVREDVPLVGIVSRLTDQKGFQLVVDQLNTMMG 3280
A3CHMe4.1 241  KLVGIVNGIDTDIYNPETDPLLAHHFDKSDLSGKLENKRALQERVGLPVRDDVPVVGIVSRLTRQKGFDLVVEELHNLLG 328
ABAYHA.1 241 KLVGIVNGIDTEIYNPETDPLLAHHFDKSDLSGKLENKRALQERVGLPVRDDVPLVGIVSRLTRQKGFDLVVEELHNFLQ 32@

Query 18881 oo

QBCWXE.1 321 LDLQIVLLGTGYADFENAFAWFGHAYPDKMSANITFDLELAQQIYAASDIFLMPSAFEPCGLSQMMAMRYGTLPLVHEVG 460
A3CHMe4.1 321 EDVQITLLGTGDPAFEQAFAWFGHAYPDKLSANILFDVTLAQEIYAASDIFLMPSRFEPCGLSQMMAMRYGTLPLVHEVG 460
ABAYHA.1 321 OQDVQIILLGTGDPAFEQAFAWFGOAYPDKLSANILFDVGLAQEIYAASDIFLMPSRFEPCGLSQMMAMRYGTLPLVHEVG 460

Query 18881 oo
QBCWXG.1 481 GLRDTVIPYNEFEKTGTGFGFQDFSGYWLTKTLEAALDVYYNRKEDWKILQKNAMTTDFSWDTASQSYEHLYKELA 476

A3CHMe4.1 481 GLRDTVEPYNVYTGKGTGFSFNNFSGYWLTWTFKEALKLYADDKEAWKSLQEQAMERDFSWDTASKAYSDLYQSLL 476
ABAYHA.1 481 GLRDTVEPYNVYTGOGTGFSFNNFSGYWLSWTFKEALNLY THDKEAWKSMQEQAMERDFSWDTASLAYSDLYQSLL 476

Query_18B@1  c-- oo oo oo oo ooeoooooooooooo

En la figura 12, indica que con otras proteinas de la familia. Biosintesis de metabolitos
secundarios. La glucogeno sintasa es una enzima esencial para el metabolismo del glucogeno
en las bacterias, contribuyendo al almacenamiento y utilizacion de energia, asi como a la

adaptacion a diferentes condiciones ambientales.
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Figura 13.
Analisis de homologia secuencial deducida del spot 129 (Query_10001),

P23584.2 863  KEPTPPTRTPDOAEPNKPTPPTYETEKPLEPAPVEPSYEAEPTPPTRTPDQAEPNKPTPPTYETEKPLEPAPVEPSYEAE 042
P11657.1 866  KEPTPPTRTPDOAEPNKPTPPTYETEKPLEPAPVEPSYEAEPTPPTRTPDQAEPNKPTPPTYETEKPLEPAPVEPSYEAE 845
02KW51.2 B4 oo VETGKKPNIWYSLNGKTRAVNVPKITKENPTPP - - - - - -VEPTAPQAPTYEVEKPLNPAPVAPNYEKE 701
Query_16881 T T
P23584.2 943 PTPPTPTPDQPEPNKPVEPTYEVIPTPPTDPVYQDLPTPPSVPTVHFHYFKLAVOPOVNKE TRNNNDINTDRTLVAKQSY 1822
P11657.1 946  PTPPTPTPDQPEPNKPVEPTYEVIPTPPTDPVYQDLPTPPSDPTVHFHYFKLAVQPQVNKE TRNNNDTNIDRTLVAKQSY 1825
02KW51.2 782  PTPPTPTPDQPEPNKPVEPTYEAIPTPPTDPVYQHLPTPPAVPTVHFRYYKLAVOPOVNKETKNNNDVDIDKTLVAKQSY 781
Query_1@281 1 e oo _QDLPTPPSVPTVHFHYFKLAVQPQVNKE TRNNNDINIDRTLVAKQSY 47
P23584.2 1023 VKFQLKTADLPAGRDETTSFVLVDPLPSGYQFNPEATKAASPGFDOVTYDNATNTVTFKATAATLATFNADLTKSVATIYP 1182
P11657.1 1026 VKFQLKTADLPAGRDETTSFVLVDPLPSGYQFNPEATKAASPGFDVTYDNATNTVTFKATAATLATFNADLTKSVATIYP 1185
02KW51.2 782 VKFQLKTADLPAGRAKTTSFVLVDPLPSGYQFNLEATKAASPGFDVSYDKATNTVTFKATAATLATFNADLTKSVATIYP 861
Query 18881 48  VKFOLKT - - - - oo oo oo oo 54
P23584.2 1183 TVVGOVLNDGATYKNNFTLTVNDAYGTKSNYVRVTTPGKPNDPDNPNNNYTKPTKVNKNENGVWIDGKTVLAGSTNYYEL 1182
P11657.1 1186  TVVGEOVLNDGATYKNNFTLTVNDAYGTKSNYVRVTTPGKPNDPDNPNNNYTKPTKVNKNENGVWIDGKTVLAGSTNYYEL 1185
02KW51.2 862  TVVGOVLNDGATYKNNFTLTVNDAYGTKSNVVRVTTPGKPNDPDNPNNNYTKPTKVNKNENGVVIDGKTVLAGSTNYYEL 841
Query_16881 T

En la figura 13, indica que con otras proteinas de la familia de las adhesinas. Es una proteina
de adhesidn que juega un papel crucial en la formacién de la placa dental y la progresion de la

caries.
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Figura 14.
Analisis de homologia secuencial deducida del spot 130 (Query_10001),

QBDTSS.1 MSIITDVYAREVLDSRGNPTLEVEVYTESGAFGRGMVPSGAS TGEHEAVE LRDGDKSRYGGLGTOKAVDNVNNIIAEALT 8@
Q5MaN5 . 1 MSIITDVYAREVLDSRGNPTLEVEVYTESGAFGRGMVPSGAS TGEHEAVE LRDGDKARYGGLGTOKAVDNVNNVIAEHIT 8@
QIXD57.1 1 MSIITDVYAREVLDSRGNPTLEVEVYTESGAFGRGMVPSGASTGEHEAVELRDGDKSRYGGLGTQKAVDNVNNITAEAVI 8@
Query_leeel N TS—-[M M . M s s T B E ).>

(R

Q80TSS.1 81 GYDVRDQQAIDKAMIALDGTPNKGKLGANATLGYSIAVARAAADFLEIPLYSYLGGFNTKVLPTPMMNIINGGSHSDAPI  16@
Q5Mens. 1 81 GFDVRDQQGIDRAMIALDGTPNKGKLGANATLGYSIAVARAAADYLEVPLYSYLGGFNTKVLPTPMMNIINGGSHSDAPI 16@
Q9xD57.1 81  GYDVRDQQAIDRAMIALDGTPNKGKLGANAILGYSIAVARAAADYLEIPLYSYLGGFNTKVLPTPMMNIINGGSHSDAPT 16@

Query_léeel 1 St o oo o= PTPMMNIINGGSHSDAPT 20
QB0TS5.1 161 AFQEFMIVPAGAPTFKEALRWGAEIFHALKKILKERGLETAVGDEGGFAPKFDGTEDAVETIIKAIETAGYKPGEEVFLG 240
Q3MeMs.1 161 AFQEFMIVPAGAPTFKEALRWGAEIFHALKKILKERGLETAVGDEGGFAPRFDGTEDGVETIIKAIEAAGYVPGKDVFIG 240
Q9xD57.1 161 AFQEFMIVPAGAPTFKEALRWGAEIFHALKKILKSRGLATAVGDEGGFAPRFDGTEDGVETILAATEAAGYVPGKDVFLG 240
Query_l8@81 21  AFQEFMIVPAGAPTF-----------=---------m-mm oo oo mmm oo oo em- - - 35

0B0TSS.1 241 FDCASSEFYD--NGVYDYTKFEGEKGAKRSAAEQIDYIEELVNKYPIITIEDAMDENDWDGWKALTARLGDRVOLVGDDF 318
Q5MaN5 . 1 241 LDCASSEFYDAERKVYDYTKFEGEGAAVRTAAEQIDYLEELVNKYPIITIEDGMDENDWDGWKALTERLGDKVOLVGDDF 320
QIXD57.1 241 FDCASSEFYDKERKVYDYTKFEGEGAAVRTADEQIDYLEELVNKYPIITIEDGMDENDWDGWKKLTERLGKKVQPVGDDF 320
Query_leeol B - IdLisiL-AA -

QBDTSS.1 319  FVTNTDVLARGIKEGAANSILIKVNQIGTLTETFEAIEMAKEAGYTAVVSHRSGETEDSTIADISVATNAGQIKTGSLSR 308
Q5MNs . 1 321 FVTNTAYLEKGIAEHAANSILIKVNQIGTLTETFDAIEMAKEAGYTAVVSHRSGETEDSTIADIAVATNAGOIKTGSLSR 480
Q9XD57.1 321 FVTNTSYLEKGINEACANSILIKVNQIGTLTETFDAIEMAKEAGYTAVVSHRSGETEDSTIADIAVAANAGOIKTGSLSR 480
Query_leeel NSt L, A i L,

Q80T55.1 399 TDRIAKYNQLLRIEDQLGEVAEYRGLESFYNLKK 432
Q5MeMs5.1 481 TDRIAKYNQLLRIEDQLGEVAEYRGLESFYNLKE 434

QoXD57.1 401 TDRIAKYNQLLRIEDQLGEVAEYRGLKSFYNLSK 434
Query_l8@@l --------meooeooooooe e

En la figura 14, indica que con otras proteinas de la familia de las Enolasas. Cataliza la
deshidratacion reversible del D-2-fosfoglicerato (2PG) a fosfoenolpiruvato (PEP) y participa

tanto en la glucdlisis como en la gluconeogénesis.
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Figura 15.
Analisis de homologia secuencial deducida del spot 131 (Query_10001)

P11701.2 1  -METKVRKKMYKKGKFWVVATITTAML----TGIGLSSVOADEANSTQUSSELAERSQVQENTTAS  SSAAENQDKTE 72
078k42.1 1 MLENKNHKKISLSGKSLLMGTLSTAATVLSASTANAATINADNVNENQTVEVTASSVNNENNKQUT[ 7]STSDVAEDANT 84
DIWNYV9.1 1  MLENKNHKKMSLSGKSLLMGTLSTAATVLSASTVNAATTNADNVTKNQTVAVSATTTNNETNNQVS — SSSEKTADSKT 77
Query_16001

P11701.2 73  VKETPSTNPAAA----------------- TVENTDQTTKVI  TDN---AAVESKASKTKDQAATVTKTSASTPEVgqt 129
Q74K42.1 85  KKSNENTE--TTEKNTQTVVTNAPVSDVK- - -NTNTVTAET[5]VNNSDQKTTNAATTDTKKDDVKQVEKKDSVDKT--- 158
DIWYV9.1 78  EKDTNLTSAATKEVKADAAKTTSPVNNVKTVADTTTTTKET — TDNTEKSPVNFSADVKKNDAVKQDEKAATAVKA--- 151
Query_10061

P11781.2 138 NEKAKATKEADITTPKNTIDEygLTEQARKIATEAGINLSSLTQKOQVEALNKVKLTSDAQTGHOMTYQEFDKIAQTLIAD 289
Q74K42.1 159 MNAE-ENKDSSVKPAENATKAE--LKGQVKDIVEESGVDTSKLTNDQINELNKINFSKEAKSGTQLTYNDFKKIAKTLIED 235
D3WYVS.1 152 NTEVKANETSTKSASKDNKAE--LKGQIKDIVKESGVDTSKLTDDQINELNKISFSKEAKSGTOLTYSDFKKIAKTLIED 229
Query laeal 1 S e mmem s e oo e - - - - WRLTSDAQTGHOMTYQEFDKIAQTLIAD 28
P11781.2 218 DERYAIPYFNAKAIKNMKAATTRDAQTGQIADLDVWDSWPVQDAKTGEVINWNGYQLVVAMMGIPNTNDNHIYLLYNKYG 289
Q74K42.1 236 DARYAIPFFNASKIKNMPAAKTLDAQSGKVEDL EIWDSWPVQDAKTGYVSNWNGYQLVIGMMGYPNYNDNHIYLLYNKYG 315

DIWYV9.1 230 DARYAVPFFNASKIKNMPAAKTLDAQTGKVEDLETIWDSWPVQDAKTGYVSNWNGYQLVIGMMGVPNTNDNHIYLLYNKYG  3@9
Query 10001 29  DERYAIPYFNAKAIK~-- - - === mmm o m e oo e e e e e 43

En la figura 15, indica que con otras proteinas de la familia de la invertasa o invertina (-
fructofuranosidasa, EC 3.2.1.26) conocida también con el nombre de sacarasa (por ser una de
las sacarasas ma&s comunes), es una enzima que cataliza la hidrdlisis de los terminales no
reductores B-d-fructofuranosilicos de los fructofuranosidos, rompiendo el enlace B-d-

fructofuranosil.
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Figura 16.
Analisis de homologia secuencial deducida spot 132 (Query_10001)

080W43.1 1 MAVEMLYEADVKVAALDGKKIAVIGYGSQGHAHAQNLRDSGHDVIIGVRHGKSFDKAKEDGFDTYEVGEATKLADIIMVL 2@
BBZLLA.1 MTVQMEYEKDVKVAALDGKKTAVIGYGSQGHAHAQNLRDSGROVIIGVRPGKSFDKAKEDGFDTYTVAEATKLADVIMIL 8@
B1I9NG.1 1 MTVQMEYEKDVKVAALDGKKIAVIGYGSQGHAHAQNLRDSGROVIIGVRPGKSFDKAKEDGFDTYTVVEATKLADVIMIL 8@
Query_10061 T T

[y

08DW43.1 81  APDEIQKDIYKDEIAPNLSAGKALGFAHGFNIHFGYIKAPEDVDVFMVAPKGPGHLVRRTYTEGFGVPSLYAVYONPTGN 160
B8ZLLA.1 81 APDEIQQELYEAETAPNLEAGNAVGFAHGFNIHFEFIKVPADVDVFMCAPKGPGHLVRRTYEEGFGVPALYAVYQDATGN 160
BLIIN6.1 81 APDEIQQELYEAETAPNLEAGNAVGFAHGFNIHFEFIKVPADVDVFMCAPKGPGHLVRRTYEEGFGVPALYAVYQDATGN 160
Query 10001 1  ------==--==-===-=m--mmemmoeeeoeoooooo oo GPGHLVRRTYTEGFGVPSLYAVYQNPTGN 29

0BDWA3.1 161 AENIALDWAKGIGSARVGLLVTTFKEETEEDLFGEQAVLMGGL THLIEAGFEVLTEAGYAPQLAYFEVLHEMKLIVDLIY 240
BBZLLA.1 161 AKNIAMDWCKGVGAARVGLLETTYKEETEEDLFGEQAVLCGGLTALIEAGFEVLTEAGYAPELAYFEVLHEMKLIVDLIY 240
BIIONG.1 161 AKNIAMDWCKGVGAARVGLLETTYKEETEEDLFGEQAVLCGGLTALTEAGFEVLTEAGYAPELAYFEVLHEMKLIVOLIY 240
Query 18881 3@  AENTALDWAK- - - = - <o oo oo oo 3§

080W43.1 241 EGGFKKMRQSCSNTAEFGDFVTGPRVIGPEVKENHKAALADIQSGKFAREFVEDHDAGFPRLKAFRKEAEGLETEKIGAE 320
BBZLLA.1 241 EGGFKKMRQSISNTAEYGDYVSGPRVITEQVKENMKAVLADIQNGKFANDFVNDYKAGRPKLTAYREQAANLETEKVGAE 320
B1I9NG.1 241 EGGFKKMRQSISNTAEYGDYVSGPRVITEQVKENMKAVLADIQNGKFANDFVNDYKAGRPKLTAYREQAANLETEKVGAE 320
Query_10061

08DW43.1 321 LRKAMPFVNQNDDDAFKIYN 348
B8ZLLA.1 321 LRKAMPFVGKNDDDAFKIYN 348
BLIIN6.1 321 LRKAMPFVGKNDDDAFKIYN 348
Query_10081

En la figura 16, indica que con otras proteinas de la familia de las oxidorreductasas. La
cetolcido reductoisomerasa también conocida como acetohidroxiacido isomeroreductasa; es
una enzima bifuncional que cataliza dos reacciones bastante diferentes, actuando como una
isomerasa y como una reductasa. Los productos son precursores tanto de la valina como de la

leucina.
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Figura 17.
Analisis de homologia secuencial deducida del spot 133 (Query_10001).

P35178.2 1 MSS[9 ] TSNKRVVAFHELPSPTOLIAANPLTPKQASKVEQDRQDIADIFAGDDDRLVWYVGPCSVHDPEAAIDYANRLAP 8o
P46245.2 MKK ~ TDELRTIRIDPLITPSELAKKYAITSEIMDNVIITRQWIARIMTGEDLRLLVWIGPCSVHDPIAAVEYAHRLYE 77
Q8X5W4.1 1 MNR  TDELRTARIESLVTPAELALRYPVTPGVATHVTDSRRRIEKILNGEDKRLLVIIGPCSIHDLTAAMEYATRLOS 77
Query_loeal T oo

=

P35178.2 87  LAKRLDQDLKIVMRVYFEKPRTIVGWKGLINDPHLNETYDIPEGLRIARKVLIDVVNLDLPVGCEFLEPNSPQYYADTVA 166
P46245.2 78 LRKKYQDRLEIIMRTYFEKPRTVVGWKGLISDPDLNGSFRVNHGLAVARKLLLDINELGMPAATEFLDMVIGQFIADLIS 157
Q8X5W4.1 78 LRNQYQSRLEIVMRTYFEKPRTVVGWKGLISDPDLNGSYRINHGLELARKLLLQVNELGVPTATEFLDMVTGQFIADLIS 157
Query 18881 -----mmmme oo

P35178.2 167 WGAIGARTTESQVHRQLASGMSMPIGFKHGTDGNIQVAVDAVQAAQNPHFFFGTSODGALSYVETAGNSNSHIILRGGTS 246
P46245.2 158 WGAIGARTTESQIHREMASALSCPVGFKNGTDGNIRIAIDAIRAAQARHLFFAPNKDGOMTINHTSGNPYGHIIMRGGR- 236
QBX5W4.1 158 WGAIGARTTESQIHREMASALSCPVGFKNGTDGNTRIAVDAIRAARASHMFLSPDKNGOMTIYQTSGNPYGHIIMRGGK- 236
Query l@@@8l 1  -------------ommomoooo o NPTSGNLNIMFNGIYAAQNKQSFLFNGEE----- VETSGNPTAHVILRGGVN 47

P35178.2 247 GPNHDAASVEAVVEKLGENAR- - -LMIDASHANSGKDHIRQVEVYREIAEQISGGSEAVAGIMIESFLVGGAQNLD[7]G 327
P46245.2 237 TPNYHAHDINSATEHLREFNLLEHLMIDFSHGNCLKEHIRQKDVAKSVSKQISQGSKTIFGYMIESFLEEGFQTVE E 313
Q8X5h4.1 237 KPNYHADDIAAACDTLHEFDLPEHLVVDFSHGNCQKQHRROLEVCEDICOQIRNGSTATAGIMAESFLREGTQKIV G 313
Query_l@eel 48  EYGK-----------------------------ee e meememoeemoemem- = B
B35178.2 328 GEGLVYGQSVTDKCIDIDTTIDLLAELAAAVRERR[4] 366
P46245.2 314 NQPLIYGKSITDACLMWKDSVLIIKQLADAVDTRF 343

08X5k4.1 314 GQPLTYGQSITDPCLGWEDTERLVEKLASAVDTRF 348
Query_10081

Esta enzima pertenece a la familia de las liasas, (aldehidoliasas), que rompen enlaces carbono-
carbono. Se utiliza en la via de Entner-Doudoroff, contribuyendo a la glucdlisis. Esta enzima
también participa en las siguientes tres vias metabolicas: la via de las pentosas fosfato, la

interconversion de pentosas y glucuronatos, y el metabolismo de la arginina y la prolina.
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DISCUSION

Las infecciones microbianas orales representan un desafio significativo para la salud publica
con impacto mundial. La caries dental, las enfermedades periodontales y otras enfermedades
orales estdn asociadas con infecciones bacterianas en las cuales Streptococcus mutans (S.
mutans) es la bacteria mas asociada con la caries dental. La hipotesis de la placa ecoldgica
establece que S. mutans es una bacteria comensal anaerobia grampositiva de la cavidad oral

altamente asociada con enfermedades dentales como la caries (1).

La participacion de S. mutans en la patogénesis oral de la caries dental esta bien documentada.
Sus principales propiedades de virulencia incluyen: adherencia a la superficie del diente,
formacion de biopeliculas, acidogenicidad y aciduricidad (2). La placa dental a menudo se
elimina por métodos mecéanicos, sin embargo, hay casos en los que este enfoque es insuficiente.
Dados los desafios asociados con la eliminacién de la placa, el uso de antisépticos en la practica

dental es esencial para el tratamiento y la prevencion de enfermedades bucales infecciosas (4).

Ademas, esta bacteria también estad implicada en la bacteriemia y la endocarditis infecciosa,
una inflamacién mortal de las valvulas cardiacas (14, 15). La caracteristica Unica que hace de
S. mutans uno de los organismos cariogénicos mas potentes incluye la capacidad de S. mutans
para metabolizar una amplia gama de carbohidratos en acidos organicos (acidogenicidad) y
también puede prosperar incluso en condiciones acidas (aciduridad) segun Lemos JA, y Burne
RA (16).

Aunque se han empleado enfoques genéticos y bioquimicos durante las Gltimas décadas para
explorar la biologia de S. mutans, la secuencia completa del genoma de la cepa UA159 de S.
mutans se publico recién en 2001, lo que transformé drasticamente el panorama. Actualmente,

S. mutans se encuentra entre las bacterias Gram positivas mejor caracterizadas.

El genoma de S. mutans que se secuenci6 por primera vez (cepa UA159 del serotipo c) contenia
~2,0 Mb de ADN, que codificaba alrededor de 2000 genes (17, 18). Sin embargo, el
transcriptoma y el proteoma de S. mutans han recibido menos atencion, aunque se sabe que son

significativos para comprender la patogénesis de cualquier bacteria.

El proteoma se considera una fraccion funcional de la célula que fluctla en respuesta a los
estimulos impuestos externamente, como el estrés farmacoldgico. En condiciones de estrés, la
armonia dentro de la célula bacteriana se altera y las bacterias adoptan funciones celulares
alternativas simultaneamente, mientras que el proteoma media para evitar el efecto. En

consecuencia, el proteoma obtenido cuando las bacterias se cultivan en condiciones estresantes
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podria revelar algunas vias novedosas que adoptan las bacterias para evitar perturbaciones a su

alrededor.

Ademas, la protedmica, junto con un enfoque bioinformatico, podria ayudar a resolver dichos
problemas bioldgicos (19, 20). La presente investigacion, tiene como objetivo, intentar

comprender la patogénesis de la bacteria cariogénica S. mutans.

Las supuestas proteinas diana preseleccionadas pueden ser candidatas prometedoras para
desarrollar terapias que controlen la virulencia de S. mutans. El objetivo de este estudio es
proporcionar datos Utiles a los investigadores que exploran dianas o trabajan en el
descubrimiento de farmacos, para decodificar consultas bioloégicas con un método
computacionalmente manejable mediante la exploracion, el filtrado y la ponderacién de los

enormes conjuntos de datos a escala del proteoma.

Se utilizan numerosos tipos diferentes de formas de dosificacion farmacéutica en la prevencion
y el tratamiento de enfermedades bucales. Las pastas de dientes y los enjuagues bucales se
encuentran entre los medicamentos dentales mas populares. Sin embargo, el principal
inconveniente de estos productos es su baja sustantividad farmacoldgica en la cavidad bucal.
Esto resulta en una eficacia clinica reducida. Por el contrario, una aplicacion de administracion
local que prolongaria la liberacion del farmaco en la cavidad bucal ofrece importantes ventajas
en la prevencion y el tratamiento de enfermedades bucales. Se han utilizado formas de
dosificacion de barnices y geles de liberacion sostenida. Se ha demostrado que estas formas de
dosificacion reducen los niveles de bacterias cariogénicas junto con mejoras clinicas. Una
ventaja adicional de los dispositivos de liberacion sostenida es el alto cumplimiento del

paciente, que es un factor importante en el tratamiento dental (5, 6).

Mas aun, algunos sitios clinicos en la cavidad bucal tienen una caracteristica anatdmica Unica,
que el acceso a ellos no es tan factible, requiriendo medios especiales para garantizar que el
medicamento esté disponible en estos sitios. Entre estos estan; Bolsas periodontales, espacios
interproximales y conductos radiculares (7, 8, 9). Estas localizaciones orales tienen un volumen

vacio muy pequefio que presenta un desafio clinico para introducir la medicacion.

En este estudio, empleamos la protedmica cuantitativa basada en la Electroforesis
bidimensional 2D y la Espectrometria de Masas ESI-MS/MS, que es una potente técnica
analitica, que se utiliza cada vez mas para una gama variada de aplicaciones bioldgicas debido
a sus crecientes capacidades para una amplia cobertura del proteoma, alta sensibilidad,
especificidad, asi como precision en la cuantificacion (21).
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La Electroforesis bidimensional 2D y la Espectrometria de Masas ESI-MS/MS junto con el
enfoque de la protedmica sustractiva que se ha documentado como un método poderoso para
identificar secuencias Unicas pero no caracterizadas como posibles objetivos terapéuticos.
Ademas, la protedmica sustractiva in silico es la técnica més eficiente, ahorradora de tiempo y
economica, siempre que tanto el proteoma del patdgeno como el del huésped sean accesibles.
Este enfoque implica numerosos analisis en multiples etapas que generalmente emplean
BLAST (22, 23).

S. mutans cultivada en ausencia y presencia de clorhexidina (CHX) al 2%. La clorhexidina (CHX)
es un agente terapéutico de referencia contra patdgenos orales clinicos. Es una molécula
catiénica de bis-biguanida con un amplio espectro antiséptico, que actia contra bacterias
grampositivas, gramnegativas y hongos al alterar su membrana celular. La CHX tiene actividad
antibiopelicula contra S. mutans a través de otros mecanismos, como interferir con la adhesion
inicial, alterar la matriz extracelular e inhibir el metabolismo bacteriano. Todos estos
mecanismos trabajan juntos para prevenir la formacion de biopeliculas y eliminar las que ya se
han formado (10, 11).

Si bien la eficacia antimicrobiana de la clorhexidina, esta bien establecida, su uso oral como
agente terapéutico es limitado debido al sabor desagradable, la alteracion de las papilas

gustativas, la tincion de los dientes y las membranas mucosas (12, 13).

Al comparar el Mapa de referencia de expresion y analizar el gel de electroforesis
bidimensional 2D completo en ausencia y presencia de clorhexidina (CHX) al 2%, del proteoma
de S. mutans, se identifico un panel de trece (13) proteinas diferencidas en el gel control (Mapa
de Referencia) en relacion al gel de la expresion estresante frente a la clorhexidina (CHX) al
2%.

Inicialmente, se elimind la duplicidad en el conjunto de datos de 21 proteinas. Para ello, el panel
de proteinas se sometio al analisis de imagen realizado por el software PD QuestBasic Version
8.0.1 Bio Rad USA., que agrupa aquellas proteinas que superan el umbral de similitud. En
nuestros datos, se eliminaron las proteinas con un 100% de similitud de secuencia o funcional

con otras proteinas de ambos geles.

Las proteinas restantes del gel bidimensional 2D control se sometieron a un analisis y estudio
de secuencia por espectrometria de masas ESI-MS/MS, que implica la deteccion especifica de
secuencias peptidicas e identificacion bioinformatica a través del BLAST para su identificacion
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de posibles blancos farmacoldgicas frente al proteoma de tratamiento con clorhexidina (CHX)
al 2%.

Los estudios de homologia secuencial son extremamente importantes en la determinacion de
regiones o dominios conservados asociados a las funciones bioldgicas de esas proteinas

relacionadas con la supervivencia de la especie.

Posteriormente, se identificaron las proteinas que se expresaron en el mapa de referencia y que
no se encontraron en la expresion del cultivo en condiciones estresantes en la presencia de

clorhexidina (CHX) al 2%, a través diversas Base de Datos de Proteinas como Swiss-Prot.

Las trece (13) proteinas encontradas fueron: Thioredoxin peroxidase Glucosyltransferase-Sl
(GTF-SI) (EC 2.4.1.5), Enolasa, Formiato acetiltransferasa, Aspartate-beta-semialdehyde
dehydrogenase, Phosphohexose isomerase, 4-hidroxi-tetrahidrodipicolinato reductasa, Sintasa
de glucdgeno, Antigeno de superficie celular 1/11, 2-fosfo-D-glicerato hidroliasa, Beta-D-
fructofuranosil transferasa, Ketol-acid reductoisomerase (NADP(+)), y Phospho-2-keto-3-

deoxyheptonate aldolase (Tabla 2).

Todas estas proteinas son extremamente importante o necesarias para la supervivencia y la
persistencia bacteriana. Estas proteinas esenciales se consideran objetivos potenciales para la
identificacion de estructuras quimicas novedosas e innovadoras para el desarrollo de farmacos.
Estas proteinas comprenden secuencias agrupadas segun sus funciones bioldgicas, es decir,
almacenamiento y procesamiento de informacion (metabolismo del ADN y el ARN),
procesamiento, plegamiento y secrecion de proteinas, procesos celulares (division celular y
transporte), metabolismo energético e intermediario (glucdlisis, via de las pentosas fosfato,
metabolismo lipidico, biosintesis de cofactores y nucleétidos, produccién de fuerza protonica),

y estan poco caracterizadas (23, 24).

Este analisis se realiz6 de las proteinas expresas en el proteoma de S. mutans en condiciones de
control (mapa de referencia). De las secuencias totales de proteinas seleccionadas por el
servidor KAAS, se encontr6 que la mayor cantidad de secuencias estaban involucradas en la
biosintesis de metabolitos secundarios, el metabolismo de la lisina, etc., como se muestra en la
Tabla 2.

La idoneidad de las proteinas esenciales para ser consideradas como objetivos potenciales
depende de dos criterios: de esencialidad y selectividad. Las proteinas esenciales constituyen
la base del organismo, mientras que la selectividad depende de los niveles de expresion génica.
La eficiencia de la traduccion del ARNm a proteina depende parcialmente de la estrategia de

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




»#=% - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE B CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

codificacion de un ARNm y se refleja en el sesgo de uso de codones, que a menudo se mide

mediante el indice de adaptacién de codones.

Las trece (13) proteinas obtenidas después de una serie de métodos de protedmica sustractiva
podrian ser considerados por otro lado, como objetivos terapéuticos contra la infeccion de

caries.

Estas proteinas se sometieron ademas a una caracterizacion cualitativa para localizarlas dentro
de la célula y conocer sus propiedades fisicoquimicas. La clasificacion de las secuencias
proteicas se encontrd principalmente en la membrana celular, la matriz extracelular y los
dominios citoplasmaticos. La caracterizacion fisicoquimica, que busca definir las propiedades
fisicas y quimicas basadas en la composicion de los residuos de aminoacidos, se calculo

utilizando el software DNA Star version 6.0.

De un total de trece (13) posibles blancos protéicos identificadas en este estudio, probablemente
podrian ser expresadas alguna enzima de la familia de las sortasas, que representa una familia
de transpeptidasas altamente conservadas, es crucial para la virulencia bacteriana. En S. mutans,
las sortasas ayudan a anclar a la pared celular diversas proteinas de superficie de virulencia,
como FruA, GbpC, Pac, WapA y Dex. Estas proteinas median la adherencia bacteriana a la
superficie dental, lo que resulta en la formacion de biopelicula. Ademas, las sortasas estan
presentes en el centro de una via que controla numerosos factores de virulencia. Por lo tanto,

es imperativo dar continuidad con el estudio de analisis protedmico en més detalle (25).
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CONCLUSIONES

PRIMERA. A través de una plataforma protedbmica compuesta por Electroforesis
Bidimensional 2D y Espectrometria de Masas ESI-MS/MS, se identificaron trece (13) proteinas
expresas diferenciadas, denominadas de 121 a la 133, en cultivo de Streptococcus mutans en

ausencia de clorhexidina al 2%.

SEGUNDA. A través de una plataforma protedbmica compuesta por Electroforesis
Bidimensional 2D y Espectrometria de Masas ESI-MS/MS, se identificaron veinte (20)
proteinas expresas denominadas de 101 a la 120, en cultivo de Streptococcus mutans en

presencia de clorhexidina al 2%.

TERCERA. Se establecié una relacién de supervivencia de Streptococcus mutans como un
factor de expresion de 13 proteinas en ausencia de clorhexidina al 2% identificadas como:
Thioredoxin peroxidase, Glucosyltransferase-SI (GTF-SI) (EC 2.4.1.5), Enolasa, Formiato
acetiltransferasa, Aspartate-beta-semialdehyde dehydrogenase, Phosphohexose isomerase, 4-
hidroxi-tetrahidrodipicolinato reductasa, Sintasa de glucégeno, Antigeno de superficie celular
I/ll, 2-fosfo-D-glicerato  hidroliasa, Beta-D-fructofuranosil transferasa, Ketol-acid

reductoisomerase (NADP(+), Phospho-2-keto-3-deoxyheptonate aldolase.

CUARTA: Existe una diferencia en los niveles de expresion en el desarrollo de Streptococcus
mutans frente y en ausencia de clorhexidina al 2%, tal como se evidencia en el geles

bidimensionales. Encontrando asi proteinas diferenciadas en ambos estados de estudio.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-s&=x . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE | CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

RECOMENDACIONES

PRIMERA. Realizar estudios de expresion protedmica en Streptococcus mutans en tiempos

diferentes antes y después de la formacion de biofilm.

SEGUNDA. Realizar estudios de transcriptomica de Streptococcus mutans a fin de evaluar los

genes viables y posibles mutaciones en el proceso de transcripcion.

TERCERA. Plantear el uso de materiales para inhibir la expresion de este tipo de proteinas en
Streptococcus mutans, identificadas y relacionadas a factores de virulencia, como blancos
terapéuticos a fin de evitar su desarrollo.

CUARTA. Realizar estudios comparativos de Streptococcus mutans frente a varios tipos de
antisépticos, bactericidas y antimicéticos a fin de evaluar la expresion de mutaciones en

proteinas responsables del proceso de virulencia.
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