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RESUMEN

La microbiota oral esta determinada por la presencia de una gran comunidad de
microorganismos dentro de los cuales encontramos virus, hongos y bacterias, entre otras. Estos
microorganismos mantienen interrelaciones que influyen en el comportamiento entre las

mismas y con el huésped.

El propdsito de este estudio es establecer la variabilidad proteémica del hongo objeto de
estudio, Candida albicans (C. albicans), en presencia de moléculas inductoras por medio de la

activacion del mecanismo del quorum sensing.

Los resultados obtenidos después de la busqueda bibliogréfica y las pruebas de laboratorio a las
que se sometieron las muestras de sobrenadante de C. albicans con adicién de las moléculas
inductoras generaron la expresion de un conjunto de proteinas que en condiciones naturales no
se expresan en el hongo objeto de estudio, las mismas que tienen la caracteristica de inhibir el
nivel de virulencia del microorganismo, como un mecanismo de defensa para mantener la

poblacion y garantizar su supervivencia.

Como conclusidn se determind la relacion directa entre la poblacion umbral, el incremento de
la concentracion de moléculas inductoras y la inhibicion de la virulencia del C. albicans, lo que
se traduce en las proteinas que se expresan en un periodo determinado de tiempo, por el

mecanismo del quorum sensing.

Palabras clave: Candida albicans, Quorum sensing, proteinas
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ABSTRACT

The oral microbiota is determined by the presence of a large community of microorganisms,
including viruses, fungi and bacteria, among others. These microorganisms maintain

interrelations that influence the behavior between them and with the host.

The purpose of this study is to establish the proteomic variability of the fungus under study, C.
albicans (C. albicans), in the presence of inducer molecules by means of the activation of the

quorum sensing mechanism.

The results obtained after the bibliographic search and the laboratory tests to which the
supernatant samples of C. albicans were subjected with the addition of the inducer molecules
generated the expression of a set of proteins that are not expressed in the fungus under study
under natural conditions, which have the characteristic of inhibiting the level of virulence of
the microorganism, as a defense mechanism to maintain the population and guarantee its

survival.

In conclusion, a direct relationship was determined between the threshold population, the
increase in the concentration of inducer molecules and the inhibition of C. albicans virulence,
which translates into the proteins that are expressed in a given period of time, by the quorum

sensing mechanism.

Keywords: Candida albicans, Quorum sensing, proteins
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INTRODUCCION

En la ecologia oral encontramos una gran cantidad de microorganismos, hongos, bacterias,
entre otros, los cuales llevaran a cabo distintos tipos de relaciones con microorganismos de su

misma especie, de especie distinta y con su medio.

Asi encontramos al hongo objeto de estudio de investigacion, C. albicans, el que se caracteriza
por su capacidad dismorfica que le permite evadir la respuesta inmune cambiando de forma
levaduriforme a filamentosa, lo que se produce por cambios en las proteinas que se encuentra

expresando en ese momento, es decir se producen cambios es su proteoma.

La base de este dimorfismo lo encontramos en el mecanismo de quorum sensing; el termino
quorum, se entiende como la cantidad minimamente necesaria para algo, por lo tanto, el quorum
sensing es la cantidad umbral de poblacion de microorganismos que se requiere para la
realizacion de acciones especificas como la formacion de Biofilm, entre otros, asi como

mecanismo de control de poblacion.

El mecanismo antes descrito se produce por la expresion de moléculas inductoras que se
producen como consecuencia de la relacion simbidtica con otro tipo de bacterias y la alta
cantidad de poblacién de microorganismos, esto genera cambios en la expresion protedmica

del hongo que a su vez se expresa en el cambio de forma de este.

El propdsito de esta investigacion es identificar la influencia que tiene la molécula quorum
sensing en el hongo C. albicans. Los resultados obtenidos pueden contribuir a la literatura

cientifica y mejora del conocimiento general.
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l. PLANTEAMIENTO TEORICO

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1. Determinacion del problema

Un microorganismo normal en la flora bucal es C. albicans. Esta, en condiciones normales esta
de forma simbidtica con las bacterias orales y en general en forma de levadura, en el caso que
se encuentre junto al Streptococcus mutans teniendo una caracteristica no patogenica. Esto
quiere decir, que las bacterias, en el caso del S. mutans, producen moléculas que van a permitir
controlar la patogenicidad de C. albicans. Esta molécula, cuando hay una cantidad excesiva de
S. mutans, la bacteria expresa y produce una molécula denominada quorum sensing
(autoinductor 2), la cual producira que los microorganismos se liberen para colonizar nuevos

ecosistemas.

C. albicans sin la presencia de otro tipo de microorganismo, se ha podido observar que su
morfologia cambia, de levadura para hifa, provocando asi su incremento en su capacidad

patogénica.

En este sentido, el objetivo de este trabajo es determinar la influencia del quorum sensing
(autoinductor 2) en la diferencia de expresion proteica sobre C. albicans.

1.2.  Enunciado del problema

Influencia del quorum sensing en la diferencia de expresion proteica sobre Candida albicans.
UCSM, Arequipa, 2024

1.3.  Descripcion del problema
1.3.1. Area de conocimiento

a.1 Area General: Ciencias de la salud.
a.2 Area especifica: Odontologia.
a.3 Especialidad: Patologia

a.4 Linea o tépico: Microbiologia

1.3.2. Operacionalizacion de variables

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
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Variable Indicador Subindicadores Instrumento
Quorum
Dependiente Sensing

Autoinductor 2

Protef Expresion de posibles
: ' -, roteinas ' .
Independiente Nivel de expresion diferenciales en proteinas modificaciones
protedmico en el post-traduccionales y
ambos mapas de A .
sobrenadante de C. analisis de secuencia por

. referencia (control y
albicans patolégico). PatternLAB como base
de datos.

1.3.3. Interrogantes Béasicas

- ¢Cual es la influencia de la molécula quorum sensing sobre C. albicans?
- ¢Cual es la expresion proteica sobre C. albicans en el dia 1, dia 7 y dia 14?

- ¢Qué proteinas se expresan por el quorum sensing?

1.3.4. Taxonomia de la Investigacion

TIPO DE ESTUDIO DISENO NIVEL

Por la

ABORDAJE | seq(in técnica | Segin tipo | Cantidad de | pop |,

i ici ’ Seglin &mbito

de recoleccion | de datos por mediciones cantidad de 9 .

a emolear recopilar de la LA de recoleccion
P P variable ELik)c

dependiente Experimental | Explicativo

Cualitativo | Observacional | Prospectivo | Transversal | Descriptivo| De laboratorio

I.4. Justificacion
1.4.1. Relevancia
El presente estudio aportara nuevos conocimientos y datos respecto a la influencia del
qguorum sensing en la diferencia de expresién proteica sobre C. albicans, es importante

también porque permite una comprension mas profunda de como este hongo patdégeno

regula su comportamiento en funcién de su entorno.
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1.4.2. Actualidad:

A pesar de que los estudios sobre el quorum sensing y C. albicans en el Peri no son
abundantes, el aumento de investigaciones de infecciones flngicas y resistencias

antifungicas, podria adquirir mayor relevancia en los proximos afios.

1.4.3. Utilidad:

El presente estudio enriqueceria el conocimiento sobre la microbiologia de este hongo
patogeno. Se determinaran las proteinas que hayan sido expresadas en grupos para obtener
la diferencia proteica.

1.4.4. Interés personal:

Es de mi interés personal conocer los datos expresados que determinaran la diferencia
proteica del estudio, de igual forma me permitira obtener mi titulo profesional de cirujano

dentista.
2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

- Determinar la influencia del quorum sensing sobre C. albicans.
2.2.  Objetivos especificos

- Determinar la expresion proteica sobre C. albicans en el dia 1, dia 7 y dia 14.

- ldentificar las proteinas expresadas por el quorum sensing.
3. MARCO CONCEPTUAL

3.1. Conceptos
3.1.1. Quorum Sensing

La deteccion de quérum constituye un mecanismo regulador que modula la expresion
génica de acuerdo con la densidad celular. Este proceso se ve facilitado por la secrecion de
moléculas sefalizadoras conocidas como «autoinductores», cuya nomenclatura se deriva
de su capacidad de influir en la misma célula que las produjo, estimulando asi la expresién
genética en toda la poblacion colectiva y provocando una respuesta coordinada. La
concentracion del autoinductor demuestra ser fundamental para la activacion de la

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
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deteccion de quorum; por lo tanto, un aumento en la densidad de poblacién (es decir, un
mayor numero de individuos) se correlaciona con una concentracion elevada del

autoinductor en el entorno ambiental, lo que a su vez promueve la expresion génica (1).

El quorum sensing se descubrié mediante una bacteria del mar, dicha bacteria libera los
autoinductores que estan presentes en el exterior de la fase de crecimiento. Cuando su
concentracion llega a niveles altos se activa la codificacion de luciferasa, accediendo a la

propagacion de luz a través de organismos luminiscentes.

3.1.2. Quorum sensing como mecanismo de sefializacion

Se puede postular que la deteccion de quérum representa un mecanismo de comunicacion
entre las celulas a traves del cual las entidades bacterianas determinan el tamafio de su
poblacion mediante la sintesis y la percepcion de la acumulacion de una molécula de
sefializacion que excretan en su entorno, lo que les permite determinar el momento

oportuno para desempefiar sus funciones funcionales de la manera mas eficiente (2).

3.1.3. Quorum sensing mecanismo necesarios para funcionar

Una elucidacion del mecanismo operativo es la siguiente: las células perciben la
concentracion de sefiales quimicas autoinductivas, que se denominan asi debido a su
capacidad de afectar también a la célula de origen. Esta percepcion proporciona
informacidn sobre la densidad de las células presentes en el medio ambiente; a medida que
la poblacién aumenta, también lo hace la concentracion de estas moléculas de sefializacion.
Al alcanzar un umbral de concentracion critico, esto significa que la poblaciéon ha
alcanzado el estado de quérum, lo que provoca la expresion de un conjunto especifico de
genes, lo que provoca acciones sincronizadas a nivel de la poblacién, como el ataque a los
organismos hospedadores como el ejemplo de la Salmonella o la secrecion de toxinas que

impactan letalmente en los peces de los que posteriormente cazan como se ve en Pfiesteria

).

3.1.4. Funciones revisadas por quorum sensing

Entre los procesos fisiologicos de los microorganismos regulados por los mecanismos de
deteccion de qudérum se encuentran: la adquisicion de nutrientes, la conjugacion, la
transformacion, la sintesis de factores de virulencia, la colonizacion, la produccion y

resistencia a los antibioticos, la motilidad, la esporulacion, la regulacién del estado de las
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bacterias viables, pero no cultivables, la formacion de biopeliculas y la modulacion de las
respuestas inmunitarias del huésped (2).

3.1.5. Tipos de quorum sensing

* Biopeliculas

Las entidades microbianas que emplean esta forma de deteccidn de quérum suelen mostrar
un crecimiento discreto durante los periodos de baja densidad de poblacion, lo que elude
la deteccion por parte del sistema inmunitario. Al alcanzar una densidad poblacional
sustancial, los autoinductores catalizan la secrecidn de polimeros y generan una matriz que
permitird a toda la poblacién unirse y adherirse a los tejidos vivos. La caries dental sirve

como ilustracion por excelencia de la formacion de biopeliculas (1).

+ Swarming

El fendbmeno en cuestidn se refiere al movimiento colectivo observado en un medio de
cultivo solido al alcanzar una densidad celular elevada. Este fendmeno puede percibirse
directamente sin necesidad de instrumentos y se manifiesta como circulos concéntricos que

rodean la colonia y se extienden por toda la placa de cultivo (1).

3.2. C. albicans

El organismo esta clasificado como un hongo dentro del filo Ascomycota, posee un genoma

diploide y se reproduce asexualmente mediante el proceso de gemacion

Presenta dimorfismo y sigue distintas vias de desarrollo en respuesta a diversos estimulos
ambientales. Esta caracteristica le confiere la capacidad de eludir las defensas inmunitarias de

las células hospedadoras.

En su forma de levadura, se presenta en forma de células redondas u ovoides, que miden entre
4y 6y 10 um, que se agrupan en pequefios racimos. En su forma fangica filamentosa, genera
pseudohifas junto con las hifas verdaderas, y también es capaz de formar clamidosporas.
Macroscdpicamente, cuando se cultiva en agar Sabouraud, produce colonias blancas, blandas,
cremosas Y lisas. Por el contrario, cuando se cultivan en medios cromogénicos, las colonias
presentan una pigmentacion azul o verde claro (4).

C. albicans suele estar presente en la cavidad oral, el tracto gastrointestinal y el tracto
genitourinario, asi como en la piel, y representa aproximadamente el 50% de todos los casos de
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candidiasis. El espectro clinico de la candidiasis abarca desde infecciones superficiales leves
que afectan a la piel y las membranas mucosas hasta infecciones sistémicas graves que
representan una amenaza importante para la vida del paciente. Las personas con un sistema
inmunitario debilitado son particularmente susceptibles a la candidiasis sistémica, que, en

ausencia de un tratamiento adecuado, puede convertirse en sepsis (5).

3.2.1. Epidemiologia

La candidiasis se clasifica como una infeccion oportunista que puede presentarse en dos

contextos principales:

e Pacientes no neutropénicos:
Es decir, las personas gravemente enfermas, que normalmente se encuentran en una
unidad de cuidados intensivos y que presentan diversos factores predisponentes.

e Pacientes neutropénicos:
Agquellas personas que presentan neutropenia como consecuencia de la quimioterapia
administrada para el tratamiento del cancer, principalmente en el contexto de neoplasias
hematoldgicas malignas. Otras formas de neutropenia, en particular las de naturaleza

cronica, no parecen correlacionarse con un aumento de la incidencia de la candidiasis

(6).

3.2.2. Formas morfoldgicas de C. albicans

C. albicans tiene tres formas morfoldgicas distintas. Estas son:

a) Levadura
b) Pseudohifa
¢) Hifas filamentosas.

La transicién entre estas formas morfoldgicas se rige por una red genética sofisticada y
depende de una variedad de factores ambientales. Se considera que las hifas son la
presentacion morfoldgica mas virulenta, ya que esta forma esta asociada a la expresion de
toxinas, como la candidalisina, recientemente caracterizada, que dafia las células
epiteliales, lo que facilita la penetracion del C. albicans en los tejidos y el establecimiento
de la infeccion (7).
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3.2.3. Clasificacion

e Formas agudas
o Forma pseudomembranosa
o Forma eritematosa

e Formas crénicas:
o Forma pseudomembranosa
o Forma eritematosa

o Forma hiperplasica

3.2.4. Signosy sintomas

La candidiasis esofagica se presenta predominantemente con disfagia.

Candidemia suele provocar fiebre; sin embargo, las manifestaciones clinicas suelen ser
inespecificas. Algunos pacientes pueden desarrollar un sindrome parecido a la sepsis
bacteriana, que se caracteriza por un inicio brusco y que puede provocar shock, oliguria,

lesion renal aguda y coagulacion intravascular diseminada.

La endoftalmitis por candida se manifiesta inicialmente como lesiones retinianas de color
blanco, que pueden ser asintomaticas al principio, pero con el potencial de progresar,
opacifican el cuerpo vitreo y favorecen la formacion de cicatrices irreversibles que, en

ultima instancia, provocan ceguera.

En los pacientes neutropénicos, ocasionalmente pueden producirse hemorragias retinianas,
aungue la infeccion ocular propiamente dicha sigue siendo poco frecuente. También
pueden presentarse lesiones cutaneas nodulopapulares, especialmente en personas
neutropénicas, donde significan una amplia diseminacion hematogena. La presentacion
sintomatica de otras infecciones localizadas o invasivas depende del 6rgano especifico
afectado (8).

3.2.5. Factores de riesgo

Se ha documentado una multitud de factores de riesgo asociados con la aparicion de
infecciones por Candida. Los siguientes factores son particularmente importantes:

e Administracion previa de antibioticos.

e Utilizacion de dispositivos invasivos como catéteres y sondas.

e Dependencia de la nutricion parenteral.
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e Procedimientos quirdrgicos abdominales, en particular los que afectan al estdmago y
el duodeno.

e Trasplante de 6rganos, neoplasias malignas, uso de corticosteroides, quemaduras
extensas.

e Colonizacion previa por Candida.

e Insuficiencia renal aguda, especialmente en los pacientes que necesitan diélisis (6).

3.2.6. Diagnostico

Informarse ampliamente sobre el historial médico del paciente. Esto puede incluir la

recopilacion de datos sobre infecciones previas (9).

e Laevaluacion histopatologica y los cultivos fangicos
e Los emocultivos

e Los niveles séricos de beta-D-glucano

e Panel sobre T2Candida

Dado que las especies de Candida suelen ser organismos comensales, la presencia de estos
patdgenos en el esputo, la cavidad oral, las secreciones vaginales, la orina, las heces o los
cultivos cutaneos no significa que se trate de una infeccion invasiva o progresiva. También
se debe reconocer la existencia de una lesion clinica definitiva, acompafada de la
documentacidn histolégica de la invasion tisular (por ejemplo, levaduras, pseudohifas o
hifas en las muestras de tejido), excluyendo otras posibles etiologias. La positividad de las
muestras cultivadas obtenidas en sitios normalmente estériles, como sangre, liquido
cefalorraquideo, liquido pericardico o biopsias de tejidos, constituye una prueba

convincente que requiere una intervencion terapéutica sistémica (8).

epresenta una innovadora plataforma de diagnostico cualitativo que ha recibido
recientemente la aprobacion de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
de los Estados Unidos para la identificacion de la candidemia, con un tiempo medio para
la identificacion de las especies de menos de cinco horas. El panel T2Candida funciona
con K2EDTA en el instrumento T2Dx totalmente automatizado en sangre total y posee la
capacidad de detectar cinco especies de Candida, especificamente C. albicans, Candida

tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei y Candida glabrata (10).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




: ¢ . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE [ \CATOLICA

TESIS UCSM ~  DE SANTA MARIA

3.2.7. Tratamiento

No es simplemente la erradicacion del organismo patdgeno, sino mas bien la resolucion de
la infeccion clinica, que normalmente se logra en una o dos semanas. En el contexto de la
intervencion terapéutica, es igualmente fundamental administrar antimicaéticos junto con la
eliminacién de los factores predisponentes. Las practicas de higiene bucal y lingual deben
modificarse de acuerdo con las circunstancias especificas. Un régimen de tratamiento que
consista Unicamente en farmacoterapia, sin la identificacion previa y la mitigacion de los
factores predisponentes, no hace més que fomentar la recurrencia de las infecciones. En
los casos de candidiasis hiperplasica, también se justifican las intervenciones quirargicas
(12).

3.3.  Moléculas de quorum sensing en C. albicans

e Farnesol

Funciona como una sefial que ayuda a las células del C. albicans a comunicarse en funcién de
la densidad, de tal modo cuando las células aumentan de numero, la concentracion de farnesol
se reduce generando respuestas en las células fangicas.

e Tiroxina

Molécula que influye en expresion génica

e Acido Farnesoico

Derivado del farnesol

3.3.1. Mecanismo de quorum sensing aplicado en la patogénesis de C. albicans

En relacion con los hongos, se han realizado numerosas investigaciones sobre el fendbmeno
de deteccion de quorum (QS) en C. albicans. Hallazgos recientes han demostrado que C.
albicans organiza su transformacién morfogénica a través de alteraciones en la densidad
celular, lo que facilita la germinacién y el posterior desarrollo de las hifas, condiciones que
se ven reforzadas por parametros éptimos de pH y temperatura (especificamente, pH 7,5y
37 °C). Los principios en los que se basa esta modulacion de la morfogénesis en funcion
de la densidad se parecen a los observados en las células bacterianas, que modulan sus
actividades fisioldgicas mediante mecanismos de deteccion de quérum. Se ha identificado
una serie de entidades moleculares que influyen en la capacidad de C. albicans para pasar
de una forma de levadura a una hifa, entre las que se ha demostrado que tres compuestos
(tirosol, farnesol y acido farnesoico) funcionan como agentes autoinductores dentro del
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marco de deteccién de quorum. Por el contrario, la biosintesis del farnesol se ha
corroborado en varios aislados de Candida obtenidos en laboratorios clinicos (12).

3.3.2. Deteccion de quérum en C. albicans

La virulencia de C. albicans depende de su capacidad para cambiar entre distintos estados
morfologicos y fenotipicos, y estas transiciones estan directamente influenciadas por su
entorno. La deteccion de quorum sensing es utilizada por C. albicans para comunicarse
con otras células de Candida, y es impulsada por moléculas solubles de deteccion de
quérum o autoinductores que se secretan en el medio ambiente de una manera dependiente
de la densidad (13).

3.3.3. Expresion proteica sobre C. Albicans

Constituye un aspecto para comprender su biologia y mecanismos de resistencia, como las
infecciones. C. albicans puede cambiar de forma segun las condiciones ambientales, estos

estan intrinsicamente relacionados con la expresion proteica.

3.3.4. Métodos para estudiar la expresion proteica en C. albicans

e Protedmica

Adquiere la vision de los proteomas de C. albicans y del hospedador.

e Western Blot

Es una técnica en Biologia molecular de uso comudn disefiada para estudiar una proteina
especifica en una muestra que contiene muchas otras proteinas (14).

e RT-gPCR

Contribuye de manera indirecta la cantidad de proteinas que se producen

e Inmunofluorescencia

Identifica los anticuerpos de C. albicans
3.4. Antecedentes Investigativos

3.4.1. Antecedentes Internacionales:

Titulo: Moléculas bacterianas sensibles al quérum como prometedoras inhibidoras
naturales del dimorfismo de virulencia de C. albicans: un estudio in silico e in vitro.

Autor: Ravi Jothi; Nagaiah Hari Prasath; Shanmugaraj Gowrishankar; Shunmugiah

Karutha Pandian.
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Resumen: Este estudio se centra en la eficacia antihifal de los QS bacterianos a través de
andlisis in silico e in vitro contra el cambio dimdrfico de C. albicans mediante el anélisis
in silico e in vitro contra el cambio dimorfico de C. albicans. Los resultados del analisis
inicial de cribado virtual revelaron el potencial inhibidor de las hifas mediante el cribado
virtual. Asimismo, la simulacién MD de 50 ns demostr6 una union estable de los ligandos
con las proteinas diana, con una disminucion en la fluctuacién conformacional y una mayor
afinidad. Asimismo, se ha constatado que los inhibidores de hifas QSM identificados son
seguros para el uso bioldgico. En términos generales, mediante el analisis in silico e in
Vvivo, el presente estudio abre nuevas oportunidades para considerar los QSMs bacterianos
como potenciales inhibidores contra hongos, especialmente C. albicans. Este estudio
destaca que la interaccion antagénica entre bacterias y hongos puede ser empleada como

una herramienta para superar ciertas infecciones fungicas (15).

Titulo: Deteccién de quérum e interacciones fungico-bacterianas en C. albicans: una

red comunicativa que regula la coexistencia y virulencia microbiana.

Autor: Luisa De Sordi, Fritz A. Mihlschlegel.

Resumen: En este estudio se puede evaluar su valor como posible objetivo terapéutico. En
este escenario, un paso adicional importante es realizar pruebas de hongos patdgenos en el
entorno natural. Los sistemas Q S destinados a la terapia pueden resultar ineficientes si
otras entradas externas actdan en la direccion opuesta in vivo. Ademas, la morfologia
celular, la propagacion de infecciones y la formacion de biopeliculas estan influenciadas
por comunidades microbianas coexistentes. Por lo tanto, es importante obtener informacion
detallada sobre las interacciones in vivo entre hongos y bacterias, y es necesario desarrollar
sistemas para evaluar estas relaciones. Sin embargo, abordar la comunicacion y la garantia
de calidad en comunidades polimicrobianas puede ser una cuestion compleja. Los caminos
comunes Y las sefiales cruzadas dificultan encontrar el objetivo adecuado para lograr el
efecto deseado (16).

Titulo: La resistencia al fluconazol en C. albicans es inducida por la deteccion de

quérum de Pseudomonas aeruginosa

Autor: H. M. H. N. Bandara, D. L. A. Madera, I. Vanwonterghem, P. Hugenholtz, B. P.
K. Cheung & L. P. Samaranayake
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Resumen: En este estudio los autores sugieren que la presencia de C12AHL afecta
favorablemente a C. albicans desafiados con fluconazol al prevenir cambios en la
biosintesis de esteroles, aumentar la actividad de la bomba de eflujo del farmaco, reducir
la respuesta al estrés oxidativo y mantener la integridad de la membrana celular de la
levadura. Estas conclusiones se basan en gran medida en nuestros datos transcriptomicos.
Para confirmar esta hipotesis son necesarias méas investigaciones sobre los analisis de
esteroles (incluidos los esteroles celulares totales y los intermedios de esteroles), asi como
sobre los cambios en la composicion de la membrana plasmatica de la levadura. Ademas,
estudios recientes han puesto de relieve algunas de las complejas interacciones entre C.

albicans y P. aeruginosa en las infecciones polimicrobianas (17).
4. HIPOTESIS
H1=Dado que se inhiben la proliferacion de C. albicans en la presencia del quorum sensing.
Es probable que existan cambios en el proteoma de C. albicans.
HO= Dado que se inhiben la proliferacion de C. albicans en la presencia del quorum sensing.

Es probable que no existan cambios en el proteoma de C. albicans y si, otros mecanismos

desconocidos responsables por dicho proceso de inhibicion.
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CAPITULO II:

PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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Il. PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION

1.1.Técnicas

En el estudio actual, se recogera sistematicamente del diente una muestra del sobrenadante
derivado de C. albicans a intervalos del dia 1, 7 y 14. Las metodologias de observacion y
medicion se implementaran utilizando el aparato de cromatografia de interaccion hidréfoba

junto con el analisis de homologia secuencial de las proteinas mediante espectrometria de

masas.
VARIABLES INDICADORES TECNICA INSTRUMENTO
Molécula
Quorum
Dependiente
Sensing

Autoinductor 2

1. Cromatografia
_ Nivel de de Interaccion
Independiente expression > Hidrofébica
il Observacion y pe

protedmico en el -] = 2. Analisis de

medicion . .
sobrenadante de homologia secuencial

c.albicans. de proteinas por
espectrometria de
masas

1.1.1. Cromatografia de Interaccion Hidrofobica

El sistema cromatografico que fue usado, es el de cromatografia convencional, usando la
mini columna Hit Trap Phenyl FF (High sub) 1 ml. HITrap (H&C USA.). Las fracciones
purificadas, son colectadas fracciones en muestras de 0.5 mL. por tubo determinandose la
actividad proteica. Las fracciones colectadas son utilizadas para determinar la cantidad de
picos de proteinas encontrados en la muestra y/o para la obtencion del “pool” y guardadas
a 0°C previamente liofilizadas. El flujo fue mantenido constante a 0.5 ml/min vy
monitoreado a 280 nm (18).
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1.1.2. Estudios de homologia secuencial “de novo” por Espectrometria de masas en
tandem.

La espectrometria de masas en tandem ESI-CID-MS/MS se realizd 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. Los parametros de ionizacion se establecieron de la siguiente
manera: una tension capilar de 2,3 kV, con una tension cénica y una tension de lente RF1
fijadas en 30 V y 100 V, respectivamente, ademas de una energia de colision de 10 eV. La
temperatura de la fuente se mantuvo a 70 °C y se empled gas nitrégeno como gas de cono
a un caudal de 80 I/h; no se utilizé gas nebulizador en el proceso de generacion de la
pulverizacion. Para la fragmentacion ionica, se empled gas argon. La calibracion externa
se realizé con yoduro de sodio dentro de un rango de masas de 50 a 3000 m/z. Todos los
espectros de masas se adquirieron utilizando el analizador TOF configurado en «<modo V»
(TOF kV =9,1) con un voltaje MCP fijado en 2150 V (19).

1.1.3. Secuenciacion “de novo” de péptidos tripticos.

Los péptidos tripticos alquilados se fraccionaron mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) de fase inversa, se recogieron manualmente, se liofilizan v,
posteriormente, se resuspendieron en una solucién de acetonitrilo al 20% y &cido
trifluoroacético (TFA) al 0,1% (19).

Cada péptido se introdujo individualmente en la fuente del espectrometro de masas
mediante una jeringa a un caudal de 500 nl/min-1. Antes de realizar el andlisis de
espectrometria de masas en tandem, se obtuvo un espectro ESI/MS (modo TOF MS) para
cada pico identificado mediante la HPLC de fase inversa en un rango m/z de 400 a 2000,
lo que permitid seleccionar los iones de interés. Posteriormente, estos iones se
fragmentaron dentro de una celda de colision (modo TOF MS/MS). Las variaciones en la
energia de colision se aplicaron en funcion del estado de carga y la masa de los iones. Los
espectros resultantes se capturaron con el analizador TOF y se analizaron con el software

del algoritmo Masslynx-Maxent (20).

Los espectros de carga Unica se procesaron manualmente utilizando la aplicacion PepSeq
incorporada en MassLynx (21).
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En la fase posterior, la integracion de los patrones de fragmentacion junto con la consulta
de la literatura pertinente facilitd el establecimiento de una base de datos MASCOT
disefiada para el analisis de secuencias de proteinas. En la fase terciaria, la base de datos

autoconstruida se integro en el marco MASCOT (22).

1.2. Instrumentos

1.2.1. Instrumentos documentales:

e Carta de presentacion al decano de la facultad de Odontologia de la Universidad
Catolica de Santa Maria.

e Autorizacién obtenida del coordinador principal del Laboratorio de Quimica y
Proteinas de la UCSM.

1.2.2. Instrumentos mecanicos:

e Muestra de sobrenadante de C. albicans en diente de 1 dia.

e Muestra de sobrenadante de C. albicans en diente de 7 dias.

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

e Columna Cromatografica de interaccién hidrofébica (HiTrap)
e Lector de placa (Mhmedical USA)

Figural Imagen de instrumentos mecanicos
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1.3. Materiales de Verificacion

e Aparatos fotogréaficos.

e Dispositivos computacionales, incluidos ordenadores portatiles y/o tabletas.
e Instrumentos de escritorio.

e Bases de datos electronicas (PatternLab)

2. CAMPO DE VERIFICACION

2.1. Ubicacion Espacial

2.1.1. Ambito General

La investigacion se llevo a cabo en el entorno urbano de Arequipa, especificamente dentro
de las instalaciones de la Universidad Catolica de Santa Maria.

2.1.2. Ambito especifico

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

2.1.3. Ubicacién Temporal

Esta investigacion se llevara a cabo de septiembre a noviembre del afio 2024 y se
caracterizara por ser un estudio transversal; por lo tanto, las variables se examinaran en un

marco temporal singular de 1, 7 y 14 dias.
2.2. Unidad de estudio

En el contexto de esta investigacion, se analizard una muestra del sobrenadante de C. albicans
en relacion con dientes cariados de 1, 7 y 14 dias.

2.3. Criterios de inclusién
No corresponde.
2.4. Criterio de exclusién

No corresponde.
3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS

3.1.0rganizacién de la informacién

Antes de iniciar el estudio serd necesario:
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e Autorizacion del coordinador principal del Laboratorio de Quimica y Proteinas de la
UCSM, ubicado en el Anexo 1.

e Coordinacion con los encargados del laboratorio especifico.

3.2.Recursos

3.2.1. Humanos

e Investigador: Gabriela Vargas Lanza
e Asesor: Luis Alberto Ponce Soto
3.2.2. Fisicos

Ambiente fisico del Laboratorio de Quimica y Proteinas de la UCSM.

3.2.3. Econdmicos

Se obtendran las unidades de estudio (experimentacion), a través de muestra obtenida de
una clinica local. Los recursos economicos son propios del investigador para el uso del
laboratorio.

3.3. Prueba Piloto/Validacion del Instrumento

Debido al tamafio de la poblacién y muestra no se realizara 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 empleara un procesamiento computarizado utilizando programas como Mascot y Pattern lab

como base de datos para el andlisis de secuencia.
4.2. Plan de Procesamiento

4.2.1. Clasificacion

La informacion obtenida de los instrumentos aplicados sera ordenada en una matriz de
sistematizacion
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4.2.2. Codificacion

Para el procesamiento computarizado sera necesario haber

4.2.3. Tabulacién

Se elaborara tablas de doble entrada

4.2.4. Graficacion
Se elaboraré graficos de barra doble

4.3. Plan de Anélisis

VARIABLE TIPO DE POR ESCALA DE ESTADISTICA
INVESTIGATIVA VARIABLE MEDICION DESCRIPTIVA
Nivel de expresion Cualitativo De razén ninguna De razén ninguna

protedmico

en el sobrenadante de
C. albicans.
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CAPITULO III:

RESULTADOS
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I1l.  PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Geles de electroforesis bidimensional
Los geles representan:

Figura 2 Gel con el “quorum sensing” (autoinductor 2)

—30.0

—20.1

—14.4

Figura 3Gel 2D sin el “quorum sensing” (autoinductor 2)

—97.0
— 66.0

— 45.0

—30.0

—20.1

—14.4
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Tabla de spots y su relacion masa pl

Tabla 1 Proteins identified by mass spectrometry ESI-Q-TOF_MS/MS

SPOT
N ACCESSION PEPTIDE SEQUENCE Mm pl
NUMBER

1 C_109 AOW27414 ... KLKLTDYDNQYLETLKVLTTVGEISK... 3012.45 | 6.00
2 C_110 AOW26936 ...KYRLLASDDTISDWGHEYMRHLALEIGE... | 3318.69 | 4.52
3 C_111 AOW28902 ... KQPALKCNCSKASVENVVPSSND ... 2417.71 | 7.92
4 C_112 EEQ44481 ... KKGANEATKTLNRGISEFII ... 2189.50 | 7.96
5 C_113 AOW27184 ... KVNKSLIEFLKSANLSN ... 1904.20 | 5.03
6 C_114 AOW27484 ...LNDTEYKKVALLGWAIELLQAYFLV... 303859 | 4.70
7 C_115 AOW31260 ... KADIFQVPETLPQEVLDKMHAPAK ... 2705.14 | 7.93
8 C_116 AOW27414 ... KCGYKDGGVEMVCRE ... 1691.00 | 6.00
9 C_117 Q59SN8 ... KTAPIGETATVIVDVPYHT ... 2011.28 | 4.19
10 C_118 XP_721446 ... KGEAGTGDVSSAVDHIRTIKK ... 2168.40 | 5.84
11 C_119 XP_721446 ... KIPVMAKCRIGHFTESQILEALGVDYI... 3146.69 | 5.84
12 C_120 AAAG8015 ... FGAGEDPERPFDDAVVDGF ... 2039.12 | 4.67
13 C_121 XP_O:;)12 4223 ... KAVLSAANIEIEEEKVEK ... 1999.25 | 3.79
14 C_122 AOW26479 ... KYIGYDMDQAIALWNSAL ... 2071.35 | 4.62
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Lista de proteinas en formato FASTA

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

Tabla 2

Proteina AOW27414 (C_109)

AOW27414 (C_109)
AOW?27414. 1 glucosamine 6-phosphate N-acetyltransferase [Candida albicans 12C]
MMLPQGYTFRKLKLTDYDNQYLETLKVLTTVGEISKEEFTELYNHWSSLPSIYHPY
VITNASGIVVATGMLFVEKKLIHECGKVGHIEDISVAKSEQGKKLGYYLVTSLTKV
AQENDCYKVILDCSPENVGFYEKCGYKDGGVEMVCRF

Tabla 3

Proteina AOW?26936 (C_110)

AOW?26936 (C_110)
AOW?26936. 1 proteasome regulatory subunit N1 [Candida albicans L26]
MAPSQEQSKEQIQSQTSKDQQPTKSDKSKVQKEEELSEEDQHLKDELELLVERLNEPNQDR
ALYNKYLDALKTFIKESTTSMTAVPKPLKFLRPHYPSLTELYTNWSNQFSAKDVIVIKLADI
LSVLATTYSDEGNRDSLKYRLLASDDTISDWGHEYMRHLALEIGESFQENLGVDEELVNKL
VKLALQIVPFFLKHNAEADAVDLLLEIECIDKLPQFVDENTFARVCLYVTSCVPYLAPPDDV
SFLNTAYSIYLSHNQLTQALTLAIKLDDNELIKQVFDSTTDESLHKQLGFILSQQNSNFKYPG
ENPEVQECISNVKLAEYFQYLVKELNLLDPKVPEDVYKSHLENSKFGLGTSGSIDSAKQNL
AASFVNGFLNLGFGNDKLVQTEEDNKSWIYRTKGSGMASTTASLGSIHQWNINEGLQVLD
KYTYSEDSEVKAGALLGTGVVSANVHDEVDAAFALLQEYVHEPNKLYQTAAINGLGIAFA
GSANEDVLNLLLPLVSDLDISLEISCLAALALGHIFVGTCHGDVTSTILQTLLERDYTQLTNK
FIKFMSLGLGLLYMGRTEQAEDVLETIDAIEHPISKTLKVLVNICAFAGTGNVLQIQALLQM
CTAKPKDQLEEEKKLEQSEEEQQQQQQQANKDTKSNGEGGEEEEDVEMEDAESKNETSENT
TASATSTTSSSKEKGDSSSSAAAAAAVGDEKAQEGGDDKEDEEEIDEEEELYQGIAVLGLA
CIAMGEDIGQDMSLRHFGHLMHYGNSLIRRAVPLAMGLVSTSNPQMKVFETLSRYSHDPD
LEVAQNSIYSMGLVGAGTNNARLAQLLRQLASYYIKSPDTLFMVRIAQGILHLGKGTLTLT
PYNSERTILSKVSLASLLTIAIALLDPRSFILNDSTTETTHQLLYYLTPAVKPRMLVTVDEELK
PIKVNVRVGQAVDVVGQAGKPKTITGWVTQSTPVLLNYGERAELENTDEWISLSSSLEGVV
ILKKNPEYMEIDS

Tabla 4

Proteina AOW28902 (C_111)

AOW28902 (C_111)
AOW28902. 1 Crd2p [Candida albicans SC5314]
MACSAAQCVCAQKSTCSCGKQPALKCNCSKASVENVVPSSNDACACGKRNKSSC
TCGANAICDGTRDGETDFTNLK
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Tablab

Proteina EEQ44481 (C_112)

EEQ44481 (C_112)
EEQ44481.1 ribonucleoprotein-associated protein [Candida albicans P37005]
MSAPNPKAFPLADSALTQQILDVVQQSQNLRQLKKGANEATKTLNRGISEFIIMAA
DTEPIEILLHLPLLCEDKNVPYVFVSSKAALGRACGVSRPVIAASVTSNDASSIKNQI
YGIKDKIETLLI

Tabla 6

Proteina AOW27184 (C_113)

AOW27184 (C_113)
AOW?27184. 1 lysophospholipase [Candida albicans]
MNLLISLLLLSISLVLGSSPSGGYAPGIVQCPINSNSNSSSSSSRNTTFSFIREADSISDL
EKQWIKQRQLKVNKSLIEFLKSANLSNFNPQNFIDAKDYQGINLGLAFSGGSYRAM
LNGAGQLMALDSRSSSSPSESGSGSGSGSLGGILQSANYIGGLSGSSWLLGSLAMQ
GWPTVEEVVFENPHDVWNLTSSRQLVNQTGLWTIVFPVMFDNMNKALSHMNFW
DNNADGIKFDLEAKEKAGFETSLTDAWARGLAHQLFPKGKDNYGSSETWSDIRNI
DAFANHDMPFPFVTGLGRKPGTTVYNLNSTVIEMNPFEFGSFDPSLNTFTDIKYLGT
NVSNGVPVDLCVNGFDNSGFIVGSSSSLFNSFLNTLVCDNCNSLNSVIKWILKKFLT
YLSKAHEDVALYKPNPFFNSQYAKSDNITTSDTLYVIDGGIGGEVIPLSTLMVKERA
LDIVFAFDSDTNTKTNWPDGSALISSYERQFSQQGSSSLCPYVPDTKTFLEKGLTAK
PTFFGCDAKNLTALEKDGVIPPLVVYFANRPYEYYSNVSTFDLTFTDEQKKGLIKN
GFDVATRLNGTIDPEFKSCIACAVIRREEERRGIEQSDQCKKCFKNYCWDGTYASG
PAENYVNFTDSSLTNGSTVFYGKADAKVSSSKGGLFGFLKRDTQNNDEKEEFIGVV
RESNSDSLKLSKYLTIASLFALYLVIM

Tabla 7

Proteina AOW27484 (C_114)

AOW?27484 (C_114)
AOW?27484. 1 farnesyl pyrophosphate synthase [Candida albicans P78042]
MSDKLAARERFLDVFEDLVEELKQILVSYNMPQEAIEWFVRSLNYNTPGGKLNRG
LSVVDTFAILNNTTSDKLNDTVALLGWAIELLQAYFLVADDMMDQSKTRRGQPC
WYLVEGVNNIAINDSFMLEGAIYILLKKHFRQDPYYVDLLDLFFQTELGQLLDLITA
DEEIVDLDKFSLEKHSFIVIFKTAYYSFYLPVALAMYMSGINDEKDLKQVRDILIPLG
EYFQYLDCFGTPEQIGKIGTDIKDNKCSWVINQALLIATPEQRQLLDDNYGKKDDE
SEQKCKDLFKQLGIEKIYHGYEES LRKQIDQIDESRGLKKDVLTAFLGKVYKRSK
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Tabla 8

Proteina AOW31260 (C_115)

AOW31260 (C_115)
AOW31260. 1 flavodoxin-like fold family protein [Candida albicans SC5314]
MKIAIQYSTYGHITQLAKAVQKGVADAGYKADIFQVPETLPQEVLDKMHAPAKPTDIPIAT
NDTLTEYDAFLFGVPTRYGTAPAQFFEFWGATGGLWANGSLAGKPAGVFVSTSGQGGGQ
ETTVRNFLNFLAHHGMPYIPLGYANAFALQSSMEEVHGGSPYGAGTFANVDGSRQPSTLEL
EIAEKQGEAFVKSATKLVKGSKKTNTTTTSKSAATSDAAG
TTSGTAAGTSAATGAATGTSAPKESTKEASSSAKKEATNGTATRTQQSTKAPETAEKSSCS
KCIIM

Tabla 9

Proteina AOW27414 (C_116)

AOW?27414 (C_116)
AOW?27414.1 glucosamine 6-phosphate N-acetyltransferase [Candida albicans 12C]
MMLPQGYTFRKLKLTDYDNQYLETLKVLTTVGEISKEEFTELYNHWSSLPSIYHPY
VITNASGIVVATGMLFVEKKLIHECGKVGHIEDISVAKSEQGKKLGYYLVTSLTKV
AQENDCYKVILDCSPENVGFYEKCGYKDGGVEMVCR F

Tabla 10

Proteina Q59SN8 (C_117)

Q59SN8 (C_117)

Q59SN8.1 agglutinin-like protein [Candida albicans]
MLLQFLLLSLCVSVATAKVITGVFNSFDSLTWTRAGNYAYKGPNRPTWNAVLGWS
LDGTSANPGDTFTLNMPCVFKFITDQTSVDLTADGVKYATCQFYSGEEFTTFSSLK
CTVSNTLTSSIKALGTVTLPISFNVGGTGSLVDLESSKCFKAGTNTVTFNDGDKKISI
DVDFEKTNEDASGYFIASRLIPSINKASITYVAPQCANGYTSGAMGFTIGSGDTTIDC
SNVHVGITKGLNDWNFPVSSDSLSYNKTCSSTGISITYENVPAGYRPFFDVYTSVSD
QNRQLKYTNDYACVGSSLQSKPFNLRLRGYNNSEANSNGFVIVATTRTVTDSTTA
VTTLPFNPSIDKTKTIEILQPIPTTTITTSYVGVTTSYSTKTAPIGETATVIVDVPYHTT
TTVTSEWTGTITTTTTRTNPTDSIDTVVVQVPSPNPTVSTTEYWSQSYATTTTITAPP
GGTDTVIIREPPNHTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVTTTEYW
SQSYATTTTITAPPGGTDTVHREPPNHTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVIIR
EPPNPTVTTTEYWSQSYTTTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTTT
VTATPGGTDTVIREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDTVIIREPPNYTVT
TTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDTVIIREPPNYTVTTTEYWSQSYATTSTITAPPGG
TDTVIHREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTGPPGGTDTVIIREPPSPTVTTTEYWSQ
SYATTTTVTAPPGGTATVIIKEPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTGPPGGTDTVIIRE
PPNPTVTTTEYWSQSFATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTTTV
TAPPGGTDSVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYTTTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVTTT
EYWSQSYATTTTVTATPGGTDTVIIREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGT
DTVIIREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDTVIIREPPNYTVTTTEYWSQS
YATTSTITAPPGGTDTVIIREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTGPPGGTDTVIIREPP
SPTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTATVIIKEPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVT
GPPGGTDTVIIREPPNPTVTTTEYWSQSFATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVTTTE
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YWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVTTTEYWSQSFATTTTVTAPPGGTDS
VIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDSVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYA
TTTTVTAPPGGTATVIIREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTATVIIREPPN
YTVTTTEYWSQSYATTTTITAPPGDTDTVIIREPPNYTVTTTEYWSQSFATTTTVTAP
PGGTDSVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTATVIIREPPNYTVTTTEY
WSQSYATTTTVTAPPGGTATVIIREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTITAPPGDTDTVI
IREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTDTVIIREPPNYTVTTTEYWSQSYAT
TTTVTAPPGGTATVIIREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTGPPGSTDTVIIREPPNPT
VTTTEYWSQSYATTTTVTAPPGGTATVIIREPPNYTVTTTEYWSQSYATTTTVTGPP
GGTDTVIIREPPNPTVTTTEYWSQSYATTLTITAPPGGTNSVIIRVHSSTNDESSESTF
STLSVPSFSGSISIVSTVSRPHYVNSTVTHLPSSSSKPVDIPSSDVVTSTNDNSLTSLTG
SENGKTSVAISTTFCDDENGCQTSIPQGSVVRTTATTTATTTTIIGDNNGSGKSKSGE
LSSTGSVTTNTATPDVPSTKVPSNPGAPGTGVPPPLAPSTETQTTNNVPGSPNIPATG
TTDIRESTTVSHTVTGNGNTGVPMNPNPVLTTSTSLTGATNSATNPS
HETSVNTGSGGSTNIVTPPSSATATVVIPGTDNGATTKGQDTAGGGNSNGSTATTNI
QGGNNEPGNQPGTNTTGEPFGTTDTQSVESISQPTTLSQQTTSSLISTPLASTFDGSG
SIVQHSGWLYVLLTAISIFF

Tabla 11

Proteina XP_721446 (C_118)

XP_721446 (C_118)
XP_721446.1 pyridoxine biosynthesis protein [Candida albicans SC5314]
MSDFKVKAGLAQMLKGGVIMDVVNADQAKIAEAAGACAVMALERIPAEMRKSNQVCRM
SDPKMIKDIMETVKIPVMAKCRIGHFTESQILEALGVDYIDESEVLTPADTVYHIDKTKFKVP
FVCGARNLGEALRRINEGAAMIRCKGEAGTGDVSSAVDHIRTIKKDIEEASKLKTETEIVEL
ARELRVPTELLIQVIEEKKLPVVLFCAGGVSTPADAALLMQLGCDGVFVGSGIFKSKNPEKL
AKAIVNATTHYNDPVKLLQYSTDLGELMGGIAIDSIKEEEKLEKRGW

Tabla 12

Proteina XP_721446 (C_119)

XP_721446 (C_119)
XP_721446. 1 pyridoxine biosynthesis protein [Candida albicans SC5314]
MSDFKVKAGLAQMLKGGVIMDVVNADQAKIAEAAGACAVMALERIPAEMRKSNQVCRM
SDPKMIKDIMETVKIPVMAKCRIGHFTESQILEALGVDYIDESEVLTPADTVYHIDKTKFKVP
FVCGARNLGEALRRINEGAAMIRCKGEAGTGDVSSAVDHIRTIKKDIEEASKLKTETEIVEL
ARELRVPTELLIQVIEEKKLPVVLFCAGGVSTPADAALLMQLGCDGVFVGSGIFKSKNPEKL
AKAIVNATTHYNDPVKLLQYSTDLGELMGGIAIDSIKEEEKLEKRGW
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Tabla 13
Proteina AAA68015 (C_120)

AAA68015 (C_120)
AAAG68015. 1 chitinase 2 [Candida albicans P75016]
MLSFKSLLAAAVVASSALASASNQVALYWGQNGAGGQERLAQYCQEADVDIILLSFLNLF
PDPLNVNFANQCGNTFESGLLHCSQIGADIKTCQSLGKTVLLSLGGGVGDYGFSDAASATK
FADTLWNKFGAGEDPERPFDDAVVDGFDFDIEHGGATGYPELATALRGKFAKDTSKNYFL
SAAPQCPYPDASLGDLLSKVPLDFAFIQFYNNYCSINGQFN
YDTWSKFADSAPNKNIKLFVGVPATSNIAGYVDTSKLSSAIEEIKCDSHFAGVSLWDASGA
WLNTDEKGENFVVQVKNVLNQNACVAPSSSATTQSTTTTSSAVTQSTTTTSAAITQSATTT
SAAVTTKSNQIVTSSSSSSSSIFYGNSTTESSTGIATGTVLPTGSNENAATTGSGSNTKLAIST
VTDVQKTVITITSCSEHKCVATPVTTGVVVVTDIDTVYTTYCPLTNSQVYVPVKTVVCTEE
KCVPSPTSTAQKPKASTTIKGVEKGQTTSYPVVGTTEGVKKIVTTSAQTVGSSTKYVTIELT
STITPVTYPTSVASNGTNTTVPVFTFEGGAAVANSLNSVWFTVPFLLAAFAF

Tabla 14

Proteina XP_002422331 (C_121)

XP_002422331 (C_121)
XP_002422331.1 60S acidic ribosomal protein P2 [Candida albicans]
MHLEIFSKYLAAYLLLVNAGNATPSAADVKAVLSAADIEVEEEKVEKLISELDGKN
VEELIAEGNEKLSSVPSGAPAAAAGGASAAAGGEAAEEAAEEEAAEESDDDMGFG
LFD

Tabla 15

Proteina AOW26479 (C_122)

AOW26479 (C_122)
AOW26479.1 S-adenosylmethionine-homocysteine S-methyltransferase [Candida
albicans SC5314]
MGRVQDILEKRKLVIDGALGTELERLLPTTSTYLPSGSPLWSGQVLIKNPGLVEQVH
LDYINVGADMIITSTYQTSYASLHKYIGYDMDQAIALWNSALNVAKNAVKKSGRD
DVIIAGSIGPYATLLANGSEYNGDYQGVTDEELIEYHTPLFEFYENSDVDIICIETIPSF
QELKVIIGLAKKYTSKEFFISINPQTGSALSDGTSLIEVAQLFAEINDPRFVAVGINCT
SYENVDQISTYLTDFPLFIYPNLGFVYDTTVHKFVSKVLQESTWSKSVAKWLAFPN
VKAIGGCCSTTPAEIKQVAQLINQ
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Modelado estructural y funciones de proteinas

Figura 4 (C_109) glucosamine 6-phosphate N-acetyltransferase

Nota. Participa en la formacion de la pared celular

Figura 5 (C_110) 26S proteasome regulatory subunit N1

Nota. Degrada selectivamente varias proteinas celulares con sefiales de degradacion
especificas
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Figura 6 C_111) Crd2p

Nota. Importante en la formacion de biofilm

Figura 7 (C_112) ribonucleoprotein-associated protein

Nota. Esencial para el crecimiento de las células de levadura
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Figura 8 (C_113) lysophospholipase

Nota. Son una gran familia de enzimas para eliminar los lisofosfolipidos de las membranas
celulares

Figura 9 (C_114) farnesyl pyrophosphate synthase

Nota. Sintesis de ergosterol
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Nota. Protege del estrés oxidativo

Figura 11 (C_116) glucosamine 6-phosphate N-acetyltransferase

Nota. Participa en la formacion de la pared celular
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Nota. Desempefia papeles esenciales en los procesos de adherencia y formacion de biopeliculas
in vitro. (aglutinina)

Figura 13 (C_118) pyridoxine biosynthesis protein

Nota. Sintesis de la vitamina B6
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Nota. Sintesis de la vitamina B6

Figura 15 (C_120) chitinase 2

Nota. Remodela la quitina en la pared celular
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Figura 16 (C_121) 60S acidic ribosomal protein P2

Nota. Participa en la elongacion de proteinas

Figura 17 (C_122) S-adenosylmethionine-homocysteine S-methyltransferase

Nota. Produce metionina.
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Figura 18 Estructura de C. albicans
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DISCUSION

Dentro de los principales antecedentes investigativos de tema de tesis, vamos a encontrar
predominante a los antecedentes de caracter internacional, de un profundo estudio del quorum

sensing abarcando multiples y variados enfoques de dicho mecanismo.

Debemos entender que el quorum sensing viene a ser un mecanismo qué va a generar cambios
al proteoma de un microorganismo, el cual es el inducido por una serie de moléculas

denominadas inductores.

Dentro de los antecedentes investigativos vamos a encontrar estudios que muestran que existen
moléculas en la ecologia constitutiva de las bacterias qué van a generar en las mismas una
mayor sensibilidad poder activar el mecanismo del quorum sensing, algunas de estas moléculas
van a tener la posibilidad de generar un incremento en el nivel general de virulencia,
potenciando de esta manera sus factores de patogenicidad y también sus factores de virulencia,
con lo cual se exacerba la posibilidad qué tiene la bacteria de poder causar una enfermedad; y
asi mismo se potencia la capacidad de la bacteria de poder permanecer mas tiempo dentro del

huésped sin ser neutralizada por su sistema inmune.

Segun el estudio, Ravi Jothi, et al (15) plantearon una premisa completamente opuesta a la
descrita con anterioridad, dado que en este estudio va a hacer hincapié en la posibilidad de que
existan prototipo de moléculas que van a generar en C. albicans, no una expresion potenciada
de los factores de virulencia que ésta posee; sino por el contrario que existen determinado tipo
de moléculas qué van a generar qué el hongo no puedo hacer uso de su capacidad dismérfica
para volverse mas virulento, es decir que no puede pasar de su forma de levadura a la forma
filamentos. Como se sabe es la forma de levadura la que esta presente de manera nativa en el

ambiente oral ambiente de eubiosis.

Estos resultados fueron obtenidos a partir de un estudio por medios computacionales, es decir
un estudio in silico, en la cual se pudo determinar la estructura proteinica y ver algunos
elementos constituyentes de C. albicans, estos se veian atenuados en presencia de moléculas
que activan el quorum sensing. Asi mismo se llev6 a cabo pruebas para poder determinar qué
tan estable es la union entre ligando y la proteina Diana llegando a la conclusién existe una
relacion antagdénica muchas veces terminada por el tipo de microorganismo presente y también

el mecanismo antes mencionado.
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Posteriormente se llevo a cabo un contraste de los hallazgos obtenidos de las pruebas in silico,
las mismas que se extrapola a estudios in vitro determinando, de esta manera se tiene la

seguridad de poder emplear ese conocimiento en medios bioldgicos.

Por otra parte, encontramos que se profundiza bastante en la relacion que tienen los distintos
microorganismos que se encuentran en el medio oral, como se sabe la boca es todo un
ecosistema en el que vamos a encontrar un variado repertorio de microorganismos presentes,
como son las bacterias, hongos, entre otros; y a todos estos organismos convivir entre si, y
también con el huésped, asi surgen varios tipos de interacciones que pueden ser positivas,

negativas o neutras.

Positivas podrian ser como el comensalismo, en donde ninguna de las bacterias se va a ver

perjudicados, también podrian ser relaciones negativas como depredacion entre otros.

En el estudio, Luisa De Sordi, Fritz A, et al (16) se determind que en la interaccion con algunos
tipos de bacterias por parte del hongo estudiado, va a generar que el mecanismo natural de
inhibicion en el crecimiento de la poblacion se vea afectado, por un factor externo, en este caso
la interaccion con otro tipo de bacterias patdgenas, ya que en lugar de inhibir el crecimiento de
la poblacién de la colonia va a maximizar el crecimiento de la misma neutralizando el efecto

terapéutico que hubiera podido obtenerse del autocontrol de la poblacion del hongo.

Existen elementos externos que primero van a inhibir el desarrollo poblacional del hongo que
se esta estudiando en la presente investigacion; y por el contrario existen otros elementos
exogenos que van a generar todo lo contrario, es decir van a generar un incremento de la
poblacién del C. albicans segun el estudio, H. M. H. N. Bandara, et al (17) en donde se logra
evidenciar que entre ambos microorganismos existe una relacion positiva, dado que la presencia
del Pseudomona va a favorecer el desarrollo poblacional del Candida, de esta forma se produce

todo lo contrario a lo que tendria qué suceder por la activacion del quorum sensing.

En el presente caso se inicid una revision bibliogréafica sobre el tema pertinente, seguida del
muestreo y posterior cultivo del microorganismo C. albicans. Es imperativo reconocer que el
hongo que se esta examinando es un microorganismo que puede regularse como habitante
natural del organismo humano, localizado en el tracto gastrointestinal, el tracto genitourinario
y la cavidad oral, y que mantiene una serie de interrelaciones con otros microorganismos que
también residen en las superficies antes mencionadas. La arquitectura fundamental del hongo
se caracteriza por la presencia de un ndcleo encerrado por una membrana nuclear, un citoplasma
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que contiene varios organulos y, por encima, una pared celular, que finalmente culmina en la

estructura mas externa, que es la capsula.

C. albicans es un hongo que se caracteriza por expresar un dimorfismo, es decir puede pasar de
un estado a otro, para ello es necesario recalcar que dentro de las caracteristicas generales de
los hongos podemos encontrar dos tipos, los que se consideran levaduriformes, y por otra parte
los que se consideran filamentosos, y en este segundo caso encontramos a las hifas y
pseudohifas. EI dimorfismo del hongo objeto del presente estudio implica que frente a
determinado estimulo la C. albicans va a poder cambiar de un estado a otro, ya mismo lo
encontramos en estado levaduriforme y también filamentoso. EI cambio de estado al qué
hacemos referencia es bidireccional, es decir se puede pasar del estado levaduriforme al
filamentoso y viceversa en presencia de algin estimulo. Se inicié una investigacion
bibliografica sobre el tema pertinente, seguida del muestreo y posterior cultivo del
microorganismo C. albicans. Es imperativo reconocer que el hongo que se esta examinando es
un microorganismo que puede regularse como habitante natural del organismo humano,
localizado en el tracto gastrointestinal, el tracto genitourinario y la cavidad oral, y que mantiene
una serie de interrelaciones con otros microorganismos que también residen en las superficies
antes mencionadas. La arquitectura fundamental del hongo se caracteriza por la presencia de
un ndcleo encerrado por una membrana nuclear, un citoplasma que contiene varios organulos
y, por encima, una pared celular, que finalmente culmina en la estructura méas externa, que es

la capsula.

En consecuencia, se puede discernir la base de esta regulacion poblacional, que mitiga la
proliferacion y la amplificacion de la virulencia de microorganismos especificos, incluido el
hongo objeto de investigacion. El estimulo, que es el punto central de este esfuerzo de
investigacion, consiste en una clase de moléculas denominadas inductores, que son sintetizadas
por el microorganismo al alcanzar una cierta densidad de poblacion, en la medida en que se
considera una poblacion umbral, lo que indica que el nivel maximo puede precipitar una
disminucion de la poblacién debido a la escasez de recursos, como se explico en la discusion

anterior.

En el estudio, Luisa De Sordi, Fritz A, et al (16) en el cual se hace énfasis en las interacciones
bacterianas de inhibicion en el crecimiento de la poblacion en microorganismos de la misma o
distinta especie. A este fendmeno coadyuban las interacciones qué tiene el hongo con otras

bacterias como el caso del Streptococo mutans, el cual se encarga sintetizar también moléculas
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inductoras que tendrdn el mismo efecto de aquellas que son sintetizadas por C. albicans
potenciando el efecto del control poblacional.

La molécula responsable del control de supervivencia son los inductores, el proceso por medio
del cual estos acttan se denomina quorum sensing, entendiendo que el quorum corresponde a
la idea del nimero necesario de individuos para que se produzca algo, este término en la materia
estudiada podemos decir que es el nimero de individuos necesario para que se lleve a cabo un
fenomeno que detenga la proliferacion de una poblacion de microorganismo como un
mecanismo de defensa para que pueda perpetuarse la especie en el tiempo y la vez sea destruida

por la carencia de recursos.

Con todo lo antes mencionado, posteriormente se procedi6 a aplicar la solucion qué contiene
las moléculas inductoras con lo que se esperaria que se produjese un cambio en la expresion
protedmica del hongo de esta manera expresando proteinas qué no sé expresaria en su Status
Quo. La muestra del cultivo es procesada y centrifugada para obtener la separacion de la
muestra en dos fases, una solida qué se sedimenta en el fondo del recipiente, y la segunda seria
una fase liquida a la cual se le denominara sobrenadante, la misma que contendra las proteinas
objeto de estudio. Después se realizara el analisis de la solucion sobrenadante por intervalos de
tiempo de 1, 7 y 14 dias en diente, la técnica de observacion por inmersion de medio de
cromatografia de interaccion hidrofobica y el analisis de etimologia secuencial de proteinas por
espectrometria de masas. La cromatografia convencional se empleo utilizando la minicolumna
Hit Trap Phenyl FF (High sub) de 1 ml de HiTrap H&C USA, que facilita la recoleccion de
fracciones purificadas en volimenes de muestra de 0,5 ml por tubo, lo que permite la evaluacién
de la actividad de las proteinas. Las fracciones obtenidas se analizan posteriormente para
determinar el nimero de picos de proteina presentes en la muestra, lo que da lugar a la
formacion de un «charco» que se conserva a 0°C tras una liofilizacion previa. El caudal se
mantuvo meticulosamente a 0,5 ml/min mientras se controlaba a una longitud de onda de 280

nm.

La espectrometria de masas en tandem ESI-CID-MS/MS se realiz6 utilizando un espectrémetro
de masas hibrido cuadrupolar con tiempo de vuelo (Q-TOF, Micromass, Manchester, Reino
Unido), que esta equipado con una fuente de nanopulverizacion que funciona en modo de
ionizacion positiva. Los parametros de ionizacién se establecieron de la siguiente manera: un
voltaje capilar de 2,3 kV, con un voltaje de cono y lente RF1 establecido en 30 V y 100 V,
respectivamente, junto con una energia de colision de 10 eV. La temperatura de la fuente se
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mantuvo a 70 °C y se empled gas nitrogeno a un caudal de 80 I/h para el cono de gas. No se
utilizé gas nebulizador para facilitar la formacion del aerosol. El gas argon se utiliza con el
proposito de fragmentar los iones. La calibracion externa se realizd con yoduro de sodio en un
rango de masas de 50 a 3000 m/z. Todos los datos espectrales se adquirieron utilizando el
analizador TOF en configuracion «modo V» (TOF kV = 9,1) con un voltaje MCP de 2150 V.
Los péptidos tripticos se separaron mediante HPLC de fase inversa, se recolectaron
manualmente, se liofilizaron y, posteriormente, se resuspendieron en una solucion de

acetonitrilo al 20% y acido trifluoroacético al 0,1% (TFA).

Cada péptido se introdujo individualmente en la fuente del espectrometro de masas utilizando
una jeringa a un caudal controlado de 500 nl/min. Antes de realizar el anélisis de espectrometria
de masas en tandem, se adquirio un espectro ESI/MS (modo TOF MS) para cada pico
identificado mediante HPLC de fase inversa dentro del intervalo m/z de 400 a 2000 para
facilitar la seleccion de los iones objetivo. Posteriormente, estos iones seleccionados se
fragmentaron dentro de una celda de colision (modo TOF MS/MS). Se emplearon energias de

colisién variables en funcién del estado de carga y la masa de los iones.

Los espectros resultantes se recogieron en el analizador TOF y se analizaron utilizando el
software del algoritmo Masslynx-Maxent. Los espectros de una sola carga se procesaron
manualmente mediante la aplicacion PepSeq que se incluye con MassLynx. Al integrar los
patrones de fragmentacion y hacer referencia a la bibliografia pertinente, se cred una base de
datos MASCOT para el anélisis de secuencias de proteinas, lo que culminé con la importacion

de la base de datos autogenerada.

Una vez obtenido los spots de las proteinas se expresan en la C. albicans por sometimiento, la
molécula inductora se procedio a realizar un blast del mismo obteniendo la estructura proteica
constituida por aminoéacidos, Posteriormente se llevd a cabo el alineamiento en Cloustal
Omega, se buscd identificar estructuras antigénicas, que posteriormente serian sometidas una
simulacion de doblez en Alpha Fold Server, una vez obtenido el plegamiento se procedié a
Ilevar a cabo la generacion de los modelos 3D en el software Pymol. A cada una de las proteinas
obtenidas se les asigna un cddigo y esto en conjunto se organizé en Tablas para su mejor
identificacion asignandole también la generacién del modelo 3D.

Como se menciond las moléculas inductoras del quorum sensing, van a generar en el C. albicans

una respuesta congruente con el control de la poblacién, dado que los individuos integrantes de
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las colonias del hongo se multiplican tanto, que finalmente consiguen llegar a una poblacion
umbral, es decir una poblacion méxima, un punto desde el cual el seguir incrementando la
poblacion contribuye un perjuicio para los deméas miembros de las colonias ya que los recursos

no seran suficientes.

Es por ese motivo que el quorum sensing inductor 2 va a llevar acabo la inhibicion en la
multiplicacién de los individuos integrantes de las colonias, con el objetivo de poder garantizar
la supervivencia de la especie, dado que los recursos son limitados; de lo expuesto se puede
evidenciar que el inductor 2 va a tener un efecto contrario al efecto descrito, por la mayoria de
los antecedentes investigativos del presente tema de tesis, Ya que en este caso la molécula
inductora va a generar la activacion del quorum sensing con la finalidad de poder resaltar la
expresion protedmica de elementos que van a generar que el hongo no pueda progresar de su
forma de levadura a la forma filamentosa, debido a sus capacidades dismorficas, entendiendo
de esta forma que se reduce el nivel de virulencia del candida, ya que codmo se expuso de manera
precedente es en la forma filamentosa, sea ésta de hifa o de pseudo hifa, la que va a determinar

mayor nivel de virulencia en el microorganismo en cuestion.

Diferentes estudios precedentes muestran lo contrario en sus resultados, ya que hace resaltar y
potenciar los factores de virulencia y de patogenicidad en el hongo, lo que le permite tener un
potencial aumentado para poder causar enfermedades y evitar ser neutralizado por la respuesta

inmune del huésped.

Por tal motivo concluir qué es factible llevar a cabo la utilizacion de nominadas moléculas
inductoras, como es el caso del inductor 2, para poder atenuar los niveles de poblacion y la
virulencia de C. albicans, uno de los agentes responsables de enfermedad caries.

El uso que se le puede dar a esta prueba de concepto es de poder llevar a cabo un tratamiento
preventivo utilizando las premisas que en esta presente tesis se han expuesto sobre el
mecanismo de inhibicion en la poblacion de los hongos lo mismo que puede ser extrapolados a

su aplicacion en otras poblaciones de bacterias causantes de las enfermedades orales.
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CONCLUSIONES

PRIMERA: C. albicans es un hongo presente en la microbiota oral en forma de levadura,
donde su poder patogénico es muy reducido, sin embargo en estados de disbiosis
el mismo es responsable de procesos de infeccién micética de tipo agudo o
cronico; Sin embargo dicho hongo puede cambiar de forma gracias al mecanismo
de quorum sensing debido a las interacciones que tiene con otros microrganismos
y el incremento en su densidad poblacional general el incremento de moléculas
inductoras, y cuando el nivel poblacional de hongos llega a su umbral, también lo
hacen las concentraciones de inductores que generan cambios en la expresion
protedmica del hongo produciéndose un cambio de forma, de levaduriforme a

filamentosa.

SEGUNDA: De manera posterior a la exposicién de C. albicans a las moléculas inductoras que
activa el mecanismo del quorum sensing, se pudo evidenciar un cambio en la
expresion protedmica del hongo, se tomaron muestreas de control al ler, 7moy
14vo dia; de los cuales, al ler dia, no se evidencio ningun tipo de variacion en el
proteoma del hongo, al 7mo dia, se expresaron todas las proteinas que materializan
la variacion proteémica en el microorganismo objeto de estudio y finalmente al
14vo dia, al igual que en el primer caso, no se mostraron alteraciones en el

proteoma del antes mencionado.

TERCERA: Se identificaron catorce proteinas en C. albicans que se expresan sometiendo del
hongo a las moléculas inductoras y la activacion del quorum sensing. Las cuales
son:

e Glucosamine 6-phosphate N-acetyltransferase: Participa en la formacion de
la quitina en la pared celular.

e 26S proteasome regulatory subunit N1: degradacion selectiva de proteinas.

e Crd2p: Coadyuva a la formacién del Biofilm.

e Ribonucleoprotein-associated protein: Mantiene el estado de levadura.

e Lysophospholipase: Enzimas que eliminan Ifosfolipidos de membrana.

e Farnesyl pyrophosphate synthase: Sintesis de ergosterol.

e Flavodoxin-like fold family protein: Proteccion contra el estrés oxidativo.

e Glucosamine 6-phosphate N-acetyltransferase: Participa en la formacion de
la pared celular.
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e Agglutinin-like protein: Desempefa papeles esenciales en los procesos de
adherencia y formacion de biopeliculas in vitro.

e Pyridoxine biosynthesis protein: Sintesis de la vitamina B6.

e Pyridoxine biosynthesis protein: Sintesis de la vitamina B6.

e Chitinase 2: Remodela la quitina en la pared celular.

e 60S acidic ribosomal protein P2: Participa en la elongacion de proteinas.

e S-adenosylmethionine-homocysteine

e S-methyltransferase: Produce metionina.

CUARTA: La diferencia protedmica genera una ralentizacion en el progreso del hongo debido
al elevado indice poblacional, como un mecanismo de subsistencia y perpetuacion

de la especie.
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RECOMENDACIONES

PRIMERO: Se recomienda a los investigadores a estudiar los mecanismos de represion génica

en la expresion de C. albicans para la formacién de hifas.

SEGUNDO: Se recomienda a los investigadores a estudiar la presencia de otro tipo de
moléculas que no sea el autoinductor 2 “quorum sensing” que genera la inhibicion

de C. albicans.

TERCERO: Seria necesario estudiar otro tipo de factores que no sean del autoinductor 2
“quorum sensing” como la germinacion de células del propio tejido condicional y
que podrian estar colaborando con el autoinductor para la inhibicion de C.

albicans
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ANEXOS

Anexo 1 Solicitud para el uso del Laboratorio de Quimica y Proteinas de la UCSM

Arequipa, 02 de octubre del 2024

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

Estimado Doctor Luis Alberto Ponce Soto, por medio de la presente yo, Gabriela Vargas Lanza,
identificada con el DNI n°® 78287583 y el cddigo de alumno 2019248062, quiero solicitar la
autorizacion para trabajar en el Laboratorio de Quimica y Proteinas de la UCSM para la
realizacion de mi proyecto de Tesis titulado: “Influencia de la molécula quorum sensing en la
diferencia de expresion proteica sobre la Candida albicans UCSM. Arequipa, 2024”, para optar

por el titulo de Cirujana Dentista en la UCSM.

Ruego a usted acceder a mi solicitud.

Atentamente:

Vargas Lanza Gabriela

DNI 7828758
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Investigacion F-401, de la Universidad Catélica de Santa Maria de Arequipa.

DECLARO:

Que el trabajo de Investigacion denominado: “Influencia de la molécula quorum sensing en la
diferencia de expresion proteica sobre la Candida albicans UCSM. Arequipa, 2024, se
realizard por la Alumna: Gabriela Vargas Lanza y docente Dr. Gustavo Alberto Obando Pereda

en las instalaciones del laboratorio de Quimica de Proteinas, bajo mi supervision.

Se expide la presente a solicitud de los interesados para los fines debidos.
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Anexo 3 Evidencia Fotogréafica

Imagen 1. Cultivo fangico
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Imagen 3 Incubacion
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Imagen 4 Tomando la muestra del tubo de ensayo para posteriormente sembrar el
hongo
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Anexo 4 Ficha De Recolecciéon De Datos
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