v . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE L i-caroLica

TESIS UCSM —¢®  DE SANTA MARIA

Universidad Catdlica de Santa Maria
Facultad de Odontologia

Escuela Profesional de Odontologia

Diseiio de prototipo de vacuna in Silico para periodontitis desde
el enfoque de los periodontopatogenos establecidos en el
complejo de Socransky y los periodontopatogenos

emergentes, Arequipa 2024.

Tesis presentada por el Bachiller:
Mendoza Naveda, Ronald Erick
ORCID: 0009-0008-2021-3392

para optar el Titulo Profesional de Cirujano Dentista
Asesor:

Dr. Obando Pereda, Gustavo Alberto
ORCID: 0000-0001-6044-1551

Arequipa — Peru

2025

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UCSM-ERP

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
ODONTOLOGIA

TITULACION CON TESIS
DICTAMEN APROBACION DE BORRADOR
Arequipa, 06 de Marzo del 2025

Dictamen: 013332-C-EPO-2025

Visto el borrador del expediente 013332, presentado por:

2016602731 - MENDOZA NAVEDA RONALD ERICK

Titulado:

DISENO DE PROTOTIPO DE VACUNA IN SiLICO PARA PERIODONTITIS DESDE EL ENFOQUE DE
LOS PERIODONTOPATOGENOS ESTABLECIDOS EN EL COMPLEJO DE SOCRANSKY Y LOS
PERIODONTOPATOGENOS EMERGENTES, AREQUIPA 2024.

Nuestro dictamen es:
APROBADO
Titulo Profesional/Titulo de Segunda Especialidad/Grado Académico a optar:

CIRUJANO DENTISTA

29286016 - ALVARADO ACO ALBERTO ARMANDO
DICTAMINADOR

29225558 - ARENAS VELEZ LUIS MANUEL
DICTAMINADOR

29716878 - PORTILLA MIRANDA SEREY DORIS
DICTAMINADOR




Disefio de prototipo de vacuna in Silico para periodontitis

desde el enfoque de los periodontopatdgenos establecidos en
el complejo de Socransky y los periodontopatdégenos
emergentes, Arequipa 2024.

INFORME DE ORIGINALIDAD

15, 13, 9

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET =~ PUBLICACIONES

o6

TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

.

Submitted to Universidad Catdlica de Santa

Maria

Trabajo del estudiante

3%

0]

www.frontiersin.org

Fuente de Internet

1o

2]

scholarworks.bwise.kr

Fuente de Internet

1o

www.researchgate.net 1
Fuente de Internet %
discovery.researcher.life <
Fuente de Internet %
www.wjgnet.com /
H Fuente de Internet < %
ouci.dntb.gov.ua 7
Fuente de Internet < %
n pmc.ncbi.nlm.nih.gov <*
Fuente de Internet %
n bmcoralhealth.biomedcentral.com <’
Fuente de Internet 0/0
fast.genomics.Ibl.gov /
Fuente de Internet < %




¥ ‘ UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

DEDICATORIA

A mi amada familia, mi papa Floretino, la rectitud
hecha persona, mi mamd Amparo, el equilibrio
entre la responsabilidad y la obligacion, mis
hermanas Romina y Ximena, mis princesas y mis
musas inspiradoras de determinacion, por todo su
apoyo y cariiio incondicional, por su paciencia y
por ensefiarme con acciones la definicion de buena
persona, por ser mi norte en un mundo caotico.

A todas mis mascotitas, las que me acomparian y las
que ya no, por ser parte de mi familia y ensefiarme
que no es necesario ser humano para expresar
humanidad.

A mis queridos maestros, el Dr. Gustavo Obando
Pereda y al Dr. Luis Alberto Ponce Soto, por
guiarme, revivir en mi el amor por la ciencia y el
conocimiento, expandir mi percepcion del mundo,
proporcionandome un modelo de vida académica,
profesional y personal, por haberme dado la
oportunidad de trabajar a su lado y ser parte del
Laboratorio de Quimica y Proteinas y el Nucleo de
Inmunoinformdtica de la UCS, por ser mi primer
paso para construir un nuevo futuro.

A mi Georginita linda, mi amiga preciosa, por
ayudarme a terminar la carrera y haberme dado su
apoyo en el momento mas dificil de mi vida, por su
paciencia, por acompanarme en mi proceso de
recuperacion, por mostrarme que la madurez no va
de la mano con la edad ya que a pesar de ser menor
que yo, me dio un ejemplo de fortaleza y
perseverancia para lograr mis objetivos y vivir un
mejor futuro.

Al gran Vander, por una amistad de colegio, por su
lealtad y apoyo, por esbozar la racionalidad para
guiarme al tomar decisiones en los momentos
dificiles, por darme una idea de que es ser padre de
familia y recordarme el verdadero concepto de ser
hombre cada vez que flaqueo.

A mi estimado amigo Jeremy, por sus consejos, por
su apoyo tangible en asuntos académicos y
personales, por haberme encaminado hacia el
mundo cientifico.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




] g UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

AGRADECIMIENTOS

A Annie, por haberme acompariado por tan tanto tiempo y con ello haberme hecho un
hombre muy feliz, por haberme permitido conocer el dolor de hacer un sacrificio por el
bien de una persona amada, por haberme permitido sanar y por haberme ensefiado que
hasta las peores limitaciones se pueden convertir en las mejores armas de un hombre.

A mis apreciados Colegas, por haberme guiado en el aprendizaje del significado real del
Derecho, por haberme permitido trabajar a su lado y por no haberme permitido
renunciar al mundo juridico hasta que realmente estuve preparado para hacerlo y por
motivandome a recorrer un camino distinto en esta vida.

A Bruno, por haberme apoyado y forzarme a avanzar con los tratamientos del Centro
Odontologico, por haberme apoyado en los tratamientos que no pude realizar por mi
mismo y también, por motivarme a seguir a pesar de todo, para poder terminar la
Universidad.

A Alejandra, por que decirle a alguien “ven, te ayudo a tomar la impresion” significo
mucho, significo revocar mi decision de dejar la carrera y seguir adelante, a mi ritmo;
también por su valioso apoyo en Clinica de Ortodoncia, uno sin el cual no hubiera
podido.

A Cristian, Jesus, Fernando, Rodolfo, Caleb, , Guillermo, Harold, Roly, Luis, Maria,
Caroline, Nadward, Pepe, Giovani... y todas las personas, compaiieros de aprendizaje,
personas que se ganaron mi respeto y estima por haberme apoyado en los ultimos dos
anos de carrera, ya que, solo escuchar, que te den un consejo, compartir una cerveza,
salir a comer, estar en una reunion o una fiesta, que te integre en un grupo de exposicion,
que te ayuden en un tratamiento o te den consejos para hacerlo, que te cedan su turno de
clinica, que te presten instrumental, que te regalen o que acepten ser tu paciente, que te
releven cuando no puedes exponer o que respeten tu decision de alejarte; todo eso, para
mi fue un gran apoyo por el que estaré agradecido por siempre y nunca lo voy a olvidar.

Al Dr. Enrique de los Rios, por sus valiosos consejos en lo académico y lo no académico,
por trasmitirme la idea del verdadero ejercicio de la docencia y el ejemplo de que un
buen profesional también puede ser una buena persona.

Al Dr. Luis Arenas, Wilmer Baldarrago, Alberto Alvarado, Rufo Figueroa, José Gomes
la Dra. Elsa Viazquez, Ericka Bobadilla, y a todos los docentes que muy aparte de
impartir conocimiento trabajan la parte humana de la formacion académica, dando un
cumplido, un consejo, guiando en lo que se ignora, dando la oportunidad de hacer de
nuevo cuando se incurre en un errvor, llamar la atencion en privado sin faltar al respeto
en ningun momento ... todas son acciones que distinguen a un verdadero maestro del que
no lo es.

Finalmente, me agradezco a mi mismo, por haber soportado un infierno, haber

soportado cada golpe mds duro que el anterior y, aun asi, a pesar de desearlo con toda
mi alma en su momento, no haber tenido el valor de rendirme.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




== . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

EPIGRAFE

“El aspecto mas letal, el aspecto mas aterrador de un mal,
es también su mayor debilidad”

-Anonimo

“Lo que sabemos es una gota de agua, lo que no sabemos es
el océano entero”

-Isaac Newton
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RESUMEN

La periodontitis es un cuadro inflamatorio litico genera la destruccion del sistema de
insercion del diente debido a bacterias que con el tiempo han conseguido obtener
resistencia frente al tratamiento antibiotico, es por esta razoén qué se desarrolla una vacuna
multiepitopo para poder combatir a los periodontopatdégenos establecidos y a los que
fueron identificados de manera posterior a la elaboracion del complejo de Socransky en
1998, los periodontopatégenos emergentes, el estudio se lleva a cabo por medio de
herramientas computacionales, para lo cual se procede a la identificacion de candidatos a
epitopos. Posteriormente se procesan y se lleva a cabo un testeo teniendo de esa manera
los epitopos definitivos que se acoplardan a la molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) que servirdn de base para el disefio y elaboracion de la

vacuna.

Una vez disefiada y ensamblada la vacuna se procede a llevar a cabo el acople a los
receptores TLR y BCR para posteriormente dar analizar la competencia de la respuesta

inmune por medio de estudios de dindmica molecular.

Palabras Clave: Periodontopatogenos, epitopo, sistema inmune.
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ABSTRACT

Periodontitis is a lytic inflammatory condition that causes the destruction of the tooth
attachment system due to bacteria that have become resistant to antibiotic treatment over
time. For this reason, a multi-epitope vaccine is being developed to combat established
periodontopathogens and those that were identified after the development of the
Socransky complex in 1998, the emerging periodontopathogens. The study is carried out
using computational tools, for which the identification of epitope candidates is carried
out. They are then processed and tested, thus obtaining the definitive epitopes that will be
coupled to the major histocompatibility complex (MHC) molecule that will serve as the

basis for the design and development of the vaccine.

Once the vaccine has been designed and assembled, the coupling to the TLR and BCR
receptors is carried out in order to subsequently analyse the competence of the immune

response by means of molecular dynamics studies.

Key words: Periodontopathogens, epitope, immune system.
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INTRODUCCION

El problema en presente trabajo radica en poder entender y de esta forma proponer un
tratamiento para la periodontitis y los signos que muestra, la causa de la mencionada
enfermedad como un fendémeno cuyo origen es de naturaleza fisiologica, la formacion del
biofilm es inevitable por qué el contacto entre la superficie del diente y la saliva, por
medio de un proceso electroforético genera la formacion de la denominada pelicula
adquirida, siendo esta la base qué va a direccionar a la formacion de la placa bacteriana o
biofilm, por qué los microorganismos comenzaran a colonizar esta pelicula dando lugar
a la formacion de la placa bacteriana, la cual se formara tanto a nivel supra gingival, pero

también a nivel sub gingival, es decir por debajo de la encia.

En estas dos condiciones distintas también el tipo de microorganismo que va a habitar en
la placa bacteriana sera diferente, tanto la supra gingival como la sub gingival, y debido
a fendmenos de agregacion y coagregacion comenzardn a darse fendmenos de sucesion
bacteriana dentro de los cuales podemos encontrar la integracion de periodonto patdogenos
que como su nombre lo indica comenzaran con el desarrollo y subsecuente progresion de

la enfermedad. (1)

En 1998 se hizo una clasificacion de los mencionados microorganismos en base a su
nivel de virulencia por Socransky el cual los ordend sistematicamente una piramide qué
tenia varios complejos de colores, sin embargo, estudios posteriores revelaron que no solo
los microorganismos que se encontraban dentro de la pirdmide eran los responsables de
para la enfermedad, puesto que se evidencidé que habia otros que tenian también una
participacion importante en el desarrollo de la misma. En este punto es donde llegamos a

clasificar a los microorganismos en aquellos establecidos y los emergentes.

Para este proposito se procederda a utilizar herramientas computacionales donde se
obtendran los epitopos con alta capacidad antigénica ademas de estudiar su toxicidad y
acoplamiento a la molécula MHC-2. Seguidamente los epitopos mds antigénicos seran
unidos por linkers y adheridos a una molécula coadyuvante para luego ser presentados
por algoritmos a moléculas inmunes para el reconocimiento por células inmunes. Dicho
lo anterior destacar la importancia de las llamadas pruebas in silico, cuyo término fue
producto de una evolucién semantica encontrando su origen en 1989 en el taller Automata

Celular, realizado en los Alamos- Nuevo México, donde el Matematizo Pedro
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Miramontes presento un informe sobre las Restricciones Fisicoquimicas del ADN y
ARNn Autémata Celular y Evolucion Molecular; a partir de este punto comenzaron a

aparecer términos como in vitro o hecho en laboratorio. (2)

Existi¢ controversia respecto de la utilizacion del vocablo adecuado era mejor in silicio o
in silico, extendiéndose a uso universal la segunda, cuyo fundamento fue que el silicio es
el material fundamental para la elaboracion de los chips, un pilar de la informética. De
esta forma las pruebas in sillico o pruebas por simulaciéon computacional se extendieron
a otras diversos campos, dentro de las primeras encontramos a la farmacologia, en donde,
se hacian las simulaciones de las interacciones del principio activo con las proteinas del
organismo, dando lugar a la Quimica Computarizada, siendo que se podian elaborar
nuevos farmacos primero en un sistema de simulaciéon computarizado antes que en un
laboratorio, y posteriormente complementarse, mas adelante, dichas pruebas se
extendieron los diferentes procesos biologicos dando lugar a la Bioinformatica, que es la

herramienta que se utilizara en el presente estudio.
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CAPITULO I:
PLANTEAMIENTO TEORICO
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1. Determinacion del problema:

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo desarrollar una vacuna
multiepitopo para poder tratar la periodontitis; para esto se va a seleccionar
determinados factores de virulencia de los periodontopatogenos establecidos en la
piramide de Socransky de 1998, y se hard un contraste con los factores de

virulencia del periodonto patdégenos emergentes.
1.2. Enunciado:

Disefio de prototipo de vacuna para poder tratar la periodontitis desde el enfoque
de los periodontopatogenos establecidos y emergentes por medio de la utilizacion

de herramientas digitales, Arequipa 2024.
1.3.  Descripcion del Problema:

Area de Conocimiento:
Campo: Ciencias de la Salud
Area: Odontologia
Especialidad: Periodoncia

Linea o topico: Inmunologia

1.3.1. Analisis y operacionalizacion de variables

Variable Indicadores Subindicadores

) NUmero de aminoacidos
Independiente \
Proteina receptora

Antigenicidad Antigeno o no antigeno.
Dependiente Toxicidad Toxico 0 no tdxico
Union covalente KDa fuerza

1.3.2. Preguntas de investigacion:
e /Es posible determinar epitopos antigénicos para los
periodontopatogenos establecidos y emergentes?

e (Es posible determinar epitopos antigénicos para los factores de
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virulencia de los periodontopatdgenos establecidos y emergentes?
e Es posible disefiar una vacuna multiepitopo para tratar la

periodontitis?

1.3.3. Taxonomia de la investigacion:

Abordaje Tipo de estudio
Técnica de Tipo de fiato N““?e.m de | Numero de Ambito de NIVEL
.. | que planifica| mediciones | muestras o .
recoleccion . . recoleccion
recoger | de la variable| poblacion
Cualitativo Experimenta Predictivo | Longitudinal| Descriptivo Labor:itlci);al -m Experimental

1.3.4. Tipo de investigacion:

- Por el ambito de recoleccion:
En la presente investigacion la técnica es experimental, y el &mbito de
recoleccion es en el Laboratorio de Quimica de Proteinas en el Nucleo
de Inmunoinformatica del VRI, siendo que esto conlleva a la creacion
intencionada de las condiciones de investigacion con mayor rigor y
control de la situacion.

- Nivel de investigacion:
Investigacion explicativa o de comprobacion de hipotesis. Su objetivo
es la explicacion de los fenomenos y el estudio de sus relaciones para
conocer su estructura y los aspectos que intervienen en la dinamica de

las variables.

1.4. Justificacion

1.4.1. Relevancia Cientifica
La periodontitis, es junto a la caries, una de las enfermedades que genera
la perdida de las piezas dentarias, que posteriormente genera las
maloclusiones y estos a su vez problemas de articulacion; por esta razon

encontramos la importancia de un tratamiento preventivo y paliativo.

1.4.2. Originalidad
El presente trabajo tiene una novedad especifica, ya que hasta el momento
no se ha realizado una investigacion en nuestra institucion donde se

proponga un candidato a vacuna multiepitopo contra la periodontitis,
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abarcando el éambito de los periodonto patdogenos establecidos y

emergentes.

1.4.3. Relevancia contemporanea:
Dado que en nuestros tiempos existe la tecnologia adecuada para
desarrollar prototipos de vacunas por medio de herramientas digitales, en

necesario la propuesta del tratamiento en materia.

1.4.4. Viabilidad:
Se utilizaran los laboratorios del VRI-UCSM para poder realizar dicha

investigacion.

1.4.5. Interés personal:
Poder conocer profundamente los aspectos biologicos y moleculares de la

enfermedad periodontal y profundizar en tratamientos integrales.
2. Objetivos

2.1  Objetivos generales

- Disenar un prototipo de vacuna multiepitopo contra la periodontitis.

2.2 Objetivos especificos
- Buscar epitopos especificos para MHC2 para los factores de virulencia
de periodontopatogenos establecidos.
- Buscar epitopos especificos para y MHC2 para los factores de

virulencia de periodontopatdégenos emergentes.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Marco conceptual

3.1.1. Periodontitis
3.1.1.1 Definicion

Para empezar, existen varias definiciones sobre lo que es la periodontitis tiene una
revision biografica podemos todas estas en lo que responde a los elementos mas
importantes casi pues que podré definir a este estadio de evolucion de la
enfermedad periodontal; la periodontitis, entendemos por esta una enfermedad de
caracter inflamatorio cronico la cual se produce por la acumulacion de placa
bacteriana o biofilm, y como consecuencia produce la destruccion lenta el sistema
de insercion del diente, es decir el parodonto, en pocas palabras la enfermedad en
cuestion implica la interaccion de tres. (3)

- Patogenos bacterianos.

- Respuesta inmune del huésped.

- Factores ambientales.

Los elementos que constituyen la definicion anteriormente mencionada revelan
que la causa fundamental en la periodontitis se configura con la placa bacteriana
o biofilm, ya que ese es el elemento que de forma mediata contribuye al desarrollo
de la enfermedad, y por consiguiente el elemento que de forma inmediata
contribuye al desarrollo de la enfermedad vendria a ser considerada la causa de la
misma dicho elemento no es otro que el agente bacteriano y su actividad
metabodlica como se verd mas adelante el mecanismo biologico de la enfermedad
va a afectar gravemente el sistema de insercién del diente constituido por el
cemento radicular el hueso alveolar y el ligamento periodontal generando como

consecuencia que a largo data se produzca la pérdida de la pieza dentaria. (4)
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Imagen 1
Enfermedad Periodontal

inflamatorio |

| Periodontitis ‘ | crénico | Destruccion
periodonto

K o | multifactorial | }

Y bacterianos

Inmunidad del

elementos | ] huésped

Factores
ambientales

3.1.1.2  Prevalencia

La periodontitis junto a la caries son dos de las principales enfermedades que van
a generar la pérdida de las piezas dentarias, en primer lugar la caries implica el
deterioro y posterior destruccion del tejido duro mineralizado del diente lo que
genera que si no se trata a tiempo tenga que optarse por un tratamiento no
conservador y se proceda a extraer la pieza dentaria con el objetivo de que esta

sea sustituida por una protesis o implante. (5)

Por otra parte la periodontitis produce también la pérdida de la pieza dentaria pero
por un mecanismo diferente ya que la periodontitis va a generar la alteracion y
destruccion del sistema de insercion dentario generando qué progresivamente la
movilidad fisiologica que tiene el diente dentro del alveolo gracias a la funcion
amortiguadora de ligamento periodontal se vea alterada; al perderse la insercion
oOsea el diente queda cada vez mas holgado hasta que finalmente la insercién es

minima y el diente se pierde. (6)

Lo anteriormente mencionado sucede a la larga data, pues la enfermedad
periodontal inicia como un cuadro inflamatorio que posteriormente evoluciona a
un cuadro inflamatorio osteoldgico; esto es lo que genera la reabsorcion del hueso

alveolar como consecuencia se pierde la insercion dentaria. (7)
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Una vez se haya producido la pérdida del diente en boca por la caries o por la
periodontitis lo que sucederd a continuacidn, es que gracias al mecanismo de
erupcion activa del diente vecino y antagonista se producira una de configuracion
de los arcos de oclusion dando lugar a la tercera patologia mas comiin en boca que
son las malas acciones, al producirse esta falta de alineamiento te deja expuesto a
los dientes atn presentes a acumular mas placa bacteriana debido a la
configuracion de nuevas zonas retentivas de esta forma agravando la salud de los
dientes que aun no se han visto afectados por la periodontitis. Esto tomando en
cuenta que la placa bacteriana obvio fin no tiene el mismo nivel de patogenicidad
en toda la boca ya que la patogenicidad de dicho elemento se ve incrementado por

el grosor, la zona, y el sustrato que contiene. (4)

La periodontitis entonces es una enfermedad que se va a presentar
aproximadamente en un 11% de la poblacion mundial mostrandose en un estadio
severo, asimismo, se puede evidenciar que la mencionada enfermedad llega a
tener una relacion con otro tipo de enfermedades cronicas no transmisibles. (8)

Imagen 2
Triada de Miller

’—’ Enfermedad
periodontal j

Principales |

maloclusiones

Imagen 3
Etiologia de enfermedad periodontal

| Causa | — | mediato
/ \ )
Y

Placa bacteriana

enfermedades
dentarias

caries

Diferencia |

> | Agente causal |0—IO IE inmediato
\

Y

bacterias
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3.1.1.3 Etiologia

Imagen 4
Factores determinantes de la enfermedad periodontal

-

Patdgenos Respuesta inmune Factores
bacterianos del huesped ambientales

Baterias o InMmunidad innata e Habitos perniciosos,

productos inmunidad adquirida deletéreos,
metabdlicos accidentes ....

En nuestra realidad existen aquellos fendmenos que se rigen por el principio de la

imputacién, los cuales hacen referencia, en pocas palabras en atribuir

responsabilidades, por ende, hablamos de un término mds antropologico; y por

otra parte se encuentran los hechos causales, aquellos que se rigen por el principio
o

de la causalidad, cuyo postulado es principalmente que una causa “x” va a generar

un efecto “y”. (9)

Para poder tratar y estudiar una enfermedad nos tendremos que situar pues en el
campo del principio de la causalidad y aplicando dicho postulado, el fenomeno

tendra su causa y su correspondiente efecto. (10)

Centrandonos en la enfermedad periodontal, y tomando en cuenta la definicion
que anteriormente se dio, hablemos de una enfermedad que va a tener como
configuracion a que se produzca la interaccion de tres factores fundamentales, que

como se dijo y recapitulando van a ser los siguientes: (11)

- Patégenos bacterianos.
- Inmunidad del huésped.

- Factores ambientales.

A modo de explicar brevemente cada uno de estos, comenzaré con la inmunidad
del huésped, entendiendo que un ser vivo cuenta con dos sistemas de inmunidad
separados por motivos didacticos inicamente, en la denominada inmunidad innata
y la inmunidad adquirida; donde la primera es aquella que va a tener una respuesta

genérica, nada especifica frente a las noxas que busquen alguna injuria en el
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huésped, en cambio la segunda, la inmunidad adquirida, es aquella que va a tener
una respuesta mas especifica para poder combatir aquellas injurias que

previamente ya han tenido una interaccion con el organismo. (12)

Como se dijo esta division es mas que todo didactica, porque en realidad ambos
sistemas funcionan de manera complementaria donde el primero se sirve del

segundo y viceversa. (13)

Dicho sistema de defensa va a ser diferente en cada persona, esto basicamente
dependiendo de los factores de salud, genéticos y demas que como se dijo son

propios de cada persona. (14)

Los factores ambientales se refieren aquellas influencias exogenas qué van a
influir en el desarrollo de la enfermedad, estamos hablando principalmente pues
de los habitos perniciosos, lesiones como traumas oclusales, habitos deletéreos y
demdas que van a afectar el microbioma oral de esta forma contribuyendo al

desarrollo de la enfermedad. (14)

Y por ultimo, el factor que es motivo del presente trabajo, me refiero a los
patogenos bacterianos que de por si o a través de sus desechos metabolicos van a
generar la produccion y progresion de la enfermedad, mas en concreto me estoy
refiriendo a aquellos microorganismos que van a conformar el complejo rojo de
Socransky, las bacterias mas patogenas y agresivas de la periodontitis que son:

- Porphyromonas gingivalis.

- Tannerella forsythia.

- Treponema denticola. (14)

Es pues asi que la interaccion de las bacterias, sus desechos metabolicos, el
sustrato del biofilm o placa bacteriana, las superficies que contiene en dicha placa,
el estado de estas superficies y la respuesta organica de defensa del huésped va a
ser lo que determine el desarrollo de una reaccion inflamatoria en evolucioén por
la estimulacion de citoquinas prostaglandinas factor de necrosis tumoral y de més

agentes inflamatorios. (15)
3.1.1.4 Causa:

Es muy importante poder distinguir dos términos que gramaticalmente son
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similares, pero que no significan lo mismo, en primer lugar, hablamos de la causa
entendiendo que este termind hace referencia a un punto de partida, o al origen de
algo segin como lo define La Real Academia espafiola. De esta definicion
podemos extraer la idea central y es que la causa corresponde a una relacion
secundaria, extrapolando el término al presente tema, estariamos hablando de un
elemento que de manera mediata genera la aparicion de la enfermedad, es decir
estamos hablando de que la causa de la enfermedad periodontal es el biofilm o

placa bacteriana. (16)

De manera muy superficial podremos afirmar que el biofilm es una estructura que
se va a formar fisiolégicamente, es decir, que de por si no va a causar ningun dafo;
esa estructura se va a formar en un primer momento por un proceso de
electroforesis, es decir una relacion de cargas entre el tejido dentario y la saliva,
en ese estadio se le va a dar el nombre de pelicula adquirida; para posteriormente
ser colonizada por microorganismos los cuales se van a servir de procesos de
agregacion y congregacion bacteriana, ya ves en ese momento donde podemos

decir que la placa bacteriana adquiere importancia patogénica. (17)
3.1.1.5 Agente Causal:

Habiendo definido qué es en si la causa, es necesario desarrollar el segundo
término, que si bien es parecido no es lo mismo que la causa; estamos hablando
del agente causal, y por este se entiende a aquel elemento que de forma inmediata

va a generar una respuesta en efecto o una alteracion en un sistema. (18)

Nuevamente extrapolando los términos al presente trabajo vamos a poder afirmar
que la gente causal de la enfermedad periodontal su progresion van a ser las
bacterias que van a colonizar la placa bacteriana o el biofilm, esto es pues de
colonizar la pelicula adquirida que se formo en un primer momento, sin embargo
es importante recalcar que al igual que en otras partes del cuerpo vamos a
encontrar una microbiota nativa, la cual va a tener como principal funcion la de
evitar qué microorganismos patdgenos colonicen estructuras de tal forma que su
presencia o sus desechos metabdlicos se conviertan en una noxa para el tejido.

(19)

Cuando existe este equilibrio Microbiota nativa hablamos de que el sistema se
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encuentra en eubiosis, sin embargo este equilibrio, o hemostasia en el biofilm se
pierde con los restos alimenticios del huésped los cuales van a generar una
proliferacion de determinadas especies que van a comenzar a aumentar en nimero
dentro de la placa bacteriana, por consiguiente este desorden o disbiosis va a
generar que bacterias distintas a las que deberian estar colonizando dicha
estructura comiencen a agregarse por procesos de agregacion o de congregacion,
con esta sucesion bacteriana se configura la patogenicidad de la placa bacteriana.

(20)

3.1.1.6 Diagnostico:

Imagen 5
Diagnostico periodontal

No infeccion
Clinico
] Buen diagnostico
Tratamiento Examen
odontologico complementario

|l \ No inflamacién |

El diagnoéstico oportuno de la enfermedad en cuestion es muy importante dado

que este va a en un primer momento ser una afeccion netamente de caracter
inflamatorio, es decir estamos hablando de la inflamacion de la encia en las
gingivitis, posteriormente se va a dar una evolucion en el comportamiento de la
enfermedad coma ha es decir este cuadro inflamatorio va a progresar a un cuadro
inflamatorio destructivo u osteolitico, lo que va a generar la destruccion de la

articulacion alveolo dentario. (21)

Es por esta razoén que se tiene que recalcar la importancia de llevar a cabo un
correcto diagndstico periodontal, ya que para poder realizar cualquier tratamiento
es imprescindible que la zona se encuentre libre de cualquier tipo de proceso
infeccioso o inflamatorio, por lo tanto para poder llevar a cabo un correcto

diagndstico se requiere de realizar una correcta evaluacion desde el punto de vista
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clinico, el cual tendrd que ser correctamente complementado con examenes
auxiliares para de esta manera darnos una idea del estado de las estructuras que

no se pueden ver a simple vista. (22)

A groso modo, podriamos decir que es desde un punto de vista clinico lo que
tendra que evaluarse es la presencia de placa bacteriana, tomando en cuenta que
esta es la causa de la enfermedad; dicha evaluacion tendra que realizarse por
medio de la aplicacién de indices de placa, sea cualquiera de los criterios que para
este efecto se elija, asimismo se tendrd que evaluar la profundidad del sondaje, es
decir tendra que tomar en cuenta que la profundidad fisioldgica del surco gingival
va a ser de 3 mm asimismo tomando como referencia esta medida se tendrd que
detectar las bolsas periodontales y las seudo bolsas periodontales. Por otro lado
también sera necesario evaluar el contenido de liquido crevicular el cual discurre
por el surco gingival que como se tiene presente va a ser un liquido que transporta
anticuerpos y por las caracteristicas fisicas del mismo va a favorecer la adhesion
del epitelio de unién a la superficie del esmalte, dicho fluido no debe presentar
sangrado al sondaje, esta es la regla general; sin embargo hay situaciones donde
se presenta un sangrado y resumiendo hablamos de dos en concreto, una mala

maniobra de sondaje o en su defecto la presencia de un proceso inflamatorio. (23)

Clinicamente hablando también sera necesario evaluar las caracteristicas
fisioldgicas de una encia sana como por ejemplo el color, que en principio deberia
ser Rosa palido, la consistencia que debe ser firme, la distancia del margen
gingival que debe ser de 0.5 a 0.1mm tomando como referencia La Unidn a menos

comentario. (24)

Para poder complementar el diagnéstico clinico, de lo que se puede ver a simple
vista, se debe hacer uso de examenes auxiliares, basicamente hablamos de
diagnoéstico por imagenes qué puede ser la tomografia, o lo mas utilizado que
vendrian a ser las radiografias; sin embargo, el problema con las segundas radica
en elegir el tipo de técnica radiografica, dado que existen aquellas que son extra
orales y las intra orales, desde un punto de vista del medio utilizado hablariamos
de las analdgicas, es decir las tradicionales que utilizan la pelicula radiografica, el

revelador... y el RBG que vendria a ser un sistema de diagnostico digital. (24)
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Lo correcto para poder utilizar correctamente un diagnostico radiografico es optar
por las técnicas integrales, mas especificamente las radiografias periapicales o
byte Queen, ya que estds van a dar informacidén sobre la reabsorcion Osea,
afecciones de los conductos radiculares, estado del cemento radicular y demas
informacion que no podria conseguirse con una radiografia extra oral como la
panoramica, debido a que la circunferencia de la cara a nivel posterior genera una
distorsion que no va a poder mostrar la estructura que se quiere evidenciar, por

consiguiente se debe de complementar ambos tipos de técnica radiografica. (25)

3.1.1.7  Valoracion del riesgo periodontal :

Imagen 6
Factores e Indicadores de riego periodontal
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La valoracion del riesgo periodontal se hara evaluando una serie de factores que
van a estar agrupados dentro de los denominados indicadores y factores de riesgo

de la enfermedad. (26)
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Primeramente tenemos que diferenciar el término factura e indicador de riesgo, el
primero hace referencia a un elemento que de manera inequivoca coma y con
certeza y sin lugar a duda va a generar que se produzca la enfermedad, a diferencia
del segundo término el cual hace referencia a una serie de elementos que puede
que si o puede que no se produzca la enfermedad, es decir no existe certeza sobre
el hecho de que si se presentan sea motivo suficiente para que se produzca la

enfermedad a continuacion se desarrollaran cada uno de estos:

a. Factores de riesgo:

Hablar de factores de riesgo, como ya se explicd de manera precedente, es referirse
a un elemento que de manera inequivoca y con certeza va a generar que se
produzca la enfermedad periodontal, en este caso vamos a poder afirmar que la
unica causa que va a generar la enfermedad en cuestion va a ser la placa bacteriana
la cual va a contener a las bacterias y a sus subproductos metabolicos que van a

generar el cuadro inflamatorio que va a evolucionar de manera ulterior. (27)

b. Indicadores de riesgo:

Tratar de desarrollar el término indicador significa hacer referencia a una serie de

elementos que van a coma sin tener certeza, tener la posibilidad d poder

desencadenar el desarrollo de la enfermedad, estos obedecen a indicadores de
naturaleza genética, condiciones sistémicas, hébitos perniciosos, accidentes...

(28)

La evaluacion de estos indicadores se realizara por medio de una revision y

entendimiento de los parametros clinicos del paciente, los cuales van a englobar

una serie de parametros que procederé a explicar a continuacion: (29)

- Las alteraciones fisicas: Estas hacen referencia a anormalidades de caracter
atomico funcional que se van a presentar al momento de llevar a cabo el
examen clinico, tendremos Asi pues un sondaje irregular, es decir que la
profundidad del mismo va a exceder el pardmetro normal de los 3 mm,
estariamos hablando también por ejemplo del sangrado al momento de hacer
el sondaje, la movilidad dentaria la cual excederia los parametros fisioldgicos,
por lo cual tendriamos que ubicar dicha movilidad patoldgica en la escala de
Miller o también hablar de la presencia de la encia que latinizada. (30)

- Valoraciones radiograficas: La valoracion radiografica hace referencia a
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poder analizar la calidad de trabecular 6seo por ejemplo, el nivel de
reabsorcion osea, el estado de la cortical, es decir evaluar el estado del tejido
duro, el cual no podria valorarse con un simple examen clinico ya que son
estructuras que por su naturaleza no pueden ser evidenciadas a simple vista.
(31

- Evaluacion bacteriologica: Esta evaluacion implica poder determinar cual es
el microorganismo patégeno especifico que estd generando el proceso
infeccioso, el mismo que desencadena la inflamacion, en pocas palabras cual
es el agente responsable que esta desencadenando la inflamacion séptica,
existen varias formas de poder llevar a cabo esta evaluacion bacteriologica;
por ejemplo, se puede mas cultivos bacterianos, monitorizaciones
microscopicas entre otros. (32)

- Respuesta del huésped: En esta evaluacion se busca determinar como se
reacciona el sistema inmune del huésped frente a la inflamacion de caracter
séptico que se produce como consecuencia de la enfermedad, al igual que casa
anterior hay varias formas de poder llevar a cabo esta evaluaciéon como por
ejemplo un sondaje de ADN, test enzimaticos entre otros. (33)

- Evaluacion quimica: Este tipo de evaluaciones de gente mas que todo en el
estudio y analisis de liquido radicular, porque como se dijo es aquel que va a
discurrir por el surco gingival con el objetivo de poder suministrar anticuerpos
y también potenciar la adhesion del epitelio de unién, lo anteriormente
mencionado cuando hablamos de una estructura en condiciones de
hemostasia; ya que en condiciones patologicas dicho liquido puede contener
elementos ajenos a su composicidon como son colagenasa, prostaglandinas

entre otros. (34)

3.1.1.8 Tratamiento

Imagen 7
Tipos de tratamiento periodontal

No Quirdrgico
Tratamiento
penodontal

Quirurgico

El tipo de tratamiento para esta enfermedad va a corresponder a las caracteristicas

de la misma, del paciente y sus héabitos:
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- Tratamiento no quirurgico:
En este caso se podria optar por un raspaje para poder eliminar la placa supera
gingival, es decir lo que se encuentra en la superficie del diente, también se
podria optar por un alisado radicular qué va a servir para poder remover y
eliminar la placa subgingival, es decir aquella que se forma debajo de la encia,
también podria optarse por una terapia antibidtica con el objetivo de poder
combatir la infeccion. (35)

- Tratamiento quirurgico:
El tratamiento quirdrgico podria darse por medio de una cirugia de colgajo,
con lo que se buscaria reducir el tamafio de las bolsas periodontales, podria
optarse también por un injerto de tejido blando, cuyo objetivo serial de poder
revertir la retraccion gingival, también podria elegirse como opcion de
tratamiento el injerto de tejido 6seo, que por su nombre podemos deducir que
va a buscar subsanar la retraccion Osea, otra opcion seria la regeneracion
tisular guiada que consiste en aplicar una membrana que va a estimular la
regeneracion 6sea y por ultimo se podria optar por proteinas estimulantes de

tejido, que son soluciones que buscan estimular la creacion de hueso. (36)

3.1.1.9  Progresion de la enfermedad:

Imagen 8
Progresion de la enfermedad

Placa bacteriana - Gingivitis — periodontitis
Pelicula adquirida inflamatorio inflamatorio
J osteoldgico
fisiologico Inicial
moderado -
Cebero
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La enfermedad en cuestion tiene la caracteristica de contar con estadios
evolutivos, en concreto podemos decir que la enfermedad tiene dos fases:
- Gingivitis.

- Periodontitis. (37)

Para comenzar a tratar estos estadios evolutivos es necesario recordar la causa de
dicha enfermedad que es una placa bacteriana la cual también tiene un proceso de
formacién comenzando por una pelicula de mucina la cual tapiza las superficies
gracias a un proceso de electroforesis, la misma que posteriormente va a ser
colonizada por la microbiota nativa y subsecuentemente comenzaran a colonizar
otro microorganismos, es decir hablamos de los colonizadores primarios y los

colonizadores secundarios. (38)

El primer estadio de la enfermedad en cuestion es la gingivitis la cual no es sino
un proceso inflamatorio del tejido gingival, la cual como consecuencia genero la
formacion de tejido hiperplasico a cual se le va a dar el nombre de bolsas
periodontales, la cual tiene por causa el cimulo de placa bacteriana a nivel
subgingival, como ya se dijo esta placa bacteriana va a albergar bacterias que van
a colonizar esta superficie después de que se haya formado la pelicula adquirida

por medio de mecanismo de agregacion y con agregacion bacteriana. (37)

Se puede decir que la gingivitis va a hacer un estativo de la enfermedad que se
caracteriza netamente por ser un cuadro inflamatorio, el cual puede progresar a la
siguiente estadio de la enfermedad periodontal, conocido como periodontitis, y
eso dependiendo de la presencia o ausencia de los indicadores de riesgo; de esta
forma la actividad inflamatoria no solo va a afectar el tejido blando, sino que
también va a comenzar a extender su alcance al tejido duro, de esta forma

afectando globalmente a toda la articulacion alveolo dentaria o parodonto. (39)
La periodontitis consta de 3 fases: (40)

e La fase inicial: esta primera fase tiene la particularidad de que va a contar con
caracteristicas muy similares a los de la gingivitis con un sangrado ligero, pero

sin movilidad dentaria importante.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v+ UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE L7 fxCATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

o La fase moderada: en esta fase es donde comienzan a aparecer y a acentuarse
los signos de la periodontitis, dicha progresion genera la pérdida de insercion
del diente, que como consecuencia va a generar una pequefia movilidad
dentaria y acompafiando a esta un incremento en la profundidad de las bolsas

periodontales.

o La fase avanzada: la ultima fase de la periodontitis implica la acentuacion
por completo de los signos de la misma, la cual se va a caracterizar por un alto
grado de movilidad dentaria debido a una grave afectacion de la articulacion
Alveolo dentaria, y por consiguiente un notable incremento en la profundidad

de las bolsas periodontales.

3.1.1.10 Clasificacion

Imagen 9
Clasificacion de la enfermedad periodontal

—_

Clasificacion
estadio
Varios criterios ||
Grado...

P La Clasificacion de Enfermedades y
Uniformizar criterios Alteraciones Periodontales y

Perimplantares.
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Imagen 10
Clasificacion de las condiciones y enfermedades periodontales y periimplantarias 2017
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Para poder hablar de la clasificacion, tenemos que considerar que a lo largo del
tiempo se han propuesto varios criterios para poder ordenar y entender mejor la
periodontitis sin el &nimo de profundizar en este apartado, dado que la enfermedad
en cuestion es la que tiene como etiologia a una inflamacion de carécter séptico

se mencionaran lo siguientes: (41)

- segun el estadio: Podemos hablar de una enfermedad, que como el criterio le
indica tiene varios estadios del primero al cuarto en razén de la acentuacion

de los signos de la misma.

- segun el grado: Nos referimos a el nivel de, como el nombre del criterio lo
indica, gravedad de la enfermedad pasando por leve moderada o rapido.
Hay que tomar en cuenta lo mencionado anteriormente, y también
considerando la multitud de enfoques que se da para poder llevar a cabo una
clasificacion de la periodontitis, era necesario poder uniformizar criterios para

poder entender mejor a la enfermedad.

Es esto una caracteristica que va a definir al ser humano, la de poder buscar
criterios incluyentes o excluyentes en un fenémeno para de esta manera
agrupar o separar los elementos de un objeto de estudio con el objetivo de
poder entenderlo mejor (abstraccion), es decir es una actividad intrinseca del
ser humano tratar de clasificar las cosas con el objetivo de poder tener una

mejor comprension de su naturaleza. (42)

En base a esto que en el afio 2017 se realiz6 “La Clasificacion de
Enfermedades y Alteraciones Periodontales y Periimplantares” la cual
establece los criterios de clasificacion actuales en la enfermedad periodontal,
abarcando el estadio sano y el estadio patologico con las dos fases de la

enfermedad la gingivitis y la periodontitis. (43)

La clasificacion antes mencionada se realizo en una reunion, un taller mundial
que se llevo a cabo en Chicago en el 2017 cuyos resultados fueron publicados
simultaneamente en el 2018 por la Academia Americana de Periodontologia y
la Federacion Europea de Periodontologia, el mencionado taller agrupé a los
participantes en cuatro equipos los cuales se encargarian de puntos especificos,

que sin el animo de entrar en detalles se encargarian de tratar: (44)
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- Salud periodontal, enfermedad y alteraciones gingivales.

- Periodontitis.

- Manifestaciones periodontales de enfermedades sistémicas y alteraciones
del desarrollo y adquiridas.

- Enfermedades y alteraciones para implantarles.

De Ia revision del documento que contiene la clasificacion en cuestion, se
puede afirmar que existe dos tipos de enfermedad periodontal con una
etiologia que es similar, pero de distinta naturaleza; es decir estamos hablando
de aquella que se va a producir por causa de una inflamacion de caracter
aséptica, es decir donde no hay una infeccion, el caso de aquellas situaciones
donde la periodontitis es causada por fairmacos, alteraciones hormonales,
factores nutricionales o de desarrollo. Por otra parte encontramos a la que se
produce por una inflamacion de carcter séptico, es decir que la inflamacion
se produce con el objetivo de poder combatir una infeccion, y es en este caso
que estamos hablando de las periodontitis que tienen como causa a la Placa

bacteriana. (45)

3.1.2. Complejo de Socransky y Col

Imagen 11
Complejo de Socransky y Col

+
Rojo
Naranja
Morado
Verde
Azul
Amarillo
|

El complejo de Socransky y Col, fue elaborado en 1998 por medio de la técnica
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de Checkboard que consiste en una técnica de hibridacion de ADN, estamos frente
a un esquema grafico o que busca agrupar a las especies bacterianas que habitan
en el biofilm; las cuales son agrupadas en base a criterios establecidos como son
las condiciones de su microambiente, su capacidad de virulencia y la gravedad de

la enfermedad. (46)

La razon de este complejo radica en que, la colonizacioén de la placa no es un
fenomeno que ocurre basandose en el criterio de aleatoriedad, sino que
corresponde a una cadena de sucesos secuenciados, dia dos por la naturaleza de

las bacterias.

Como ya se dijo anteriormente, la formacion de la pelicula adquirida se va a llevar
a cabo por medio de un proceso electroforético, lo que va a generar que esta en
forma de una pelicula de mucina se pegue de tal forma que tapiza la superficie del
diente, y de esta manera va a constituir una superficie la cual podra ser colonizada
por un conjunto de bacterias a las cuales se les va a dar la denominacion de
colonizadores primarios, las cuales se unen a esta por medio de un conjunto de
proteinas denominadas adhesinas, estos colonizadores primarios tienen la
particularidad de que son de naturaleza gram positiva y su metabolismo es
aerdbico, es decir requieren de oxigeno para poder vivir, de estos tltimos el género
predominante es el tipo estreptococo; después de 7 dias las bacterias que se van a
observar con mayor prevalencia, y es decir las que estan mas presentes, seran los

del tipo Streptococcus mutans. (47)

Transcurridas las dos semanas comenzardn a aparecer los colonizadores
secundarios, adentro de sus caracteristicas metabolicas seran categorizados como
gram negativos y anaerobios ya que no requieren de oxigeno para poder vivir, es
a estos ultimos a los cuales se les va a dar el nombre de inductores de la
enfermedad periodontal, ya que, por ejemplo el mdas destacable seria el
Fusobacterium Nucleatum, el cual tiene como principal caracteristica la capacidad
de congregar a gentes de la colonizacidon secundaria, de esta manera se convierte
en un nexo o puente entre los microorganismos que constituyen los colonizadores

primarios y aquellos que corresponden a los colonizadores secundarios. (48)

Como se mencion6 de manera precedente, el complejo de Socransky busca
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agrupar a las bacterias obedeciendo a una serie de pardmetros y de esta forma se

constituyen  cinco complejos que de manera pedagdgica van a agrupar

determinadas caracteristicas de los periodonto patdégenos en relacion a varios

colores lo cual es proceder¢ a describir a continuacion: (1)

- Complejo rojo: Este estd integrado por los periodontopatdogenos
caracterizados por presentar un mayor nivel de virulencia en el desarrollo de
la periodontitis.

- Complejo naranja: en este caso el complejo va a estar conformado por los
colonizadores secundarios que van a tener la particularidad de poder coa
agregar a otros agentes de esta forma sirviendo de puente para la ocasion
bacteriana.

- Complejo morado: En este lugar encontraremos a los colonizadores
secundarios.

- Complejo verde: En ese apartado encontraremos a agentes bacteriano de la
placa madura.

- Complejo azul: Lo més complejo se contiene a los colonizadores primarios
que van a tener la capacidad de poder congregar a agentes bacterianos que
forman parte de los colonizadores secundarios.

- Complejo amarillo: En este complejo amarillo encontraremos a los agentes
bacterianos que forman parte de los colonizadores primarios.

- Sin agrupar: Y por ultimo en esta categoria encontramos a bacterias atipicas,
que obviamente no se encuentran dentro de los complejos anteriormente

descritos.

2.1.2.1 Complejo rojo de Socransky:

Imagen 12
Periodontopatégenos del complejo rojo de Socransky

Complejo rojo de
Socransky
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Porp.hyrom.ana Tannerella Forsythia Trepovema
Gingivalis Denticola
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Como ya se mencion6 en su momento el complejo rojo va a contener a los agentes
bacterianos mas agresivos, con mayor nivel de virulencia en la periodontitis este
complejo rojo estd constituido por tres bacterias en concreto que son

Porphyromonas gingivalis, Treponema Denticola y Tannerella forsythia. (49)

El Porphyromonas gingivalis es un bacilo gram negativo anaerobio qué va a tener
como habitat el surco gingival y su comportamiento es patégeno tanto en cuadros
agudos como en crdonicos y su agresividad estd en relacion a sus factores de

virulencia, los cuales seran desarrollados de manera ulterior. (50)

El Tannerella Forsythia es un bacilo anaerobio gramnegativo que va a habitar en
la profundidad de las bolsas periodontales, las principales caracteristicas de esta
bacteria son su inmovilidad, la presencia de la capa “S” por fuera de la pared
celular y que tiene un comportamiento comensal, es decir que va a generar
sinergia con otros microorganismos de complejo rojo; esta bacteria puede
diseminarse por via hematdgena lo que puede generar otras patologias como
arterosclerosis, artritis reumatoide, entre otras, asimismo la bacteria en cuestion
tiene mecanismos de evasion como la produccion de enzimas y la modulacion de

la respuesta inmune. (51)

Por ultimo Treponema denticola va a hacer una bacteria de tipo espiroqueta gram
negativa anaerobia estricta que se va a caracterizar por su alto nivel de resistencia
debido a sus factores de virulencia los cuales van a hacer principalmente la
dentilicina, las proteasas y proteinas inmunosupresoras; todos estos factores van
a ser responsables de que se inhiba la fagocitosis asi como también se va a inhibir

los mecanismos de activacion de la via de complemento. (52)

Cada una de las bacterias mencionadas con anterioridad poseen sus factores de

virulencia los cuales seran desarrollados a continuacion.
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3.1.3. Factores de virulencia

Imagen 13
Principales factores de virulencia de los periodontopatégenos del complejo rojo
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Podemos entender que las bacterias al ser seres vivos tienen la capacidad de poder
adaptarse con el objetivo de cumplir con la mision que tiene todo ser vivo que es
la de perpetuar su especie coma es decir la supervivencia por tal motivo
obedeciendo a un principio evolutivo dichas bacterias van a desarrollar

mecanismos para poder hoy adaptarse a su medio o no qué dia es pasar este nivel
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en este caso nos referimos a que las bacterias desarrollaran determinados

mecanismos a los cuales se les denomina factores de virulencia. (53)

Se entiende entonces que estos son factores o elementos que van a favorecer a las
bacterias patdgenas en la invasion coma y reduciendo la resistencia bioldgica del
huésped no favoreciendo la adherencia bacteriana, o reduciendo la respuesta
antibiotica. A continuacion, se procedera a describir los factores de virulencia de
las bacterias que conforman el complejo rojo de Socransky, que como ya se dijo
vendrian a ser los periodontopatogenos mas agresivos, y dicha patogenicidad

corresponde a los actores antes descritos. (54)

2.1.3.1  Porphyromonas Gingivalis:

En primer lugar, esta bacteria va a contar con los siguientes factores de virulencia:

- La capsula: esa estructura esta constituida por un conjunto de polisacaridos
sintetizados por la epimerasa, su accion es la de evitar la fagocitosis asi como
también la de evitar la opsonizacion y la activacion del sistema del
complemento. (55)

- -Las endotoxinas: en este caso hablamos de componentes de la membrana
externa de la bacteria gram negativa, su principal accion es la de destruir el
tejido conectivo asi como también generar la lisis del hueso la patogenicidad
de este factor radica en que es responsable de inhibir la respuesta inmune del
huésped.

- Hemaglutininas: es un factor que coadyuva a la adhesion bacteriana por medio
de la unidn a receptores oligosacarido de la célula.

- Las fimbrias son proteinas de superficie que ayudan a la adherencia bacteriana
y a las quimiotaxis. (56)

- Proteinas cistenproteasas: Es un conjunto de enzimas que es un conjunto de
enzimas entre otras cosas son responsables del recambio de proteinas, la
activacion hormonal y el remodelado 6seo; la principal es la gingipaina.

- Proteinas no cistenptoteasas: La principal es la periodontaina y su funcion es
la de degradar proteinas y polipéptido. (57)

- Inductor de metaloproteinasas de la matriz: en este caso no hablamos de un

producto de la bacteria, sin embargo la presencia de esta va a inducir a la
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segregacion de metaloproteinasas, esta sustancia va a inactivar a los
inhibidores de metaloproteinasas lo que va a generar la destruccion del

colageno y la fribronectina. (58)

2.1.3.2  Tannerella forsythia:

En este caso vamos a poder evidenciar una serie de factores de virulencia que van

a ser desarrollados de manera breve:

- Lacapa S, que es una cubierta de la membrana externa de la bacteria la cual
va a tener como funcidn principal la de permitir la adhesion de esta forma
facilita la invasion y colonizacion por parte de la misma, asi como también va

a reducir la respuesta del huésped.

- Proteina BspA, hablamos de un componente que se va a unir a la matriz
extracelular Iba a inducir a la produccion de citocinas pro inflamatorios lo que
influye bastante en el proceso osteoldgico de reabsorcion, asi como también

en los procesos de coagulacion. (59)

- Lipoproteina BAP, este componente tiene como funcion la de aumentar el
potencial oxidativo de las mitocondrias Asi mismo se encarga de la

degradacion del epitelio gingival e induce a la inflamacion.

- Sialidasas, esta sustancia se encarga de modificar la respuesta inmune del
huésped de esa forma facilitando la colonizacion bacteriana lo que la larga

generara que se produzca la destruccion de tejido del huésped.

- Enolasas, estas se encargan de llevar a cabo un proceso de degradacion del

fibrindgeno e inducen a la inflamacion. (60)

- Dipeptidil aminopeptidasa, esta es una sustancia que va a degradar el coldgeno

tipo 1 y 2, es fundamental en la progresion de la enfermedad.

- Mirolisina, esta es responsable de cortar las vias de activacion del

complemento y de llevar a cabo un proceso de degradacion de péptidos.

- Molécula chaperona Gro EL, esta molécula va a ser responsable de

incrementar la produccion de la prostaglandina E2, incrementar la reabsorcion
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Osea, por lo que es una gente que va a agravar el proceso inflamatorio.

- Acido nonulosonico, este factor de virulencia va a ser responsable de llevar a

cabo un proceso de evasion de la respuesta inmune del huésped. (61)

2.1.3.3 Treponema denticola:

En el caso de treponema Denticola vamos a encontrar también una serie de
factores de virulencia los cuales van a determinar la patogenicidad de la

mencionada bacteria:

- Lipopoligosacarido, este es un componente de membrana externa el cual va a
tener confusion inducir a la maduracion de los osteoclastos coma y es decir la

osteoclastogénesis lo que influye en el incremento de la reabsorcion.

- Flagelo, hablamos de un elemento estructural que va a permitir la movilidad
de la bacteria y aumentar la capacidad de invasion de la misma; asi mismo es

un elemento que va a permitir que la misma se adapte al ambiente. (52)

- Proteina de adhesion Msp, estaba a potenciar la congregacion y también va a

generar citotoxicidad.

- Proteina de adhesion OppA, estaba a participar en la colonizacion ya que va a

permitir que se lleve a cabo una unién a la fribronectina y plasminogeno.

- Dentilicina, es una proteasa que va a tener un efecto citopatico, va a inducir a
la contraccion celular y por consiguiente va a generar un aumento de la
permeabilidad de la misma; asi mismo va a generar una facilidad para la

adhesion al fibrindgeno. (62)

- Proteina HA/CSaSe, Esta proteina es responsable de llevar a cabo un

incremento en la permeabilidad del tejido conectivo.

- Proteasas de tipo proline Inmunopeptidasa, Estas enzimas van a generar la
produccion de su producto fermentativos como es sulfuro de hidrogeno

asimismo van a generar un efecto citotoxico induciendo a la apoptosis celular.

- Actividad quimiotactica, es decir la parte de va a tener la capacidad de poder

adaptarse a los cambios de su entorno gracias a la presencia de una serie de
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proteinas como son Che A, Che W, entre otras.(63) Vesiculas de membrana
externa, son elementos que van a facilitar la penetracion en los tejidos asi
como también bueno facilitar la agregacion bacteriana y van a modular

atenuando la respuesta del huésped.

- Resistencia a péptidos antimicrobianos naturales, esto por la ausencia del

lipopolisacarido.

- Modulacién de la respuesta inmune del huésped, debido a la presencia de

proteinas inmunosupresora. (64)

3.1.4. Periodontopatogenos establecidos

Imagen 14
Periodontopatogenos establecidos y emergentes

T > Establecidos —> Piramide de
Socransky
Periodontopatogenos
l | Estudios posteriores
< v
Emergentes '
Grams+ - Porphlromo.na
Endodontalis
- Treponema
— Gram- Lecthinolyticum
- Treponema Medio
< v —= - Treponema Vicentill
. . - Anaeroglobus
- Eul:actenum Slfpher:ym Geminatus
) Mn e.r;cotcc.u S .?.e cz S - Selenomonas Sputigena
_—— p Ogtl ac erlugw ;ml um - Fretibacterium
- eploanasrobacter Lastidiuosum
Estomatis —
- Filifactor Alocis

Hablar de los periodontos patdgenos, implica necesariamente hablar de la

piramide Socransky la cual fue desarrollada con el objetivo de poder agrupar a los
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mencionados microorganismos en categorias en base principalmente a su nivel de
virulencia y el papel que juegan en la la enfermedad periodontal. Dicho estudio se
llevé a cabo en 1998, por lo que ya ha pasado un largo tiempo, en este tiempo se
le ha dado un importante estudio a las bacterias que son parte de este esquema; de
esta forma se encuentra una gran cantidad de informacion sobre los mencionados

microorganismos desde muchas perspectivas. (65)
3.1.5. Periodonto patégeno emergentes:

En este segmento, sin la intencion de redundar, es necesario considerar que los
microorganismos ubicados en la pirdmide de Socransky han tenido una gran
tratativa y estudios que permiten identificar su comportamiento factores de
virulencia entre otras cosas, como ya se ha visto lineas arriba al describir a los
microorganismos del complejo rojo, como ya se dijo este es que ademas tiene su
origen en 1998. (66) En el 2004 se hicieron nuevos estudios y es aqui donde se
identifica al Fusobacterium nucleatum como un elemento puente en la sucesion
bacteriana de los colonizadores de la placa bacteriana, por ende, se concluy6 que
es un indicador del aumento de riesgo. Asi mismo se determiné la agresividad de
la enfermedad en presencia del Aggregatibacter actinomycetemcomitans y por lo
tanto se establece una relacion de sinergia con las bacterias del complejo rojo. (67)
Con el paso del tiempo fue posible identificar otros patéogenos periodontales que
tienen una participacion en la produccion y evolucion de la enfermedad tratada
los cuales corresponden a especies gram positivas y gram negativas qué son las

siguientes. (68)

2.1.5.1 Gram negativas:

- Porphyromonas endodontalis.
- Treponema lecithinolyticum.

- Treponema médium.

- Treponema vincentii.

- Anaeroglobus geminatus.

- Selenomonas sputigena.

- Fretibacterium fastidiosum.
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2.1.5.2  Gran positivas:
- Eubacterium saphenum.
- Enterococcus faecalis.

- Mogibacterium timidum.

- Peptoanaerobacter stomatis.

- Filifactor alocis.

3.1.6. Respuesta inmune:

Imagen 15
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Para poder hablar de la respuesta inmune es necesario tener una nocion de qué es

el sistema inmunitario, este es un sistema que va a tener como funcion principal

la de defender al organismo frente a injurias o noxas que pueden ser

microorganismos o células infectadas, en este tltimo caso estariamos hablando de
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una funcion de inmunovigilancia.

El sistema inmune va hacer de dos tipos, sin embargo, cabe recalcar que esta
division se hace mas por motivos didacticos, para un mejor entendimiento, ya que
el funcionamiento de ambos tipos de inmunidad no se da por separado sino mas
bien que se da de manera complementaria donde primero se va a servir del
segundo y el segundo del primero. Hablamos pues de la inmunidad innata y la

inmunidad adquirida. (69)

Hablando en primer lugar de la inmunidad innata, tendremos que decir que esta

constituird la primera linea de defensa la cual va a servirse y utilizar mecanismos

preexistentes los cuales fueron obtenidos a través de la inmunidad adquirida para
hacer frente a las noxas o injurias, por tal motivo vamos a poder afirmar que la
respuesta este sistema inmune va a tener una especificidad muy limitada; dentro

de los principales componentes de este sistema inmunitario innato vamos a

encontrar barreras fisicas y quimicas, células fagocitadas, células asesinas o

natural killer, el sistema de complemento, citoquinas y los receptores tipo Toll, a

continuacion se desarrolla brevemente cada uno de ellos: (70)

- Las barreras fisicas y quimicas estdn constituidas por los epitelios que van a
evitar el ingreso de agentes agresores.

- El sistema del complemento, este es un sistema que va a estar constituido por
proteinas inactivas circulantes qué van a hacer sintetizadas en el higado o los
macrofagos que entre otras funciones van a tener llevar a cabo una actividad
litica, optimizacion, produccion de péptidos pro inflamatorios y activacion de
los linfocitos. Existen varias vias para activar este sistema vamos a encontrar
pues la via clésica que se va a dar por la union a anticuerpos vamos a encontrar
la via alterna, que se va a dar por la unién a microorganismo y por ultimo
encontramos la via de las lectinas donde va a producirse la unién a las
monosas.

- Dentro de lo que corresponde a las células fagocitarias encontraremos a los
neutréfilos qué van a hacer la primera linea de defensa contra
microorganismos siendo su funcidn la de llevar a cabo la fagocitosis; en esta
parte debemos hablar también de los macrofagos, células que pueden

encontrarse en dos estados, pueden encontrarse con monocitos circulantes o
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como los macréfagos tisulares y sus principales funciones seran llevar a cabo
la fagocitosis, la presentacion de antigeno, y la segregacion de citoquinas.

- Dentro de las células asesinas o las denominadas natural killer debemos
destacar que son un tipo especial de linfocito que va a tener la funcion de
eliminar células infectadas o células alteradas porque perdieron moléculas de
histocompatibilidad o en su defecto perdieron considerables cantidades de
interferén gama.

- las citoquinas o también denominadas interleucinas van a hacer un conjunto
de proteinas secretadas por las células inmunitarias las cuales van a generar
células efectoras su funcion principal es la de convertir linfocitos y
macréfagos en células efectoras tienen otras funciones como la de estimular o
inhibir a las células hematopoyéticas, estas citoquinas van a generar efectos
locales como por ejemplo la activacion del endotelio, la quimiotaxis, la
produccion de anticuerpos, la activacion de macrdofagos o de las natural killer;
asimismo tendran efectos sistémicos como el de producir fiebre o shock
septicos.

- Los receptores tipo Toll, son receptores estructurales para los patrones
moleculares microbianos a estos los vamos a encontrar en las células
inmunitarias y tienen la caracteristica de que son la union entre el sistema

innato y el adquirido.

Habiendo descrito el primer sistema inmune, es decir el sistema inmune innato,
como aquel que va a tener una respuesta poco especifica frente a las injuriosos, es

necesario hablar del segundo que es el sistema inmune adaptativo.

Este sistema inmune adaptativo se va a caracterizar por su gran efectividad frente
a varias exposiciones injuriosas, asimismo va a tener una respuesta especifica para
cada agresor; los principales elementos de este sistema van a ser los linfocitos T'y
los linfocitos B, de la misma manera podemos dividir a este sistema en dos tipos

el sistema inmune adaptativo humoral y el sistema inmune adaptativo celular. (71)

El sistema inmune adaptativo humoral va a ser nuestro mecanismo de defensa para
hacer frente a los patdgenos extracelulares a diferencia del sistema inmune
adaptativo celular que va a ser la forma en la que nuestro organismo se va a

defender de patdgenos intracelulares. La inmunidad celular va a tener como
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principal agente a los linfocitos T que van a llevar a cabo la lisis de células
infectadas o tumorales, asi como también la de llevar a cabo la lisis de los
microorganismos fagocitados, es asi que encontramos dos tipos de linfocitos los
TCD4 y los TCDS, los cuales se encargan de las funciones descritas

anteriormente. (72)

Los linfocitos TCD4 pueden ser a su vez de dos tipos los TH1 y los TH2, donde
los primeros se van a diferenciar por las interleucinas doce y el interferon gama y
los segundos se van a diferenciar por la interleucina cuatro en presencia de

alérgenos. (73)

En lo que se refiere a la inmunidad humoral esta va a estar mediada por los
anticuerpos o inmunoglobulinas que van a ser sintetizados por los linfocitos B con
el objetivo de combatir patégenos extracelulares. Es importante entender que en
la estructura de esta inmunoglobulina vamos a encontrar una region constante que
va a determinar el tipo de inmunoglobulina y otra parte que es la region variable

que va a determinar el tipo de antigeno al que se va a unir. (74)

3.1.7. Complejo Antigeno anticuerpo

Imagen 16
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3.1.8. Sistema RANK/RANKL/OPG:

Imagen 17
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En esta parte tendremos que hablar del tejido 6seo, comenzando por decir que este es un
tejido muy especial ya que va a tener como principal caracteristica una intensa y alta
actividad metabdlica para que de esta manera el tejido se encuentre en las condiciones
Optimas para cumplir con su funcidn te agrandes rasgos podremos sefialar que son: (75)
- Soporte.

- Proteccion.

-  Homeostasis.

También es necesario recalcar que existe una clasificacion de tejido 6seo en base a
distintos criterios, sin embargo no me basare en un criterio de cardcter anatdémico sino

mas bien en un criterio enfocado en el aspecto histologico y fisioldgico. (76)
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Por tanto estamos refiriéndonos aqui dentro del hueso encontramos dos clases el tejido
0seo compacto o también llamado cortical, o tejido corticalizado el cual tiene la principal
caracteristica de que va ha tapizar la superficie externas de una estructura osea, y por sus
caracteristicas fisicas va a proveer a dicha estructura para qué de una mayor estabilidad;
por otra parte vamos a poder encontrar dentro de la estructura dsea un tipo de hueso que
a diferencia de lo anteriormente descrito va a tener como principal caracteristica la
formacion es cedillas que van a estar delimitada por trabéculas, y es por esta razoén obvia
que se le va a dar el nombre de hueso trabecular, el cual va a albergar dentro de las
celdillas a la médula 6sea, desde un punto de vista funcional y en contraste con el hueso
compacto, este se va a encargar de cumplir una funcién amortiguadora, lo que va a generar
que la estructura 0sea tenga mas resistencia a las tensiones a la que se va a exponer por el

ejercicio de su funcion. (77)

Aplicando un criterio de abstraccion, podemos darnos cuenta que el hueso va a estar
constituido por un gran porcentaje de hidroxiapatita, pero ser mas especifico en 60%,
asimismo dentro de sus componentes encontraremos también 30% de colageno y

aproximadamente un 10% de agua. (78)

Como se dijo anteriormente el tejido dseo tener la particularidad de que va a tener una
intensa actividad metabdlica, y eso se traduce en el hecho de que dicho tejido va a estar
sujeto a un proceso de remodelado 6seo, entendiendo por éste un proceso que va a buscar,
que tiene como objetivo mantener la integridad del hueso. En este proceso van a participar
un conjunto de células que van a tener una funcion estructural y de mantenimiento. Nos

estamos refiriendo a los osteoblastos, osteoclastos, y los osteocitos. (79)

Debemos entender algunas cuestiones generales sobre las células antes mencionada, es
asi pues que comenzaré con los osteoblastos, estas células tienen un origen mesénquimal,
las cuales van a tener la capacidad de expresar proteinas como la fosfatasa alcalina o el
colageno, también van a expresar moléculas reguladoras como la osteocalcina, ligando
del receptor activador del factor nuclear o RANKL y también van a mostrar la

osteoprogeterina u OPG. (80)

En segundo lugar, hablamos de los osteoclastos los cuales van a ser el resultado de la
maduracion de unas células precursoras denominadas preosteoclastos y su funcion

principal es la de llevar a cabo una actividad osteolitica, que se traduce en la reabsorcion
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Osea, la cual se produce por la acidificacion y protedlisis de la matriz del tejido. (81)

Y por ultimo hablamos de los osteocitos, a diferencia de los anteriores cuya funcién se
puede traducir en un mantenimiento de la estructura, en este caso las células en cuestion
van a encargarse de llevar a cabo una funcidon netamente estructural. Los osteocitos pues,
en resumen, seran los osteoblastos qué van a estar rodeados de la matriz 6sea y su

importancia radica en que van a expresar el receptor RANK. (82)

Es necesario recalcar existen varios tipos de remodelado, a grandes rasgos hablaremos de
un remodelado dirigido o fisioldgico que se va a dar a consecuencia del ejercicio de la
funcion el hueso es decir se da por factores mecanicos; este se da debido a la destruccion
de los osteocitos lo que como consecuencia va a generar la liberacion de factor
estimulante de colonias de monocitos y también la liberacion de RANKL. Asi mismo el
remodelado no dirigido no obedecer a factores mecanicos, sino mas bien que va a ser
guiado por factores hormonales como por ejemplo hablariamos de la parathormona,

calcitonina, hormona del crecimiento entre otras. (83)

Después de todo lo anteriormente mencionado, la pregunta radica en que tiene que ver el
sistema RANK/RANKL/OPG con la integridad del hueso, y la respuesta es logica en el
sentido de entender que el sistema antes mencionado va a ser el encargado de gobernar el

remodelado en muchos aspectos. (84)

Por tal motivo es necesario comprender, y entender cada componente de este sistema;
comenzando por una idea de qué es en realidad, es asi que diré que es un sistema que va
a buscar el equilibrio en el remodelado 6seo por medio de la diferenciacion y activacion

de los osteoclastos y osteoblastos. (85)

El receptor activador del factor nuclear RANK es miembro de una familia de receptores
que corresponden al factor de necrosis tumoral y el cual va a estar ubicado en la membrana
de los osteoclastos y también en la superficie de los linfocitos B y T los fibroblastos y las
células dendriticas, El antes mencionado al ser un receptor requiere de un ligando para de
esta forma constituir el complejo ligando receptor, el ligando de receptor activador del
factor nuclear kB o RANKL es una proteina transmembrana que va a expresarse en los
osteoblastos y las células mesenquimales, y al igual que el anterior también va a formar
parte de la familia del factor de necrosis tumoral; finalmente la osteoprogeterina a la cual

se le denomina también inhibidor de la diferenciacion de osteoclastos, va a ser una
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proteina que va a ser secretada por los osteoblastos y las células de la médula 6sea. (86)

En cuanto al funcionamiento del sistema, el ligando y el receptor se van a unir coma y
como resultado va a generarse la diferenciacion de los osteoclastos a partir de los
preosteoclastos lo que va a generar que se active el mecanismo de osteolisis en el hueso
ya que esa es la funcion de los osteoclastos; paralelamente la osteoprogeterina va a ocupar
los lugares de ligando por medio de un mecanismo competitivo o de receptor sefiuelo lo
que va a evitar que se forme el complejo ligando receptor impidiendo de esta forma a la
diferenciacion de los osteoclastos y por consiguiente la reabsorcion de hueso. La
importancia de conocer este sistema radica en que alteraciones en alguno de los

componentes va a generar un desarreglo en el equilibrio del remodelado 6seo. (87)

Ahora extrapolando todo lo que anteriormente se ha tratado a materia de la enfermedad
periodontal es necesario recordar qué esta se produce a consecuencia de un cuadro
inflamatorio de naturaleza séptica, que se caracteriza porque no puede ser encapsulada
por lo que se va a llevar a cabo una extension desde el tejido blando hasta el hueso

generando la lisis del altimo. (88)

Es asi que se establece la relacion antagoénica entre el complejo RANK/RANKL y OPG
ya que la tltima va a bloquear el efecto de osteodlisis o reabsorcion 6sea, en condiciones
de inflamacion vamos a encontrar una mayor cantidad de el complejo RANK7RANKL y
en menor proporcion encontraremos OPG; asimismo en condiciones donde hay ausencia
de inflamaciéon vamos a poder encontrar una mayor cantidad de OPG en relacion a la

cantidad del complejo RANK/RACKL. (89)

Haciendo una revision bibliografica vamos a poder percatarnos de que el receptor RACK
va a estar presente principalmente €l nos osteoclastos, pero también va a estar presente en
células de la médula, el vaso, el intestino y los linfocitos TCD4. Asi mismo bajo el mismo
criterio vamos a encontrar que el ligando RACKL va a tener funciones aparte la de llevar
a cabo el proceso de diferenciacion de los preosteoclastos manteniendo el endotelio, asi
como también a las células dendriticas y por tlltimo va a reforzar la accion de los linfocitos
T. En otros estudios se pudo determinar que el receptor RANK va a tener una mayor
cantidad en comparacion al OPG en las bolsas periodontales, por otra parte el ligando
RANKL de los osteocitos solo se va a expresar en el remodelado dseo fisiologico, por

otra parte el receptor RANK va a expresarse en la membrana de los linfocitos T y los
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linfocitos B lo que va a favorecer la reabsorcion 6sea y de la misma forma esta cantidad
va a aumentar cuando tanto los linfocitos T van a verse expuestos a bacterias que
conforman el complejo rojo de Socransky y finalmente vamos a poder evidenciar que hay
estudios que muestran que los receptores de complejo RANK no solo se van a expresar
in situ, es decir en el sitio de la inflamacion sino que también se van a expresar en mayor

cantidad en los tejidos vecinos. (90)

3.1.9. Vacunas:

Imagen 18
Estudio de vacunas

*-— Vacunas
_.—’ .
. Convencionales
— > Prevenir
— Palear — Estudios Clinicos
_ Curar En Silico

Para poder hablar de manera general de las vacunas tendremos que tomar en cuenta los
criterios determinados por la Organizacion Mundial de la Salud para poder definir que es
una vacuna, y se entiende por la misma que va a hacer una preparacion que va a tener

como finalidad la de poder generar inmunidad contra una enfermedad. (91)

De esta forma podemos inferir que las vacunas van a tener como principal propdsito el de
poder prevenir determinadas enfermedades que puedan generar un dafio en la integridad
de la persona que puede traducirse en una discapacidad, de cualquier indole y en el peor

de los casos la muerte.

Desde un punto de vista historico podemos encontrar los antecedentes de las vacunas en
China por ejemplo, donde si bien no se logré obtener una sustancia que pueda ser
inoculada al paciente, si se logré un mecanismo para poder crear una sustancia que pueda
evitar la enfermedad coma y utilizdndose una técnica denominada variolacion que

consistia en pulverizar las costras de personas que mostraba la enfermedad de manera
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leve y posteriormente hacer qué personas sanas las aspiren; de esta manera logrando la

inmunidad de las personas sanas que insuflaron dicha sustancia. (92)

Mas adelante nos encontramos con lo que se denomina la era de las vacunas la que inicia
con el médico Jenner, que inoculd el fluido de las postulas de la viruela bovina en nifios
con el objetivo de poder generar inmunidad, esto debido a que notd que las personas que
tenian como actividad la de ordefiar a dichos animales presentaban inmunidad frente a la

enfermedad antes mencionada. (93)

En el siglo XIX Luis Pasteur desarrollo la segunda generacion de vacunas que van a
combatir enfermedades como el colera coma y la rabia entre otras, dicho proceso sigue

aun hasta nuestros dias. (93)

Es asi que podemos recalcar la importancia de las vacunas en este mundo actual dado que
la forma de vida, las actividades humanas, las ideologias y otros factores determinan que
existan cambios importantes en la biodiversidad, cambios climéticos y la aparicién de
fendémenos que generan un ambiente cada vez mas hostil para la vida humana lo que se
traduce en la aparicion de enfermedades con un potencial de poder convertirse en una
pandemia, tal y como lo que ocurrid con la crisis sanitaria del COVID-19 hace algunos

afos. (94)

Existen varios tipos de vacunas dentro de los cuales vamos a poder considerar a los

siguientes:

- Vacunas vivas atenuadas:
En esta modalidad de vacuna vamos a poder comprender que el principio utilizado va
a ser el de utilizar a los gérmenes que van a causar la enfermedad para poder elaborar
las mismas sin embargo estos gérmenes se van a encontrar debilitados o atenuados de
tal forma que van a generar una respuesta inmunitaria fuerte coma que va a ser de
larga duracion, es el caso por ejemplo de la vacuna contra enfermedades como la

rubeola, paperas entre otras. (95)

- Vacunas inactivas:
En este caso estaremos haciendo referencia a un tipo de vacuna que va a utilizar como
principio activo a un germen muerto en su elaboracion, de tal forma que vamos a

poder ver que la respuesta inmune que se va a generar va a ser una respuesta
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relativamente fuerte que va a requerir de varias dosis para poder tener el efecto
deseado, en este caso estariamos hablando de las vacunas contra enfermedades como

la polio coma a la rabia entre otros. (96)

- Vacunas de subunidades:
Para poder hablar de las vacunas de subunidades es necesario recordar que los
patdgenos van a tener una de estructura definida, y cada uno de los componentes de
dicha estructura va a tener una funcién siendo que varios de ellos se constituiran en
factores de virulencia. De esta forma podemos sefialar que para poder llevar a cabo la
realizacion de este tipo de vacunas se van a utilizar partes especificas del patogeno
como por ejemplo podrian ser las proteinas o podriamos hablar de los polisacaridos
entre otros, lo que va a generar que se produzca una respuesta inmune que va a
requerir de refuerzos continuos como es el caso de la hepatitis B, la tosferina entre

otras. (97)

- Vacunas con toxoides:
En este tipo de vacunas vamos a poder hablar de una en la que los patdégenos que
causan la enfermedad no van a ser el principio activo como tal sino mas bien que los
principios activos van a ser las toxinas liberadas es el caso; por ejemplo, de vacunas

contra el tétanos entre otros. (98)

3.1.10. Pruebas in silico:

Imagen 19
Estudios in Silico
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Hablar de las pruebas en silico es hablar de un tipo de estudio clinico cuyo objetivo va a

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




= . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ' CATOLICA

TESIS UCSM ~¢  DE SANTA MARIA

ser reducir las pruebas coma y reducir los costos y también reducir el tiempo y el nimero
de participantes en los estudios coma lo que indirectamente va a generar que se obtenga

un medicamento mucho mas personalizado. (99)

Entonces podemos definir estos estudios in Silico como el método por el cual se va a
llevar a cabo el uso de computadoras para poder modelar simular y visualizar procesos
bioldgicos, asi como el efecto de los productos biomédicos en la prevencion diagndstico

y tratamiento y posteriormente el pronostico de las enfermedades. (100)

La utilizaciéon de este tipo de estudios clinicos se ha venido realizando en los tltimos
afios, pero a raiz de la pandemia del COVID-19 asi como también del impulso en la
utilizacion de la inteligencia artificial es que el empleo de este tipo de estudio clinico se
masificoé al poder evidenciar las grandes ventajas que ofrecia en relacion a estudios
clinicos tradicionales como son los mencionados anteriormente lineas de arriba. El gran
apoyo que ofrecen bases de investigacion en cuanto a lo que es la estructura de los
patdgenos va a permitir poder llevar a cabo la simulacion de interaccion de variables que
van a servirnos para poder hacer por otro tipo de medicamentos y de vacunas con el

objetivo de cumplir con la finalidad de las mismas que es la de prevenir las enfermedades.
(101)

En la actualidad se van a utilizar técnicas como es el uso de modelos generativos qué van
a hacer recreaciones digitales de un individuo o de una determinada poblacion qué va a
hacer el objeto de prueba de los estudios realizados como por ejemplo vendria a ser el
humano digital que es utilizado por la Union Europea para poder llevar a cabo las pruebas

de los estudios realizados a un nivel epidemiolégico, genético entre otros. (102)
3.2.  Antecedentes investigativos

- Porphyromonas gingivalis Vaccine: Antigens and Mucosal Adjuvants

Abstract

Porphyromonas gingivalis (Pg), a Gram-negative anaerobic bacterium found in
dental plaque biofilm within periodontal pockets, is the primary pathogenic
microorganism responsible for chronic periodontitis. Infection by Pg significantly
impacts the development and progression of various diseases, underscoring the
importance of eliminating this bacterium for effective clinical treatment. While
antibiotics are commonly used to combat Pg, the rise of antibiotic resistance poses

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

a challenge to complete eradication. Thus, the prevention of Pg infection is
paramount. Research suggests that surface antigens of Pg, such as fimbriae, outer
membrane proteins, and gingipains, can potentially be utilized as vaccine antigens
to trigger protective immune responses. This article overviews these antigens,
discusses advancements in mucosal adjuvants (including immunostimulant
adjuvants and vaccine-delivery adjuvants), and their application in Pg vaccine
development. Furthermore, the review examines the advantages and
disadvantages of different immune pathways and common routes of Pg vaccine
immunization. By summarizing the current landscape of Pg vaccines, addressing
existing challenges, and highlighting the potential of mucosal vaccines, this
review offers new insights for the advancement and clinical implementation of Pg
vaccines. (103)

. DOI: 10.3389/fimmu.2022.806825

. PMID: 35250977

- Computational Design of a Multi-Epitope Vaccine Against Porphyromonas
gingivalis
Abstract
Porphyromonas gingivalis is a Gram-negative pathogenic bacterium associated
with chronic periodontitis. The development of a chimeric peptide-based vaccine
targeting this pathogen could be highly beneficial in preventing oral bone loss as
well as other severe gum diseases. We applied a computational framework to
design a multi-epitope-based vaccine candidate against P. gingivalis. The vaccine
comprises epitopes from subunit proteins prioritized from the P. gingivalis
reference strain (P. gingivalis ATCC 33277) using several reported vaccine
properties. Protein-based subunit vaccines were prioritized through genomics
techniques. Epitope prediction was performed using immunoinformatic servers
and tools. Molecular modeling approaches were used to build a putative three-
dimensional structure of the vaccine to understand its interactions with host
immune cells through biophysical techniques such as molecular docking
simulation studies and binding free energy methods. Genome subtraction
identified 18 vaccine targets: six outer-membrane, nine cytoplasmic membrane-,
one periplasmic, and two extracellular proteins. These proteins passed different

vaccine checks required for the successful development of a vaccine candidate.
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The shortlisted proteins were subjected to immunoinformatic analysis to map B-
cell derived T-cell epitopes, and antigenic, water-soluble, non-toxic, and good
binders of DRB1*0101 were selected. The epitopes were then modeled into a
multi-epitope peptide vaccine construct (linked epitopes plus adjuvant) to enhance
immunogenicity and effectively engage both innate and adaptive immunity.
Further, the molecular docking approach was used to determine the binding
conformation of the vaccine to TLR2 innate immune receptor. Molecular
dynamics simulations and binding free energy calculations of the vaccine-TLR2
complex were performed to highlight key intermolecular binding energies.
Findings of this study will be useful for vaccine developers to design an effective
vaccine for chronic periodontitis pathogens, specifically P. gingivalis. (103)

. PMID: 35250977

. DOI: 10.3389/fimmu.2022.806825

- Potential Treponema denticola-based periodontal vaccine to resolve a global
public health challenge: a narrative literature review
Abstract
Introduction: Periodontitis is a diseased condition of the gum which imposes
considerable costs on healthcare systems. It progresses further beyond the
inflammation of supportive tissues of the teeth, and the collateral damages are
closely associated with Alzheimer's disease, cardiovascular disease, and diabetes
mellitus.
Areas covered: A comprehensive literature review was performed to summarize
published studies in English during the period of 1990-2021 to discuss the
rationales for developing periodontal vaccine, cost-effectiveness analyses on the
prevention of periodontitis, Treponema denticola-based vaccine candidates, as
well as immunological mechanisms in animal models.
Expert opinion: Preventive strategies against periodontitis may halt the onset of
gum inflammation and the consequent chronic diseases. Considering the multi-
microbial condition of periodontitis, an ideal periodontal vaccine should target
multiple pathological pathways. Preventive approaches compared to surgical
treatments evidently have significant impact on the healthcare budget and long-
term health of the individuals in different communities. Despite many advances

in periodontal vaccine research, there are still significant hurdles to overcome in
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developing a vaccine. Investment in research and development activities on key
periodontal pathogens including Treponema denticola and Porphyromonas
gingivalis in the foreseeable future is a worthy and cost-effective approach for the
policymakers to prevent deleterious impacts of periodontitis. (104)

. PMID: 35195497

. DOI: 10.1080/14760584.2022.2044798

- Una vacuna conjugada en capsula de Porphyromonas gingivalis protege de
la pérdida dsea oral experimental
Abstracto
Las enfermedades periodontales son enfermedades inflamatorias cronicas del
periodonto que resultan en la destruccion progresiva de los tejidos blandos y duros
que sostienen los dientes, y es la causa mas comun de pérdida de dientes entre los
adultos. Sélo en Estados Unidos, se estima que méas de 100 millones de personas
padecen enfermedad periodontal. Las bacterias subgingivales inician y mantienen
la inflamacién y, aunque varias bacterias se han asociado con la periodontitis,
Porphyromonas gingivalis ha surgido como el organismo etiol6gico clave que
contribuye significativamente a la enfermedad. Actualmente, se implementan
estrategias intensivas de mantenimiento clinico para mitigar la progresion
adicional de la enfermedad en los individuos afectados; sin embargo, estos
tratamientos a menudo no logran detener la progresién de la enfermedad y, como
tal, el desarrollo de una vacuna eficaz para la enfermedad periodontal es muy
deseable. Generamos una vacuna conjugada, compuesta por el polisacarido
capsular purificado de P. gingivalis conjugado con eCRM®, una version
patentada y mejorada de la proteina transportadora CRM197 con sitios de
conjugacion predeterminados (Pg-CV). Los ratones inmunizados con Pg-CV
adyuvado con alumbre desarrollaron niveles séricos sélidos de 1gG especifica de
todo el organismo en comparacion con los animales inmunizados solo con
polisacarido capsular no conjugado. Utilizando el modelo murino de pérdida ésea
oral, observamos que los ratones inmunizados con la vacuna conjugada en capsula
estaban significativamente protegidos de los efectos de la pérdida Gsea oral
provocada por P. gingivalis. Empleando un modelo preclinico de pérdida 6sea oral
provocada por infeccion, nuestros datos respaldan que una vacuna conjugada que

incorpora antigeno polisacarido capsular es eficaz para reducir el principal criterio
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de valoracion clinico de la enfermedad periodontal: la destruccion 6sea oral. Se
apoya el desarrollo futuro de una vacuna conjugada basada en capsulas de P.
gingivalis para prevenir las enfermedades periodontales. (105)

. PMID: 35048031

. DOI: 10.3389/froh.2021.686402

- Estudio de vacuna intranasal utilizando vesiculas de membrana de
Porphyromonas gingivalis: método de aislamiento y aplicaciéon a un modelo
de raton
Abstracto
Las bacterias liberan nanocuerpos esféricos, conocidos como vesiculas de
membrana (MV), durante varias fases de crecimiento. Los MV han ido ganando
reconocimiento como vehiculos estructuralmente estables en las ultimas dos
décadas porque suministran una amplia gama de antigenos, factores de virulencia
e inmunomoduladores al huésped. Estas funciones sugieren no sélo la posible
contribucion de las MV a la patogenicidad sino también la posible aplicabilidad
de las MV en dosis bajas para su uso como vacunas. Aqui, describimos una serie
de métodos para aislar MV de Porphyromonas gingivalis, que es una especie
importante entre las bacterias periodontopaticas. El presente capitulo también
presenta un modelo de raton de inmunizacion intranasal utilizando MV de P.
gingivalis. (106)

. PMID: 32815136
. DOI: 10.1007/978-1-0716-0939-2_15

- Vacuna de ADN funcionalizada/disefiada por rgpA como una nueva
vacunaciéon profilactica para prevenir la periodontitis inducida por
Porphyromonas gingivalis: un estudio in vivo
Abstracto
Antecedentes: Arg-gingipain A (rgpA) y Arg-gingipain B (rgpB) son factores de
virulencia cruciales asociados con Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) y han
sido reconocidos como objetivos prometedores para vacunas antibacterianas.
Aunque las vacunas que contienen rgpA han demostrado eficacia, la
incorporacion de rgpB, que carece del dominio hemaglutinina adhesina (HA),

disminuye la eficacia de la vacuna. Este estudio tiene como objetivo evaluar la
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inmunogenicidad del dominio HA funcional de rgpA en modelos de periodontitis
de ratén.

Métodos: Un total de 24 ratones se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos,
cada uno de los cuales recibid diferentes inyecciones inmunes: el grupo A recibid
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) como control vacio; el grupo B
recibié pVAX1 como control negativo (NC); el grupo C recibié pVAX1-HA; y el
grupo D recibi6 pVAX1-rgpA. Los ratones fueron sometidos a inyecciones
intramusculares cada dos semanas durante un total de tres administraciones. Antes
de cada inmunizacion, se recogieron muestras de sangre para la deteccion de
anticuerpos bajo anestesia con isoflurano. Después de la inmunizacion final, se
indujo periodontitis dos semanas después mediante el uso de suturas empapadas
en una solucion de P. gingivalis. Los ratones fueron sacrificados después de un
periodo adicional de dos semanas. Para evaluar la seguridad del procedimiento, se
examinaron los dérganos principales mediante tincion con hematoxilina-eosina
(HE). Posteriormente, se cuantificaron los niveles de 1gG, IgG1 e 1gG2a en el
suero mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Ademas,
se determind la expresion de factores inflamatorios en la encia, incluida la
interleucina-6 (IL-6), la interleucina-13 (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), utilizando una transcripcion inversa cuantitativa en tiempo real.
PCR (qRT-PCR). El grado de péerdida dsea en los tejidos periodontales se evaluo
mediante tomografia microcomputarizada (micro-CT) y tincién HE.

Resultados: La tincion HE de los érganos confirmé la ausencia de toxicidad
inducida por la vacuna in vivo. Después de la segunda inmunizacion, tanto el
grupo rgpA como el HA mostraron titulos de 1gG especificos significativamente
mas altos en comparacion con los grupos NC y PBS (p <0,05). Ademas, los grupos
rgpA y HA mostraron un predominio notable de anticuerpos 1gG1 después de tres
dosis de inmunizacion, mientras que se observd una reduccion notable en los
niveles de 1gG2a después de la ligadura con suturas de P. gingivalis, a diferencia
de los grupos NC y PBS (p <0,05). . Ademas, tanto el grupo HA como el grupo
rgpA mostraron una disminucion significativa en la expresion de factores
inflamatorios como IL-6, IL-1B y TNF-a, asi como una reduccion en la pérdida
Osea alrededor de los dientes afectados por periodontitis, en comparacion con los
grupos NC y PBS (p < 0,05).

Conclusiones: Los resultados de este estudio demuestran que la vacuna del gen
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HA funcionalizada/disefiada con rgpA es capaz de provocar una potente respuesta
inmune profilactica contra la periodontitis inducida por P. gingivalis, sirviendo
eficazmente como un agente inmunogénico y protector in vivo. (107)

. PMID: 38409840

. DOI: 10.24976/Discov.Med.202436181.33

4. HIPOTESIS:

Dado que existen herramientas computacionales para el disefio in silico de

candidatos a vacunas para los microorganismos emergentes,

- Hipétesis nula: es posible realizar el disefio de una vacuna multiepitopo para
la periodontitis.
- Hipétesis alternativa: no es posible realizar el disefio de una vacuna

multiepitopo para la periodontitis.
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CAPITULO II:
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1.

1.1.

1.2.

1.3.

2.1.

2.2.

2.3.

TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE INVESTIGACION:

Técnica

En este estudio se disefiard un prototipo de vacuna multiepitopo contra

periodontitis abarcando los periodontopatdgenos establecidos y emergentes. Para

este cometido se procederd a utilizar herramientas computacionales donde se

obtendran los epitopos con alta capacidad antigénica ademas de estudiar su

toxicidad y acoplamiento a la molécula MHC-2. Seguidamente los epitopos mas

antigénicos seran unidos por linkers y adheridos a una molécula coadyuvante para

luego ser presentados por algoritmos a moléculas inmunes para el reconocimiento

por células inmunes.

Instrumentos

1.2.1. Documentales:
Ficha de tabulacion.

1.2.2. Mecanices

Ordenador tipo gamer.

Materiales:
- Software Pymol.

- Softwares libres de prediccion.
CAMPO DE VERIFICACION

Ubicacion espacial:

Nucleo de Inmunoinformatica de la UCSM.

Ubicacion Temporal:

Mes de Julio a Setiembre.

Unidades de estudio:

Epitopos.
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2.4. Procedimiento:
2.4.1. Herramienta basica de busqueda de alineacion local (BLAST)

Protedma de los periodontopatégenos y sus respectivos factores de virulencia,
seran estudiadas a nivel computacional el software DNASTAR Lasergene
(Wisconsin, EE. UU.) Para proteinas similares. La alineacion de la secuencia se
realizé utilizando el servidor Clustal Omega con los pardmetros predeterminados.

(108)

2.4.2. Prediccion de epitopos de células B, linfocitos T citotoxicos (CTL) y

linfocitos T auxiliares (HTL)

Los epitopos de células B se predijeron utilizando el servidor BepiPred y el
servidor Elliprot para examinar la posicion del epitopo en una estructura 3D. Los
epitopos HTL se predijeron utilizando las herramientas de prediccion de union de
MHC II (http://tools.iedb.org/mhcii). Las propiedades antigénicas de los epitopos
se estudiaron utilizando el servidor Vaxijen 2.0 a un umbral de 0,4. La toxicidad
de los péptidos se predijo desde el servidor ToxinPred
(http://crdd.osdd.net/raghava/toxinpred/), y la alergenicidad se predijo desde el
servidor AllegernFP 1.0 (http://ddg-pharmfac.net/AllergenFP/). Todos estos

analisis se tuvieron en cuenta para seleccionar los epitopos. (109)
2.4.3. Analisis de proteinas hidrofobicas y antigénicas

El analisis hidrofobico y antigénico se realizé utilizando el algoritmo Kyte-
Doolittle y Jameson-Wolf de proteina viral. Para determinar si el epitopo
encontrado estaba ubicado en la superficie externa de la proteina donde ocurre la
formacion de antigeno-anticuerpo, se realizé una superposicion de los epitopos
predichos y los resultados del analisis hidréfobo y antigénico. Para este método se

utilizo el programa DNASTAR Protean (Wisconsin, EE. UU.). (110)
2.4.4. Modelado de proteinas y acoplamiento molecular

El modelado tridimensional de los epitopos seleccionados se modeld con el
servidor PEPFOLD 3. El acoplamiento molecular de los péptidos se realizo

utilizando el servidor CABS-dock (http://212.87.3.12/CABSdock/) para el alelo
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HLA-DR52¢c de MHC clase II (PBD: 3C5J). El servidor HawKRank se utilizo

para obtener puntos. (111)
2.4.5. Construccion in silico de la vacuna multiepitopo

El modelado tridimensional del multiepitopo se realiz6 utilizando el servidor en
linea I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), mientras
que el Z-score se utilizo para verificar la calidad del Modelado de proteinas 3D
para seleccionar el mejor modelo. Los epitopos en cuestion fueron unidos entre si
usando el link EAAAK y el conjunto fue unido a la coadyuvante beta actina

(GIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK). (112)

2.4.6. Prediccion del acoplamiento de la vacuna multiepitopo a receptores

TLR2, TLR4y B

Una vez disefiada la vacuna, esta serd sometida a métodos predictivos de unién
con receptores como TLR2 (PDB ID: 277X), TLR4 (PDB ID: 4G8A) y receptor
de cé¢lulas B (BCR) (PDB ID: 3KG5). Este paso se usara el servidor HAADOCK
(113).

3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS
3.1. Recursos

a. Recursos econémicos

Propios de investigador.

b. Recursos humanos
- Investigador: Bachiller Ronald Mendoza.

- Asesor: Dr. Gustavo Obando Pereda.

¢. Recursos fisicos

Nucleo de Inmunoinformatica.

d. Recursos Institucionales:

Laboratorio de Quimica de Proteinas-VRI, UCSM.
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3.2. Estrategias de recoleccion de datos

3.2.1. Preparacion de las unidades de estudio

Al ser un experimento in silico, se usara el proteoma los

periodontopatogenos y epitopos escogidos.

3.2.2. Estrategias para obtener resultados

a. Nivel de sistematizacion:

Hojas de tabulacion con los epitopos analizados.

b. Estudio de los datos:
Se realizaran por medio de herramientas computacionales descritas en

la metodologia.

c¢. Cronograma:

Mes Actividad
Junio Planificacién
Agosto Obtencion de epitopos
Septiembre Analisis computacional
Octubre Culminacion de tesis
Noviembre Sustentacion de tesis
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1. RESULTADOS
1.1 Justificacion

Imagen 20
Determinacion de los periodontopatégenos
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1.1.1 Factores de virulencia de Periodontopatogenos establecidos y

emergentes

Imagen 21

Factores de virulencia de Anaeroglobus geminatus

Anaeroglobus geminatus

Lacl family DNA-binding
transcriptional requlator

l

Regulador del dominio de unién de ADN
de la familia Lacl: Plegado de proteinas y
ADN

Imagen 22

Family efflux transporter

!

Familia transportadora de eflujo:

Transporte de sustratos para la
resistencia bacteriana.

Factores de virulencia de Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

Response requlador FsrA

l

Regulador de transduccién FsrA:

Destruye tejido conectivo (gelatina).

DNA-binding protein

!

Proteina de unidn al AND:

Metabolismo del ADN/modula la
transcripcidn.

Imagen 23

Factores de virulencia de Eubacterium saphenum

Eubacterium saphenum

MAG: acetolactate synthase
small subunit

v

DNA polymerase lll, subunit

]

Sub unidad pequefia de Acetolactato:

Catalizador de la primera etapa en la
sintesis de aminoacidos ramificados

(pirubato).

gamma and tau

!

Sub unidad Gama y Tau de DNA
polimerasa:

Replicacidn de ADN.
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Imagen 24
Factores de virulencia de Filifactor alocis

Filifactor alocis

Transglycosylase SLT domain- v DUF6630 family protein
containing protein

l v

Proteina gue contiene el dominio SLT Proteina DUF6630:

transglicosidasa: .. )
Desarrollo y adaptacidn bacteriana.

Resicla el peptidoglucang .

Imagen 25
Factores de virulencia de Fretibacterium fastidiosum
Fretibacterium
fastidiosum
|
ATPases with chaperone v 16S rRNA guanine 527
activity, ATP-binding subunit N7methyltransferase RsmG

l !

ARN ribosomal 165 guanine 527 N7
metiltransferasa RsmG:

ATPasa con actividad chaperona unida a
ATP: Determina la posicién de las proteinas

Plegado y transporte de proteinas ribosomales.

Imagen 26
Factores de virulencia de Mogibacterium timidum

Mogibacterium timidum

. - | Sugar-transfer associated
YafY fami rotein i ATP-grasp domain-containing

. protein

v !

Proteina de la familia YafY:

Proteina con dominio de agarre ATP
Proteina mensajera que coordina asociado a transferencia de azicar:
procesos biolégicos.

Metabolismo bacteriano.
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Imagen 27
Factores de virulencia de Peptoanaerobacter stomatis

Peptoanaerobacter
stomatis
|
|
O-antigen ligase * Phage protein

I !

Antigeno ligasa O: .
Proteina de fago:
Une a los nucledtidos en la replicacién ion b i
del ADN. Union bacteriana.

Imagen 28
Factores de virulencia de Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis

Protein-serine phosphatase v Fimbrilin

SerB

Proteina serina fosfatas SerB: Fimbrilina:

Metabolismo bacteriano. Forma la estructura de las fimbrias.
Imagen 29

Factores de virulencia de Porphyromonas endodontalis

Porphyromonas
endodontalis

T

\

|
Phosphoserine phosphatase + Fimbrial protein
SerB
Proteina serina fosfatas SerB: Proteina fimbrilina:
Metabolismo bacteriano. Forma la estructura de las fimbrias.
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Imagen 30
Factores de virulencia de Selenomonas sputigena

Selenomonas sputigena

Transglycosylase SLT domain- v Response requlator
containing protein transcription factor

l !

Proteina gue contiene el dominio SLT Factor regulador de transcripcidn:
transglicosidasa:

Resicla el peptidoglucano.
Regula la expresion de genes en la

célula.

Imagen 31
Factores de virulencia de Tannerella forsythia

Tannerella forsythia

Surface layer protein B, partial v Nucleotidyltransferase family
protein

l !

Proteina de la familia

Proteina B de |a capa superficial parcial: Mucleotidyltransferase:

Crecimiento y adhesién bacteriana. Resistencia bacteriana.

Imagen 32
Factores de virulencia de Treponema denticola

Treponema denticola

Flagellar hook-hasal body ¢ FIhB
complex protein FliE

: !

Proteina del complejo corporal basal R L
Proteina biosintética flagelar:
gancho flagelar:

Locomaocidn bacteriana. Movilidad del flagelo.
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Imagen 33
Factores de virulencia de Treponema vincentii

Treponema vincentii

Elagellar hook-basal body v Elagellar biosynthesis protein
complex protein FliE FIhB

| .

Proteina del complejo corporal basal

Proteina biosintética flagelar:
gancho flagelar:

i . Movilidad del flagelo.
Locomaocion bacteriana.

Imagen 34
Factores de virulencia de Treponema medium

Treponema medium

Flagellar hook-basal body i Flagellar biosynthesis protein
complex protein FliE FIhB

l l

Proteina del complejo corporal basal
gancho flagelar:

Proteina biosintética flagelar:

L. . Movilidad del flagelo.
Locomocidén bacteriana.

Imagen 35
Factores de virulencia de Treponema lecithinolyticum

Treponema
lecithinolyticum
|
|
Flagellar hook-basal body + Flagellar biosynthesis protein
complex protein FliE FIhB

! .

Proteina del complejo corporal basal , e
Proteina biosintética flagelar:
gancho flagelar:

L. . Movilidad del flagelo.
Locomacion bacteriana.
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1.1.1.1 Procesamiento:

a. WP_245527176.1 Lacl family DNA-binding transcriptional regulator

[Anaeroglobus geminatus]

Para comenzar con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la
naturaleza del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda
estructura ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta
inmune, este es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo),
un agente ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse
con la region variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patégenos, los cuales se pudieron conseguir con una
ardua y prolongada revision bibliogréfica en plataformas de investigacion cientifica.
>WP_245527176.1 Lacl family DNA-binding transcriptional regulator [Anaeroglobus

geminatus]

MGLQREIMRQEKPVHLTVVPYKVDELQKQLEREQNKFFNGIIIANMSDKDMEY
LEKASFPCPVVLFNRTSDKYGCVTMDNYEIGRNVGRHFIKKGCYHTGVLTHDT
SFPIMRMWMKGFLDVFAEAGHPIAAEDIILCNTSSASAVEVCEDLYRRGKMPQ
ALFCESDVLAHGVLYACHNLGLIIPNDLEVFTIGITMPELNDFAIPSLSRIDIPMGL
IGEECMRLITALIEKKKTVPTVIYIDGKKIAQSSPEK

EKPVHLTVVPY

Imagen 36
Modelado 3D de Lacl family DNA-binding transcriptional regulator
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el
epitopo del factor de virulencia del periodontopatdgenos.

Seguidamente, se procedid a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizo el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 37
prueba de antigenicidad de EKPVHLTVVPY

~ B -Etubacterium Saphenum - Pre % | @) AlphaFold Server X @ Vaxilen - predicting protective X @ Bioinformatics tool for allerger X | M websiiitd.eduin/raghava/texin. % | + - =] x

<« @ % ddg-pharmfacnet/vaxijen/scripts/Vaxilen_scripts/Vaxilen3.pl o L O

VaxiJen 2.0

VaxiJen RESULTS

Model selected: bacteria

[Threshold for this model: 0.4

[Vour Sequence:

EEDPVHLTVVDY]

|Overall Prediction for the Protective Antigen = 0.6801 ( Probable ANTIGEN ).
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este dltimo, y para cumplir su funcion
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la union a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgicas ni

tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevo a cabo en
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el servidor AllergenFP y ToxinPred especialmente.

Imagen 38
Prueba de alergenicidad de EKPVHLTVVPY

v B -Eubacterium Saphenum - Frc X | @) AlphaFold Server X | @ Vaxilen - predicting protective X @ Bioinformatics tool forallerger X ® websiiitd.eduin/raghava/toxin. X | + - X
& 5 C@ % ddg-pharmfacnet/AllergenFP/feedbackpy B r L0

©Data sets @ Method description (@) Contact

AllergenFP v.1.0

Bioinformatics tool for allergenicity
prediction

= 5 €6 - DD e @ - B AdpEEERY » B O

Imagen 39
Prueba de toxicidad de EKPVHLTVVPY
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar

el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




w==x . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE - @4CATOLICA

TESIS UCSM —¢@  DE SANTA MARIA

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.

Imagen 40
Plegado de EKPVHLTVVPY
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacién de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 41
Modelado 3D de EKPVHLTVVPY
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo

valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 42
Doking con MHC2 de EKPVHLTVVPY
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b. >WP_342610079.1 MATE family efflux transporter [Anaeroglobus geminatus]

Para se debe de entender la naturaleza del término, un epitopo es parte de un antigeno,
entendiéndose por esta toda estructura ajena al organismo que tiene la posibilidad de
desencadenar una respuesta inmune, este es diferente a un inmundgeno (que es lo que se
obtuvo en el presente trabajo), un agente ajeno al organismo que siempre va a generar
una respuesta inmune, al unirse con la region variable de un anticuerpo formando el

paratopo.
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El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patdgenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliogréfica en plataformas de investigacion cientifica.
>WP 342610079.1 MATE family efflux transporter [ Anaeroglobus geminatus]

MCPAEFLASCRCLCCTQYITCRFGTAFFHPLLYGLGADDVLYPFCAAYAVPLFLA
TPFTMAGLILDIFLVTAGQPRLALLSSLIGGIVNIVLEDYVTLFEVEEWGLSGAAVAT

GIGYSVSAFVGIWYFTTQQHRILRLTRPAWRPRAVLMAMGNGASEMVTQLSMS

VVIIVINNTMMRLAGAEGVAAISITQYMAELFAAVYLGYAEGVAALTSFCYGRK

DMAELRGIFRRSLKLIGAFALFTTALSILIAVPVTSVFVPAGSRVYELAVYGFRIYA
AGFLFVGFKTYGSSFFTALGDGRTSALLSFCHTMLFLLGFLYILPRIFGVDGVFM

ATPAADFCGACMAFVFFWQKRKVYQYG

LDYVTLFVFEWGLSGAA

Imagen 43
Modelado 3D de MATE family efflux transporter
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el

epitopo del factor de virulencia del periodontopatégenos.
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Seguidamente, se procedié a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utiliz6 el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un

resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 44
Prueba de alergenicidad de LDYVTLFVFEWGLSGAA
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Imagen 45
Prueba de antigenicidad de LDYVTLFVFEWGLSGAA
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como
resultado se obtiene modelos 3D de la estructura en cuestion en formato CIF.

Imagen 46
Prueba de toxicidad de LDYVTLFVFEWGLSGAA
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Imagen 47
Plegado de LDYVTLFVFEWGLSGAA
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacién de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL,; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 48
Modelado 3d de LDYVTLFVFEWGLSGAA
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actiien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unidn de las estructuras antes mencionadas, es preciso sefalar
que en base a los principios de la termodinamica, cuando la union entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo

valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.
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Imagen 49
Doking con MHC II de LDYVTLFVFEWGLSGAA
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c. >WHP_338350101.1 response regulator FsrA [Enterococcus faecalis]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza
del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura
ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este
es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patégenos, los cuales se pudieron conseguir con una
ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacion cientifica.

>WP_338350101.1 response regulator FsrA [Enterococcus faecalis]

MAIYILEDQIIQAKALEALVTNILHSRNIYNETIHLFSRSDELLQVAHQDAQLNIF
FLDIQMNNHIQAGFEVAKEIRKTDSESLIVSTHTELVLTSYKYMVSALQFIQKNV
DFLDFQKEVETCVDAYIQQKENIKTKSEFIINLKASSIKMDINDIYFFQTEYDHR
VSMVGKNFKREFYGTLSKIEQLHPDLIRVHQSHINKKYASKLNYKTHLLTMRD
GTEVPVSRRYYTQVKALFLT

IYILEDQIIQAK
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Imagen 50
modelado 3D de response regulator FsrA
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el
epitopo del factor de virulencia del periodontopatdgenos.

Seguidamente, se procedi6 a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizo el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 51
Prueba de antigenicidad de IYILEDQIIQAK
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este Gltimo, y para cumplir su funcién
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la union a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgicas ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos toxicos, dicho testeo se llevé a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.

Imagen 52
Prueba de alergenicidad de IYILEDQIIQAK
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Imagen 53
.
Prueba de toxicidad de IYILEDQIIQAK
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.

Imagen 54
Plegado de IYILEDQIIQAK
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
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a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacion de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL,; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 55
Modelado 3D de IYILEDQIIQAK
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizo en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso sehalar
que en base a los principios de la termodinamica, cuando la union entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unidén no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo

valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.
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Imagen 56
Doking con MHC II de IYILEDQIIQAK

d. >GAU72619.1 DNA-binding protein [Alcaligenes faecalis subsp. faecalis NBRC
13111]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza
del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura
ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este
es diferente a un inmundégeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patégenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacion cientifica.
>GAU72619.1 DNA-binding protein [Alcaligenes faecalis subsp. faeccalis NBRC 13111]

MSASQIESTEPIELPLLPLRDVVVFPHMVIPLFVGRPRSIKALELAMESGNNIMLVY
AQKSAGKDDPAPEDLYEIACAASILQMLKLPDGTVKVLVEGLQRARITQVQDAE
THFMASVVEVPGDAGDAAETEALRRAVLGQFEQYVKLNKKIPQEILTSLTGIDD
AGRLADTIAAHLPLKLEQKQGMLETPKALERLEGLLSQLEGEIDILQVEKRIRGR
VKKQMEKSQRDYYLNEQVKAIQKELGEGEDGADVEELEKRIEQAQLSKEALK
KAESEMKKLKLMSPMSAEATVVRNYIETLVGLPWRKKSRINNSLSNAEEVLDA
DHFGLEKVKERIVEYLAVQQRVDKLKAPILCLVGPPGVGKTSLGQSIAKATNRK
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FIRMALGGVRDEAEIRGHRRTYIGSMPGKVVQNMSKVGVRNPLFLLDEIDKMG
ADFRGDPSSALLEVLDPEQNHTFQDHYLEVDYDLSDVMFVATSNTLNIPPALLD
RMEVIRLSGYTEDEKVRIAFDYLLPKLMKNNGVREGELEVTEDAVRDIVRYYTR
EAGVRSLEREISKICRKVVRKLLVANPQAGTRAARNKTLTQETLVVNAANLNDY
LGVRRFSFGLAEKENKVGLVTGLAWTEVGGELLTIEVADMPGKGNVLRTGSIGD
VMKESVEAARTVVRSRAQKWGIANSVFEKRDLHVHFPEGATPKDGPSAGIAITT
AIVSSLTGIPVRADVAMTGEITLRGEVLPIGGLKEKLLAAQRGGIKTVMIPEENV
KDLADIPDNVKNTLEIIPVRWIDRVLEVALQDAVTPLSDEEVARLAAEALAATRA
AGAGSESFKH

SQILSTEPIELP

Imagen 57
Modelado 3D de DNA-binding protein
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el

epitopo del factor de virulencia del periodontopatdgenos.

Seguidamente, se procedié a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizd el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un

resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.
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Imagen 58
Prueba de antigenicidad de SQILSTEPIELP
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este ultimo, y para cumplir su funcién
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la unién a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica
que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgica ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos toxicos, dicho testeo se llevo a cabo en
el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 59
Prueba de alergenicidad de SQILSTEPIELP
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Imagen 60
Prueba de toxicidad de SQILSTEPIELP
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3D de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 61
Plegado de SQILSTEPIELP
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generaciéon de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL,; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 62
Modelado 3D de SQILSTEPIELP
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo

valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 63
Doking con MHC II de SQILSTEPIELP
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e. >MBP1563226.1 MAG: acetolactate synthase small subunit [Eubacterium
saphenum ATCC 49989]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza
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del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura
ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este
es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patégenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacion cientifica.
>MBP1563226.1 MAG: acetolactate synthase small subunit [Oscillospiraceae bacterium]

MKHTISVLVENHAGVLARVAGLFARRGFNIDSLAVGVTDDVNVSRITIVADGS
DYTLEQIEKQLNKLIDVIKVKTLAPENMVSRELILIKVSCSAKQRSEIISICDLAH
GKISDISANSITIEISDSAQNLNNFEELLRPYGIKEIVRTGTIAIQKGEQAVSVRN
LAPENMVSR

Imagen 64
Modelado 3D de acetolactate synthase small subunit
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras

comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoécidos que constituyen el
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epitopo del factor de virulencia del periodontopatégenos.

Seguidamente, se procedié a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utiliz6 el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 65
Prueba de antigeniciad de LAPENMVSR

~ D MAG: acetolactate synthase st X | &) AlphaFold Server X @ Vaxilen - predicting protective X @ Bioinformatics tool for allerger. X | ®' websiiiitdeduin/raghavaftoxic X | + — X

< @ %5 ddg-pharmfacnet/vaxijen/scripts/Vaxilen_scripts/Vaxilen3.pl B W s @

VaxiJen 2.0

Model selected: bacteria

(Threshold for this model: 0.4

[Your Sequence:

LADPENMVSR|

|Overall Prediction for the Protective Antigen = 0.7776 ( Probable ANTIGEN ).

« 5 @ @ -~ O % & @ & ADPRBEEBY B 00 O

Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este ultimo, y para cumplir su funcién
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la unién a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgicas ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevo a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 66
Prueba de alergenicidad de LAPENMVSR
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Imagen 67
Prueba de toxicidad de LAPENMVSR

v B MAG: acetolactate synthase s X | @) AlphaFold Server X | @ Vaxilen - predicting protective X | @ Bioinformaticstool forallerger. X W websiitd.eduin/raghavastoxic X+ — X
€ > G % websiiitd.eduin/raghavatoxinpred/submitfreq_S.php?ran=2060 Bg & ¥ s 0
Generation of Pepfide Analogs and Prediction of their Toxicity -
o job 45 2050
= -
= 5= @ 60 -~ DD & @ - B8 M@ ~rp@s@owe MO

Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 68
Plegado de LAPENMVSR
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generaciéon de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software

PyMOL,; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 69
Modelado 3D de LAPENMYVSR
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo

valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 70
Doking con MHC II de LAPENMVSR
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f. >EEU04035.1 DNA polymerase Ill, subunit gamma and tau [Eubacterium
saphenum ATCC 49989]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la
naturaleza del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda
estructura ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta

inmune, este es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo),

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v#==. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE = -~ fCATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

un agente ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse

con la region variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patégenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacién cientifica.

>EEU04035.1 DNA polymerase III, subunit gamma and tau [Eubacterium saphenum
ATCC 49989]

MQGKSNALYTRFRPNTFDEVIGQENIIKVFLNQLKAGSVSHAYLLCGIRGTGKTT
LARLMAKAVNCLDPQKKPCGACENCRSITEESHMDVIEIDAASNNGVDDVRELI
DTVAYPPSVAEKKVYIIDEVHMLSQGAFNALLKTLEEPPSHVIFIFATTDPNKIPKT
ILSRCMRFDLRRITESDLVKRLGFVCESCSREIEEDALKLIAVNAEGSLRDALSILE
QVMAIDEGIITREDVLESLHAVGDGKIEIMDGVLSNDLEKAIVTCNNAFDDGKD
EKQFLNDLLIYLRNMMLAKVSGELDALINMHSDDINELKRQASGVSMDFIERAI
FEIVRIIDLSKGASYPRILIEAGLIKVSNCLSPDKSIKKEETKPSGIKKSSNVGKNT
NDEMPVTPAETSAPVAKSQEGMAQGKSEKDTTTENNEFIFESDELSGLSISIDKLT
GKKEEKTKKRDIKDVMKEVYNIDVVEEE

ESHMDVIEIDAAS

Imagen 71
Modelado 3D de DNA polymerase I1II, subunit gamma and tau
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el
epitopo del factor de virulencia del periodontopatdgenos.

Seguidamente, se procedid a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizo el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 72
Prueba de antigenicidad de ESHMDVIEIDAAS
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este ultimo, y para cumplir su funcién
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la unién a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgica ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevé a cabo en
el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Imagen 73
Prueba de alergenicidad de ESHMDVIEIDAAS
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Imagen 74
Prueba de toxicidad de ESHMDVIEIDAAS

~ B DNApolymeraselll, subunitg= X | {1 Clustal Omega < EMBL-EBI X | @ Vaxilen - predicting protective X | @ Bioinformatics tool for allerger X ) websiitd.eduin/raghavastoxic X + - x
€ 5 @ % websiitd.edu. pred S.php?ran=1884 Bga % @ :
Pephde Sequence _|Mutabon Positon ¢ | SV score ¢ | Predicton o | Aydrophobiaty + | Hydropathcty  |Hydrophiicny ¢ | Charge o [Nolut -
ESADVIEDAAS _ NoMuaton 084 Nonain 08 an 03 ECNRTED
Mutant Peptides
= T 0% | MorTon 00 0% 3 =]
' 080 | MonTain a0 04 05
' 12| NonTodn o0 an 03
' A | NonTain 003 048 20 16248
' 0% | MonTon 000 023 2 134454
' 081 | MonTain 005 o2 o 12am
' 108 | NonTedn 004 081 01 140078
' 12| NonTodn a0 an 03 14178
' 12 | NonTodn ooz 0% <01 14078
1 108 | NonTadn oo 041 o 14178
' 075 | MonTon am a0 015 140150
i 103 | NonTodn om 014 013 132670
' 08¢ | NonTain o0 an 01 161872
' 087 | NonTain o1s e 0 1T
' 07| MonToun a0 2 015 1575
' 088 | NonTain am 021 w10 1800
' g6 | NonTain ooz 0z o 13872
WSHVDVEDARS: ' 12| NonTodn 001 o T 17320
YSHNDVIEDAAS ' 0% | MonToin Er ot 205 1508
E 2 N Tesin am o 030 am | 1som
2 Non-Tain a0 025 0z 1278
2 Non-Tain a0 an 057 111
2 Non Tain Y P o5 14t
2 on Tain 000 oz ats 147820
2 Nen Tesin o 002 o e
2 Non-Tain a8 am 030 1a7
2 o Tain 001 040 0z 14270
2 Non Tain E 2z o5t 1
2 Nen Tesin 000 038 020 1270
2 Non-Tain Er oz 02 102
2 Non-Tain am an 03 132
2 N Tain s v oz 12874
2 Hon Txin a0 an 03 s
2 N Tesin a8 am o5t 1uase1
2 Non-Tain a8 000 03 16072
2 o Tain 00 o3 0z 128
2 Non Tain Er a2 o 151524
2 N Tesin o s w1 1280
@ Non-Tain a0 03 03 400 | 108
s Non-Tain Frs 04 [ 400 | 1209
: Non Tain e s o5 00 | 1as
s on Tain o am 08 500 | 1sasr
5 Nen Tesin 001 0ss oz 400 | aam M

oD% 8 APBBEDW = O

Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3D de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 75
Plegado de ESHMDVIEIDAAS
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacion de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 76
Modelado 3d de ESHMDVIEIDAAS
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo
valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 77
Doking con MHCII de ESHMDVIEIDAAS
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g. >WP_314025063.1 transglycosylase SLT domain-containing protein [Filifactor

alocis]

Continuando con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza

del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura
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ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este
es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patdgenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliogréafica en plataformas de investigacion cientifica.
>WP_314025063.1 transglycosylase SLT domain-containing protein [Filifactor alocis]

MKKY SLIIFCFIVFSMFQVVWAEDNIMEEASTLGNKEIVTQTENKGEGSKLEIKD
EKLPLDFYEAKSSVENQVTEQNMTSVAEEKKSTASKKEESKKATTQKVIVNNK
GYLQFIAKKNPKLSAQQRELIVSSVEKAAKKYNVRSSMIMAVMWKESTFQPNT
KTGPCHGLMQLHHSYCGLSKSEIYDIEKNILQGTRELSSNLKKYGGNEVMALT
AYNVGVGNVARGNYQTVYAKNVLAKEQNITAFARK

KEESKKATTQKVIVN

Imagen 78
Modelado 3D de transglycosylase SLT domain-containing protein
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoécidos que constituyen el

epitopo del factor de virulencia del periodontopatdgenos.
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Seguidamente, se procedié a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utiliz6 el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 79
Prueba de antigenicidad de KEESKKATTQKVIVN
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este Gltimo, y para cumplir su funcién
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la union a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgica ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevé a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 80
Prueba de alergenicidad de KEESKKATTQKVIVN
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Imagen 81
Prueba de toxicidad de KEESKKATTQKVIVN
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 82
Plegado de KEESKKATTQKVIVN
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacion de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL,; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 83
Modelado 3D de KEESKKATTQKVIVN
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo

valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 84
Doking con MHC II de KEESKKATTQKVIVN
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h. >WP_314882123.1 DUF6630 family protein [Filifactor alocis]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la
naturaleza del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda
estructura ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta

inmune, este es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo),
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un agente ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse

con la region variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patégenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacién cientifica.
>WP 314882123.1 DUF6630 family protein [Filifactor alocis]

MTKEERAEKWFEKISDSESISLEKKMEICHKAAIGMVVIFFGIYIHERFLLYKLTD
GQLFYYMADILNTMSKDVHTRNQYRGLAIVGGVMVLPLMIVPFFATMLFKKQ
YIKYQVEKLKDTMKVNGSRSEVYSGPSTKKEQKKDFNCSDWVLDVDGTEQDG
FTEKELKQQLESIQKGDIDFIILTPPEPIRIQTVGCLCNFIQVCQDKDSNYFHLEVG
TVSEKRNNDILIY GKDGLAEDETMAIFRKVIDYSTSFDVKEWEVVLDLGTNSDV
ESYRKMVALLTENTEVRSNLEFCLESPQQYYKEKADIYEERCIDGNQEDKTIIWI
GMVDEMLSGNEAIELDWKTDAEDFFYEMKSLANRHRLEIQEDWFKKDDDIPT
WCEVLDEKWMDKDFCVGGMDIDSDSYVLFVCQAEVLKQLSELGQQVGQRFD
FAKNM

LESIQKGDIDFIILTP

Imagen 85
Modelado 3D de DUF6630 family protein

GGG O N - e =

Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras

comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




- UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

epitopo del factor de virulencia del periodontopatégenos.

Seguidamente, se procedié a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utiliz6 el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 86
Prueba de antigenicidad de LESIQKGDIDFIILTP

~ B DUFS630 family protein [Filifac % Clustal Omega < EMBL-EBI X @ Vaxilen- predicting protective X @ Bioinformatics tool forallerger. X | B websiiitd.eduin/raghavartoxin X | + - X

<« G % ddg-pharmfacnet/vaxijen/scripts/Vaxilen_scripts/Vaxilen3.pl B *x @ :

VaxiJen 2.0

Model selected: bacteria

[Threshold for this model: 0.4

[Vour Sequence:

LESIQRGDIDEIILTH

|Overall Prediction for the Protective Antigen = 0.6508 ( Probable ANTIGEN ).
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este ultimo, y para cumplir su funcién
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo I (MHCII). En el primer caso, la unién a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgicas ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos toxicos, dicho testeo se llevo a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 87
Prueba de alergenicidad de LESIQKGDIDFIILTP
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Imagen 88
Prueba de toxicidad de LESIQKGDIDFIILTP
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Generation of Pepfice Analogs and Prediction of their Toxicity
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3D de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 89
Plegado de LESIQKGDIDFIILTP
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Imagen 90
Modelado 3D de LESIQKGDIDFIILTP

De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacion de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software

PyMOL,; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

B rymoL — X
File Edit Buld Movie Display

) Zoom
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo
valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 91
Doking con MHC 1I de LESIQKGDIDFIILTP
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i. >CBL29051.1 ATPases with chaperone activity, ATP-binding subunit

[Fretibacterium fastidiosum]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la
naturaleza del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda

estructura ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta
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inmune, este es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo),
un agente ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse
con la region variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patdgenos, los cuales se pudieron conseguir con una
ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacion cientifica.

>CBL29051.1 ATPases with chaperone activity, ATP-binding subunit [Fretibacterium

fastidiosum]

MWQFFTERGKRVIQLAHHEALQMGHPMVEPEHLLVGLAQEGGGIACRALIELD
VSPERLCTHIREIMGRSQPASRPIDLPLSPRMKRALELSMVEARKMGVNYVDTE
HILLGVLADESSMVVQHFLTMGITREAVLKQVTTIIEASAVSAGGGQGQNVELL
TDRLKRQSRSRTPTLDQLGVDLTRKARDGELDPVIGREREIRRVIQALCRRTKS
NPVLIGDPGVGKTAIVEGLAQKIASGAAPDPLREKRIIQLNTANLVAGTKYRGEF
EERLRRIVKELSDSGEVILFVDEVHTIVGAGSAEGAMDAANILKPSLSRGKFQMI
GATTQAEYHKYVERDSALERRFQPILIEEPGIEDSVSILRGLRDRYEEHHQVTFT
NDALQAAASLSSRYVQDRFLPDKGIDLIDEAGARTRLRSLDPPESVRELERRLA
DTQRQKEEAVLNQQFERAAQLRDEEHALADQLEAAMEEWRSGRSEARVEVTG
EDIAEVVAEMTGIPVKQLTETETERLLRMEDEISSRLIGQDEAVSAVARAIRRAR
TGLHDPRRPIGSFLFMGPTGVGKTELARCLARFLFGREDAMIRIDMSEFMEKHE
VSKLLGAPPGYVGHESGGKLTEAVRRRPYSVILFDEIEKAHAEVYNVLLQILDD
GHLTDGQGRRVDFRNTVIIMTSNVGAKEAQQGSALGFGSAEASEQRNWEHQK
AVIMEEAQRTFRPEFLNRIDEMAVFRPLSRDSLLRIVDAMLAELDGRLKGQGLS
LDVSVGAKEKILEKGFKPKYGARPLRRAIQSLLEDRLADSLLARKFADGTRIDV
DVEDGELRLAPHGAKD

PRMKRALELS
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Imagen 92
Modelado 3D de ATPases with chaperone activity, ATP-binding subunit
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el
epitopo del factor de virulencia del periodontopatégenos.

Seguidamente, se procedi6 a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizo el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 93
Prueba de Antigenicidad de PRMKRALELS
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este Gltimo, y para cumplir su funcién
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la union a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgicas ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos toxicos, dicho testeo se llevé a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.

Imagen 94
Prueba de alergenicidad de PRMKRALELS
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Imagen 95
Prueba de toxicidad de PRMKRALELS
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como
resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.

Imagen 96
Plegado de PRMKRALELS
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacién de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL,; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 97
Modelado 3D de PRMKRALELS
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la union de las estructuras antes mencionadas, es preciso sefalar
que en base a los principios de la termodinamica, cuando la union entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unidén no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo

valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.
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Imagen 98
Doking con MHC II de PRMKRALELS
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Jj. >WP_208872854.1 16S rRNA (guanine(527)-N(7))-methyltransferase RsmG

[Fretibacterium fastidiosum]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza
del término, un epitopos es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura
ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este
es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patdgenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacion cientifica.

>WP 208872854.1 16S rRNA (guanine(527)-N(7))-methyltransferase =~ RsmG

[Fretibacterium fastidiosum]|

MALAEVEFQGADGLGEREEKDKKRASFGGATPAQGPGPAEIEETHRAVLRRYA
DLLASCTTARLTGTRGAEELYSLHVADCLESVPFLPPTGQVLDLGSGGGLPGLV
WAICRPDLRILLLDSVGKKCRAVQEIAEALALSNVTVLCTRSEEAARTRRESFAL
AGARAVASAGVTAELLSPFVEVGGVLLTFKGPKLDAELAEVRGRWQGLGLRAP
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LIYGYGGPESSRRLVLWEKAWPCPRAYPRPAGAASMKGWWL
GGATPAQGP

Imagen 99
Modelado 3D de 16S rRNA (guanine(527)-N(7))-methyltransferase RsmG
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoécidos que constituyen el

epitopo del factor de virulencia del periodontopatégenos.

Seguidamente, se procedié a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utiliz6 el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un

resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.
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Imagen 100
Prueba de antigenicidad de GGATPAQGP
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Model selected: bacteria

(Threshold for this model: 0.4

[Vour Sequence:

GGATPAQG]

[Overall Prediction for the Protective Antizen = 1.3015 ( Probable ANTIGEN ).
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este Gltimo, y para cumplir su funcién
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la union a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgicas ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevé a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 101
Prueba de antigenicidad de GGATPAQGP
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Imagen 102
Prueba de toxicidad de GGATPAQGP

v ) 165 RNA (uanine(s27)}N(T))- X | @) ClustalOmega <EMBLEBI X | @ Vadlen - predicting protective. X | @ Bioinformaticstool forallergen X W websiiitdeduin/raghavaftoxin X + = x
€ > C % websiitd.edu.in/raghava/toxinpred/submitfreq_S.php?ran=62196 B a *x @ :

Generation of Pepfide Analegs and Pregiction of thei Toxicity

ADPABED e 15/‘:9:1/2;024 )

Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 103
Plegado de GGATPAQGP
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacién de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 104
Modelado 3D de GGATPAQGP
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actlien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo
valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 105
Doking con MHC II de GGATPAQGP
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Results Molecule visualization
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k. >WP_281523002.1 YafY family protein [Mogibacterium timidum]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza
del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura
ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este

es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
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ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patégenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacién cientifica.
>WP_281523002.1 YafY family protein [Mogibacterium timidum]

MEIDFKENKGFRLLQLYERLSRGEIVRKAELAQKFAVTDKTIQRDIEELRAYLA
ETRTDAGEASIVYERSRGGYLLSHAASEWLTNEDVLAVCKILLESRAFCREELD
ALLKKLLRQTAPQDRAQVRKLILSEQHYYVPLRHGKKLLSAIWELSQHMTAQH
TIRISYCRQDGTEREHEVNPVAIMFSYFYLIAYLADGRKEFPTIFRIDRIAHFEAT
GATFRVTHSGKFSDGEFRKRIQFMYAGELRRVTFDYSGTSVEAVLDRLPTAKIIS
EDGGIYRITAEVYGNGIDMWLRSQGDAVKVL

RKAELAQKFAV

Imagen 106
Modelado 3D de YafY family protein
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el

epitopo del factor de virulencia del periodontopatégenos.
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Seguidamente, se procedié a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utiliz6 el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 107
Prueba de antigenicidad de RKAELAQKFAV

v @ AlphaFold Server X @ Vaxilen- predicting protective X @ Bioinformatics tool for allergen. X | B websiitd.eduinfraghavaftoxin, X | + - X
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VaxiJen 2.0

Model selected: bacteria

[Threshold for this model: 0.4

[Vour Sequence:

RRAELACKFAV

|Overall Prediction for the Protective Antizen = 0.5888 ( Probable ANTIGEN ).
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este Ultimo, y para cumplir su funcion
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la unién a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgica ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevo a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 108
Prueba de alergenicidad de RKAELAQKFAV
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Imagen 109
Prueba de toxicidad de RKAELAQKFAV
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 110
Plegado de RKAELAQKFAV
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacion de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 111
Modelado 3D de RKAELAQKFAV
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo
valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 112
Doking con MHC II de RKAELAQKFAV
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I. >WP_314932645.1 sugar-transfer associated ATP-grasp domain-containing

protein [Mogibacterium timidum]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza
del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura

ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este
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es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patdgenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacion cientifica.

>WP_314932645.1 sugar-transfer associated ATP-grasp domain-containing protein

[Mogibacterium timidum]

MRADFLYKLRVLSGARFSKLNEVTTEINKRCGKSKAGIIEDIFHCYRKFGSGYYD
YIIYHFYELDDSMRDTYMTRMRSKKLVTFLNDPEMAKLFDNKNQFDEVFKEFIS
RDYLDAVNCDLAEATRFYNENEIGFAKMLDLACGKGAEIIRMADFENAEAFYN
YIKEKGFGVVEEYLINHDKIREVYKPALNTMRMITIIGDDGQPHLFFAAQKFGV
HGRFIDVHGIHAPIDLETGVVHFPEHSGNTDTDLIYTKHPDTGYDLTEYEVPMFR
EAKDMILKAAMKVPEMRY VGWDVAVTNKGPKIVEGNNYTAYDYMQLPQQNP
GRVGVIPDILKLVPSFKDELYK

PFHSGNTDT

Imagen 113
Modelado 3D de sugar-transfer associated ATP-grasp domain-containing protein
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el
epitopo del factor de virulencia del periodontopatdgenos.

Seguidamente, se procedid a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizo el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 114
Prueba de antigenicidad de PFHSGNTDT
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este Gltimo, y para cumplir su funcion
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la union a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe

cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgicas ni
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tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevo a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.

Imagen 115
Prueba de alergenicidad de PFHSGNTDT
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Imagen 116
Prueba de toxicidad de PFHSGNTDT
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3D de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 117
Plegado de PFHSGNTDT
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacién de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 118
Modelado 3D de PFHSGNTDT
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
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acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizo en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la union de las estructuras antes mencionadas, es preciso sefalar
que en base a los principios de la termodinamica, cuando la union entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la union no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo
valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 119
Doking con MHC 11 de PFHSGNTDT
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m. >WP_009527934.1 O-antigen ligase [Peptoanaerobacter stomatis]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza
del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura
ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este
es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.
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El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patdgenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliogréfica en plataformas de investigacion cientifica.
>WP_009527934.1 O-antigen ligase [Peptoanaerobacter stomatis]

MDLKRFIKILPFILGLLIIPVTMRLVEVQIPFEVQMHWKGVGVDNDILSYAKSVM
LISGVIVAGILFFTISSESHKIKSLKPFITAFAVLLFMAIISTIFGGNGVISYGGAPSR
YEGLYAYIGYFILFFYALTIEYDKKTEHSHIVLAIFTVLCGIVGFTQYIGKDIFLRP
FATSLYIPEALKEYRSAMTVTQFSFKNMYLFTTHYNYSSMLMSVVSMFWCLYF
VCVKEKKYKISGLMSVLSVLMLLGANARSGVMAVFISGIILCITFISKIISNKKM
SMVALAVIVIFVGITAKLGMMSRFTSLVEDIKKISASGKQEEVYIREQIPLKDIKT
DDTSYTIHYNDVTLKFDNKQSSFYDENGTVLAFETPEQGSVVFKDGRYANFSIG
VTKRKSNVDETEHLYHLVKIDGNLFNFDVTDKVQFVNHLGMPMYPEKAERIGF
KGMERLGSGRGFITASTIPLILKSPLIGYGPDAFLQIFNQDDIYTKMYVYGNPNE
LVDKPHNLYLLYAINFGVIGLGAFLFHILLIVKMKRKYKEDLLSDNAIYIGAFAG
VLAYMGSGFFNDSVVAVSPIFWILLGIAVSGVDFKIKNKFGVNKK
KEYRSAMTVT

Imagen 120
Modelado 3D de O-antigen ligase
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
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comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el

epitopo del factor de virulencia del periodontopatégenos.

Seguidamente, se procedié a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizé el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 121
Prueba de antigenicidad de KEYRSAMTVT
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IModel selected: bacteria

[Threshold for this model: 0.4

[Vour Sequence:

KEYRSAMTVT

|Overall Prediction for the Protective Antigen = 0.5739 ( Probable ANTIGEN ).
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este ultimo, y para cumplir su funcion
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la union a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgicas ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevo a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 122
Prueba de alergenicidad de KEYRSAMTVT
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Imagen 123
Prueba de toxicidad de KEYRSAMTVT

~ @ AlphaFold Server X | @ Vaxilen - predicting protective . X | @ Bioinformatics tool for allergen. % ) websiitdeduinfraghavaftoxic. X + — X

Generation of Pepfide Analogs and Prediction of their Toxicity

~ADBBOE DD EP 9113;324 ™

Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 124
Plegado de KEYRSAMTVT
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacion de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software

PyMOL; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 125
Modelado 3D de KEYRSAMTVT
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actlien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo

valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 126
Doking con MHC II de KEYRSAMTVT
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n. >WP_009530845.1 phage protein [Peptoanaerobacter stomatis]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza
del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura
ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este

es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
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ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patégenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacién cientifica.
>WP_009530845.1 phage protein [Peptoanaerobacter stomatis]

MILFDRQATLQIGSKLYKSDDIDIEFNVPFSTENEPDISEISVYNLSPASIANIKKDT
KVVLSAGYKNNIGLLISGNVATFKTTIETVDKKTTMKVATAINAWKEMKIHKTY
AKGTTSQDILSDLINNFGVTIADMSVVKNVMYKKGKTVSGRLKDVVKKLALET
DSKFYMDKDRAY VRDYKKGTQSGFVLSSFTGLLGSPEAAEIKEGQKSTKQGWK
LKCLLNHNIFTDSIOVLDSKLVKGNFRVVKGRHTSEWITEMEVV

ISEISVYNLSPA

Imagen 127
Modelado 3D de phage protein
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el

epitopo del factor de virulencia del periodontopatégenos.

Seguidamente, se procedi6 a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
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determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizo el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 128
Prueba de antigenicidad de ISEISVYNLSPA

~ B phage protein [Peptoar % Clustal Omega < EMBL. X @ Vaxilen - predicting pre X @ Bicinformatics tool for - X | B websiitdeduinfragha. X | @8 Cartmansde Otros 9 X | + — x

<« G % ddg-pharmfacnet/vaxijen/scripts/Vaxilen_scripts/Vaxilen3.pl B W = Q

VaxiJen 2.0

IModel selected: bacteria

[Threshold for this model: 0.4

[Vour Sequence:

ISEISVYNLSPA

|Overall Prediction for the Protective Antigen = 0.5838 ( Probable ANTIGEN ).
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este altimo, y para cumplir su funcién
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la unién a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgicas ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevo a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 129
Prueba de alergenicidad de ISEISVYNLSPA
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Imagen 130
Prueba de toxicidad de ISEISVYNLSPA
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 131
Plegado de ISEISVYNLSPA
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generaciéon de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software

PyMOL; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 132
Modelado 3D de ISEISVYNLSPA
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo
valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 133
Doking con MHC II de ISEISVYNLSPA
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0. >WHP_088528538.1 protein-serine phosphatase SerB [Porphyromonas gingivalis]
y >WAP_315334087.1 phosphoserine phosphatase SerB [Porphyromonas

endodontalis]

En este caso el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza del
término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura ajena
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al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este es
diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia de ambos periodontopatdgenos, los cuales se pudieron conseguir
con una ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacion
cientifica ademas de utilizar servidor Clustal Omega, con el fin de poder encontrar
estructuras homologas en ambos microorganismos, dado que estos pertenecen a la misma
familia.

Imagen 134
BLAST de protein-serine phosphatase SerB
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>WP_088528538.1 protein-serine phosphatase SerB [Porphyromonas gingivalis]

MSTTRKLILANIHGVDKPGVTAELTAILAKHNAFILDIGQADIHNNLSLGILFQT
DESHSGSILKDLLFKSYELDVTVRFEPITEEAYSEWVGMQGRNRYTVVARKIT
AEMIAGIARSSAEQGLNIDDIKRLTGRIPLNETDRSPKASVEFSMRGTPTDIEKLQ
RNFMEMASQLNMDISFQRESMFRRMRRLICFDMDSTLIQTEVIDELAIRAGVGD
RVKAITESAMRGEIDFTESFRQRVALLKGLDVSVMQEIAESLPITEGVERLMKIL
KMVGFKIAILSGGFTYFGNYLAKKFGIDYVYANELEVKDGKLTGRYVGEVVDG
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RRKAELLKLIAQVEKIDLMQTVAVGDGANDLPMIGLAGLGIAFNAKPKVKATA
QQSLSTVGLDGVLYFLGYKDSHIDDELLTEKL
LYFLGYKDS

Imagen 135
Modelado 3D de protein-serine phosphatase SerB
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>WP_315334087.1 phosphoserine phosphatase SerB [Porphyromonas endodontalis]

MQNKNKLLLATIQGTDRPGVTASLMQILAEHDAFILDIGQADIHSNLNLGILFQT
TEEASGKILKDLLFRSYEMGVSIRFSPITNENYTHWVEAQGKNRYITVVAHKIT
AEMLAALTEEAASQGLNIDNIRRLTGRIPLEKDARAPMASIEFSMRGTPNDLDT
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VLKFMGYKIAILSGGFTYFGHYLQKKFGIDYVYANQLEVGEDGKLTGRYVGEI
VDAHRKAELLKLIAQVEKVDLQQTVAVGDGANDLLMLREAGLGIAFHAKPKYV
KATARQSISFVGLDGILYFLGYKDSMFDETLINHQII

LYFLGYKDS

Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el

epitopo del factor de virulencia del periodontopatégenos.

Seguidamente, se procedio a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
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determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizo el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un

resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 136
Prueba de antigenicidad de LYFLGYKDS
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este Ultimo, y para cumplir su funcion
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la unién a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgica ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevo a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 137
Prueba de alergenicidad de LYFLGYKDS
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Prueba de toxicidad de LYFLGYKDS
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacién de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL,; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 139
Modelado 3D de LYFLGYKDS
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitira que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la union de las estructuras antes mencionadas, es preciso sefalar
que en base a los principios de la termodinamica, cuando la union entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la unidn, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo

valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.
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Imagen 140
Doking con MHC 11 de LYFLGYKDS
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p. >BAA04626.1 fimbrilin [Porphyromonas gingivalis] y >WP_314813268.1
fimbrial protein [Porphyromonas endodontalis]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza
del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura
ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este
es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia de ambos periodontopatdgenos, los cuales se pudieron conseguir
con una ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacion
cientifica ademés de utilizar servidor Clustal Omega, con el fin de poder encontrar
estructuras homologas en ambos microorganismos, dado que estos pertenecen a la misma

familia.
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Determinacion de proteinas comunes con fimbrilin
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Imagen 142
Aminoacidos comunes con fimbrilin
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Imagen 143
BLAST de fimbrilin
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>BAA04626.1 fimbrilin [Porphyromonas gingivalis]

MVLKTSNPNRAFGNAGDEAKVAKLTVMVYKGEQQEAIKSAENATKVENIKCS
AGQRTLVVMANTGGMELAGKTLAEVKALTTELTEGNQEAAGLIMTAEPVEVTL
VAGNNYYGYDGSQGGNQISQDTPLEIKRVRARIAFTKIEVTMSQSYANKYNFAP
ENIYALVAKKKSNLFGASLANNDDAYLTGSLTTFNGAY TPANY THVDWLGRDFT
EPSNNAPQGFYVLESTYAQNAGLRPTILCIKGKLTKHDGTPLSSEEMTAAFNAG
WIVANNDPTTYYPVLVNFESNNYTYTGEAVEKGKIVRNHKFDINLTITGPGTNNP
ENPITESANLNVNCVVAAWKGVVQNVIW

>WP_314813268.1 fimbrial protein [Porphyromonas endodontalis]

MKAKVLMTGLISLALMAVGCKNNKEVEPKEKGNAKVSVVVAGNASGMRAYG
DEGQEKQIQKLTAIVYKGEVQEAFKEGEPGAAEVKNIECTAGERTLVVLANVPE
SMDLVGKTMTELKQMTYDLAEDAK THGKLLMTSEFTPITLKAGNNYYGYDNT
VGNPADEHISAGAPLQIKRVHAAIAFEGVKVTFKPEYKDFDVKFDKGMVLALIA
KKNSKIFGASLYNAATQDYLYGAAVPHGTLTPTNYTEAAWLKTDINQVDIKESD
MKKGFYVLANESTAHPTILCLKGTLVQKNGSDLTPEQMVKAFAAGWIVSAQDA
TTYYPVIVNATSNKYSYEGGAERDKIVRNTKYNVMLTITGPGTNKPEEKPDEKA
NLDVKCEIVDWVIITQNATW
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Imagen 144
Modelado 3D de fimbrilin
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Imagen 145
Modelado 3D de fimbrial protein
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el
epitopo del factor de virulencia del periodontopatdgenos.

Seguidamente, se procedid a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizo el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 146
Prueba de antigenicidad de AGNNYYGYD
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este Gltimo, y para cumplir su funcion
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la union a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica
que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgicas ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevé a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 147
Prueba de alergenicidad de AGNNYYGYD
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Imagen 148
Prueba de toxicidad de AGNNYYGYD
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 149
Plegado de AGNNYYGYD
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacion de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 150
Modelado 3D de AGNNYYGYD
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo

valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 151
Doking con MHC II de AGNNYYGYD
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g. >WP_315273864.1 transglycosylase SLT domain-containing protein

[Selenomonas sputigena]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la

naturaleza del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda
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estructura ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta
inmune, este es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo),
un agente ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse

con la region variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patdgenos, los cuales se pudieron conseguir con una
ardua y prolongada revision bibliogréafica en plataformas de investigacion cientifica.

>WP_315273864.1 transglycosylase SLT domain-containing protein [Selenomonas

sputigena]

MAGHNDIIRISGDNAQFLQSILAALAALRQLDSGAGNLNGTLNNLNNTINNLN
RRLDQMGGAARNSLSGDVFGGFLGGLAKAQLAAQAVLGVLSSIKDVAASIVM
PGFEFVRDMETAKLGMAGTLASMGQINGEAIDFNTALSISSDMMQKLNGDAIR
TAASTKDLVTTFQGILAPGLGAGLNLEQIREFTTTGVNAAKAMGLNSTQFVQEL
RDLLQGGITASSSTIASAMGLTDADIKAAKDSAEGLFTFLMKRMEGFKYSAEAY
PETFSGMFSMIEEYATQASAKITEAFGPEIKMVAQEVAELFGEVNKTTGEFEVN
PAILDFIVALQEVYFWVLEIIDGVVDFYTVLADIVPVEDLIGILEDLLVTIGHILR
MVWNIRKAWELFLDQLMFSEPIKKVIALVRELTQAIREFFKQGADNWEAIADR
AEEKIAEGTGDKLKHSNFAGEARARAADQREKLAAEKAERDKPTPNVTSKYPK
REDAKAAERAQKEAERKFFKAQEDALKRALAMIKANLSEQLKEIKKAMEEISV
LFDQGMISWQEKITKDAQAEIDKEQKTVDALVAQIERIKATPVRDEDREKQAQ
EIEKLTAELEDHRKTLQELSENQRYAAELIAAAAGNLLPAANGGVSQAAQSGG
QAAGIPQGATPEEGALYLALQELKSIDKTGQLNYETLLAIAEQESSGRHWDENG
NVKVSSDGGVGLMQLTSDEAQAMAGNPYDLVRNAYGGAKFFLEILKSVKGDV
REALRRYNGSGPAAEAYADEVMARIENKRARANELLSAPLVADPIVRQTSTSS
ASTGIGERAAAEGRKIIDEGLTYADLKCTEFVIESLKRAGLDDTLGQYGKSILDY
LDPLVSGFGSDDEAEKIGIVAKTKAAGIWKDYVEGMELAAGDVLLSLGSDGTL
RAPGHAMMYAGNGRVLTSSGRHGPGTPIDEVALENAGQIVGVVSISDILRHVS
GGSISDIISGAAGSAGGGANALPVAHNKAQLDMKRRAEQAQKQWEEETAKAF
FATQNNISLIQKKQLVRESEERIRKYELEKNEEAAVQERILLQHRLLDLNIEQVS
RYLDVGMRTIKDNAEDMVYKIGAHMYTLADAAKRYTSYIYDQSDMANVHFV
ADQLDALQKQFRDASELGNTELAFKAKEKIKEVKKDLLSHENFKSAVKDNVS
WQTSMIDADSNMTTGQKGRAKAAVESWGRQQERRAEESMADRGWASYRKY
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YREVEERLKEAADDAERARIKESAEIEKARILAEDILPHERAAALLERLERLPSV
LEKVRSAAKQSLEDGLVTFLTDGINQAESMEDALSDLARTVLQAIQKAYAESIV
ADLMDKWFPAQQMPDGGASVDAADAQVQMMEANYQRLLSSTSNFIGDFFPQ
TQTFQTGLQTFFTSIFSVMESANSRIHSFSLSPLHNPFGLPSFSEATTQQTNVQQH
AAGGYIQGPGTGTSDSILSRLSNGEFVVKAAAVKKYGRETLERINNGTFANIHV
RIPKFAAGGMVGRHLDSAASRFTTELGASIPIHLTANNYVDGKRIFDTYGKPFIR
SEIERDTVRNARLRSELGRRLR

ASVDAADA

Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el
epitopo del factor de virulencia del periodontopatdgenos.

Imagen 152
Modelado 3D de transglycosylase SLT domain-containing protein
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Seguidamente, se procedi6 a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizo el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un

resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.
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Imagen 153
Prueba de antigenicidad de ASVDAADA
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este Gltimo, y para cumplir su funcién
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la union a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgicas ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevé a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 154
Prueba de alergenicidad de ASVDAADA
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Imagen 155
Prueba de toxicidad de ASVDAADA
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 156
Plegado de ASVDAADA
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el més 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacion de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL,; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 157
Modelado 3D de ASVDAADA
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo
valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 158
Doking con MHC de ASVDAADA
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r. >UZE46631.1 response regulator transcription factor [Selenomonas sputigena]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza
del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura

ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este
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es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patdgenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacion cientifica.
>UZE46631.1 response regulator transcription factor [Selenomonas sputigena]

MIVEDERRIARFLOQMELEHEGFETESEENGRRAYERIVQEQYDLVLLDIMLPDM
DGLEVCRRVREISDVPIIMLTAKDDVEDKVNGLDIGADDYITKPFAIQELLARVR
AAIRVHKANEAGNRDERVLAVKDLVLYPGRYEVRVKGDLVELTKKEYSLLEYM
LRNKPNVLTRDQILQEVWGYDYVGDTNVVDVYIRYLRAKIDERFDDKYIYTVR
GVGYAIKG

AKIDERFDDK

Imagen 159
Modelado 3D de response regulator transcription factor
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoécidos que constituyen el

epitopo del factor de virulencia del periodontopatégenos.
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Seguidamente, se procedié a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utiliz6 el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 160
Prueba de antigenicidad de AKIDERFDDK
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este Ultimo, y para cumplir su funcion
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la union a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgicas ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevé a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE £ - R~ CATOLICA

TESIS UCSM g DE SANTA MARIA

Imagen 161
Prueba de alergenicidad de AKIDERFDDK
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Imagen 162
Prueba de toxicidad de AKIDERFDDK
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3D de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 163
Plegado de AKIDERFDDK
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generaciéon de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 164
Modelado 3D de AKIDERFDDK
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo

valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 165
Doking con MHC II de AKIDERFDDK
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s. >AAR82923.1 surface layer protein B, partial [Tannerella forsythia]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza
del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura
ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este
es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente

ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region
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variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patégenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacion cientifica.
>AAR82923.1 surface layer protein B, partial [Tannerella forsythia]

MIMIMNKKIFTLLAGAFMGFAAVSSVTAQIALEQQQLRVKPYDNAKPTLKFKE
GANDGYYYLQVDSMVAYDKVTKRQKMIGFTPKKTPWPGVIPLDSFGTIRRGVT
LYMGPDSAGQNALWIDVMGRLSGTTPGPRVPSAYPNTASIALESAAGLWCVTI
QKYYQGQNPTFDFTNKLQRMMLEVNVYGHESWPKDVDGWRKSNYKSSSNPN
AQTPGSISAWEFSETYKTGVKGGRPLVSYLDETMDTVAVLVGDTLNKLGYVQ
VKIAPATDVKAGKINGMLLFTLKEAMPFALDKKSFETVLGTQASQEARSLKFSP
NGTPNPFTDQKWEVEYLDGISPVTAMLIDSSAWTNPWETNYRAWDVAPISQVG
TAGNPWFSVDVRHMGQMGYVRLKNAGKYLYVDTVYYNSGNSQFLKFNQNA
TFPSDGSPMIGQFVWRMVYYPSGDSIYINPFSATYLPTYDPKAITDSTRFATDSV
VRSWYTFTAYPTPKLMVDTLPRYNQNGVFHPALQVPVDERMTARLKWGVNP
KRKIGAVTPGAGAPIDYSYYHRLYVSLQNLTVDGKPGTRVTLHNTKENGKINT
QINFGCYEPCKMATSDRVSIDPDLYLIRNERGQYLHVPLYSAHDSAVWVFLD
YQGQNPTFDFTNK

Imagen 166
Modelado 3D de surface layer protein B, partial
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el
epitopo del factor de virulencia del periodontopatdgenos.

Seguidamente, se procedid a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizo el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 167
Prueba de antigenicidad YQGQNPTFDFTNK
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este Gltimo, y para cumplir su funcion
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la union a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgicas ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevé a cabo en
el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 168
Prueba de alergenicidad de YQGQNPTFDFTNK
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Imagen 169
Prueba de toxicidad de YQGQNPTFDFTNK
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 170
Plegado de YQGQNPTFDFTNK
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacion de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL,; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 171
Modelado 3d de YQGQNPTFDFTNK
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la unién entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la unién no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo

valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 172
Doking con MHC II de YQGQNPTFDFTNK
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t. >PDP70203.1 nucleotidyltransferase family protein [Tannerella forsythia]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza
del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura
ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este

es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
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ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patégenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacién cientifica.
>PDP70203.1 nucleotidyltransferase family protein [Tannerella forsythia]

MKAMIFAAGLGSRLKPLTDETPKALLPVGGKPMLEHIILKLKAAGFTHLVINIHH
LGEQUEFLTSKSHFGLHIDISDERNYLMDTGGGIKQAQSFLKGDEPFLVHNVDIF

SNIDLEALYRHHLTSDALATLVVSHRQTARRLLFGQKKDHRLYGWRNRNTGEV

RSHYPQFDPSKYLEYAFGGIHVISPKIFDLMEEWTGKFSIINFYLSVCAKAPICPY

VQDGLRLIDIGKPEALAEADTWLRDNGLL

GGIHVISPKI

Imagen 173
Modelado 3D de nucleotidyltransferase family protein
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el

epitopo del factor de virulencia del periodontopatdgenos.

Seguidamente, se procedi6 a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
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determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizo el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 174
Prueba de antigenicidad de GGIHVISPKI
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este ultimo, y para cumplir su funcién
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la unién a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgica ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevo a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 175
Prueba de alergenicidad de GGIHVISPKI
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Imagen 176
Prueba de toxicidad de GGIHVISPKI
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 177
Plegado de GGIHVISPKI
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacion de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL,; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 178
Modelado 3D de GGIHVISPKI
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno
extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

Imagen 179
Doking con MHC II de GGIHVISPKI

~¥ B Couple First ReactionTo-C @) X @ HawkDock Server x  +
<« c A Noesseguro  cadd.zju.edu.cn/hawkdock/gbsa/ID780519_modeld-1729042395495 Bg & & = & @

HawkDock Server Home Help Queue Papers Contact

job: IDT80519_modeld

energy of complex: 21.39 (keal/mol)
Downloadable Fil
ID780519_modeli-1726042395405 csv

PDB File
PDE File

Rank Residue (Rec) Binding Free Ener,
1 ATYR253 188
2 ATRP-236 EE
3 ANALED 158
4 APHES2 144

S 1536510 s eroass
Rank Residue (Lig) Binding Free Energ

BPROS an

1
2

3 BILES 227
a swaLs 221
s

BALE-10 085

Shouing 1105 of 10rows | 5~ rows per page

2 5 @ @ = DO ] ADPBBED B BB O

u. >WP _162663253.1 MULTISPECIES: flagellar hook-basal body complex

protein FliE [Treponema]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la
naturaleza del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda
estructura ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta
inmune, este es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo),
un agente ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse

con la region variable de un anticuerpo formando el paratopo.

El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patdgenos, los cuales se pudieron conseguir con una

ardua y prolongada revision bibliografica en plataformas de investigacion cientifica.

Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
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comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el

epitopo del factor de virulencia del periodontopatégenos.

Imagen 180
Busqueda de estructura multiespecies
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Determinacion de proteinas en comin para BLAST
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Seguidamente, se procedié a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utiliz6 el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de aminoacidos es 0 no es un antigeno.

Imagen 182
Prueba de antigenicidad de DNFRSRMVSDT

v B mumse x| 2 oNceie: x | S ncaiee x | B Mumse x| @ ClustalC X @ Vadlen X @ Bioinfor X | ® websiite x | & nempl x | B Milfe x | + - X

<« G % ddg-pharmfacnet/vaxijen/scripts/Vaxilen_scripts/Vaxilen3.pl B x @

VaxiJen 2.0

Model selected: bacteria

[Threshold for this model: 0.4

[Your Sequence:

DNFRSRMVSDT

|Overall Prediction for the Protective Antigen = 0.5153 ( Probable ANTIGEN ).

" = @ @ = OO & @& ADDBOBW L0, [

Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este Ultimo, y para cumplir su funcion
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la union a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgica ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos tdxicos, dicho testeo se llevé a cabo en

el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.
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Imagen 183
Prueba de alergenicidad de DNFRSRMVSDT
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Imagen 184
Prueba de toxicidad de DNFRSRMVSDT
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como

resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.
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Imagen 185
Plegado de DNFRSRMVSDT
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacion de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software

PyMOL,; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 186
Modelado 3D de DNFRSRMVSDT
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizd6 en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la unién de las estructuras antes mencionadas, es preciso senalar
que en base a los principios de la termodindmica, cuando la union entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la union no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo
valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.

Imagen 187
Doking con MHC II de DNFRSRMVSDT
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v. >AAK12645.1 FIhB [Treponema denticola]

Prosiguiendo con el estudio de los epitopos, previamente se debe de entender la naturaleza
del término, un epitopo es parte de un antigeno, entendiéndose por esta toda estructura
ajena al organismo que tiene la posibilidad de desencadenar una respuesta inmune, este
es diferente a un inmundgeno (que es lo que se obtuvo en el presente trabajo), un agente
ajeno al organismo que siempre va a generar una respuesta inmune, al unirse con la region

variable de un anticuerpo formando el paratopo.
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El procedimiento implica obtener, en primer lugar, las estructuras proteinicas de los
factores de virulencia del periodonto patégenos, los cuales se pudieron conseguir con una
ardua y prolongada revision bibliogréfica en plataformas de investigacion cientifica.
>AAK12645.1 FIhB [Treponema denticola]

MISGKSPLLYRKYFSQEDLLLNKTIGLOQWFAAEDEGRTEDPTEYKIRKAREEGRV
AKSQDLNAAMVVLLPVISLIIMGPYIFKSLMQVIAFFFERCTTEDVVNGTWFRIF
VLYFFKTVFPITGVALISGVLGNIIQNRGFLFSTKPIQPDFKRVTPNFARFFKRALF
SAEGLFNLAKSLFKVVIIGFIGYLVIKNNITKMIALLQSDFPNSIIFIAKTAAQILVY
AAVALVLLSIPDYFFQKRQFSESLKMSKTEVTDEYKELEGDPMVKAQINRQMQA
ILQKTGIKNVPDADVVITNPTHYAVALQWKQGIMPAPMVISKGVDATAQNIKRIA
RENNIPTIENVPLARALYANVDLGQIIPSEYYQSLSIFLKIYSMKEKEMLRKRWR
LQWFAAEDEGRTE

>WP_ 385903018.1 flagellar biosynthesis protein FIhB [Treponema vincentii]

MRKFVTEAASGYNERNFFIDLQWEFAAEDEGRTEDPTDYKIRKAREEGRVAKSQ
DINAALVLLFPAGALIFLSSFFLEECMEILRFFFLRSTQSDINSGIWFGIFVQYFLKL
ALPLALIAMLAGVIANILQNNGFLFSTKPIQPQFNKIVPNFMRFFKRALFSAEGLF
NFAKSLTKVVVLVFVSFLMIRANLSHFIELLSVSFPQAVFFIAGLGAKLLATAALL
LLILAIPDYFFQRKQFIDSLKMTKQEIKEEYKELEGDPQVKGRIRQQMQAILSQN
AIRNVPKADVVITNPTHFAIAMQWDSKTMAAPMVLAKGADAMAQRIKAIARE
HNIPLIENKPLARALYAKVQIGDIIPEEYYRALSLVFAEVYTLNNKKQEFYRR
LQWFAAEDEGRTE

>WP_016523511.1 flagellar biosynthesis protein FIhB [Treponema medium]

MRQLAIETSSEYNERHFFIDLQWFAAEDEGRTEDPTDYKIRKAREEGRVAKSQDI
NAALVLLFPAGALIFLSSFFLEECMEILRFFFLRSTQADIRSGIWFGIFVQYFLKLA
LPLALTAMLAGVIANIQNNGFLFSTKPIQPQFNKIVPDFIRFFKRALFSTEGLFNF
AKSLTKVVVLVFVAFLVIRANLPHFIELLTVSFPQAIFFIAGLAAKLLATAALLLLI
LAIPDYFFQRKQFIDSLKMTKQEIKEEYKELEGDPLVKGRIRQQMQAILSQNAIR
NVPKADVVITNPTHFAIAMQWDSKTMAAPMVLAKGADAMAQRIKAIAREHNI
PLIENKPLARALYAKVQIGDIIPEEYYRALSLVFAEVYTLNNKKQEFYRR
LQWFAAEDEGRTE

>WP_306699017.1 flagellar biosynthesis protein FIhB [Treponema lecithinolyticum]

MSVPINGYEPMNAYTLVNGYTDEHLIYFDLOQWEFAAEDEGRTEQPSEYKLRKAR
EEGRVAKSQELNGALVMLLPVLTLIVLSPWLFKKSIEIIRFYFERCTQAQLNGML
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VRSFFHYFIAMVSPVCIAALIAGISANLIQNKGFMFSLKPIEPKFSKVLPHFGEYF
RKTLFSFEGAFNVFKSLLKVIVVFICAYITIKNDLPKLLSLLNVNLWNGIVHIAVM
SAKLLVIASFIFLIISIPDYLVQRRQFIESMKMTKQEVKEEFKTLEGDPLVKSRLRQ
IMRELMRGNIRENVAKADVVITNPTHFAVAVLY DKEVMQGPMVCAKGQDALA
QRIKEIARENDVTLIENRPLARALYAEVEIGDIIPETYYTVLATILGKVYAMKGKK
I

LQWFAAEDEGRTE

Imagen 188
Modelado 3D de FlhB (Treponema denticola)

® 0 @ @ W D D N ® = 8 ADPOBO D B0 00, O

Imagen 189
Modelado 3D de flagellar biosynthesis protein FIhB (Treponema vincentii)
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Imagen 190
Modelado 3D de flagellar biosynthesis protein FIhB (7reponema medium)
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Imagen 191
Modelado 3D de flagellar biosynthesis protein FIhB (Treponema lecithinolyticum)
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Imagen 192
BLAST de FIhB
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Posteriormente se procede a realizar el alineamiento de proteinas y encontrar estructuras
comunes, de esta manera se logra obtener la secuencia de aminoacidos que constituyen el
epitopo del factor de virulencia del periodontopatégenos.

Seguidamente, se procedié a llevar a cabo el testeo de dicho epitopo, en primer lugar,
determinar si el mismo, realmente es un epitopo, y para ello se utilizo el servidor
VAXIJEN, que por medio de un algoritmo contratado con los datos obtenidos arroja un
resultado en el sentido de que si la secuencia de amino&cidos es 0 no es un antigeno.
Imagen 193
Prueba de antigenicidad de LQWFAAEDEGRTE
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Cabe resaltar que, dichos antigenos, tienen como finalidad formar el complejo antigeno
— anticuerpo, para lo cual tienen que unirse a este Gltimo, y para cumplir su funcién
bioldgica deben tener afinidad por el complejo mayor se histocompatibilidad de tipo |
(MHCI) o de tipo Il (MHCII). En el primer caso, la union a membrana del linfocito
generara citotoxicidad, es decir, que la célula atacara y eliminara a aquellas que hayan
sido infectadas o de alguna manera se hayan visto afectadas por un antigeno intracelular,
por otro lado, en el segundo caso se producira la unién a linfocitos Helper, lo que implica

que la célula respondera frente a antigenos extracelulares.

El siguiente paso es llevar a cabo el testeo del posible epitopo, puesto que este debe
cumplir con la particularidad de no tener potencial para generar reacciones alérgica ni
tampoco debe poder ser capaz de generar efectos toxicos, dicho testeo se llevé a cabo en
el servidor AllergenFP y ToxinPred respectivamente.

Imagen 194
Prueba de alergeniciad de LQWFAAEDEGRTE
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Imagen 195
Prueba de toxicidad de LQWFAAEDEGRTE
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Una vez completado el testeo y abiendo optenido un epitopo optimo, se procede a realizar
el plegado de la estructura para lo cual se utilizo el algoritmo de AlphaFold Server, como
resultado se obtiene modelos 3d de la estructura en cuestion en formato CIF.

Imagen 196
Plegado de LQWFAAEDEGRTE
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De los modelos proporcionados por AlphaFold Server, se elige el mas 6ptimo, en relacion
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a la estructura tridimensional, el mismo se procede a someterlo a un programa
especializado en la generacion de modelos 3D de estructuras proteinicas. El software
PyMOL,; este convierte el archivo CIF antes mencionado en un archivo de tipo PDB.

Imagen 197
Modelado 3D de LQWFAAEDEGRTE
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Habiendo obtenido el modelo 3D del epitopo, se procede a realizar el Doking, es decir a
acoplar dicho epitopo a la molécula de MHC1 o MHC2, en el presente trabajo, el acople
se realiza a la molécula MHC2, dado que la presentacion de antigenos por via de acople
a MHC2 permitird que sean los linfocitos TCD4 quienes actien contra el antigeno

extracelular con el objetivo de poder neutralizarlo.

La mencionada operacion se realizo en HawkDock Server, este software, permite
determinar la afinidad en la union de las estructuras antes mencionadas, es preciso sefalar
que en base a los principios de la termodinamica, cuando la union entre dos elementos es
positivo implica un gasto de energia para poder concretar la union, por el contrario, si e
valor es negativo, esto significa que la union no requiere de energia y esta falta de
requerimiento energético es mayor mientras mas se aleje de la unidad 0, ya que el ultimo

valor mencionado implica un estado e equilibrio en el sistema.
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Imagen 198
Doking con MHC II de LQWFAAEDEGRTE

~ @ HawkDock Server X @B Estevirus no deberia exist @ X | + - o X

<« @ A Noeszeguro caddzju.edu.

/hawkdock/gbsa/ID631202_model5-1729089142150 By a < o @ :

HawkDock Server fome  Help  Queue  Paper

Results Molecule visualization

eulta for job: ID31202_models

complex: -7.39 (kealiml)

Showing 110 5 of 360 rows | 5. | rows per page

" o @ @ w DT ® E APBEBER s R, D

1.1.1.2 Epitopos antigénicos

Tabla 1
Determinacion de epitopos antigénicos de periodontopatégenos
Periodonto . . a
patégeno tipo Proteina Epitopos
Anaeroglobus emg Lacl family DNA-binding transcriptional regulator EKPVHLTVVPY
geminatus family efflux transporter LDYVTLFVFEWGLSGAA
Enterococcus response regulator FsrA IYILEDQIIQAK
faecalis €mg DNA-binding protein SQILSTEPIELP
Eubacterium emg acetolactate synthase small subunit LAPENMVSR
saphenum DNA polymerase |11, subunit gamma and tau ESHMDVIEIDAAS
Filifactor alocis emg transglycosylase SLT domain-containing protein KEESKKATTQKVIVN
DUF6630 family protein LESIQKGDIDFIILTP
Fretibacterium ATPases with chapt_arone activity, ATP-binding subunit PRMKRALELS
fastidiosum emg 16S rRNA (guanlne(5&2;%(7))-methyltransferase GGATPAQGP
. . YafY family protein RKAELAQKFAV
Mogibacterium emg |sugar-transfer associated ATP-grasp domain-containing
timidum protein PFHSGNTDT
Peptoanaerobacter emg O-antigen ligase KEYRSAMTVT
stomatis phage protein ISEISVYNLSPA
Porphyromonas emg protein-serine phosphatase SerB LYFLGYKDS
endodontalis fimbrial protein AGNNYYGYD
Porphyromonas est protein-serine phosphatase SerB LYFLGYKDS
gingivalis fimbrial protein AGNNYYGYD
Selenomonas emg transglycosylase SLT domain-containing protein ASVDAADA
sputigena response regulator transcription factor AKIDERFDDK
. surface layer protein B, partial YQGQNPTFDFTNK
Tannerella forsythia)  est nucleotidyltransferase family protein GGIHVISPKI
Treponema est flagellar biosynthesis protein FIhB LQWFAAEDEGRTE
denticola FIhB LQWFAAEDEGRTE
Treponema vincentii| emg flagellar biosynthesis protein FIhB LQWFAAEDEGRTE
FIhB LQWFAAEDEGRTE
Treponema medium| emg flagellar biosynthesis protein FIhB LQWFAAEDEGRTE
FIhB LQWFAAEDEGRTE
Treponema emg flagellar biosynthesis protein FIhB LQWFAAEDEGRTE
lecithinolyticum FIhB LOQWFAAEDEGRTE
Treponema emg flagellar biosynthesis protein FIhB LQWFAAEDEGRTE
lecithinolyticum FIhB LOWFAAEDEGRTE
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1.1.1.3 Testeo de epitopos antigénicos

Imagen 199
Analisis en IEDB para MHC 1

MHC-I Binding Predictions

Prediction Methad Version w2.24 [Older versionz]
Specify Sequence(s)

Entter protein sequence(s) in FASTA format
or 35 whitespace-separated sequences.

y
Or select file containing sequence(s) Sin archivos seleccionados
Choose a Prediction Method File must contain sequences in single letter code.

Pradiction Methad () be <=10ME in size and contain <=200 sequence

Show all the method wersions: O

\

=tMHCpan 4.1 EL {recommendad apitope p

Specify what to make binding predictions for

MHC source species human -

Show occuring alieles: g () Alles L

iaebi i it <] — s

Select HLA allele reference sat: [ (7) W v Uplosd alisie e (7]
{Spechy MHL slele sequencs),

Sort peptides by Predicted Score (descend)

Output format MHTML tabie W

Email address {optional) @

Imagen 200
Alelos para MHC I

MHC-1 Binding Pradictions
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Imagen 201
Emparejamiento de epitopos en alelos MHC I

T e - > o e gy S 1 - e b
v} G treponemavicentill-Buscarcc. X ¢ @ toolsiedborg/mhcii/resultint X | G Google X )i+ . _ . 4 gt . X
— b e o ) e TR 1" 3 ¢ pesfe:- - £io <
€ 5 © AMNoseguro toolsiedb.org/mhdii/result in text/ Ba*x* @ *« 3 ¢ :
28 M mnaies & 3 Aida = wmamef G & eSSO-Asana [9) BPM () Scheme documents,  pypyiTvvpy 1135 " v X

FA-UREIOTTOL sy 5 Lrvesic VUL USR03ty L 1 ¥ =

HLA-DQAL*@5:81/DQB1%e3:81 1 121 135 15 AEAGHPIAA VFAEAGHPIAAEDII 8.6008 1.4

HLA-DRB1¥15:81 1 13 27 15 VVPYKVDEL PVHLTVWPYKVDELQ @.618@ 1.4

HLA-DRB1%€1:€1 1 23 243 15 VIYIDGKKI TVPTVIYIDGKKIIA ©.7544 1.4

HLA-DQAL*84:81/DQB1%@4:82 1 15 29 15 VWPYKVDEL HLTVVPYKVDELQKQ @.2054 1.5

HLA-DRE3*@1:81 1 86 118 15 LTHDTSFPT CYHTGVLTHDTSFPI 8.2546 1.5

HLA-DRB1*88:82 1 113 133 15 FAEAGHPTA LDVFAEAGHPTAAED ©.6876 1.5

HLA-DPAL*@1:82/DPB1%@4:81 1 13 27 15 LTWPYKUD PVHLTVWPYKVDELQ 8.1835 1.6

HLA-DRB3*01:01 1 16 30 15 YKVDELQKQ LTVWPYKVDELQKQL 8.3354 1.6

HLA-DRB4%81:81 1 15 29 15 VVPYKVDEL HLTVWPYKVDELQKQ @.3566 1.6

HLA-DRE1¥12:01 1 233 247 15 VIYIDGKKI KTWPTVIVIDGKKII @.5226 1.6

HLA-DRB1*15:81 1 236 258 15 VIVIDGKKT PTVIYIDGKKIIAQS @.5825 1.6

HLA-DPA1%81:83/DPB1%82:81 1 118 124 15 MAMKGFLDV IMRMWMKGFLOVFAE ©.3887 1.7

HLA-DQAL*81:82/DQB1%86:82 1 187 m 15 NDFAIPSLS PELHDFAIPSLSRID 8.4564 1.7

HLA-DRB1*13:82 1 238 248 15 IYIDGKKIT TVPTVIYIDGKKIIA @.5338 1.7

HLA-DQAL*81:81/DQB1*85:81 1 118 124 15 MKGFLDVFA IMRMWMKGFLOVFAE 8.8241 1.8

HLA-DPA1%83:01/DPB1*@4:82 1 17 31 15 YKVDELQKQ TWWPYKVDELQKQLE @.2268 1.8

HLA-DRE1%12:01 1 10 24 15 PVHLTVVPY QEKPVHLTWPYKVD o.5007 1.8

HLA-DRB1*13:82 1 237 251 15 IYIDGKKIT TVIVIDGKKIIAQSS @.521@ 1.2

HLA-DRE1*@1:81 1 17 131 15 VFAEAGHPT GFLDWFAEAGHPIAA 8.8282 1.8

HLA-DRB3*92:82 1 138 144 15 ILCNTSSAS AAEDTTLCNTSSASA @.2964 1.5

HLA-DRB3%1:01 1 19 33 15 VKVDELQKQ VPYKVDELQKQLERE ©.3054 1.9

HLA-DQAL*85:81/DQB1*@3:81 1 34 ag 15 FFNGLIIAN QUKFFNGITIANMSD 8.5344 1.9

HLA-DRB1%84:81 1 18 32 15 YKVDELQKQ. VVPYKVDELQKQLER 8.5132 1.9

HLA-DRE1%@3:01 1 238 252 15 IYIDGKKIT VIYIDGKKIIAQSSP @.5201 1.9

HLA-DPA1*2:81/DPB1*@1:81 1 12 26 15 LTWPYKVD KPVHLTVVPYKVDEL ©.1315 2.8

HLA-DPA1%82:81/DPB1%*@1:81 1 1 25 15 LTWWPYKUD EKPUHLTUWPYKVDE 8.1346 2.8

HLA-DRB5®*81:81 1 79 33 15 YEIGRNVGR DNYEIGRWVGRHFIK @.3749 2.8

HLA-DRB1*15:81 1 233 247 15 VIVIDGKKT KTWPTVIVIDGKKII 8.5116 2.8

HLA-DRB1%68:62 1 238 252 15 IDGKKTIAQ VIYIDGKKIIAQSSP 8.5527 2.8

HLA-DRB1%87:81 1 233 247 15 VIYIDGKKT KTWPTVIVIDGKKII 8.5533 2.8

HLA-DPAL*@1:03/DPE1*@4:01 1 12 26 15 LTWWPYKVD KPVHLTVVPYKVDEL ©.1420 2.1

HLA-DPAL*@3:01/DPE1*@4:82 1 35 49 15 FNGILIAMM NKFFNGIIIANMSOK @.21€5 2.1

HLA-DRE3*@1:81 1 234 242 15 IYIDGKKIT TVUPTVIVIDGKKIIA @.2888 2.1

HLA-DRB5®81:81 1 222 236 15 TTALIEKKK MRLITALIEKKKTVP @.3588 2.1

HLA-DQAL*83:B1/DQB1%@3:82 1 218 233 15 MRLITALIE EECMRLITALIEKKK ©.8153 2.2

HLA-DPAL*@1:82/DPB1%@4:81 1 11 25 15 LTWPYKVD EKPVHLTWPYKVDE 8.1381 2.2 | |

HLA-DRB3°82:82 1 18 32 15 YKVDELQKQ VVPYKVDELQKQLER ©.2568 2.2 [

HLA-DRES*@1:01 1 235 249 15 VIYIDGKKI VPTVIVIDGKKIIAQ €.347@ 2.2

HLA-DRB1¥11:€1 1 235 249 15 YIDGKKILA VFTVIYIDGKKIIAQ €.8420 2.2

HLA-DQAL*81:61/DQB1%85:81 1 113 127 15 HKGFLDVFA MWMKGFLDVFAEAGH 0.8212 2.3

HLA-DPAL*B2:61/DPB1%85:61 1 17 31 15 YRWDELQKQ TWEYKVDELQKQLE ©.1914 2.3

HLA-DPA1*@2:81/DPB1*@5:81 1 234 248 15 VIYIDGKKT TVPTVIYIDGKKIIA @.1014 2.3

HLA-DRB1*83:81 1 98 112 15 LTHDTSFPT HTGVLTHDTSFPIMR 8.5441 2.3

HLA-DRB1%81:81 1 236 258 15 VIYIDGKKT PTVIYIDGKKIIAQS @.6264 2.3

HLA-DRE1%@1:01 1 5 12 15 MRQEKPVHL REIMRQEKPVHLTVV 8.6299 2.2

HLA-DRB1%@1:€1 1 113 133 15 VFAEAGHPT LDVFAEAGHFIAAED ©.6320 2.3 -

o e

1322
o Alertaméteo A B dx B B oo BBy
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Imagen 202

Analisis en IEDB para MHC 11

MHC-Il Binding Predictions

Specify Sequence{s)

Enter protein sequence(s) in FASTA format

g

Or select file containing sequence(s) Sin archivos seleccionadaos

Choose a Prediction Method

Prediction Method (2]
Show all the methed versions: | —

MetMHClpan 4.1 EL (recommended epitope predictor-2023.08) + | Help on prediction method selections

Select speciesiocus Human, HLA-DR. w*
Select MHC alisls(s)
Select a & B chains separately if applicable: | — (7) Allele

Select full HLA reference set- [ | (7]
Select 7-allele HLA reference set: [ (3

12-18 i
et i) (=0
(7 1121314 1617 [1a] 18] 20]
z-|22 23| 24|25 ze|2? 2 z;|3-:|

[

o

Sort peptides by Percantile Rank e
Output format XHTML table w*
Email address (optional)
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Imagen 203

Emparejamiento de epitopos en alelos MHC 1

¥ @ toolsiedb.org/mhcifresult in t- X & MHC-I Result x o+ - x
<« G A Noesseguro toolsiedb.org/mhcii/result/ R & @
RUAUKSTUIUT | T [ 15 | 1| 13| LAGLSANLL LRALLAGISANLLQN | U.736> x
HLADRBTO7:01 | 1 | 363 | 377 | 15 | yYIVLATIL IPETYVIVLATILGK | 07439 080 LQWFAAEDEGRTE %22 ~ v X =
HLADRBI0202| 1 | 202 | 308 15 | vITNPTHFA AKADVVITNPTHFAY | 04546 099 ]
HLADRES0202| 1 | 282 | 295 15 | IRENVAKAD LMRGNIRENVAKADY | 04413 110 u
HLADRET*15.01 | 1 1 15 15 | mavernua MSVPINGYEPHNAYT | 0.6800 110 ]
HLADRBIO701 | 1 | 368 | 378 15| yyTvLATIL PETVYTVLATILGKY | 08957 110 =
HLADRBS 0101 | 1 | 5 19 15 | vepmavTL TNGYEPHHAYTLVNG | 04673 120 m
HLADRBI1501 | 1 | 230 | 244 15 | IIsIPDYLY FIFLIISIPOYLVQR | 08538 120

HLADRBTM501 | 1 | 2 16 15 | ovERNA SVPINGYEPHIAYTL | 08652 120 =
HLADRBI0301 | 1 | 305 | 313 15 | vLvokevig AVAVLYDKEVMQGPH | 07312 120 =
HLADRBT0301 | 1 | 304 | 318 15| vLvDKEWMQ FAVAVLYDKEVHQGP | 07387 120 B
HLADRBI0202 | 1 | 25 | 309 15 | VITNPTHFA DWITHPTHFAVAVL | 04093 130 =
HLADRBIH501 | 1 | 125 | 140 15 | TacTSanL AALTAGISANLIQNK | 0.6407 130 -
HLADRBTO701 | 1 | 5 1 15| YEPMNAYTL TNGYEPHHAYTLVNG | 08561 130 =1
HLADRBTOT.01| 1 | 203 | 307 15 | wrmets KADVWVITHPTHFAVA | 08476 140 =
HLADRBIM501 | 1 | 212 | 246 15 | 1IsIPDYLY FLIISIPOYLVQRRQ | 05525 170

HLADRBTOTO01 | 1 | 292 | 308 15| wITweTsE AKADVVITNPTHFAY | 05954 170

HLADRBTO7:01 | 1 | 4 18 15| YEPMNAYTL PINGYEPMNAYTLVN | 06040 170

HLADRBIOT.01| 1 | 124 | 138 15 | 1aGTSANLT CIAALTAGISANLIQ | 05938 180

HLADRES0202| 1 | 285 | 299 15 | IRENVAKAD GNIRENVAKADVVIT | 02960 190

HLADRBS®DI01 | 1 | 4 18 15| vEPmAYTL PINGYEPMNAYTLVN | 03838 190

HLA-DRB5°01:01 | 1 29 43 15 WFAAEDEGR DLOWFAAEDEGRTEC 2

HLADRBTOT01 | 1 | 127 | 141 15 | TaGTSANLT ALTAGISANLIQNKG | 05533 210

HLADRB401.01| 1 | 245 | 259 15 | IESMKNTKQ ROFIESHKNTKQEVK | 02957 220

HLADRESOI01 | 1 | 4 | & 15 | LRkaREEGR EVKLRKAREEGRVAK | 0.35M 220

HLADRBI501 | 1 | 14 | 28 15 | WGYTDEHL YTLUNGYTDEHLIYF | 04973 220

HLADRBT501 | 1 | 13 | 27 15| wnGYTDEHL AVTLVNGYTDEHLIY | 04381 230

HLADRBTOT.01| 1 | 33 | 352 15 | VILIENRPL ENDVTLIENRPLARA | 05320 230

HLADRBS0101 | 1 | 191 | 205 15 | TknDLRKLL AYITIKNDLPKLLSL | 02539 240

HLADRBSD101 | 1 | 259 | 213 15 | FKTLEGDPL KEEFKTLEGDPLVKS | 03359 240

HLADRBTOT.01| 1 | 201 | 305 15 | wrmets VAKADVVITHPTHEA | 05129 240

HLADRBI0301 | 1 | 303 | 317 15 | vLyokevig HFAVAVLYDKEVIQG | 05228 250

HLADRES0202| 1 | 133 | 147 15| LIQWKGFNF SANLIQUKGFMFSLE | 02191 260

HLADREZD101 | 1 | 100 | 204 15| IKNDLPKLL CAYITIKNDLPKLLS | 02476 260 -

5 @ = 0D € & &

Tabla 2

2020

ADODEDY P s B

Naturaleza, ubicacion y tamaiio de epitopos

PUBMED Proteinas Epitopos Ubicacion
WP 245527176.1 transcriptional regulator EKPVHLTVVPY 10-22
WP 342610079.1 transporter LDYVTLFVFEWGLSGAA 91-109

WP _338350101.1

regulator

TYILEDQIIQAK

2-15

GAU72619.1

binding protein

SQILSTEPIELP

3-16

MBP1563226.1

synthase

LAPENMVSR

75-85

EEU04035.1

polymerase

ESHMDVIEIDAAS

85-99

WP_314025063.1

containing protein

KEESKKATTQKVIVN

91-107

WP _314882123.1

family protein

LESIQKGDIDFIILTP

169-186

CBL29051.1

ATPases

PRMKRALELS

82-93

WP_208872854.1

transferase

GGATPAQGP

27-37

>WP_281523002.1

family protein

RKAELAQKFAV

26-38

>WP_314932645.1

containing protein

PFHSGNTDT

239-249

>WP_009527934.1

ligase

KEYRSAMTVT

185-196

WP_009530845.1

protein

ISEISVYNLSPA

37-50

WP_088528538.1

phosphatase

LYFLGYKDS

393- 403

>WP_315334087.1

phosphatase

LYFLGYKDS

394-404

>BAA04626.1 fimbrilin AGNNYYGYD 106-116
>WP 314813268.1 protein AGNNYYGYD 146-156
>WP 315273864.1 transglycosylase ASVDAADA 1349-1358

>UZE46631.1 transcription AKIDERFDDK 199-210

>AAR82923.1 protein YQGQNPTFDFTNK 162-176

>PDP70203.1 transferase GGIHVISPKI 181-192
>WP 162663253.1 complex protein DNFRSRMVSDT

>AAK12645.1 protein LQWFAAEDEGRTE 26-40
>WP 385903018.1 biosynthesis LQWFAAEDEGRTE 20-34
>WP 016523511.1 biosynthesis LQWFAAEDEGRTE 20-34
>WP_306699017.1 biosynthesis LQWFAAEDEGRTE 29-43
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Tabla 3

Pruebas de emparejamiento, avidez, antigenicidad, alergenicidad y toxicidad de epitopos

Proteina Epitopos MHC-I allele | MHC-II allele dlZ“:;iz:n Antigenicity | Allergenicity | Toxicity
Lacl family DNA-binding EKPVHLTVVPY 0.1772 0.5007 21.57| Antigen | No Allergenic | No toxic
transcriptional regulator
family efflux transporter LDYVTLFVFEWGLSGAA 0.000751 0.0228 -25.55 Antigen No Allergenic | No toxic
response regulator FsrA IYILEDQIQAK 0.001751 0.4782 -19.58 Antigen No Allergenic | No toxic
DNA-binding protein SQILSTEPIELP 0.002527 0.7994 -36.82 Antigen No Allergenic | No toxic
acetolactate synthase small subunit LAPENMVSR 0.713373 0.1459 -43.47 Antigen No Allergenic | No toxic
DNA polymerase I1I, subunit ESHMDVIEIDAAS 0.000772 0.9123 -36.52 | Antigen | No Allergenic | No toxic
gamma and tau
transglycosylase SLT domain- KEESKKATTQKVIVN 0.00187 0.1176 49.09 | Antigen | No Allergenic | No toxic
containing protein
DUF6630 family protein LESIQKGDIDFIILTP 0.09 0.1310 -12.22 Antigen No Allergenic | No toxic
ATPases with chaperone activity, . . .
ATP-binding subunit PRMKRALELS 0.000751 0.0703 -37.31 Antigen No Allergenic | No toxic
165 rRNA (guanine(527)-N(7))- GGATPAQGP 0.001353 0.1015 31.15| Antigen | No Allergenic | No toxic
methyltransferase RsmG
YafY family protein RKAELAQKFAV 0.003448 0.0908 -25.53 Antigen No Allergenic | No toxic
sugar-transfer associated ATP-grasp PFHSGNTDT 0.062389 03121 24.16| Antigen | No Allergenic | No toxic
domain-containing protein
O-antigen ligase KEYRSAMTVT 0.012403 0.8938 -41.37 Antigen No Allergenic | No toxic
phage protein ISEISVYNLSPA 0.001815 0.5340 -10.84 Antigen No Allergenic | No toxic
protein-serine phosphatase SerB LYFLGYKDS 0.006263 0.6161 -14.22 Antigen No Allergenic | No toxic
fimbrial protein AGNNYYGYD 0.000454 0.2084 -13.75 Antigen No Allergenic | No toxic
protein-serine phosphatase SerB LYFLGYKDS 0.006263 0.6161 -14.22 Antigen No Allergenic | No toxic
fimbrial protein AGNNYYGYD 0.000924 0.2895 -13.75 Antigen No Allergenic | No toxic
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Proteina Epitopos MHC-I allele | MHC-II allele dFeulf;iz:n Antigenicity | Allergenicity | Toxicity
transglycosylase SLT domain- ASVDAADA 0.062951 0.0603 21.76| Antigen | No Allergenic | No toxic
containing protein
response regl#ie(l:tt(())rr transcription AKIDERFDDK 0.008035 0.2091 -15.34 Antigen No Allergenic | No toxic
surface layer protein B, partial YQGQNPTFDFTNK 0.039135 0.0648 -33.45 Antigen No Allergenic | No toxic
nucleotidyltransferase family protein GGIHVISPKI 0.002026 0.2122 -21.39 Antigen No Allergenic | No toxic
flagellar biosynthesis protein FIhB LQWFAAEDEGRTE 0.000101 0.3893 -22.16 Antigen No Allergenic | No toxic
FIhB LQWFAAEDEGRTE 0.000101 0.3893 -7.39 Antigen No Allergenic | No toxic
flagellar biosynthesis protein FIhB LQWFAAEDEGRTE 0.00043 0.3735 22.16 Antigen No Allergenic | No toxic
FIhB LQWFAAEDEGRTE 0.00043 0.3735 -7.39 Antigen No Allergenic | No toxic
flagellar biosynthesis protein FIhB LQWFAAEDEGRTE 0.00043 0.3735 -22.16 Antigen No Allergenic | No toxic
FIhB LQWFAAEDEGRTE 0.00043 0.3735 -7.39 Antigen No Allergenic | No toxic
flagellar biosynthesis protein FIhB LQWFAAEDEGRTE 0.000101 0.3727 -22.16 Antigen No Allergenic | No toxic
FIhB LQWFAAEDEGRTE 0.000101 0.3727 -7.39 Antigen No Allergenic | No toxic
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1.1.1.4 Modelado 3D de Epitopos Antigénicos:

Tabla 4
Modelado 3D de proteina y epitopo para Anaeroglobus geminatus

Anaeroglobus geminatus
Epitopo

Lacl family DNA-binding EKPVHLTVVPY
transcriptional regulator

| X 4
AV TN

‘ :

N Dy
Wl /&
A VL

iy, ji..q' ‘
"‘/ iy
A

family efflux transporter LDYVTLFVFEWGLSGAA

———
———
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Tabla 5
Modelado 3D de proteina y epitopo para Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis
1 response regulator FsrA IYILEDQIIQAK

SQILSTEPIELP

p—
———
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Tabla 6
Modelado 3D de proteina y epitopo para Eubacterium saphenum

Eubacterium saphenum
Proteina Epitopo

acetolactate synthase small subunit LAPENMVSR
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Tabla 7
Modelado 3D de proteina y epitopo para Filifactor alocis

Filifactor alocis

Epitopo

transglycosylase SLT domain- KEESKKATTQKVIVN
containing protein

DUF6630 family protein LESIQKGDIDFIILTP

f \
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Tabla 8
Modelado 3D de proteina y epitopo para Fretibacterium fastidiosum

Fretibacterium fastidiosum
Epitopo

ATPases with chaperone activity, ATP- PRMKRALELS
binding subunit
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Tabla 9
Modelado 3D de proteina y epitopo para Mogibacterium timidum

Mogibacterium timidum
Proteina
YafY family protein RKAELAQKFAV

sugar-transfer associated ATP-grasp
domain-containing protein
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Tabla 10
Modelado 3D de proteina y epitopo para Peptoanaerobacter stomatis

Peptoanaerobacter stomatis

Proteina Epitopo
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Tabla 11
Modelado 3D de proteina y epitopo para Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis
Epitopo

protein-serine phosphatase SerB LYFLGYKDS

AGNNYYGYD
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Tabla 12
Modelado 3D de proteina y epitopo para Porphyromonas endodontalis

Porphyromonas endodontalis
Proteina Epitopo

. Epitopo |
phosphoserine phosphatase SerB

fimbrial protein AGNNYYGYD
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Tabla 13
Modelado 3D de proteina y epitopo para Selenomonas sputigena

Selenomonas sputigena

Proteina

transglycosylase SLT domain-
containing protein
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Tabla 14
Modelado 3D de proteina y epitopo para Tannerella forsythia

Tannerella forsythia
Epitopo
surface layer protein B, partial YQGQNPTFDFTNK
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Tabla 15
Modelado 3D de proteina y epitopo para Treponema denticola

Treponema denticola
Epitopo

flagellar hook-basal body complex DNFRSRMVSDT
protein FIiE
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Tabla 16
Modelado 3D de proteina y epitopo para Treponema vincentii

Epitopo

flagellar hook-basal body complex DNFRSRMVSDT
protein FIiE
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flagellar biosynthesis protein FlhB LQWFAAEDEGRTE
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Tabla 17
Modelado 3D de proteina y epitopo para Treponema medium

Treponema medium

Epitopo

flagellar hook-basal body complex DNFRSRMVSDT
protein FIiE
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Tabla 18
Modelado 3D de proteina y epitopo para Treponema lecithinolyticum]

Treponema lecithinolyticum]
Proteina Epitopo

flagellar hook-basal body complex DNFRSRMVSDT
protein FLiE
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1.1.1.5 Diseno y elaboracion de Vacunas:

El disefio y la elaboracion de la vacuna se hizo sintetizando todos los epitopos de los
factores de virulencia, debidamente testeados y agrupados en dos categorias, periodonto

patogeno establecidos y los periodontos patdgenos emergentes.

Posteriormente, con ambos grupos, se realizard el disefio de la vacuna, que implica la
union de los epitopos obtenidos a una molécula transportadora, la misma que convertira
al epitopos en un inmunodgeno, confiriéndole la capacidad de siempre generar una
respuesta inmune.

La union entre la molécula transportadora y los epitopos se hizo por medio de un linker,
que es una molécula que sirve como factor de union entre algunos elementos; el linier
tiene como funcion unir los epitopos con la molécula transportadora, pero también la de

unir a los epitopos entre si.
1.1.1.5.1 Molécula trasportadora o transportador coadyuvante

GIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK

Imagen 204
Molécula coadyuvante o carrier
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1.1.1.5.2 Linker

Imagen 205
Molécula de union o linker

1.1.1.5.3 Epitopos Periodontopatogenos Establecidos

- Porphyromonas gingivalis: LYFLGYKDS - AGNNYYGYD

- tannerella forsythia: YOGQNPTFDFTNK = GGIHVISPKI
- Treponema denticola: NERSRNNSDINIIOUIUSDEGRIE

1.1.1.5.4 Epitopos Periodontopatégenos Emergentes:

Porphyromona endodontalis: LYFLGYKDS - AGNNYYGYD

- Treponema lecithinolyticum: _
LQWFAAEDEGRTE

- Treponema edium: _

- Treponema vincentii: _

- Anaeroglobus geminatus: _
LDYVTLFVFEWGLSGAA

- Selenomonas sputigena: _

- Fretibacterium fastidiosum: _

- Eubacterium Saphenum: _

- Enterococcus Faecalis: [IYILEDQIQAK - SQILSTEPIELP

- Mogibacterium Timidum: _

- Peptoanaerobacter stomatis: _

- Filifactor Alocis: KEESKKATTQKVIVN - LESIQKGDIDFIILTP
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a. Disefio y elaboracion de Vacuna Periodontopatogenos
Establecidos
GIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRR

KKIBARAAK LYFLGYKDS|EAARAR AGNNYYGY DIEARARKR
DNFRSRMVSDT EAAAAK| LQWFAAEDEGRTE EAAAAK
YQGQNPTFDFTNK/EAAAAK GGIHVISPKI

Imagen 206
Plegado de vacuna para PP establecidos
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Tabla 19
Modelado 3D de vacuna para PP establecidos

Vacuna Periodontopatogenos Establecidos
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b. Disefio y elaboracion de Vacuna Periodontopatégenos

Emergentes:

KKIBARARK LYFLGYKDS|EAARAR AGNNYYGY DIEARARKR

SNSRI " EAAAAR  1YILEDQUQAK NNEARAAK

SQILSTEPIEL PN EAAAAKIINRIRBISORIAY " EAAAAK

I NEAAAAR  KEESKKATTQKVIVN INEARAKK

LESIQKGDIDFIILTP

Imagen 207
Plegado de vacuna PP emergentes
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Tabla 20
Modelado 3D PP emergentes

Vacuna Periodontopatéogenos Emergentes
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1.1.1.6 DinaAmica Molecular:
1.1.1.6.1 Doking con Receptor BCR, TLR2 y TLR4

Imagen 208
Doking de vacuna para PP emergentes con recepto TLR2
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Imagen 209
Doking de vacuna para PP establecidos con recepto TLR2
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Imagen 210
Doking de vacuna para PP establecidos con recepto TLR4
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Imagen 211
Doking de vacuna para PP emergentes con recepto BCR
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Imagen 212
Doking de vacuna para PP establecidos con recepto BCR
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Imagen 213
Doking de vacuna para PP emergentes con recepto TLR4
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Tabla 21

Modelado 3D de Doking de vacunas con receptor BCR

DE SANTA MARIA

BCR

Vacuna Pp, establecidos
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Vacuna Pp. Emergentes
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Tabla 22
Modelado 3D de Doking de vacunas con receptor TLR2

TLR2

Vacuna Pp, establecidos Vacuna Pp. Emergentes
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Tabla 23
Modelado 3D de Doking de vacunas con receptor TLR4

TLR4

Vacuna Pp, establecidos Vacuna Pp. Emergentes
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Imagen 214
Doking vacuna PP emergentes con receptor BCR sometido a iMod Server

BCR - Vacuna Pp Emergentes
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Imagen 215
Farmacocinética de vacuna PP emergentes con receptor BCR
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Imagen 216
Doking vacuna PP establecidos con receptor BCR sometido a iMod Server

BCR - Vacuna Pp establecidos

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA
Imagen 217
Farmacocinética de vacuna PP establecidos con receptor BCR
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Imagen 218
Doking vacuna PP emergentes con receptor TLR2 sometido a iMod Server

TLR2 — Vacuna Pp Emergentes

"iMODS results" ID 0006073503549
(CG=CA ENM=edNMA Deform=0N)
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Imagen 219
Farmacocinética de vacuna PP emergentes con receptor TLR2
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Imagen 220
Doking vacuna PP establecidos con receptor TLR2 sometido a iMod Server

TLR2 — Vacuna Pp establecidos

"IMODS results" ID 0006074329411
(CG=CA ENM=edNMA Deform=0N)
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Imagen 221
Farmacocinética de vacuna PP establecidos con receptor TLR2
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Imagen 222
Doking vacuna PP emergentes con receptor TLR4 sometido a iMod Server

TLR4 — Vacuna Pp Emergentes

"iIMODS results" ID 0006075302941
(CG=CA ENM=edNMA Deform=0N)
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Imagen 223
Farmacocinética de vacuna PP emergentes con receptor TLR4
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Imagen 224
Doking vacuna PP establecidos con receptor TLR4 sometido a iMod Server

TLR4- Vacuna Pp Establecidos

"IMODS results" ID 0006075944785
(CG=CA ENM=¢dNMA Deform=0N)
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Imagen 225
Farmacocinética de vacuna PP establecidos con receptor TLR4
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1.1.1.7  Predicciones periodontopatogenos

1.1.1.7.1 Establecidos:

Imagen 226
Farmacodinamica de vacuna PP establecidos para Antigenos e inmunoglobulinas
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Antigen and immunoglobulins. Antibodies are sub-divided per isotype.

Imagen 227
Farmacodindmica de vacuna PP establecidos para Linfocitos B de memoria

B cell population (cells per mm?)
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B lymphocytes: total count, memory cells, and sub-divided in isotypes IgM, IgG1 and IgG2.
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Imagen 228
Farmacodinamica de vacuna PP establecidos para poblaciones de linfocitos B

B cell population per state (cells per mm?3)
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B lymphocytes population per entity-state (i.e., showing counts for active, presenting on
class-ll, internalized the Ag, duplicating and anergic.

Imagen 229
Farmacodindmica de vacuna PP establecidos para células plasmaticas

PLB cell population (cells per mm?)
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Plasma B lymphocytes count sub-divided per isotype (IgM, IgG1 and IgG2).
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Imagen 230
Farmacodindmica de vacuna PP establecidos para poblaciones de linfocito TCD4

TH cell population (cells per mm?3)
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CD4 T-helper lymphocytes count. The plot shows total and memory counts.

Imagen 231
Farmacodindamica de vacuna PP establecidos para estados de linfocito TCD4

TH cell population per state (cells per mm?3)
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CD4 T-helper lymphocytes count sub-divided per entity-state (i.e., acctive, resting, anergic
and duplicating).
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Imagen 232

Farmacodindmica de vacuna PP establecidos para regulaciéon de linfocito TCD4
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CD4 T-regulatory lymphocytes count. Both total, memory and per entity-state counts are
plotted here.
Imagen 233

Farmacodindmica de vacuna PP establecidos para poblacién linfocitos TCD8
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CD8 T-cytotoxic lymphocytes count. Total and memory shown.
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Imagen 234

Farmacodinidmica de vacuna PP establecidos para estado de linfocito TCD8

TC cell population per state (cells per mm?)

I | I I ;IE\CTIVE l !
— T DUPLICATING =
- RESTING
ANERGIC (y2)
- 0.5
-1 0
- -0.5
L ! I L ! I -1
0 5 10 15 20 25 30 35
days
CD8 T-cytotoxic lymphocytes count per entity-state.
Imagen 235
Farmacodindmica de vacuna PP establecidos para células natural killer
NK cell population (cells per mm3}
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Natural Killer cells (total count).
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Imagen 236
Farmacodinamica de vacuna PP establecidos para células dendriticas
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Dendritic cells. DC can present antigenic peptides on both MHC class-| and class-II

molecules. The curves show the total number broken down to active, resting, internalized and
presenting the ag.

Imagen 237
Farmacodinamica de vacuna PP establecidos para macréfagos

MA population per state (cells per mm?)
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Macrophages. Total count, internalized, presenting on MHC class-Il, active and resting
macrophages.
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Imagen 238
Farmacodindmica de vacuna PP establecidos para células epiteliales

EP population per state (cells per mm?)
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Epithelial cells. Total count broken down to acgive, virus-infected and presenting on class-I
MHC molecule.

Imagen 239
Farmacodinamica de vacuna PP establecidos para citocinas
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Cytokines. Concentration of cytokines and interleukins. D in the inset plot is danger signal.
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1.1.1.7.2 Emergentes:

Imagen 240
Farmacodindmica de vacuna PP emergentes para Antigenos e inmunoglobulinas
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Antigen and immunoglobulins. Antibodies are sub-divided per isotype.

Imagen 241
Farmacodindmica de vacuna PP emergentes para linfocitos B de memoria

B cell population (cells per mm3)
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B lymphocytes: total count, memory cells, and sub-divided in isotypes IgM, IgG1 and IgG2.
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Imagen 242
Farmacodinidmica de vacuna PP emergentes para estados de linfocitos B

B cell population per state (cells per mm3)
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B lymphocytes population per entity-state (i.e., showing counts for active, presenting on
class-ll, internalized the Ag, duplicating and anergic.

Imagen 243
Farmacodindmica de vacuna PP emergentes para poblacion de linfocitos TCD4

TH cell population (cells per mm?3)
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CD4 T-helper lymphocytes count. The plot shows total and memory counts.
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Imagen 244
Farmacodinadmica de vacuna PP emergentes para poblaciones de linfocitos B

PLB cell population (cells per mm3)
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Plasma B lymphocytes count sub-divided per isotype (IgM, 1gG1 and 1gG2).

Imagen 245
Farmacodindmica de vacuna PP emergentes para estados de linfocito TCD4

TH cell population per state (cells per mm?)
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CD4 T-helper lymphocytes count sub-divided per entity-state (i.e., acctive, resting, anergic

and duplicating).
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Imagen 246

Farmacodinamica de vacuna PP emergentes para regulacion de linfocito TCD4

TR (regulatory) cell population per state (cells per mm?3)
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CD4 T-regulatory lymphocytes count. Both total, memory and per entity-state counts are
plotted here.
Imagen 247
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Farmacodindmica de vacuna PP emergentes para poblaciones de linfocitos TCD8

TC cell population (cells per mm?)

CD8 T-cytotoxic lymphocytes count. Total and memory shown.
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Imagen 248
Farmacodindmica de vacuna PP emergentes para células plasmaticas

PLB cell population (cells per mm?3)
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Plasma B lymphocytes count sub-divided per isotype (IgM, IgG1 and 1gG2).

Imagen 249
Farmacodindamica de vacuna PP emergentes para estado de linfocito T CD8

TC cell population per state (cells per mm-=)
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CD8 T-cytotoxic lymphocytes count per entity-state.
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Imagen 250
Farmacodindmica de vacuna PP emergentes para células natural killer

MNK cell population (cells per mm3)
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Natural Killer cells (total count).
Imagen 251
Farmacodindmica de vacuna PP emergentes para células dendriticas
DC population per state (cells per mm?)
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Dendritic cells. DC can present antigenic peptides on both MHC class-| and class-I|
molecules. The curves show the total number broken down to active, resting, internalized and
presenting the ag.
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Imagen 252
Farmacodindmica de vacuna PP emergentes para macréfagos

MA population per state (cells per mm?)
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Macrophages. Total count, internalized, presenting on MHC class-Il, active and resting
macrophages.

Imagen 253
Farmacodinamica de vacuna PP emergentes para células epiteliales
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Epithelial cells. Total count broken down to acgive, virus-infected and presenting on class-|
MHC molecule.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




». . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE Q%

\CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

Imagen 254
Farmacodindmica de vacuna PP emergentes para citocinas
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Cytokines. Concentration of cytokines and interleukins. D in the inset plot is danger signal.

1.1.1.8 Resumen General

Imagen 255
Identificacion y procesamiento de epitopos

Materiales y Métodos:

ierehcain e
Fekdrinpatngs  Fadoes e

sinenda
PublQed
muannna\ ibraryof Medicie ‘ ros B ovesmnern

‘ S — ‘ ol -
Baning free snargy of comes | 13 Th (keabime _

". BLAST® » blastp suite [ Clustal Omega

ent (M5A)

Multiple Sequen
dericacitinde peskies Eplicpas T

VaxiJen 2.0
AllergenFPv.1.0

ToxinPred
AlphaFold Server l_|* Emoncn e moca CF Q

WeiBoaciny eshen de epkopes

¥

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




== . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM ‘ DE SANTA MARIA

Imagen 256
Diseifio y elaboracion de vacuna
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2. DISCUSION:
2.1. Resumen de los antecedentes

Debido a que la enfermedad periodontal es una patologia qué tiene una gran
incidencia a nivel mundial es que se ha buscado por muchas formas la posibilidad
de poder ralentizar o evitar qué se debe la progresion de la mencionada
enfermedad a su estadio mas destructivo. no debemos perder el foque de que la
enfermedad periodontal tiene dos estadios, siendo el primero la gingivitis, en
pocas palabras un proceso inflamatorio del tejido gingival que va a generar un
aumento de volumen, desde un punto de vista clinico, las encias debido a la

formacion de las llamadas bolsas periodontales.

La profundidad de estas bolsas donde van a comenzar a establecerse después de
un largo proceso de maduracion del biofilm una serie de bacterias que no requieren
de manera imprescindible del oxigeno para poder vivir, este tipo de bacterias se
denominan anaerobias, dado el nombre trae a colacidon no requieren de oxigeno

para poder subsistir dentro de las profundidades de la bolsa gingival.

Es aqui donde se establecen las bacterias que tienen un mayor potencial
patogénico, Y por consiguiente tienen una elevada capacidad de generar la
transicion, del proceso inflamatorio propiamente de la gingivitis a un proceso
inflamatorio litico, que da el paso a la progresion de la enfermedad a su segundo

estadio mas agresivo al cual se le denomina periodontitis.

A grandes rasgos la diferencia entre el estadio de gingivitis y el estadio de
periodontitis radica en que, en la gingivitis, la inflamacion de los tejidos blandos
lo que se evidencia clinicamente con la formacion de las bolsas periodontales qué
pueden tener un crecimiento y un nivel de profundidad variable dependiendo de
la severidad del cuadro, A diferencia de la periodontitis donde, como se dijo
anteriormente, existe eso un proceso inflamatorio litico, qué se traduce en la
reabsorcion del hueso alveolar, un elemento constituyente del sistema de soporte
del diente denominado parodonto, junto con el cemento radicular y ligamento

periodontal.

Es por esta razon, que junto a la caries, en estadios avanzados ambas patologias
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van a generar la pérdida de la pieza dentaria, y al haberse perdido la pieza, por el
mecanismo de la erupcion pasiva compensatoria, que se van a producir las
maloclusiones que van a tener la capacidad agravarse y generar los traumas
temporomandibulares; todo esto se explica como una triada de las principales

enfermedades o patologias orales en la triada de Miller.

Es necesario considerar que la enfermedad periodontal se desarrolla gracias a un
pilar fisiologico qué es la formacion del biofilm bacteriano, antes conocido como

placa bacteriana.

La actualizacion del término radica en poder distinguir los dos componentes de la

estructura, las que son la matriz y la comunidad bacteriana.

La matriz estd constituida por un conjunto de glucoproteinas que van a
establecerse en la superficie del diente por medio de un proceso electroforético
contacto que existe entre la saliva y la superficie dentaria por la interaccion de
cargas de ambas sustancias, el resultado es la formacion de una biopelicula de
mucina, cuya principal caracteristica fisica es la de constituir un elemento
pegajoso sobre el cual podran adherirse las bacterias propias de la microbiota oral

por medio de diversos mecanismos como son las fibras entre otros.

El segundo elemento estara constituido, por la comunidad bacteriana, un conjunto
de bacterias qué van a ir colonizando la placa de manera sucesiva en un proceso
denominado maduracion del biofilm, que en pocas palabras tiene tres etapas que
son:

- La adhesion.

- Colonizacion multiplicacion.

- Maduracion.

La etapa de la adhesion, muy brevemente, es basicamente la formacion de una
estructura denominada pelicula adquirida, qué podemos entender que viene a ser
la formacion de la matriz del biofilm, la capa de glucoproteinas que va a tener
como funcién la de poder hidratar los tejidos, debido a la tension superficial que
va a cubrir los mismos los va a proteger contra el componente acido qué proviene

del tracto digestivo, mas en concreto, del estomago.
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La etapa de la colonizacion corresponde a la progresiva gradual y compleja
incorporacion de distintos tipos bacterianos en la pelicula adquirida, es importante
destacar que la formacion de la querida es un proceso fisiologico qué, en si mismo,
no es patogénico, es normal, lo anormal, lo patoldgico se desencadena cuando esta
estructura persiste demasiado tiempo, Y es que es necesario considerar que dicha
estructura no constantemente por una serie de factores mecanicos e
hidrodindmicos, lo que no da tiempo a que bacterias patégenas puedan
colonizarla, debido a la autoclisis qué se produce, por ejemplo el roce de los
tejidos blandos como la lengua o carrillos, la friccion que existe entre los dientes,
y por qué estas son caras libres que estdn en contacto con esos elementos
hidrodindmicos y mecénicos; sin embargo existen zonas como los espacios
interdentales por ejemplo, otros como surcos y fosas propias de la anatomia
oclusales de los dientes posteriores molares, persona retentivas que no estan
expuestas a estos estimulos mecanico se hidrodinamicos, por lo que aca el biofilm
persiste por mas tiempo, y es donde se dan las complejas interacciones
microbianas que desencadenan el desarrollo de las dos siguientes fases en el

proceso de maduracion del biofilm.

La colonizacién estd marcada por una serie de interacciones complejas donde va
a darse sustitucion de bacterias, las inicialmente poco agresivas aerobias gram
positivas seran desplazadas y posteriormente reemplazadas en su totalidad por las
mas agresivas anaerobias gram negativas en un proceso denominado sucesion
alogénica bacteriana, qué consiste en €l del tipo bacteriano por un cambio de la

fuente nutricia persistente en el medio.

En la etapa de la colonizacion, se puede evidenciar inicio del cambio, ain hay
algunas aerobias, pero ya comienzan a aparecer las gram negativas anaerobias, es
hasta la etapa de la maduracién qué se produce el cambio total tipo bacteriano

siendo predominantes las gram negativas anaerobias.

Y es asi que se llegan a establecer las tres bacterias qué conforman el complejo
rojo de la piramide de Socransky, las bacterias con un mayor nivel de virulencia

en el desarrollo y la progresion de la periodontitis.

Dada la gravedad de la enfermedad denominada periodontitis el que se han llevado
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a cabo una serie de propuestas de tratamiento con el fin de poder evitar el
desarrollo y progresion de la misma, pero a lo largo de los afios con las propuestas
de tratamiento antibioticas y las mecanicas o clinicas se ha conseguido que
bacterias comienzan a adquirir altos niveles de resistencia por lo que en la
actualidad es muy complicado poder llevar a cabo la eliminacion de todo el
ecosistema bacteriano disbiotico, y es esto lo que ha motivado lo que se impulsen
las investigaciones con el objetivo de poder encontrar nuevas alternativas de
tratamiento que garanticen la eliminacion de dichas bacterias para de esta manera
poder controlar el proceso inflamatorio qué es lo que va a generar la reabsorcion
Osea y lo que determina la destruccion del parodonto, Por consiguiente es lo que
va a generar los efectos gravosos de la periodontitis, ya que los estudios han
demostrado que remodelado 6seo es el mecanismo pertinente qué va a generar
como consecuencia el mantenimiento de la integridad del hueso porque de esta

manera se regula la cantidad de contenido mineral que va a tener el mismo.

Existen dos tipos de remodelado 6seo, un remodelado fisiologico qué puede ser
guiado, cuando estamos hablando de la exposicion de la estructura atenciones o
fuerzas lo que va a generar la injuria necesaria para la destruccion de algunos de
sus componentes y los mismos van a generar la liberacion de sustancias que van
a producir una neoformacion de hueso. también esté el remodelado no guiado qué
es en pocas palabras, aquel que se va a llevar a cabo debido a la accion de
sustancias quimicas en el cuerpo denominadas hormonas, donde vamos a

encontrar la intervencion las hormonas de la hipoéfisis y otras glandulas.

Por otra parte, existe el remodelado 6seo patoldgico, que se va a llevar a cabo por
la alteracion del sistema bioldgico La regulacion de remodelado 6seo, hablamos

del sistema RANK/RANKL/OPG.

La alteracion de cualquiera de los elementos antes mencionados va a generar un
desequilibrio al momento de llevar a cabo el remodelado 6seo, y dicha alteracion
se produce cuando estamos frente a un tejido inflamado, ya que, los estudios
demuestran que en estadios inflamatorios existe una gran cantidad de RANK en
comparacion a OPG; esto es importante por qué la union de RANK y RANKL
genera que se pueda llevar a cabo la diferenciacién de los pre osteoclastos en

osteoclastos que son responsables de la fagocitosis del hueso, mientras que en
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estadios libres de inflamacion, existe una mayor cantidad de OPG que actua
sefiuelo, y evita la formacion del complejo RANK/RANKL de esta manera los
preosteoclastos no se diferencian en osteoblastos y por consiguiente no pueden

llevar a cabo la fagocitosis del hueso, por lo que no hay reabsorcion dsea.

Para eso es imprescindible tomar en cuenta y considerar el proceso inflamatorio
como un mecanismo que tiene el cuerpo para poder llevar a cabo la reparacion del
tejido y la eliminacion de agentes que constituyen noxa, los cuales tienen el
potencial de causar dafio en los tejidos. Asimismo es necesario distinguir que
existen dos tipos de inflamacion la inflamacion denominada séptica, ocasionada
por un agente infeccioso como por ejemplo vendrian a ser las bacterias, y otro tipo
de inflamacion que es aséptica, donde no intervienen agentes infecciosos como
las bacterias, la finalidad de la inflamacion en el primer caso, es la de controlar el
foco infeccioso y posteriormente reparar el tejido, mientras que en el segundo caso

la funcién primordial es la de poder llevar a cabo la reparacion del tejido.

Este proceso reparatorio propio de la inflamacion nunca se debe podré llevar a
cabo si es que en la estructura que es objeto de injuria atn persisten los agentes
responsables de la noxa, por el contrario se llevard a cabo una extension en el
tiempo de dicho proceso inflamatorio, generando de esta manera consecuencias

irreversibles como es la osteolisis.

Es por esta razéon qué se comenzaron a pensar en otros mecanismos que puedan
llevar a cabo un control del proceso inflamatorio en la periodontitis, es asi, qué
con el desarrollo tecnologia se pudieron conseguir las necesarias para poder llevar

a cabo la elaboracion de elementos como son las vacunas.

Se entiende por vacuna a un tipo de medicacidn especial, qué va suministrarse, no
individuos enfermos, si no individuos sanos, con el objetivo de poder generar en
ellos una inmunidad, por la activacion de su sistema inmune gracias a la presencia
de diversos elementos de caracter infeccioso que son suministrados de manera

controlada.

La aparicion y posterior extension de las herramientas informaticas, desde aquella
época lejana en la que se dio su aparicion por primera vez, con el “informe del

automata celular”, es que se ha podido llevar a cabo una serie de procesos
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complejos qué desembocan en la prediccidon del comportamiento de determinadas
sustancias entre si, digo esto ya que en un primer momento el término a la
interaccion de los componentes los medicamentos, es decir hablamos de la
interaccion entre principio activo y los excipientes de diversos farmacos, lo que
permitia disefiar al farmaco por medio de la utilizaciéon de las herramientas
digitales, de esta manera reduciendo costos y también tiempo, perfeccionando el

elemento antes de su materializacion.

El uso de estas herramientas computacionales se les denomin6 estudios in silico,
y como se menciond lineas arriba se utilizd6 en un primer momento en la
farmacologia, de manera posterior y con los avances tecnoldgicos de nuestros
tiempos se pudo extender la aplicacion de este mismo principio para poder llevar
a cabo la simulacion de los procesos biologicos, y es de esta manera que se da
lugar a la llamada bioinformatica, estos principios se extrapolaron y aplicaron a

otras ramas como son la biologia, la inmunologia entre otras.

En materia de inmunologia es qué aparece la Inmunoinformatica, y en base a todo
lo antes mencionado es que se puede llevar a cabo la realizacion de una vacuna
utilizando medios computacionales, es decir hablamos de la realizacion de

estudios cientificos para poder llevar a cabo la elaboracion de una vacuna.

Esta herramienta importante gener6 que los investigadores pueden llevar a cabo
estudios para poder proponer una alternativa mucho mas eficiente para poder
controlar el desarrollo y la progresion de la periodontitis por medio de la

elaboracion de candidatos de vacuna.

Los estudios son muy pocos, pero existen antecedentes, estudios que se
materializan en papers, clasificados, aprobados y publicados en distintas

plataformas investigativas como PudMed por citar un ejemplo.

Es el caso de mi primer antecedente investigativo “Porphyromonas gingivalis
Vaccine: Antigens and Mucosal Adjuvants”. (103)el estudio plantea el disefio de
una vacuna contra Porphyromonas gingivalis, se plantea una conjugacion de
antigenos y elementos coadyuvantes de la mucosa, por estos efectos los autores
en base a los estudios previamente realizados llegando a la conclusion de que el

principal elemento con la categoria de agente causal de la enfermedad es la
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bacteria complejo rojo de Socransky, el Porphyromonas gingivalis, una bacteria

anaerobia que habita en la profundidad de las bolsas periodontales.

Asimismo, autores del estudio llegan también a poder desarrollar la necesidad de
un medio para poder combatir la dicha bacteria responsable de la enfermedad tanto
en desarrollo como en progresion, la problematica del alto nivel de resistencia que
ha adquirido estd a lo largo del tiempo por la utilizacién de los métodos de

tratamiento convencional.

Todo esto es lo que motiva autores a llevar a cabo el desarrollo del estudio y poder
proponer un modelo de vacuna utilizando estructuras antigénicas propias de las
bacterias como por ejemplo vendrian a ser las fimbrias, proteinas de membrana,

entre otras.

A estas estructuras se les denomina antigénicas en virtud de que tiene la capacidad
de poder ser reconocida por el sistema inmunitario para subsecuentemente llevar

a cabo la activacion del mismo y se desencadena una respuesta inmune.

Pero la propuesta del estudio en cuestion no se limita simplemente a llevar a cabo
una vacuna con los elementos constituyentes de Porphyromonas gingivalis, si que
también que se extienden y van mas alla adicionando elemento coadyuvante
inmunoestimulante, entendiéndose por este aquellos elementos que van a
potenciar el reconocimiento y la ulterior activacion de una respuesta inmune ya
que este elemento ayuda a una cancion del elemento activo de la vacuna. Existen
varios coadyuvantes, pero se destacan por ejemplo complejos
inmunoestimulantes, las emulsiones minerales, los adsorbentes, asi como también

productos microbianos entre otros.

Asimismo, estudio se da una calificacion de lo que es la naturaleza de una vacuna,
entendiéndola como un medicamento de caracteristicas especiales, cuya finalidad
es preventiva, generar una inmunidad de rebafio que va a evitar el nimero de
individuos susceptibles de una infeccion, por qué la vacuna es eso, una
herramienta que ayuda a poder combuatir a las enfermedades que tienen un caracter

infeccioso.

En lo que se refiere a mi segundo antecedente investigativo denominado
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“Computational Design of a Multi-Epitope Vaccine Against Porphyromonas
gingivalis”. (103) En el presente articulo se destaca la necesidad de poder llevar a
cabo el disefio de una vacuna, frente a los fracasos de tratar de llevar a cabo un
control de la enfermedad por medio de la utilizacion de los métodos
convencionales, en el presente estudio se va de lleno ya a cuestion de la
elaboracion de la vacuna utilizando también estructuras que constituyen epitopos
bacterianos, lo que se logra por medio de pruebas in Silico, es decir utilizando
software y herramientas computacionales para determinar que los candidatos a
epitopos constituyen estructuras competentes para poder ser utilizadas en el disefio
de la vacuna, asi mismo poder garantizar que las estructuras utilizadas como
elementos integrantes de la misma no generen problemas el organismo humano,

por ejemplo que no sean toxicos o generen algln tipo de respuesta autoinmune.

El proceso concluye con un modelo 3D del candidato a vacuna y posteriormente
se lleva a cabo una serie de estudios para poder evaluar el acople del principio
activo a los receptores de tipo toll, principalmente en el caso en cuestion se hace
una prediccion al acople del receptor TLR2 que es responsable de reconocimiento
de los productos microbianos, en el caso en cuestion, se deja de lado el acople
receptores TLR4, que a diferencia del receptor antes mencionado, se encarga de

reconocer estructuras denominadas PAMS.

De esta forma que los autores del estudio destacan la importancia de poder llevar
a cabo estudios in Silico, la cual se considera como una herramienta poderosa para
poder llevar a cabo el desarrollo de una vacuna definitiva, ya que los estudios
computacionales se consideran como una base, sobre el cual se puede llevar a cabo

la materializacion de una vacuna tangible.

En el paper “Potential Treponema denticola-based periodontal vaccine to resolve
a global public health challenge: a narrative literature review” (104). Se propone
la elaboracion de una vacuna periodontal, tomando como base a uno de los
periodontopatogenos del complejo rojo de Socransky, el Treponema denticola, la
finalidad de ese estudio es la de poder llevar a cabo una propuesta para poder
mitigar y resolver un problema de salud publica general, y este enfoque se da en
el sentido de que muchas de las bacterias que van a intervenir en el desarrollo y la

progresion de la periodontitis son responsables de llevar a cabo el desarrollo de
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multiples enfermedades sistémicas Como por ejemplo, la artritis reumatoide, otras
mas tienen la capacidad de poder llevar a cabo el impulso necesario para que se
enfermedades metabdlicas como la diabetes, y algunas otras mas tienen el
potencial de desencadenar patologias neurologicas por ejemplo vendrian a ser

enfermedades degenerativas como el Alzheimer.

Considerando todas estas enfermedades, desde un enfoque etiologico, se sustenta
en la capacidad de diseminacién qué tienen las bacterias, ya estd por la via
sanguinea también conocida como via hematica o en su defecto la diseminacion
que se puede producir por via linfatica. donde la bacteria se traslada de un punto
A y lleva a un organo el que se instala inicia un proceso de colonizacion
generando, por ejemplo, en el caso de la endocarditis infecciosa, la formacion de
una serie de cuerpos vegetativos a los que se le denomina vegetaciones, las cuales

van a obstaculizar el correcto funcionamiento del sistema cardiaco.

La finalidad del desarrollo de la propuesta de vacuna en el presente estudio es la
de poder llevar a cabo de manera inmediata una vacuna contra la periodontitis,
qué forma reducir la incidencia de todas las enfermedades que tienen como
génesis a los agentes causales de la mencionada enfermedad, principalmente

enfocandose en el Treponema denticola.

Los autores del estudio titulado “Una vacuna conjugada en céapsula de
Porphyromonas gingivalis protege de la pérdida osea oral experimental” (105)
plantean la naturaleza inflamatoria litica de la periodontitis, la cual afecta al tejido
duro y blando del soporte del diente generando como consecuencia con el
desarrollo de la enfermedad la pérdida del diente, una forma al igual que en los
estudios anteriores se va a establecer que el principal periodonto patégeno
implicado en el desarrollo y la produccion de la enfermedad es el Porphyromonas
gingivalis, recalcando la problematica para poder llevar a cabo el control de la
infraccion por dicha bacteria debido a la gran resistencia que esta ha obtenido a lo
largo de los afios con la utilizacidon del tratamiento convencional, se resalta en el

fracaso al momento de intentar detener la progresion de la enfermedad.

Es por esta razoén que se plantea el desarrollo de una vacuna por medio de la

conjugacion de dos elementos fundamentales, primeramente el empleo de un
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polisacarido de las céapsulas purificadas de la bacteria y en segundo lugar la
adicion ve una version mejorada de la proteina transportadora CRM197, a la cual
se le denomina eCRM, la aplicacion clinica en animales revelo una alta eficacia
de proteccion contra reabsorcion Osea caracteristica de la periodontitis, cabe

destacar que el estudio se llevd a cabo en ratones.

Asimismo los autores del paper "Estudio de vacuna intranasal utilizando vesiculas
de membrana de Porphyromonas gingivalis: método de aislamiento y aplicacion
a un modelo de raton" (106), maneja un enfoque en el que se van a captar los
elementos qué hacen a la bacteria, el Porphyromonas gingivalis, un elemento
extremadamente agresivo, identificados de estos elementos se van a comenzar a
tratar para que también sean utilizados a nuestro favor, como elementos que
facilmente reconocido por el sistema inmune, y una vez esto se produzca se pueda
llevar a cabo una respuesta inmunitaria eficiente; nos estamos refiriendo a los

factores de virulencia, en este caso eligio a las vesiculas de membrana externa de

la bacteria.

Este Factor virulencia es sometido a un tratamiento lo que va a generar qué el
mismo sea reconocido por el sistema para activarlo y que se desencadena una
respuesta inmune en bajas las dosis, lo que aumenta la eficacia de dicha respuesta

en contra de la bacteria.

Finalmente en el estudio titulado "Vacuna de ADN funcionalizada/disefiada por
rgpA como una nueva vacunacion profilactica para prevenir la periodontitis
inducida por Porphyromonas gingivalis: un estudio in vivo" (107), también toman
como base primordial en la elaboracion de la propuesta de vacuna a factores de
virulencia de Porphyromonas gingivalis, de esta manera convirtiendo las armas de
la bacteria en su mayor debilidad, que a partir de estas se llevard a cabo el

reconocimiento del elemento patogénico por parte del sistema inmune.
2.2. Resumen de los Resultados:

Fueron varias las razones que impulsaron a la realizacion del presente estudio,
partiendo por la cuestion de poder distinguir la naturaleza de la periodontitis, una
enfermedad inflama crénica litica que es una progresion de la gingivitis, esta se

produce por la interaccion de dos elementos muy semejantes entre si tanto como
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diferentes, hablamos causa y el agente causal.

Englobamos a ambos términos dentro de la enfermedad periodontal, distinguiendo
particularmente el término general y posteriormente extrapolando lo a la
enfermedad en cuestion, bajo este contexto diremos que la causa es aquello que
de manera inmediata va a ser la causa de la enfermedad, Mientras tanto el agente
causal va a hacer aquello que de manera inmediata va a generar el dafio, en este
caso va a causar la enfermedad. Extrapolando los términos a la enfermedad
estudiada, encontraremos que la causa de la enfermedad periodontal no es otra que
el biofilm bacteriano, mientras que el agente causal va a ser las comunidades de

bacterias que colonizan este ultimo.

Hay que recapitular el tema de la inflamacién, como mecanismo fisiologico qué
va a buscar la reparacion del tejido dafiado por una noxa, la misma puede tener
una variante en su naturaleza, encontramos un tipo de inflamacién denominada
aséptica, que se produce sin la intervencion de agentes infecciosos como por
ejemplo vendrian a ser las bacterias, y en este caso es obvio poder deducir que la
finalidad de la inflamacion va a ser la de poder llevar a cabo la reparacion del

tejido que ha sido danado por una injuria.

Sin embargo, el tipo de inflamacién que tratamos en el presente trabajo de
investigacion es la inflamacion séptica, aquella que por un agente infeccioso como
por ejemplo las bacterias que estan implicadas en el desarrollo y la progresion de

la enfermedad periodontal.

De esta enfermedad va desde un cuadro inflamatorio con la gingivitis, hasta un
estadio inflamatorio litico qué va a generar destruccion del hueso alveolar, por
consiguiente va a generar la destruccion del sistema de soporte del diente lo que
va a generar como consecuencia la pérdida del mismo y con ello se arrastra a

futuro maultiples problemas de oclusion.

La particularidad de esta enfermedad es que se da a partir proceso fisiologico
inevitable y necesario para el correcto funcionamiento del sistema
estomatognatico, la formacion de la pelicula adquirida, una capa de glucoproteinas
que va a tapizar todas las superficies orales con la finalidad de ofrecer proteccion

frente a los 4cidos que provienen del tracto gastrointestinal humectando la
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superficies; pero asi también va a hacer el sustrato sobre el cual se va a poder
llevar a cabo la adherencia de las bacterias que posteriormente van a comenzar a
colonizar la superficie, y por medio de procesos de agregacion y coagregacion se
llevard una sustitucion bacteriana pasando de las bacterias gram positivas aerobias

a las gram negativas anaerobias.

El proceso antes descrito, produce que la ecologia oral se vea alterada, de tal forma
que podemos hablar de un medio a cambiar de un estado de eubiosis, qué
equilibrio y ausencia enfermedad, a un estado de disbiosis, qué es un desequilibrio
y quién te conlleva al desarrollo de la enfermedad es por todas estas razones que
se llevo a cabo los estudios necesarios para poder proponer un candidato la vacuna
para poder tratar a la periodontitis y evitar los efectos gravosos enfermedad

genera.

Lo primero que se hizo fue llevar a cabo una extenuante busqueda bibliografica
para poder identificar la causa el agente causal, asi pude darme cuenta que la causa
era inevitable pues hablamos de un proceso fisiolégico naturalmente y tiene una
finalidad de proteccion, entonce la variable que se tenia que tratar de atacar
vendria a ser las comunidades bacterianas, en la revision bibliografica se pudo
identificar a las bacterias propias desarrollo y la progresion de la periodontitis, las
mismas que son descritas en el complejo de la pirdmide de Socransky, un grafico
que agrupa a las bacterias a criterios como por ejemplo el nivel de patogenicidad

que tienen.

Es asi qué se determind un enfoque para poder combatir a las tres bacterias del
complejo rojo de Socransky que son el Treponema denticola, Tannerella forsythia

y Porphyromonas gingivalis.

Aun asi la piramide de Socransky fue elaborada en 1998, Y a partir de este tiempo
se llevd a cabo una gran cantidad de estudios sobre lo que es la naturaleza
microbiana de las tres bacterias del complejo rojo, ya que eran las establecidas
cronologicamente. Pero los estudios no se detuvieron y continuaron
descubriéndose bacterias que estan implicadas directamente en el desarrollo de la
enfermedad periodontal es asi que se lleva a cabo una clasificacion de las bacterias

en base al nivel de tratativa que han tenido a lo largo del tiempo. de esta manera
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surgen dos grupos de periodontopatogenos los establecidos que son las bacterias
del complejo rojo de Socransky y los emergentes qué fueron identificados y se

iniciaron estudios de manera posterior la piramide.

Es por eso que en materia de investigacion de la presente tesis se optd por abarcar
tanto a los periodontopatogenos establecidos y emergentes para poder llevar a

cabo elaboracion de un prototipo de vacuna para poder tratar la periodontitis.

Una vez identificado el problema, se procedié llevar a cabo el estudio del
proteoma de cada una de las bacterias en cuestion, de esta manera identificar las
proteinas que van a expresar cada microorganismo, de esta forma logré encontrar
las proteinas que los factores de patogenicidad y factores de virulencia de cada

una de las bacterias estudiadas.

Una vez identificadas las proteinas constituyentes de los factores de virulencia, se
llevé a cabo un andlisis de los aminodcidos , para poder identificar posibles
epitopos, por medio de la utilizacién un software denominado Vaxijen, se logrd
identificar los aminoéacidos que constituyen péptidos que tienen caracteristicas
antigénicas, a estos candidatos les llevd a cabo una serie de examenes para poder
ver que no exista elementos que pueda generar una contraindicacion, desde el
punto de vista de toxicidad o alergenicidad lo cual se llevo a cabo en software

especializados.

Una vez realizado a cabo el testeo de los epitopos, se procedid a llevar a cabo una
simulacion de plegado en una herramienta denominada AlphaFold para de manera
posterior llevar a cabo un modelado 3D de los epitopos en un programa

especializado en dicha tarea, este tiene por nombre Pymol.

A partir de este punto es necesario entender que para llevar a cabo su funcion, los
linfocitos tienen que pasar por un proceso de maduracidn, en este proceso los
linfocitos van a adquirir dos cosas, primero obtendran su molécula del complejo
mayor de histocompatibilidad qué puede ser del tipo uno o del tipo dos; a estos se
le conoce mejor por MHC1 o MHC?2; y posteriormente se les asignara su receptor
especifico qué puede ser el receptor BCR, TCR2 o TCRA4. es en base a estos dos

elementos que se determina la funcion del Linfocito.
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Por eso una vez llegado a cabo la generacion 3D se lleva realiza el acople al
epitopo a la molécula de complejo mayor de histocompatibilidad, y esto se hace
gracias a las gestiones del servidor HawkDock. En este nivel es también
imprescindible poder distinguir dos términos que se van a emplear para describir
el fendmeno, la afinidad y la fuerza de unidn, para estos efectos diremos que la

afinidad engloba una gran cantidad de fuerzas de union.

Hecho esto se hace lo mismo en relacion a los alelos en el servidor IEDB

comparando las moléculas del MHC 1 con las moléculas del MHC 2.

Teniendo todo ello procede a llevar a cabo el disefio y la elaboracion de la vacuna
qué consiste en agregar dos elementos mas a la ecuacién, una molécula
transportadora o carrier de naturaleza lipidica y los linkers, con la adicion de estos
elementos se va a generar que encontremos ya nuestra vacuna expresada en
aminodacidos, a esta la sometemos al Pymol para poder generar su modelo 3D y
de manera posterior llevar a cabo su acople a los receptores BCR, TLR2 y TLR4,

esto se realizo en el servidor ClusPro.

Concluido el proceso antes escrito encontramos ya una vacuna funcional entonces
lo que faltaria seria llevar a cabo la simulacién de como se va a comportar la
vacuna con en el organismo y los cambios que estd podria sufrir al momento de
ingresar en el mismo, estas predicciones se pueden evidenciar en el servidor C-

IMMCSI y iMOD respectivamente.
2.3. Comparacion de los resultados y antecedentes:

Todos los estudios precedentes han demostrado la necesidad de poder contar con
una vacuna que puede hacer frente a los estragos qué genera el inicio y la
progresion de la periodontitis, Asimismo las consecuencias sistémicas de no
controlar la proliferacion bacteriana de los agentes causales propios de la

enfermedad.

Las variaciones conllevan en el enfoque que se le ha podido dar alternativa y es
que por mucho tiempo se creyo que Unicamente era las bacterias del complejo rojo
las responsable de llevar por ar a cabo el desarrollo y la progresion de la

periodontitis; pero con los estudios ulteriores se pudo determinar que no solo son
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estas qué estan implicadas en el desarrollo y la progresion de la enfermedad sino
que existen muchas otras que son responsables directamente, a las cuales se les

denomina los periodontopatogenos emergentes.

La mayoria de los trabajos precedentes se enfocaron puedes tratar a la
periodontitis abarcando a una bacteria en concreto, al Porphyromonas gingivalis
o Treponema denticola, por lo que se estaria atacando una de las variables de la
ecuacion de la enfermedad, sin embargo, las demas variables estarian dejandose
de tratar; por consiguiente, se estaria fallando en la pretension ultima de la vacuna

que es la de poder controlar la inflamacién responsable absorcion Osea.

A mi trabajo de investigacion opté por poder atacar a todas las variables, todas las
bacterias que estan directamente en el desarrollo y la progresion en la enfermedad
y en base a esto tuve como resultado una vacuna indicada para los periodontos
establecidos y otra para los periodontopatdogenos emergentes, asi mismo se pudo

lograr la garantia de eficacia por medio de estudios in Silico.
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CONCLUSIONES
1. Se pudo determinar la estructura protedmica de los periodontopatogenos

establecidos, seleccionandose dos proteinas constituyentes de factor de virulencia
y de las mismas se obtuvo la secuencia de aminodcidos que constituyen un epitopo
competente para el ensamblaje de la vacuna, posteriormente, los mismos fueron
sometidos a un Doking con la molécula del Complejo Mayor de

Histocompatibilidad tipo IT (MHCII).

2. Se logro identificar los epitopos de los periodontopatdégenos emergentes, a partir
de la estructura proteémica de sus factores de virulencia, los mismos son
competentes como estimulo para la expresion de una respuesta inmune adecuada
después de haber sido sometidos a un proceso de acople a la molécula del

complejo mayor de histocompatibilidad tipo I (MHCII).

3. Se llevo a cabo el disefio y elaboracion de una vacuna multiepitopo para combatir
los efectos gravosos generados por los periodonto patdgenos establecidos, por
medio de la sintesis de los epitopos, a los que se les adiciono una molécula
transportadora o coadyuvante y una molécula transportadora; asi mismo, se
obtuvo una vacuna para combatir los efectos nocivos generados por los periodonto
patogenos emergente con la sintesis de los epitopos competentes, la molécula de

unién y la molécula transportadora.

De esta manera se pudo obtener una vacuna que haga frente a los agentes causales
de la periodontitis, desde un enfoque de los periodontopatégenos establecidos, asi

como también desde el &mbito de los periodontopatdégenos emergentes.
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SUGERENCIAS

Es necesario tomar conciencia de que la inflamacion puede tener una etiologia de caracter
aséptico (no hay infeccion), pero también la inflamacion puede tener un caracter séptico
(si hay infeccion), y esta se puede originar por la accion de varios agentes, que derivan
de LUCA; dentro de los cuales encontramos a las bacterias, que son los microorganismos

tratados en el presente trabajo de investigacion.

Dichos microorganismos, son seres vivos, y como todo ser vivo tiene el instinto de buscar
su supervivencia por medio del cumplimiento de los tres procesos basicos la nutricion, la
relacion y la reproduccion; por tal motivo dichos microorganismos desarrollaron

mecanismos que les dan la capacidad de sobrevivir dentro de su huésped.

Es de esta forma que se llega a hablar de la patogenicidad, que es 1 capacidad del
organismo de poder causar enfermedades, pero también hablamos del factor de virulencia,
que es un indicador de patogenicidad, es decir, el nivel de dafio que puede causar un
agente, en ambos casos encontraremos la fuente en el genoma y el proteoma del

microorganismo.

El fundamento de lo mencionado lineas arriba, radica en que la vida, como fenémeno
natural, que se rige por el principio de la causalidad, en contraste con el principio de la
imputacion, que rige los hechos sociales donde interviene la voluntad del hombre,
encuentra su fundamento en el principio del escudo y la espada, el ataque y la defensa,
porque asi como hay organismos que, en su rol de depredador, perfeccionan mecanismo
y formas de obtener presas de manera mas eficiente; los organismos en el rol de presa
desarrollan mecanismo que hagan frente a aquellas desarrolladas por el depredador. La

finalidad ultima de todo este ciclo, es la supervivencia.

En conclusioén, se necesita estudiar y conocer la enfermedad para poder tratarla y buscar

una cura de la misma.
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