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Caracterizacion molecular y bioquimica de la enzima Cisteina Sintasa en la bacteria
Pseudomonas aeruginosa mediante analisis in silico, como posible blanco terapéutico en

este patdgeno.

Resumen:

Pseudomonas aeruginosa, es una bacteria que causa infecciones asociadas a la atencion en salud
y representa un problema de salud puablica, por su capacidad de generar resistencia a los
medicamentos usados en el tratamiento convencional, es por esto que se requiere del estudio de
nuevos blancos terapéuticos para el desarrollo de nuevas terapias. En este sentido, la enzima
Cisteina Sintasa (CS) reviste gran interés debido a que no se encuentra en el humano, cumple un
papel importante en la supervivencia de algunos microorganismos frente al estrés oxidativo y ha
sido asociada a fenotipos de resistencia a medicamentos. En el presente proyecto, se caracterizo
in silico la enzima CS en P. aeruginosa; usando herramientas bioinformaticas se identificaron 3
posibles isoformas de la enzima, de las cuales s6lo dos (CysA y CysB) presentaron todos los
dominios caracteristicos de la familia de proteinas CS; los modelos tridimensionales de las 3
isoformas predichos mediante I-TASSER mostraron una alta calidad y confiabilidad para poder
ser usados en estudios posteriores. Por otro lado, los anélisis filogenéticos y de comparacion de
secuencias aminoacidicas permitieron establecer que las enzimas CS en esta bacteria difieren
significativamente con la enzima ort6loga mas cercana en el humano la Cistationina Beta Sintasa
(CBS). Los resultados obtenidos en este estudio serviran de base para la validacion funcional de
CS como posible blanco terapéutico en P. aeruginosa y la busqueda de inhibidores especificos
contra esta enzima que permitan desarrollar una terapia alternativa y selectiva contra las

infecciones producidas por esa bacteria.
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Abstract

Pseudomonas aeruginosa, is a bacterium that causes infections associated with health care and
represents a public health problem, due to its ability to generate resistance to drugs used in
conventional treatment, which is why it is necessary to study new therapeutic targets for the
development of new therapies. In this sense, the enzyme Cysteine Synthase (CS) is of great
interest because it is not found in humans, it plays an important role in the survival of some
microorganisms against oxidative stress and has been associated with phenotypes of drug
resistance. In the present project, the CS enzyme in P. aeruginosa was characterized in silica;
Using bioinformatic tools, 3 possible isoforms of the enzyme were identified, of which only two
(CysA and CysB), all the characteristic domains of the CS protein family; The three-dimensional
models of the 3 isoforms predicted using I-TASSER protocols have a high quality and reliability
to be used in subsequent studies. On the other hand, phylogenetic analysis and comparison of
amino acid sequences allowed to establish the CS enzymes in this bacterium differ significantly
with the closest orthologous enzyme in human cystathionine beta synthase (CBS). The results
obtained in this study will serve as a basis for the functional validation of CS as a possible
therapeutic target in P. aeruginosa and the search for specific inhibitors against this enzyme that

develops an alternative and selective therapy against infections caused by this bacterium.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, cysteine synthase, enzyme, action targets, selective

therapy, pathogens, multiresistance.
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Introduccion

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa, considerada un saprofito ambiental, con alta
versatilidad metabdlica y plasticidad gendmica que le permite colonizar y adaptarse a una gran
diversidad de nichos ecoldgicos, incluyendo ambientes acuéticos, terrestres, plantas, animales e
incluso superficies en instalaciones hospitalarias . P. aeruginosa es un patdgeno oportunista
implicado en infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) o intrahospitalarias
provocando altas tasas de morbimortalidad en la poblacién a nivel mundial 2. Las infecciones
mas comunes producidas por éste patdgeno se presentan a nivel del sistema respiratorio, sistema
urinario y en piel, afectando especialmente a pacientes con compromiso del sistema inmune y/o

pacientes que ingresan a la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) 2.

Pseudomonas aeruginosa presenta un repertorio notable de factores de virulencia como por
ejemplo la formacién de biopeliculas sobre superficies vivas como el cuerpo humano o
superficies inertes, como algunos equipos médicos, entre los que se destacan tubos
endotraqueales, sondas y catéteres *. Asi mismo, su capacidad sobresaliente para evadir la
actividad de los tratamientos antimicrobianos, generando altas tasas de resistencia a los
antibidticos usados convencionalmente °, contribuyen sinérgicamente a la patogénesis de esta
bacteria, haciendo de P. aeruginosa uno de los patégenos bacterianos multidrogoresistentes

(MDR), mas temidos en el entorno clinico a nivel mundial ®.
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Segun el Centro de Control para la Prevencion de Enfermedades (CDC) de es Estados Unidos, la
bacteria es el cuarto patdégeno nosocomial mas frecuentemente aislado, ya que representa el
10,1% de todas las infecciones adquiridas en el hospital 7. Ademas, Pseudomonas aeruginosa es
responsable del 17% de las neumonias asociadas a asistencia respiratoria mecéanica, 11% de
infecciones del tracto urinario y 3.8% de bacteriemias primarias en las unidades de cuidados
intensivos de adultos. Por otro lado, en las unidades de pacientes quemados, P. aeruginosa ha
sido asociada al 21.5% de las neumonias, al 20% de las infecciones urinarias y al 9% de las
bacteriemias primarias 8. Asi mismo, P. aeruginosa es el Gram negativo mas frecuentemente
aislado (27%) en cultivos a partir de Traqueotomias 8. En los ultimos afios, la proporcion de P.
aeruginosa con fenotipos resistentes ha aumentado de manera preocupante en todo el mundo, por
ejemplo, la prevalencia de cepas MDR ha sido estimada entre 14-40% y de cepas extensivamente
resistentes (XDR, por sus siglas en inglés) es del 13% °.

Lo anterior, sustenta la necesidad de encontrar nuevos blancos terapéuticos en patdgenos como
P. aeruginosa, para el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas que permitan controlar
efectivamente las infecciones causadas por ese tipo de patdgenos; en este sentido, nuestro
proyecto de investigacion propone una estrategia innovadora, orientada a la caracterizacién de la
enzima CS de P. aeruginosa, como posible blanco terapéutico que permita la bisqueda racional
de inhibidores especificos contra esta enzima y a futuro el desarrollo de una terapia selectiva

para el control de las infecciones ocasionadas por este patdgeno.

Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente proyecto pretendemos responder a la pregunta de
investigacion: ¢Cuales son las caracteristicas moleculares y bioguimicas de Cisteina Sintasa en

Pseudomonas aeruginosa que permiten proponer a esta enzima como blanco terapéutico?

1. Objetivos
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1.1 Objetivo general

Caracterizar molecular y bioguimicamente la enzima Cisteina Sintasa de la bacteria
Pseudomonas aeruginosa mediante analisis in silico, como posible blanco terapéutico en este

patogeno.

1.2 Objetivos especificos

1. Identificar la secuencia de nucle6tidos del gen que codifica la enzima Cisteina Sintasa (CS) en

P. aeruginosa y establecer la similitud que tiene con ort6logos.

2. Determinar la secuencia y caracteristicas moleculares de la proteina CS de P. aeruginosa,

mediante herramientas bioinformaticas.

3. Analizar filogenéticamente las secuencias proteicas de CS en P. aeruginosa y establecer su

evolucion con respecto a las ortélogas presentes en otros organismos.

4. Predecir la estructura tridimensional de la proteina CS de P. aeruginosa, identificando los

dominios y motivos de unién al sustrato natural.
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2. Antecedentes

En las Gltimas décadas, los avances en el campo de la biologia, la bioquimica y la genética de los
microorganismos patdgenos han sido significativos. Esos avances han permitido identificar
moléculas especificas de los patdgenos en vias metabdlicas que estdn ausentes o difieren de
aquellas que se encuentran en el huésped mamifero, las cuales estan implicadas en la
supervivencia, patogénesis y resistencia a farmacos. En este sentido, la via de sintesis de cisteina
y en especial la enzima Cisteina Sintasa ha surgido como un buen blanco terapéutico en algunos
patdgenos humanos, debido al papel central que tiene en la biosintesis de cisteina por la via de

novo, para microorganismos como bacterias y algunos protozoarios de interés médico.

En bacterias como E. coli y Providencia stuartii, estudios de Christophe et. al y Sturgill et. al
.han demostrado que la sintesis de OAS por medio de la cysE (secuencial y funcionalmente
homéloga a la familia O-acetilserina), parece regular positivamente la formacion de biopeliculas;
en estos organismos se ha evidenciado que mutaciones en cysE mejoran la formacion de ellas y
causan una mayor produccion de biomasa %! en comparacion con cepas de tipo salvaje que no
poseen esta enzima, lo que sugiere que esta cumple un papel fisiolégico importante para la
generacion de esta sefial extracelular . En el caso de Vibrio fischeri, estudios realizados por
Singh et.al, describieron que las mutaciones de la enzima cysK en la via sintética CS interfieren
con la formacion de biopeliculas, lo que confirma la importancia de esta en este tipo de procesos
patdgenos'?. Diner et. al menciona que en Escherichia coli uropatdgena, las células CDI
producen una proteina de inmunidad que se une al CdiA-CT y bloguea su actividad para prevenir
la autoinhibicion, accion que requiere activacion mediada por la enzima biosintética CysK. CysK
y CdiA-CT forman un complejo estable, y su interaccion de union parece imitar la del complejo
de cisteina sintasa CysK/CysE 3. La activacion de CdiA-CT mediada por CysE, también es

necesaria para la inhibicion del crecimiento, por lo tanto, CysK actia como un factor permisivo
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para CDI, proporcionando un mecanismo potencial para modular la inhibicién del crecimiento en

las células objetivo 314,

Por otro lado, Turnbull & Surette han estudiado ciertas propiedades enzimaticas y quimicas de
Cisteina Sintasa, asi como el metabolismo de L-Cisteina en Salmonella typhimurium °; se ha
relacionado con la resistencia a los antibioticos en esta bacteria, debido a que la cisteina est4
ampliamente relacionada con el estrés oxidativo y se ha demostrado que las propiedades
antioxidantes de la cisteina o los metabolitos derivados de la cisteina, contribuyen a la resistencia
a los antibidticos en las cepas que expresan el gen CysB para la sintesis de Cisteina.'®’.
Igualmente, estudios recientes de Agren et. al demostraron que en bacterias como
Mycobacterium tuberculosis la cisteina es un aminoécido importante en la defensa redox, porque
constituye el componente basico del mycothiol, una molécula tiol que hace parte de la defensa
contra oxidantes como el peréxido de hidrégeno (H202), en esta bacteria, en donde ademas se
han caracterizado tres isoformas de CS, la CysK, CysM y CysE, involucradas en la sintesis de
cisteina 8. Adicionalmente, estudios genéticos realizados por Brunner et. al, han indicado que la
isoforma CysM es la que asegura la biosintesis de cisteina en M. tuberculosis bajo estrés

oxidativo aumentando su supervivencia dentro de los macréfagos alveolares del huésped 81°,

CysM no solo ha sido asociada a la supervivencia frente al estrés oxidativo sino también al estrés
metabolico como sucede en S. aureus donde James et. al y Campanini et. al han determinado que
la disminucion o anulacion del gen mediante knockout 2° causé una mayor sensibilidad de la
bacteria al telurito, peréxido de hidrogeno, acido y diamida e igualmente, también redujo
significativamente la capacidad de S. aureus para recuperarse del estrés metabdlico al cual fue
expuesta la bacteria ?*. Debido a esta importancia, estudios como los de Becker et. al han

empezado a explorar esta enzima como un blanco para nuevas terapias antimicrobianas ’.
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En parésitos, la CS ha sido estudiada por Romero et. al como posible blanco terapéutico, en
protozoos como Leishmania braziliensis, Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli, se
demostrd que la expresion y actividad de CS es importante para la supervivencia de esos
parésitos frente al estrés oxidativo 22, En T. cruzi y L. braziliensis, la expresion y actividad de CS
se encontré aumentada principalmente en los amastigotes (forma intracelular que se encuentra
dentro del macréfago humano) contrario a T. rangeli que no posee actividad de CS haciendo que
el parasito sea mas vulnerable a la accion de las especies reactivas de oxigeno (ERO) durante el
estrés oxidativo en el macréfago®?. Igualmente, Romero et. al ha comprobado que el aumento en
la expresion y actividad de CS en L. braziliensis, causa el incremento en la resistencia a los
compuestos antimoniales, medicamentos que hacen parte del tratamiento convencional en la
leishmaniasis 2324, Téllez et. al ha demostrado que en Leishmania donovanii la sobreexpresion de
CS dota a este parasito con una eficiente maquinaria de desintoxicacion redox dependiente de

proteinas tiol; culminando en una alta resistencia a los farmacos 2.

Finalmente, Gillin & Diamond, han estudiado que en Entamoeba histolytica la CS ha estado
implicada en varios procesos bioldgicos importantes, incluidos la motilidad, la proliferacion y la
defensa antioxidante 2, siendo esencial para la supervivencia del parésito. Algunos estudios
realizados por Fahey et. al y Nagpal et. al, mediante andlisis in silico han descubierto algunos
inhibidores especificos de CS, que prometen ser excelentes candidatos para el desarrollo de una

terapia selectiva contra este parasito 2627,

20



3. Marco tebrico

3.1. Pseudomonas aeruginosa (generalidades)

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo que mide de 2 a 4 um de largo 28 con un Unico flagelo
polar no formador de esporas (Figura 1A), produce pigmentos tipicos de la especie como
piocianina (verde-azul) y fluorescencia de piorrubina (amarillo-verde) (Figura 1B), es anaerobio

facultativo, metabdlicamente es no fermentativo y oxidasa positiva %°.

Figura 1. Caracteristicas microscépicas y macroscopicas de Pseudomonas aeruginosa. A.
Electromicrografia de P. aeruginosa en la que se aprecia el flagelo polar %. B. Colonias de

Pseudomonas aeruginosa en agar cetrimide .

P. aeruginosa presenta una notable versatilidad metabolica debido a su gran genoma (5—7 Mbp),

lo cual le permite vivir en diversos ambientes, desde el suelo hasta el agua, en plantas, animales,

21



en humanos e incluso superficies inertes a nivel hospitalario 8; pese a que la temperatura dptima
para el crecimiento de ésta bacteria es de 37 °C, esta bacteria tiene la capacidad de crecer a
temperaturas mayores como 42 °C45 y puede crecer bien en un medio que contiene acetato
(como fuente de carbono) y sulfato de amonio (como fuente de nitrégeno) **

P. aeruginosa es considerada un patdgeno oportunista para el humano, esta bacteria puede
producir una gran variedad de factores de virulencia como toxinas extracelulares, incluidas la
exotoxina Ay las enterotoxinas, también pueden producir sustancias como el &cido hidrocianico,
enzimas proteoliticas, limo superficial toxico y sustancias hemoliticas, de igual forma, tiene la
capacidad de genera biopeliculas, unidas a alguna superficie vivas como el cuerpo humano o
superficies inertes, como algunos equipos médicos, entre los que se destacan tubos
endotraqueales, sondas y catéteres que contribuyen a la patogenicidad de esta especie y hacen de

éste patdgeno uno de los mas temidos en el ambiente hospitalario 333,

3.2. Infecciones asociadas a la atencion en salud causadas por P. aeruginosa

P. aeruginosa se ha convertido en un patégeno oportunista emergente en las clinicas y segun
estudios epidemioldgicos esta bacteria es responsable del 10-15% de las infecciones asociadas a
la atencion en salud (IAAS) 33, Las IAAS son adquiridas en instituciones tanto hospitalarias
como ambulatorias y segin la OMS, son el evento adverso mas frecuente durante la atencion
médica, representan mas del 90% de las infecciones, posiciondndose como la octava causa de
muerte a nivel mundial 3; sumado a esto, las IAAS, representan altos costos para las entidades
de salud e impactan en las condiciones de vida individual y familiar de los pacientes que las

adquieren %,
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P. aeruginosa ha sido asociada a diferentes tipos de infecciones que pueden aparecer en muchos
sitios anatomicos, entre ellos, la piel, los tejidos subcutaneos, el hueso, los oidos, los ojos, las
vias urinarias, los pulmones y las valvulas cardiacas *°. El sitio afectado varia segln la puerta de
entrada y la susceptibilidad del paciente. En pacientes internados en el hospital, el primer signo

puede ser una septicemia abrumadora por gramnegativos 3.

La infeccion se presenta
principalmente en pacientes hospitalizados con cancer, fibrosis quistica y quemadura con una

mortalidad asociada a la infeccidn con este patdgeno del 50% “°.

3.3. Tratamiento de las infecciones causadas por P. aeruginosa

Los carbapenémicos son una terapia de primera linea para las y infecciones importantes causadas
por P. aeruginosa *°. Hasta hace unos afios, los carbapenémicos tenian una excelente utilidad
clinica para el tratamiento de infecciones por P. aeruginosa, debido a su potente actividad contra
este microorganismo, pero este ha desarrollado mecanismos de resistencia después de una
exposicion incesante a carbapenémicos y otras clases de agentes antimicrobianos, y la resistencia
de este tipo de patdgenos a los carbapenemicos aumentd en consecuencia ** con respecto al resto
de bacterias Gram negativas (Fig 2) comprobado en un estudio un estudio realizado *°. A medida
que mas cepas de P. aeruginosa han adquirido una gran resistencia a carbapenémicos, los
médicos han considerado el uso de agentes alternativos, como las polimixinas B y E (colistina) y
la tigeciclina. Sin embargo, el uso de colistina esta limitado por su perfil de toxicidad, y la
tigeciclina tiene una eficacia limitada en uso clinico *2. Ademas, la tigeciclina esta inactiva

contra P. aeruginosa.

La elevada prevalencia de resistencias de este patdgeno, unida a la reduccion de la mortalidad
asociada al tratamiento antibidtico adecuado y precoz, sobre todo en el paciente grave, justifica
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el inicio del tratamiento con terapia combinada durante los 3-5 primeros dias, hasta conocer los
resultados de microbiologia. Si la evolucién clinica es favorable, es conveniente pasar a
monoterapia tras conocer el patron de resistencias con uno de los antibidticos a los que sea
sensible, eligiendo para ello el de mayor penetracion en el tejido infectado, mejor perfil de
seguridad y menor coste. En caso de que tras 3-5 dias de terapia combinada la evolucion de la
infeccion no sea favorable, parece recomendable seguir con tratamiento combinado, ademas de
descartar otras causas de la torpida evolucion (sobreinfeccion, metastasis a distancia, etc*3. El
desarrollo de nuevos antibioticos o estrategias terapéuticas alternativas para el tratamiento de P.
aeruginosa se requieren urgentemente. Nuevos antibioticos con modos novedosos de accion se
han explorado en los Gltimos afios, al igual que nuevas rutas de administracion y resistencia a la

modificacion por enzimas bacterianas *4.
g0 , M All Gram-negative bocteria

O Pseudomonos spp.
50
20
. ﬂ I_L‘ i—]—‘
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Figura 2. Porcentajes de resistencia a carbapenemicos, piperacilina / tazobactam, amikacina,
fluoroquinolonas y ceftazidima entre bacterias Gram negativas y Pseudomonas spp. (expresado

como porcentaje de todos los aislamientos de Pseudomonas).*®

3.4. Mecanismos de resistencia a antibioticos en P. aeruginosa
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Las infecciones por P. aeruginosa son notoriamente dificiles de tratar debido a su versatilidad
gendmica y su capacidad para resistir y adquirir la resistencia a muchas clases de antibioticos.
Todos los mecanismos conocidos de resistencia a los antibioticos pueden ser mostrados por esta
bacteria (intrinseca, adquirida y adaptativa); a veces todos dentro de una misma cepa. Las tasas
de resistencia estan en aumento a pesar del uso de terapias farmacoldgicas combinadas 6. La
publicacién del genoma de P. aeruginosa ha ayudado enormemente al conocimiento de este
microorganismo y por lo tanto, de sus mecanismos de resistencia *’. En general, los principales
mecanismos de P. aeruginosa utilizado para contrarrestar el ataque antibidtico se puede

clasificar en resistencia intrinseca, adquirida y adaptativa.

La resistencia intrinseca de P. aeruginosa incluye baja permeabilidad de la membrana externa la
cual no permite que algunos antibidticos penetren al interior de la bacteria, impidiendo que este
cumpla su objetivo, de igual manera, la expresion de bombas de salida que expulsan los
antibioticos fuera de la célula por medio de transportadores de membrana citoplasmatica,
proteinas de enlace periplasmicas y proteinas del canal de porina de la membrana externa “® y por
altimo la produccién de enzimas como las B-Lactamasas, las cuales son inactivadoras de
antibioticos y descomponen o modifican los antibioticos * terminando en la inhibicion de la
accion de los antibioticos con este fundamento. Todos estos mecanismos comunmente utilizados
en bacterias Gram negativas y principalmente en Pseudomonas aeruginosa como se observa en

la figura 3. 48
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Figura 3. Esquema de los mecanismos de resistencia intrinseca a los antibioticos en P.

aeruginosa. *

La resistencia adquirida de P. aeruginosa puede ser logrado por transferencia horizontal de genes
de resistencia 0 mutacionales cambios “8. Los genes de resistencia a los antibidticos pueden
transportarse en plasmidos, transposones, integrones y profagicos, y las bacterias pueden adquirir
estos genes a traves de la transferencia horizontal de genes de la misma o diferentes especies
bacterianas 4’. Los principales mecanismos de transferencia horizontal de genes implican

transformacion, transduccion y conjugacion como se muestra en la Figura 4. %8
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Figura 4. Mecanismos de transferencia horizontal de genes en Pseudomonas aeruginosa.*®

La resistencia adaptativa de P. aeruginosa implica la formacién de biopeliculas en los pulmones
de pacientes infectados donde la biopelicula sirve como barrera de difusion para limitar el acceso
a antibioticos a las células bacterianas “°. Ademas, tolerantes a maltiples farmacos las células

persistentes que pueden sobrevivir al ataque antibiético pueden formarse en el biofilm.>® Los
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mecanismos generales de resistencia mediada por biopeliculas que protegen a las bacterias del
ataque de antibioticos implican la prevencion de la penetracion de antibioticos, el microambiente
alterado que induce el crecimiento lento de las células de biofilm, la induccion de una respuesta

adaptativa al estrés y la diferenciacion celular “8 persistente como se muestra en la figura 5.

Antibiotics

Slow Altered Persister

penetration micro caile
of antibiotic: environment

Figura 5. Mecanismos de resistencia a antibioticos mediada por biopeliculas. Los antibi6ticos
penetran lentamente en la biopelicula (verde); Algunas células de biofilm expresan una respuesta
adaptativa al estrés que permite la supervivencia en condiciones adversas (rosa); El
microambiente quimico alterado (amarillo) dentro de la biopelicula induce un crecimiento lento
de bacterias, lo que reduce la absorcién de antibi6ticos; Se forman células persistentes tolerantes

a maltiples farmacos (azul). *

3.5. Cisteina Sintasa un blanco de inhibicién en bacterias
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La cisteina es un aminoacido esencial que realiza funciones vitales en la actividad catalitica y la
estructura de muchas proteinas. Se requieren residuos de cisteina para proteinas esenciales y
ubicuas con grupos de hierro-azufre (Fe-S), incluidos los citocromos y la aconitasa °%°2. Las
proteinas derivadas de cisteina como la tiorredoxina o tioles como el glutation desempefian un
papel central en la proteccion de las células contra el estrés oxidativo. Como resultado de su
papel crucial en la fisiologia celular y la reactividad del grupo SH, el metabolismo de la cisteina
esta estrictamente controlado en respuesta a las variaciones ambientales °3. Hay dos vias
principales de biosintesis de cisteina en los microorganismos: la via de tiolacién, que requiere
sulfuro y la via de transulfuracion inversa, que convierte la homocisteina en cisteina a través de
un intermedio de cistationina ** (Fig 6) Estas vias solo se encuentran presentes en
microorganismos como bacterias y parasitos y organismos como plantas y hongos, en el humano
no se encuentra un homologo de esta enzima y la sintesis de Cisteina se realiza por otro

mecanismo.
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En cuanto a la via con mas relevancia en este estudio ya que solo se encuentra en bacterias y
parasitos, es la via de novo y comprende de dos partes: comienza con serina acetiltransferasa
(SAT) para formar O-acetilserina (OAS) a partir de L-serina y acetil coenzima A.
Posteriormente, OAS reacciona con sulfuro para producir cisteina en una reaccion de
transferencia de alanilo mediado por la cisteina sintasa (CS)?2. OASS es un miembro de la
superfamilia de cisteina sintasa, y es una enzima dependiente de 5'-fosfato de piridoxal (PLP)
que existe en dos isoformas: OASS-A y OASS-B>3. OAS es el sustrato preferido para ambas
isoformas, pero mientras que el bisulfuro es la Unica fuente de azufre utilizada por OASS-A,

OASS-B puede usar tanto bisulfuro como tiosulfato *.

Teniendo en cuenta lo planteado anteriormente, la enzima Cisteina Sintasa se puede proponer
como posible blanco terapéutico contra infecciones bacterianas ya que cumple con caracteristicas
importantes como no estar presente en el humano y estar implicada en procesos bioquimicos de
importancia para la bacteria como la proteccion al estrés oxidativo, por lo tanto, combinando un
enfoque de disefio de farmacos basado en estructura y ligando, y con la ayuda de métodos
biotecnolodgicos, se podria bloquear la funcionalidad de esta enzima vital en microorganismos
que obtengan Cisteina por medio de la via de novo y de esta manera obtener un avance

importante para el desarrollo de nuevas terapias contra las infecciones de este tipo.

3.6. Estudios in silico para la identificacion de blancos terapéuticos y disefio de

medicamentos

En el proceso de descubrimiento de medicamentos, una de las primeras fases esta orientada a la
seleccion de un blanco molecular, es decir la molécula que ha de ser inhibida, en este caso en la

bacteria, con el objetivo de ocasionar la muerte de éste sin ocasionar dafios secundarios en el

29



huesped, o si los hay, que éstos sean minimos o leves. Diversas aproximaciones metodologicas
han sido empleadas en la busqueda de blancos moleculares en microorganismos de importancia
médica. Sin embargo, algunas de ellas se han basado en premisas un tanto intuitivas que no
tienen en cuenta la complejidad de los sistemas biologicos como el nivel de expresion de la
molécula, su participacién en un proceso metabolico esencial para el microorganismo, la
localizacion en la célula, etc 6. Adicionalmente, las estrategias experimentales para evaluar
esencialidad mediante delecion homdloga de genes, resultan costosos, consumen mucho tiempo
y en algunos casos muy dificiles de llevar a cabo debido a limitaciones técnicas Yy

experimentales.

En contraste, la disponibilidad actual de genomas secuenciados de una gran variedad de
microorganismos, y los ensayos de expresion evaluando RNAm o la proteina a gran escala,
constituyen una fuente importante de informacion que permitird la comprension de nuevos
mecanismos moleculares, y constituye una oportunidad sin precedentes en la blsqueda de
nuevos blancos terapéuticos *°. No obstante, la manipulacion y extraccion de conocimiento (til
de estas grandes cantidades de datos requiere del uso de herramientas bioinformaticas y
computacionales, que permitan disefiar estrategias novedosas para el desarrollo racional y mas
efectivo de farmacos anti-Pseudomonas. La Bioinformética junto con la Biologia de Sistemas
son disciplinas bastante prometedoras en el proceso de descubrimiento de nuevos medicamentos
0 segundos usos de medicamentos actuales. Estas permiten el andlisis masivo y riguroso de
procesos celulares realizados por un microorganismo, generando predicciones sobre posibles
eventos moleculares con un mayor grado de confiabilidad que lo proveniente por la intuicion.
Incluso, permiten predecir genes esenciales en todo el genoma de un organismo favoreciendo la
selecciéon de aquellas moléculas que puedan ser blancos de la accién de medicamentos, para
posteriormente ser evaluadas experimentalmente in vitro e in vivo. Estas estrategias quizas
permitan mayores tasas de éxito que lo realizado en tamizajes al azar, y por ende la disminucion

de tiempo y costos en esta fase del proceso de descubrimiento o desarrollo de medicamentos .
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4. Disefio metodoldgico

4.1 Tipo de investigacion

La investigacion es basica, exploratoria y descriptiva empleando un analisis in silico.

4.2 Enfoque, nivel o alcance de la investigacion

La investigacion tiene un enfoque mixto con un alcance exploratorio, descriptivo y correlacional.

Todos los analisis se hicieron por medio de biologia computacional.
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4.3 Métodos

4.3.1 Identificacion del gen que codifica para CS en Pseudomonas aeruginosa

Para la caracterizacion molecular e identificacion de la CS en P. aeruginosa, primero se realizd

la busqueda de la secuencia del gen GENBANK-NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

y Pseudomonas Genome DB (http://www.pseudomonas.com/). Para cada secuencia de

nucleo6tidos obtenida se buscaron los marcos de lectura abiertos (ORF) por sus siglas en inglés,
para determinar la secuencia codificante por medio de la herramienta ORF Finder del NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) y asi obtener la secuencia de aminoacidos

correspondiente. Asi mismo, se realiz6 la busqueda de las secuencias de CS ortélogas en otros
microorganismos de interés, entre ellos Escherichi coli, Salmonella typhi, Mycobacterium
tuberculosis, Leishmania braziliensis, Bacillus subtilis, Haemophilus influenzae, Campylobacter
jejuni, Neisseria meningitidis, Streptococcus pyogenes, Leishmania major, Leishmania donovani

y Cistationina beta sintasa (CBS) en Homosapiens. 2223,

4.3.2 Caracteristicas generales de la enzima CS en P. aeruginosa

Caracteristicas bioquimicas como punto isoeléctrico (pl), tamafio (Mw), presencia de dominios y
motivos de la enzima se obtuvieron mediante el portal bioinformatico EXPASY

(https://www.expasy.org/proteomics) del Instituto de Bioinformatica Suizo (SIB), usando las

herramientas bioinformaticas como: Compute pl/Mw tool (https://web.expasy.org/compute pi/)

para clacular el pl y Mw, ScanProsite (https://prosite.expasy.org/scanprosite/) para determinar
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los motivos presentes en las secuencia primaria de la enzima CS 8. Igualmente, se utilizo la base

de datos de familias de proteinas pfam ( https://pfam.xfam.org/) para determinar la familia a la

cual pertenece la enzima CS *°.

4.3.3 Porcentaje de identidad entre las secuencias de CS de P. aeruginosa y ortologos

Para determinar porcentajes de identidad entre las secuencias de CS de P. aeruginosa y ortélogas
presentes en otros organismos incluyendo la CBS humana, ademas de identificar los motivos y
dominios cataliticos de esta familia de enzimas, se realizaron alineamientos maltiples a partir de
las secuencias de nucledtidos de CS en Pseudomonas aeruginosa y posteriormente entre las
secuencias de aminoacidos de las isoformas de CS encontradas en P. aeruginosa y las ortologas
en otros organismos de interés anteriormente nombrados, utilizando la herramienta (Clustal W)

del paquete Bioedit. 2

4.3.4 Andlisis filogenético molecular

Los andlisis filogenéticos se llevaron a cabo para cada grupo de secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas para estudiar las relaciones evolutivas dentro de las secuencias utilizando la
herramienta Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA X). La historia evolutiva se
infiere utilizando el método de union de vecinos. El arbol de consenso bootstrap inferido de
10000 repeticiones se toma para representar la historia evolutiva de los taxones analizados. Las
ramas correspondientes a particiones reproducidas en menos del 50% de réplicas de bootstrap se

colapsan. El porcentaje de arboles replicados en los que los taxones asociados se agruparon en la
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prueba de arranque (10000 repeticiones) se muestran junto a las ramas. Las distancias evolutivas
se calcularon utilizando el método de maxima verosimilitud compuesta y estan en las unidades

del ndmero de sustituciones de bases por sitio.

4.3.5 Prediccidn de las estructuras secundaria y terciaria de la enzima CS en P. aeruginosa

A partir de la secuencia primaria de CS obtenida, la cual fué confirmada en

Expasy/UniProtKB/Swiss-Prot (www.expasy.org/swissprot), una base de datos para el analisis
de proteinas que proporciona un alto nivel de integracion con otras bases de datos
biomoleculares y gran documentacién externa, se predijeron las estructuras secundarias y
terciarias de la CS en P. aeruginosa. Inicialmente, se hizo la prediccion de la estructura

secundaria mediante el método GOR v (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cqi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_gor4.html), el cual permitié determinar el porcentaje de

laminas B y alfa hélices que presentaron las tres isoformas de CS en P. aeruginosa °.
Posteriormente, se hizo el modelamiento de la estructura terciaria de cada una de las isoformas
de CS mediante el software I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSERY/), la

calidad de los modelos obtenidos se analiz6 con base en una medida cuantitativa de confianza

dada por los parametros C-score y TM-score 2. El C-score, es un puntaje de confianza para
estimar la calidad del modelo predicho, los valores aceptables para el puntaje estan en el rango
de -5 a 2, los valores mas altos indican un modelo con una mejor calidad. Por otro lado, el TM-
score es una escala para medir la similitud estructural entre el modelo predicho y la estructura
nativa de la proteina; los valores > 0.5 indican que el modelo tiene una topologia global correcta.
Adicionalmente, los modelos predichos se evaluaron y validaron usando los servidores ProSA-
web y RAMPAGE 636465,
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5. Resultados

5.1. Identificacion del gen que codifica CS en P. aeruginosa

La busqueda de las secuencias nucleotidicas de P. aeruginosa en la base de datos GenBank,
permitio identificar tres secuencias de Cisteina sintasa en este microorganismo. Una secuencia
descrita como Cisteina sintasa A [Pseudomonas aeruginosa PA01] con 975 nucleétidos, Cisteina
sintasa B [Pseudomonas aeruginosa PA01] con 900 nucledtidos y por ultimo una tercera de 918
nucleotidos sin clasificacion de isoforma. Al realizar una comparacion entre las tres secuencias
de nucledtidos, se observo que el porcentaje de identidad encontrada entre ellas fue del 30% (Fig
7).
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Figura 7. Alineamiento mdltiple de las secuencias de nucle6tidos de Cisteina Sintasa de

Pseudomonas aeruginosa descritas en la base de datos GENBANK-NCBI como Cisteina sintasa
(NTCS_PAO01), Cisteina sintasa A (NTCYSA_PAO01) y Cisteina sintasa B (NTCYSB_PAO01).

Por otro lado, al buscar los genes dentro del genoma completo de Pseudomonas aeruginosa

(Pseudomonas Genome DB (http://www.pseudomonas.com/)), se pudo determinar la ubicacién

de los tres genes encontrados en GENEBANK; es asi que el gen CS se ubica entre la posicion
2°315.709 y 2°316.626 pb (figura 8I), el gen de Cisteina sintasa B entre la posicion 1,020,708 y
1,021,607 pb (figura 81II) y por ultimo el gen Cisteina sintasa A estd entre la posicion 3°062.939
y 3°063.913 pb (Figura 8 III). Ninguno de los genes que codifican para la tres isoformas de CS se
transpone el uno con el otro segdn las ubicaciones ya mencionadas, se podria decir que poseen

una distancia razonable entre una y la otra, por ende, no comparten sus zonas de codificacion.
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CYSA esta ubicada en el operén cysT-cysW-cysA, mientras que CYSB se encuentra en el

operon cysM-rumA-relA.
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Figura 8. Mapas de ubicacion de los genes que codifican para CS dentro del genoma de

Pseudomonas aeruginosa (http://www.pseudomonas.com/). Las lineas de color rojo muestran la

ubicacion del gen que codifica para cada una de las enzimas, respectivamente CS (1), CYSB (II)
y CYSA (I1).

Con la herramienta ORF Finder que ofrece el sitio web de NCBI se realiz6 la bdsqueda de
marcos de lectura abiertos (ORF) en las secuencias de aminoacidos de las secuencias de los
genes que codificaban para CS en P. aeruginosa En la figura 9 se observan cada uno de los ORF
para CS, CSA y CSB, donde en las tres secuencias se evidencia que es posible obtener una
proteina completa y funcional, pues tienen su coddn de iniciacion y de parada en las posiciones
correctas y la secuencia de posible traduccién no se ve interrumpida de ninguna manera.
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Figura 9. Marcos de lectura abierto en el gen que codifica para Cisteina Sintasa (CS) en
Pseudomonas aeruginosa. Se muestran los marcos de lectura abiertos (ORF) de los genes que
codifican para CS (Fig. A), CSA (Fig. B) y CSB (Fig.C). Se ubican en el inicio de las tres
secuencias el respectivo coddn de iniciacion y finaliza con un codon de parada, abarcando la

totalidad de las secuencias.
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5.2. Caracteristicas generales de la enzima CS en P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (NT_CYSA) codifica para una proteina de 324 aminoacidos con un
peso molecular estimado de 34 kDa y un pl tedrico de 6.24, el gen (NT_CYSB) codifica para
una proteina de 299 aminoéacidos, cuyo peso molecular es de aproximadamente 32 kDa y un pl
tedrico de 5.52; finalmente la proteina codificada por (NTCS_PAO1) tiene un tamafio de 305 aa,
un peso molecular estimado de 33 KDa y un pl tedrico de 5.84. El valor de pl indica que las tres
enzimas son de naturaleza &cida, por lo tanto cada una de ellas contienen mas residuos de
aminoacidos con carga negativa que con carga positiva. EIl total de carga negativa para CS,
CYSA y CYSB es de 30,35 y 38 respectivamente. Los valores calculados para el indice de
estabilidad, indice alifatico y GRAVY (Gran Promedio de Hidropaticidad), indican que CS,
CYSA y CYSB son estables en un amplio rango de temperatura, hidrofilicas y solubles (Tabla
1).

RESULTADO
PARAMETRO CS CYSA CYSB
) C1446H2320 C1510H2474 C1403H2281
FORMULA MOLECULAR
N4060430S15 | N4180461S14 | N4090441S16
PUNTO ISOELECTRICO TEORICO
5.84 6.24 5.54
(p1)
PESO MOLECULAR (Da) 32753.69 34309.62 32447.98
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No DE RESIDUOS CON CARGA
30 35 38
NEGATIVA (Asp+Glu) %
No DE RESIDUOS CON CARGA
24 34 33
POSITIVA (Arg+Lys) %
TOTAL DE ATOMOS 4617 4877 4550
INDICE DE INESTABILIDAD 38.1 34.49 32.44
INDICE ALIFATICO 102.62 94.57 86.82
GRAVY 0.094 -0.037 -0.268

Tabla 1: Caracteristicas generales para las enzimas CS, CYSAy CYSB

COMPOSICION CS CYSA CYSB
DE

AMINOACIDOS | CANTIDAD | (%) CANTIDAD (%) | CANTIDAD | (%)
ALA 25 8.4 34 10.5 29 9.7
ARG 16 5.2 15 4.6 23 7.7
ASN 14 4.6 13 4.0 10 3.3
ASP 15 4.9 12 3.7 17 5.7
CYS 3 1.0 2 0.6 3 1.0
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GLN 11 3.6 11 3.4 11 3.7
GLU 15 4.9 23 7.1 21 7.0
GLY 33 10.8 35 10.8 30 10.0
HIS 9 3.0 2 0.6 4 1.3
ILE 21 6.9 23 7.1 20 6.7
LEU 35 11.5 29 9.0 25 8.4
LYS 8 2.6 19 5.9 10 3.3
MET 12 3.9 12 3.7 13 4.3
PHE 8 2.6 7 2.2 3 1.0
PRO 15 4.9 19 5.9 15 5.0
SER 24 7.9 19 5.9 18 6.0
THR 8 2.6 18 5.6 17 5.7
TRP 2 0.7 2 0.6 2 0.7
TYR 7 2.3 5 1.5 9 3.0
VAL 24 7.9 24 7.4 19 6.4

Tabla 2: Composicion aminoacidica de las enzimas CS, CYSA y CYSB. Se muestran resultados

en numero y porcentaje para cada uno de los amino&cidos.
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Todas las secuencias de CS en P. aeruginosa pertenecen a la gran familia de proteinas PLP
dependientes como lo confirmaron los resultados obtenidos por medio de la base de datos Pfam,
sin embargo cuando se realiz6 la busqueda de dominios y motivos propios de ésta gran familia
en las proteinas encontradas para P. aeruginosa por medio de la herramienta ScanProsite del

Expasy.com, sélo se determino el dominio tipico de CS para las secuencias de proteinas CYSA 'y

found: 1 hitin 1 sequence

USERSEQ1 (324 aa)

MSRIFADNAQSIGNTPLVQINRIAPRGVTILAKIEGRNPGYSVKCRIGANMIVWDAEASGRLKSGMT
LVEPTSGNTGIGLAFVAAARGYKLILTMPASMSLERRKVLKALGAELVLTEPAKGMKGAIQKAEEL
VAGDPGKYFMPQQFDNPANPATHEKTTGPE IWNDTEGAVDVLVSGVGTGGTLTGVSRYIKNTRGKP
ILAVAVEPVTSPVISQTLAGEEVKPAPHKIQGIGAGFVPKNLDLSLVDRVEKIGDDEAKNMALRLM
QEEGILCGISSGAAMAAAVRLAEEPNMQGKTIVVILPDSGERYLSSMLFDGLFSEQELTQ

found: 1 hitin 1 sequence

USERSEQ1 (299 aa)

MTVQYPTIADCVGNTPLVRLQRLPGETSNTLLVKLEGNNPAGSVKDRPALSMITRAELRGDIRPGD
TLIEATSGNTGIALAMAAAIKGYKMILIMPDNSTAERKAAMTAYGAELILVSKEEGMEGARDLADK
LQREGRGKVLDQFANG EAHYHSTGPEIWQQTGGSITHFVSSMGTTGTIMGVSRYLKEQNPAVQ
IVGLQPMEGSAIPGIRRWPQEYLPKIYDASRVDRVVDMHQDEAEDIMRRLAREEGIFCGVSSGGAV
AAMLRLSRELENAVLVAIICDRGDRYLSSGVYDPR

pr_. I e ScanProsite Results Viewer

Ouput format: Graphical view - this view shows ScanProsite results together with ProRule-based predicted intra-domain features [help]

Hits for all PROSITE (release 2020_01) motifs on sequence USERSEQ1 :

no hit!

CYSB, la tercera secuencia no mostré ningun hit (Figura 10).

Figura 10: Herramienta ScanProsite. Dominios tipicos para CYSA (I) y CYSB (Il) se muestran

resaltados en amarillo. CS (111) no muestra ningdn Hit.
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5.3 Porcentaje de identidad entre las secuencias de CS de P. aeruginosa y ort6logos

La comparacion entre las secuencias de proteinas de las CS en P. aeruginosa y las secuencias

ortologas en otros microorganismos y la CBS humana permitieron determinar que CysA de P.

aeruginosa presenta una identidad alta con las secuencias CysA de E. coli (70%), CysK de S.
typhimurium (70%) y CysK de H. influenzae (67%). CysB es idéntico a CysM de E. coli (70%).

Los tres genes exhiben una identidad baja (<40%) con respecto a CBS humana.

Por otro lado, el alineamiento multiple de secuencias permitio identificar los cuatro residuos de

lisina necesarios para la actividad catalitica de la enzima en CYSA_PA0l y CYSB_PAO01 pero

no en CS_PAO01 donde sblo se encontraron 2 de los 4 residuos (Lys33, Lys44), asi mismo se

observaron sustitucion de aminoacidos (Val 41 — His, Asp 41—Ala) en CYSPAO1 y (Asp 44—
Cys) en CYSA_PAO01 dentro del dominio de unidn a fosfato piridoxal (PXXSVKDR)). (Fig 11).
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Cs_PAOL
CYsB_PADL
CYsA_PADL
CBS_HOMOSAPIENS
CYSA ECOLI
CYSM_ECOLI
CYSK_STAAC
CYSK BACSU
CYSM_CAMJE
CYSM MYCTU
CYSE MYCTU
CYSK SALTY
CYSE STRE6
CYSK BAEIN
CYSK NEIMB
CYSM HELPJ99
CBS RATNOR
S LETMA

s LETDB
LBRAZBD
CSARATHA

CS_PAOL
CYSA_PAO1
CYSB_PAO1
CBS_HOMOSAPIENS
CYSA_ECOLI
CYSM_BCOLI
CYSK_STAAC
CYSK_BACSU
CYSM_CAMJE
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CYSK_SALTY
CYSK_STRP6
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CYSM_MELPJ99
CBS_RATNOR
CS_LEIMA
CS_LEIDB
LBRAZED
CSARATHA

83
83
82

179 B E
176

127

178 ¢

175
172

178 @&

177
172
182
176

175

177
178
177
177

251 SA

i24
184
184
287

4 ‘PGYPIVL’[-!E‘E’[I!‘.LERR LLE, NG

B
IFGYRLIL’[I!PH‘ !‘-LEPF'VLF Te
IFGYPIII'I-!E‘E MSE ER“VLP c -ILno‘fiNﬂsnp -H“-TTH'EIEQuDG RLD
IRGYRLELTMEETMSIERRSLLE, 96 YY1 LEQFENE. NP3 [HaRTTGEE HEDTDGRRC VD

'RGYF MY LE MEDNMSSERR I MK YC

: -VH ?NENPF E{

-‘-TGE‘EIHO'TG
g1y ]l"OFINE KB} IH:RTTGE‘EIHEIITEG

i ‘RGYK*VE’[I!E‘E’[I!HEPP.LLF i EWLTP'&EFHEG -

‘EG K‘IL‘ MEDTMEMERR
Kild MEESM !‘.LEFF'I!IEFG

LLE Y6 ErvLT2d Equeall e
[
UG L 4 MPENGSVERRNLLANG ¢ t

NS l-wafomuﬁm iR R‘T ETIRD
*H#TGE‘EL
: iv,.om; Ny TE T EFvRDTDER VDU
LL8QEANE NP [EKTTGER NEDTDGRC VD TS
EL--CARLE or‘m NP».IH.-RTTH'EIEE‘ z
I FEIV I PS:
EE RiLVIE

FGYRLHL’[-!E‘E’[ MSTERRILLE/ME EWLT';‘i
Remn‘-mmmnpp.nc Y6 EIVLTPE, ECHRGS
TRGYRTHLTMEETMS LEPK'LLEG@WLT# RENRGS
{airLy 11 !E‘E NS i -t ELILTRL ECII;G -
SRERQNTNE 96 ] g
SSUER JVLE _c

I
I

OF' 'iN‘ IHrETTGE‘EIWEiTN-

LAA AL 310

EELNQT QTT
woeer B

Figura 11. Alineamiento mdltiple de secuencias de aminoacidos deducidas de CS de

Pseudomonas aeruginosa y otros organismos representativos. Se muestra la identidad (fondo

color) de los residuos de aminoacidos. Los corchetes indican los aminoacidos consenso del
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motivo de unién a fosfato de piridoxal-PLP (PXXSVKDR) y los residuos de lisina requeridos
para la actividad de cisteina sintasa se indican con triangulos. El bucle 8 — 9 en la entrada del
sitio activo se indica con un asterisco (*), y los residuos cargados positivamente implicados en la
unién con SAT se indican con (+).ECOLI: Eschericia coli; STAAC: Staphylococcus aureus;
BACSU: Bacillus subtilis; CAMJE: Campylobacter jejuni; MYCTU: Mycobacterium
tuberculosis; SALTY: Salmonella typhimurium; STRP6: Streptococcus pyogenes; HAEIN:
Haemophilus influenzae; NEIMB: Neisseria meningitidis; HELPJ99: Helicobacter pylori;
RATNOR:Rattus norvegicus; LEIMA: Leishmania major; LEIDB: Leishmania donovani.

5.3.1 Andlisis filogenético de CS en PA

Evolutivamente se muestra una similitud entre las secuencias CS_PA0ly CYSM_MYCTU; asu
vez se observa un clado con un 100% de identidad para CYSB_PAO0l1 y CYSM_ECOLI. CYSA
presenta relacion més cercana con CYSA de E. coli y CYSK de Salmonella Typhimurium. Es
importante resaltar que ninguna de las tres secuencias presenta alta similitud con Cistationina-f3-
sintasa de Homo sapiens cuyo ancestro comun estd mas alejado de las especies actuales dato
importante para futuros estudios de CS como blanco de inhibicion selectivo en P. aeruginosa
(Figura 12).
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Figura 12. Arbol filogenético de secuencias de proteinas del gen que codifica para CS en P.
aeruginosa con relacion a otros microorganismos. Se utiliz6 el método de Neighbor-joining para
inferir la historia evolutiva de CS en diferentes microorganismos. Los célculos del arbol

filogenético se realizaron con MEGA 7.

5.4. Prediccion de estructuras secundaria y terciaria de las CS en P. aeruginosa

La estructura secundaria de CYSA mostrd en su composicion un 33,95% de hélices Alfa, y un
17,28 % de laminas Beta, en el caso de CysB el 32,78 % corresponde a hélice alfa y 22.74 %
laminas Beta , por ultimo CS presenta un porcentaje del 32,26% en hélices Alfay un 20,65% de
laminas Beta. Las tres isoformas presentan similitud en su cantidad de laminas alfa con variacién

menor al 1%, en el caso de laminas Beta.
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Figura 13. Método de prediccion de estructura secundaria GOR 1V (visualizacion gréfica de la
prediccion); azul: hélice a; rojo: cadena extendida (cadena P); violeta: otros estados

(desorganizados), respectivamente CS (1), CSA (I1) y CSB (llI).

La prediccién del modelo tridimensional de cisteina sintasa A (CYSA_PAO01) obtenido mediante
la herramienta I-TASSER. EI modelo presenta un alto nivel de confianza determinado mediante
el C-score: 1,65; TM-score: 0.95 +0.05 y RMSD: 3.0+2.2A. TM-align hizo coincidir nuestro
modelo cristalografico con todas las estructuras en la biblioteca PDB, donde se evidencio6 que los
modelos analogos mas representativos para esta proteina son O-acetilserina sulfhidrilasa de
salmonella typhimurium(98.3%),0-acetilserina sulfhidrilasa de Haemophilus influenzae (95,3%),

O-acetilserina sulfhidrilasa de Mycobacterium tuberculosis (92,9%).

El punto isoeléctrico (pl) de 6,24 indica que cisteina sintasa es de naturaleza acida. CYSA exhibe
sitios de unién al ligando (piridoxal fosfato) PLP en los residuos 43,44,74,177,178,179,
180,181,182,183,230,321,274,301,302 y el sitio activo de la enzima se encuentra entre los
residuos K44 y K274, formando el bolsillo para la union al sustrato natural O-Acetil-serina.
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CYSB_PAO01 y CS_PAO1 presentan altos niveles de confianza frente a la prediccion de modelos
cristalograficos, los puntajes de CYSB_PAOL fueron: C-score: 1,35; TM-score: 0.90 +0.05 y
RMSD: 3.5+2.4A y para CS_PAO1 fueron: C-score: 1,81; TM-score: 0.97 +0.05 y RMSD:
2.7+2.0A . Los residuos de union a PLP comunes entre las tres secuencias objetivos del estudio
se encuentran ubicados en las posiciones 44, 178, 179, 180, 181,182. El valor de pl: 6,24 de
CYSB corresponde al mayor valor obtenido. El sitio activo de CS se encuentra en los residuos
K46 y K268, pero en el caso de CYSB solo se muestra residuo para sitio activo K259.

Figura 14. Modelo cristalografico de la enzima Cisteina sintasa de Pseudomonas aeruginosa. El

modelo cristalografico fue realizado usando la herramienta I-TASSER. (i): Cisteina sintasa, (ii):
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Cisteina sintasa A, (iii): Cisteina sintasa B. A. Modelo 3DE de Cisteina sintasa B. Sitios de union

a los ligandos C. Sitio activo de la enzima residuos de Lisina K44, K274

La validacion del modelo local, global y de la estructura 3D que se realizo por medio de ProSA-
web arrojé puntajes Z optimos -9.48, -10.04 y -8,97 para CS, CYSA y CYSB respectivamente
(Figura 15A). Estos puntajes indican que los modelos tienen una calidad razonablemente buena
ya que todos se encuentran dentro del rango de puntajes tipicamente encontrados en proteinas
nativas ya descritas en PDB y que poseen un tamafio similar. La figura 15B representa la energia
en funcién a la posicion de los residuos de aminoacidos, indicando que la estructura no tiene
partes problematicas o erréneas ya que todas las fluctuaciones se encuentran en la parte negativa
de la gréfica, lo cual es lo esperado para el correcto y adecuado plegamiento de la proteina. Por
altimo, la validacion de la estructura 3D visualizada en Jmol (figura 15C), indic6 que la
estructura es estable ya que los residuos en ella son de energia negativa (visualizados en color
azul) y la cantidad de los residuos de energia positiva (visualizados en color rojo), no son

representativos.

En cuanto a la validacion de la estabilidad estequiometria de la estructura proteica, el grafico de
Ramachandran mostro que la estructura no tenia una cantidad importante de errores o posiciones
inusuales de los aminoacidos en cuanto a las posibles torsiones o giros que podrian tener los
angulos Phi y Psi en la formacion de la estructura secundaria de la proteina. La mayoria de
residuos se encontraban dentro de las regiones permitidas (rojo) con un porcentaje de 82,7 %
para Cisteina sintasa (CS), un 85,8% para CYSA y 80,2 % para CYSB, lo cual es lo ideal ya que
valores >80% de estos residuos en estas posiciones indican que la conformacion de la proteina es
estable. (Figura 16).
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Figura 15. Validacion del modelo mediante ProSA-web. Gréfica z-score (A). Gréafico de energia
de residuos (B). Visualizacion de la molécula con mediante Jmol (C). Cisteina sintasa (1),

Cisteina sintasa A (I1) y Cisteina sintasa B (I11).
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Figura 16. Grafico de Ramachandran mediante servidor PROCHECK.CS (1), CYSA (II) y CYSB
(1. Las regiones mas favorecidas se indican en color rojo; las regiones adicionales permitidas y

generosas se indican en amarillo y amarillo claro; las regiones no permitidas se indican en color

blanco.
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6. Discusion

En este proyecto, se estudié la enzima cisteina sintasa como un posible blanco de accién
prometedor, para el futuro desarrollo de nuevas terapias contra las infecciones causadas por
Pseudomonas aeruginosa utilizando enfoques de prediccion computacionales (in silico) por
medio de bases de datos publicas, asi como herramientas de bioinformatica para analizar las
secuencias de CS en esta bacteria ya que estudios realizados en otras bacterias y parasitos como
E. coli, S. aureus, M. tuberculosis, Salmonella spp., Trypanosoma cruzi, Leishmania braziliensis,
entre otros, han demostrado que la biosintesis de Cisteina por medio de la reaccion de la CS, es
vital en la formacién de mecanismos de resistencia utilizados en estos microorganismos contra

tratamientos comunes. 2425:28:31,35

En el genoma de P. aeruginosa se encontraron tres genes que codifican para tres posibles
isoformas de CS (CysA, CysB y Cys), resultado que contrasta con el hecho de que en bacterias
gram negativas donde se ha estudiado esta enzima s6lo se han descrito 2 isoformas como por
ejemplo en E. coli tienen CysM y CysK °; Salmonella CysE y CysK °7; Haemophilus influenzae
CysE y CysK % sin embargo en algunas bacterias se han caracterizado 3 isoformas como
Staphylococcus aureus (CysM, CysK y SA0112)%° y como M. Tuberculosis (CysK1, CysM y
Cysk2)* y en todos los casos parecen estar relacionadas con la demanda de Cisteina en estas

bacterias, su patogenicidad y su supervivencia frente al estrés oxidativo.

Al igual que en otros microorganismos, las enzimas cisteina sintasa (CYSA y CYSB) de P.
aeruginosa presenta todos los motivos y dominios caracteristicos para la su funcion; el sitio
activo lo conforman 55 aminoécidos, que también han sido descritos previamente en las enzimas
de microorganismos como E. coli , L. major, L. braziliensis ?* y el residuo aminoacidico de Lys

31 invariante en el sitio activo al igual que en las CYSM de Mycobacterium tuberculosis
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descrito previamente °. Asi mismo estas enzimas CS de P. aeruginosa presentan el motivo de
unién a PLP (PXXSVKDR) que se ha descrito caracteristico de esta familia de enzimas
(Piridoxal-fosfato dependiente)’®’® | lo cual confirma que P. aeruginosa al igual que otros

microorganismos también utiliza la via de novo para la sintesis de la Cisteina .

Por otro lado, es importante resaltar que la secuencia de CYSPAO una de las secuencia
encontradas en el genoma de P. aeruginosa no presenta todos los motivos y residuos de
aminoacidos, s6lo se encontraron dos de los 4 residuos necesarios para la actividad catalitica,
este hallazgo es importante porque puede estar asociado con la presencia de un pseudogen que
codifica para una proteina no funcional como ya ha sido reportado para otros microorganismos
como Trypanosoma rangeli 22, en el cual pese a que en su genoma se encontré una secuencia
parcial de CS, los analisis bioinformaticos y bioquimicos confirmaron que es un pseudogen que
codifica para una secuencia truncada no funcional. De acuerdo con otros estudios (Raj et al.
2012; Schnell et al. 2007; Heine et al. 2004), se puede inferir que algunos microorganismos no
forman el complejo de CS, esto se ha atribuido a la hendidura del sitio activo y a las propiedades

de unioén a péptidos de CysK, por lo cual también es afuncional.

Nuestros hallazgos en cuanto al alineamiento y filogenia, mostraron que la secuencia del gen
CysA en P. aeruginosa presenta una identidad alta con secuencias de CyK de E. coli y CysK de
S. typhimurium pero existe una homologia mucho mayor entre el gen CysB en P. aeruginosa y
CysM de E. coli (70%). Estos resultados también se relacionan con algunos estudios en parasitos
como Trichomonas Vaginalis, donde la homologia con las enzimas de E. coli es amplia y de la
cual se demostrd que claramente también se alinean mas ampliamente con los CS tipo B de S.
typhimurium y E. coli que los CS tipo A de los mismos organismos. * Esto confirma los
resultados de Gareth D et. Al 2006, donde se describe que la enzima de CS en E. coli esta
ampliamente relacionada con muchos microorganismos de importancia "2, Estos resultados
indican la gran similitud que existe principalmente entre el complejo de CS en P. aeruginosa y el
complejo CS de E. coli; Existen informes sobre la patogenia y resistencia que le confiere CS a E.

coli frente a diversas situaciones, y basandonos en la similitud que mostraron sus secuencias con
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P. aeruginosa podemos darnos un acercamiento en cuanto a la importancia biolégica que puede

cumplir esta enzima en P. aeruginosa.

Por otro lado, se observo que los tres genes de CS en P. aeruginosa con respecto a la CBS
humana, tenian baja homologia, 1o que indica que existe menos del 50% de similitud con el
homdlogo mas cercano de CS en el Homo sapiens la enzima CBS, estos resultados se
correlacionan con los resultados de investigaciones con parésitos donde se evidencié que la CS
de paréasitos como L. braziliensis y T. cruzi 2 presentan un porcentaje de similitud baja con la
enzima ortdloga humana, lo que sugiere que CS en microorganismos de importancia médica

puede llegar a ser un buen blanco terapéutico a estudiar.

La validacion de los modelos 3DE de las enzimas mediante el anélisis con PROCHECK mostrd
que CysA y CysB son estequiométricamente estables y que estos modelos pueden servir para la
busqueda de posibles inhibidores de esas enzimas mediante herramientas bioinformaticas como
el docking molecular, al igual que como se ha planteado en estudios previos realizados con la CS
en parasitos como Trichomonas vaginalis * donde los valores de los residuos de las regiones
mas favorecidas (92.9%) son muy cercanos a los evidenciados en los resultados de nuestro

estudio, principalmente en CysA donde el valor fue de 85,8%.

Los resultados obtenidos y la similitud de esta estructura con otras ya caracterizadas van por
buen camino debido a su alto puntaje en los diferentes pardmetros y su estabilidad demostrada.
Gracias a este estudio y los aportes generados, se abre un camino para el estudio in vitro de CS

en P. aeruginosa con el fin de validar esta enzima como un nuevo blanco terapéutico.

Nuestros analisis constituyen una base importante y fundamental sobre la cual se pueden
desarrollar a futuro estudios enfocados en la blsqueda racional de medicamentos contra este
patogeno, ya que este tipo de caracterizacion in silico, brindan conocimientos y herramientas que

se pueden emplear en metodologias computacionales adicionales como el Docking Molecular
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para encontrar posibles inhibidores de esta enzima (CSPAOQ1l) y de esta manera desarrollar

nuevas terapias alternativas contra infecciones causadas por P. aeruginosa.

7. Conclusiones

1. El andlisis bioinforméatica y comparativo de la enzima Cisteina Sintasa en la bacteria P.
aeruginosa, indic6 que estd puede tener una alta estabilidad y funcionalidad en este
microorganismo, sugiriendo que la via biosintética de novo esta presente en este microorganismo

como via para la sintesis de Cisteina.

2. Cisteina sintasa tiene una gran proyeccion como blanco farmacoldgico, pues presenta todas las
caracteristicas estructurales descritas en otros microorganismos, ademas porque la similitud con

respecto a su homologo més cercano en el humano la CBS es muy baja.

3. La busqueda y caracterizacion de blancos farmacoldgicos a partir de la bioinformatica abre
una ventana de posibilidades, para el desarrollo de nuevas terapias ya que permite conocer las
caracteristicas moleculares y bioguimicas del blanco y ademas predecir y orientar, como pueden

interaccionar los candidatos farmacolégicos y sus respectivos sitios de unién a una proteina.
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