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¢, Quien es Pseudomonas aeruginosa ?

Bacilo Gram negativo

Anaerobio
focultativo

No fermentativo y
productor de
pigmentos

Electromicrografia de P. aeruginosa en la que se aprecia el flagelo polar (Cabrera Y. 2016)

Representa 10-15%
de IAAS

Patdgeno
oportunista

Presenta diversos
mecanismos de
resistencia




< Por gqué estudiar Cisteina Sintasa?
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Funciones de la Cisteina

Blogue hdsico para la sintesis de
tioles

Importante en plegado ensambloje y
estabilidad de proteinas

Glutathione (GSH) Coenzyme A (CoASH)
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Parasitos y protozoaarios:
Resistencio 0 H202 medicomentos
(Romerao et al, 2014,2015)

Cisteina sintasa en otros microorganismaos

Bacillus subtillis :
Regulacidn de CymR.
(Tanous et al, 2008)
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Neisseria gonorrhoeae
cepas SpecR:

Resistencio espectinomicino.
(Nubi et al, 2014)

Salmonella typhimuriunr.
Resistencia ofloxocina.
(Fravega et al 2016)

Mycobacterium
tuberculosis :
Suceptibilidod o clofazimina.
(Burns et al, 2019)

Mycobacterium
tuberculosis :

Lotencio.

(Schnell et al, 2015,Steiner
etal. 2014)

(Joshi et ol 2019)



Pregunta de investigacion

¢ Cudles son las caracteristicas moleculares y bioguimicas /n silico de Cisteina
sintasa en Pseudomonas oeruginosa que permiten proponer a esta enzima como
blanco terapéutico ?




Objetivo general

Caracterizar molecular y bioguimicamente la
enzima Cisteino Sintosa de lo bacterio
Pseudomonas aeruginosa mediante andlisis /n
silico, como posible blanco teropéutico en

este patdgeno.




1. Identificar lo secuencio de nucledtidos del gen que codifica lo enzima Cisteina sintasa (CS) en P.
oeruginosay establecer lo similitud que tiene con ortdlogos.

2. Determinar lo secuencia y caracteristicas moleculares de la proteina CS de P. seruginosa, mediante
herramientas bioinformdticas

3. Analizar filogenéticamente los secuencias proteicas de CS en P. aeruginosa vy establecer su
evolucidn con respecto a los ortdlogas presentes en otros organismos.

4. Predecir lo estructura tridimensional de la proteina CS de P. aeruginosa, identificando los dominios
y motivas de unidn al sustrato natural.
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Blsqueda de secuencios
del gen

Determinar secuencias
codificantes

Alineamiento local

(Romero | et ol 2014,2015)
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Alineamiento miiltiple (Secuencias de nucleétidas de CS en P. ageruginosa
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1. Identificar lo secuencio de nucledtidos del gen que codifica lo enzima Cisteina sintasa (CS) en P.
aeruginosay establecer la similitud que tiene con ortdlogos.

2. Determinar lo secuencia y caracteristicas moleculares de la proteina CS de P. seruginosa, mediante
herramientas bioinformdticas

3. Analizar filogenéticamente los secuencias proteicas de CS en P. aeruginosa vy establecer su
evolucidn con respecto a los ortdlogas presentes en otros organismos.

4. Predecir lo estructura tridimensional de la proteina CS de P. aeruginosa, identificando los dominios
y motivas de unidn al sustrato natural.
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L LA B |
a1 Bioinformatics Resource Portal

EXPASY
(Expert Protein Analysis ScanProsite
System) (https://prosite.expasy.org/scan 0
(https:/ /www.exposy.org/ proteomics) prosite/) g
I Determinar motivos
Determinar existentes
Compute pl/Mw tool == caoracteristicas que
conforman las enzimas

(Aritmo P et ol 2012; El-Gebali et al 2018)


https://www.expasy.org/proteomics
https://prosite.expasy.org/scanprosite/
https://prosite.expasy.org/scanprosite/

Caracteristicas genorales para las enzimas CS, CysA y CysB

RESULTADD
PARAMETRO CS CYSA CYSB
NUMERD DE AMINDACIDOS 305 324 299 , .
Naturaleza deida
PUNTO ISOELECTRICO TEGRICO (pI) 5.84 B.24 5.54
PESO MOLECULAR (Da) 32753.69 34309.62 3244798
No DE RESIDUOS CON CARGA NEGATIVA (Asp+Glu) % 30 35 38
No DE RESIDUOS CON CARGA POSITIVA (Arg+Lys) % 2% 34 33
TOTAL DE ATOMDS 417 4877 4550
iNDICE DE INESTABILIDAD 38.1 34.49 32.44 > Termoestables >
(NDICE ALIFATICO 102.62 94,57 B6.82
GRAVY 0.09 -0.037 -0.268 > Hidrofilicas y solubles >




Dominlos tipices de las enzimas CysA, CysB y Cys
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Alineamiento maltiple de CS en
P. aeruginosa contra CS de
otros microorganismos.

\ Neighbor-Joinings

Determinacion de similitud evolutiva entre
los CS de diferentes microorganismos

(Kumar S et ol 2018)



Alineamiento miiltiple de secuencias de aminodcidaos de CS de
Pseudomonas aeruginosa y otros organismos
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Alineamiento maltinie de secuencias de aminedcldos de CS de Pseudemonas

aeruginosay otres organismos
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¢ Se relaciona el gen de Cs de P. aeruginosacon el gen de Gs en otros
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1. Identificar lo secuencio de nucledtidos del gen que codifica lo enzima Cisteina sintasa (CS) en P.
aeruginosay establecer la similitud que tiene con ortdlogos.

2. Determinar lo secuencia y caracteristicas moleculares de la proteina CS de P. seruginosa, mediante
herramientas bioinformdticas

3. Analizar filogenéticamente los secuencias proteicas de CS en P. aeruginosa vy establecer su
evolucidn con respecto a los ortdlogas presentes en otros organismos.

4. Predecir lo estructura tridimensional de la proteina CS de P. aeruginosa, identificando los dominios
y motivas de unidn al sustrato natural.
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GOR “.’ _ |- TASSER ProsA-Weh PROCHECK
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— 2 — 3
Prediccion de / Prediccion de .
estructura estructura Validacion del .
secundaria terciaria modelo
|
Modelo
cristalografico Estabilidad y calidad

(Markus W et al 2007; Yang et al 2015; Kwofie S et ol 2019; Bhattacharya M et ol 2019)


https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_gor4.html
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https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_gor4.html
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/

Prediccion de estructura secundaria CysA, CysB y Cys
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Modelo 3D de Cisteina sintasa en P. aeruginosa

ol (203)
Romero et ol (2014,2015)




Validacion del modelo mediante ProSA-web

Z-5core CS
-9.48 - ] —
.;.
o)
Z-5core CSA = g 1
-10.04 £,
’ .‘!
Z-Score CSA
-8,97

Puntaje dentro del
rango

Energios de

residuos
negativas

Los modelos tienen una
calidod rozonablemente
buena

Benoni et af (2017)
Wiederstein et o/ (2007)




¢, Cisteina sintasa en P. ageruginosa es estable?
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1. El andlisis bioinformdtico comparativo de lo enzima Cisteina Sintasa en la bacteria P. aeruginosa, indicé que estd puede

tener una alta estabilidad y funcionalidad en este microorganismo, sugiriendo que la via biosintética de Novo estd presente
_en pste micronrganismo comao vio para lo sintesis de Cisteinn

2. Cisteina sintoso tiene una gran proyeccidn como blanco farmacoldgico, pues presenta todaos los caracteristicas

estructurales descritas en otros microorganismos, ademds porque la similitud con respecto a su homdlogo mds cercano en
el humanno In CAS es muy hajo

3. Lo bisqueda y caracterizacidn de blancos farmacoldgicos a partir de lo bioinformdtica abre una ventana de posibilidades,
para el desarrollo de nuevas terapias ya que permite conocer las caracteristicas moleculares y bioguimicas del blanco,
ademds predecir v orientar,como pueden interaccionar los candidatos farmacoldgicos y sus respectivos sitios de unidn o
una proteina.




PERSPECTIVAS A FUTURD

Disefio racional de
medicamentos

-

Base sobre lo cual se pueden generar
nuevos estudios bioinformdticas por
ejemplo biisqueda de inhibidores por
medio de Docking molecular

Abrir una linea de investigacidn o
cargo de drea de biotecnologia a nivel
de biologio molecular

LLEVAR LA CARACTERIZACION
INSILICO A INVITRD




