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Resumen

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo que presenta resistencia en los entornos
clinicos. Son diferentes los mecanismos por los cuales logra evadir los antimicrobianos, uno
de ellos son los sistemas de dos componentes. PhoQ y PhoP son un sistema de dos
componentes conocido principalmente en Salmonella sp., es por esto que su caracterizacion
in silico en Pseudomonas aeruginosa aporta al conocimiento sobre la identificacién de
nuevos marcadores moleculares asociados a virulencia y resistencia. En el presente
proyecto se caracterizaron los genes PhoQ-PhoP de dos cepas MDR de P. aeruginosa
haciendo uso de herramientas bioinformaticas con el objetivo de buscar mutaciones frente a
las cepas sensibles a medicamentos, realizar un analisis filogenético con ortdlogos y
determinar caracteristicas de las proteinas codificadas por estos genes. Se logré observar
una mutacién de cambio de sentido en PhoQ con un cambio de tirosina por fenilalanina, un
distanciamiento filogenético de P. aeruginosa en comparacion a ortélogos de estos genes
por las diferencias funcionales y ambientales de las distintas especies y se obtuvo modelos
tridimensionales de buena calidad lo cual permite realizar la busqueda de compuestos que
tengan afinidad de unién con estas proteinas, paso principal en el disefio racional de nuevos
medicamentos. Estos resultados pueden ser usados a futuro para el desarrollo de posibles
blancos terapéuticos o para la inhibicién selectiva de P. aeruginosa en alternativas

terapéuticas.



Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, Sistema de dos componentes, PhoQ, PhoP,
MDR, sensibilidad

Abstract

Pseudomonas aeruginosa is a microorganism that has resistance in clinical settings. The
mechanisms by which it manages to evade antimicrobials are different, one of them being
the two-component systems. PhoQ and PhoP are a two-component system known mainly in
Salmonella sp., Which is why their in silico characterization in Pseudomonas aeruginosa
contributes to the knowledge on the identification of new molecular markers associated with
virulence and resistance. In this project, the PhoQ-PhoP genes of two MDR strains of P.
aeruginosa were characterized using bioinformatics tools in order to search for mutations
against drug-sensitive strains, perform a phylogenetic analysis with orthologs and determine
protein characteristics. encoded by these genes. It was possible to observe a missense
mutation in PhoQ with a change from phenylalanine to tyrosine, a phylogenetic distancing of
P. aeruginosa in comparison to orthologs of these genes due to the functional and
environmental differences of the different species and three-dimensional models of good
quality which allows the search for compounds that have binding affinity with these proteins,
a main step in the rational design of new drugs. These results can be used in the future for
the development of possible therapeutic targets or for the selective inhibition of P. aeruginosa

in therapeutic alternatives.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Two Component System, PhoQ, PhoP, MDR,

sensitivity

10



Introduccion

Actualmente la resistencia antimicrobiana ha ido en incremento hasta tal punto que la
organizacion mundial de la salud (OMS) llegé a designarla como uno de los tres problemas
mas importantes que enfrenta la salud humana debido a que esta ligada a cientos de miles
de muertes al afio.' Los entornos hospitalarios suelen verse bastante afectados por la
presencia de estos microorganismos resistentes debido al aumento de la estancia

hospitalaria y aumento de los costos derivados de la atencién en salud.?

Las infecciones nosocomiales o infecciones asociadas a atencién en salud (IAAS) son
aquellas infecciones contraidas durante la estadia del paciente en un hospital u otro centro
sanitario y que previo a su entrada el paciente no las tenia ni se encontraban en
incubacién.®® Se ha estimado que en el mundo mas de 1,4 millones de personas contraen
infecciones en areas hospitalarias.'® En América Latina estudios puntuales demuestran que
entre las IAAS, la neumonia asociada a ventilador es la infeccion mas frecuente con una
tasa de 24,1 casos/1000 dias ventilador, seguida por las infecciones asociadas a catéteres
centrales con 12,5 casos/1000 dias catéter y las infecciones del tracto urinario asociadas a

catéter con 8,9 casos /1000 dias catéter urinario.'®"

Pseudomonas aeruginosa es uno de los microorganismos fuertemente asociado a IAAS
causando infecciones crénicas en las vias respiratorias especialmente en pacientes con
fibrosis quistica, con bronquiectasias o con enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) o en pacientes internados en las unidades de cuidados intensivos (UCI).>'%3 En
Colombia, aproximadamente 10,5% de las IAAS son causadas por P. aeruginosa,'® este
microorganismo es el agente etiolégico en 21% de las neumonias, 10% en infecciones del

tracto urinario, 8% en infecciones postquirdrgicas y 3% en bacteriemias; en UCI es la
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segunda causa de infeccion nosocomial, causando 30% de neumonias, 19% de infecciones

urinarias y 10% de bacteriemias.*"""

Por otro lado, la aparicion de P. aeruginosa con fenotipos resistentes, MDR (multidrogo
resistente) o XDR (Extremo drogo resistente) también representa una amenaza para la
salud en estos entornos hospitalarios.?'*'* Pseudomonas aeruginosa pertenece al grupo de
patégenos ESKAPE,>%” considerados un problema en salud publica, debido a las altas tasas
de resistencia que presentan, las cuales han sido reportadas entre el 15% y 30% en MDR y
XDR en algunas zonas geograficas como Espaiia y EE.UU, respectivamente.'®?® La mayoria
de los paises de Europa informan tasas de resistencia de mas del 10%, por ejemplo, en
Espafia, de 51 hospitales monitoreados, se observd que la mayoria de estos aislados solo
eran susceptibles a colistina, el cual es usado como ultimo recurso contra patégenos
hospitalarios resistentes a multiples farmacos, hecho que se asocia con el incremento en las
tasas de mortalidad por falta de un buen tratamiento que permita el control del patégeno.??
Se ha observado una asociacion directa entre la mortalidad y el fenotipo de la cepa, de tal
forma que las probabilidades de morir por causa de una cepa MDR son el doble frente a una

cepa no MDR.2"2®

Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se busca la caracterizacién in silico de los
genes de virulencia PhoP y PhoQ identificados en el genoma de dos cepas colombianas de
P. aeruginosa fenotipo MDR. Esto permitira aportar al conocimiento sobre la identificacion de
nuevos marcadores moleculares asociados a virulencia y resistencia que puedan ser usados
como posibles blancos terapéuticos o de la inhibicion selectiva de P. aeruginosa para el
desarrollo de alternativas terapéuticas. En este sentido, el trabajo de grado busca responder
a la pregunta de investigacion: ¢ Cuales son las caracteristicas de los genes de virulencia
PhoP y PhoQ encontrados en dos cepas de Pseudomonas aeruginosa fenotipo multidrogo
resistente (MDR)?
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Caracterizar in silico los genes de virulencia PhoP y PhoQ pertenecientes a cepas de

Pseudomonas aeruginosa fenotipo multidrogo-resistente (MDR)

1.2 Objetivos especificos

-ldentificar mutaciones en la secuencia de nucleétidos de los genes PhoP y PhoQ entre
cepas de Pseudomonas aeruginosa fenotipo multidrogo-resistente (MDR) y fenotipo

sensible.

-Analizar filogenéticamente los genes PhoP y PhoQ de bacterias multidrogo-resistente
(MDR).

-Determinar caracteristicas estructurales de las proteinas codificadas por los genes PhoPy

PhoQ de P. aeruginosa multidrogo-resistente (MDR).
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2. Antecedentes

La evolucion y la plasticidad genética bacteriana ha proporcionado la capacidad de tolerar
concentraciones de antibidticos clinicamente relevantes, microorganismos sensibles y
expuestos constantemente a estos han conseguido promover la expresion de genes
presentes en el genoma o en elementos extracromosomales, favorecer mutaciones
puntuales en genes, o el traspaso de nuevos genes de resistencia por transferencia

horizontal."

Pseudomonas aeruginosa representa hoy en dia un desafio en salud a nivel mundial,
gracias a la facilidad que tiene para desarrollar resistencia frente a los antibiéticos de uso
convencional, debido a la gran variacion genética que se complementa con la adquisicién de
plasmidos, transposones e integrones a partir de otras bacterias; por esta razén, estudios
encaminados al analisis y conocimiento del genoma de P. aeruginosa se han hecho
indispensables permitiendo la comprension global de los procesos microbianos, la
reconstruccion de las redes metabdlicas que permiten establecer y comprender la relaciéon
entre genotipo y fisiologia molecular y sobre todo permiten la busqueda e identificacion de

nuevos marcadores para el desarrollo de nuevas terapias.'?*242

En el estudio y comprension de los fenotipos resistentes en Pseudomonas aeruginosa han
sido diversos los abordajes que se han hecho, inicialmente se buscaba la tipificacion
fenotipica de las cepas, la serotipificacion de lipopolisacaridos y la tipificacion de fagos,
estos eran meétodos que se utilizaban pero resultaban ser muy limitantes respecto a la
variedad de cepas que se podian estudiar e identificar; posteriormente los métodos de
genotipificacion como técnicas de huellas dactilares gendmicas anénimas tales como el
analisis de patrones de fragmentos de restriccidon de longitud polimérfica (RFLPs), enfoques
de tipificacion basados en secuencias mediante tipificacion de secuencias multilocus (MLST)
0 microarrays; asi como el secuenciamiento del genoma en cepas resistentes (resistoma)
han surgido como herramientas que permiten conocer no solo los genes que conforman el
genoma central de P. aeruginosa el cual consta de aproximadamente 4000 genes, sino todo
el complemento genético (10.000 y 40.000 genes adicionales) que puede llegar a adquirir la

bacteria al recombinarse libremente con el genoma de otras especies bacterianas. 26272829
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En la literatura y a partir de estudios genémicos han sido descritos varios genes que influyen
en la resistencia a antimicrobianos en P. aeruginosa, ademas de ser excelentes marcadores
genéticos en resistencia, uno de ellos es el gen oprD que codifica para una porina
involucrada en la captacion pasiva de aminoacidos basicos y carbapenémicos a través de la
membrana externa, en fenotipos resistentes se ha observado que las mutaciones causadas
por inserciones o deleciones de nucledtidos conducen a la inactivacion de la proteina OprD
con una pérdida significativa de porinas en la membrana externa, lo que genera aumento en
la concentracion inhibitoria minima (CIM) para carbapenémicos, asi como una mayor
resistencia a la muerte a pH acido.>**' En un estudio observacional prospectivo realizado por
Yoon E.* se ha observado que la tasa de mortalidad causada por P. aeruginosa con
mutaciones en OprD es mas alta que la causada por P. aeruginosa con OprD en perfecto
estado en infecciones del torrente sanguineo, ademas se confirma que OprD es esencial en

el proceso de resistencia a imipenem.®

Por otro lado, el gen oprD ha sido catalogado como un buen marcador genético debido a la
alta variabilidad de secuencia que presenta, o que permite el analisis clonal ya que se
muestra que los miembros de linajes clonales estrechos suelen mostrar secuencia de oprD
idénticas.® Igualmente, el grupo de Khatua B. han descrito que la porina OprD es una
glicoproteina altamente sialilada que tiene acidos sialico con enlaces 02,6 y 02,3, lo que
contribuye a resistencia y adaptacion de las cepas de P. aeruginosa con presencia de acido

sidlico.3

Otros genes reportados son ampC y ampR que codifican para las proteinas AmpC y AmpR,
inicialmente fueron estudiados en especies Gram negativas como Citrobacter freundii y
Enterobacter cloacae, pero se ha observado que en P. aeruginosa las mutaciones en esta
region pueden aumentar la produccion de AmpC. Cuando se produce en exceso AmpC
como resultado de mutaciones en el proceso de reciclaje de peptidoglicanos P. aeruginosa
se convierte en una causa principal de resistencia a las penicilinas antipseudomonas
(ticarcilina y piperaciclina), monobactamas (aztronam) y cefalosporinas de tercera
(ceftazimida) y cuarta generacién (cefepime). La regulacién de la resistencia a B-lactamicos
por P. aeruginosa AmpR parece involucrar mas de una via, y ademas de regular
positivamente la resistencia a los B-lactamicos, AmpR también regula la resistencia a las
quinolonas encontrandose entre los pocos reguladores transcripcionales en P. aeruginosa

que modula la resistencia a diferentes clases de antibidticos.?*3%
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La bomba de eflujo MexXYOprM de tres proteinas expulsa los antibiéticos aminoglucésidos,
cefalosporinas (cefepima, cefpiroma y ceftobiprol), fluoroquinolonas, tetraciclinas, tigeciclina
y macrolidos de las células bacterianas, segun los estudios el operon mexXY es inducible
por muchos de los antimicrobianos que exporta, aunque su aumento se debe mas a la
alteracion de los ribosomas que a los aminoglucésidos en si. Los genes mexZ y amrZ son
los encargados de regular y aumentar la expresion del operén mexXY. Otro sistema de
eflujo que funciona en la resistencia intrinseca y adquirida de P. aeruginosa es
MexA-MexB-OprM, este sistema de salida extruye quinolonas, macrélidos, tetraciclina,

cloranfenicol, novobiocina y la mayoria de los B-lactamicos, pero no imipenem.3¢-3°

Otro mecanismo de resistencia en P. aeruginosa es contra las fluoroquinolonas, las cuales
buscan inhibir la replicacion de DNA, aparecen genes que codifican la ADN girasa (gyrA y
gyrB) ylo topoisomerasa IV (parC y parE) los cuales conducen a una baja afinidad con las
quinolonas cuando aparecen mutaciones en ellos. En un estudio realizado por Nouri R. al
desarrollar aislamientos de P. aeruginosa con la mutacion parC observaron que tenian una o
dos mutaciones en gyrA lo cual confirmé que la ADN girasa era el objetivo principal de la
resistencia a las fluoroquinolonas en los aislados clinicos de P. aeruginosa y de paso
sugieren que el nimero de mutaciones en estos genes pueden estar correlacionados con la

resistencia a estos antibiéticos.40-4?

3. Bases legales

Este es un trabajo enfocado en herramientas bioinformaticas, asi que no se hace uso de
intervenciones bioldgicas o sociales que requiere de normativa de aplicacién. Se expone la
resolucion numero 8430 de 1993 para aludir a las investigaciones realizadas in silico y que

no tienen riesgo alguno en la salud humana

RESOLUCION NUMERO 8430 DE 1993: Por la cual se establecen las normas cientificas,

técnicas y administrativas para la investigaciéon en salud.
Segun el articulo 11 una investigacion sin riesgo son estudios que emplean técnicas vy

métodos de investigacion documental retrospectivos y aquellos en los que no se realiza

ninguna intervencién o modificacion intencionada de las variables bioldgicas, fisiologicas,
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sicolégicas o sociales, tampoco ninguna manipulacion de microorganismos. Ademas, se
recomienda siempre que sean apropiados, deben usarse métodos tales como modelos
matematicos, simulacion en computador y sistemas bioldgicos in vitro. Los modelos
computacionales o bioinformaticos proporcionan una investigacion sin riesgo, asi que este

trabajo se clasifica como una investigacion sin riesgo.*

4, Marco teorico

4.1 Caracteristicas generales de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa, perteneciente a la familia
y-proteobacteria, orden Pseudomonadales y familia Pseudomonadaceae. Es un patdgeno
oportunista tiene forma de bastdn o puede ser ligeramente curvo, aproximadamente de 0,5-1
Mm de diametro y de 1,5-5 pym de largo, es motil gracias a su flagelo polar, es anaerobio
facultativo ya que es capaz de crecer en medios anaerobios tomando el nitrégeno o arginina
como terminal de aceptacién de protones, no es fermentador de lactosa, no tiene esporas,

es catalasa y oxidasa positivo.*4

Se considera un saprofito con capacidad de vivir durante meses en distintos habitats y a
diferentes temperaturas, es capaz de crecer entre 4° y 43°C en ambientes acuaticos o
terrestres, en tejidos de animales o plantas incluyendo frutas y vegetales, este género
bacteriano es capaz de sobrevivir de manera eficaz en el agua y en el suelo viviendo con un

requerimiento nutricional minimo y tolerando diversos medios fisicos.*647

P. aeruginosa es un patégeno productor de biopeliculas, su rapida adaptabilidad a las
nuevas condiciones ambientales también se ve facilitada por el gran numero de genes que
participan en los procesos reguladores. En el entorno médico los reservorios incluyen
aerosoles, agua potable, grifos, desagilies de lavabos y duchas, equipos respiratorios,

humidificadores, endoscopios, bafios de agua y piscinas de hidroterapia.*®

4.2 Enfermedades o infecciones ocasionadas por Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un patdégeno reconocido por la variedad de infecciones que

ocasiona, se pueden clasificar segun su tipo, en agudas o crénicas. Este microorganismo se
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asocia en gran medida con infecciones gastrointestinales, meningitis, infecciones del oido,
queratitis microbiana ya que tiene la capacidad de adherirse, difundir y formar biopeliculas,
no solo en dispositivos médicos sino en lentes de contacto. Las infecciones oculares por P,
aeruginosa conllevan a una pérdida de la vision rapidamente, la queratitis es la forma mas

frecuente y la endoftalmitis junto a oftalmia neonatal las mas severas.*5!

Esta bacteria ha sido fuertemente vinculada a infecciones adquiridas en el hospital (IAAS),
principalmente a neumonia asociada al ventilador, siendo ésta la segunda infeccion
nosocomial mas comun en la unidad de cuidados intensivos y la mas comun en pacientes
ventilados mecanicamente; asi mismo, la bacteria ha estado ligada a infecciones del torrente
sanguineo asociadas a la via central, las infecciones urinarias relacionadas con el catéter
urinario y las infecciones quirurgicas de trasplante, cabe destacar que las infecciones por P,

aeruginosa pueden adquirirse también en entornos comunitarios como jacuzzis o piscinas.

49-53

P. aeruginosa es un patdgeno oportunista que puede llegar a ocasionar infecciones mortales
en individuos inmunosuprimidos, como pacientes con cancer, pacientes en postoperatorio,
pacientes con quemaduras graves o infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) y pacientes con enfermedad pulmonar subyacente como bronquiectasias y fibrosis
quistica (FQ). P. aeruginosa es el patdgeno predominante que infecta a los pacientes adultos
con FQ; aproximadamente las tres cuartas partes de las personas con esta enfermedad

estan infectadas con este microorganismo.%

4.2.1 Modo de transmision

La transmisidon en Pseudomonas aeruginosa ocurre principalmente a través del contacto
directo con piel lesionada y mucosas. En el ambito hospitalario son distintas las vias de
transmision, una de las mas frecuentes es por medio de las manos del personal sanitario,
los equipos hospitalarios mal desinfectados, ademas del agua que se considera un factor de
amplificacion y transmision de este microorganismo, pueden servir como reservorios
naturales de P. aeruginosa y puede persistir durante meses en superficies secas

inanimadas.5-%¢

Tanto en el ambiente hospitalario como externo, P. aeruginosa puede encontrarse
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comunmente en superficies humedas. Puede ser causa de infeccién en la mayoria de las
partes del cuerpo donde sea expuesta. Se ha documentado también que P. aeruginosa
sobrevive dentro de nucleos de gotitas y puede permanecer en aerosoles durante largos

periodos de tiempo.*’

4.2.2 Tratamiento y resistencia en P. aeruginosa

Por la actual resistencia de este microorganismo el momento del tratamiento es crucial.
Cuando se esta frente a una infeccion de P. aeruginosa es importante tener en cuenta la
concentracién minima inhibitoria (CMI) que tenga esta cepa contra los antimicrobianos,
ademas de esto hay que tener en cuenta la carga microbiana en el foco de infeccion ya que
la presencia de una carga bacteriana elevada es el mayor riesgo de seleccién de mutantes

resistentes.%%8

Los antibidticos mas usados como tratamiento de P. aeruginosa suelen ser penicilinas y
cefalosporinas de amplio espectro, aminoglucésidos, monobactamicos, carbapenémicos y
fluoroquinolonas.® A partir de la década de los 80 se empezo a utilizar terapia combinada
intravenosa de piperacilina o ceftazidima con un aminoglucésido. Otros tratamientos
alternativos son la reactivacion de colistina y polimixina B que habian sido descontinuados, el
desarrollo de moléculas que superan la resistencia a los antibidticos [B-lactamicos
(combinaciones de inhibidores de cefalosporina-p-lactamasa: ceftazidima-avibactam vy
ceftolozano-tazobactam), cefalosporina sideréforo cefiderocol y antimicrobianos no
B-lactamicos.'*"%° |os antibiodticos inhalados (tobramicina, colistina o aztreonam) se reservan

para casos de neumonia grave o neumonia causada por cepas MDR de P. aeruginosa.®®

El uso indiscriminado de antibidticos y las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de P,
aeruginosa han ocasionado el aumento progresivo de las tasas de resistencia provocando la
aparicion de cepas con fenotipos multirresistentes (MDR), fenotipos de resistencia
extendida o extremadamente resistentes (XDR) y cepas pan resistentes a farmacos (PDR).*
P. aeruginosa tiene una amplia gama de mecanismos de resistencia intrinsecos y
adaptativos frente a los antimicrobianos de uso actual; a nivel intrinseco los mecanismos
mas estudiados estan relacionados con la expresion de la B-lactamasa AmpC cromosdmica
inducible y la produccion de bombas de salida constitutivas (MexAB-OprM) o inducibles
(MexXY). %8
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Por otro lado, la expresién inducible de MexXY tiene un papel importante en la resistencia
adaptativa (inducible) a los aminoglucosidos y la expresién inducible del operdn
arnBCADTEF, es fundamental para el desarrollo de resistencia adaptativa a las polimixinas;
de igual forma, ha sido reportado resistencia a ciertos antimicrobianos policationicos tales
como aminoglucdsidos, polimixinas y péptidos antimicrobianos catidnicos debido a
mutaciones en proteinas reguladoras afines como son los sistemas de dos componentes
PhoP-PhoQ, PmrA-PmrB, CprR-CprS y ParR-ParS.*

4.2.3 Alternativas terapéuticas

Se han estudiado alternativas de tratamiento distintas a los antibiéticos como bacteriéfagos,
péptidos antimicrobianos con diversas estructuras y mecanismos de accién, inhibidores de
virulencia, sideroforos, compuestos de origen natural (como aceites esenciales) y otros

adyuvantes (p. €j., inhibidores de la bomba de eflujo, anticuerpos monoclonales).>®

Los bacteriéfagos han estado en investigacion constante para probar su funcionalidad frente
a cepas de P. aeruginosa, el fago BrSP1 podria incluirse en un coctel de fagos para tratar
infecciones veterinarias,® en estudios con roedores y cerdos se demostré6 que los
bacteriofagos disminuyeron significativamente el recuento de colonias bacterianas y mejoro
la curacién de las heridas cutaneas de los diabéticos. En un modelo de raton con queratitis
provocada por P. aeruginosa, se demostrd que la administracién de cocteles que contienen
bacteriéfagos erradicé eficazmente las bacterias y permitioé preservar la integridad estructural
y la transparencia de la cérnea, incluido el epitelio corneal.®' Los péptidos antimicrobianos
son opciones terapéuticas prometedoras para tratar las infecciones por P. aeruginosa, ya que
permiten reducir el impacto negativo de los factores de virulencia en las células huésped y

favorecen la reparacion del epitelio cutaneo.®

Otra terapia alternativa es la terapia fotodinamica que requiere el uso de fotosensibilizadores,
inyectados por vias intravenosas o aplicados en un sitio infectado, y posteriormente
incorporados por bacterias. Esta se considera que podria ser un enfoque interesante para
favorecer la reparacion epitelial en pacientes con P. aeruginosa MDR en heridas cutaneas
infectadas. Curiosamente, esta estrategia también se ha considerado en el tratamiento de

infecciones de las vias respiratorias en pacientes con fibrosis quistica.®® Es importante seguir
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investigando estas terapias alternativas para mitigar el impacto de la resistencia a los

antibiéticos por parte de este y otros microorganismos.

4.3 Patogenicidad y virulencia de Pseudomonas aeruginosa

Es importante recalcar que la patogenia de Pseudomonas aeruginosa se debe a la
produccién de diversos factores de virulencia que permiten un enfrentamiento efectivo con el
sistema inmunoldgico del huésped y su colonizacion.® Adicionalmente, la virulencia propia y
adquirida del microorganismo es otro aspecto importante que considerar, varias cepas de P.
aeruginosa estan fuertemente relacionadas con la capacidad de formacion de biopeliculas,

diferentes tipos de motilidad celular / colonial y produccion de toxinas.%

El sistema de secrecion tipo Il (TTSS) no solo esta presente en P. aeruginosa, se encuentra
en otros patdogenos como Shigella, Salmonella, Chlamydia, Yersinia y Escherichia, permite la
inyeccion de toxinas en el citosol de los eucariocitos y secreta citotoxinas como: ExoS, ExoT,
ExoU y ExoY que aumentan la supervivencia bacteriana, subvierten activamente las
respuestas inmunitarias y promueven el desarrollo de una infecciéon con mayor propagacion
de bacterias a los tejidos subyacentes y al sistema circulatorio.®®®” De estas citotoxinas, la
mas destacada es la lipasa ExoU ya que en diversos estudios se han realizado aislados
geneéticos y se ha comprobado que cuando hacia falta el gen exoU estas cepas eran menos

citotoxicas.®”

Existen otros factores de virulencia importantes en este microorganismo los cuales son: la
exotoxina A (exoA) que juega un papel importante en la lisis tisular y la invasion bacteriana,
la exoenzima S (exoS) que es responsable del dafio a muchos tipos de células huésped,
elastasa B (lasB) que resalta en la infeccion aguda, la hemolisina fosfolipasa H (plcH) actua
para destruir los lipidos que contribuyen a la invasion tisular y algunas cepas producen
alginato que forma la matriz de la biopelicula que protege a las bacterias de las defensas del

huésped durante la infeccion crénica.5¢°

4.3.1 Genes de virulencia y resistencia en Pseudomonas aeruginosa

Se plantea que la virulencia de las cepas de P. aeruginosa comprometen rapidamente la
vida de los pacientes infectados, sobre todo en pacientes con afectacion pulmonar, ademas

de presentar posibles correlaciones con la resistencia de este microorganismo, se ha
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observado que hay correlacion entre la secrecion de toxinas y las cepas productoras de
betalactamasas y que la produccién de pigmentos como piocianina, fluoresceina y
piorrubina se asocia mas significativamente a la resistencia frente a antimicrobianos que la
produccion de factores de virulencia como lo son las elastasas y proteasas. En adicion se
informé una incidencia elevada de ExoS en aislamientos de resistencia a los medicamentos

en diferentes estudios.%®

La resistencia a los B-lactamicos se debe a la accion de unas enzimas llamadas
B-lactamasas las cuales son capaces de destruir el enlace amida del anillo B-lactamico,
provocando que el antimicrobiano sea ineficaz. La resistencia a aminoglucésidos esta
mediada por enzimas modificadoras de aminoglucésidos transferibles (EMA), baja

permeabilidad de la membrana externa, salida activa y, rara vez, modificacion de la diana.'

52, 69

Por ultimo, también se ha estudiado que los sistemas de dos componentes desempefian un
papel importante en el control de la virulencia de P. aeruginosa, con mas del 50% implicados

en la formacion de biopeliculas y la resistencia a los antibioticos.™

4.4 Funcién biolégica de PhoP y PhoQ en microorganismos

Es grande la variedad de genes que brindan virulencia a las bacterias, existe el sistema
regulador pleiotropico de dos componentes PhoP - PhoQ el cual media la adaptacion del
microorganismo a entornos limitantes de Mg*™, niveles bajos de pH y péptidos
antibacterianos (Figura 1). Este sistema es codificado por el locus phoP, el cual fue
identificado por primera vez a finales de la década de los 80 en Salmonella entérica serovar
Typhimurum y desde entonces ha sido bien caracterizado en esta bacteria y en otras Gram
negativas.”" La proteina PhoQ de Salmonella presenta dos regiones transmembrana que
definen una larga cola citoplasmica C-terminal que alberga el residuo de histidina que es el
sitio de autofosforilacion y un dominio periplasmico que alberga varios residuos acidos que
podrian estar involucrados en la deteccién de cationes divalentes. Estudios actuales han
mostrado que la activacién de PhoP-PhoQ ayuda a las bacterias a adaptarse a ambientes
externos, ademas de aumentar su capacidad de sobrevivir dentro de macroéfagos,

resistencia contra antimicrobianos en mamiferos y resistencia contra acidos.”
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Figura 1. Interaccion entre el sistema de dos componentes PhoQ y PhoP. Creada en BioRender. Fuente: Autora

La presencia del sistema PhoP-PhoQ suele ser diferente en varios grupos bacterianos, lo
que sugiere que PhoP puede controlar la expresién de diferentes genes en las especies.
Como se menciond anteriormente, este sistema ha sido descrito mas que todo en
Salmonella sp., pero también podemos encontrarlo en otros microorganismos como:
Yersinia pestis, Erwinia amylovora, Shigella flexneri, Serratia marcescens, Edwardsiella

tarda, entre otros.”""®

En Salmonella sp. este sistema controla la expresion de fenotipos cruciales que definen la
capacidad del patégeno para establecer la infeccion en el huésped. En entornos ricos en
bilis, como el intestino delgado y la vesicula biliar, este microorganismo debe buscar la
forma de sobrevivir asi que se ha estudiado que Salmonella sp. puede sentir y responder a
la bilis a través del sistema de dos componentes PhoP-PhoQ durante la formacion de la
biopelicula; sin embargo, el sistema de dos componentes no es enteramente responsable de
la estimulacion de la bilis. La respuesta directa de PhoQ a la acidificacion esta mediada por
un cambio conformacional del dominio periplasmico, este cambio conformacional sutil se
transmite a través de la membrana al dominio quinasa, dando como resultado la
transduccién de sefales, por lo tanto, se sugiere que la proteina Phop es un objetivo

potencial para desarrollar nuevas terapias antibacterianas y preventivas para las infecciones
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cronicas por Salmonella. ™

En Yersinia pestis la proteina PhoP y la proteina receptora de AMP ciclica son reguladores
globales y controlan dos regulones distintos que contienen multiples genes relacionados con
la virulencia. PhoP no solo regula la expresién de genes especificos, incluidos los
relacionados con virulencia, sino que también controla varios objetivos indirectos al actuar
sobre un conjunto de reguladores. Por tanto, las vias celulares gobernadas por PhoPy CRP
han evolucionado para fusionarse en un unico circuito regulador global debido a la accion

reguladora directa de PhoP sobre sus genes diana rovA, crp y cyaA.™

En Y. pestis, el sistema de dos componentes PhoP- PhoQ puede activarse en el intestino de
las pulgas y al tiempo mejorar la formacién de biopeliculas. Sin embargo, PhoP-PhoQ regula
la produccion de biopeliculas de Y. pestis mediante el control de la transcripcion del operén
waaAE-coaD. Se han hecho estudios de estos genes dentro de Galleria mellonella y se
concluye que se requiere PhoP para la virulencia total y que los mutantes phoP no
sobreviven tan bien en este huésped.”® Dado que los contenidos genéticos (incluidas las
regiones codificadora y promotora) de phoP y phoQ son igual a su progenitor estrechamente
relacionado, Yersinia pseudotuberculosis, el circuito regulador que se caracteriza se
conservara en estas dos especies bacterianas. Se conoce que los mutantes phoPQ de
ambas especies de Yersinia demuestran un defecto de supervivencia/crecimiento en

macrofagos.®!

Shigella flexneri es un patégeno Gram negativo que causa enfermedad en el ser humano, el
sistema PhoPQ no ha sido bien estudiado a fondo en este microorganismo, pero se sugiere
que este sistema modula la virulencia de S. flexneri (de una manera dependiente de icsA) y
las respuestas al estrés de Mg 2+ , pH y péptidos antibacterianos. La desactivacion de
PhoPQ provoca una disminucion de la virulencia de S. flexneri en las células HelLa y los

modelos de invasion de células Caco-2.8?

Existen ortélogos del sistema PhoPQ tanto en patégenos de mamiferos como de plantas,
Erwinia amylovora es una bacteria patdgena de plantas en donde este sistema también se
manifiesta, segun diversos estudios indican que el sistema PhoPQ conservado en E.
amylovora hace que el patégeno sea mas susceptible a condiciones de acido fuerte y

suprime la expresion de dos genes nuevos de T3SS, lo que sugiere que este sistema podria
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actuar como un regulador negativo para aquellos genes involucrados en la resistencia a los
acidos y T3SS. En Salmonella, Dickeya, Xanthomonas y otras bacterias ocurre lo contrario,
asi que esto sugiere que este sistema puede haber mantenido funciones como la resistencia
a los péptidos antimicrobianos y por otro lado también puede haber desarrollado nuevas

funcionalidades para adaptarse a diferentes patdégenos bacterianos.®

En conclusién, este sistema PhoP-PhoQ ha sido estudiado en diferentes microorganismos,
en especial Gram negativos, teniendo profundizaciéon en Salmonella sp, la caracterizacion
en Pseudomonas aeruginosa contribuiria a todos estos estudios y ayudaria en el avance del

conocimiento de este sistema y sus posibles usos terapéuticos en un futuro.

4.5 Importancia de los estudios in silico en resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana a los antibiéticos cada dia cobra mas fuerza, los costos médicos
aumentan, el tiempo de hospitalizacién de los pacientes se prolonga y se aumenta la tasa de
mortalidad. Hay que tener en cuenta que los genes de resistencia provienen de la
naturaleza, incluso antes de los antibidticos ya existian, ya que los microorganismos a través
de los afios han luchado por su sobrevivencia. Pero es cierto, que lo que se veia como una
solucién eterna, al ser descubierta la penicilina por Fleming ahora es un problema de salud
publica que preocupa a la poblacion, ya que por el mal uso de estos y por la resistencia de
los microorganismos, un creciente niumero de infecciones, como neumonia, tuberculosis,
septicemia, gonorrea, son cada vez mas dificiles y, a veces, imposibles de tratar, a medida

que los antimicrobianos van perdiendo eficacia.®

Los estudios in silico contribuyen a profundizar en el conocimiento a nivel molecular y a nivel
de propiedades de los farmacos, aportando nueva informacién para identificar nuevas
moléculas o vias metabdlicas donde sea posible que el antibiético pueda actuar. Existen
unas 200 proteinas esenciales y conservadas en las bacterias, pero el nimero de dianas
reconocidas por los antibioticos disponibles es muy bajo. Por ejemplo, comparando el
genoma de Streptococcus pneumoniae con una bacteria relacionada, pero de vida libre
como S. thermophilus, se han identificado dos genes patégenos (expresados por la primera,

pero no por la segunda), candidatos para el disefio de farmacos que los inactivan.?8¢

Mediante la aplicacion de la bioinformatica se estd al borde de importantes avances
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tecnologicos en la interfaz entre la bacteriologia y la practica clinica. Respecto a
Pseudomonas aeruginosa que es un patégeno implicado comunmente en el entorno clinico
se han logrado identificar variaciones adaptativas asociadas con la resistencia
antimicrobiana de las fluoroquinolonas, los aminoglucésidos y los B-lactamicos ademas de
posibles nuevos biomarcadores.®” Diferentes moléculas como compuestos de hierbas,
metabolitos secundarios, nanomateriales y farmacos disefiado in silico se utilizan para
encontrar una alternativa adecuada a los antibidticos actuales utilizados contra el
patdégeno.®® El desafio de este enfoque sera llevar los datos gendmicos utilizando
bioinformatica de vanguardia y la experiencia de investigadores lideres en todo el mundo y
desarrollar metodologias de orientacién clinica que sean faciles de usar, basadas en

evidencia y que conduzcan a un impacto clinico directo.?”:8

5. Metodologia

Tipo de investigacion

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

Enfoque, nivel o alcance de la investigacién

La investigacion tuvo un enfoque mixto con un alcance exploratorio, descriptivo y

correlacional. Todos los analisis se hicieron por medio de biologia computacional.
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Figura 2. Metodologia usada para la caracterizacion in silico de los genes PhoQ-PhoP

5.1 Determinacion de la identidad de los genes Phop-PhoQ con secuencias

nucleotidicas de Pseudomonas aeruginosa

Para la realizacion de este proyecto se obtuvieron dos cepas colombianas de P. aeruginosa
fenotipo MDR provenientes de dos muestras distintas las cuales cada una fue secuenciada
varias veces logrando un ensamblaje de las corridas realizadas, dando como resultado la
cepa denominada MDR-3 y la cepa denominada MDR-4. En el analisis genédmico solo fue
posible encontrar las secuencias para el gen PhoQ y es por esto que se decidio
complementar con una busqueda en la base de datos CARD (The Comprehensive Antibiotic
Resistance Database) y asi obtener la secuencia para el gen PhoP a partir de una cepa
MDR denominada 213BR. (Figura 2)

Se procedié a determinar la identidad de estas tres secuencias iniciales utilizando la
herramienta Blastn del NCBI (Centro Nacional de Biotecnologia de la Informacién, USA) el
cual es un programa informatico de alineamiento y comparacién de secuencias, en el cual
se inserta la secuencia problema y ésta es comparada contra una gran cantidad de
secuencias que se encuentren reportadas en las diferentes bases de datos de nucledétidos a
nivel mundial determinando el porcentaje de identidad entre las secuencias comparadas

permitiendo establecer similitud entre las secuencias analizadas.?® Se procedio a elegir tres
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secuencias por cada secuencia inicial de los resultados obtenidos en el Blastn, teniendo en
cuenta principalmente el porcentaje de identidad, el valor-E y la cobertura total, ademas de
que las secuencias no provinieran del mismo trabajo. De igual forma, las secuencias
nucleotidicas fueron usadas para la busqueda de marcos abiertos de lectura usando el
programa ORF Finder (https:/www.ncbi.nim.nih.gov/orffinder/) del NCBI y de esta forma,

poder obtener las secuencias aminoacidicas codificadas por estos genes Phop-PhoQ.

5.2 Busqueda de ortélogos desde NCBI

Se utilizaron bases de datos como NCBI (https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/) y CARD

(https://card.mcmaster.ca/), las cuales almacenan y constantemente actualizan la
informacion referente a secuencias gendémicas, para buscar secuencias ortdlogas de Phop y
PhoQ en otros microorganismos. En la base de datos NCBI se buscaron trabajos en los
cuales se utilizaron secuencias de estos genes y en donde se mencionaba que eran cepas
multidrogo-resistentes. En la base de datos CARD por medio del buscador se realizo la
busqueda de secuencias pertenecientes a estos dos genes, ya que esta es una base de
datos con fenotipos de resistencia. Después de indagar en las dos bases de datos se logré
encontrar las secuencias para PhoQ y PhoP en microorganismos como: Klebsiella
pneumoniae, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium, Shigella flexneri y

Escherichia coli.

5.3 Alineamiento multiple de las secuencias de proteinas codificadas por los genes

Phop-PhoQ de P. aeruginosa y los ortélogos identificados

El alineamiento multiple de las secuencias obtenidas en el Blastn y las secuencias
traducidas a proteinas a partir del ORF finder, para los dos genes se realiz6 usando el
programa Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) el cual toma las
secuencias y las alinea, encontrando regiones conservadas y no conservadas entre ellas.
Luego los resultados se observaron en el programa Jalview (https://www.jalview.org/) el cual

es un software que se utiliza para ver y editar alineamientos de secuencias multiples.

5.4 Analisis filogenético de los genes Phop y PhoQ

Los analisis filogenéticos se realizaron usando el programa MEGA-X
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(https://www.megasoftware.net/), el cual es un software informatico para realizar analisis
estadisticos de la evolucion molecular y para construir arboles filogenéticos.® Un arbol

filogenético es un esquema que muestra las relaciones evolutivas entre varias especies u
otras entidades que se cree que tienen una ascendencia comun, aqui se puede ver cOmo se
agrupan algunos microorganismos que tienen mas similitud en su secuencia y
probablemente compartan lineas filogenéticas.®? En este trabajo se utilizd el método
neighbor joining, el principio de este método es encontrar pares de unidades taxonémicas
operativas (OTUs) que minimicen la longitud total de la rama en cada etapa de agrupacién
de OTU comenzando con un arbol en forma de estrella.?® Luego de esto utiliza una ecuacion
determinada para analizar las distancias reales entre las secuencias y agruparlas por

similitud, siendo asi una version simplificada del método de evolucién minima.®*

5.5 Prediccion de las propiedades bioquimicas y de los dominios tipicos de las

proteinas PhoP-PhoQ in silico

Las propiedades bioquimicas como peso isoeléctrico, peso molecular, longitud de la
proteina, etc, fueron predichas usando las herramientas bioinformaticas disponibles en la

plataforma Swissprot (https://www.expasy.org/resources/uniprotkb-swiss-prot). Se hizo uso

del programa Protparam (https://web.expasy.org/protparam/) el cual es una herramienta que
permite el calculo de varios parametros fisicos y quimicos para una proteina determinada,?

el programa SOSUI (

) fue utilizado para

predecir si las proteinas en cuestion son proteinas solubles o transmembrana.

Los dominios y motivos tipicos de estas proteinas fueron predichos usando el programa

SCANProsite (https://prosite.expasy.org/scanprosite/) el cual consta de entradas de

documentacion que describen dominios de proteinas, familias y sitios funcionales, asi como

patrones y perfiles asociados para identificarlos.%

5.6. Prediccion de las estructuras secundarias y terciarias de las proteinas

codificadas por los genes PhoP y PhoQ
La funcidn de una proteina esta estrechamente vinculada a su estructura, es decir, como se

tuerce y pliega la cadena de aminoacidos en tres dimensiones. La estructura determina la

posicién espacial de los aminoacidos individuales, algunos de los cuales estan involucrados
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en la actividad bioquimica de la proteina, es por eso que en este trabajo se hizo prediccion

de las estructuras secundarias y terciarias de las proteinas Phop y PhoQ mediante el uso de

las herramientas tales como: GOR v
(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_gor4.html), PSIPRED
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), SWISS MODEL (https://swissmodel.ex .org/) para

obtener un analisis y una prediccion estructural de las proteinas codificadas por los genes
PhoP y PhoQ de P. aeruginosa fenotipo MDR. SWISS MODEL es una herramienta util para
la prediccion de la estructura terciaria.’” PSIPRED y GOR IV son programas especializados
en la prediccion de las estructuras secundarias de las proteinas dadas en cuestion por el

usuario.%9°

Luego con la estructura de las proteinas se realizé un analisis y validacién del modelo 3D

predicho mediante ProSA-web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) y Procheck

(https://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK/) que se emplea con frecuencia para la

validacion de la estructura de proteinas.'®

Todos los programas utilizados en este proyecto son accesibles por medio de internet.

6. Resultados

6.1 Determinacion de la identidad de los genes Phop-PhoQ con secuencias

nucleotidicas de Pseudomonas aeruginosa

Con el objetivo de corroborar la identidad de las secuencias obtenidas de la secuenciacion
del genoma de dos cepas de Pseudomonas aeruginosa MDR-3 y MDR-4 para el gen PhoQ
se realizd un Blastn, ya que estas provenian de dos muestras previas a la realizacién de
este proyecto. El programa arrojé un 100% de identidad, con secuencias del gen PhoQ
reportadas en las bases de datos para otras cepas y clones de P. aeruginosa, adicional, el
valor-E de 0.0 otorga confianza ya que no son secuencias elegidas al azar y un 100% de
cobertura del alineamiento, que para este caso fue total. A partir de estos resultados se
seleccionaron las secuencias de los genes PhoQ de otras cepas identificadas en el Blastn
como PB367, GIMC5002, CCUG, 243931, AR _0357 y P5 para hacer una comparacion

global de estas secuencias con las de MDR secuenciadas. (Figura 3A-Figura 3B)
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Posteriormente se utilizd la secuencia del gen PhoP de una cepa resistente de
Pseudomonas aeruginosa 213BR encontrada en la base de datos CARD, se eligié esta
debido a su fenotipo de resistencia y a que fueron escasas las secuencias encontradas para
este gen. Se le realizé un Blastn donde se obtuvieron resultados de otras cepas de
Pseudomonas aeruginosa con 100% de identidad, valor-E de 0.0 y un 100% de cobertura
total. Las cepas seleccionadas para el gen PhoP fueron PA0750, DVT412 y PAAKO095.
(Figura 3C)
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Figura 3. Resultados del Blastn para genes PhoQ-PhoP. (A) Resultado del Blastn para la secuencia de P.
aeruginosa cepa MDR-3 gen PhoQ (B) Resultado del Blastn para la secuencia de P. aeruginosa cepa MDR-4
gen PhoQ (C) Resultado del Blastn para la secuencia de P. aeruginosa cepa 213BR gen PhoP. En rojo se

observa las secuencias seleccionadas.

En la base de datos de Pseudomonas (https://pseudomonas.com/) se realizé la busqueda
de las secuencias de los genes PhoQ y PhoP en una cepa sensible de Pseudomonas
aeruginosa, se eligio la cepa de referencia sensible a medicamentos PAO1 para poder
realizar la comparacion con las cepas MDR, es denominada PA1180 para el gen PhoQ y

PA1179 para el gen PhoP. Estos genes son de copia unica y en el cromosoma completo de

31


https://pseudomonas.com/

Pseudomonas aeruginosa PAO1 se encuentran ubicados para PhoQ en las coordenadas
1278362 a 1279808 y para PhoP en las coordenadas 1277688 a 1278365. (Figura 4)
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Figura 4. Ubicacion cromosomal de los genes PhoQ-PhoP. En rojo los genes ubicados en el citoplasma, en

naranja los genes ubicados en la membrana.

6.2 Alineamiento de secuencias nucleotidicas del gen PhoQ y PhoP en diferentes

cepas de P. aeruginosa encontradas en las bases de datos

Con el objetivo de observar las regiones conservadas y las posibles mutaciones génicas
entre las secuencias de los genes PhoP y PhoQ de cepas resistentes frente a la cepa
sensible, se realizaron alineamientos multiples incluyendo las secuencias obtenidas a partir

del Blastn que se pueden visualizar mejor en la tabla 1.

Nombre de la cepa Gen Descripcién

PB367 PhoQ Pseudomonas aeruginosa - GenBank: CP025056.3
GIMC5002 PhoQ Pseudomonas aeruginosa - GenBank: CP043549.1
CCUG PhoQ Pseudomonas aeruginosa - GenBank: CP043328.1
243931 PhoQ Pseudomonas aeruginosa - GenBank: CP041772.1

AR _0357 PhoQ Pseudomonas aeruginosa - GenBank: CP027166.1

P5 PhoQ Pseudomonas aeruginosa - GenBank: KT716120.1

PA0750 PhoP Pseudomonas aeruginosa - GenBank: CP034908.2
DVT412 PhoP Pseudomonas aeruginosa - GenBank: CP050333.1
PAAKO095 PhoP Pseudomonas aeruginosa - GenBank: CP054473.1

Tabla 1. Cepas elegidas en el programa Blastn para los genes PhoQ-PhoP.
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Los resultados obtenidos a partir del alineamiento para el gen PhoQ permitieron determinar
en primer lugar, que secuencias como GIMC5002, AR_0357 y P5 tuvieron un 100% de
identidad con las cepas MDR-3 y MDR-4. (Figura 5A) En segundo lugar, se determiné que la
unica diferencia entre MDR3 y MDR4 es el codon de inicio GTG, el cual solo lo tiene la cepa
MDR3; las cepas GIM5002 y PAO1 — PA1180 también lo tienen. (Figura 5B). Y por ultimo, el
menor porcentaje de identidad con las cepas MDR-3 y MDR-4 se presentd con la cepa
243931 con un 49.52% de identidad, en donde 599 nucleétidos de 1347 fueron iguales.
Adicionalmente, se pudo observar una unica diferencia entre las cepas PB367, CCGU y
243931 presentando al final de la secuencia el codén “CAC” y en donde la cepa 243931

difiere de estas dos no presentandolo. (Figura 5B).

Al comparar las secuencias MDR-3 y MDR-4 con la cepa sensible PAO1-PA1180 los
porcentajes de identidad fueron de 99.41% y 99.40% respectivamente para MDR3 y MDR4,
resaltandose la presencia de 8 mutaciones puntuales en los nucleétidos, en primer lugar va
el nucleédtido presente en las cepas MDR y en segundo lugar el nucleétido presente en la
cepa sensible, en la posicion 24 una sustitucién por transicion (C-T) , en la posicion 254 una
sustitucion por transversion (T-A), en la posicion 258 una mutacién por transicion (T-C), en la
posicién 342 una sustitucion por transicion (T-C), en la posiciéon 363 una sustitucion por
transicion (C-T), en la posicién 675 una sustitucion por transversion (G-T), en la posiciéon 702
una sustitucién por transicion (G-A) y en la posicién 1150 una sustitucion por transicion
(T-C). Estos nucledtidos distintos también los presentan las cepas GIMC5002, P5 y
AR_0357. (Figura 5C)
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MDR3 GTGATCCGTTCCCTGOGCATC - CGCCTGATGCTCGGCGCCGCCGCCCTEECGETGCTGTTCATGCTGECGCTGCTGCCGGCCCTGCAGCGEGCCTTCGGCATCGC - - CCTGGAGAACACCATCGAGCAGCGCCTGGCCGCCGACGTGGCGACCCTGETC

MDR4 ATCCGTTCCCTGOGCATC - CGCCTGATGCTCGGCGCCGCCGLCCTGECGGTGCTGTTCATGCTGGCGCTGCTGCOGGCOCTGCAGCGEEOCTTCGGCATCGE - - CCTGGAGAACACCATCGAGCAGOGCCTGGCCGCCGACGTGGCGACCCTGETT
PB367 TCAGACTGTAGCGAARCGTATGCGGAMGCAGGCGCCGCCCAGCT - - COGGAATCGTCCAGGCTCAGT TCGCCGTCGTAGCTCTCGATGATGTCCAGCGCCACGGCCAGGCCGATGCCCTGCCCCGGETGCTGGGTATCGGCGCGCTCGCCGOGGCE
GIMC5002  GTGATCCGTTCCCTGOGCATC - CGCCTGATGCTCGECGCCGCCGCCCTGECGETGCTGTTCATGCTGGCGCTGCTGCCGGCCCTGCAGCGEECCTTCGGCATCGC - - CCTGEAGAACACCATCGAGCAGCGCCTGGCCGCCGACGTGGCGACCCTGETC
ICCUG TCAGACTGTAGCGAAACGTATGCGGAAGCAGGCGCOGCCCAGCT - - COGAATCGTCCAGGCTCAGT TCGOCGTCGTAGCTCTCGATGATGTCCAGCGUCACGGLCAGGLCGATGCCCTGCCCCGGETGCTGGETATCGGCGCGCTCGCCGCGGEG
243931 TCAGACTGTAGCGAARCGTATGCGGAMGCAGGCGCCGCCCAGCT - - COGGAATCGTCCAGGCTCAGT TCGCCGTCGTAGCTCTCGATGATGTCCAGCGCCACGGCCAGGCCGATGCCCTGCCCCGGETGCTGGGTATCGGCGCGCTCGCCGOGGCE
[AR_0357 ATCCGTTCCCTGCGCATC - CGCCTGATGCTCGGCGCCGCCGCCCTEECGETGCTGTTCATGCTGECGCTGCTGCCGGCCCTGCAGCGEECCTTCGGCATCGE - - CCTGGAGAACACCATCGAGCAGCGCCTGGCCGCCGACGTGGCGACCCTGGTC

P35 ATCOGTTCCCTGOGCATC - CGCCTGATGCTCGGCGCCGCCGCCCTGECGGTGCTGT TCATGC TGECGCTGC TGCOGGCOCTGCAGCGEECCTTCGGCATCGE - - CCTGGAGAACACCATCGAGCAGOGCCTGECCGCCGACGTGGCGACCCTGGTT
PAD1-1180 GTGATCCGTTCCCTGCGCATC CGTCTGATGCTCGGCGLCGCCGOCCTGECGETGCTGTTCATGCTGGCGCTGCTGCCGGCCCTGCAGCGGECCTTCGGCATCGE  CCTGGAGARCACCATCGAGCAGCGCCTGGCCGOCGACGTGGCGACCCTGGTC

MDR3 GCACCOGGGGCAGGGCATCGGCCTGGCCGTGGUGCTGGACATCATCGAGAGC TACGACGGCGAACTGAGCCTGGACGATTCCG - AGCTGGGCGGCGCCTGCTTCOGCATACGTTTCGCTACAGTCTGA
MDR4 GCACCCGGEGCAGGGCATCGGCCTGGCCGTGGCGCTGGACATCATCGAGAGC TACGACGGCGAACTGAGCCTGGACGATTCCG - - AGCTGGGCGGCGCCTGCTTCCGCATACGTTTCGCTACAGTCTGA:
PB367 GGCGCTGCTCGATGGTGTTCTCCAGG - - GCGATGCCGAMGGCCCGCTGCAGGGCCGGCAGCAGCGCCAGCATGAACAGCACCGCCAGGGCGGCGGCGCCGAGCATCAGGCG - GATGCGCAGGGAACGGATCAC
GIMC5002 GCACCOGGGGCAGGGCATCGGCCTGGCCGTGGUGCTGGACATCATCGAGAGC TACGAOGGCGAACTGAGCCTGGACGATTCCG - - AGCTGGGCGGCGCCTGCTTCCGCATACGTTTCGCTACAGTCTGA:
CCUG GGCGCTGCTCGATGGTGTTCTCCAGG - - GCGATGCCGAMNGGCCCGCTGCAGGGCCGGCAGCAGCGCCAGCA” TCAGGCG - GATGCGCAGGGAACGGATCAC
243931 GGCGCTGCTCGATGGTGTTCTCCAGG - - GCGATGCCGAMGGCCCGCTGCAGGGCCGGCAGCAGCGCCAGCA” TCAGGCG - GATGCGCAGGGAACGGAT
AR 0357 GCACCOGGGGCAGGGCATCGGCCTGGCCGTGGUGCTGGACATCATCGAGAGC TACGAOGGCGAACTGAGCCTGGACGATTCCG - - AGCTGGGCGGCGCCTGCTTCCGCATACGTTTCGCTACAGTCTGA:

P3 GCACCCGGEGCAGGGCATCGGCCTGGCCGTGGCGCTGGACATCATCGAGAGC TACGACGGCGAACTGAGCCTGGACGATTCCG  AGCTGGGCGGCGCCTGCTTCCGCATACGTTTCGCTACAGTCTGA:

MORS/1-1347 MDRE1-1347
PAO1-1347 PAO1/1-1347
GIMCS002/1-1347 G T & GMCE002/1-1347
MDR4/1-1344 MDA 1-1394
P5/1-1344 .. PE/1-1344
AR_0357/1-1344 - - - AR_0357/1-1344
PAIET-1347 PBEET 11347
COUG1-1347 CCUG/1-1347
243931/1-1344 243931/1-1344
(€)

20 ?:EEI ; EEBI] 370
morw1-1397  WE- B afffccacaccaccofc@achc
PAOY1-4347  TC-C AATTccAcAccAcccc c AACC
GMCE0021-13¢ IE - € AffTccacaccacceBlcBacke AACC
MOR4/1-1344 C-C A CCACACCACCC@CEGACEC AACT
PE-1344 C-C AA CCACACCACCCECEACEC AACC
AR_0357/4-4344 WE - € AlffccacaccacccoBlofachc AACC

Figura 5. Alineamiento de secuencias nucleotidicas del gen PhoQ de diferentes cepas de P. aeruginosa. (A)
Representacion del alineamiento de las nueve cepas seleccionadas (B) Inicio y final de las secuencias en donde
se observan diferencias de codones (C) Mutaciones de nucledtidos encontradas en las secuencias MDR3 y
MDR4 en comparacion con la cepa sensible. Posicion 24 (C-T), posicién 254 (T-A) posicion 258 (T-C), Posicion
342 (T-C), posicién 363 (C-T), Posicién 675 (G-T), Posicion 702 (G-A), posicion 1150 (T-C).

MDR3-MDR4= Pseudomonas aeruginosa MDR; PAO1= Pseudomonas aeruginosa cepa sensible; GIMC5002,

P5, AR_0357, PB367, 243931= cepas de Pseudomonas aeruginosa encontrada en BLASTn.

Para el alineamiento que corresponde a las secuencias del gen PhoP (Figura 6A), se pudo
observar gran similitud entre las secuencias, a diferencia de lo que sucedié con el gen
PhoQ. En la posicion 568 en la secuencia de la cepa resistente de Pseudomonas
aeruginosa podemos observar una mutacion de sustitucion por transicion, ya que se

encuentra una C en vez de T en la cepa resistente de P. aeruginosa. (Figura 6B)
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( A) PAREDOS  TTOGCAGGGCAAGTCCTTCCCGATCCTGATCCTCACCGDCCGDGECAACTGECAGGHCAAGETOGA MGECC TEEDCGCDGEEECCGACEACTACGTGETCARGCCGTTCCAGT TOGAGEAXCTGEARGOGDGCCT

[+E.] [~2.] ESH [T [ LL] EED ET0
e Ee e
213ER CTGGAGGCC TTCARGCOGATCGATA
PROL1 CTGGAGGCC TTCARGCOGATCGATA
PAOTSO CTGGAGGCC TTCARGCOGATCGATA
VTE12 CTGGAGGCC TTCARGCOGATCGATA
PAREDOS CTGGAGGCC TTCARGCOGATCGATA
2138R_-725
(B) PAO-11791-725
PAO7SE0 /1-725
OVF12 /1-725
PAAKOIE #1-725

Figura 6. Alineamiento de secuencias del gen PhoP. (A) Alineamiento completo del gen PhoP (B) Se observa
una mutacién nucleotidica en comparacion con la cepa sensible.
213BR= Pseudomonas aeruginosa MDR; PAO1= Pseudomonas aeruginosa cepa sensible; PA0750, DVT412,

PAAKQ095= Cepas de Pseudomonas aeruginosa encontrada en BLASTn.

6.3 Identificacion de marcos abiertos de lectura y secuencias de proteinas codificadas

por los genes PhoQ-PhoP

Utilizando la herramienta ORF Finder se identificaron varios marcos abiertos de lectura, de
los cuales uno solo contenia la secuencia completa de de aminoacidos de cada gen. Para
el gen PhoQ a partir de las secuencias del gen tanto para la cepa MDR3 como MDR4 de
Pseudomonas aeruginosa se obtuvieron ocho posibles marcos abiertos de lectura (ORFs).
Se eligio la primera opcion de ORF y de secuencia para la cepa MDR3 y la primera opcién
para la cepa MDR4 ya que se muestra una secuencia que no es interrumpida y contiene los
aminoacidos esperados de acuerdo con la secuencia de nucledtidos de la cual se partio
(Figura 7). A pesar de las diferencias observadas en los alineamientos de las secuencias
nucleotidicas, entre las cepas de P. aeruginosa MDR3 y MDRA4, las dos secuencias proteicas
obtenidas a partir de los ORFs son idénticas en un 100% asi que a partir de aca solo se va a

trabajar con la secuencia de la cepa MDR-3.
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ORFs found: 8 Genetic code: 1 Start codon: "ATG’ only
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Figura 7. Marcos abiertos de Lectura (ORFs) encontrados para las secuencias de nt de del gen PhoQ en
Pseudomonas aeruginosa cepas MDR3 y MDR4 (A) ORFs para el gen PhoQ de la cepa MDR3 (B) ORFs para
el gen PhoQ de la cepa MDR-4

Para el gen PhoP se utilizé la secuencia 213BR, en donde se obtuvieron tres resultados en
ORF Finder y se eligi6 el primero ya que fue la secuencia menos interrumpida de inicio a fin
y contiene los aminoacidos esperados de acuerdo con la secuencia de nucledtidos de la

cual se partié. (Figura 8)
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Figura 8. Traduccion de secuencias del gen PhoP en Pseudomonas aeruginosa cepa 213BR.

6.4 Alineamiento de secuencias proteicas del gen PhoQy PhoP

Para comprobar si las mutaciones de nucledtidos realmente afectan o no la proteina se
tomaron las secuencias obtenidas de los marcos de lectura abiertos seleccionados para
cada gen PhoP-PhoQ y se realizd un alineamiento multiple con secuencias proteicas

ortélogas incluyendo la secuencia de la cepa sensible PAO1 como control de comparacion.
Para la proteina PhoP se utilizd la secuencia proteica de la cepa resistente de

Pseudomonas aeruginosa 213BR, la sensible PAO1-PA1179, PA7050, DVT412 y PAAK095.

Todas las secuencias tuvieron un 100% de identidad, lo cual permite establecer que la
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mutacion génica encontrada en la cepa resistente 213BR, posicion 568 con el cambio de C
por T corresponde a una mutacion silenciosa pues no afecta la secuencia aminoacidica de

la proteina. (Figura 9B)

Para la proteina PhoQ se utilizaron las secuencias proteicas de las cepas MDR-3, GIM5002,
AR_057, P5 y la sensible PAO1-PA1180 (Figura 9A). Al realizar el alineamiento en Clustal
Omega se observd solo una mutacion de cambio de sentido en comparacion a la cepa
sensible. Esta mutacion corresponde al aminoacido Fenilalanina (F) en la posicion 76, en

contraste con la cepa sensible en donde se encuentra una tirosina (Y). (Figura 9C).
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Figura 9. Alineamiento de las secuencias proteicas de PhoQ y PhoP en Clustal Omega (A) Alineamiento de
PhoQ, en rojo el lugar de la mutacién (B) Alineamiento de PhoP (C) Se observa una mutacion en todas las cepas
en comparacion con la cepa sensible PAO1 de P. aeruginosa PhoQ. Los asteriscos indican las partes iguales de

las secuencias.

Con el fin de encontrar el sitio donde se produjo la mutaciéon que corresponde a un cambio
de sentido en la secuencia nucleotidica se realiz6 la comparacion y se encontré que el
nucleétido responsable se encuentra en la posicion 254 de la secuencia MDR,
perteneciendo al codon “TTC” que al ser traducido se obtiene Fenilalanina (Figura 10B), a

diferencia de la cepa sensible que tiene “TAC” y al ser traducido se obtiene Tirosina.

Por otro lado y teniendo en cuenta que a nivel nucleotidico, el gen PhoQ de las cepas MDR,
presentd varias mutaciones respecto a la sensible, cada mutacién genética descrita se
analizé a nivel proteico de forma individual asi: posicion 24 con el codon “GTC” y “GCC” los
cuales codifican para Arginina (Figura 10A), posicion 258 con el codén “GAC” y “GAT” los
cuales codifican para acido aspartico (Figura 10C), posicion 342 con el codén “AAC” y “AAT”
los cuales codifican para Asparagina (Figura 10D), posicion 363 con el codon “GAT” y “GAC”
(Figura 10E) los cuales codifican para acido aspartico, posicion 675 con el codén “CTT” y
“CTG” los cuales codifican para Leucina (Figura 10F), posicién 702 con el codén “AAA” y
“AAG” (Figura 10G) los cuales codifican para Lisina y posiciéon 1150 con el codon “GAC” y
“GAT” los cuales codifican para Acido aspartico (Figura 10H); teniendo en cuenta que el
codigo genético es degenerado se observé que las mutaciones génicas no afectan a la

proteina, por ende, son mutaciones silenciosas.
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(G) (H)

n DNA RNA  PROT. PROT.

WORS1-1347 A A MDR31?-1347

PAO1/1-1347 AAMICAAA  AAA K DAOY/1-1347 D

GMICE002/1-1347 [AA GIWC5002/1-1347

WMOR4/1-1344 AA WMORE/1-1344

P51-1349 b A PE1-1344

AR_0357/1-1344 ARBIAAG AAG K AR_0357/1-1344 D

Figura 10. Mutaciones encontradas en la secuencia nt del gen PhoQ y su traduccién. En todas se muestra a la

izquierda el lugar de la secuencia nucleotidica donde ocurre la mutacion y a la derecha se muestra la

transcripcion y traduccién. En la figura B observamos la mutacién de cambio de sentido por el codén “TTC”.

6.5 Alineamiento de secuencias proteicas de ortélogos de PhoQ y PhoP

Para realizar una comparacién de secuencias proteicas de PhoQ y PhoP, secuencias de
aminoacidos ortologas a partir de Klebsiella pneumoniae cepa Kpngiani7132550, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium cepa TW-Stm6, Shigella flexneriy Escherichia
coli fueron seleccionadas a partir de bases de datos como CARD y NCBI. Se procedié a
hacer el alineamiento multiple en Clustal Omega, entre los ortélogos de PhoQ con las
secuencias de la cepa MDR de Pseudomonas aeruginosa y la cepa sensible PAO1-PA1180
de Pseudomonas aeruginosa. La secuencias de Pseudomonas aeruginosa tuvieron un
porcentaje de identidad de 99.77% entre ellas, sin embargo, en comparacion a los otros
microorganismos, el porcentaje de identidad de PhoQ de Pseudomonas con la de las demas
especies, fue muy bajo, por ejemplo, la mayor identidad de PhoQ fue de Kilebsiella
pneumonie la cual oscilé entre 36-37%, con S. flexneri y E. coli obtuvo 35% y con S.
Thyphimurium 34%, en general son pocas las regiones conservadas y estas se ubican en el
dominio de histidina quinasa, dominio tipico de esta gran familia de proteinas a las cuales

pertenece PhoQ. (Figura 11A).
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Al realizar los analisis del alineamiento multiple, también se pudo determinar que los

porcentajes de identidad entre las secuencias de Escherichia coli y Shigella flexneri son

altos (99.78%), Salmonella enterica serovar Typhimurium con Escherichia coli (86.71%) y

Klebsiella pneumonie con E. coliy S. flexneri (82.35%).

Al igual que lo observado con PhoQ, el alineamiento multiple, las secuencias de proteinas

de PhoP entre las cepas de P. aeruginosa MDR y sensible presentaron alta identidad entre

ellas (100%), ya entre las ortélogas en otros microorganismos respecto de P. aeruginosa los

porcentajes fueron mas bajos (52-55%); sin embargo, es de resaltar que con respecto a los

resultados en PhoQ, PhoP pareciera mas conservada con las de las otras bacterias. De

igual forma, entre las enterobacterias (E. coli, S. flexneri, S. enterica serovar Thyphimurium y

K. pneumonie), las secuencias de proteinas PhoP presentaron porcentajes de identidad

mayores al 90%. Es importante resaltar que, en el alineamiento multiple, se observan mas

regiones conservadas para las proteinas PhoP que para las PhoQ entre los

microorganismos evaluados (Figura 11B).
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Figura 11. Alineamiento multiple

entre secuencias proteicas de PhoQ y PhoP con ortélogas en otros

microorganismos. (A) Alineamiento para PhoQ. En orden de arriba abajo Pseudomonas aeruginosa cepa

sensible PAO1, Pseudomonas aeruginosa MDR, Shigella flexneri, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y

Salmonella enterica serovar Typhimurium. (B) Alineamiento del gen PhoP. En orden de arriba abajo Klebsiella

pneumoniae, Salmonella serovar Typhimurium, Escherichia coli, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa
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213BR y Pseudomonas aeruginosa cepa sensible PAO1. En el recuadro amarillo se observa el dominio histidina

quinasa de Pseudomonas aeruginosa.

6.6. Analisis filogenético de los genes PhoPy PhoQ

Utilizando el alineamiento obtenido en el Clustal Omega se procedié a realizar el arbol
filogenético para cada uno de los genes, con el objetivo de determinar qué tipos de
variaciones evolutivas se encuentran entre estos microorganismos. Se utilizd el programa
MEGA-X y se construy6 el arbol filogenético con el método de Neighbour joining. Para PhoQ
y PhoP este andlisis involucré las 6 secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente;
en el cual todas las posiciones ambiguas se eliminaron para cada par de secuencias

obteniendo un total de 492 y 226 posiciones respectivamente en el conjunto de datos final.

En los arboles filogenéticos para PhoQ y para PhoP, se puede observar y confirmar que
existe una variabilidad genética de estos proteinas ya que las secuencias de P. aeruginosa
forman un clado o rama temprana encontrandose a mayor distancia de las demas ramas
donde se agrupan las proteinas de las demas especies (Figura 12A y 12B). También es de
resaltar que la mayor cercania por similitud se da entre Shigella flexneri y Escherichia coli,
ya que como se observaba en los alineamientos de la figura 11, el porcentaje de identidad

era mayor entre estas dos especies.
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Klebsiella pneumoniae gen PhoQ
0.00
Pseudomonas aeruginosa gen PhoQ
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0.55 0.00

Pseudomonas aeruginosa PAOT gen PhoQ

(B)

Eschenchia coli gen PhoP
0.04

0.03 Shigella flexnen gen PhoP

0.25 0.03

Salmonella entenca serovar Thiphymunurm gen PhoP

0.02

Klebsiella pneurnoniae gen PhoP

Pseudomonas aeruginosa gen PhoP

0.32 0.00 Pseudomonas aeruginosa PAO1 gen PhoP

Figura 12. Arbol filogenético a partir del alineamiento multiple de las secuencias de proteinas PhoQ y PhoP con

sus ortélogas en otras especies bacterianas. (A) Arbol filogenético de PhoQ. (B) Arbol filogenético de PhoP.

6.7 Descripcion de las caracteristicas bioquimicas in silico y de los dominios tipicos
de las proteinas PhoP-Q

Con el objetivo de caracterizar a nivel bioquimico las proteinas PhoQ-PhoP, se utilizd en
primer lugar el programa ProtParam el cual arroja diferentes datos como lo es el peso
molecular, el pl tedrico, la composicion de aminoacidos, la composicion atomica, la vida
media estimada y el indice de inestabilidad. Se obtuvo para la proteina PhoQ un total de 439
aminoacidos con un peso molecular de 49125.01 kDa, tiene un punto isoeléctrico de 5.56 y
los aminoacidos mas prevalente son Leucina y Arginina con 15.9% y 9.6% respectivamente.

Es una proteina inestable ya que su indice de inestabilidad fue de 42,29.
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Para la proteina PhoP se obtuvo un total de 225 aminoacidos con un peso molecular de
25650.35 kDa, un punto isoeléctrico de 5.34 y los aminoacidos mas prevalentes son Leucina
y acido glutamico con 14.7% y 10.2% respectivamente. Su indice de inestabilidad es de 46,

59 lo cual indica que es una proteina inestable.

A continuacion, se utilizé el programa SOSUI el cual predice una parte de la estructura
secundaria de las proteinas a partir de la secuencia de aminoacidos y tiene la capacidad de
mostrarnos si la proteina es soluble o transmembrana. Se pudo predecir que la
hidrofobicidad de la proteina PhoQ es de -0.213212 y presenta dos hélices
transmembranales (Figura 13B) y la proteina PhoP es una proteina soluble ya que ella se
encuentra en el citoplasma y presenta un promedio de hidrofobicidad de -0,266667(Figura
13A).

(A) _— —

N-Terminal C-Terminal

-

Extracellular 2 1
PhoQ

Membrane
Intracelular = 17/

Ian—
=/

(

This amino acid sequence is of a MENMIBRANE PROTEIN
which have 2 transmembrane helices.

| N terminal transmembrane region C terminal tvpe Ileng‘th_
12 |[LGAAALAVLFMLALLPALQRAFG| 24 |PRIMARY| 23 |
(2] 157 |LYLWLGGALLVLLGLLWLGLTWG| 179 |[PRIMARY| 23 |

Figura 13. Ubicacion celular del sistema de dos componentes PhoQ-PhoP (A) Diagrama alusivo a las posiciones

en la bacteria del sistema de dos componentes. (B) Resultado del programa SOSUI para la proteina PhoQ.
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Posteriormente, se hizo la busqueda de dominios y sitios funcionales tipicos de la familia de
proteinas a la cual pertenecen PhoQ y PhoP, usando el programa Prosite. Para PhoQ, los

resultados mostraron dos dominios (Figura 14A), el primero es el histidina quinasa

En primer lugar, para PhoQ se obtuvieron dos dominios (Figura 14A), el primero es el
histidina quinasa el cual se caracteriza por estar regulado por estimulos ambientales y se
encuentra ubicado en la posicion 236 hasta 439 y el segundo dominio es HAMP el cual es
un dominio que esta presente en histidina quinasas, adenilciclasas, proteinas aceptoras de
metilo y fosfatasas participando en un variedad de procesos de transduccién de sefiales y

que se encuentra ubicado en la posicién 177 hasta el aminoacido 228 (Figura 14A).

En segundo lugar, para PhoP se obtuvieron dos dominios el primero fue el perfil de dominio
regulatorio de respuesta que se encuentra ubicado entre el aminoacido 2 hasta el 116 y el
segundo es el dominio de unién a ADN de tipo OmpR / PhoB el cual es uno de los mas
grandes de los reguladores de respuesta citosdlica y participa en este sistema de dos

componentes y que se encuentra ubicado en la posicion 124 hasta el 222 (Figura 14B).
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A
PHOQ (439 aa)

MLGASALAVLFMLALLPALQRAFGIALENTIEQRLAADVAT LVSAARVEKGRLYMPEHLPVEEFNL
PEAKVLGYIFDONGDLLWRSTSAADESINYTPRYDGRGNEFHTTRDAKGEEFFYFDVEIDLLRGKQ
ARYSIVTMOSVSEFESLLKGFREQLY LWLGGALLYLLGL LWLGLTHGFRAMRGLSSELDQIESGER
ESLSEEHPRELLRLTHSLNRLLRSEHKORERYRHSLGDLAHSLKTPLAVLQGVGDOLAEERPGNRED
VRVLQGQIERMSQQIGYQLQRASLRKSGLYRHREQLAPLVETLCDALDKVYRDKRVSLQRDFSPSF
SVPVERGALLELLGNLLENAYRLCLGRVRVGARLGPGYSELIWVEDDGPGYPAEQRARTIRRGERAD
TQHPGOGIGLAVALDIIESYDGELSLDDSELGGACFRIRFATY

hits by profiles: [2 hits (by 2 distinct profiles) on 1 sequence]
Upper case represents match positions, lower case insert positions, and the ' symbol represents deletions relative to the matching profile.

ruler: 1 100 200 300 400 00 600 00 300 200 1000

PHOQ WTW (439 a3)

[
B

Hits for all PROSITE (release 2021_02) motifs on sequence PhoP :
found: 2 hits in 1 seguence

PHOP (225 aa)

MKLLVVEDEALLRHHLYTRLGEQGHYVDAVPDAEEALYRVSEYHHDLAVIDLGLPGMSGLDLIREL
RSQGKSFPILILTARGNMQDKVEGLAAGADDYVWKPFQFEELEARLNAL LRRSSGFSTIEAGPL
’VLDL‘-J RKQALVEEQPVALTAYEYRILEYLMRHHQQVVAKERLMEQLYPODEERDANVIEVLVGRLR
RKLEACGGFKPIDTVRGOGYLFTERCR

hits by profiles: [2 hits (by 2 distinct profiles) on 1 sequence]
Upper case represents match positions, lower case insert positions, and the ' symbol represents deletions relative to the matching profile.

ruler: 1 100 200 300 400 00 600 00 300 200 1000

hd .
PHOP 'i' ﬁiilﬁiii w o [(225aa)
[ |

Figura 14. Uso de Prosite base de datos de dominios, familias y sitios funcionales de proteinas. (A) PhoQ, en
amarillo el dominio Histidina quinasa y en rojo el dominio HAMP (B) PhoP, en amarillo dominio regulatorio de

respuesta y en rojo dominio de unién a ADN de tipo OmpR / PhoB.

6.8. Prediccion de las estructuras secundarias y terciarias de las proteinas
codificadas por los genes PhoP y PhoQ

Para realizar una prediccién sencilla de la estructura secundaria de nuestras proteinas se
utilizaron los programas GOR IV y PSIPRED. La mayoria de los programas de prediccion
reconocen 4 tipos de elementos de estructura secundaria: a-hélices, estructuras 3, giros B y
estructura al azar (random coil). Para PhoQ se aproxima un 60% de hélices alfa y

aproximadamente un 30% de estructuras no caracteristicas o al azar definidas como “Coil”.
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(Figura 15A). Para PhoP se aproxima un 54% de hélices alfa y aproximadamente un 34% de
Coil. (Figura 15B).
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Figura 15. Prediccién de estructura secundaria en el programa PSIPRED. (A) Prediccidon para la secuencia
proteica de PhoQ (B) Prediccion para la secuencia proteica de PhoP. En rosado se observan hélices alfa, en

amarillo las hebras y en gris los random coil.

A continuacién, se utilizé el programa SWISS MODEL para la prediccion de la estructura

terciaria de las proteinas en 3D, tanto para PhoQ (Figura 16A) como para PhoP (Figura
16B).

El valor QMEAN proporciona estimaciones de calidad absoluta tanto global (es decir, para
toda la estructura) como local (es decir, por residuo), alrededor de cero indican una buena
concordancia y puntuaciones de -4.0 o menos implican modelos de baja calidad, para las
proteinas PhoQ y PhoP tenemos resultados de -1.17 (Figura 16A1) y -0.80 (Figura 16B1)
respectivamente, los cuales estan dentro del rango para clasificar los modelos con una
buena calidad. Ademas, aparecen otros valores de QMEAN como el potencial de interaccion
entre los atomos de CB solamente, todos los atomos, el potencial de solvatacion y el
potencial del angulo de torsion que al tener valores positivos nos hablan de que nuestro

modelo puntua mas alto que otras estructuras experimentales en promedio (Figura 16A1y
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Figura 16B1).

La grafica de calidad local muestra, para cada residuo del modelo (reportado en el gje x), la
similitud esperada con la estructura nativa (eje y). Normalmente, se espera que los residuos
que muestran una puntuacion inferior a 0,6 sean de baja calidad. Para el gen PhoQ (Figura
16A2) debajo de la linea azul se mostrarian los residuos de baja calidad presentes en el
modelo. Asi mismo se muestra para PhoP (Figura 16B2) pero en este caso, es debajo de la
linea roja que se observan los residuos de baja calidad. La proteina PhoQ presenta mas

residuos de baja calidad que la proteina PhoP.

En la grafica de “Comparacién”, se ubica el modelo propio con una estrella roja y se observa
una comparacion de este con otros modelos experimentales en donde los que tienen un
QMEAN normal se encuentran como puntos de color negro y los que estan mas alejados se
encuentran de color gris. Para PhoQ (Figura 16A3) y para PhoP (Figura 16B3) nuestro
modelo se encuentra ubicado en el limite de modelos experimentales con puntuacién Z <1,

lo que quiere decir que tienen un QMEAN normalizado.
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Figura 16. Prediccion de la estructura terciaria de las proteinas para las proteinas PhoQ y PhoP. (A) Estructura
terciaria para la proteina PhoQ (A1) Valores de QMEAN y sus cuatro términos individuales para PhoQ (A2)
Grafica de calidad local estimada para PhoQ (A3) Grafica de comparacion con otros modelos experimentales

para PhoQ (B) Estructura terciaria para la proteina PhoP (B1) Valores de QMEAN y sus cuatro términos
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individuales para PhoP (B2) Grafica de calidad local estimada para PhoP (B3) Grafica de comparacion con otros

modelos experimentales para PhoP.

Después de obtener los modelos tridimensionales de las proteinas se procedié a realizar
una validacién de estas por medio del programa ProSA-web ya que el reconocer los errores

inmersos en ellas nos ayuda a saber mas sobre la calidad de los modelos predichos.

Para el gen PhoQ se obtuvo una puntuacion Z de -6.4, las puntuaciones Z fuera de un rango
caracteristico para las proteinas nativas indican estructuras erréneas, pero como se observa
en la figura (Figura 17A) el modelo de la proteina que se representa por el punto negro se
encuentra dentro de la regién definida por los puntajes-Z de las estructuras resueltas por
cristalografia de rayos X o resonancia magnética nuclear para otras proteinas nativas con
las mismas caracteristicas. Para el modelo de PhoP (Figura 18A) se obtuvo un puntaje Z de
-7.55 pero al igual que el modelo de PhoQ este se posiciona dentro del rango descritos para
los modelos o estructuras resueltas experimentalmente por cristalografia de rayos X o

resonancia magneética nuclear para otras proteinas nativas con las mismas caracteristicas.

(A)  overall modei quaity (B) (€)

Zstore: 6.4 Local model quality =

Kray
-

Knowledge-based energy

Sequence positi
Sequence position Lowest energy I I Highest energy

Figura 17. Validaciéon estructura terciaria de la proteina PhoQ mediante prosa web. (A) Grafica de calidad
general del modelo utilizando la puntuacion Z (B) Grafica de calidad del modelo local la cual representa las
energias en funcién de la secuencia de aminoacidos (C) Visor de moléculas interactivo para modelo proteico del
gen PhoQ

Por otra parte, en cuanto a la grafica de las energias de cada residuo, tanto para el modelo
de PhoQ (Figura 17B) como para el modelo de PhoP (Figura 18B) fueron pocos los residuos
que se encuentran en la parte positiva de la grafica, en general, los valores positivos

corresponden a partes problematicas o erroneas de la estructura de entrada.
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En la tercera gréafica para la proteina PhoQ (Figura 17C) y PhoP (Figura 18C) encontramos
un visor de moléculas interactivo que se relaciona con la figura B, en donde los valores de
energia positivos tienden a ser residuos que se colorean de rojo para resaltar energias
inusualmente altas. Podemos observar que tanto para PhoQ como para PhoP son pocas las
zonas en rojo dandonos a entender que las partes problema de las estructuras son pocas y

no representativas.

(A)  overall modsl quaiity (B) €)

ZScore: -7.55 Local model quality

Knowledge-based energy

Sequence position

Lowest energy NN I ighest energy

Figura 18. Validacion estructura terciaria de la proteina PhoP mediante prosa web. (A) Grafica de calidad
general del modelo utilizando la puntuacion Z (B) Grafica de calidad del modelo local la cual representa las
energias en funcién de la secuencia de aminoacidos (C) Visor de moléculas interactivo para modelo proteico del

gen PhoP

Por ultimo, se realiz6 una validacion adicional de los modelos con el programa Procheck
para asi obtener el grafico de Ramachandran (Figura 19) donde se pueden visualizar todas
las combinaciones posibles de angulos diédricos W (psi) contra ® (phi) en los aminoacidos
de un polipéptido, y que contribuyen a la conformacion de la estructura de las proteinas.
Podemos ver que para la proteina PhoQ (Figura 19A) presenta 91,1% de sus residuos en la
zona roja que es la zona mas favorecida y el 8,4% en las zonas adicionales permitidas. En
el caso de la proteina PhoP (Figura 19B) observamos que al igual que PhoQ, tiene gran
cantidad de sus residuos en la zona mas favorecida con un 94.1% y en las zonas
adicionales permitidas un 5.4% de residuos. Por ende, podemos concluir que los modelos
presentan residuos en posiciones que indican que la conformacién de las proteinas es

estable.
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Figura 19. Grafico de Ramachandran mediante PROCHECK de PhoQ-PhoP. (A) Proteina PhoQ (B) Proteina
PhoP. 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.

7. Discusion

En este trabajo se realizé una aproximacion in silico a la caracterizacion de los genes
PhoQ-PhoP de cepas MDR de P. aeruginosa, hecha la comparaciéon entre cepas MDR vy la
cepa de referencia PAO1 de P. aeruginosa se encontraron diferentes mutaciones de
aminoacidos que resultaron siendo sin sentido, a excepcién de una que generd un cambio
en la proteina codificada por el gen PhoQ, la cual podria intervenir en la resistencia de
Pseudomonas aeruginosa ya que se ha evidenciado que el sistema regulador de dos
componentes PhoPQ potencializa mutaciones,'?"1921% caysando resistencia a colistina,
polimixina B y péptidos antimicrobianos en P. aeruginosa tanto en condiciones bajas de

Mg %" como en condiciones altas.'41%

En ofros estudios se han reportado diferentes mutaciones que dan como resultado
deleciones en marco, cambios de marco o truncamientos del gen phoQ lo cual confiere
resistencia a este microorganismo.'®® Por ejemplo, se registro una delecién de timidina la
cual puede provocar un desplazamiento del marco de lectura de los codones y a base del

desplazamiento se provoca un truncamiento de 28 aminoacidos carboxi-terminales de la
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proteina PhoQ ocasionando resistencia.'® Ademas de las deleciones, se registran
mutaciones que provocan cambios en aminoacidos tales como leucina en posicion 364 de la
secuencia proteica, glicina en la posicion 365,'” una sustitucion por transicion de Glicina

-Arginina en la posicion 365, todas confiriendo resistencia. %1%

En este trabajo se obtuvo un cambio de tirosina a fenilalanina en las cepas resistentes de P,
aeruginosa por el cambio de adenina a timina en la secuencia nucleotidica. Se han
reportado que las mutaciones de PhoQ suelen ocurrir por un SNP.'*" Esto a nivel bioquimico
se asocia frecuentemente al cambio de LPS debido a mutaciones que en general, conducen
a una expresion aumentada o constitutiva de los genes para la modificacion de la amino
arabinosa y, con frecuencia, se acompafan de otras mutaciones en genes que no son
sistemas de dos componentes."® En PhoP no se evidencié ninguna mutacion lo cual
concuerda con otros estudios donde se describe que PhoP no tiene fenotipos de

resistencia.’

En P. aeruginosa se conoce que el sistema de dos componentes PhoPQ junto a PmrAB
responden a la presencia de concentraciones limitantes de Mg #* y regulan por separado
ciertos operones, el sistema PhoPQ autorregula el operén oprH-phoP-phoQ en condiciones
de crecimiento que limitan el Mg "y también participa en la resistencia a los péptidos
antimicrobianos catiénicos y la polimixina."? En este trabajo pudimos observar que el
porcentaje de identidad de P. aeruginosa no es mayor a 36% frente a los demas
microorganismos evaluados (Klebsiella pneumonie, Shigella flexneri, Escherichia coli y
Salmonella Typhimurium), esto puede deberse a diferencias funcionales que debido a
mutaciones y cambios evolutivos ademas del ambiente en que se encuentra cada especie

han variado en P. aeruginosa.

De este sistema regulador de dos componentes PhoQ-PhoP se han aislado homdlogos en
diferentes microorganismos patdégenos como no patdégenos, mas que todo en especies de
bacterias Gram negativas como lo son S. Typhimurium, E. coli, K. pneumoniae y Shigella
flexneri. La aparicién generalizada de este regulén sugiere que su funcion principal puede
estar en el control rutinario de las adaptaciones fisiolégicas comunes a la mayoria de las

bacterias.'®®

Este sistema de dos componentes ha sido mejor descrito en Salmonella enterica serovar
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Typhimurium en donde se argumenta la funcionalidad de PhoQ-PhoP al encontrarse
Salmonella en entornos acidos y limitados de Mg?* ya que es un patdgeno intracelular y esta
presente en el tracto digestivo.'®'"? A diferencia de Pseudomonas que es un patégeno que
infecta por mucosas y en estas no presenta las mismas condiciones adversas que
Salmonella, es por esto que se ha evidenciado la activacion independiente de Mg* de
PhoQ-PhoP en pacientes con fibrosis quistica para resistir la alta presencia de

péptidos.'0-1"

Respecto a la funcionalidad de PhoQ entre S. enterica serovar Typhimuriumy P. aeruginosa
si hay diferencias que se han ido registrando en la literatura, por ejemplo, P. aeruginosa
puede responder con alta especificidad estructural a diferentes concentraciones de cationes
divalentes y protones, como a la presencia de pH acido, pero, a diferencia de PhoQ en S.
Typhimurium no responde a CAMP. Esto sugiere que Salmonella ha evolucionado para
identificar ambientes en el hospedador como lo es el reconocimiento de CAMP y del pH

acido que se encuentran dentro del fagosoma del hospedador.'4">

En cuanto a las mutaciones, en P. aeruginosa las mutaciones de PhoQ dan como resultado
una resistencia hasta 64 veces mayor a las polimixinas, a diferencia de Salmonella en donde
generan supersensibilidad."® Ademas, se ha demostrado que los mutantes PhoQ de P.
aeruginosa demuestran deficiencias en la formacion de biopeliculas, adherencia,
movimientos de contraccién y en virulencia.''®""” Estas diferencias en funcionalidad y
adaptacion han provocado que P. aeruginosa tenga un distanciamiento notorio de las demas
especies Gram negativas evaluadas, la poca similitud puede deberse a los dominios tipicos

en estos genes.

En este trabajo se documentd distintos dominios, (Figura 14) el primero de ellos fue el
histidina quinasa de PhoQ, el cual se caracteriza por estar regulado por estimulos
ambientales, se autofosforila en un residuo de histidina dependiente de ATP, creando un
grupo fosforilo de alta energia que posteriormente se transfiere a un residuo de aspartato en
el dominio de la proteina reguladora de respuesta. Los dominios de deteccion o sensores
pueden ser variables a diferencia del nucleo de la quinasa que son aproximadamente 250

residuos mas conservados.™®

La histidina quinasa transmembrana PhoQ de E. coli, S. enterica serovar Typhimurium y P.
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aeruginosa son similares en su respuesta bioldgica a los cationes divalentes extracelulares;
sin embargo, sus dominios sensores muestran poca identidad de secuencia. Se sugiere que
la forma en que la proteina PhoQ en P aeruginosa detecta y responde a sefiales
extracelulares pueden diferir de las de las demas bacterias entéricas ya que la naturaleza
modular de las histidina quinasas sugieren que la diferencia de los dominios sensores podria

haber surgido como resultado de un evento de recombinacion del ADN. 19122

En PhoQ se encuentra el dominio HAMP, el cual se encuentran con frecuencia conectando
dominios extracelulares y transmembrana a dominios cataliticos citoplasmaticos y se ha
demostrado que son esenciales para la correcta transduccidén de sefiales. Los dominios
HAMP a menudo estan presentes en proteinas de sefalizacion de homodimeros
transmembrana como histidina quinasas, adenil ciclasas, quimiorreceptores que aceptan

metilo y fosfatasas.'??

Los dominios presentes en PhoP fue en primer lugar, el perfil de dominio regulatorio de
respuesta, el cual tiene tres actividades importantes que son interactuar con los dominios de
histidina quinasa fosforilados y catalizar la transferencia de un grupo fosforilo a uno de sus
propios residuos Asp, catalizar la autodefosforilacion y finalmente regular las actividades de
sus dominios efectores asociados de una manera dependiente a la fosforilacion.'*' En
segundo lugar se encontré el dominio de unién a ADN de tipo OmpR / PhoB, los dominios
en PhoP tienen mayor similitud con el de las demas especies comparadas y esto tiene

concordancia con anteriores estudios.™®

La mayor cantidad de diferencias entre las especies giran en torno de las proteinas PhoQ, lo
cual refuerza la idea de que la evolucion de diferentes mecanismos es la consecuencia de
una amplia divergencia de secuencias. Se podria decir que la proteina PhoQ de P.
aeruginosa se adaptd para detectar sefales adicionales que son necesarias para su

existencia en un espectro diferente de entornos.'®

En la literatura aun falta mas documentacion sobre la estructura proteica de este sistema de
dos componentes en P. aeruginosa. Sin embargo, en Salmonella se ha observado que la
region periplasmica de PhoQ consiste en una regién central de cinco laminas [, coincidente
con la topologia de los dominios PAS. No obstante, esta region esta flanqueada por una

larga hélice a N-terminal y varias hélices a cortas, formando un plegamiento caracteristico
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que se ha denominado dominio PDC (por ser un plegamiento comun encontrado en
PhoQ-DcuS-CitA).1?*12

Homologos del dominio sensor de la histidina quinasa de PhoQ como E. coli, S. enterica
serovar Typhimuirum, Erwinia carotovora y Providencia stuartii a diferencia de P. aerguinosa
poseen un grupo de residuo de acidos que probablemente requirid la evolucién de un
mecanismo diferente de deteccion de sefiales.'® ' Por lo tanto, seria bueno investigar los
cambios estructurales entre estas especies para asi poder acercarse mas al distanciamiento

evolutivo que han tenido.

8. Conclusiones

e Dando cumplimiento al primer objetivo especifico del trabajo, se encontré una nueva
mutacion SNP de cambio de sentido en la secuencia del gen PhoQ de la cepa MDR de
Pseudomonas aeruginosa en comparacion con la cepa de referencia PAO1 la cual es
sensible a medicamentos. Adicionalmente, se observé que como se ha descrito en la
literatura, PhoP no presenté mutaciones en comparacion a la cepa sensible.

e Respecto al segundo objetivo especifico se pudo observar que el porcentaje de identidad
de P. aeruginosa frente a otras bacterias MDR es bajo debido a diferentes cambios
evolutivos y de entornos ambientales que hacen que este sistema de dos componentes
sea diferente a los de las demas especies bacterianas.

e Dando cumplimiento al tercer objetivo especifico se realizé la prediccién de la estructura
terciaria de las proteinas codificadas por este sistema de dos componentes y se observé
la buena calidad en los modelos obtenidos, lo cual permite establecer caracteristicas que
a futuro pueden servir como base para usar desde la biologia computacional y realizar la
busqueda de compuestos que tengan afinidad de uniéon con estas proteinas, paso

principal en el disefio racional de nuevos medicamentos.

Los resultados obtenidos otorgan informacién de este sistema de dos componentes en
Pseudomonas aeruginosa, recalcando su importancia no solo en la virulencia de este
patdgeno sino también en su resistencia a los diferentes antibiéticos. También contribuye al
conocimiento para la identificacion de nuevos marcadores moleculares en estas cepas

resistentes para poder combatir este problema de salud publica.
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