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‘ 1. Introduccion |

P. aeruginosa es un patdgeno oportunista, con gran ver-
satilidad metabdlica que le permite crecer en diferentes
ambientes. Es uno de los mayores responsables de in-
fecciones nosocomiales, afecta principalmente a pacien-
tes inmucomprometidos y con fibrosis quisticas, causando
infecciones respiratorias cronicas [1]. Esta especie se ha
caracterizado por una alta resistencia a antibiéticos y por
usar diversos factores de virulencia para su supervivencia,
que incluyen la colonizacion e infeccion (flagelos, pili y bio-
peliculas), adquisicion de nutrientes (fosfolipasas, exopro-
teasas, sideroforos) y moduladores de la respuesta inmu-
ne del hospedador [2]. La biologia de sistemas integra los
nuevos enfoques experimentales (0micas) y computacio-
nales para alcanzar el objetivo global de explicar y prede-
cir comportamientos celulares complejos de los sistemas
biologicos [3]. La reconstruccion de redes metabdlicas en
P, aeruginosa permitié una integracion de datos disponibles
en la Web, donde se encontraron diversos factores unicos
gue contribuyen al establecimiento, desarrollo y patogenici-
dad que podrian ser utilizados como blancos terapéuticos
para combatir infecciones producidas por esta especie, co-
mo produccidn de las fenacinas, sideréforos, toxinas y bio-
pelicula a partir de Quorum sensing. Se establecid como
objetivo general, reconstruir modelos de redes metabdlicas
secundarias relacionadas a los mecanismos de patogenici-
dad a partir del genédma y protedma de Pseudomonas ae-
ruginosa.

2. Metodologia |

Se utilizo la secuencia de referencia (RefSeq) de Pseu-
domonas aeruginosa PAO1 de |la base de datos del Cen-
tro Nacional de Informacidén Biotecnologica National Cen-
ter for Biotechnology Information (NCBI) codigo de acceso
NC 002516. Para los analisis comparativos con otras espe-
cies de Pseudomonas se utilizaron las secuencias de refe-
rencia de Pseudomonas putida KT2440 codigo de acceso
NC 002947.4, Pseudomonas syringae pv. syringae B728a,
codigo de acceso NC 007005.1 y Pseudomonas fluores-
cens F113 Bajo en codigo de acceso NC 016830.1. Para
comprobar la potencialidad génica y obtener modelos me-
tabdlicos mas acertados, se realizd un analisis protedmico
comparativo entre las cuatro especies de estudio, mediante
la herramienta Proteome Comparison de la base de datos
SYSTOMONAS genome DB, que utiliza el algoritmo de ali-
neamiento de secuencias BLAST con un e-value maximo
de 10-5, aquellas proteinas que muestren alta cobertura,
identidad y bajo valores de e-value se anotaron como posi-
bles secuencias homologas. De esta manera se pudo obte-
ner informacién sobre las proteinas Unicas, y compartidas
de P aeruginosa con las demas especies. Para identificar la
ruta metabdlica a la que pertenece cada enzima, produc-
to o sustrato, se hizo uso de las bases de datos, KEGG,
Reactome, String, BioCyc y AmiGO. Estas busquedas fue-
ron corroboradas haciendo uso de PSI-BLAST que realiza
comparaciones en busqueda de homdlogos con otros or-
ganismos. Finalmente se reconstruyeron rutas metabdlicas
centrales y secundarias, a partir de modelos disponibles en
las bases de datos antes mencionadas y referencias biblio-
grafias. Donde se conectaron ambas rutas mediante meta-
bolitos y enzimas. En algunos casos se propusieron nuevas
aproximaciones teoricas de modelos metabdlicos

‘ 3. Resultados |

Se evaluaron 1.780 genes involucrados rutas metabdlicas
centrales y secundarias. Se descargd de la base de datos
de Systomonas genome DB un total de 5572 proteinas pa-
ra P aeruginosa, donde se determind que 162 proteinas
son unicas de esta especie.
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Figura 1: Sintesis de sideroforos.

Biosintesis de Sideroforos: Los siderdforos son agentes
quelantes que secuestran hierro férrico y los transportan
al interior celular. Se encontro que las especies P aerugi-
nosay P fluorescens poseen las enzimas involucradas en
la biosintesis de enterobactina, un sideroforo inicialmente
caracterizado en enterobacterias. Asimismo, se encontro
gue todas las especies poseen los genes para la produc-
cion inicial del sideroforo Piocelina. Sin embargo, sélo P
aeruginosa posee el gen PchG que le permite el ensam-
blaje final de este compuesto (Figura 1). A pesar de ello,
las demas bacterias tienen la posibilidad de producir acido
aeruginoico, que también es excretado y se cree que tiene
propiedades de biocontrol [4]. Se ha determinado que los
sideroforos juegan un papel fundamental en la virulencia
de P aeruginosa, pues ademas de permitir la captacion de
hierro y disminuir las concentraciones de este compuesto
en el hospedador, también actia como molécula de senal,
desencadenando la produccion de dos factores de virulen-
cia extracelular, la proteasa PrpL y la exotoxina A [3]. En
el caso de la piocelina, en infecciones crdnicas, modula la
respuesta inflamatoria y causa dano a los tejidos [2]
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Figura 2: Sintesis de Fenacinas.

Biosintesis de Fenacinas:Las fenacinas son compuestos
heterociclicos nitrogenados que tienen la capacidad de in-
terferir en diversas funciones bioldgicas involucradas en la
patogenicidad y competencia, que contribuyen al optimo
desarrollo de las especies con capacidad de sintetizar es-
tos compuestos a partir de la ruta del Shikimato. P aerugi-
nosa, puede producir Piocianina (PYQO), 5-metil-fenacina-
1-carboxilato(5MPCA), fenacina-1-carboxilato (PCA) y 1-
hidroxifenacina (1-OH-PHZ) (Figura 2). La enzima que pro-
duce PYO y SMPCA, es exclusiva de esta especie, lo que
lo hace muy interesante objeto de estudio, ya que se ha
demostrado que PYO y 5MPCA, generan diversos efectos
fisiopatologicos que alteran el sistema inmune, observado
en las vias respiratorias infectadas por P aeruginosa [6].
También se ha demostrado que la piocianina puede interac-
tuar de forma sinérgica con el siderdforo piocelina y con la
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transferrina, escindida por proteasas secretadas tanto por
P. aeruginosa como por neutréfilos en pulmones infectados,
para catalizar la formacidon del radical hidroxilo altamente
citotoxico (OH), que dana el endotelio pulmonar [7].
Quorum Sensing y Biopelicula: El sistema Quorum sen-
sing de P, aeruginosa es altamente complejo y esta contro-
lado por los sistemas de acil-homoserinalactona (AHL, que
varian segun el numero de carbonos), sintetasas (Lasl-Las)
y Rhll-RhIR- LasR, presente en otras especies de Pseudo-
monas y el sistema mediado por las senalizaciéon de qui-
nolona unico para esta especie, que produce a partir del
corismato, los autoinductores 2-heptil-4-quinolona (HHQ)
y 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS) [8], que también re-
presentan un excelente blanco de estudio en la virulencia
de estas especie, debido a que se sabe que ademas es-
te sistema regula la produccion de sideroforos y fenacinas
mencionadas anteriormente. Estos sistemas han sido el fo-
co de esfuerzos para crear antagonistas de QS que podrian
inhibir las infecciones producidas por P aeruginosa. En es-
ta investigacion no solo se evaluaron los genes y proteinas
asociados a los factores de virulencia, también se analizd
la produccion de estos compuestos ligados al metabolismo
central, de esta manera se pueden identificar blancos te-
rapéuticos que inhiban solo los factores de virulencia y no
que afecten el crecimiento y desarrollo de la especie. Esto
resulta de gran importancia, debido a que P aeruginosa, no
solo es una especie patdgena, también posee caracteristi-
cas utiles para la biorremediacion y biocontrol de patdge-
nos en plantas convirtiendo a esta especie en un excelente
microorganismo para el uso biotecnoldgico si se elimina su
actividad patogénica.

‘ 4. Conclusion |

Nuestro estudio indica que con el uso de ciencias dmicas,
biologia computacional y enfoques en biologia de sistemas
se determino que Pseudomonas aeruginosa posee tres ru-
tas metabdlicas con enzimas y proteinas unicas (fenacinas,
sideroforos y Qudérum sensing) que actian como mecanis-
mos de infeccion y virulencia, que representan un excelente
blanco de estudio para controlar esta especie en pacientes
con infecciones intrahospitalarias, fibrosis quistica e inmu-
nocomprometidos.
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