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Il. RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria microaerofilica Gram negativa que coloniza el
epitelio de la mucosa del estbmago y provoca enfermedades gastricas severas,
aungue recientemente se le ha relacionado con padecimientos extragastricos que
involucran érganos como el pancreas. Los factores de virulencia que posee H. pylori
son muy importantes para su adaptacion, colonizacién e invasion al epitelio, siendo
los méas estudiados CagA y VacA. Ademas, se ha observado que ciertas proteinas
de su membrana externa (OMPSs), participan en la adhesién y adaptacion al huésped.
La proteina inflamatoria externa A (OipA) es una OMP que favorece la adhesion de
la bacteria a las células epiteliales de la mucosa gastrica y también juega un papel
importante en la produccion de IL-8. Sin embargo, se conoce poco sobre su
estructura primaria, secundaria y terciaria. Por lo que el objetivo principal de este
trabajo fue caracterizar in silico el gen y la proteina OipA. Mediante analisis
bioinformaticos, se determind que en la cepa Hp26695 (CagA +) el gen oipA
presenta 6 repetidos CT, localizados en la secuencia sefial, por lo que su estado
funcional es ON, lo que generaria una proteina completa. En cuanto a la proteina
OipA, también conocida como OMP13, se determind que comparte homologia con
otras OMPs de H. pylori, las cuales al igual que OipA, presentan el dominio
HP_OMP. Ademas, OipA puede presentar varias modificaciones postraduccionales,
tales como fosforilaciones, glucosilaciones y acetilaciones. OipA se localiza en la
membrana plasmatica, pues presenta varias regiones transmembranales tipo a-
hélice y B-barril y, puede secretarse. EI modelo 3D predicho de OipA esta
compuesto de 13 laminas B y 3 a-hélices pequefas, estando tanto el extremo N-
terminal como el C-terminal orientados hacia la periplasma. Mediante un
interactoma, se predijo que OipA puede asociarse con proteinas relacionadas con
inflamacion y componentes de la isla de patogenicidad CagPAl (Cai, CagE, y CagT),
asi como con otras proteinas involucradas con la supervivencia de H. pylori.
Experimentalmente, se caracterizaron molecularmente tres cepas de H. pylori
(Hp26695, Hp43504 y Hp51932), las cuales presentan los genes constitutivos 16s,
ureA y gimM, y diferencialmente al gen cagA (Hp26695 y Hp43504). Las tres cepas



contienen al gen oipA, aunque todavia se desconoce la cantidad de repetidos CT y
por ende su estado funcional (ON/OFF). Mediante ensayos de Western blot y
empleando un anticuerpo anti-OMPs, se detect6 una proteina que podria
corresponder a OipA; sin embargo, su expresion no fue diferencial en las cepas
CagA+ y CagA- como se esperaba, dada su asociacion previamente reportada. A
pesar del profundo analisis bioinforméatico de OipA, llevado a cabo en esta tesis, aun
falta mucho trabajo experimental para fundamentar los hallazgos obtenidos y
elucidar la posible participacién de esta OMP en la virulencia de H. pylori, en otros

o6rganos como el pancreas.



l1l. ABSTRACT

Helicobacter pylori is a Gram-negative microaerophilic bacterium that colonizes the
gastric epithelial cells and causes severe gastric disease, although it has recently
been linked to extragastric conditions that involves organs such as the pancreas.
The virulence factors that H. pylori have are essential for its adaptation, colonization,
and invasion of the epithelium, the most studied are CagA and VacA. In addition, it
has been observed that some proteins of its outer membrane (OMPS) participate in
adhesion and adaptation to the host. The outer inflammatory protein A (OipA) is an
OMP that allows the adhesion of the bacteria to the epithelial cells of the gastric
mucosa and plays an important role in the production of IL-8. However, little is known
about its primary, secondary, and tertiary structure. Therefore, the main goal of this
work was to characterize the oipA gene and its protein in silico. By means of
bioinformatic analysis, it was determined that in the strain Hp26695 (CagA +) the
oipA gene presents 6 CT repeats, located in the signal sequence, therefore its
functional state is ON, which generates a complete protein. Regarding the OipA
protein, also known as OMP13, it was determined that it shares homology with other
H. pylori’'s OMPs, which, like OipA, have the HP_OMP domain. In addition, OipA
can exhibit various post-translational modifications, such as phosphorylations,
glycosylations, and acetylations. OipA is in the plasma membrane, as it has several
transmembrane regions of the a-helix and B-barrel type and can be secreted. The
predicted 3D model of OipA is composed of 13 3 sheets and 3 small a-helixes, with
both the N-terminal and the C-terminal facing the periplasm. Through an interactome,
it was predicted that OipA may associate with inflammation-related proteins and
components of the CagPAI pathogenicity island (Cai, CagE, and CagT), as well as
with other proteins involved with H. pylori survival. Experimentally, three strains of H.
pylori (Hp26695, Hp43504 and Hp51932) were molecularly characterized, which
present the constitutive genes 16s, ureA and gimM, and differentially to the cagA
gene (Hp26695 and Hp43504). All three strains contain the oipA gene, although the
number of CT repeats and therefore their functional status (ON / OFF) is sitill
unknown. By Western blot assays and using an anti-OMPs antibody, a protein that



could correspond to OipA was detected; however, its expression was not differential
in the CagA + and CagA- strains as expected, given their previously reported
association. Despite the in-depth bioinformatic analysis of OipA, carried out in this
thesis, there is still much experimental work to substantiate the findings obtained
and elucidate the possible participation of this OMP in the virulence of H. pylori, in

other organs such as the pancreas.



IV. INTRODUCCION

1. Generalidades de Helicobacter pylori

Evolutivamente hablando, Helicobacter pylori es uno de los patdgenos mas exitosos
debido a que coloniza principalmente la mucosa gastrica, ademas es considerado
un miembro importante de la microbiota humana (Correa & Piazuelo, 2012; Diaz et
al., 2018). Esta bacteria, antes conocida como Campylobacter pylori, se aisl6 por
primera vez en 1982 a partir de biopsias de mucosa gastrica humana. Se le clasifico
en el género Campylobacter debido a que presentaba morfologia espiralada,
capacidad microaerofilica y habilidad de crecer en medio de cultivo, junto con otras
caracteristicas bioquimicas. Sin embargo, poseia dos rasgos diferenciales, uno de
ellos era la presencia de multiples flagelos unipolares y la segunda era la presencia
de la enzima ureasa. Debido a la ambigledad en esta clasificacion y gracias a la
introduccién de métodos de andlisis mas sofisticados, tales como el anélisis del RNA
ribosomal y la secuenciacién, se demostr6 que Campylobacter pylori en realidad
pertenece al género Helicobacter (Owen, 1998; Pajares-Garcia & Gisbert, 2006;
Karlik et al., 2009).

Helicobacter pylori se caracteriza por ser una bacteria Gram negativa, cuyo tamafio
oscila entre 2 a 4 um de longitud, posee multiples flagelos unipolares (4-8) y su
morfologia varia de acuerdo con las condiciones de crecimiento a las que esté
expuesta, ya que puede adoptar forma helicoidal, de bacilo o cocoide (Fig. 1)
(Velasquez & Feirtag, 1999; Kusters et al., 2006, Gu, 2017). Esta bacteria tiene una
gran movilidad y se localiza en la mucosa géstrica, donde en algunos casos se
encuentra adherida al epitelio (Enroth & Engstrand, 2008). La variedad morfolégica
gue presenta H. pylori puede ser un factor importante, responsable de la rapida
respuesta al cambio de las condiciones externas del medio, el cual le permite
sobrevivir una variedad de nichos y facilita la modulacion de la patogenicidad
(Krzyzek y Gosciniak, 2018).



Figura 1. Morfologia de H. pylori. (A) Microscopia electronica de barrido (MEB) donde se
muestra la forma bacilar-helicoidal tipica de H. pylori (cortesia de Sycuro y cols, 2013). (B)
MEB donde se aprecia la forma cocoide que pueden adoptar algunas cepas de H. pylori,
en ciertas condiciones de cultivo (Azevedo y colaboradores 2007).

Al colonizar el estbmago, esta bacteria provoca enfermedades severas como
gastritis, ulceras pépticas, linfoma asociado a la mucosa gastrica (MALT) y cancer
gastrico (Farzi et al., 2018). Sin embargo, H. pylori se relaciona con otras patologias
en diferentes 6rganos, tales como: vesicula biliar, bazo, higado, intestino delgado y
pancreas (Maeda et al., 2013; Bulajic et al., 2014; Waluga et al., 2015; Franceschi
et al., 2019).

2. Epidemiologia

La propagacion y adquisicion de H. pylori generalmente se asocia al hacinamiento,
métodos de desinfeccion deficientes, ingestion de agua contaminada, entornos

precarios y practicas higiénicas inadecuadas (Mungazi et al., 2018).

La ruta detallada de transmision de H. pylori ain permanece incierta, sin embargo,
se cree que la forma mas logica de transmision humano a humano es la via oral-
oral o fecal-oral, especificamente durante la nifiez. Esta infeccidn persiste a lo largo
de la vida en ausencia de un tratamiento con antibidticos. De hecho, existen muchas
personas infectadas que son asintomaticas, las cuales desconocen su situacion
hasta que la bacteria dafia la mucosa gastrica y comienzan los sintomas asociados
a las diferentes patologias antes mencionadas (Huang et al., 2016: Khoder et al.,
2019).



A nivel mundial, se estima que 4.4 billones de individuos se encuentran infectados
por H. pylori. La prevalencia en paises en desarrollo es del 85 al 95%, mientras que
en paises desarrollados es del 30 al 50% (Khoder et al., 2019) (Fig. 2).
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Figura 2. Distribucién mundial de H. pylori. El nivel mas elevado de infeccién por esta
bacteria se encuentra en Africa subsahariana, Latinoamérica y el Medio Oriente. En tanto
gue las zonas con mas baja incidencia son Australasia, Suiza, América del Norte y la zona
oeste de Europa (Burkitt et al., 2017).

En México, la prevalencia de H. pylori es mas del 70% y se considera que la
poblacién estd en un nivel de riesgo de intermedio a bajo de desarrollar
adenocarcinoma gastrico (Bosques- Padilla et al., 2018). A partir de datos
seroepidemiolégicos recolectados en cada estado de la Republica Mexicana de los
afos 1987-1988, se logré crear un modelo de curva acumulativa de riesgo de
infeccidn, empleando modelos jerarquicos bayesianos. Con este modelo se estima
gue la poblacion nacional que puede infectarse es del 85.9% y este riesgo se ve

aumentado en el nacimiento (Alarid-Escudero et al., 2018).



3. Factores de virulencia

H. pylori posee diversas caracteristicas morfolégicas y bioquimicas que le permiten
colonizar la mucosa gastrica, incluyendo la motilidad, la produccién de ureasay la
adhesién a las células de la cavidad géastrica. La elevada motilidad conferida por sus
flagelos y morfologia permite a la bacteria escapar de sitios del estbmago con
elevada acidez. La produccion de ureasa le permite hidrolizar la urea del medio y
transformarla en amoniaco, el cual genera un microambiente alcalino que favorece
la adhesion al epitelio géastrico; esto favorecido por la expresion de mudltiples
proteinas de adhesion. Una vez que la bacteria se ha adherido la membrana celular
del epitelio, se genera un ambiente propicio para su reproduccién e inicia su

patogénesis (Nurgalieva et al., 2004; Huang et al., 2016) (Fig. 3).
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Figura 3. Establecimiento y persistencia de H. pylori en el estbmago. Esquema
representativo del modo de infeccion de H. pylori. (1) La bacteria penetra la capa de mucosa
del estbmago y se adhiere a la superficie del epitelio gastrico. (2) H. pylori produce ureasa
gue transforma la urea en amoniaco para neutralizar el acido gastrico. (3) La bacteria migra
y prolifera en el sitio de infeccion. (4) Se desarrolla Ulcera gastrica con destrucciéon de la
mucosa e infiltracion del 4cido géstrico hacia la pared gastrointestinal (imagen obtenida de
Creative Commons Attribution-Share Alike 3.0 Unported y modificada en Biorender.com).


https://en.wikipedia.org/wiki/en:Creative_Commons
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/deed.en

La ubicuidad de este microrganismo podria deberse a varios factores. El principal
de ellos es que su genoma es uno de los mas diversos, en comparacion con otros
patégenos bacterianos. Esta plasticidad gendmica se caracteriza por una alta
frecuencia mutacional, un rango elevado de recombinacién y un gran intercambio
de elementos genéticos; en especial, cuando existe una infeccion mixta con
multiples cepas de H. pylori (Farzi et al., 2018). Derivado de estas caracteristicas
genéticas, los factores de virulencia de H. pylori podrian agruparse en los siguientes
rubros: a) proteinas de sobrevivencia (ureasa y flagelina); b) elementos
inmunoprotectores (NapA, GGT, peptidoglicano); ¢) moléculas de virulencia (VacA,
CagA y HtrA); y d) proteinas de membrana externa (OMP), algunas de las cuales
favorecen la adhesion (adhesinas) de la bacteria a la célula hospedera (Knorr et al.,
2019) (Fig. 4).
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Figura 4. Factores de virulenciay sus efectos en las células gastricas. Representacion
de los principales factores de virulencia de H. pylori, donde se observan las proteinas de
sobrevivencia (ureasa Yy flagelina); elementos inmunoprotectores (NapA, GGT,
peptidoglicano); moléculas de virulencia (VacA, CagA y HtrA); y proteinas de membrana
externa (OMP) (creado con Biorender.com).
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Proteinas de supervivencia

Debido al medio &cido al que estd expuesta, H. pylori posee proteinas que le
permiten desplazarse y modificar el medio estomacal, para poder sobrevivir,
colonizar y establecerse en el epitelio gastrico (Chang et al., 2018).

Ureasa

La ureasa es un factor clave que permite la sobrevivencia de H. pylori en el medio
gastrico, lo cual es una gran ventaja frente a otras bacterias. Esta enzima cataliza
la hidrolisis de la urea [CO(NH2)2] en amoniaco (NHas+) y dioxido de carbono (COy).
El amoniaco neutraliza el ambiente acido del estbmago que rodea a la bacteria,
permitiéndole evadir las propiedades bactericidas del acido clorhidrico (HCI). La
alcalinizacién del medio produce una serie de dafios no solo a la mucosa gastrica,
sino también a la superficie de las células del epitelio gastrico, ya que el pH 6ptimo
de estas células es neutro (Torres Jiménez y Bayona, 2016; Olivera-Severo et al.,
2017; Valenzuela-Valderrama et al., 2019).

La ureasa estd compuesta por dos subunidades: UreA (26.5 kDa) y UreB (61.7 kDa)
(Fig. 5). Ambas subunidades se han identificado dentro de vesiculas extracelulares
secretadas por H. pylori. Usualmente estas vesiculas estan involucradas en la
entrega de moléculas téxicas hacia las células del hospedero. Asi, UreA puede
localizarse en el nacleo de las células epiteliales gastricas cultivadas, lo que trae
como consecuencia un cambio morfolégico en dichas células. (Olivera-Severo et al.,
2017).

11



UreA 26swoa 4

Figura 5. Composicién de la proteina ureasa. (A) Representacion de la ureasa con sus
subunidades funcionales (UreA y UreB). (B) Estructura tridimensional de las subunidades
de la ureasa (tomado y modificado de Righetto et al., 2020).

Flagelina
Los multiples flagelos que posee esta bacteria le permiten desplazarse con gran

facilidad a través de la mucosa gastrica y llegar a las células epiteliales. De esta
manera, los flagelos juegan un papel muy importante en los primeros pasos de la
colonizacion del epitelio gastrico (Kim et al., 2018). Estos flagelos estan compuestos
principalmente de flagelina, la cual se compone principalmente de dos subunidades
proteicas: FlaA (53 kDa) y FlaB (54 kDa) (Hassen et al., 2020). Ambas proteinas
son relevantes para la sobrevivencia de H. pylori, ya que se ha observado que
mutaciones en los genes que codifican para estas subunidades, anulan la capacidad

de la bacteria para infectar e invadir el estbmago (Thorell et al, 2017).

Elementos inmunoprotectores

Proteina A activadora de neutrofilos (NapA)
El gen napA (HP0243) codifica para una proteina dodecamérica y citosolica de 150

kDa, que se expresa en casi todos los aislados de H. pylori. Esta proteina tiene la
capacidad de unirse a carbohidratos, lo que favorece la adhesién bacteriana a la
célula hospedera (Satin et al., 2000; Wang et al., 2006).

Ademas, NapA favorece la union de H. pylori a la mucosa gastrica, atrayendo y

activando neutrofilos y monocitos al sitio de la infeccion, lo cual estimula la

12



produccion de IL-12, IL-23, y TNF-a. En consecuencia, las células T se diferencian
a un fenotipo Thl, caracterizado por la produccion de altos niveles de IFN-y y TNF-
a. En general, todo esto promueve inflamacién gastrica (D Elios et al., 2006; Wang
et al., 2006).

Gamma-glutamil transpeptidasa de H. pylori (HpGGT)

La hpGGT es sintetizada como una pro-enzima de 60 kDa, que auto cataliticamente
forma un heterodimero de 40 y 20 kDa, respectivamente. Esta proteina contribuye
al desarrollo de ulcera péptica y cancer gastico, ademas, se expresa
constitutivamente en todos los aislados de H. pylori, sugiriendo que juega un papel
importante en la fisiologia de la bacteria (Ricci et al., 2014; Wistner et al., 2017).
Gracias a su actividad enzimética, cataliza la transpeptidacién e hidrolisis del y-
glutamilo, el cual transfiere compuestos como el glutatibon a aminoacidos. En el
hospedero, esta enzima induce apoptosis por la via mitocondrial, reduce la
viabilidad celular, aumenta la expresion de la ciclooxigenasa-2, participa en el
arresto celular y en la generacion de H202 que causa dafio al DNA de células
gastricas e inhibe la proliferacién de las células T (Ricci et al., 2014; Ling et al., 2015;
Bravo et al., 2019).

Peptidoglucano

El peptidoglucano o mureina es un copolimero formado por hebras de N-acetil
glucosamina y acido N-acetilmuramico, los cuales estan entrelazados por cadenas
peptidicas formando una estructura tipo red (Vollmer y Born, 2009). Esta molécula
es un componente esencial de la pared bacteriana y una de sus funciones
principales es mantener la morfologia de la célula, ademas de estar involucrada en
procesos de crecimiento y division celular (Vollmer et al., 2008). El peptidoglucano
se encuentra en vesiculas de membrana externa (OMV) y, ademas, es inyectado
por el sistema de secrecion tipo 4 (T4SS) dentro de las células hospederas, donde
es reconocido por NOD1. En consecuencia, se produce un aumento en la

produccion de citocinas inflamatorias y se promueve la autofagia (Wang et al., 2010).
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Moléculas de virulencia

Citotoxina vacuolizante A (VacA)
VacA es producida en todos los aislados, sin embargo, el nivel de expresion entre

cada aislado es variable. El gen vacA codifica para una protoxina de 140 kDa,
compuesta por una secuencia sefial, un péptido de secreciéon y un dominio
transportador, el cual es parecido a la estructura del sistema de secrecion tipo 5
(TSS5) (Palfram et al., 2012). La protoxina se procesa a una toxina madura, a través
de dos cortes en los extremos N- y C- terminal. La toxina madura (88 kDa) consta
de dos subunidades funcionales (p33 y p55). La subunidad p33 (fragmento N-
terminal de 33 kDa) consta de 311 aminoacidos (AA) y es el dominio funcional de
VacA, responsable de la vacuolizacion celular, a través de la formacion de canales
anionicos selectivos. En tanto que la subunidad p55 (fragmento C-terminal de 55
kDa) tiene como funcion principal unirse a la célula hospedera. Sin embargo, se ha
observado que tanto p55 como p33 son necesarias para la union de la toxina con la
membrana plasmatica de la célula hospedera (Fig. 6) (Palfram et al., 2012;
Foegeding et al., 2016; Fahimi et al., 2017).

Citotoxina asociada al gen A (CagA)

El gen cagA se localiza en un extremo de la isla de patogenicidad (PAl), la cual es
una region de ~40 kb, que consiste en alrededor de 28 genes. Esta isla pudo ser
incorporada en el genoma de H. pylori por transferencia horizontal de una fuente
desconocida (Shiota et al., 2013). cagPAI codifica para el tipo de secrecion tipo 1V
(T4SS), a través del cual CagA es inyectada a la célula hospedera (ver Fig. 4). CagA
es una proteina de 120-140 kDa que produce alteraciones celulares a nivel de
motilidad, proliferacidén y apoptosis, asi como re-arreglos en el citoesqueleto. En las
células gastricas AGS, estos cambios morfolégicos se conocen como fenotipo
colibri (Hanafiah et al., 2020). La presencia de CagA esta asociada a una infeccién
mas severa y al peor pronostico de la infeccion causada por H. pylori. La citotoxina
esta asociada a una elevada prevalencia en la respuesta inflamatoria y a un dafio
considerable a la mucosa gastrica, lo que puede tener como resultado el desarrollo
de patologias como: gastritis, ulcera duodenal y cancer gastrico (Atakeyama et al.,
2017). Ademas, la co-expresion de CagA junto con otros factores de virulencia como

la proteina externa inflamatoria A (OipA), VacA, y la adhesina de unién al antigeno
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sanguineo (BabA), incrementa de manera significativa la respuesta inflamatoria

inducida por CagA (Sedaghat et al., 2014; Atakeyama et al., 2017).
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Toxina madura 88 kDa
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Figura 6. Esquema de la relaciéon estructura-funcién de VacA. (A) La toxina pasa por
un proceso de maduracion, en la que a partir de una protoxina de 140 kDa que posee un
péptido sefial, un péptido pequefio de secrecién (PPS) y un dominio transportador, se
transforma en una toxina madura de 88 kDa. (B) VacA se une a balsas lipidicas de la célula
hospedera, posiblemente de esfingomielina (EM) y posteriormente se oligomeriza,
formando un poro en la membrana celular. (C) En la célula hospedera, la toxina también
induce la generacién de vacuolas que ocupan casi todo el espacio citoplasmatico. Estas
vacuolas son claramente visibles en células Jurkat E6-1 (imagen superior) y Hela (imagen
inferior), incubadas con VacA. Barra = 10 um (tomado y modificado de Boquet y Ricci, 2012;

Kern, 2015).
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Proteasa A con requerimiento de altas temperaturas (HtrA)
La proteasa HtrA esta compuesta por un péptido sefial en el extremo N-terminal, un

dominio central de serina proteasa tipo tripsina y uno o dos dominios PDZ en el
extremo C-terminal, que permite(n) la interaccién proteina-proteina. La funcién
principal de esta enzima es participar en el control de calidad de las proteinas
generadas en la bacteria, a nivel del periplasma. Sin embargo, esta proteina
también puede ser secretada al espacio extracelular, donde tiene la habilidad de
abrir las uniones célula-célula, causando la despolarizacién de las monocapas
epiteliales. En particular, HtrA corta el dominio extracelular de las proteinas
claudina-8 (uniones estrechas), ocludina (uniones estrechas), E-cadherina (uniones
adherentes) y de matriz extracelular. Esto contribuye significativamente a la
transmigracién paracelular de la bacteria y a la liberacion de moléculas de virulencia

como CagA (ver Fig. 4) (Tegtmeyer et al., 2016; Zarzecka et al., 2019).

El estudio de la proteina HtrA como factor de virulencia en H. pylori es relativamente
reciente. Sin embargo, moléculas homadlogas a HtrA de organismos procariontes y
eucariontes, son proteinas de choque térmico tipo serina proteasa y chaperonas
(Zhang et al., 2019).

Proteinas de membrana externa (OMPSs)

La membrana externa es la primera barrera de las bacterias Gram negativas, frente
al medio externo. Esta barrera consta de dos capas de fosfolipidos, muy asimétricas
entre si. La membrana interna solo contiene fosfolipidos, en tanto que la externa se
compone de lipopolisacaridos (LPS) y OMPs (Voss et al., 2014) (Fig. 7). Las OMPs
son proteinas integrales de membrana con una estructura 3-barril, compuesta de a-
hélices y laminas 3; ademas, poseen regiones superenrolladas (coiled-coil) entre
las hebras, en el extremo del periplasma y algunas llegan hasta el espacio
extracelular (Rollauer et al., 2015) (Fig. 7). Estas OMPs son resistentes al medio
extracelular y tienen una amplia variedad de funciones dentro de la bacteria, aunque
también juegan un rol importante en el contacto y colonizaciéon de las células
hospederas (Xu, 2020).
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Figura 7. Esquema representativo de la pared celular de una bacteria Gram negativa.
La membrana externa (OM) esta separada de la membrana interna (IM) por el espacio
periplasmico (EP). En la OM se encuentran insertadas las OMPs y los LPS (producido en
Biorender.com).

El perfil de OMPs expresadas en diferentes cepas de H. pylori difiere ligeramente,
aunque es mas significativo en otras bacterias Gram negativas (Fig. 8). En la cepa
de referencia de la ATCC “26695” de H. pylori, se identificaron alrededor de 32
genes que codifican para OMPs, lo que representa el 4% del total del genoma. Este
hallazgo sugiere que estas proteinas son relevantes en la sobrevivencia y
persistencia de esta bacteria (Alm et al., 2000; Backert et al., 2010; Oleastro &
Ménard, 2013).
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Figura 8. Perfil de OMPs en H. pylori. Andlisis de Western blot empleando el anticuerpo
a-OMPs. Carril 1: cepa J99. Carril 2: cepa AH244. Carril 3: cepa SS1 Sidney (tomado y
modificado de Ge y cols. 2001).

De manera general, las OMPs se dividen en 5 familias, segun sus funciones. La
familia | estd compuesta por las proteinas Hop (Helicobacter outer membrane
porins), entre las que se encuentran algunas porinas y adhesinas, y por las
proteinas Hor (Hop-related proteins). La familia Il y 11l son Hof (proteinas asociadas
al gen hof) y Hom (Helicobacter Outer Membrane), respectivamente. La familia IV
estd integrada por proteinas reguladas por hierro; en tanto que la familia V son
bombas de flujo (Coppens et al., 2008; Oleastro & Menard, 2013). La mayoria de
las OMPs de H. pylori pertenecen al grupo Hop (Bauwens et al., 2018).

Familia Hop

La familia Hop fue la primera familia en ser caracterizada y son las principales OMPs
de la cepa “26695” de H. pylori, de las cuales se identificaron un total de 21 proteinas.
Ademas, existen multiples alelos para cada proteina Hop y las funciones de cada

proteina codificada en cada alelo es diferente de alguna forma. Mas aun, hay
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diferencias en la expresion entre las diversas cepas de H. pylori (Fig. 9) (Xu et al.,
2020).

F S S
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Figura 9. Expresion diferencial de proteinas Hop de H. pylori. Analisis de Western blot
de proteinas representativas de la familia Hop, asi como de la proteina CagA en lisados de
diferentes aislados de H. pylori (tomado de Odenbreit et al., 2009).

Esta familia de proteinas varia en longitud (de 186 a 1,237 residuos) y en su
secuencia presentan dos regiones conservadas: la primera en el N-terminal (20 AA)
y la segunda en el C-terminal (~180 AA) (Fig. 10) (Coppens et al., 2018).

N- terminal C- terminal

Hop: [} a-helical ED i 7TM ]

l |
L‘J » | |
Regiodn |
variable

Regidn Regién
conservada conservada

Figura 10. Representacidon esquematica de proteinas de la familia Hop. Se muestran
las regiones conservadas en el N- y C-terminal (cajas azules) y una regién de longitud
variable (caja rosa), que corresponde al dominio expuesto a la superficie (tomado y
modificado de Coppens et al., 2018).

La mayoria de las proteinas Hop presentan estructuras con laminas (3 anfipaticas

antiparalelas, las cuales se organizan en forma de barril B. Las laminas B se
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localizan en la region membranal y se conectan a través de pequefias asas con el
periplasma, mientras que otras asas mas grandes se exponen hacia el espacio
extracelular (Fig. 11) (Matsuo et al., 2017).
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Figura 11. Estructura de Hops. Estas OMPs se componen principalmente de laminas By
a-hélices que atraviesan la OM y llegan al periplasma, donde se encuentran en su mayoria
las regiones superenrolladas (creado en Biorender.com).

Los miembros de esta familia son: BabA (Blood- group-antigen-binding adhesin o
también llamada HopS), SabA (Siacilic acid-binding adhesin o también llamada
HopP), AlpA (Adherence-associated lipoprotein A o también llamada HopC), AlpB
(Adherence-associated lipoprotein B o también llamada HopB), LabA (LacdiNAc-
binding adhesin o también llamada HopD), HopQ (Helicobacter outer membrane
protein Q), HopZ (Helicobacter outer membrane protein Z) y OipA (Quter
inflammatory protein A o también llamada HopH) (Matsuo et al., 2017; Bauwens et
al., 2018; Paraskevopoulou et al., 2021). Las funciones principales de todas estas
proteinas estan relacionadas con la adhesiéon (Tabla 1); sin embargo, no todas ellas

han sido bien caracterizadas tal es el caso de OipA (Xu et al., 2020).
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Tabla 1. Principales Hop identificadas y caracterizadas en H. pylori

Hop Receptor Funcion
(:cl)r;AC\://%) I(;(r)rlﬁgiﬁga tipo IV'y Adhesién a la matriz extracelular
BabA Adhesién a la célula hospedera y
(HopS) Antigenos Lewis B favorece la translocacion de CagA
P via T4SS
LabA LacleA_c (N,N - diacetil- Adhesion
lactosadiamina)
SabA . . . . .
(HopP) Antigenos sialil Lewis X, Adhesion a la célula hospedera
. Adhesion e induccibn en la
OipA . o
No se conoce produccion de citocinas
(HopH) ; :
inflamatorias
Media la translocacion de CagA a
HopQ CECAM1,3,5y6 la célula hospedera, mediante el
T4SS
HopZ No se conoce Adhesion

Proteina externa inflamatoria A (OipA)
La proteina OipA es codificada por el gen HP0638 y se identific en la cepa “26695”

de H. pylori por Alm y colaboradores en el 2000. Posteriormente, Yamaoka y
colaboradores en el 2000, estudiaron cuatro genes omp (HP0638, HP0796, HP1501
y babA) y observaron que las proteinas que codifican inducen la produccion de IL-
8. Entre estos genes se encuentra el gen HP0638, el cual al estar ausente en
diferentes cepas de H. pylori aisladas de biopsias de Ulcera duodenal y gastritis,
genera una disminucién en la produccién de IL-8. Debido a estos hallazgos y al
efecto proinflamatorio asociado, a esta proteina se le denominé proteina externa
inflamatoria A (OipA) (Yamaoka et al., 2000; Yamaoka et al., 2002).

El gen HP0638 es regulado durante la replicacion o reparacion del DNA, mediante
el mecanismo de emparejamiento incorrecto de la hebra deslizada o SSM (slipped-
strand mispairing) (Fig. 12) (Dorer et al., 2009). Este mecanismo no es exclusivo de
este gen, sino de otros 45 genes de H. pylori, permitiendo que la bacteria sea capaz
de evadir la respuesta inmune (variacion antigénica) y presente una alta persistencia
en el huésped (Yamaoka et al, 2000; Dorer et al., 2009; Doohan et al., 2021).
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Figura 12. Mecanismos genéticos que generan diversidad en H. pylori. Los
mecanismos de reordenamiento incluyen cambios alélicos, mutaciones puntuales no
sinbnimas y genes mosaicos, que resultan en recombinacion intragenémica y causan
alteraciones en la funcién y/o en los epitopos antigénicos de una proteina. Por otra parte,
los mecanismos de diversificacion incluyen mutaciones puntuales, recombinacion
intragendmica y SSM. Las flechas sefialan genes diferentes y las figuras geométricas
(circulos, tridngulos y rectangulos) corresponden a las proteinas codificadas por estos
genes (tomado y modificado de Dorer et al., 2009).

Los genes regulados por SSM se expresan en “fase variable”, es decir que sus
cambios son hereditarios y reversibles, ademas estan asociados con la adaptacién
al hospedero y con alteraciones microambientales. Este mecanismo se produce por
un emparejamiento incorrecto de secuencias cortas (1-7 nucleétidos) de repeticion,
entre las hebras madre e hija, durante la sintesis de DNA. Asi, el SSM puede resultar
en un aumento o disminucién en el nimero de secuencias cortas de repeticion. Si
la longitud de la secuencia repetida no es multiplo de 3, la insercién o eliminacion
resulta en un desplazamiento del marco de lectura del RNAm. Si los repetidos
afectados se encuentran en el promotor, se afectara la expresion del gen a nivel
transcripcional; en tanto que, si se localizan en la region codificante, se alterara la
traduccion del mensajero (Fig. 13). En el caso de OipA, esta regulacién se da a nivel

traduccional (Torres-Cruz y W. van der Woude, 2003)
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De esta forma, la variaciéon de fase funciona como un interruptor molecular que
normalmente es reversible (ON<—->OFF), generando una poblacion
fenotipicamente heterogénea. Asi, el mecanismo SSM genera dos estados del gen
OipA: i) la configuraciéon ON o “funcional”, con 6, 9 6 12 repetidos CT, en las que el
coddn de inicio ATG esta en marco con la region codificante, lo que resulta en la
expresion de una OipA madura; v ii) la configuracion OFF o “no funcional” (con 5y
7 repetido CT), donde el coddn de inicio ATG esta fuera del marco de lectura,
generando un mensajero inmaduro y proteinas aberrantes o truncas (Fig. 13)
(Henderson et al., 1999; Yamaoka et al, 2000).

A. Nivel transcripcional

ON Start

e ATGTCCTTCGTCACCGAGACCTTCTGA

q}_m.F ATGTCCTTCGTCACCGAGACCTTCTGA
=35 =)
B. Nivel traduccional
ON Start
e ATGTCCTTCGTC MM ACCGAGACCTTCTGA
-35 -10
OFF Start
X
e ATGTCCTTCGTCC MMM EETGA
-35 -10

Figura 13. Variacion de fase a través del mecanismo SSM. (B) Efecto traduccional: los
repetidos de dinucledtidos CT (cajas negras) estan presentes en la region codificante del
gen. (A) Efecto transcripcional: los repetidos CT se localizan en la regién promotora.

Cabe mencionar que se ha observado que los aislados de H. pylori provenientes de
biopsias gastricas existe una asociacion entre el estado ON del gen oipA con la
expresion de CagA, asi como con la produccion de IL-8 (Yamaoka et al, 2000;
Odenbreit et al., 2009; Boonyanugomol et al., 2018; Farzi et al., 2018).
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4. Patologias causadas por H. pylori

Gastricas

H. pylori se ha adaptado especificamente para interactuar con células epiteliales
gastricas, por lo que la infeccion se limita a zonas del tracto gastrointestinal (Makola
et al., 2007). En los individuos infectados con esta bacteria, se produce gastritis
superficial en las primeras semanas, seguida por gastritis cronica activa, la cual se
va desarrollando a lo largo de meses o afios. Después de décadas, los pacientes
pueden presentar gastritis antral (antrum: un compartimiento en la parte distal del
estbmago) o pangastritis (Dorer et al., 2009). En este caso, existe una baja
inflamacion en el corpus (la parte media del estbmago) y un aumento en la
produccion de acido. Eventualmente, esta inflamacion antral puede convertirse en
una metaplasia gastrica, gue mas adelante tiene la posibilidad de transformarse en
atrofia y en una metaplasia intestinal. Siendo éstos, prerrequisitos para el desarrollo
de Ulcera o cancer gastricos, donde la inflamacién en el corpus es mayor, se
presenta atrofia gastrica multifocal y bajos niveles de secrecion de acido,
acompafados de la destruccion de células parietales productoras de acido (Dorer
et al., 2009). Ademas, la persistencia de gastritis cronica activa puede derivar en la

formacion del linfoma tipo MALT

(Bauer 'y Meyer, | Infeccion con H. pylori ’ 2011) (Fig. 14).

( Gastritis activa superficial ] Dias-semanas
[ Gastritis activa cronica ] Meses-afios

Gastritis Pangastritis  Gastritis activa
antral cronica
Metapl Gastritis activa
gastrica atréfica crénica
duodenal duodenal

Cancer gastrico Linfoma de
duodenal Ulcera géstrica MALT
oy

Figura 14. Progresion de la infeccion por H. pylori. Sucesién de eventos donde se
muestra la progresion de la enfermedad, a través del tiempo, en pacientes infectados con
esta bacteria (tomado y modificado de Bauer y Meyer, 2011)
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Extra-gastricas
En afos recientes se han publicado varias investigaciones que relacionan la
infeccidn de H. pylori con el desarrollo y severidad de multiples enfermedades extra-
gastricas, entre las que se encuentran enfermedades cardiovasculares (enfermedad
coronaria, isquemia cardiaca, aterosclerosis y falla cardiaca), enfermedades
mentales (Alzheirmer, Parkinson y esquizofrenia), enfermedades respiratorias
(bronquitis y cancer de pulmon), enfermedades dermatoldgicas (rosécea, psoriasis
y urticaria cronica) y enfermedades metabdlicas (enfermedad de Grave, sindrome
metabolico diabetes mellitus y cancer pancreético) (Cordeiro-Santos et al., 2020;
Zendehdel y Roham, 2019; Gerarda-Gravina et al., 2018).
5. Pancreas

El pancreas es un 6rgano abdominal que se localiza detras del estbmago, en la
parte izquierda del abdomen, y se encuentra rodeado por otros érganos como el
intestino delgado, el higado y el bazo. El pancreas esta rodeado de tejido conectivo
muy fino, el cual genera capsulas invaginadas que forman septos glandulares, los
cuales funcionan como andamio de para algunos vasos sanguineos (Bowen, 2010).
La consistencia del pancreas es esponjosa y su forma es similar a una pera alargada.
Puede llegar a medir de 15 a 25cm de longitud y estd compuesto de 4 secciones:
cabeza, cuello, cuerpo y cola. La funcién estructural del pancreas esta dividida en
dos tipos principales: i) la actividad exocrinay ii) la actividad endocrina (Frantz et al.,
2012; Columbia, 2020) (Fig. 15).

El pancreas exocrino esta constituido por glandulas tubo-acinosas, cuyas células
agrupadas a manera de racimos de uvas 0 acinos, sintetizan y secretan enzimas
digestivas. En esta parte exocrina, también se encuentran los ductos pancreaticos,
los cuales estan ramificados y se encargan de transportar las enzimas digestivas
hacia el duodeno. Ademas, las células ductales secretan un fluido acuoso de
bicarbonato de calcio, el cual barre las enzimas que atraviesan los ductos y
desempefian un papel de regulacién, neutralizando el acido dentro del intestino
delgado (Sastre et al., 2005).
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Figura 15. Estructura morfolégicay funcional del pancreas. En el esquema se muestra
la parte exocrina que involucra enzimas digestivas, las cuales son transportadas al intestino
delgado mediante el ducto pancreéatico. También puede observarse la parte endocrina, la
cual estd relacionada con la secrecién de insulina (producida por las células B) y glucagon
producido por las células o, dentro de los islotes de Langerhans (tomado y modificado de
https://courses.lumenlearning.com/ap2/chapter/the-endocrine-pancreas).

Por su parte, la parte endocrina del pancreas estad constituida por islotes de
Langerhans, formados por 5 grupos celulares situados entre las masas glandulares
exocrinas: 1) Las células B producen y liberan insulina, hormona que regula el nivel
de glucosa en la sangre (facilitando el uso de la glucosa por parte de las células y
retirando el exceso de la glucosa que se almacena en el higado en forma de
glucogeno). Producen ademas hormona liberadora de tirotropina y constituyen
alrededor de 70% de las células de los islotes. 2) Las células a sintetizan y liberan
glucagon, hormona que aumenta el nivel de glucosa sanguinea al estimular la
formacion de este carbohidrato, a partir del glucogeno almacenado en los
hepatocitos. También tiene efecto en el metabolismo de las proteinas y grasas.
Representan entre 10 y 20% del volumen del islote y se distribuyen de forma
periférica. 3) Las células & constituyen alrededor de 5% de las células de los islotes
y producen somatostatina, hormona que regula la produccién y liberacién de la
insulina por las células 3, asi como la produccion y liberacidn de glucagon por las
células a. 4) Las células PP producen polipéptido pancreético, el cual autorregula la

funcidon secretora (endocrina y exocrina) del pancreas y tiene efecto sobre los
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niveles de glucégeno hepatico y las secreciones gastrointestinales. También actla
sobre la motilidad intestinal, aumentando la velocidad de vaciamiento gastrico y
prolongando el tiempo de transito intestinal. Ademas, su presencia inhibe la
secrecion de motilina y somatostatina. 5) Las células € hacen que el estomago
produzca y libere la hormona ghrelina, la cual ademés de estimular la secrecion de
hormona del crecimiento en la hipofisis, favorece la regulacion del metabolismo

energético (Werlin y Mayer, 2008; Frantz et al., 2012).

Efecto de H. pylori en el pancreas

Como se menciono anteriormente, se ha reportado una asociacién de la presencia
de H. pylori con la prevalencia de cancer pancreatico, el cual es considerado la
onceava causa de muerte a nivel mundial en muertes relacionadas por cancer
(Rawla et al., 2019). Ademas, se observd que pacientes con pancreatitis aguda,
presentaban dafio agudo en la mucosa gastrica infectada por H. pylori (Kumar et al.,
2020). Aungque no se conocen los mecanismos exactos por los cuales H. pylori
genera efectos negativos en otros 6rganos como el pancreas, se han propuesto dos
mecanismos principales por los cuales esta bacteria agudiza la condicion de la
pancreatitis. En el primer caso, se involucra la hipergastrinemia y la acidificacion
duodenal; en tanto que, en el segundo mecanismo, se sugiere la translocacion de
la misma bacteria hasta el pancreas o al menos de sus toxinas VacA y CagA, quiza
mediante OMVs o exosomas (Rabelo-Gongalves et al., 2015).
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V. ANTECEDENTES

Durante la colonizacion de H. pylori al estbmago, participan varias OMPs, entre las
cuales destacan varias adhesinas, las cuales permiten la unién de la bacteria con
las células del hospedero, activan diversas vias de sefializacion que inducen
mecanismos inflamatorios, y contribuyen con la traslocacion de factores de
virulencia como CagA. Sin embargo, no todas las OMPs han sido ampliamente

caracterizadas y una de ellas es OipA.

Hasta la fecha solo se sabe que la presencia de OipA esta fuertemente asociada
con la expresion de citocinas proinflamatorias como IL-8 e IL-6, asi como con otras
citocinas que incluyen a IL-1, IL-17 y TNF-a (Zhang et al., 2014). También, se
conoce que el gen oipA se localiza a 100 kb de la isla cagPAI, permitiendo sugerir
gue su expresion contribuye positivamente con la patogenicidad de cepas CagA
positivas. Esta hipétesis se ha visto reforzada por estudios que asocian la presencia
de OIipA con el factor de virulencia CagA, asi como con la produccion de IL-8, en
células gastricas (Yamaoka et al, 2000; Dossumbekova et al., 2006; Odenbreit et
al., 2009; Boonyanugomol et al., 2018; Farzi et al., 2018) (Fig. 16). Ademas, se ha
observado que cuando el gen oipA esta en fase “ON”, se favorece la adhesion de
H. pylori a células epiteliales y aumenta la densidad bacteriana (Yamaoka et al,
2000; Horridge et al., 2017) (Fig. 17). En contraste, otros estudios demuestran que
el estatus en fase ON del gen oipA no promueve la produccion de IL-8, ni tiene
efectos positivos en la adhesion, ni en la inhibicién de la apoptosis (Dossumbekova
et al., 2006; Horridge et al., 2017; Al-Maleki et al., 2017).

28



180

160
140
120
100 4

IL-8 [%&]

BD
80
40 |
20

P < 0.001
"P=0.008 TRIRITTIEL,
I 1 -
. P =0.001 .
P < 0.001
e
Il
*
Oipar OipA- Oipar OipA-
Cagh- Cagh~ Cagh- Cagh
(n=48) (n=4) (n=10) (r=40)

Figura 16. Produccion de IL-8 de células AGS previamente infectadas con cepas de
H. pylori. Las cepas OipA+y CagA+ produjeron mas IL-8, en comparacién con las bacterias
OipA-y CagA+, OipA+y CagA- u OipA- y CagA- (tomado de Odenbreit et al., 2009).

1.40€+05

(A)

1.20E+05

1.00E+05

L
g
2

6.00E+04

4.00E+04

Attachment (CFU/mL)

2.00E+04

0.00E+00

26695 oipA phase on

26695 oipA phase off

H. pylori Strain Used in Assay

Figura 17. El estatus en fase “ON” de oipA estd asociado con el aumento de la
adhesion de H. pylori a las células AGS. La cepa 26695 de H. pylori en fase “ON”
present6 un valor mas elevado de adhesién, en comparacion con la misma cepa, pero en
fase “OFF” (tomado de Horridge et al., 2017).

Por otra parte se ha implicado a OipA en los cambios morfoldgicos del epitelio

gastrico, caracteristicos de la infeccién por H. pylori. En un estudio realizado por

Tabassam y colaboradores en el 2008, se demostré que OipA induce la activacion

de FAK (Y397), lo que resulta en la formacion de fibras de estrés. OipA también
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fosforila los residuos Y31 e Y118 de paxilina, causando su activacién y promoviendo
asi la reorganizacion de actina en el citoesqueleto y, por lo tanto, cambios en el

fenotipo celular (Tabassam et al., 2011) (Fig. 18).

Mock infected Wild-type
cag PAI KO oipA KO

Figura 18. Participacién de OipA en la formacion de fibras de estrés en células
gastricas infectadas con H. pylori. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células
AGS infectadas con H. pylori wild-type (WT), deficientes de la isla cagPAI (KO cagPAl) o
del gen oipA (KO OipA). La cantidad de fibras de estrés (rojo) es menor en las células
infectadas con H. pylori KO oipA, en comparacion con las tratadas con H. pylori WT y KO
cagPAI (tomado de Tabassam et al., 2008).

A pesar de no contar con el cristal de OipA, ni de tener bien caracterizados sus
dominios transmembranales, estudios in silico concluyeron que hay una alta
posibilidad de que esta proteina cumpla una funcion auto-transportadora
(Teymournejad et al., 2012). Al presentar regiones B-barril, se sugiere que forman
poro en la membrana externa de la bacteria, y estos poros permiten que la parte N-
terminal hidrofilica pase por el poro. Aunque en realidad no se sabe aun si esta parte
N-terminal es cortada o permanece unida a la region B-barril (Teymournejad et al.,
2017).

Como puede observarse, la informacién respecto al efecto de OipA en las células
gastricas es escasa y en algunos casos hasta es contradictoria. Cabe mencionar

gue la mayoria de estos estudios correlacionan la presencia de OipA con su estatus
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funcional, sobretodo en biopsias tomadas de pacientes con enfermedades
gastricas; encontrando que su estado “ON” esta relacionado con el desarrollo de

ulcera péptica y cancer gastrico.

Tampoco existen estudios sobre el efecto de OipA en otros tejidos, susceptibles a
la infeccién por H. pylori. Tal es el caso del pancreas, donde se ha observado que
la presencia de H. pylori contribuye al desarrollo de cancer pancreatico (Rawla et
al., 2019). Ademas de que se ha encontrado que esta proteina esta presente en
OMVs, al igual que otros de virulencia como CagA y VacA (Chmiela et al., 2018;

Melo et al., 2021), lo que podria sugerir que OipA participa en el dafio a otros tejidos.

Recientemente en nuestro grupo de investigacion, Hurtado-Monzon en el 2018,
demostré que H. pylori es capaz de infectar células epiteliales del ducto pancreético
(BxPC-3), ademas de causar cambios morfologicos, dafio citopatico, incrementar la
permeabilidad epitelial y generar una deslocalizacién de proteinas de las uniones
estrechas (claudina-4, ocludina y ZO-2). Un afio mas tarde, Gaspar-Lino en el 2019,
revel6 que las OMVs producidas por H. pylori, las cuales contienen factores de
virulencia como CagA, fueron capaces de causar un incremento en la permeabilidad
epitelial de células BxPC-3, asi como de incrementar significativamente la
produccion de IL-8 y el dafio citopatico. De manera que es posible que otros factores
de virulencia como OipA, contribuyan con el dafio pancreatico observado durante la

infeccion por H. pylori, especificamente en la linea celular BxPC-3.
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VI. JUSTIFICACION

H. pylori no solo es capaz de infectar el epitelio de la mucosa gastrica, sino que
también afecta al epitelio pancreatico. Hasta el momento, se desconocen los
factores de virulencia de esta bacteria que contribuyen al dafio de las células
pancreaticas BxPC-3. Ademas de CagA, la proteina OipA se ha estudiado debido a
su relacion con el cancer gastrico y las Ulceras duodenales. OipA es una proteina
externa de membrana que participa en la adhesion de la bacteria a células géastricas
y eventualmente produce su apoptosis. Sin embargo, no se ha caracterizado su
participacién en el dafio a otros epitelios como el del pancreas. En este sentido, el
pancreas ofrece un modelo muy atractivo de estudio, dado que es un epitelio
glandular y secretor muy importante en la sintesis de hormonas reguladoras del
metabolismo de la glucosa y de enzimas digestivas. Por lo que resulta de relevancia
estudiar el papel de OipA en el epitelio ductal del pancreas, mediante el empleo de

la linea celular BxPC-3.
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VII. HIPOTESIS

La proteina OipA se encuentra en diferentes estatus en fase “ON” y “OFF” en varias

cepas de H. pylori.

VIIl. OBJETIVO GENERAL

¢ Estudiar in silico y en varias cepas de H. pylori el gen y la proteina OipA.

IX. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar in silico el gen y la proteina OipA de H. pylori.

2. Genotipificar a oipA en las clonas “26695” (CagA+), “43504” (CagA+) vy
“51932” (CagA-) de H. pylori.
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X. DISENO EXPERIMENTAL

Analisis in silico

Andlisis experimental

gen HP0638 proteina OipA Estado funcional
del gen oipA
(“ON/OFF”)
localizacion e estructura 183, 22y 32 DNA gendémico
e propiedades fisicoquimicas
e homoélogos
e dominios
e modificaciones Genotipificacién de oipA
postraduccionales e clona “26695” CagA+
secuencia e péptido sefial e clona “43504” CagA+
funcional e localizacion subcelular e clona “51932 CagA-
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XI. MATERIALES Y METODOS

Andlisis in silico del gen HP0638

La secuencia de nucleétidos del gen HP0638 se obtuvo de la base de datos del
Genbank del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Ademas, se
consulté la base de datos de BioCyc (https://biocyc.org) para conocer la localizacion
del gen. En la secuencia de nucleétidos del gen HP0638 se buscé la region de
dinucledtidos CT repetidos en la regidén 5’, pues dependiendo de su numero se
puede originar un cambio en el marco de lectura, de acuerdo con lo reportado por

Yamaoka y colaboradores en el 2000.

Analisis in silico de la proteina OipA

La secuencia de aminoacidos de OipA se obtuvo de la base de datos de Uniprot
(Universal protein) (https://www.uniprot.org), en formato FASTA. Posteriormente, en
este mismo servidor (https://www.uniprot.org/blast/) se realizé un blast para buscar
proteinas homologas a OipA en H. pylori y en otros organismos. Esta informacion
se empled para el disefio de péptidos, que en el futuro pueden enviarse a sintetizar
para la produccién de anticuerpos especificos que no crucen con otras proteinas de

la bacteria o con su huésped.

El disefio de estos péptidos epitopo-especificos para la proteina OipA se llevo a
cabo en los servidores BCPREDS (B-cell epitope prediction server) (http://ailab-
projectsl.ist.psu.edu:8080/bcpred/pr edict.html) y Bepipred (Antibody epitope
prediction) (http://tools.iedb.org/bcell/). El péptido elegido se selecciond con base a
su alto indice de antigenicidad, exposicion y reactividad. Adicionalmente, mediante
el mismo servidor de Uniprot (https://www.uniprot.org/blast/) se realizé un blast con
esta secuencia del péptido contra la base de datos de proteinas de la misma H.
pylori, ratdbn (Mus musculus) y humano (Homo sapiens), esto para descartar que
sus proteinas y el péptido sintético comparta un porcentaje alto de identidad y esto

pueda causar problemas de deteccion inespecifica a la hora de utilizar el anticuerpo.
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En el servidor en linea de Protparam de ExPASy

(https://web.expasy.org/protparam/) a partir de la secuencia de aminoacidos de

OipA, se determinaron algunas propiedades fisicoquimicas de la proteina como:
peso molecular, punto isoeléctrico, tiempo de vida media y porcentaje de

composicién de residuos.

La basqueda de los dominios se llevé a cabo en los servidores: Prosite de EXPASy
(https://prosite.expasy.org), Interpro  (https://www.ebi.ac.uk/interpro/), Smart
(http://smart.embl.de/smart/do_annotation.pl?DOMAIN=SM00935), Pfam
(https://pfam.xfam.org) y My hits (SIB) (https://myhits.sib.swiss/cgi-bin/motif_scan).
Mientras que las posibles modificaciones post-traduccionales se obtuvieron del

servidor Mod-Pred (http://www.modpred.org).

La busqueda del péptido sefial y la posible localizacién subcelular de la proteina
OipA, se analiz6 en el servidor PrediSi (http://www.predisi.de) y Psortb

(https://www.psort.org/psortb/), respectivamente.

La determinacion de la estructura secundaria de OipA, asi como la basqueda de
regiones transmembranales (a-hélice y B-barril), se llevo a cabo en los servidores
PSipred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), TOPCONS (https://topcons.net), PRED
TMBB  (http://bioinformatics.biol.uoa.gr/PRED-TMBB/input.jsp) y BOCTOPUS
(http://boctopus.bioinfo.se).

Mediante el programa [|-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/l-
TASSERY/) se obtuvieron diversos modelos 3D de la proteina OipA 'y se eligio el que
poseia un valor mayor de C. La validez del modelo se comprob6 mediante el grafico
de Ramachandran, usando el programa Modeller 9

(https://salilab.org/modeller/9.19/release.html).

Las posibles interacciones de OipA con otras proteinas de H. pylori se analizaron
en la base de datos String (https://string-
db.org/cqi/input.pl?sessionld=2K0tLsXWbvEb&input_page _show_search=on).
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Cultivo de H. pylori

En este estudio se usaron tres cepas de H. pylori: la de referencia “26695” (CagA+),
la “43504” (CagA+) y la “51932" (CagA-), todas ellas obtenidas de la ATCC
(American Type Culture Collection). Las bacterias se crecieron en medio base
Casman, adicionado con 5% de sangre desfibrilada de carnero, y se incubaron a
37° con 5% de CO2 y 10% de humedad. El almacenamiento de las bacterias se
realiz6 a -70°C en caldo Brucella al 28%, adicionado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y 50% de glicerol (Hurtado-Monzon, 2018).

Extraccion de DNA gendmico

A partir de cultivos bacterianos de las tres cepas de H. pylori se extrajo el DNA
gendmico mediante el kit ONE-4-ALL Genomic DNA Mini-Preps (Bio Basic Canada
Inc.). Para esto, cultivos de las cepas antes mencionadas se dejaron crecer durante
48 h (fase log), posteriormente fueron cosechadas aproximadamente 2 x 10°
bacterias y transferidas a un tubo de centrifuga con 500ul de PBS (NaCl 137 mM,
KCI

2.7 mM, NazHPO4 8mM, KH2PO4 2 mM) estéril y centrifugadas 10,000 g por 30
segundos, posteriormente se desechd el sobrenadante. A la pastilla se le agregaron
180 pl de Buffer ACL y 20 ul de Proteinasa K y mezclé mediante el vortex, para
después incubar a 56°C durante 1 h. Pasado el tiempo se le agreg6 al tubo 200 pl
de buffer CL, y se volvié a mezclar con el vortex, para posteriormente agregar 200

ul de etanol (96-100%) y volver a mezclar.

Se transfirid la mezcla a una columna que previamente se coloc6 en un tubo de
coleccion de 2ml y se centrifugé a 9000 g (12°000 rpm) X 1min y se desecho el
sobrenadante. Después se agregaron 500 pl de la solucibn CW1 y se centrifugd
por 1min a 9°000 y desecha el sobrenadante. Se agregaron 500 pl de la solucion

CW?2 y se volvio a centrifugar por 1min a 9°000 g y se desecha el sobrenadante.

Para secar la membrana se volvié a centrifugar a 9,000 g pero ahora por 2min,
posteriormente se desecho el sobrenadante y se transfiridé la columna a un tubo

nuevo de 2ml, dejando incubar la columna con la tapa abierta a TA de 2-3min hasta
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gue el etanol se evaporara. Finalmente, se agreg6é de 50 a 100 ul de Buffer CE
directamente al centro de la membrana y se incub6 a TA por 2min y se centrifugo
por 2min a 9000 g para eluir el DNA, el cual se separé en alicuotas con agua estéril

libre de RNasas y se almaceno a -20°C hasta su uso.
Genotipificacion del gen HP0638 y secuenciacion

Con la finalidad de determinar la presencia y estado funcional del gen HP0638, a
partir de DNA gendmico la region de los repetidos CT se amplificé por PCR. Los
oligonucledtidos usados fueron los siguientes: sentido 5'-
CAAGCGCTTAACAGATAGGC-3' y antisentido 5-AAGGCGTTTTCTGCTGAAGC-
3. La PCR se llevé a cabo en un termociclador y las condiciones de amplificacion

fueron las mostradas en la tabla 2 (Yamaoka et al., 2000; Torres et al., 2014).

Tabla 2. Condiciones para amplificar un fragmento del gen HP0638

Temperatura inicial 95°C 3 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 95°C 30s

Alineamiento 55°C 45s 35 ciclos
Extension 72°C 45s

Extension final 72°C 5 min 1 ciclo
Temperatura final 4°C 0

Los productos del PCR se purificaron mediante el kit GeneElute™ PCR Clean-up
(Sigma-Aldrich), y posteriormente se llevaron a secuenciar en la Unidad

de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia de la UNAM.
Lisis bacteriana

Las bacterias se lavaron con solucion salina de fosfatos (PBS: 137 mM NacCl, 2.7
mM KCI, 10 mM NazHPO4y 1.8 mM KH2PO4) fria. Posteriormente se lisaron durante

20 min a 4°C en agitacion constante, con solucion RIPA (40 mM Tris-HCI, 150 mM
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NaCl, 2 mM EDTA, 10% glicerol, 1% Triton X-100, 0.5% desoxicolato de sodio, 0.2%
SDS y pH 7.6), suplementada con inhibidores de proteasas (1 mM PMSF y 1x
Complete™). A continuacién, las muestras se sonicaron tres veces por 5 seg a 80%
de intensidad en un sonicador Sonics VCX 130 vibra-cell y se centrifugaron por 15
min a 14,000 rpm a 4°C, para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se
recolectd, se separd en alicuotas y se almaceno a -70°C. La concentracion de
proteinas se cuantific6 mediante espectrofotometria usando el método de Lowry y

el reactivo BCA (Pierce™).
Ensayos de Western blot

Las proteinas se incubaron con solucién de carga Laemmli (40% de glicerol, 240
mM Tris-HCL pH 6.8, 8% SDS, 0.04% azul de bromofenol y 5% de B-
Mercaptoetanol) y se hirvieron durante 5 min. Posteriormente, se separaron por
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%, los
cuales se electro-transfirieron a membranas de nitrocelulosa durante 1.5 h a 400
mA. Las membranas se bloguearon en leche baja en grasa al 5% durante 2 h a
temperatura ambiente (TA), en agitacion constante. A continuacion, se llevé a cabo
la incubacion toda la noche (ON) a 4°C, con los anticuerpos primarios de raton: anti-
OMP (dilucion 1:250) y anti-CagA (dilucion 1:500). Al dia siguiente, las membranas
se lavaron tres veces con TBS (50 mM Tris-Cl pH 7.5y 150 mM NaCl) Tween-20 al
0.05%, durante 5 min en agitacion entre cada lavado. Posteriormente, las
membranas se incubaron durante 2 h a TA con anticuerpos secundarios anti-ratén
acoplados a la peroxidasa de rabano (HRP; Invitrogen, dilucién 1:10,000). Después,
las membranas se lavaron tres veces con TBS-Tween durante 5 min cada lavado.
Finalmente, las interacciones antigeno-anticuerpo se revelaron por

quimioluminiscencia, empleando el kit FEMTO (Thermo Fisher™).
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XIl. RESULTADOS

Analisis in silico del gen HP0638

La secuencia del gen HP0638 de la cepa “26695” de H. pylori se obtuvo en formato
FASTA de la base de datos del NCBI con el nimero de acceso (NC_000915).
Ademdas, mediante la base de datos del BioCyc se localizé al gen de 918 nucledtidos
(nt), en la regidon del cromosoma de H. pylori que va de los 684,774->685,691 nt,
entre los genes HP0637 y HP0639 (Fig. 19). EI gen HP0638 también se conoce

como oipA u omp1l3.

HP0636
¢ B +HPo638 (0MP13) HP0639 | papS: poly (A) polimerasa

L
684,000 684,500 685000 685500 686,000 686,500 687,000 687,500

Figura 19. Localizacion del gen HP0638 en el genoma de H. pylori. El gen HP0638 se
localiza 176 nt rio abajo del gen HP0637 y 43 ntrio arriba del gen HP0639. Datos obtenidos
del servidor de BioCyc.

Posteriormente, se analizo la secuencia de nt, con la intencion de buscar la region
de repetidos CT. Esta regidn se localizé en el inicio de la secuencia de nucleétidos
del gen, encontrando un total de seis repeticiones CT (Fig. 20). Por lo que de
acuerdo con lo reportado (Yamaoka et al., 2000), si los repetidos son multiplos de
3, como es el caso, la secuencia se encuentra en marco y por ende la proteina

deberia ser traducida de manera completa y funcional, es decir en fase “ON”.
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A

>NC 000915.1:684774-685691 Helicobacter pylori 26635, complete sequence
ATGAAAMMAGCTCTCTTACTAACTCTCTCTCTCTCGTTCTGGCTCCACGCTGARAGGAATGGATTTTATT
TAGGTTTAAATTTTCTAGAAGGAAGCTATATTAAAGGACAAGGTAGCATCGGCAAARAAGCTTCAGCAGA
AAACGCCTTAAATGRAAGCGATCAATAACGCARAAANTTCATTATTCCCTAACACARAAGCCATAAGAGAT
GCACAAMACGCCTTAAATGCAGTGAARGATTCAAACAARATCGCTAGCCGATTCGCAGGAAATGGTGGAT
CGGGCGGTCTTTTTRAATGAGCTCAGCTTTGGGTATAAATATTTTTTGGGTARARAMAGGATTATAGGGTT
TAGGCACTCTCTTTTTTTCGGTTACCAACTTGGTGGCGTTGGTTCTGTTCCTGGTAGCGGTTTAATCGTT
TTTTTACCCTATGGTTTCAATACGGATTTGCTCATTAATTGGACTARCGATAAGCGAGCGTCCCAARRAT
ATGTTGAACGAAGGGTARAAGGGCTCTCTATATTTTACARAGATATGACCGGCAGAACGCTAGACGCTAR
TACATTAARAARAGCATCAAGGCATGTATTTAGAARATCTTCAGGGCTTGTGATTGGCATGGAACTAGGG
GGTAGCACTTGGTTTGCAAGTAACAATCTCACCCCTTTCAATCAAGTCAAGAGTCGCACGATTTTTCAGT
TGCAAGGAAAATTTGGCGTTCGTTGGAATAATGATGAATACGATATTGATCGCTATGGCGATGAAATCTA
TCTTGGAGETTCTAGTGTTGAATTAGGGGTTARAGTGCCAGCGTTTAAAGTCAATTACTATAGCGATGAT
TATGGGGATAAATTGGATTATAARAGAGTGGTGAGCGTTTATCTTAACTATACATATAACTTTAAAAACH
AACATTARA

5 o¥oYoYoYofo
rrrrtt

[ATG-AAA—AAA-G CT-CTC-TTA-CTA-ACT.CTC TCT CTC-TCG-TTC-TGG-CTC-CAC ]
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Figura 20. Secuencia del gen oipA de H. pylori. (A) Secuencia completa de nucleétidos
del gen HP0638. En color amarillo se resalta la secuencia que posee la region de
dinucledtidos repetidos CT. (B) La regién con 6 repetidos CT se aprecia mejor en letras
rojas. Ademas, se sefala la secuencia de aminoacidos que es codificada por estos
nucléotidos.

Analisis in silico de la proteina OipA

En la misma base de datos NCBI se consulté la secuencia de la proteina OipA, la
cual presento6 un total de 305 aa y una clave de acceso de WP_000709741.1. Para
corroborar que las proteinas OipA y Omp13 son la misma molécula, se realizé un
blast en los servidores de Uniprot y HMMER, encontrando que efectivamente la
proteina OMP13 tiene un 100% de identidad con OipA y un valor elevado de E, igual
a 2.5e2% (Tabla 3).
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Tabla 3. Blast de la secuencia de OipA en las bases de datos de Uniprot y HMMER.

Cédigo
AOA1Y3E2N2
025355

AOA2J9KJIATY

Cddigo

025355_HELPY

025791_HELPY

025556_HELPY

025772_HELPY

UNIPROT
Nogg[:igs la Especie Identidad
Membrane protein H. pylori SS1 100%
Outer membrane H. pylori 700392 / 100%
protein 13 (Omp13) 26695
g‘éttgr:”:?girggory H. pylori 26695 100%
HMMER
Nombre de la :
protefna Especie E-value
H. pylori
Outer membrane .
, (strain 700392 / 2.5e201
protein (Omp13) 26695)
H. pylori
Or‘étt‘zn”}%”%brg%e (strain 700392 / 6.3 e-13
P P 26695)
H. pylori
Outer membrane .
: (strain 700392 / 8.4 e-12
protein (Omp19) 26695)
H. pylori
%‘éﬂiznﬂgﬂbrggf (strain 700392 / 9.4 09
P P 26695)

Adicionalmente, se realiz6 un alineamiento de las secuencias de OipAy Omp13 en

el servidor Phylogeny.fr (Muscle 3.8.31), comprobando que ambas secuencias son

idénticas (Fig. 21).

Dado que ambas proteinas son la misma, en los analisis subsecuentes se empleo

el cédigo de acceso 025355, reportado para OMP13, ya que existe mas informacion

de esta proteina en la base de Uniprot.
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Ompl3
WP_0ee7e97

Ompl3
WP_@ea7a97

Ompl3
WP_2ea7as7

Ompl3
WP_oee7o97

Ompl3
WP_0ea7e97

Ompl3
WP_@ea7a97

MEKALLLTLSLSFWLHAERNGFYLGLNFLEGSYIKGQGSIGKKASAENALNEATINNAKNS
MEKKALLLTLSLSFWLHAERNGFYLGLNFLEGSYIKGQGSIGKKASAENALNEATNNAKNS

LFPNTKAIRDAQNALNAVKDSNKIASRFAGNGGSGGLFNELSFGYKYFLGKKRIIGFRHS
LFPNTKAIRDAQNALNAVKDSNKIASRFAGNGGSGGLFNELSFGYKYFLGKKRIIGFRHS

LFFGYQLGGVGSVPGSGLIVFLPYGFNTDLLINWTNDKRASQKYVERRVKGLSIFYKDMT
LFFGYQLGGVGSVPGSGLIVFLPYGFNTDLLINWTNDKRASQKYVERRVKGLSIFYKDMT

GRTLDANTLKKASRHVFRKSSGLVIGMELGGSTWFASNNLTPFNQVKSRTIFQLOQGKFGY
GRTLDANTLKKASRHVFRKSSGLVIGMELGGSTWFASMNLTPENQVKSRTIFQLQGKFGY

RWNNDEYDIDRYGDEIYLGGSSVELGVEKVPAFKVNYYSDDYGDKLDYKRVVSVYLNYTYN
RWNNDEYDIDRYGDEIYLGGSSVELGVKVPAFKVNYYSDDYGDKLDYKRVVSVYLNYTYN

FKNKH
FEKNKH

Figura 21. Alineamiento de las proteinas Omp13 y OipA (WP_0007097). El analisis se
llevé a cabo en el servidor Phylogeny.fr (Muscle 3.8.31). En color cian se marcan los
aminoacidos idénticos.

Andlisis de la secuencia primaria de OipA

Para saber si la proteina OipA de H. pylori tiene homologia con otras proteinas
presentes en H. pylori y en otros organismos, se realizé un blast en el servidor de
Uniprot. La busqueda arrojo un total de 59 secuencias, de las cuales solo 18
pertenecen a H. pylori (Fig. 22). La mayoria de las proteinas encontradas
pertenecen a la familia OMP, aunque su homologia es baja (del 26-30%) con

OipA/OMP13 y muchas de ellas ain no se han caracterizado (Fig. 22).

En especial se analizd la homologia de OipA con proteinas de H. sapiens, esto con
la intencion de en un futuro producir anticuerpos especificos contra esta proteina y
evitar una reaccion cruzada inespecifica en el huésped. Los resultados muestran 4
proteinas con valores importantes de identidad (del 32-50%), como el antigeno 17
asociado al esperma (50%) (Fig. 23). Sin embargo, dado que los tejidos a analizar
en el huésped seran el tracto gastrointestinal y el pancreas, es posible que no exista

una deteccidn inespecifica.
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Entry Protein names Identity
5 80 ]

025355 ) X ) . I 100.0%
Quter membrane protein (Omp13) (Helicobacter pylori (strain ..}

025772 . . . . . 28.02%
Quter membrane protein (Omp26) (Helicobacter pylori (strain ...}

025791 ———————— 29.3%
Outer membrane protein (Omp27) (Helicobacter pylori (strain ...}

025570 . . . . —— 28.5%
Outer membrane protein (Omp20) (Helicobacter pylori (strain ...}

025556 . . . . I 28.7%
Outer membrane protein (Omp19) (Helicobacter pylori (strain ...}

025840 . . . . I 28.7%
OQuter membrane protein (Omp28) (Helicobacter pylori (strain ...}

025086 . ) } . I 25.7%
Quter membrane protein (Omp9) (Helicobactar pylori (strain ...}

034523 ) X ) . L —— 29.5%
Quter membrane protein (0Omp29) (Helicobacter pylori (strain ..}

025571 ) X ) . — 27.5%
Quter membrane protein (Omp21) (Helicobacter pylori (strain ..}

025015 ) . ) X ——— 28.8%
Quter membrane protein (Omp6) (Helicobacter pyleri (strain ...}

024870 ) . ) X I 25.2%
Outer membrane protein (Omp2) (Helicobacter pylori (strain ...}

025036 ) . ) X — 25.8%
Outer membrane protein (Omp8) (Helicobacter pylori (strain ...)

025222 . . . . —— 26.1%
Outer membrane protein (Omp12) (Helicobacter pylori (strain ...}

025580 . . . . — 26.1%
Outer membrane protein (Omp22) (Helicobacter pylori (strain ...}

Figura 22. Alineamiento de OipA con proteinas de H. pylori y de otros organismos.
La secuencia de aminoécidos de OipA se comparo con proteinas de la misma bacteria 'y de
otros organismos, en la base de datos Uniprot.

Match hit
Entry Protein names Identity
E &0 80

AOASC2GQA45 . — 32.8%
IG c1516_heavy_IGHV3-9_IGHD3-22_IGH]3 (Homo sapiens)

Q1XH10 —_—— 34.8%

1"" SKI/DACH domain-containing protein 1 {Homo sapiens)

QoQ75% i 50.0%

?’I Sperm-associated antigen 17 (Homo sapiens)

Q5TDG6E . . . — = 50.0%
Sperm-associated antigen 17 {(Homo sapiens)

Figura 23. Alineamiento de OipA de H. pylori con proteinas de H. sapiens. La secuencia
de aminoécidos de OipA se compar6 con proteinas humanas, en la base de datos Uniprot.

Al respecto y de manera adicional, se realiz6 una busqueda de péptidos epitopos-
especificos de la proteina OipA, mediante el servidor BC PREDS SERVER 1.0. El
péptido elegido tuvo una longitud de 20 AA (GKKASAENALNEAINNAKNS), a partir

de los residuos 41-61, con un score de 0.982.

A la par se realizé un blast de la secuencia del péptido contra la base de datos de
proteinas de la misma H. pylori, del raton (Mus musculus) y del humano (Homo
sapiens), raton y de la misma H. pylori. En el caso de H. pylori, este analisis mostré
gue la secuencia del péptido tiene un 100% de identidad Uunicamente con OipA 'y

con ninguna otra proteina (Fig. 24A). En el caso del blast del péptido contra las
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proteinas de humano se observd una diferencia respecto al blast anterior (Fig.23),
ya que se encontré una proteina (Miembro 1 de la familia O que contiene el dominio
de homologia de pleckstrina) con un valor de identidad (78%) (Fig. 24B) la cual no
aparecio en el blast anterior y de acuerdo con la informacion proporcionada por el
mismo servidor Uniprot, esta proteina esta4 presente en mioblastos, por lo tanto,
tampoco presentaria un problema, ya que se trabajara con células pancreaticas. Por
ultimo, el analisis de las proteinas de ratdn contra la secuencia del péptido no mostré

ninguna proteina que pudiera tener algin tipo de homologia

Overview
Show all 250
Match hit
Entry Protein names Identity
160 & L]
Q6T514 100.0%
Proinflammatory cuter membrane protein (Helicobacter pylori)
Q6TSI1 ‘ . ‘ ) 100.0%
Proinflammatory outer membrane protein (Helicobacter pylori)
Q6T510 . 100.0%
Proinflammatory cuter membrane protein (Helicobacter pylori)
Q6TSIE ‘ . ‘ ) 100.0%
Proinflammatory outer membrane protein (Helicobacter pylori)
Overview
Match hit
B Protein names Identity
Q53GL0 "I 75.0%
*@{ Pleckstrin homelogy domain-containing family O member 1 (Homo sapiens)
Q5Q759 n. 58.8%
*d Sperm-associated antigen 17 (Homo sapiens)
B4DY45 . —_—— 75.0%
Pleckstrin homology domain-containing family O member 1 (Homo sapiens)
Q5TDG6 . . . B —— 58.8%
Sperm-associated antigen 17 (Homo sapiens)

Figura 24. Alineamiento del péptido OipA contra proteinas de H. pyloriy del humano.
La secuencia del péptido OipA elegida se comparo con las proteinas de H. pylori (A) y con
proteinas del humano (B).

Como se mencion anteriormente, la proteina OipA se compone de 305 AA en total.
Usando esta secuencia, se analizaron las caracteristicas fisicoquimicas de peso
molecular, punto isoeléctrico y vida media en cultivo, ademas de la proporcién de
AA, empleando el servidor ProtParam. Los resultados muestran que OipA tiene un
peso molecular tedrico de 34.1 kDa, un punto isoeléctrico de 9.78 y una vida media
de 30 h en reticulocitos de mamiferos (in vitro), >20 h en levadura (in vivo) y >10 h
en Escherichia coli (in vivo). En cuanto a la proporcion de aminoacidos
predominantes, estos corresponden a: glicina (11.1%), leucina (10.5%), lisina
(8.9%), asparagina (8.9%) y serina (8.2%) (Tabla 4).
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Tabla 4. Proporcion de aminoacidos presentes en OipA.

Hidrofébicos

Hidrofilicos  Aromaéaticos

Cargados
positivamente

Cargados
negativamente

Glicina Serina Fenilalanina Lisina Acido aspartico
(11.1%) (8.2%) (6.9%) (8.9%) (4.6%)
Alanina Treonina Tirosina Arginina Acido glutamico
(5.9%) (3.6%) (5.9%) (4.9%) (3.3%)
Valina Prolina triptofano Histidina 100%
(5.6%) (1.6%) (1.3%) (1.3%) 0
Leucina Asparagina
(10.5%) (8.9%)
Isoleucina Glutamina
(4.6%) (2.3%)
Metionina
(1%)

En cuanto a la busqueda de dominios en la proteina, se consultaron los servidores

PROSITE, InterPr y SMART y no se encontré ninguno. Sin embargo, en los

servidores NCBI y Pfam se localiz6 un dominio llamado HP_OMP (proteinas
externas de membrana de H. pylori), con un patrén alternado de aminoéacidos

hidrofébicos, similar al de las porinas (Tomb et al., 1997), las cuales pertenecen a

la superfamilia de las proteinas externas B-barril (OM channels). ElI dominio
HP_OMP de OipA se encuentra en la region carboxilo terminal de la proteina
(residuos 100 al 300) (Fig. 25).

Conserved domains on [gi|446632395 | ref| WP_000709741]]
outer inflammatory protein OipA [Helicobacter pylori]

View | Concise Results |

Protein Classification

outer membrane protein (domain
outer membrane protein similar to He cobacter Dv or Hcp fam ly proteins and BabA adhesin, which mediates binding to fucosylated ABH antigens of the ABO blood group

Graphical summary [BEZ R Ciaag] show extra options » )
1 S0 100 150 200 250 308
Query seq. w

Specific hits
Superfanilies

OM_channels superfamily

[ Search for similar domain architectures | @ [Refine search | @

List of domain hits

Name  Accession
H HP_OMP pfam01856

Description
Helicobacter outer membrane protein: This family seems confined to Helicobacter. It is

Interval E-value
101-301 3.83e-3

Figura 25. Dominios conservados en la proteina OipA. Mediante el servidor NCBI se

identificé un dominio presente en la proteina, el cual es muy conservado en proteinas con
funcién de adhesina y/o porinas.
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Ademas, se analizaron los dominios presentes en proteinas homoélogas a OipA. Los
datos muestran que seis proteinas de H. pylori poseen el dominio HP_OMP vy
pertenecen a la misma familia de adhesinas/porinas que OipA, es decir, a la familia
Hop/Hor (Fig. 26).

Por otra parte, mediante el servidor ModPred se buscaron posibles modificaciones
postraduccionales en OIpA. Los resultados predicen que esta proteina puede
presentar fosforilaciones, glucosilaciones (O-glucosilacion y N-glucosilacion) vy
acetilaciones. Los sitios que pueden fosforilarse son nueve residuos de serina (10,
12, 39, 94, 132, 173, 193, 200 y 262); mientras que los sitios que pueden sufrir N-
glucosilaciones son los residuos 153 (NWTN) y 296 (NYTY), en tanto que la serina
193 puede presentar O-glucosilacion. Por ultimo, se identificaron 15 residuos de
lisina que pueden ser acetiladas (2, 3, 35, 42, 43, 79, 83, 158, 163, 191, 199, 273,
284, 302 y 304) (Fig. 27).

6 Exact match with query architecture: HP_OMP, example: 025355 HELPY®@ View Score

HPICAMP:

(025355 HELPY® Sequence Festures HPTOMP! 305
Helicobacter pylor

(strain ATCC 700392/

26695)2

025772_HELPY® Sequence Fealures HEIOMP
Helicobacter pylor

(strain ATCC 700392/

26695)2

0250 BG_HELP‘f@ Sequence Festures HPTaM!
Helicobacter pylor

(strain ATCC 700392/

26695)2

H5VDY3_HELBIZ Sequence Festures HENOMP 137
Helicobacter

bizzozeronii CCUG

355452

025570 HELPY® Sequence Festures FIRECMER 515
Helicobacter pylor

(strain ATCC 700392/

26695)2

025571_HELPY®& Sequence Features HEACAMENS 520
Helicobacter pylor - -
(strain ATCC 700392/

26695)2

Figura 26. Dominio HP_OMP en proteinas homologas a OipA de H. pylori. Se
identificaron 6 proteinas con el dominio HP_OMP y todas pertenecen a la familia Hop/Hor.
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Modificaciones post-traduccionales

Dominios

B Helicobacter pylori Outer Membrane Protein (HP_OMP) @ N-Glucosilacion

[ pPéptido sefial (PS) @ 0-Glucosilacién

[ Repetidos CT F) Fosforilacion
° Acetilacién

Figura 27. Dominios y posibles modificaciones postraduccionales de OipA. En el
esquema se muestra la posicion de los dominios y las posibles glucosilaciones,
fosforilaciones y acetilaciones que fueron predichas por el servidor ModPred.

El péptido sefial fue ubicado en el extremo N-terminal, a partir del residuo 1-20,
empleando el servidor Predisi. El sitio de corte de este péptido se encuentra entre

los aminoé&cidos 17 y 18 (Fig. 27).

Finalmente, el servidor Psortb confirma que OipA est4 localizada en la membrana
externa de H. pylori, y de manera interesante se predice que esta proteina puede

ser secretada.

Analisis de la secuencia secundaria de OipA

Con el objetivo de estudiar la estructura secundaria de OipA, se empled el servidor
Psipred para calcular el porcentaje de a-hélices, laminas- B y enrollamientos. Los
resultados muestras que esta proteina estd compuesta principalmente de regiones
de laminas B y enrolladas y superenrolladas con un mismo porcentaje (46%),
mientras que las a-hélices representan un 9% de su secuencia. Cabe mencionar
gue el inicio de la secuencia, correspondiente a casi todo el péptido sefal (residuos
2-19), presenta una conformacion de a-hélices, en tanto que el domino HP_OMP

(residuos 100-300), adopta la conformacién de B-plegadas (Fig. 28).

Por su parte, las regiones transmembranales tipo a-hélice se identificaron usando
el servidor TOPCONS. Los datos indican que en la proteina existen dos regiones
transmembranales: la primera (TM1) va del residuo 92-106 y la segunda (TM2) va
del residuo 121-145 (Fig. 29).
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Figura 28. Prediccion de la estructura secundaria de OipA. Las diferentes

—
<HHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEEEEEEEEEECCCCCCCcCcCccCccccCCcC
MKKALLLTLSLSFWLHAERNGFYLGLNFLEGSYI KGQGSI GKKASAENAL

10 20 30 40 50

CHHHHCCCcccccccCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEE
NEAI NNAKNSLFPNTKAI RDAQNALNAVKDSNKI ASRFAGNGGSGGLFNE

60 70 80 20 100

—
EEEEEEEEECCCCEEEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCEEEEEEECEEEE
LSFGYKYFLGKKRI I GFRHSLFFGYQLGGVGSVPGSGLI VFLPYGFNTDL

110 120 130 140 150

EEEEECCCCCCCCCEEEEECCCCEECCCCcCCcCCcCCcCCcCCcCCCHHHCCCcCcCcccccccc
LI NWTNDKRASQKYVERRVKGLSI FYKDMTGRTLDANTLKKASRHVFRKS

160 170 180 190 20

=]

CCCEEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCEEECEEEEEEEEEEEEEEECCCEEE
SGLVI GMELGGSTWFASNNLTPFNQVKSRTI FQLQGKFGVRWNNDEYDI D

210 220 230 240 25

-]

CCCCEEECCCCEEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCEEEEEEEEEEEEEEEEE
RYGDEI YLGGSSVELGVKVPAFKVNYYSDDYGDKLDYKRVVSVYLNYTYN

260 270 280 290 30

3

conformaciones o-hélices (rosa), B-plegadas (amarillo) y enrollamientos (lineas grises) se
localizaron en la secuencia de la proteina mediante el servidor de PSIPRED.

En tanto que las regiones transmembranales tipo B-barril se localizaron empleando
el servidor BOCTOPUS, el cual calcul6 un total de seis regiones: TM1 (115-126 AA),
TM2 (142-153 AA), TM3 (203-214 AA), TM4 (232-243 AA), TM5 (262-273 AA) y TM6
(290-300 AA) (Fig. 30).
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Figura 29. Regiones transmembranales a-hélice de la proteina OipA. El servidor
PolyPhobius acoplado al servidor principal TOPCONS, identifico las regiones en las que las
a-hélice podrian entrar y salir de la membrana, ubicando dos regiones transmembranales:

TM1 (92-106 AA) y TM2 (121-145 AA).
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Figura 30. Regiones transmembranales B-barril de la proteina OipA. Usando el servidor
BOCTOPUS se identificaron las posibles regiones transmembranales tipo - barril. Las
lineas rojas sefialan las zonas que posiblemente sean regiones transmembranales: TM1
(115-126 AA), TM2 (142-153 AA), TM3 (203-214 AA), TM4 (232-243 AA), TM5 (262-273

AA) y TM6 (290-300 AA).
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De manera adicional, mediante el servidor PRED TMBB se obtuvo la topologia de
las regiones B-barril en la membrana, observando que el extremo NHz y COOH

estan orientados hacia el periplasma (Fig. 31).
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Figura 31. Representacion bidimensional de la topologia de las regiones B-barril de
OipA. La imagen muestra la posible distribucién de los aminoacidos de OipA en la
membrana. En color azul se marcan los amino4cidos cargados negativamente, en rojo los
residuos cargados positivamente y en gris los aminoacidos neutros. Las esferas con dobles
lineas grises representan la bicapa lipidica y los nimeros verdes representan el nimero de
aminodcido. IN: espacio periplasmico. OUT: espacio extracelular.

Andlisis de la secuencia terciaria de OipA

En vista de que no se cuenta con el cristal de la proteina OipA, se predijo su modelo
tridimensional en el servidor I-TASSER. Este servidor arroj6 cinco posibles modelos
y se eligié el modelo con el valor de C més alto. El valor de C es una puntuacion de
confianza que permite estimar la calidad de los modelos. En este caso los modelos
presentaron los siguientes valores: modelo 1, C=-4.49; modelo 2, C=-4.70; modelo
3, C=-3.73; modelo 4, C=-4.82; y modelo 5 C=-4.91; por tal motivo se eligio el
modelo 3. Este modelo fue predicho tomando como base el cristal de la proteina de
membrana externa mayor de Thermus thermophilus. La estructura presenta 10

laminas B y tres a-hélices pequefas (Fig. 31). Ademas, los extremos N- y C- estan
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orientados hacia la parte interna de la membrana, lo que concuerda con la

prediccién de la topologia de las laminas B orientadas hacia el periplasma (Fig. 32).

Figura 32. Modelo tridimensional de OipA. La prediccion de la estructura 3D se llevo a
cabo en el servidor I-TASSER. tomando como base el cristal de la proteina de membrana
externa mayor de Thermus thermophilus. En color cian se aprecian las estructuras tipo a-
hélice, en color rojo las laminas B y en color purpura las regiones enrolladas vy
superenrolladas. Los circulos naranjas muestran el extremo NH; terminal y los circulos
verdes muestran el extremo COOH. Se muestran diferentes vistas del mismo modelo 3D.

La validacién de esta estructura terciaria propuesta para OipA se realiz6 mediante
el grafico de Ramachandran, empleando el servidor Zlab. En el grafico se muestra
gue la mayoria de los aminoacidos se ubican en las regiones de alta preferencia
(89.13%), en tanto que un 10.56% de los residuos se localizan en zonas de
preferencia y solo 3.3% tienen una posicion cuestionable (Fig. 33). De manera que

se puede sugerir que el modelo propuesto en este trabajo representa en buena
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medida a la estructura tridimensional de OipA. Por su puesto, dicho modelo debera

confirmarse cuando en un futuro se cristalice a esta proteina.
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Figura 33. Grafico de Ramachandran del modelo de OipA. Usando el servidor Zlab se
realizé la validacion del modelo 3D de OipA, generado por el servidor I-TASEER. Los
simbolos + en color verde representan los aminoacidos que se localizan en sitios de alta
preferencia; los triAngulos en color naranja muestran los residuos ubicados en zonas de
preferencia; y los circulos rojos representan los aminoacidos colocados en regiones
cuestionables. Las areas en negro y diferentes tonalidades de gris presentan las
conformaciones de alta preferencia (delta > -2); el area en blanco con la cuadricula negra
representa las conformaciones preferidas (-2 > delta > -4); y las areas blancas con la
cuadricula gris indica la regién cuestionable (delta < -4).
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Posibles interacciones de OipA con otras proteinas de H. pylori

Con la finalidad de conocer que proteinas de H. pylori tienen relacion con OipA, se
llevd a cabo un interactoma en el servidor String. En este andlisis se encontrd que
OIipA se asocia con 8 proteinas (Fig. 34): con otras OMPs, como son HP_0796
(0.839) y HP_1501 (0.660); con miembros de la isla CagPAI, como CagE, CagT y
Cag; con una fosfolipasa A HP_0499 (0.797), que contribuye con la sobrevivencia
bacteriana en condiciones acidas (Moore, 2001); con una tiol peroxidasa Tpx (0.507),
gue participa en la proteccion contra el estrés oxidativo y la destoxificacién de
peroxidos; y con la proteina HP_0637 (0.549), aun sin caracterizar. Las funciones

especificas de cada proteina estan concentradas en la tabla 5.
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Figura 34. Interactoma de OipA con otras proteinas de H. pylori. OipA (HP_0638)
representada con la esfera roja, se asocia con 8 proteinas de esa bacteria. Analisis llevado
a cabo en el servidor String.
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Tabla 5. Funciones de las proteinas de H. pylori que se pueden asociar con OipA. El
interactoma se llevo a cabo en el servidor String y la funcién de cada proteina se busco en
Uniprot. Ademas, se muestran los valores de asociacion o score.

Gen Funcion Score
HP_0796 OMP 0.839
HP_0499 Fosfolipasa A (sobrevivencia  en 0.797

condiciones &cidas)

Miembro de la isla CagPAl, involucrado en
CagE la transferencia de DNA y requerido para 0.780
la induccion de IL-8 en células gastricas

HP_1501 OMP 0.660
CagT Miembro de la isla CagPAl 0.630
HP_0637 Sin caracterizar 0.549

Miembro de la isla CagPAl. Antigeno
asociado a citotoxicidad; puede ser
necesario para la transcripcion,
plegamiento, exporte o funcion de CagA

Cai 0.509

Tiol peroxidasa que participa en la
Tpx proteccion contra el estrés oxidativo y 0.507
destoxificacion de peroxidos

Estos hallazgos permiten sugerir que OipA, a través de su asociacion con miembros
de la isla de patogenicidad CagPAl, podria participar en la inflamacion inducida por
IL-8. Ademas, mediante su interaccion con ciertas enzimas, podria contribuir con la
proteccion de la bacteria contra el estrés y asi permitir su supervivencia en el
hospedero. Sin embargo, se debe determinar si estas asociaciones son directas o

indirectas, ademas de validarse experimentalmente.
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Caracterizacion molecular de las cepas de H. pylori

Antes de genotipificar a las cepas de H. pylori con respecto al estado funcional del
gen OIpA, se caracterizaron estas bacterias, analizando la presencia de los genes
constitutivos ribosomal 16s, ureA y gimM, mediante ensayos de PCR. Ademas,
dado que se ha relacionado la expresiéon de OipA con la presencia de CagA
(Yamaoka et al., 2000; Kudo et al., 2004; Odenbreit et al., 2009; Torres et al., 2014)
también se monitoreo al gen cagA en las diferentes cepas. En las bacterias
Hp43504 y Hp51932 se amplificaron cuatro fragmentos de 120, 400 y 294 pb,
correspondientes a regiones internas y codificantes de los genes 16s, urea y gimM,
respectivamente. Ademas, solo se presentd un fragmento de 350 pb, cuando se
emplearon oligonucledtidos especificos de cagA en la clona Hp43504 y no asi en
las bacterias Hp51932, corroborando que son CagA+y CagA-, respectivamente (Fig.
35).

De manera adicional, se analizo la expresion de la proteina CagA en las cepas
bacterianas Hp26695, Hp43504 y Hp51932, mediante ensayos tipo Western blot y
empleando un anticuerpo especifico anti-CagA. Los resultados muestran que
Unicamente en los lisado de las cepas Hp26695 y Hp43504 (CagA+), pero no en el
de Hp51932 (CagA-), se detectd una banda de 130 kDa, correspondiente al peso

molecular reportado para la proteina CagA (Fig. 36).

Con ambos ensayos se puede concluir que las cepas de H. pylori poseen genes
constitutivos y expresan diferencialmente la proteina CagA, confirmando que se
tratan de clonas CagA+ (Hp26695 y Hp43504) y CagA- (Hp51932).
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Figura 35. Amplificacion de fragmentos de los genes ribosomal 16s, ureA, gimM y
cagA de H. pylori. Ensayos de PCR empleando DNA gendmico y oligonucleétidos
especificos para amplificar fragmentos de los genes sefialados, a partir de las cepas
Hp43504 y Hp51932. Control: reaccion sin DNA molde.
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Figura 36. Expresiéon de CagA en diferentes cepas de H. pylori. Ensayos tipo Western
blot empleando un anticuerpo anti-CagA en lisados de las cepas Hp26695, Hp43504 y
Hp51932.

Presencia del gen oipA en H. pylori

Con la finalidad de amplificar un fragmento de 430 pb del gen OipA, donde se
encuentra la region de repetidos de la secuencia sefial de las diferentes clonas de
H. pylori, en primer lugar, se estandarizaron las condiciones de PCR, empleando
diferentes temperaturas de alineamiento (TMs) y protocolos de amplificaciéon, segun
Zhao et al., 2020 y Torres, 2014. Cuando se emplearon las condiciones reportadas
por Zhao et al., 2020 (inicio de la desnaturalizacion 5 min a 95°C, 35 ciclos de 45 s
a 95°C, TM de 30 s a 62°C y extension final de 5 min a 72°C), no se encontré ningun
amplificado (Fig. 37). Sin embargo, siguiendo el protocolo reportado por Torres,
2014 (inicio de la desnaturalizacion 3 min a 95°C, 35 ciclos de 30 s a 95°C, TM de
50 s a 52-60°C y extension final de 5 min a 72°C), con diferentes TMs, se logré

obtener el fragmento esperado de 430 pb en todas las cepas analizadas (Fig. 38).
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Dado que a un TM = 54°C se obtuvo una buena cantidad de amplificado, para la
genotipificacion del gen, se empleara esta temperatura, siguiendo las condiciones

de Torres.
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Figura 37. Amplificacion de un fragmento del gen oipA en diferentes cepas de H.
pylori de acuerdo con el protocolo reportado por Zhao et al., 2020. Ensayos de PCR
empleando DNA gendmico y oligonucle6tidos especificos, a partir de las cepas Hp26695,
Hp43504 y Hp51932. Control: reaccién sin DNA molde. El protocolo de amplificacién
utilizado fue el siguiente: inicio de la desnaturalizacion 5 min a 95°C, 35 ciclos de 45 s a
95°C, TM de 30 s a 62°C y extension final de 5 min a 72°C
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Figura 38. Amplificacion de un fragmento del gen oipA en diferentes cepas de H.
pylori de acuerdo con el protocolo reportado por Torres, 2014. Ensayos de PCR
empleando DNA gendmico y oligonucleétidos especificos, a partir de las cepas Hp43504 y
Hp51932. Control: reaccion sin DNA molde. El protocolo de amplificacion utilizado fue el
siguiente: inicio de la desnaturalizacion 3 min a 95°C, 35 ciclos de 30 s a 95°C, TMs de 50
s a 52-60°C y extension final de 5 min a 72°C.

Expresion de OMPs en diferentes cepas de H. pylori

Debido a la falta de un anticuerpo especifico anti-OipA y como una primera
aproximacioén se monitoreo la expresiéon de OMPs en las diferentes cepas de H.
pylori, mediante ensayos tipo Western blot y empleando un anticuerpo comercial
pan anti-OMPs. Este anticuerpo detecto varias bandas correspondientes a diversas
OMPs (Fig. 39), ya que esta familia esta ampliamente distribuida en esta bacteria y
se han reportado varios miembros de esta superfamilia (Alm et al., 2000; Ge et al.,
2001; Webb et al., 2017; Coppens et al., 2018). En particular, llama la atencién la
presencia de una banda con un peso de 37 kDa, que podria corresponder a OipA,
no obstante, el peso de esta banda es superior al reportado en la literatura (34 kDa)

aunque no hay que descartar el analisis de esta banda, ya que quizas la
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concentracion. De manera sorprendente, la expresion de esta proteina es similar en
las tres cepas bacterianas analizadas y que son CagA+ y CagA-, pues se esperaba
una expresion diferencial de OMPs entre las diferentes cepas H. pylori, ya que esto
se ha observado en otros estudios (Ge et al., 2001; Odenbreit et al., 2009) Sin
embargo, seria interesante analizar la banda de 37 kDa identificada en las tres
cepas de H. pylori.
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Figura 39. Expresion de OMPs en diferentes cepas de H. pylori. Ensayos tipo Western
blot empleando un anticuerpo pan anti-OMPs en lisados de las cepas Hp26695, Hp43504
y Hp51932.

Aun falta mucho por caracterizar de esta interesante OMP, sin embargo, el extenso
analisis bioinformatico llevado a cabo en esta tesis contribuira de manera importante
al conocimiento de OipA, su estado funcional, sus interacciones proteicas y su
correlacion con la oncoproteina CagA.
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XIll. DISCUSION

La ubicuidad de H. pylori esta determinada por diversos factores genéticos que son
traducidos en multiples proteinas con participacion en la infeccién, colonizacién y
persistencia de la bacteria en el humano. Especificamente, H. pylori genera
inflamacién crénica en la mucosa gastrica; sin embargo, en afios recientes los
hallazgos sefialan que esta bacteria también tiene efectos en otros érganos
diferentes al estbmago, tal es el caso del pancreas (Gerarda-Gravina et al., 2018;
Cordeiro-Santos et al., 2020). El pancreas es un érgano secretor muy importante
para en el metabolismo, ya que participa en la produccion y liberacion de insulina,

hormona encargada de regular la glucosa en sangre (Frantz et al., 2012).

El éxito de esta bacteria se debe en gran medida a la evolucion de su genoma, la
cual inicié con su migracion fuera de Africa, aproximadamente hace 60,000 afios
(Correa y Piazuelo, 2012). Dentro de los factores genéticos importantes en la
patogenicidad de H. pylori, se encuentran los de la isla de patogenicidad Cag
(cagPAl), la cual codifica para multiples proteinas implicadas en la formacion del
T4SS. Este sistema permite la inyeccion de diversas moléculas, desde el citoplasma
de la bacteria hacia el citoplasma de la célula huésped. Una de las proteinas
inyectadas es la citotoxina CagA, la cual activa vias de sefializacion que modulan
factores de transcripcién relacionados con la expresién de citocinas proinflamatorias
y la formacion de fibras de estrés, involucradas en el cambio del fenotipo celular,
conocido en las células gastricas AGS como fenotipo colibri (Martinez-Carrillo et al.,
2014; Knorr et al., 2021).

Ademas de la oncoproteina CagA, H. pylori presenta una gran cantidad de OMPs
divididas en familias, siendo la Hop la mas amplia y caracterizada. Dentro de esta
familia se encuentra la proteina OipA, la cual esta codificada por el gen HP0638. El
nombre de este gen fue asignado por Alm y colaboradores en el 2000 y
posteriormente, en el mismo afo, la proteina fue nombrada como OipA por
Yamaoka y colaboradores, debido a su relacion con la produccion del mediador
inflamatorio IL-8. Con respecto al gen, se sabe que la cantidad de repetidos CT en

su secuencia de nucleoétidos afectan su estado funcional, a través del mecanismo
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de fase variable SSM, el cual produce una proteina completa o funcional, debido al
estado “ON” del gen o una proteina aberrante o trunca (no funcional), con el gen
“OFF”.

A pesar de la informacion encontrada sobre OipA, existen pocos estudios sobre su
estructura y funcion. Por lo tanto, en este trabajo se analizé el gen HP0638 y la
proteina OipA, principalmente a través de estrategias bioinformaticas v,
experimentalmente en varias cepas H. pylori CagA+ y CagA-. Esto debido a que se
ha reportado una estrecha relacién entre la presencia de CagA, con el estatus
funcional del gen HP0638 (ON/OFF). En este sentido, cuando la cepa es CagA+, el
gen oipA tiene un estatus funcional ON, y por lo tanto se produce la proteina OipA
completa y funcional; en cambio cuando la citotoxina CagA esta ausente, el gen
0ipA suele presentarse en estado OFF (Yamaoka et al., 2000; Torres et al., 2014;
Zhang et al.,2014; Horridge et al., 2017). En este esudio, se emplearon tres cepas
de H. pylori: dos CagA+ (Hp26695 y Hp43504) y una CagA- (Hp51932). Cabe
mencionar que la cepa Hp26695 es la de referencia y es la mayormente utilizada
como control en estudios patogénicos, ya que se considera muy virulenta debido a
la presencia de varios factores de virulencia, como CagA, VacA, slml y BabA2,
entre otros; ademas se le ha asociado con una infeccion mas severa (Mansour et
al., 2010; Matteo et al., 2010; Markovska et al., 2011; Sedaghat et al., 2014).

Con respecto al andlisis in silico, se observé que el gen HP0638 de la cepa Hp26695
se localiza a 100 kb de la isla cagPAl, lo cual sugiere una posible relacién entre oipA
y cagA; aunque se deben llevar a cabo abordajes experimentales para demostrar
dicha asociacion. Ademas, la secuencia génica con numero de acceso NC_000915
(Genebank) posee 6 repetidos CT en el extremo 5, por lo que corresponde al
estatus funcional (ON) del gen, es decir que el marco abierto de lectura no esta
afectado y cuando se transcriba y traduzca se generara una proteina completa y
funcional (Yamaoka et al., 2000; Dossumbekova et al., 2006; Armitano et al., 2013;
Braga et al., 2019).

Con respecto al andlisis in silico de la proteina OipA, se determiné que la secuencia
anotada como Omp13 tiene un 100% de identidad a OipA, por lo que corresponde

63



a la misma proteina. El andlisis fisicoquimico mostré que OIipA esta compuesta
principalmente de aminoacidos hidrofobicos, los cuales debidos a su carga
posiblemente se encuentran embebidos dentro de la bicapa lipidica de la membrana
externa de H. pylori. Ademas, su punto isoeléctrico de 9.78 indica que se trata de
una proteina de naturaleza bésica, lo que coincide con lo mencionado por Kiraga y
colaboradores en el 2007, quienes mencionan gque la mayoria de las proteinas de

H. pylori son bésicas, debido a su adaptacion al medio acido del estomago.

En H. pylori se encontraron proteinas homdélogas a OipA, pero con bajo porcentaje
de identidad, las cuales en su mayoria corresponden a OMPs. Las regiones
similares se encuentran principalmente en el extremo C-terminal, pues ahi se
localiza el dominio HP_OMP, caracteristico de las adhesinas y/o porinas, familia a
la que pertenece OipA (Barragan-Vidal et al., 2014; Voss et al., 2014). Se sabe que
este dominio resulté de la presion evolutiva que redujo el genoma bacteriano y
produjo una simplificacion bioquimica. A través del dominio HP_OMP y del complejo
BAM (B-Barrel Assembly Machinery), se lleva a cabo la biogénesis de las OMPs
(Coppens et al., 2018). Este dominio esta presente en 42 de las 61 OMPs predichas
en el proteoma de H. pylori (Webb et al., 2017). Ademas, permite que proteinas
como OipA puedan ser transportadas desde el citoplasma hacia la membrana
externa de la bacteria, con un minimo de proteinas involucradas, asi como un gasto
energético reducido, lo cual ha representado una ventaja evolutiva para esta
bacteria (Alm et al., 2000; Singh et al., 2014; Webb et al., 2017).

Cabe mencionar que a pesar de que las adhesinas y porinas poseen el mismo
dominio HP_OMP, se sabe que la diferencia en su funcionalidad radica, en parte,
en el extremo N-terminal; aunque en OipA aldn no se han caracterizado dominios en
esta region. En otras proteinas, en la region N-terminal se localizan dominios que
otorgan diferentes funciones, tales como: chaperonas, bacteriocinas, peptidasas y
proteinas de unién al plasminégeno. De esta forma, la caracterizacion de la region
N- terminal de OipA permitiria predecir otras funciones adicionales a la de la
adhesion, pues se ha propuesto que OipA puede ser una proteina

autotransportadora (AT) (Teimournejad et al., 2012). Este tipo de proteinas AT
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pertenecen al sistema de secrecién tipo V (TSSV), estdn ampliamente distribuidas
en bacterias Gram negativas y se clasifican en 6 tipos (Va, Vb, Vc, Vd, Ve y Vf). La
proteina VacA pertenece al tipo Va, uno de los transportadores clasicos con un
dominio B-barril, que funciona como ancla en la membrana externa. Esta region es
necesaria para el transporte del dominio N-terminal hacia el espacio extracelular, el
cual esta compuesto por aminoacidos hidrofilicos que forman una B-hélice y que se
extiende lejos de la superficie bacteriana (Rollauer et al., 2015; Meuskens et al.,
2019). Por su parte, la familia Vf engloba a las adhesinas BabA, SabA y HopQ, las
cuales pertenecen a la misma familia que OipA (Hop). Las proteinas Vf son
diferentes a las AT candnicas, ya que poseen un dominio expuesto y localizado en
la region N-terminal, entre la primera y segunda lamina B del dominio B barril
(HP_OMP), ademas de no tener un dominio AT en el extremo C- terminal como
VacA, en cambio, en esta region se ubica el dominio HP_OMP (Meuskens et al.,
2019).

Otra similitud entre las proteinas AT, VacA y OipA, es que ambas pueden ser
secretadas. Las predicciones in silico reportadas en esta tesis muestran que OipA
posee caracteristicas de una proteina que puede ser secretada, lo cual se apoya en

antecedentes experimentales previos (Chmiela et al., 2018; Melo et al., 2021).

Por otra parte, existe evidencia contradictoria sobre si OipA es realmente una AT,
ya que carece de cisteinas en su secuencia de aminoacidos, en comparacioén con
otras ATs como BabA, SabA y HopQ, las cuales presentan abundantes cisteinas,

gue forman puentes disulfuro (Coppens et al., 2018).

En cuanto a la estructura terciaria de OipA, Teimournejad y colaboradores en el
2012 disefiaron el primer modelo a través del servidor CHP models, observando
gue la estructura era similar a VacA. En esta tesis se realizé un modelaje por
homologia, pero usando el servidor I-TASSER. El modelo resultante fue muy similar
al antes mencionado y presenta caracteristicas estructurales muy parecidas a VacA,
tales como los dominios transmembranales (3-barril en el extremo N-terminal. En
esta region identificamos un total de 10 laminas 3, lo cual coincide con lo reportado

por Webb y colaboradores en el 2017, quienes mencionan que proteinas de la
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familia 1 (Hop/Hor) poseen de 8 a 10 laminas B. En esta tesis, la diferencia
encontrada quiza radique en que el algoritmo de los servidores usados
(BOCTOPUS y TMBB PRED), no esta lo bastante entrenado para analizar

secuencias de las e-proteobacterias, grupo al que pertenece H. pylori.

En la region B-barril se encuentra un dominio hidrofilico pasajero (DHP) conformado
por pequenas a-hélices, separadas por regiones superenrolladas. Esto difiere un
poco del DHP de VacA, compuesto por una elaborada estructura tipo 3-hélice. No
obstante, la proteina EstA de Pseudomonas aeruginosa, la cual pertenece al mismo
grupo que VacA, presenta un DHP tipo a-hélice; por lo tanto, se puede decir que el
dominio hidrofilico N-terminal es estructuralmente muy variable (Filloux, 2011;
Meuskens et al., 2019). El grupo de Teimournejad en el 2017 sugirié que el DHP
quizas sea la parte mas importante de la proteina, en términos de patogénesis y, de
union a la célula huésped. Aunque se desconoce si este dominio permanece unido

a la region B-barril 0 en algin momento es escindido de la proteina.

En el modelo 3D de OipA, se analiz6 la localizacion de las posibles modificaciones
post-traduccionales, encontrando fosforilaciones en aminoacidos expuestos y en
regiones orientadas hacia el espacio periplasmico. Estos sitios de fosforilacion
podrian ser relevantes para su actividad como adhesina y pro-inflamatoria, al ser
blanco de ciertas cinasas y fosfatasas propias de H. pylori. Estas modificaciones
podrian facilitar el contacto directo de la bacteria con la célula huésped, la
translocacion de efectores debido a sus propiedades como AT y ciertos cambios en
la morfologia y supervivencia celular. Al respecto, se ha observado que OipA
favorece la adhesion, afecta varias vias de sefalizacién (pro-caspasa 8, FasL, Bcl-
2 y Bax) y aumenta la apoptosis, produciendo un efecto negativo en la viabilidad de
células gastricas como AGS y KATO Ill, de manera dosis dependiente

(Teimournejad et al., 2017).

Por otra parte, OipA también afecta la fosforilacion de otras proteinas. Aunque se
desconoce el receptor de OipA en la célula huésped, se sospecha que podria ser el
factor de crecimiento epidermal (EGFR), ya que se ha observado que esta OMP es
mayormente responsable de la fosforilacion de FAK. Ademas, OipA esta involucrada
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en la activacion de paxilina, induciendo la fosforilacion de los residuos Y31y Y118,

de manera dosis dependiente (Tabassam et al., 2011; Zhang et al., 2014).

En este estudio identificamos posibles sitios de N- y O-glucosilacion en la secuencia
de aminoacidos de OipA. Esta modificacion post-traduccional podria llevarse a cabo,
pues se sabe que H. pylori posee la maquinaria para generar glucosilaciones.
Proteinas modificadas por estos carbohidratos facilitan la adhesién de la bacteria a

la célula huésped y modulan diversos procesos celulares (Lu et al., 2015).

OipA también puede sufrir acetilaciones en regiones expuestas de su estructura
tridimensional. Al respecto se sabe que H. pylori es capaz de acetilar sus propias
proteinas para evitar su degradacion, ademas estas proteinas pueden participar en
el metabolismo de aminoacidos y lipidos (Macek et al., 2019; Tejada-Arranz et al.,
2021).

Con la finalidad de cumplir sus funciones, es posible que OipA deba interactuar con
otras proteinas bacterianas, por lo que se llevo a cabo un interactoma para predecir
posibles asociaciones. Las interacciones mas notables fueron con algunas
proteinas de la isla cagPAIl (Cai, CagE y CagT), las cuales estan asociadas con
procesos inflamatorios. Este resultado era de esperarse, debido a que, como se
menciond anteriormente, se ha observado una relacion entre CagA y OipA, por lo
gue no es raro que pueda asociarse con otras proteinas Cag. Adicionalmente, se
encontro interaccion de OipA con la fosfolipasa A, la cual permite la supervivencia
de H. pylori en el medio &cido. Al ser OipA una proteina bésica, es posible que esta
fosfolipasa la proteja del medio acido del estobmago (Kiraga et al., 2007). Finalmente,
OipA también podria asociarse con otras OMPs que aun no han sido caracterizadas

y que quizas contribuyan con la actividad de OipA.

Por otra parte, se buscé la homologia de OipA con proteinas del humano y solo se
encontraron moléculas con baja similitud como el antigeno 17 asociado a esperma,
cuya expresion tejido-especifica no representaria un problema de reactividad
cruzada, si en un futuro se disefia un anticuerpo anti-OipA para reconocer a esta

proteina de H. pylori en el tejido gastrico o pancreatico del huésped.
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En cuanto a la parte experimental de esta tesis, trabajamos con diversas cepas
bacterianas para estudiar en ellas el estado funcional del gen oipA, el cual es
fundamental para determinar la relevancia de la proteina en la patogenicidad de H.
pylori. Asi en primer lugar, se llevé a cabo una caracterizaciéon molecular de los
genes 16S, ureA y glm en las cepas Hp26695, Hp43504 y Hp51932. Una vez
corroborada la presencia de estos genes, procedimos a verificar la existencia del
gen y la proteina CagA, ya que estas cepas son CagA+ y Cag-. Como era de
esperarse, y empleando técnicas de PCR y Western blot, las cepas Hp26695 y
Hp43504 presentaron el geny la proteina CagA, en tanto que las bacterias Hp51932
no poseen el gen cagA y por lo tanto carecen de esta proteina. Una vez
caracterizadas estas cepas bacterianas, se procedio a amplificar el gen oipA,
probando diferentes protocolos y TMs. La metodologia propuesta por Torres y
colaboradores (2014) y la TM de 54°C fue la mas apropiada para lograr una
amplificacion eficiente de este gen. Falta por secuenciar la region de repetidos CT
para determinar el estado ON u OFF del gen, ya que si son multiplos de 3 se
producira una proteina completa y funcional, pero si no son maltiplos, se generara
una proteina aberrante o trunca. Ademas, sera interesante hacer la correlacion con
la expresion de la citotoxina CagA, sobre todo en términos de patogenicidad y

virulencia de la bacteria.

Asimismo, como un intento de analizar la expresion de la proteina OipA, se recurrio
al uso de un anticuerpo comercial, el cual reconoce una amplia diversidad de OMPs,
mediante ensayos de Western blot. El anticuerpo identific6 varias bandas de
diferentes pesos moleculares (17-70 kDa), pero una de ellas fue de 37 kDa, el cual
se aproxima al peso reportado (34 kDa) para OipA (Kudo et al., 2004; Mahboubi et
al., 2014; Horridge et al., 2017). La diferencia en tamafo puede deberse a alguna
de las modificaciones post-traduccionales mencionadas anteriormente. Algo
inesperado fue que esta banda no cambia de cantidad en las diferentes cepas
analizadas, sugiriendo que OipA no se relaciona con la expresion de CagA o que la
banda no corresponde a OipA. En este punto es fundamental contar con un

anticuerpo especifico para OipA, que permita responder con certeza esta disyuntiva.
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En resumen, el gran aporte de esta tesis radica en el estudio bioinformético llevado
a cabo a profundidad sobre el gen HP0638 y la proteina OipA. En particular sobre
Su estructura primaria, secundaria y terciaria, asi como la caracterizaciéon de sus
dominios, posibles modificaciones postraduccionales e interacciones con otras
proteinas bacterianas. Determinar el estado funcional de este gen y la expresion
adecuada de la proteina, contribuira a entender su asociacion con otros factores de
virulencia, como CagA y su participacion durante la infeccién por H. pylori, no solo
en Organos tipicos como el estbmago, sino en otros tejidos como el pancreatico,
donde la bacteria produce pancreatitis, cancer pancreatico y alteraciones
metabolicas (Rabelo-Gongalves et al., 2015; Gerarda-Gravina et al., 2018; Cordeiro-
Santos et al., 2020).
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XIV. CONCLUSIONES

El analisis in silico de OipA/OMP13 de la cepa Hp26695 mostro que la secuencia

”

de su gen es “funcional (ON)”, ademas de que posee el dominio Hp_OMP,

caracteristico de las adhesinas y porinas de la familia Hop/Hor.

Ademas del dominio Hp_OMP, no se puede descartar la presencia de otros
dominios proteicos, en especial en la region N-terminal, la cual es hidrofilica. Esta
region podria participar en la interaccidn con proteinas del huésped, otorgandole a
OipA funciones adicionales. Los hallazgos de esta seccion podrian tener una
aplicacién importante en el desarrollo de potenciales blancos terapéuticos y/o para

la identificacion de receptores.

La estructura 3D predicha para esta proteina sugiere una localizacion en la
membrana externa de la bacteria, con posibles sitios de fosforilacién, glucosilacion

y acetilacion expuestos hacia el periplasma o el espacio extracelular.

En las diferentes cepas analizadas y caracterizadas molecularmente (Hp266695,
Hp43504 y Hp51932), se identifico la presencia del gen oipA, y aunque se identifico
una banda de peso similar a OipA, existe la posibilidad de que se trate de otra
proteina, por lo cual es necesario la generacion de un anticuerpo especifico anti-
OipA.

La genotipificacion del gen oipA permitir4 establecer una relacion entre el nUmero
de repetidos CT (estado funcional ON/OFF del gen) y la presencia de CagA, ademas
contribuird a entender la participacion de OipA en la virulencia de H. pylori,

especificamente en otros tejidos como el pancreatico.
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XV. PERSPECTIVAS

e Generar un anticuerpo especifico para OIpA, que permita evaluar su
expresion mediante ensayos tipo Western blot en las cepas de H. pylori
CagA+ y CagA-

e Cuantificar la produccion de IL-8 de las células AGS y BXxPC3- infectadas con
las cepas de H. pylori con estatus funcional del gen HP0638 ON y/o OFF y
CagA+ y CagA-

e Analizar el efecto de OipA en la adhesién de cepas de H. pylori con estatus
funcional del gen HP0638 ON y/o OFF y CagA+ y CagA-, hacia células
epiteliales AGS y BxPC-3.

e Evaluar el efecto de la proteina OipA recombinante sobre la adhesion y la
produccion de IL-8 en la linea celular AGS y BxPC-3.

e Establecer la relacion de OipA y la apoptosis en células AGS y BxPC-3.
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