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In silico analysis of proteins potentially involved in fimbrial biogenesis in Helicobacter pylori
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RESUMEN

Introduccién. La colonizacion e infeccion crénica por Helicobacter
pylori es el factor de mayor contribucion al desarrollo de cancer gas-
trico. Se ha descrito un gran repertorio de adhesinas que contribuyen
a la adaptacion especifica de la bacteria al nicho gastrico y, para H.
pylori, al igual que en otras bacterias patogenas, la formacion de
biopelicula es fundamental en la supervivencia a ambientes no fa-
vorables. Las fimbrias o pili tipo IV son responsables de la adhesién
de diversas bacterias patégenas (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Vibrio cholerae) a distintas superficies. El objetivo de
este trabajo fue identificar y analizar genes que pudieran codificar
para proteinas involucradas en la biogénesis de fimbrias en H. pylori
y caracterizar su expresion durante la formacion de biopelicula.
Métodos. Se emplearon herramientas bioinformaticas y molecu-
lares, tales como la base de datos del NCBI para la busqueda de
secuencias de proteinas relacionadas con la biogénesis de fimbrias,
asi como la herramienta de PSI BLAST. Los alineamientos mulltiples
se realizaron con el programa T-COFFEE y HMMER. La prediccion
de las estructuras secundarias se realizé con ANTHEPROT vy las
estructuras terciarias se predijeron con el programa I-TASSER.
Resultados. Se identificaron dos homologos, jhp0257 y HP0272,
de la proteina PilN de Campylobacter rectus y Xilella fastidiosa, la
cual es parte de la maquinaria del ensamble de la fimbria tipo IV.
Asimismo, las proteinas jhp0887 y HP0953 presentaron homolo-
gia a nivel del péptido sefial de PilA de P. aeruginosa, y la proteina
HP0953 se sobreexpreso durante la formacién de la biopelicula.
Conclusiones. H. pylori posee proteinas homologas a las pro-
teinas de familias fimbriales, especificamente PilN y PilA, que

ABSTRACT

Background. Colonization and chronic infection with Heli-
cobacter pylori is the major contributing factor to the devel-
opment of gastric cancer. A large repertoire of adhesins has
been described that contribute to the adaptation of bacteria
to a specific gastric niche. As in other pathogenic bacteria,
H. pylori biofilm formation is central to survival on unfavor-
able environments. Type IV pili or fimbriae are responsible for
the adhesion of many pathogenic bacteria (e.g., Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa and Vibrio cholerae) to various
surfaces. The aim of this study was to identify and analyze
genes that might encode proteins involved in the biogenesis
of fimbriae on H. pylori and characterize their expression dur-
ing biofilm formation.

Methods. PSI BLAST, bioinformatics and molecular tools were
used as well as the NCBI database search for sequences related
to protein biogenesis of fimbriae. Multiple alignments were per-
formed using the HMMer and T-COFFEE programs. The second-
ary structure prediction was performed with ANTHEPROT and
the tertiary structures were predicted with the I-Tasser.

Results. We identified two counterparts—jhp0257 and HP0272—
from protein of Campylobacter rectus and PilN Xilella fastidiosa,
which is part of the machinery of assembly type IV fimbria. Similarly,
proteins jhp0887 and HP0953 show homology from peptide PilA
level of P. aeruginosa, and the HP0953 protein is overexpressed
during the formation of the biofilm.

Conclusions. H. pylori possesses proteins homologous to fim-
brial protein families, specifically PilN and PilA, which join type IV
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ensamblan fimbria tipo IV en otras bacterias. Esta Ultima tiene un
nivel de expresion mayor durante la etapa inicial del proceso de
formacién de biopelicula.

Palabras clave: Helicobacter pylori, fimbria tipo 1V, pilina, biopelicula.

INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria pleomorfica Gram ne-
gativa' que coloniza de manera crénica el epitelio gastrico
e infecta a la mitad de la poblacién mundial.” Su prevalen-
cia es mayor en los paises en vias de desarrollo, donde la
infeccion se asocia con el nivel sociocultural y econémico
de la poblacion.’

H. pylori es considerado un miembro prominente de
la microbiota humana y ha acompafiado al Homo sapiens
durante la historia. Este microorganismo se adquiere du-
rante la nifiez y se transmite dentro del ambiente familiar.*
La mayoria de los individuos infectados son asintomati-
cos. Sin embargo, de 10 a 20% pueden desarrollar gastritis
atrofica o ulcera péptica y, alrededor de 1 a 3%, cancer
gastrico. H. pylori se clasifico como carcindgeno de tipo
I’ y se estima que 5.5% del total de casos de céancer en
el mundo y mas de 60% de casos de cancer gastrico son
causados por este microorganismo.*

H. pylori esta asociado con infecciones extra digesti-
vas, como los desordenes en la funcion vascular (migrana
primaria y fendémeno de Raynaud primario), la enfermedad
isquémica del corazén y el sindrome cardiaco.® General-
mente, la enfermedad no se desarrolla durante la nifiez, sino
en la edad adulta, después de décadas de infeccién.”

El proceso de colonizaciéon por H. pylori se compone
de cuatro pasos: (i) la transmision a un nuevo huésped; (ii)
la adhesion de la bacteria a un nicho especifico dentro del
huésped; (iii) la prevencion, la subversion o la explota-
cion de los mecanismos de defensa del huésped; y (iv) la
adquisicion de nutrientes, que resulta en la multiplicacion
exitosa de la bacteria.®

H. pylori puede estar presente en los sistemas de distri-
bucion de agua —en la superficie de pozos subterraneos,
rios y en sistemas de aguas residuales—, lo que permite
considerar la posibilidad de que exista como biopelicula
en superficies expuestas al agua. Esto provee otra ruta de
infeccion al humano, ya que no se conocen reservorios
animales.’ Otra posibilidad de infeccién por H. pylori es
por via orofecal o iatrogénica, durante colecta de biopsias
a través del endoscopio o el uso de pinzas contaminadas. '’

fimbriae in other bacteria. The latter has a higher expression level
during the initial stage of the formation of biofilm.

Key words: Helicobacter pylori, type IV fimbriae, pilin, biofilm.

La formacion de biopeliculas es critica, no solo para la
supervivencia del microorganismo en ambientes no favora-
bles, sino también para la infeccion exitosa de numerosas
bacterias patdgenas.!' Se ha documentado que las fimbrias
son importantes para la formacion de biopeliculas para Sal-
monella enteritidis, P. aeruginosa, Staphylococcus epider-
midis y E. coli. Estas estructuras proteicas reconocen una
amplia gama de blancos moleculares, permitiendo que la
bacteria interactie con diversas superficies y se una a teji-
dos especificos en el hospedero.!? Las fimbrias tipo IV son
apéndices filamentosos, flexibles y multifuncionales que po-
seen propiedades de virulencia, como adhesion, movimien-
to contractil, agregacion, transferencia horizontal de genes,
desarrollo multicelular y formacién de biopeliculas.!>#

La fibra del pilus consiste, principalmente, de miles de
subunidades de pilina polimerizadas en la superficie bac-
teriana (PilE en Neisseria meningitidis y PilA en Pseudo-
monas aeruginosa).'* Existen dos tipos de fimbria tipo IV,
el IVa y IVb. Las proteinas asociadas con la biogénesis de
la fimbria tipo IVb son mas diversas que las asociadas a
la fimbria tipo IVa. Algunas de las proteinas que tienen en
comun ambos tipos de fimbrias son PilA, la ATPasa PilF, la
secretina de membrana externa PilQ y la ATPasa PilT. Los
genes pilM, pilN, pilO, pilP y pilQ se encuentran consecu-
tivamente en el cromosoma, lo cual parece estar especifica-
mente asociado con la biogénesis de la fimbria tipo IVa.'>

En los ultimos anos, las herramientas bioinformaticas
han permitido analizar con mayor eficiencia un gran nu-
mero de proteinas de las que aun se desconoce su funcion
en muchos organismos, incluyendo H. pylori. El objetivo
de este estudio fue identificar en el genoma de H. pylori
genes que codifican proteinas hipotéticas, homdlogas a las
proteinas asociadas con la biogénesis de fimbrias median-
te herramientas bioinformaticas y analizar su expresion
durante la formacion de biopelicula.

METODOS

Cepas y condiciones de cultivo
Se emplearon las cepas de referencia de H. pylori 26695
y J99. La primera, proveniente de un paciente de Reino
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Unido con gastritis y la segunda, de una paciente de Es-
tados Unidos con ulcera duodenal. Se cultivaron en agar
Casman adicionado con 5% de eritrocitos de carnero. Se
incubaron durante 48 h a 37°C en una atmosfera de 5% de
CO, y 95% de humedad.

Anédlisis in silico para la busqueda de genes
asociados alabiogénesis de fimbrias en H. pylori
Las secuencias de las proteinas asociadas a la biogéne-
sis de fimbrias en bacterias Gram negativas se obtuvieron
de la base de datos ENTREZ del NCBI (Centro Nacio-
nal de Informacién en Biotecnologia).'® Estas secuencias
se compararon con el proteoma de H. pylori 26695 me-
diante los programas PSI BLAST'”y HMMER'%!° para
identificar secuencias homologas de distintas bacterias.
El programa T-COFFEE?’?! se emple6 para realizar los
alineamientos multiples de las secuencias identificadas.
Asimismo, el programa ANTHEPROT?>?3 fue utilizado
para predecir estructuras secundarias y las propiedades de
hidrofobicidad, hidrofilicidad, antigenicidad y dominios
transmembranales. Finalmente, las estructuras tridimen-
sionales de las proteinas identificadas se modelaron por el
método ab-initio, empleando el programa I-TASSER 2423

Produccién de biopelicula analizada

por el método de retencién del cristal violeta

En una placa de 96 pozos se colocaron 200 pL de caldo
Brucella (BBL, Franklin Lakes, NJ) suplementado con 1%
de extracto de levadura (DIBICO, México, D.F.) mas un
inoculo (6 x 103 células/mL) de H. pylori J99 y 26695 en
cada pozo. Se realizaron ocho repeticiones y se incubaron a
37°C en una atmosfera de CO, por 1, 3, 6,9, 24 y 48 horas.
Pasado el tiempo de incubacion, se elimind el sobrenadan-
te y se lavaron los pozos con PBS 1X (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Mo). Se adiciond glutaraldehido (Sigma-Aldrich)
al 2.5% para fijar las células y se incubd por 10 minutos
a temperatura ambiente. Después se eliminé el glutaralde-
hido, se lavé con PBS 1X (Sigma-Aldrich) y se tiiidé con
cristal violeta (HYCEL, México, D.F.) al 0.5% durante 10
minutos. Finalmente se lavo dos veces con PBS 1X, se dejo
secar al aire libre y se agregaron 200 pL de alcohol-acetona
80:20 (HYCEL) para recuperar el cristal violeta absorbi-
do por las biopeliculas. Por tltimo, se leyd la absorbancia
del cristal violeta retenido por las células adheridas, en un
lector de ELISA a 540 nm usando como blanco alcohol-
acetona (Labsystems, Multiskan Ascent, Haverhill, MA).

Expresion de los genes asociados a fimbrias

A partir de las proteinas identificadas en el analisis in Si-
lico, se obtuvieron las secuencias que las codifican y se
disefiaron oligonucleo6tidos para amplificar los genes. Se
empled el programa Primer3.2® Ademds, se disefiaron
oligonucledtidos para amplificar el gen flhF, que codifica
para una proteina reguladora de la biosintesis del flagelo;
el gen glmM, que es un gen constitutivo que codifica para
la fosfoglucosamina mutasa; y el gen hp0015 homdlogo
a virB2, que codifica para una proteina que constituye el
pelo del sistema de secrecion tipo I'V.

Extraccion de ARN de H. pylori

El ARN se extrajo a partir del crecimiento de 48 horas
de H. pylori cepa 26695. Este se resuspendié en 50 ml
de caldo Brucella suplementado con 1% de extracto de
levadura a pH 6, a una concentracion equivalente al tubo
2 de McFarland (1x10® UFC/ml). Los cultivos se incu-
baron a 37°C en una atmésfera de 5% de CO, durante
1, 3, 6, 24 y 48 horas. El mismo experimento se realizd
empleando el mismo medio a pH 4 y los mismos tiempos
de incubacion, y en cultivo de células de AGS (ATCC
CRL-1739), con 80 a 100% de confluencia en medio F12
(GIBCO, Invitrogen, Grand Island, N.Y). Este ultimo
ensayo se incub6 por 1 y 3 horas. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado. De cada botella se eliminé la
suspension bacteriana que no se adhirié a la superficie,
se raspo la superficie de las botellas con un gendarme y
I ml de PBS 1X estéril para obtener las bacterias y cé-
lulas adheridas en el caso del cultivo celular infectadas
con la cepa de H. pylori. Las muestras se centrifugaron
a 10,000 rpm por 2 min, se eliminé el sobrenadante y se
agregaron 100 pul de SDS (Invitrogen, Carlsbad, CA) al
1% y 800 ul de TRIzol (Invitrogen) para extraer el ARN.
Todas las muestras se conservaron a —70°C.

Se agregaron 200 pl de cloroformo (Baker, Xalostoc,
Meéxico), se mezcld e incub6 a temperatura ambiente por
3 min, y se centrifug6 a 13,000 rpm por 5 min. A la fase
acuosa se adicionaron 350 pl de isopropanol (AMRES-
CO, Solon, Ohio), se mezcldo suavemente e incubd a
—20°C durante toda la noche. Se centrifugd a 13,000 rpm
por 15 min. Se elimind el sobrenadante y el botén se lavo
con 1 ml de etanol (AMRESCO) al 70%, se centrifugé a
13,000 rpm por 10 min y el boton se dejoé secar a tempe-
ratura ambiente y se resuspendid en 30 ul de agua libre de
nucleasas. E1 ARN obtenido se cuantificd y se sometid a

80

Bol Med Hosp Infant Mex



Anadlisis in silico de proteinas potencialmente involucradas en la biogénesis de fimbrias en Helicobacter pylori

electroforesis en gel de agarosa (Promega, Madison, WI)
al 1% tefiido con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich). Fi-
nalmente se almacené a —70°C.?’

Reaccion en cadena de la polimerasa

con transcriptasa reversa (RT-PCR)

Las muestras de ARN se trataron previamente con
DNasa I (Promega) para eliminar el ADN residual y
la sintesis del cADN se realizé siguiendo el protocolo
de la marca comercial de la SuperScript™ First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). Se realizo
una mezcla de reaccion que contenia 1,500 ng de ARN,
1 pl de ANTP (10 mM), 1 pl de random hexamers (50
ng/ul) y agua libre de nucleasas hasta 10 pl. La reaccion
se incubd a 65°C por 5 min y después a 4°C por 5 min.
Ademas, se prepard otra mezcla con 2 pl de Regulador
10X RT, 4 pl de MgCl, 25 mM, 2 pl de DTT 0.1 mM
y 1 ul RNaseOUT™ 40 U/pl. Los 9 pl de la segunda
reaccion se agregaron a la primera reaccion y se incubd
a 25°C durante 2 min. Posteriormente se adicion6 1 pl
de SuperScript™ II RT y se incub6 a 25°C por 10 min,
42°C por 50 min, 70°C por 15 min, y 4°C por 3 min. Fi-
nalmente se agregéd 1 ul de RNasa H y se incub6 a 37°C
por 20 min. El cADN obtenido se almacen6 a —20°C
hasta 72 horas.

La mezcla de reaccion para la PCR contenia 1.5 pl de
cADN 120 ng/pl, 1 pl de cada oligonucledtido 10 pmol/
ul, 5 ul de Go Taq® Green Master Mix (Promega) (Taq
DNA polimerasa, 0.4 mM dATP, 0.4 mM dGTP, 0.4 mM
dCTP, 0.4 mM dTTP, 3 mM de MgCl,) y 1.5 ul de agua
libre de nucleasas. El programa de amplificacion para los
genes glmM y flhF fue de un ciclo de desnaturalizacion
inicial a 94°C por 5 min y 24 ciclos a 94°C por 1 min,
65°C por 1 min para alineacion, y para los genes hp0015 y
00953 fue un ciclo de desnaturalizacion a 94°C por 5 min
y 26 ciclos a 94°C por 1 min y 68.4°C. La extension de
ambos fue a 65°C por 1 min y un ciclo de extension final a
65°C durante 7 min. Posteriormente, 5 pl del producto de
PCR se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa
a 1% tefiido con bromuro de etidio (100 V, 50 mA por 40
min). El gel se observo bajo luz ultravioleta.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron expresados en medias y des-
viacion estandar. En el analisis estadistico se empleo la t
de Student con valor de significacion p < 0.05.

RESULTADOS

Andlisis in silico para la busqueda de genes
asociados alabiogénesis de fimbrias en H. pylori
Se compararon las secuencias de las proteinas que confor-
man a los diferentes tipos de fimbrias, tales como fimbria
tipo P, tipo I y tipo curli con el proteoma del género Helico-
bacter, sin obtener resultados significativos. Por otra parte,
usando la base de datos de la NCBI, se buscaron proteinas
posiblemente asociadas con la biogénesis de fimbrias en el
género Helicobacter, y se identificaron dos proteinas hipo-
téticas de H. winghamensis y H. acinonychis. La secuencia
de la proteina con numero de acceso ZP 0453914 de H.
winghamensis se compard con el proteoma de diferentes es-
pecies de Helicobacter, utilizando el programa HMMER, "
pero no se obtuvieron resultados significativos. La secuen-
cia de la proteina con niimero de acceso CAJ99352 de H.
acinonychis se comparé de la misma forma. Se encontra-
ron dos proteinas con valor de expectacion de 0.05 para
jhp0257 y HP0272, una perteneciente a H. pylori J99 y la
otra a H. pylori 26695, respectivamente.

La secuencia de la proteina jhp0257 se sometié a un
andlisis con PST BLAST!? para buscar homélogos remo-
tos de la misma, y se encontrd que la proteina era homolo-
ga de PiIN, una proteina que ensambla la fimbria tipo [V
en diferentes bacterias. Se obtuvieron resultados similares
con la proteina HP0272.

Las proteinas homologas mas cercanas fueron para la
proteina PiIN de Campylobacter rectus, con niamero de ac-
ceso ZP 03611073, y la proteina de ensamble fimbrial de
Xylella fastidiosa, con numero de acceso ZP_00652831.
Estas secuencias y las de H. pylori fueron alineadas me-
diante el programa T-COFFEE.?! En el alineamiento se
muestran zonas altamente variables y unicamente un area
pequena conservada, marcada en rojo (Figura la).

Las proteinas PiIN de C. rectus y X. fastidiosa se ob-
tuvieron durante la primera iteracion del analisis, por lo
que se utilizaron en la comparacion de las predicciones
de las propiedades biologicas de las proteinas jhp0257
y HP0272, las cuales fueron obtenidas con el programa
ANTHEPROT.? Las graficas muestran un patrén similar
en las propiedades de hidrofobicidad, hidrofilicidad, anti-
genicidad y dominios transmembranales (Figura 2a).

Asimismo, se realizo la prediccion de la estructu-
ra secundaria de las cuatro proteinas mediante el pro-
grama ANTHEPROT. Se muestra gran similitud entre
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Figura 1. Alineamientos multiples de secuencias. a) Alineamiento de secuencias homologas a la proteina fimbrial PilN. A) HP0272 de H.
pylori 26695. B) jhp0257 de H. pylori J99. C) Proteina de ensamble fimbrial de X. fastidiosa. D) Proteina de ensamble fimbrial (PilN) de C.
rectus. En rojo se muestran las regiones altamente conservadas y en verde las mas variables. b) Alineamiento de secuencias homdlogas
a la proteina fimbrial PilA. A) Proteina hipotética (H. mustelae). B) Proteina hipotética HH1285 (H. hepaticus ATCC 51449). C) Proteina hi-
potética HP0953 (H. pylori 26695). D) Proteina hipotética jhp0887 (H. pylori J99). E) Precursor fimbrial tipo IV PilA (P. aeruginosa PAO1). F)
Proteina fimbrial (Nitratiruptor sp.). G) Prepilina tipo dominio N-terminal escisiéon/metilacion (Acidobacterium capsulatum ATCC 51 196). H)
Proteina ensambladora del pilus Tfp, pilina principal PilA (Halanaerobium hydorgeniformans). I) Prepilina tipo dominio N-terminal escisiéon/
metilacion (Campylobacter bacterium GD 1). J) Pilina fimbrial (Shewanella sp. HN-41). En rojo se muestran las regiones altamente conserva-
das, mientras que el verde representa las regiones mas variables. La region al inicio de las secuencias se encuentra altamente conservada.
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las graficas, lo cual indica que las proteinas jhp0257 y Por otro lado, utilizando como referencia el precur-
HP0272 poseen estructuras secundarias muy parecidas sor de la proteina fimbrial tipo IV de P. aeruginosa (con
a las de las proteinas PiIN de X. fastidiosa y C. rectus nimero NP_253215 de la base de datos del NCBI'®), se

(Figura 2b). encontraron dos dominios conservados: uno, relacionado
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Figura 2. Prediccién de propiedades bioldgicas y estructura secundaria de proteinas. a) Prediccion de propiedades biolégicas de las proteinas. A)
jhp0257 de H. pylori J99. B) HP0272 de H. pylori 26695. C) Proteina de ensamble fimbrial (PilN) de C. rectus. D) Proteina de ensamble fimbrial de
X. fastidiosa. 1) Antigenicidad de Parker. 2) Hidrofobicidad. 3) Antigenicidad de Welling. 4) Hidrofilicidad. 5) Regiones transmembranales. 6) Acce-
sibilidad al solvente. b) Prediccién de la estructura secundaria de proteinas. A) jhp0257 de H. pylori J99. B) HP0272 de H. pylori 26695. C) Pro-
teina de ensamble fimbrial (PilN) de C. rectus. D) Proteina de ensamble fimbrial de X. fastidiosa. 1) Alfa hélice. 2) Laminas beta plegadas. 3) Coil.
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con la superfamilia de las pilinas, con referencia PF00114
de la base de datos Pfam, y el otro concerniente a la fami-
lia de pilinas para el ensamble del pilus Tfp de diferentes
bacterias, con acceso COG4969. Se analizaron los alinea-
mientos de las secuencias de proteinas que conforman
ambas familias y se crearon modelos ocultos de Markov
utilizando el programa HMMER.!? Posteriormente, estos
se compararon con el grupo de proteomas de las diferentes
especies de H. pylori, obteniéndose tres proteinas simila-
res a las de la superfamilia de pilinas (Pfam); sin embargo,
tienen valores de expectacion mayores de 0.05.

Por su parte, al comparar la subunidad mayor (PilA) de
la familia de pilinas, se encontraron tres proteinas. Una de
ellas corresponde a la misma encontrada durante el andlisis
con la superfamilia de pilinas (Pfam). Al igual que el analisis
anterior, estas ultimas proteinas tampoco son estadisticamen-
te significativas, ya que el valor de expectacion fue mayor de
0.05. Las proteinas encontradas pertenecen a H. mustelae, H.
pylori P12, H. pylori G27, H. hepaticus y H. felis.

La proteina de H. mustelae, con nimero de acceso
YP_003517399 de la base de datos del NCBL!¢ posee se-
cuencias similares a las pilinas de la superfamilia de pili-
nasy a la familia de pilinas para el ensamble del pilus Tfp,
por lo que la secuencia de esta proteina fue utilizada para
realizar una busqueda de homoélogos remotos mediante
la herramienta PSI BLAST del NCBI.!7 Se encontrd que
esta proteina también posee el dominio conservado de la
familia de pilinas A (PilA) y tiene gran similitud con la
proteina PilA de otras bacterias. Asimismo, se encontraron

proteinas de diferentes especies de Helicobacter que son
homologas a las de H. mustelae, incluyendo las proteinas
de H. pylori que fueron similares a la superfamilia de pili-
nas. Principalmente se consideraron las proteinas jhp0887
y HP0953, pertenecientes a las cepas de referencia H.
pylori J99 y 26695, respectivamente.

Mediante el servidor de T-COFFEE2! se realizd un
alineamiento multiple de varias proteinas PilA tomadas al
azar que pertenecian a diferentes bacterias, y se observo que
existia una pequefia zona conservada, marcada en rojo, al
principio de las secuencias; el resto era muy variable. De la
misma manera, se realizé un alineamiento multiple entre las
mismas proteinas de diferentes bacterias y las proteinas ob-
tenidas de diferentes especies de Helicobacter, incluyendo
H. mustelae y H. pylori, las cuales mostraron un comporta-
miento similar al anterior (Figura 1b).

Utilizando el programa I-TASSER se realizo el modelaje
en tercera dimension de las proteinas obtenidas. Se observo
que las proteinas PiIN y las proteinas hipotéticas de H. pylori
(jhp0257 y HP0272) tienen una gran semejanza, principal-
mente por a hélices (Figura 3). Por su parte, la estructura tridi-
mensional de la pilina tipo IV de P. aeruginosa PilA presenta
un carboxilo terminal (C-terminal) de 122 residuos que se plie-
ga de diferentes formas, y el amino terminal (N-terminal) es un
o hélice rodeada por un conjunto de cuatro laminas f3 plegadas
antiparalelas y termina en a hélices. A pesar de que son dife-
rentes las estructuras de las proteinas hipotéticas de H. pylori
J99y 26695 con las del modelo de PilA, el modelo de jhp0887
muestra un o hélice en el N-terminal, donde se localiza el

Figura 3. Prediccion de estructura tridimensional de proteinas. A) Proteina hipotética jhp0257 de H. pylori J99. B) Proteina de
ensamble fimbrial PilN de C. rectus. C) Proteina de ensamble fimbrial de X. fastidiosa. En azul se resalta la zona mas conservada
en el alineamiento multiple de las secuencias. Las tres proteinas presentan una region de alfa hélices que se disponen de forma
parecida. D) Proteina hipotética jhp0887 de H. pylori J99. E) Precursor fimbrial tipo IV PilA de P. aeruginosa. F) Proteina hipotética
HP0953 de H. pylori 26695. En azul se resalta la zona méas conservada en el alineamiento multiple de las secuencias. Se observa
que la regiéon conservada presenta una forma de alfa hélice en ambas proteinas.
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péptido sefial (Figura 3, color azul). Asimismo, la estructura
terciaria de la proteina HP0953 presenta una a hélice rodeada
por B plegadas similar a PilA ademas de otras o hélices.
Produccion de biopelicula

La cepa 26696 aumento6 10 veces la produccion de biope-
licula. Es decir, de una densidad dptica de 0.351 a 3 horas
a 540 nm, aumento a 3.673 DO en 48 horas de incubacion
(Figura 4).

Expresion de los genes asociados a fimbrias
Se monitored la formacion de biopelicula en medio liqui-
do a pH 6 tras incubar por 1, 3, 6, 24 y 48 horas, y se ob-
servé que la expresion del gen hp0953, que codifica para
la proteina HP0953 homologa a PilA, aumentaba conside-
rablemente a las 3 horas de incubacion (datos no mostra-
dos), por lo que los experimentos posteriores Unicamente
se realizaron a este tiempo.

Se analiz6 la expresion de los genes fIhF, glmM, virB2
y hp0953 durante el proceso de formacion de biopelicula
(a0, 1y 3horas)apH 4, pH 6 y en presencia de células de

4
3.5 1*

3 |
2.5 —

Retencion de cristal violeta
Absorbancia a 540 nm

3h 6h 9h 24 h 48 h
Tiempo de incubacion

H. pylori 26695

B H. pylori j99

Figura 4. Las cepas de H. pylori 26695 y J99 producen biopeli-
cula desde las 3 horas de incubacion. Significativamente, la cepa
26695 produce mayor cantidad de biopelicula que la cepa J99 a
las 24 y 48 horas, *p < 0.05.

cancer gastrico (AGS). Se encontr6é que a pH 4 a 1 hora de
incubacion, los genes flhF, hp0015 y hp0953 se expresan
mas y disminuyen su expresion a las 3 horas de incubacion
(Figura 5). Por otro lado, a pH 6, la expresion del gen flhF
aumenta a partir de 1 hora de incubacion y la expresion de
hp0953 aumenta significativamente (p < 0.05) a las 3 horas,
comparado con los otros genes. En presencia de células, la
expresion de flhF y hp0015 aumentan a 1 hora. Sin embar-
g0, la expresion de flnF y hp0953 aumenta a las 3 horas en
mayor proporcion que los demas genes.

En la figura 6 se observa la expresion de los genes flhF,
hp0015 y hp0953 con respecto al gen constitutivo gimM
(p <0.05). Se observa que en el tiempo 0, la expresion de
los genes hp0015 y 0953 esta por debajo de la expresion
del gen de gImM. Por el contrario, a las 3 horas de incu-
bacion se observa que la expresion del gen hp0953 resulta
significativamente mayor con respecto al gen gImM.

DISCUSION

La identificacion de proteinas homologas es cada vez mas
importante en la biologia moderna. Los estudios biologicos
tradicionales se han centrado en sistemas modelo, y estos
estudios proporcionan gran cantidad de recursos para in-
vestigar otras especies.?® La identificacion de homoélogos
puede llevarse a cabo con programas, a través de la com-
paracion de una secuencia problema con secuencias simi-
lares que se encuentran en una base de datos. Sin embargo,
este proceso no es trivial, ya que dos proteinas homdlogas
pueden estar separadas por mucho tiempo de evolucion, y
por lo tanto, su relacion evolutiva puede ser muy dificil de
detectar. A las proteinas evolutivamente lejanas se les llama
homologos remotos. Una gran proporcion de las proteinas
previstas, entre 30-40% aproximadamente, no tienen una
funcién especifica asignada, y no se pueden relacionar con
alguna funcion conocida en la base de datos. Esto sucede
incluso en organismos bien estudiados.?®

En el estudio se encontraron proteinas de H. pylori que
son homologos remotos de aquellas que ensamblan fim-
brias en otras bacterias. Esto sugiere que existe una gran
distancia evolutiva entre ellas, por lo que resulta dificil
predecir si su funcion es la misma. Sin embargo, el ana-
lisis de la hidrofobicidad, hidrofilicidad, antigenicidad y
dominios transmembranales de la secuencia indican que
las proteinas hipotéticas encontradas (jhp0257 y HP0272)
y las proteinas de ensamble fimbrial de C. rectus y X. fas-
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tidiosa son muy similares, de modo que estas proteinas
podrian tener la misma funcion.

Estudios realizados por PA Castric y CD Deal en 1994, con
PilA de diferentes cepas de P. aeruginosa, demostraron que
solo existe un area conservada al inicio de la secuencia y el res-
to es variable.?’ Los mismos resultados se obtuvieron para la
proteina HP0953 de H. pylori. La region conservada pertenece
a la subunidad de procesamiento de la proteina. Por su parte,
Keizer y colaboradores, en 2001, realizaron el alineamiento de
las proteinas de dos cepas de P. aeruginosa, y encontraron que
entre ellas solamente habia 40% de identidad, lo que habla de
la gran variabilidad que existe entre este tipo de proteinas.>
En el extremo C-terminal se encuentra el dominio de union a
los receptores celulares, que también interactiia con supetficies
inertes, como acero inoxidable. Sin embargo, este dominio es
semiconservado.?! El alineamiento obtenido en este estudio
muestra similitud con el extremo C-terminal de las secuencias
analizadas. Las estructuras terciarias obtenidas muestran dife-
rencias, debido a que en el modelaje no se toma en cuenta el
procesamiento que pueden sufrir algunas proteinas. Sin embar-
go, la forma que presenta el péptido es sefal indicativa de que

En cultivo liquido A ph 6

Log2 ratio

Horas de incubacion

hp0015

glmM . flnF . hp0953

Figura 5. Expresion de los genes glmM, flhF, hp0015 y hp0953
de H. pylori 26695 durante la formacion de biopelicula en di-
ferentes condiciones. A) Los genes flhF y hp0953 aumentan
su expresion después de 3 horas de incubacion en cultivo de
células AGS. B) En cultivo liquido a pH 4 los genes no mues-
tran aumento en la expresion, contrariamente el gen hp0953
(homologo a pilA) muestra la mas baja expresion a las 3 horas.
C) En contraste, se observa un cambio significativo en la ex-
presién del gen en cultivo liquido a pH 6 después de 3 horas
de incubacion.

0.4 pH 6

Log2 ratio

(e PWESS P o

Horas de incubacion ++
gimM .fIhF hp0015 . hp0953

Figura 6. Expresion de los genes gimM, flhF, hp0015 y hp0953
de H. pylori 26695 a 0, 1y 3 horas de la formacién de biopelicula
en medio liquido (a pH 6). Se observa diferencia en la expresién
de los genes hp0015 (homdlogo a vir B2 del SSTIV) y hp0953
(homologo a PilA) respecto al gen constitutivo gimM al tiempo 0.
La expresion del gen hp0953 aumenta significativamente a las 3
horas de incubacién. *p < 0.05.
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pueden ser transportadas hacia la misma region en la célula
y, por consiguiente, presentar la misma funcion. Ademas, las
proteinas encontradas pertenecen al mismo grupo de proteinas
fimbriales y ambas ensamblan fimbria tipo I'V.

Al realizar el ensayo de biopelicula, se observo que a ma-
yor tiempo de incubacion, aumenta la cantidad de bacterias
adheridas a la superficie de la microplaca. Esto concuerda
con las etapas de formacion de biopelicula. Durante la pri-
mera etapa, la bacteria interactia con la superficie, para lo
cual debe haber un movimiento browniano, sedimentacion
o movimiento por flagelos. Posteriormente, las bacterias se
adhieren irreversiblemente por la produccion de una sustan-
cia polimérica extracelular y, debido a la estimulacion de
proteinas receptoras de la pared bacteriana, se lleva a cabo
el desarrollo de puentes célula-a-célula, lo que estabiliza la
estructura formada en un proceso denominado maduracion.
Finalmente, se lleva a cabo la colonizacion de la superficie,
donde las bacterias crecen formando microcolonias.??

De Souza y colaboradores, en 2004, encontraron que el
gen pilA que codifica para la proteina PilA en X. fastidiosa
se sobreexpresa durante la formacion de la biopelicula.?® Se
sabe que estas adhesinas participan en la adhesion inicial a
superficies. Por su parte, Caserta y colaboradores, en 2010,
confirmaron que la proteina PilA de X. fastidiosa se expre-
saba considerablemente durante las primeras etapas de la
formacion de biopelicula, mientras que algunas adhesinas de
membrana externa permanecen en niveles bajos o su expre-
si6n no presenta cambios.>* Durante este estudio se observo
que el gen hp0953 de H. pylori se expresa en mayor propor-
cion durante las primeras 3 horas de la formacion de la biope-
licula en medio de cultivo liquido y en presencia de células,
lo que sugiere que su expresion puede estar relacionada con
los eventos de adherencia a superficies inertes y celulares.

Por lo anterior, se concluye que H. pylori posee pro-
teinas homologas a las proteinas de familias fimbriales,
especificamente PilN y PilA, que ensamblan fimbria tipo
IV en otras bacterias, y que esta Gltima tiene un nivel de
expresion mayor durante la etapa inicial del proceso de
formacion de la biopelicula. Sin embargo, es necesario
continuar con la caracterizacion de estos genes para de-
terminar su relacion con la produccion de fimbrias tipo IV.
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