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RESUMEN

La infeccion por H. pylori se ha convertido en un problema de salud publica debido a la
resistencia bacteriana a los antibioticos de tratamiento, la prevalencia de la infeccion a
nivel mundial y su papel en el desarrollo de carcinoma gastrico y el linfoma del tejido
linfoide asociado a la mucosa géstrica (MALT).

En nuestro grupo de trabajo, la busqueda de nuevos blancos terapedticos para
erradicar la infeccion por H. pylori, apunt6 a hacia las adhesinas de la familia del Iupulo
(Hop), proteinas de la membrana externa (OMP’s) de la bacteria que actiian como factores
de virulencia en el proceso de adhesion del patdgeno a las células epiteliales gastricas del
humano, un proceso crucial para el establecimiento de la infeccion.

Una alternativa novedosa para el tratamiento y erradicacion de H. pylori, es el uso
de aptdmeros de ARN que con el desarrollo las metodologias clasicas de asignacion de
aptameros in silico y la asignacion de farmacos mediante métodos computacionales,
ambos validados experimentalmente, han conferido validez a la bioinformatica en la
investigacion cientifica, disminuyendo ademas los tiempos y costos de experimentacion.

Los resultados de nuestro trabajo in silico muestran que los nueve aptdmeros de
ARN seleccionados para cada adhesina de la familia Hop predicen una sola conformacion
tridimensional estable termodinamicamente. Ademas, se predijo parches electrostaticos
positivos de union a ARN en el exodominio de adhesion de las adhesinas cristalizadas y
modeladas con su respectiva validacion estereoquimica, que se confirmé con la
prediccion de interaccion positiva aptdmero-adhesina y con el acoplamiento molecular
dirigido al parche electrostatico positivo, mostrando una alta afinidad, especificidad y
selectividad por la estructura homologa de mango-cabeza-corona de cada adhesina, que
se perdid al realizar seis mutaciones simultaneas en residuos de aminoacidos conservados
por arriba del 70% ubicados en el area de interfas aptamero-adhesina. Ademas, no se
observo reactividad cruzada con otras adhesinas como HpaA de H. pylori y FimH de E.
coli, lo que redundaria a futuro en nuevos esquemas de tratamiento para la erradicacion
de la infeccion de H. pylori mediante la inhibicién de su mecanismo de adhesién. No
obstante, estamos reportando por primera la conservacion de regiones de aminoacidos
involucrados en la formacion de la estructura de mango-cabeza-corona de las adhesinas

AlpA, AlpB, BabB, LabA, OipA, HopZ y HopQ y presentamos su modelado molecular.



ABSTRACT

H. pylori infection has become a public health problem due to bacterial resistance to
antibiotic treatment, the prevalence of the infection worldwide and its role in the
development of gastric carcinoma and gastric mucosa-associated lymphoid tissue
lymphoma (MALT).

In our group, the search for new therapeutic targets to eradicate H. pylori infection was
focused on adhesins of the Hop family, outer membrane proteins (OMPs) of the bacterium
that act as virulence factors in the process of pathogen adhesion to human gastric
epithelial cells, a crucial process for the establishment of the infection.

A novel alternative for the treatment and eradication of H. pylori is the use of RNA
aptamers that, with the development of classical methodologies of in silico aptamer
assignment and drug assignment by computational methods, both experimentally
validated, have given validity to bioinformatics in scientific research, also reducing the
time and costs of experimentation.

The results of our in silico work show that the nine RNA aptamers selected for each
adhesin in the Hop family predict a single thermodynamically stable three-dimensional
conformation. Furthermore, positive electrostatic RNA-binding patches were predicted
in the binding exodomain of the crystallized and modeled adhesins with their respective
stereochemical validation, which was confirmed by the predicted positive aptamer-
adhesin interaction and molecular docking directed to the positive electrostatic patch,
showing high affinity, specificity and selectivity for the homologous handle-head-crown
structure of each adhesin, which was lost by performing six simultaneous mutations in
amino acid residues conserved above 70% located in the aptamer-adhesin interface area.
Furthermore, no cross-reactivity was observed with other adhesins such as HpaA from H.
pylori and FimH from E. coli, which could lead to new treatment schemes for the
eradication of H. pylori infection by inhibiting its adhesion mechanism. Nevertheless, we
are reporting for the first time the conservation of amino acid regions involved in the
formation of the handle-head-crown structure of the adhesins AlpA, AlpB, BabB, LabA,
OipA, HopZ and HopQ and present their molecular modeling.



Introduccion

1. Helicobacter pylori (H. pylori)
1.1. Microbiologia de H. pylori

En 1983 Marshall y Warren descubrieron a un patégeno capaz de colonizar el estbmago
de humano asociado a enfermedades como la gastritis y Ulceras peptidicas que
inicialmente se habia designado a la especie Campylobacter y tiempo después se clasificd
como H. pylori. Hoy en dia se sabe que es una bacteria Gram negativa con morfologia
helicoidal (1 a 3 vueltas) predominantemente; sin embargo, puede encontrarse en forma
de bacilo o coco en cultivo. Tiene un tamafio de 2 a 4 p de largo por 0.5a 1 p de ancho y
cuenta con 3 a 7 flagelos monopolares en forma de gancho (figura 1) (Kusters, J. 2006).

i

Figura 1. Morfologia de H. pylori, tomado de Formento, M. et al., 2004. En la imagen se observa
la morfologia helicoidal de la bacteria con cinco flagelos en forma de gancho.

Esta bacteria tiene la capacidad de crecer en ambientes microaerofilicos, cuenta
con un metabolismo oxidativo y fermentativo, capaz de catabolizar la glucosa, pero no

otros azucares, para el cual requiere de elementos metalicos como el hierro, niquel, cobre

7



y cobalto. Asi mismo, es una bacteria positiva para ureasa, catalasa y oxidasa (Kusters, J.
2006).

Su genoma esta conformado por 1.5 a 1,7 Mb y un aproximado de 1491 a 1587
genes anotados (Lara-Ramirez, E., et al., 2011; Kusters, J. 2006). De su genoma, el 4%
codifica para proteinas de la membrana externa (OMP) (~64 OMPs) que le permiten
mantener la estructura de la membrana externa, garantizar el transporte de material y tener
contacto con las células epiteliales géstricas (’gterbenc, A., et al., 2019; Xu, C. et al.,
2020). No obstante, las OMPs también estan involucradas en la virulencia de H. pylori a
través de mecanismos como la adhesion, penetracion de la barrera de defensa y evasion
del sistema inmunoldgico (Testerman, T. L., & Morris, J. 2014; Xu, C. et al., 2020).
Algunas de las cepas de la especie H. pylori cuentan con una regién de ADN de 40 Kb
denominada isla de patogenicidad (Cag-PAl) que contiene aproximadamente 27 genes,
de los cuales, 17 se encargan de formar el sistema de secrecion de tipo IV mediante el
cual secreta la proteina Cag A a la célula huésped, asi mismo, contiene el gen de la
proteina efectora CagA y otras proteinas asociadas a un mayor riesgo de desarrollar
carcinoma gastrico y Ulceras peptidicas, en comparacién con aquellas cepas que no
contienen a Cag PAI en su genoma, debido a su heterogeneidad genética (Cover, T, et al.,
2020).

1.2. Importancia clinica de H. pylori

Luego de los estudios realizados por Marshall y Warren que les hicieron acreedores del
premio Nobel de Medicina en el 2005 donde reportaron que la bacteria H. pylori podia
colonizar el estbmago de humanos y conducir a una inflamacion crénica de la mucosa
gastrica e infecciones recurrentes (Testerman, T. L., & Morris, J., 2014), la infeccion por
H. pylori se determind como un agente etioldgico en la formacion de Ulceras gastricas y
duodenales, el carcinoma gastrico y el linfoma del tejido linfoide asociado a la mucosa
gastrica (MALT). Epidemioldgicamente el 85-95% de la poblacion de los paises en
desarrollo esta infectado por H. pylori (Sharndama, H. C. & Mba, 1., 2022) y en México
la prevalencia de la infeccion en la poblacion se encuentra en un rango de 50-69% (figura
2) (Hooli, J., et al., 2017).

Ademas, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), incluyo en su lista de

bacterias para la que se necesitan urgentemente nuevos antibioticos a H. pylori debido a
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la alta tasa de resistencia bacteriana a los antibi6ticos establecidos para su tratamiento
(OMS, 2020).

Prevalence of
Helicobacter pylor!

(] unknown
] <40%
B 40 - 49%
W 50 - 69%
W >70% f

Figura 2. Prevalencia de la infeccion por H. pylori a nivel mundial, tomado y
modificado de Hooi, J., et al., 2017. La prevalencia de la infeccion del patdgeno de menor
a mayor se muestra en el cddigo de colores gris a rojo obscuro respectivamente.

1.2.1. Transmision y manifestaciones clinicas de la infeccion por H. pylori

H. pylori es una bacteria que ha mostrado una antigiia asociacion con el humano
proveniente del este de Africa y sus posteriores asentamientos humanos a través de la
historia. Actualmente se han asignado cuatro grupos de poblaciones de H. pylori por su
distribucion: hpAfrical, hpAfrica2, hpEastAsia y hpEurope. Posteriormente, la poblacién
hpEastAsia se dividio en las subpoblaciones hspAmerind, hspEAsia y hspMaori, y la
poblacion hpAfrical en hspWAfrica y hspSAfrica. De las cuales, la subpoblacion de
hspAmerind represent6 aislados de los inuits y amerindios del norte y Sudamérica, y en
menor proporcion se aislo subpoblaciones hspWAfrica en las Américas (Falush, D., et

al.,2003).



La transmision de H. pylori no se encuentra establecida con mucha presicion, sin
embargo, las Directrices mundiales de la Organizacion Mundial de Gastroenterologia
(WGO por sus siglas en inglés) del 2021, muestran evidencia sobre la tranmision de
persona a persona, siendo las vias mas aceptadas de ingestion de la bacteria: gastro-oral
y oral-oral, sin descartar la via fecal-oral (WGO,2021).

Los sintomas que causan la infeccion por este patdgeno se presentan
principalmente en la region abdominal superior como son: el dolor y/o ardor epigastrico,
saciedad temprana, plenitud posprandial (Bosques-Padilla, F., et al., 2018). Sin embargo,
se ha establecido la asociacion de H. pylori con el desarrollo de otras enfermedades

gastricas mas graves:

a) Gastritis aguda y cronica.

La infeccion por H. pylori en la gastritis aguda puede asociarse con sintomas
dispépticos transitorios e inespecificos (plenitud, nauseas, vémitos, inflamacion
de la mucosa del estbmago o pangastritis), ademas de una hipoclorhidria que
puede durar meses. En la gastritis crdnica, cuando la colonizacion bacteriana se
vuelve persistente, la correlaccion entre el nivel de secrecion de &cido y la
distribucion de la gastritis, se hace evidente, es decir, cuando la secrecién de acido
esta intacta, H. pylori coloniza el antro gastrico, donde hay pocas células parietales
secretoras de &cido, en contraste, cuando la secrecion de &cido esta alterada, la
bacteria tiene una distribucion mas uniforme en el antro y el cuerpo lo que permite
un mayor contacto con la mucosa desarrollando una pangastritis. Ademas, la
inflamacién cronica, puede conducir a la pérdida de la arquitectura normal de la
mucosa gastrica y por lo tanto a aumenta el riesgo de cancer gastrico (Kusters, J.
G., et al., 2006).

b) Ulcera péptica.

Se calcula que la infeccion por H. pylori confiere un riesgo individual de Ulcera
péptica del 15 al 20% a lo largo de la vida y se puede identificar por la hemorragia
digestiva, perforacion y formacidn de estenosis. Las Ulceras gastricas ocurren en

la curvatura menor del estdbmago, en particular, en la transicion de la mucosa del
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cuerpo al antro, y las duodenales generalmente ocurren en el bulbo duodenal (area
maés expuesta al &cido gastrico) (Kusters, J. G., et al., 2006; WGO, 2021).

c) Cancer gastricoy MALT .

La gastritis cronica puede originar atrofia de la mucosa géastrica con metaplasia
intestinal y estos cambios premalignos, pueden evolucionar hacia una displasia,
cancer clinicamente silencioso y luego a cancer gastrico avanzado. Las
estimaciones de riesgo de desarrollar cancer a causa de la infeccion por H. pylori
son de 1.5 a 2 %, sin embargo, los reportes de carga mundial de cancer ubican el
cancer de estobmago dentro de los primeros cinco, con 1.09 millones de casos. El
desarrollo de MALT a causa de la infeccién por H. pylori es poco frecuente, no
obstante, la mayoria de los casos de MALT son consecuencia de este patdgeno,
afortunadamente la erradicaccion de la bacteria cuando el linfoma es de bajo

grado, puede inducir la regresion y curacion de los pacientes (WGO, 2021).

1.2.2. Diagnostico de la infeccion por H. pylori

Hoy en dia, existen diferentes métodos de diagndstico disponibles para detectar la
infeccion por H. pylori que pueden ser pruebas invasivas (endoscépicas) y no invasivas
(no endoscopicas), lo més eficaz suele ser la combinacion de dos modalidades de pruebas
segun lo ultimo publicado por las Directrices mundiales de la Organizacion Mundial de
Gastroenterologia (WGO, 2021).

a) Pruebas invasivas.

La endoscopia es una evaluacion visual que se utiliza para obtener una biopsia
(muestra) y evaluar el grado de patologia en el estmago. Esta se puede combinar
con histologia y/o cultivo de la muestra de biopsia géastrica (Pohl, D., et al., 2019).
Las tinciones de Giemsa, Warthin-Starry y Diff-Quik, tincion estandar de
hematoxilina y eosina son utilizadas para la identificacion de H. pylori, la

evaluacion de la inflamacién y también proporcionan evidencia de metaplasia
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intestinal. Sin embargo, se requieren mdltiples biopsias y capacitacion del
personal (Testerman, T. L., & Morris, J., 2014).

La prueba rapida de ureasa de H. pylori utiliza muestras de tejido gastrico
que se colocan en una tira reactiva o gel de agar a la cual se agrega un indicador
de color sensible al pH, tampdn y urea. La urea se convierte en amoniaco
provocando el aumento de pH, por lo tanto, el cambio de color la muestra. Su
sensibilidad es superior al 93 % y su especificidad es del 98 % (Testerman, T. L.,
& Morris, J., 2014).

El aislamiento y cultivo de H. pyloria partir de biopsias gésticas
proporciona alta especificidad, sin embargo, requiere de condiciones especiales
de transporte (temperatura, duracion de la exposicion al aire, etc.), calidad de la
muestra, la presencia de flora microbiana comensal, el intervalo de tiempo entre
la toma de la muestra, el cultivo y el transporte. Ademas, requiere de personal de
laboratorio altamente capacitado y el manejo de equipo especializado (Pohl, D.,
etal., 2019).

La deteccion de ADN de H. pylori mdiante PCR en biopsias tiene una
sensibilidad y especificidad cercanas al 100%. Sin embargo, el mal uso del
endoscopio puede interferir en la toma de muestras y crear falsos positivos;
también pueden obtenerse falsos negativos debido a los inhibidores de la PCR en
el tejido gastrico o las heces. Esta técnica también puede utilizarse en saliva y
heces (Testerman, T. L., & Morris, J., 2014).

La hibridacion in situ fluorescente (FISH) también tiene una buena
sensibilidad y especificidad en la deteccion de H. pylori en biopsias, sin la
necesidad de extraer el ADN. Esta técnica utiliza una sonda de ADN marcada con
fluorescencia que hibrida con la secuencia complementaria dentro del cromosoma
bacteriano (Testerman, T. L., & Morris, J., 2014).

b) Pruebas no invasivas.

La prueba de aliento con urea marcada con el is6topo estable C** 0 C'* (PAU) son
muy utiles y tienen mayor exactitud diagnostica que otras pruebas no invasivas
(WGO, 2021). Consiste en beber urea marcada con el isétopo estable C** o C4,

este se convierte en didxido de carbono y amoniaco por la ureasa creada por H.
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pylori; el diéxido de carbono se absorbe en el torrente sanguineo y se analiza una
muestra de aire espirado para detectar la presencia del carbono marcado. Esta
prueba, tiene una sensibilidad del 99% y una especificidad del 98% (Testerman,
T. L., & Morris, J., 2014).

Las pruebas de antigenos fecales, son tan precisas como las PAU, sin
embargo, el personal sanitario y especializado muestran menos preferencias por
realizar este tipo de pruebas (WGO, 2021). Se utilizan anticuerpos monoclonales
o policlonales para la deteccién de H. pylori y tienen una sensibilidad y
especificidad del 94.1 % y 91.8% respectivamente (Testerman, T. L., & Morris,
J., 2014).

Las pruebas seroldgicas de anticuerpos estan muy generalizadas, ya que
estdn ampliamente disponibles y son econdémicas, sin embargo, carecen de
sensibilidad y especificidad para la decision de tratamiento en el paciente (WGO,
2021). Estas pruebas son placas de de microtitulacion recubiertas con antigenos
de H. pylori, combinados con un anticuerpo secundario y se utilizan para
detectar 1gG especifica de H. pylori. Su sensibilidad es de 85% y su especificidad
de 79% (Testerman, T. L., & Morris, J., 2014).

1.2.3. Tratamiento para erradicar la infeccion por H. pylori

Existen diferentes opciones terapéuticas y directrices que han establecido principios
universales en la terapia antibiética para erradicar la infeccion por H. pylori, entre los que
destacan la disponibilidad del farmaco, adherencia al tratamiento, diferencia local en las
tasas de resistencia bacteriana a la terapia, dosis, duracion, costo y la transmision de
informacién clara entre el médico-paciente, los cuales son un punto clave en la eleccion
del tratamiento para cada paciente (WGO, 2021).

Los régimenes estandares de actuales de primera linea para la erradicacién de H.
pylori consisten en cuatro estrategias terapeuticas diferentes segun lo establecido por la
Organizacion Mundial de Gastroenterologia (tabla 1) (WGO, 2021).
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Triple Establece el uso de inhibidores de la bomba de protones (IBP),
amoxicilina y claritromicina durante 14 dias.

Cuédruple a Esta utiliza una combinacion de un inhibidor de la bomba de

base de bismuto protones (IBP), un producto de bismuto y antibidticos que
contienen metronidazol y tetraciclina durante 7 a 14 dias.

Cuédruple sin Establece el uso de un IBP, amoxicilina, claritromicina y

bismuto metronidazol, sino existe resistencia a este Gltimo farmaco.
Triple con Esta estrategia incluye el uso de un IBP, amoxicilina y
levofloxacina levofloxacina durante 10 a 14 dias

Tabla 1. Estrategias de erradicaccion de la infeccion por H. pylori determinadas por
la por la Organizacion Mundial de Gastroenterologia.

Sin embargo, debido a la progresion lenta de H. pylori, el gran nimero de personas
infectadas y su persistencia en los informes de consenso a nivel internacional, las
camparias de prevencion y estrategias de erradicacion de la infeccion por dicho patégeno
no ha recibido la atencién adecuada en la mayoria de los paises, aunado la enorme carga
financiera y médica, por lo que la urgencia por encontrar nuevas estrategias o farmacos
sigue estando vigente (Ding S. Z. 2020; WGO, 2021).

1.2.4. Resistencia a los farmacos para el tratamiento de H. pylori

Una de las razones que ha llamado la atencion del sector de salud publica en la
erradicaccion de la infeccidn causada por H. pylori, es su resistencia a los antibioticos.
Se ha demostrado que las tasas de resistencia a los antibioticos de primera linea de
tratamiento son muy altas, siéndo la del metronidazol la mas frecuente con un 50% a nivel
mundial en contraste con la amoxicilina que se encuentra por debajo del 3% en paises
como América y Europa, no obstante, el aumento de la resistencia a la claritromicina 'y la
levofloxacina se ha atribuido al uso generalizado de estos antibidticos para las infecciones
del tracto respiratorio y del tracto urinario, respectivamente (Testerman, T. L., & Morris,
J., 2014; Roszczenko-Jasinska, P., et al., 2020).
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El estudio de la suceptibilidad antibacterial a los farmacos es considerado como
una alternativa ante la resistencia bacteriana, de tal manera que se pueda optimizar y
reducir el uso de antibioticos en el tratamiento para H. pylori. Sin embargo, el éxito de
las terapias no solo depende de este factor, sino también de las dosis, las formulaciones,
el uso de adyuvantes, la duracién del tratamiento y las tasas de reinfeccion. Otra opcion
que se ha propuesto es el uso de programas de vigilancia de la resistencia de H. pylori en
todo el mundo para lo cual se requiere la obtencidn de biopsias, un aspecto que resulta en
un desafio por la propia invasividad de la endoscopia (Roszczenko-Jasinska, P., et al.,
2020).

En los estudios sobre la resistencia bacteriana a los farmacos de tratamiento como
la claritromicina que actla sobre los ribosomas bacterianos inhibiendo la sintesis de
aminoacidos, se ha relacionado con el 90% de la resistencia bacteriana a la mutacion del
gen rrl el cual codifica la subunidad ribosomal 23S, en las posiciones A2146G, A2147G
y A2146C (Rehman, A., 2018; Testerman, T. L., & Morris, J., 2014).

Otra mutacién implicada en la resistencia de H. pylori a las quinolonas y
fluoroquinolonas de tratamiento que actian sobre el ADN bacteriano, es la del gen gyrA
en las posiciones Asn- 87, Asp-91, N87K y D91G, un elemento regulador que contribuye
a la topologia del ADN en la en la escision y reordenacion del ADN bacteriano (Rehman,
A., 2018).

El metronidazol es otro farmaco de tratamiento que actla desregulando el
potencial de membranay la integridad de la membrana del patdgeno mediante la reaccion
redox de la nitroreductasa y la nitroreductasa NADPH insensible al oxigeno. Sin
embargo, H. pylori también ha desarrollado mutaciones en los genes frxA (nitroreductasa)
y rdxA (nitroreductasa NADPH insensible al oxigeno) dando lugar a su inactivacién
(Rehman, A., 2018; Testerman, T. L., & Morris, J., 2014).

Otros farmacos como la rifabutina, actian sobre la subunidad B de la ARN
polimerasa (RPO), y de igual manera, las mutaciones en el gen rpoB en las posiciones
524, 525 y 585 le confieren resistencia a la bacteria. Asi mismo, la bacteria a generado
mutaciones en el gen del ARN 16S en las posiciones AG-926/927-GT y A926G/A928C
que impiden el bloqueo de la sintesis de proteinas por la tetraciclina, ademas de que estas
mutaciones propician a la formacion de bombas de exclusion de tal manera que el farmaco
no se acumule en en el interior de la célula bacteriana (Figura 3) (Testerman, T. L., &
Morris, J., 2014; Rehman, A.,2018).
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Figura 3. Mutaciones de H. pylori asociados a la resistencia a los farmacos de
tratamiento tomado de Rehman, A., 2018. Se muestran con flechas los genes mutados
en H. pylori que favorecen la resistencia bacteriana de los farmacos como: quinolonas,
claritromicina, metronidazol, rifabutin y tetraciclina.

1.3. Patogenicidad de H. pylori

El estudio de la patogenicidad de H. pylori ha permitido la comprensién de su proceso
de infeccidn en el tracto digestivo, lo que ha favorecido el desarrollo de nuevos farmacos
y estrategias terapéuticas para su erradicacion, por lo que es importante describir los
procesos de colonizacion y establecimiento de H. pylori con éxito en el huésped. Para
ello, la bacteria ha desarrollado propiedades de virulencia como: la neutralizacion del
acido gastrico, la citoadherencia, la citotoxicidad, la evasion de la respuesta inmune y
finalmente la apoptosis (Figura 4) (Sharndama, H. & Mba, 1., 2022).
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Figura 4. Proceso de infeccion de H. pylori tomado de Sharndama, H. & Mba, 1., 2022.
La bacteria mediante la motilidad y quimiotaxis se adhiere al epitelio gastrico mediante
maultiples adhesinas causando inflamacion en la célula huésped induciendo la formacion
de Ulceras gastricas, gastritis cronica y el desarrollo de cancer. Las fosfolipasas,
mucinasas, lipasas y proteasas inducen la disrupcién de las células epiteliales gastricas y
alteran la composicion de glicopreteinas en la mucosa. La ureasa secretada por la bacteria
induce el reclutamiento de macrofagos alterando la fisiologia del epitelio. La invasion
bacteriana del epitelio gastrico induce también el reclutamiento de células
polimorfonucleares (PMN), células B, células T, monocitos y neutréfilos que mediante
las especies reactivas de oxigeno favorecen la transcripcién de genes pro-inflamatorios,
alterando la apoptosis, el remodelamiento de actina y la induccion de la IL-8.

1.3.1. Neutralizacion del acido gastrico por H. pylori

La morfologia de H. pylori tiene un papel principal en la patogenicidad bacteriana,
su forma helicoidal le proporciona motilidad y le protege de las condiciones acidas del
estdmago. Ademas, sus flagelos le permiten movilidad y adhesion. Estos le protegen del
ambiente &cido del estdbmago, es decir, en el pH &cido del estomago, los flagelos tienen
una fuerza motriz de protones mayor conduciendo a la bacteria hacia la mucosa gastrica
para atravesarla y establecerse en el epitelio gastrico (Sharndama, H. & Mba, I., 2022;
Ansari, S., & Yamaoka, Y., 2019).
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Como el ambiente acido del estbmago no es Optimo para la bacteria, es secretado
otro factor de virulencia: la ureasa. Su reaccion se basa en la hidrolisis de la urea en
amoniaco (NH3) y carbamato, que luego se descompone en otro amoniaco (NH3) y acido
carbdnico (H2CO3), este ultimo se descompone en moléculas de didxido de carbono
(CO,) y agua (H . O). El amoniaco en su forma protonada (NH4") es el encargado de
neutralizar la acidez estomacal, desempefiando un papel importante en la formacién de
un microambiente casi neutro y favorable alrededor de H. pylori. Ademas el CO, se
convierte en bicarbonato (HCO ;) y H* en el espacio periplasmico de la bacteria
mediante la anhidrasa carbdnica a periplasmica, manteniendo un pH de 6.1 periplasmico,
y de esta manera, la produccion de NH 3 y CO 2 proporciona el entorno necesario para la
supervivencia gastrica de H. pylori en el ambiente hostil del estdmago (Sharndama, H. &
Mba, 1., 2022; Ansari, S., & Yamaoka, Y., 2019).

Ademas, la produccion de NH4" tiene como funcion interrrumpir las uniones
celulares estrechas, romper la integridad celular y dafiar el epitelio gastrico. En contraste,
el COz, tiene como funcion proteger a la bacteria de la actividad bactericida de productos
metabolicos como el dxido nitrico y la muerte intracelular por parte de los fagocitos.
Aunado a esto, la ureasa es capaz de unirse al complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) de clase Il e inducir la apoptosis celular (Ansari, S., & Yamaoka, Y., 2019).

1.3.2. Citoadherenciay citotoxicidad por H. pylori

Un paso crucial en el establecimiento de la infeccion, es la adhesion de H. pylori al
epitelio gastrico, donde las adhesinas bacterianas tienen un papel fundamental. Estas son
OMP’s que se unen a receptores ubicados en las células epiteliales protegiéndo a la
bacteria de los mecanismos de eliminicacion del huésped como: el flujo de &cido gastrico,
la peristalsis, el deprendemiento y reposicion de la mucosa, acceso nutricional para la
bacteria y entrega de toxinas y moleculas efectoras a las células huésped (Sharndama, H.
& Mba, |., 2022).

Los estudios reportan que H. pylori expresa alrededor de 64 OMP’s, la familia
mas importante en la adhesion estd compuesta por los genes de ltpulo (Hop) con un perfil
de expresion variable, que codifican para adesinas que comparten una similitud de
secuencia en sus extremos terminales amino y carboxilo como: BabA, BabB, AlpA,

AlpB, SabA, OipA, LabA, HopZ y HopQ. Para la mayoria se ha podido determinar su
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funcién de adhesina, sin embargo, ain no se conoce el receptor en la célula huésped para
todas (Figura 5) (Paraskevopoulou, V., et al., 2020; Sharndama, H. & Mba, I., 2022;
Matos, R. et al., 2021).
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Figura 5. Proteinas de la membrana externa de H. pylori involucradas en la adhesion
bacteriana tomado de Matos, R. et al., 2021. Las proteinas de la membrana externa con
funcidén de adhesina se unen a sus respectivos receptores en las céluas epiteliales gastricas
una vez que la bacteria ha atravesado la mucosa gastrica alterada mediante al cambio del
pH inducido por la secrecién de la ureasa.

Las adhesinas BabA (HopS) y BabB (HopT) (adhesina de union al antigeno del
grupo sanguineo) se unen a los antigenos del grupo sanguineo H-tipo 1 y ABO/Lewis b
(Leb) expresados en el epitelio gastrico, ademas de que su expresion facilita la actividad
del TSS4 en la liberacién de CagA y VacA promoviendo el dafio a los tejidos del huésped
a traves de respuestas inmunitarias como: la infiltracion de granulocitos, la liberacion de
IL-8, induciéndo la inflamacién géastrica (Baj, J., et al., 2020).

Las lipoproteinas A y B asociadas a la adherencia, AlpA y AlpB, son las Unicas
adhesinas de la familia Hop que tienen una expresion ubicua en la cepas de H. pylori,
éstas se unen a colageno IV y laminina en las células epiteliales gastricas, estas adhesinas
pueden regular la liberacion de varias citocinas y factores proinflamatorios como la

Interleucina-6 (IL-6) e Interleucina-8 (IL-8). Ademas de estar involucradas en la
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activacion de las vias ERK, c-Fos, JINK y NF-kB (Senkovich, O. et al., 2011; Baj, J., et
al., 2020).

La adhesina de union al &cido sialico, SabA (HopP), se unen a los antigenos Sialyl-
Lewis x y sialyl-Lewis en las células epiteliales gastricas y esta asociada con la progresion
de enfermedades gastricas, infiltracion excesiva de neutrofilos y atrofia géstrica durante
la infeccion. SabA tiene la capacidad de activar los neutrofilos humanos contribuyendo a
la inflamacién persistente a través de la induccion del dafio oxidativo (Baj, J., et al., 2020;
Sharndama, H. & Mba, 1., 2022).

Aungue no hay informacion clara sobre la estructura y los receptores de OipA
(HopH) la proteina inflamatoria externa A, se sabe que es una adhesina capaz de activar
la cascada apoptdtica en las células huésped a través de la familia Bcl-2, aumenta los
niveles de Bax y la caspasa 3 activa. Ademas, la sintesis de CagA y VacA esta regulada
por la expresion de esta adheisna y se ha informado que los pacientes con cepas que la
expresan tienen un mayor riesgo de desarrollar Ulceras pépticas y cancer gastrico (Ansari,
S., & Yamaoka, Y., 2019).

La adhesina HopQ se une a varios miembros de la familia de moléculas de
adhesion celular relacionadas con el antigeno carcinoembrionario (CEACAM)
expresadas en el epitelio gastrico, de tal manera que desempefia un papel importante en
la colonizacion de H. pylori y en la inhibicion de las actividades de las células
inmunitarias (Ansari, S., & Yamaoka, Y., 2019). Ademas, HopQ comparte identidades
de secuencia de 35% con BabA y 23% con SabA, presentando una estructura de cabeza-
corona relacionada con BabA, SabA y HopQ (Bonsor, D. A., etal., 2018).

HopZ, otra adhesina de las OMP’s de la familia Hop, aunque se desconoce su
receptor en las células epiteliales, se sabe que facilita la adherencia bacteriana, estimula
la colonizacidn de H. pylori en la mucosa gastrica y esta relacionada con la alteracion de
la secrecién del &cido gastrico y la hipoclorhidria transitoria durante las primeras etapas
de infeccion por H. pylori (Baj, J., et al., 2020).

La adhesina especifica de LacdiNAc, LabA (HopD), reconoce a LacdiNAc (N, N
1 -diacetyllactosdiamine/GalNAcb4GIcNAc, LDN) en las células epiteliales gastricas. Se
ha demostrado que a pesar de la baja similitud en su secuencia de aminoacidos con BabA,
SabA y HopQsu estructura mango-cabeza-corona, donde se encuentra su sitio de
adhesion, se conserva en todas ellas, lo que sugiere que esta estructura puede cumplir una

funcién importante en la adhesién (Paraskevopoulou, V., et al., 2020).

20



Si bien, algunas de las adhesinas tienen un papel importante en la induccién de
citotoxicidad a nivel de mucosa y epitelio gastrico; el sistema de secrecion tipo IV
codificado por la “isla de patogenicidad Cag-PAI” tiene como funcion la inyeccion de la
proteina efectora CagA inducida por la adherencia bacteriana en las células epiteliales.
La proteina CagA induce alteraciones celulares en la motilidad celular, la proliferacion
celular, la apoptosis y la disposicion del citoesqueleto. Sin embargo, los estudios han
demostrado la existencia de cepas de H. pylori negativas para la expresion de la “isla de
patogenicidad Cag-PAI” caracterizadas por una menor virulencia (Sharndama, H. & Mba,
., 2022).

Adicionalmente, la citotoxina A vacuolizante (VacA) secretada por la bacteria,
esta involucrada en la formacion de poros en el huésped induciendo las vias de autofagia
en las células epiteliales que ante una exposicion crénica de la citotoxina, promueve la
formacion de autofagosomas dafiados induciendo la formacion de vacuolas intracelulares,
permitiéndo asi la supervivencia y colonizacion bacteriana en el interior celular. En
cambio, este gen esta presente en todas las cepas de H. pylori (Baj, J., et al., 2020).

El lipopolisacarido (LPS) también es un componente de la membrana externa de
H. pylori, involucrado en la induccion de la progresion de la infeccion bacteriana cronica,
activacion de respuestas inflamatorias y la interrupcion de la secrecion de la mucosa
gastrica virulencia (Sharndama, H. & Mba, |., 2022).

1.3.3. Evasidn de la respuesta inmune y apoptosis

El éxito de la infeccion por H. pylori y su persistencia esta dada por la capacidad del
patdgeno para evadir el sistema inmunoldgico adaptativo a traves de la modulacién de la
activacion de células T mediante su union con VacA desencadenando un reordenamiento
de actina y la inhibicién de la proliferacion; la formacion de poros mediado por esta
citotoxina también conduce a la produccion de vacuolas en las células huésped que dan
lugar a la apoptosis; en cuanto a la inhibicidn de la presentacion de antigenos la bacteria,
ha desarrollado estrategias para protegerse del reconocimiento de los anticuerpos
mediante la inhibicion de la exportacion del complejo de histocompatibilidad de clase 11
y el efecto inhibitorio de CagA sobre la proliferacion de las celulas T. Aunado a esto, H.
pylori regula la inmunidad innata mediante la modulacion de la funcion de los macrofagos

induciendo la muerte celular asociada a la mitocondria, la produccion de peroxirredoxina
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y arginasa que protegen a la bacteria de los radicales NO u O%. En cuanto a la inhibicion
de las células polimorfonucleares y monocitos, la bacteria utiliza a la proteina CagA para
inducir la expresion de IL-8 involucrada en la induccion de células inflamatorias
(Abadi,A., etal., 2017).

1.4. Busqueda de nuevas dianas terapueuticas en H. pylori

La importancia de erradicar la infeccion por H. pylori ha generado interés en los
investigadores por buscar nuevas dianas farmacol6gicas que deriven en alternativas
terapéuticas exitosas. La inhibicion de la virulencia como una estrategia de erradicacion
del patdgeno confiere ventajas que se hacen evidentes ante el problema de la resistencia
bacteriana a los antibioticos utilizados para su tratamiento, sin alterar la microbiota del
hospedero, de manera que la estrategia puede implicar la inhibicion de un factor de
virulencia o un proceso bacteriano involucrado en la virulencia bacteriana como se han
propuesto: la inhibicion de la proteasa Csd4 que tienen un papel fundamental en la forma
helicoidal del patdgeno; el bloqueo de CagA mediante una molécula pequefia que evita
la traslocacion de la molecula efectora al huésped; la inactibacion de genes dsb que
codifican para proteinas Dsb responsables de la formacion de enlaces disulfuro entre los
residuos de cisteina en las proteinas, lo que impide la modificacién postraduccional de
las proteinas para lograr estructuras funcionales y las OMP’s con su papel en la adhesién
de H. pyloria las células hospedero que también contienen residuos de cisteina
involucrados en su conformacién funcional; se ha demostrado que al generar una cepa
deficiente de oxidorreductasa Dsh, da como resultado una estructura de HopQ (proteina
de la familia Hop de union a CEACAM) no funcional y una disminucién significativa del
proceso de virulencia de adhesion bacteriana (Roszczenko-Jasinska, P., et al., 2020).

En los estudios in silico, protedmicos, metabolémicos y gendmicos de la bacteria,
se han identificado nuevos objetivos especificos de farmacos que han sido validados y
aprobados mediante el acoplamiento molecular, estudios de interactoma y estudios
estructurales. Por esta razon, las proteinas codificadas por el genoma central bacteriano,
se vuelven un objetivo latente en esta busqueda de nuevas dianas terapéuticas y se pueden
clasificar en proteinas: de la biopelicula, del metabolismo y factores de virulencia de H.

pylori (Roszczenko-Jasinska, P., et al., 2020).
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En el analisis in silico proteémico y filogenético del repertorio de proteinas de
membrana externa de H. pylori, se ha determinado algunas OMP’s con roles conocidos o
supuestos en la virulencia o la colonizacion que pueden funcionar como dianas
terapedticas, tal es el caso de las proteinas de la membrana externa que conforman la
familia 1 (Hop/Hor/Hom) y la familia 2 (Hof), de las cuales, las proteinas de la familia
Hop son especificas de H. pylori y se encuentran involucradas en la adhesion bacteriana
al epitelio gastrico, un proceso de virulencia fundamental para la colonizacion y
establecimiento de la infeccion por este patdgeno (Bawens, E., et al.,2018).

Recientemente, se demostré mediante el acoplamiento molecular cémo la
dioscina interactta con la proteina SpoT reduciendo la formacion de biopeliculas de H.
pylori (Spiegel, M., et al., 2021). Asi mismo, se ha identificado in silico nuevos
candidatos a objetivos de medicamentos de la Isla de patogenicidad PAI (CagPAl)
mediante métodos computacionales como Island Pick, SIGI-HMM e Island Path (Nammi,
D., et al., 2017). Sin embargo, ain no se ha reportado alguna metodologia in silico en
bactrerias, direccionado a la inhibicion de la funcion de las proteinas de la membrana
externa involucradas en la adhesion de H. pylori, como se lleva a cabo en el presente

trabajo de investigacion.

1.5. Aptameros

El término aptamero acufiado por Ellingtong y colaboradores, proviene de la raiz latina
aptus “que encaja” y la raiz griega mers “molécula”, es decir, “molécula que encaja”
(Ospina, 1.D., 2020). Estos son oligonucleotidos de 20 a 100 bases de ARN o ADN
monocatenario, que tienen la capacidad de unirse de manera selectiva por su forma
tridimencional a células enteras, parasitos, bacterias, virus, proteinas o péptidos, iones,
toxinas y moleculas pequefias (figura 6), con gran especifcidad y afinidad ya que su
plegamiento le permite encajar en su blanco a traves de diferentes estructuras
tridimencionales como: tallos-bucles, horquillas, protuberancias, pseudonudos y G-
cuadruplex, a traves de su area de interfaz con la formacién de contactos polares como
los enlaces de hidrégeno e interacciones electrostatica, interacciones hidrofobicas,
interacciones de van der Waals y apilamiento aromatico (Allemailem, K., et al., 2020;
Ospina J. D. 2020).
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Figura 6. Blancos reconocidos por aptameros tomado de Ospina J. D. 2020. Los
aptameros pueden reconocer una diversidad de moleculas diana como: iones, proteinas,
virus, bacterias, parasitos y células completas a pesar de sus diferentes tamafios que van
desde los 0.1 nm hasta los 100 um.

Hoy en dia, estos se han utilizado para el diagnostico de enfermedades, como
herramientas terapéuticas, transportadores de farmacos, marcacion para imagenes
bioldgicas, biosensores, en la orientacion de nanoparticulas y la inspeccion de alimentos
(figura 7). No obstante, los aptdmeros son excelentes alternativas no basadas en proteinas
en comparacion con los anticuerpos monoclonales ya que no se requiere de modelos
biologicos, su tiempo de produccion es breve, se pueden modificar quimicamente para
evitar degradacion, la sintesis disminuye la variabilidad entre lotes, la secuencia de
nucleotidos se almacena para posteriores producciones, tienen una especificidad y
afinidad iguales o mejor que las de los anticuerpos monoclonales, se unen a una amplia
variedad de blancos inmunogenos y no inmundgenos, facil acceso a tejidos o células por
su tamafio (12-15 kDa), bajo costo de produccién y largo tiempo de almacenamiento a
temperatura ambiente, ademas de que la patente de la técnica SELEX ha expirado. Sin
embargo, algunas de sus desventajas incluyen una vida media corta y son proclives a la
filtracion renal (Ospina J. D., 2020).
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Figura 7. Aplicacion de los aptameros, tomado de Ospina J. D., 2020. Se ha utilizado
como farmacos novedosos dirigidos a moléculas u organismos completos, en la deteccién
los aptdmeros pueden conjugarse con moléculas fluorescentes y emitir imagenes
bioldgicas, en la entrega de medicamentos y/o herramientas terapéuticas para mejorar el
efecto de otros farmacos y en el desarrollo tecnoldgico de dispositivos de diagnostico de
enfermedades.

Con la propuesta de los factores de virulencia de H. pylori como nuevas dianas
terapedticas, las OMP’s involucradas en la adhesion se vuelven un blanco prometedor de

los aptameros. Actualmente, se ha reportado el uso de diferentes aptdmeros en distintas
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fases de pruebas clinicas tanto para el diagndstico como tratamiento de algunas
enfermedades como: el Virus del Papiloma Humano (VPH), el virus de hepatitis tipo C
(VHC), el virus del zika (ZIKV), el virus del Dengue (DENV), el virus de encefalitis, el
Norovirus, el sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV), el virus de la influenza,
virus del ébola, el virus de inmunideficiencia humana (VIH) (Kim, T. & Lee, S. 2021).
El uso de aptameros también estd vigente en la deteccion de parésitos como: el
Plasmodium spp causante de la malaria, Entamoeba histolytica agente causal de la
amebiasis humana, Leishmania spp causante de la leishmaniasis y trypanosoma spp
causante de la tripanosomiasis (Ospina J. D. 2020). En cuanto a su uso en bacterias, hay
reportes de estudios para detectar Escherichia coli causante de calambres abdominales,
vomitos, diarrea con sangre e incluso insuficiencia renal aguda en los nifios, este aptamero
de ADN patentado, se dirige a la célula completa del patdgeno; en Salmonela, causante
de enfermedades relacionadas con los alimentos, el aptamero de ADN también es dirigido
a la celula completa para su deteccion in vitro; en Tuberculosis micobacteriana causante
de la tuberculosis, los aptameros se dirigen a los antigeno MPT64 antigeno y HspX
funcionando como un sensor electroquimico para la deteccion ultrasensible del patogeno;
en Staphilococcus aureus un organismo comensal que reside en la piel y las mucosas con
un gran impacto en la salud humana y existen dos aptameros de ADN que detectan in
vitro al patdgeno; en algunas especies de Vibrio que causan vibriosis, se han disefiado
aptameros para su deteccion mediante la técnica cell-SELEX; existe también un
aptasensor colorimétrico para la deteccién in vitro de C. Jejuni, entre otras bacterias
como: Bifidobacterium bifidum, Brucella melitensis, Neisseria meningitidis y
Pseudomonas aeruginosa, etc. Todos ellos utilizados para la deteccion del patdgeno.
(Wan, Q., et al., 2021).

La seleccion de aptdmeros via SELEX (Evolucién Sistematica de Ligandos por
Enriquecimiento Exponencial) es la técnica utilizada por excelencia, consiste de manera
en genaral, en la exposicion de un coctel de aptameros a una molecula diana. Luego se
eliminan aquellos aptdmeros que no se unieron y se vuelve a poner a interactuar aquellos
aptameros que se unieron al blanco enriqueciendolos mediante PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa) de manera exponenencial, de tal manera que se obtenga un aptamero
que se unié de manera especifica y selectiva a la molecula blanco, repitiéndo el ciclo de
8 a 15 veces (Kim, T. & Lee, S. 2021).
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Con el proposito de disminuir el tiempo y el costo del proceso SELEX, se
ha implementado el andlisis in silico. La tuberia clasica implica la prediccion de
estructuras 2D y 3D del aptamero, el acoplamiento molecular y dindmica molecular con
su blanco y la generacion de mutaciones en el sentido de evaluar la especificidad del
aptdmero con su blanco (figura 8), de tal manera que se permite hacer un filtro del cribado
in vitro donde los candidatos se someten posteriormente en modelos animales y a estudios
clinicos (Chen, Z., et al., 2021).

2D structure prediction

(energy minimization)

3D structure prediction

(secondary structure elements)

Aptamer mutation

Molecular docking

(shape matching)

Molecular dynamics

(binding energy calculation)

Figura 8. Tuberia clasica de la seleccion in silico de un aptamero tomado de Chen,
Z., et al., 2021. Esta medologia implica el analisis y prediccién de las estructuras
secundarias y tridimensionales de los aptdmeros para poder llevar a cabo el acoplamiento
molecular con la molécula blanco y calcular la energia de unién mediante su dinamica
molecular. La mutacion de los aptameros seleccionados se lleva a cabo para demostrar su
especificidad, afinidad y selectividad por su blanco, probando la misma secuencia
metodoldgica.
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Antecedentes particulares

2. El papel de las proteinas de la familia Hop con funcion de adhesina.

2.1. La familia Hop

El 4% del genoma de H. pylori codifica para aproximadamente 64 proteinas de la
membrana externa que se divide en cinco familias, la mas grande es la familia 1 que
contiene a 33 miembros, de los cuales 21 pertenecen a las proteinas de lupulo, Hop (con
funcién de porina y algunas de adhesina) y 12 miembros de las proteinas relacionadas con

Hop, denominadas Hor (figura 9) (Bauwens, E., et al., 2018).

Figura 9. Filogenenia del conjunto de proteinas de membrana externa identificadas
en H. pylori tomado de Bauwens, E., et al., 2018. Las cnco familias de la membrana
externa estan representadas en el arbol filogenético por los colores morado, verde, rosa,
anaranjado y azul. La familia 1 (azul) muestra las proteinas Hop y las proteinas
relacionadas Hor.
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Las proteinas Hop y Hor tienen secuencias muy similares, tanto en su extremo
amino (N) termina de aproximadamente 20 residuos de amino&cidos con una identidad
de secuencia (ID) del 58%, como en su extremo carboxilo (C) terminal, con un
aproximado de 180 residuos (7TM) con una identidad de secuencia del 35%, y una regién
intermedia variable que va de 150 a 1000 residuos, correspondiente al exodominio (o-
helicoidal ED) de las proteinas Hop en donde se encuentra su sitio de adhesion especifico
para los diferentes receptores en las células epiteliales gastricas de aquellas proteinas que
tienen funcion de adhesina (figura 10) (Coppens, F., et al., 2018).

Hop: | j ochelical D 7TM
0-5-’“58%|D ~35%1D
“20res  150-1000 res ~180 res

Figura 10. Arquitectura de los dominios de las proteinas Hop y Hor de H. pylori,
tomado y modificado de Coppens, F., et al., 2018. Comparacién de las regiones amino y
carboxilo terminal (azul) de las proteinas de la familia 1 (Hop y Hor) de las OMPs de H.
pylori y la region del exodominio a-helice (rosa) con su respectivo porcentaje de
identidad de secuencia (ID).

En el analisis de secuencias de las OMPs de la familia Hop de H. pylori, las cuales
tienen funcion de porinas, se ha reportado la conservacion de la region C-terminal
encargado de la formacién del barril-p caracterizado por una serie de motivos de
secuencia de aminodcidos anfipaticos (residuos hidrdéfilos e hidrofobos alternos) que dan
lugar a la formacion de las estructuras de lamina 3 antiparalelas conectadas por bucles
externos, los cuales estan conformados por residuos conservados de aminoacidos del
extremo N-terminal, involucrados en la interaccion con su receptor en la célula huésped
(Alm, R. A., et al., 2000).

Actualmente se sabe que en la region a-helicoidal ED del extremo N-terminal de

las proteinas Hop se encuentra el sitio de interaccion con la célula huésped de las
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adhesinas mas estudiadas: BabA, SabA y HopQ, también se ha reportado la conservacién
de ciertos residuos de aminoacidos de cisteina involucrados en la formacion de la
estructura de adhesion mango-cabeza-corona a través de la formacion de enlaces
disulfuro. Sin embargo, los residuos involucrados en la interaccion con su receptor son
especificos para cada una de ellas y solamente se han reportado para las adhesinas BabA
y SabA. No obstante, también se ha reportado los bucles implicados en la interaccion con
su receptor en la célula huésped para las adhesinas HopQ y LabA que se abordaran mas
adelante en el estudio de la homologia estructural reportada para las adhesinas de la
familia Hop por diversas investigaciones (Coppens, F., et al., 2018, Pang, S. S., et al.,
2014; Hage, N., et al., 2015; Moonens, K., et al., 2017; Javaheri, A., etal., 2016; Bonsor,
D. A, etal., 2018 y Rossez, Y., et ai., 2014).

2.1.1. Homologia estructural del sitio de adhesion de las adhesinas de la familia
Hop

Como se ha mencionado antes, algunas proteinas de la familia Hop tienen funcion de
adhesina como son: HopB (AlpB), HopC (AlpA), HopH (OipA), HopD (LabA), HopP
(SabA), HopS (BabA), HopT (BabB), HopQ y HopZ (Coppens, F., et al., 2018).

Curiosamente, las adhesinas que ya han sido cristalizadas, LabA, SabA, BabA y
HopQ, muestran una homologia estructural de mango-cabeza y mango-cabeza-corona en
su sitio de adhesién a las células epiteliales gastricas, también denominado sitio de
insercion, el cual esta conformado por el extremo N-terminal de sus secuencias (Pang, S.
S., etal., 2014; Rossez, Y., et al., 2014; Hage, N., et al., 2015: Javaheri, A. et al., 2016;
Moonens, K., et al., 2017; Bonsor, D., et al., 2018; Paraskevopoulou, V. et al., 2021).

Inicialmente, en el 2014 Pang, S. y colaboradores caracterizaron la estructura
tridimensional del dominio de adhesion extracelular N-terminal de la adhesina SabA
(HopP) (residuos 1-460), esta estructura cristalina se resolvié a 2.2 A y mostré una
molécula predominantemente a-helicoidal que comprende una region de "mango” (azul),
la cual forma un eje rigido que comprende las hélices N- y C-terminales y una de "cabeza"
(magenta/amarillo) que comprende un haz de 4 o-helices yuxtapuestas en angulo recto
con respecto al dominio del mango (figura 11) (Pang, S. S., et al., 2014).
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Head domain

Handle domain

Figura 11. Estructura cristalina del dominio de adhesion N-terminal de la adhesina
SabA (HopP) de H. pylori, tomado de Pang, S. S., et al., 2014. Se muestra el dominio de
cabeza conformado por las hélices en color amarillo y magenta, y el dominio de mango
en color azul.

El andlisis de la estructura cristalina de la region de cabeza de la adhesina SabA,
mostrd un parche electrostatico cargado positivamente que funciona como un sitio de
unién a antigenos Sialil-Lewis* de las células epiteliales gastricas y que contiene segun
el alineamiento multiple de sus secuencias, residuos de aminoacidos conservados que le
proporcionan la selectividad de unién por su ligando: S80, Q162, Q159, K152, Y148,
G357, P81 y W97 (figura 12) (Pang, S. S., et al., 2014).

Q162* K152*

Figura 12. Estructura del dominio de cabeza de SabA, tomado de Pang, S. S., et al.,
2014. Los residuos de amino&cidos conservados en el dominio de cabeza de la adhesina
estan sefialados con flechas negras, y su parche cargado positivamente donde se une con
su receptor en la célula huésped se encuentra en color gris.
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Posteriormente, en el afio 2015 Hage, N. y colaboradores describieron las bases
estructurales de la union del antigeno de Lewis® fucosilados por la adhesina BabB, este
sitio de adhesion contiene dos dominios, el de union a las células epiteliales gastricas y
la mucina en su extremo N-terminal y el de insercion a la membrana en su extremo C-
terminal, como se muestra en la estructura cristalina del dominio extracelular N-terminal
de BabA a una resolucion de 2.0 A, donde se observan dos regiones predominantemente
a-helicoidales: region del mango y region de la cabeza, con un tercer motivo de 4 hojas-
B denominado corona que se ubica en la parte superior de la region de la cabeza
conformada por un haz de bobinas enrolladas antiparalelas de cuatro hélices. (figura 13,
panel A) (Hage, N., et al., 2015).

Figura 13. Arquitectura del dominio extracelular N-terminal de BabA, tomado de
Hage, N., et al., 2015. A) Estructura de BabA, B) Superposicién de las estructuras

BabA y SabA. Region de mango (azul), cabeza (magenta) y corona (amarillo).

Los residuos de aminoacidos involucrados en la adhesion a antigenos fucosilados
de Lewis® se ubican en la region de corona, pertenecen al extremo N-terminal y estan
conservados: C189, G191, N194, N206, D233, S244 y T246. En contraste con la estructura
cristalina de la adhesina SabA, los residuos de interaccion con su ligando se encontraban
en la region de cabeza y observaron que esta adhesina carecia de la estructura de corona,

lo que explica la especificidad de BabA y SabA. Este equipo también reportd que aunque
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la ID entre SabA y Bab era de 26% su estructura estaba estrechamente relacionada (figura
13, Panel B) (Hage, N., et al., 2015; Moonens, K., et al., 2017).

En el 2016, Javaheri y col. describieron la interaccion de la adhesina HopQ con
moléculas del antigeno carcinoembrionario humano (CEACAM) como son: CEACAM1
anclados a la transmembrana de células peiteliales, CEACAM5, CEACAM6 y CEACAM7
unidos a glicosilfosfatidilinositol localizados en la membrana apical. La estructura de rayos
X de HopQ), al igual que BabA y SabA, contiene un exodominio que adopta una topologia
de haz de 4 a-hélices (cabeza) y una region apical de laminas-R similar a la estructura de
corona de BabA (Javaheri, A., et al., 2016). Posteriormente, en el 2018, Bonsor, D. y
colaboradores, cristalizaron y determinaron del complejo formado por el dominio
extracelular de insercion de HopQ y de CEACAM1 humano a una resolucion de 2.7 A
donde observaron a cuatro bucles en la adhesina HopQ respnsables de los contactos
intermoleculares con CEACAMI: el bucle a3- Bl (residuos 102-111); el bucle p2- o4
(residuos 134-161); el bucle a5- a6 (residuos 240-244); y el bucle a7- a8 (residuos 363—
385) (figura 14, panel A). Sin embargo, el bucle f2- a4 contribuye aproximadamente con
el 60 por ciento del area de interfaz en la formacion del complejo donde la mayoria de los
enlaces de hidrogeno formados entre CEACAM1 vy el bucle HopQ B2-a4 provienen de los
atomos de la cadena principal (figura 14, panel B) (Bonsor, D., etal., 2018).

Figura 14. Estructura de los bucles de interaccion de la adhesina HopQ-CEACAML,
tomado de Bonsor, D., etal., 2018. A). Bucles involucrados en la interaccién de HopQ
con moléculas CEACAML. B). Residuos 135-138 del bucle p2- a4 (cian) que forman
una red de enlaces de hidrégeno (lineas negras) con los residuos 95-97 de CEACAM1
(verde).
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La adhesina HopD, denominada también adhesina de unién a lacdiNAc (LabA),
se une especificamente al motivo lacdiNAc ((GalNAcB1-4GIcNAc)) ubicado en las
mucinas MUCS5AC de la mucosa gastrica (Rossez, Y., et al., 2014). LabA muestra una
estructura de mango-cabeza-corona (residuos 21-496) muy similar a las adhesinas
anteriormente descritas. Contiene dos regiones principales conformadas principalmente
por a-helices denominada “mango-cabeza” y una region mas pequefia de dos hebras-B3,
denominada “corona”, como se describio para SabA y BabB, una region N-terminal (a-N)
y una C-terminal (a-C1) de longitudes similares formaron un haz de bobinas enrolladas
antiparalelas de dos hélices. La region de la “cabeza’™ esta conformada por un haz de 4 +
3 a-hélices y la region de “corona” esta contenida entre las hélices a-3 y a-4 y estd
conformada por una hoja-p antiparalela de dos hebras (B-3 y B-4) (figura 15)
(Paraskevopoulou, V. et al., 2021).

Figura 15. Arquitectura del dominio extracelular de la adhesina LabA (HopD), tomado
de Paraskevopoulou, V. et al., 2021. Estructura de “mango” (azul), “cabeza” (morado) y
“corona” (amarillo). Se muestra las hélices alfa (a1-8), laminas beta (B-4) y la estructura
de los extremos amino (N) y carboxilo (C) terminal.

Al superponer la estructura de mango-cabeza-corona de la adhesina LabA, con las
adhesinas de estructura conocida: BabA, SabA y HopQ, con quienes conpartia una ID en
sus exodominios de 49%, 20% y 37%, respectivamente; se observa que las regiones de
“mango y cabeza”, es decir, el haz de hélices a-4 + -3, son similares entre LabA y BabA.
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No obstante, la estructura de “corona” relacionada con la especificidad de unién a su
ligando de cada adhesina, esta presente en LabA, HopQ y BabB (figura 16). Ademas, la
alineacion multiple de secuencias de HopD de 84 cepas diferentes denotan la
conservacion de residuos de aminoacidos tanto en el extremo N-terminal como en el

extremo C-terminal (Paraskevopoulou, V. et al., 2021).

Figura 16. Superposicion de los dominios de adhesion de las adhesinas de la familia
Hop, tomado de Paraskevopoulou, V., et al., 2020. A) Superposicion del dominio de
adhesion de SabA (gris) con el dominio de adhesion de LabA (azul-magenta-amarillo),
B) Superposicion de BabB (anaranjado) con el dominio de adhesién de LabA (azul-
magenta-amarillo) y C) Superposicion del dominio de adhesién de HopQ (verde) con
LabA (azul-magenta-amarillo).

Hasta este momento, las adhesinas caracterizadas estructuralmente muestran un
patron estructural altamente conservado de “mango-cabeza” y en menor medida la

estructura de “corona” donde se ubica el sitio de insercion, lo que sugiere que esta
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estructura puede cumplir una funcion por descubrir en la adhesién bacteriana
(Paraskevopoulou, V. et al., 2021).

En 2018, Coppens y col mostraron que los dominios extracelulares de las
estructuras de rayos X de los ectodominios de BabA, SabA y HopQ tienen en comun un
dominio de cabeza conformado por un haz de 3+4 a-hélices conectado a la region de
“mango”. No obstante, en la alineacion de secuencias multiple de las adhesinas Hop, dada
su topologia mediante el mapeo de los elementos de estructura secundaria, este dominio
en comun se conserva dentro de las adhesinas Hop conocidas (Coppens, F., et al., 2018).
Asi mismo, las propiedades adhesivas de estas adhesinas, se caracterizan por segmentos
de insercion en el dominio de la cabeza exclusivos de las adhesinas individuales
(Moonens, K., etal ., 2016 ; Javaheri, A., et al ., 2016 ).

2.1.2. Disminucion de la colonizacion de H. pylori mediada por el bloqueo de las
adhesinas de la familia Hop.

En la busqueda de la erradicaccion y tratamiento de H. pylori, se han descubierto
compuestos naturales antiadhesivos que no solo pueden curar las infecciones agudas
causadas por H. pylori, sino también son Utiles en la prevencién de la recolonizacion
bacteriana del estdbmago. Estos tienen como principio la interaccion con las OMP’s
bacterianas: la 3'-sialyllactosa, N -fenilpropenoil-L-aminoacido amidas, péptidos,
polifenoles, polisacéridos y los frutos inmaduros de Abelmoschus esculentus (Messing,
J., etal., 2014)

Si bien, existen otros los estudios que reportan la disminucion significativa de la
adhesion bacteriana a las células del epitelio gastrico al afectar la expresion de las
adhesinas de la familia Hop: AlpA, AlpB, SabA, BabA, BabB, OipA, LabA, HopQ y
HopZ de H. pylori. Existen pocos estudios que demuestran que al bloquear estas
adhesinas con su ligando en forma “libre” antes de exponerlas al epitelié gastrico, la
adhesion y por lo tanto la colonizacidn bacteriana se ve disminuida significativamente
(Baj, J., et al., 2020; Matsuo, Y., et al., 2017).

En el estudio realizado por Talarico y col, se analizé la adherencia bacteriana de
la cepa ST164, la cual contenia el gen funcional de la adhesina saba, en contraste con la
cepa ST168 la cual se mut6 para el gen saba no funcional. Se puede observar que la

adherencia bacteriana de la cepa ST168 al epitelio gastrico se ve disminuida
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significativamente al 86% al no expresar la adhesina SabA funcional. Contrastaron este
resultado al poner a interaccionar antigéno de Sialil-Lewisx libre, receptor de SabA en el
epitelio gastrico, en la cepa ST164 (gen saba funcional) previo a la interaccién con las
biopsias del epitelio gastrico, es decir, bloquearon el sitio de adhesion de SabA, y
observaron que la adhesion al las células epiteliales géstricas disminuia
significativamente en un 89% con respecto a la cepa ST164 sin el bloqueo con el antigeno
y con la cepa ST168 (gen saba no funcional). Un protocolo novedoso que posiciona a
las OMP’s en los estudios de la inhibicidn de la adhesion bacteriana (figura 17) (Talarico,
S.,etal., 2012).
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Figura 17. Adherencia de H. pylori al tejido gastrico, tomado de Talarico y col 2012.
Panel A. Conteo de bacterias adheridas por pm?. Panel B. Micrografias de adhesion
bacteriana de: a) cepa ST164, b) cepa ST168 y c) cepa ST164 previamente expuesta a su
antigeno en forma libre.

En el mismo contexto, la adhesion de H. pylori también ha sido estudiada
mediante la eliminacion de la disponibilidad del receptor para la adhesina LabA. En este
estudio, las secciones de mucosa gastrica humana fueron pretratadas con anticuerpos
monoclonales contra el receptor de LabA con LacdiNAc disponible comercialmente
(LDN) y la mucina gastrica O-glicano que lleva LDN (Hum LDN), ademas del antigeno
de Lewis®. De la misma manera que los estudios con otras adhesinas descritas, las

distintas cepas bacterianas mostraron una colonizacion del epitelio gastrico disminuida
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significativamente al no estar disponible el receptor de LabA (figura 18) (Rossez, Y., et

al, 29014).
# Control
m DN 0.5mM
NLle’0.5mM
B Hum LDN 0.5mM
P12 B38

26695 )99 B18 G227
Figura 18. Adherencia de distintas cepas de H. pylori a la mucosa géastrica pretratada
con anticuerpos monoclonales para los receptores de LabA, tomado de Rossez, Y., et
al, 29014. Adherencia bacteriana de las cepas 26695, J99, B128, G27, P12 y B38 (azul)
en contraste con la adherencia de las mismas cepas pretratadas con anticuerpos
monoclonales para LabA, LDN (rojo), Le® (verde) y Hum LDN (morado).

Adherentbacteria (%)
o
=)

Por esta razén y con un numero creciente de cepas de H. pylori resistentes a los
antibioticos, los estudios de proteémica no se han quedado atras y han propuesto ademas
como adhesinas candidatas para vacunas a otros miembros de la familia Hop como son:
BabA, SabA y OipA ya que estan relacionadas con la resistencia bacteriana a los
antibidticos (Xu, C., et al., 2020).

2.2. El uso de los aptdmeros en la deteccion y control de enfermedades causadas

por bacterias.

En las bacterias, el uso de los aptameros puede clasificarse en: aquellos que se
dirigen a la célula entera con moléculas blanco que pueden ser desconocidas o conocidas,
o0 bien, aquellos que se dirigen a factores de virulencia o a antigenos y proteinas de la

superficie bacteriana (tabla 2) (Pan, Q., et al., 2018).
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Aptamero Tipo | Organismo Blanco molecular
T9 DNA | M. Th. ManLAM!?
CE24y CE15 DNA | M. Th. Proteina CE2
CSIR DNA | M. Th. Proteina CE?
MPT64-Al DNA | M. Th. MPT64%

G43y G78 RNA | M. Th. Proteina EsxG?
MA1 DNA | M. Th. Toda la bacteria
Aptamero 1 DNA | M. Th. Toda la bacteria
Aptamero 33 Y 45 DNA | S. typhimurium OMP’s?

-2 RNA | S. typhimurium OmpcC!

C4 DNA | S. typhimurium Toda la bacteria
ST2P DNA | S. typhimurium Toda la bacteria
SAL26 DNA | S. typhimurium Toda la bacteria
Apt22 DNA | Salmonella Toda la bacteria
S25 RNA | S. enteritidis Varias cepas
CRN-1Y CRN-2 DNA | S. enteritidis Toda la bacteria
APTSEBL DNA | S. aureus SEB?

C10 DNA | S. aureus SEC1?

R12.06 DNA | S. aureus Toxina alfa
Antibact 1y 2 DNA | S. aureus Peptidoglicano?
PA#2/8 DNA | S. aureus Proteina A?
SAl7, 20, 23,31, 34y 43 | DNA | S. aureus Toda la bacteria
A8 DNA | L. monocytogenes | Internalina A%®
LLO-3 DNA | L. monocytogenes | Listeriolisina O?
Lbi-17 DNA | L. monocytogenes | Toda la bacteria
LMCA 2y 26 DNA | L. monocytogenes | Toda la bacteria
E5,11,12,16,17,18y 19 | DNA | E. coli LPSt

AM-6 DNA | E. coli Toda la bacteria
Apt B12 DNA | E. coli Toda la bacteria
E1,2,10y 12 DNA | E. coli Toda la bacteria
Ec3 (31) RNA | E. coli Toda la bacteria
8.28A DNA | E. coli Toda la bacteria
Aptamero Hp4 DNA | H. pylori Antigeno recombinante

de superficie?

Tabla 2. Aptameros dirigidos a bacterias, tomado y modificado de Pan, Q., et al., 2018,
Wan, Q., et al., 2021; Yan, W., et al., 2019. Los aptameros de ARN o ADN dirigidos a
distintas bacterias pueden acoplarse a proteinas de la membrana external, factores de
virulencia® proteinas secretadas® y toda la bacteria.

Los estudios con aptameros dirigidos a bacterias estan en constante desarrollo

como prometedoras alternativas ya sea para agentes terapeuticos y/o diagnosticos. El
hecho de que estos puedan reconocer una amplia variedad de blancos, hace referencia a
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que no existe limite en sus usos mas que la imaginacion del humano, mencioné Larry
Gold en una edicion especial publicada por el Journal of Molecular Evolution en el 2015
(Ospina J. D., 2020).

2.2.1. Inhibicion de la adhesion y formacion de biopeliculas mediante un

aptamero.

Recientemente, el aptamero 3 dirigido a los flagelos de Salmonella choleraesuis, mostro
la capacidad de unirse a los dominios funcionales de la flagelina induciendo la supresion
del tropismo celular, la adhesion inicial del patégeno y por lo tanto, la formacion de
biopeliculas (figura 19) (Ning, Y., et al., 2020).

\ aptamer . i
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Figura 19. Esquema de accion del aptdmero 3 dirigido a los dominios funcionales de
la flagelina de Salmonella choleraesuis, tomado de Ning, Y., et al., 2020. El aptdmero
se une a los flagelos de Salmonella choleraesuis afectando la dhesion de la bacteria y la
formacion de la biopelicula.

En Pseudomonas aeruginosa se ha creado un aptamero capaz de unirse a la
bacteria y al biofilm con gran especificidad. Asi mismo, los aptameros han mostrado
funcidn de inhibicion sobre Bacillus anthracis al dirigirse a su factor de virulencia: factor
letal (LF) (Trunzo, N. & Hong, K., 2020).

Ademas, se ha demostrado que el aptdmero de ARN Ca-apt-1 seleccionado

mediante la técnica SELEX, se une con alta afinidad y especificidad a Candida albicans
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y es capaz de afectar su viabilidad y la formacion de biopeliculas (figura 20) (Bachtiar,
B. M. etal., 2019).
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Figura 20. Efecto de los aptdmeros en Candida albicans. a) Viabilidad de Candida
albicans. b) Microscopia de luz de Candida albicans, a. control sin tratamiento, b. células

tratadas con la biblioteca de aptdmeros y c. células tratadas con el aptdmero Ca-apt-1.

2.3. Estudios in silico con aptameros

2.3.1. Asigancion de aptameros asistido por computadora

La asignacion de farmacos asistido por computadora pérmite hacer uso de las
herramientas computacionales para interpretar y guiar experimentos y asi acelerar el
disefio de farmacos dirigido a microrganismos, como son las bacterias. En principio, el
disefio de farmacos basado en estructuras (SBDD), analizan informacion estructural de
los objetivos terapéuticos, como son las adhesinas de la familia Hop de H. pylori para
identificar sitios clave que son importantes para sus funciones bioldgicas y a partir de
dicha informacion se puede disefiar un aptamero capaz de interrumpir la adhesion
bacteriana (Yu, W., & MacKerell, A. D., 2017).

La tuberia clasica de seleccion in silico de los aptdmeros contempla el estudio estructural
de los aptdmeros que al complementarse con los principios de la asignacién de farmacos
basado en estructuras asistido por computadora, se complementa analizando la estructura
2D y 3D de las moléculas diana y realiza una evaluacion boinformatica sobre la

interaccion del aptamero y su blanco (figura 21) (Zheng, W., et al., 2019).
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Figura 21. Asignacion de aptdmeros asistido por computadora, tomado y modificado
de Chen, Z., et al., 2021,Yu, W., & MacKerell, A. D., 2017 y Yan, Y., et al., 2020. El
proceso computacional implica el desarrollo de la biblioteca de aptameros y su analisis
estructural. Asi mismo la generacién de modelados moleculares, su validacién, analisis
estructural y la probabilidad de interaccion aptdmero-molécula diana. En la verificacion,
se realiza la mutacién del objetivo con su respectiva validacion para repetir el proceso y
evaluar la especificidad, afinidad y selectividad del aptdmero por métodos
computacionales.

Hoy en dia existe una variedad de herramientas que nos permiten realizar un
analisis estructural tanto de los aptdmeros como de las proteinas blanco. Un primer paso
es investigar si se cuenta con la estructura 3D de la proteina diana en la base de datos de
proteinas (por su siglas en inglés PDB), de lo contrario se puede optar por un
modelamiento molecular bajo la metodologia de modelado por homologia o Ab initio,
segun sea el caso, algunos servidores validados para modelar proteinas por mencionar
algunos son SWISS-MODEL, MODELLER, Rosetta, SCWRL, ProModlIl y I-TASSER
(Studer, G., etal., 2021; Zheng, W., et al., 2019 ). Este ultimo servidor, fue utilizado para
nuestros modelamiento ya que proporciona informacién sobre las plantillas que utiliza
para su modelamiento y es evaluado mediante el factor de confianza (factor C) que debe
estar dentro de un rango de puntuacion de -5 a 2 y de RMSD < 5A, para indicar que el
modelado de una proteina es confiable (Zheng, W., et al., 2019; Aprahamian, M. L., &

Lindert, S. 2019).
42



Ademas, estudios recientes que han requerido del modelamiento molecular, han
utilizado al servidor gratuito I-TASSER con éxito, para obtener estructuras de alta calidad
por el método de homologia para el factor de transcripcion STAT3 (Mishra, S., et al.,
2021), para la proteina de membrana (M) del SARS-CoV-2 por el método ab initio
(Mahtarin, R., et al., 2021) y para proteinas de la membrana externa de E. coli como NfrA
(receptor del bacteriéfago N4) y FlgH (proteina del anillo L flagelar) modeladas por el
método ab initio, y las proteinas BamA (subunidad central de BAM que contiene el barril
B) y LptD (Proteina de ensamblaje LPS) modeladas Ab initio (Horne, J.E., et al., 2020).

Existe también una amplia variedad de servidores que indican la calidad
estructural de los modelados moleculares, validando la informacion estereoquimica tales
como: QMEAN, RAMPAGE v la plataforma SAVES que incluye los servidores Verify
3D, ERRAT y PROCHEK (Hasan, R., et al., 2021). El servidor ERRAT proporciona un
factor de calidad que se utiliza para analizar interacciones atomo-atomo no enlazadas en
contraste con estructuras de cristalografia de alta resolucion, este factor debe ser > 60.
El servidor Verify 3D nos proporciona el porcentaje de residuos de aminoécidos con una
puntuacion > 0.2, es decir, el porcentaje de dichos residuos debe ser > 60. Ademas el
servidor de PROCHECK proporciona el grafico de Ramachandran para visualizar los
angulos diédricos psi (y) y phi (¢) energéticamente permitidos y no permitidos de un
aminoéacido, donde el porcentaje de residuos de aminoacidos debe ser mayor al 90%,
ademas de indicar el factor G (factor de geometria global) que proporciona informacion
sobre cuan “normal-inusual” es una propiedad esteroquimica con una puntuacion de
probabilidades logaritmicas que debe estar en el rango de 0 a -0.50 (Devi, A. &
Chaitanya, N., 2021, Lavadié-Gonzélez, C. et al., 2021). Cabe mencionar que la
plataforma gratuita SAVES fue utilizado recientemente para evaluar la calidad
estereoquimica de metaloproteasas de la familia M4 de distintas especies bacterianas
mediante los servidores ERRAT, Verify 3D y PROCHECK (Hasan, R., et al., 2021), y
en la validacién del modelado molecular de la proteina S del SARS-CoV-2 (Devi, A. &
Chaitanya, N., 2021).

Una vez validadas las estructuras modeladas, se puede predecir la probabilidad de
interaccién de la proteina blanco con una molecula de ARN, es decir, con un aptamero,
mediante servidores como: RNA Bricks2, NPInter, snoDB, PNRD, TarBase, PRD,
RNAInter, Rliscoper, IntaRNA, PRIdictor, DeepBind, POSTAR, doRiNA, PRIDB,
RPIseq y Patch Finder (Baltoumas, F. A., et al., 2021; Zagrovic, B., et al., 2018; Di Salvo,
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T. G., 2015). En nuestra investigacion utilizamos dos servidores RPIseq y Patch Finder,
para poder obtener informacion sobre la prediccion de interaccion a partir de las
secuencias y por su estructura 3D, respectivamente. El servidor Patch Finder permite
visualizar las propiedades electrostaticas de las proteinas, primero se calcula el potencial
electrostatico de la proteina en una cuadricula 3D, luego se definen los puntos que caen
mas cerca de la superficie de la proteina, se lleva a cabo la extraccién de todos los parches,
se elige el parche positivo mas grande y se asignan los residuos de aminoacidos
relacionados con el parche. Generalmente, estos parches estan relacionados con la region
funcional de las proteinas (Shazman, S., et al., 2007). Otro servidor que puede predecir
la interaccion proteina-ARN es RPIseq mediante la puntuacion de sus clasificadores que
analizan redes de interacciones ARN-proteina de datos experimentales, donde los
clasificadores SVM (support vector machine) y RF (random forest) apuntan hacia una
interaccion positiva cuando sus puntuaciones son > 0.8 y > 0.5, respectivamente
(Muppirala, U. K.,et al., 2011).

En el andlisis de estructuras 2D y 3D de aptdmeros segun la tuberia clasica in
silico, implica una evaluacién de estabilidad termodindmica 2D que puede ser
proporcionada por los servidores: ProbKnot, ThreshKnot, DotKnot, IPknot,
CONTRAfold y Vienna RNAfold, entre otros (Zhang, H., et al., 2020). RNAfold predice
la estructura 2D a partir de la secuencia del aptamero mediante la particion lineal de
energia de los apareamientos candnicos watson-crick y no candnicos, este servidor
proporciona una puntuacion de energia termodindmica del ensamblaje no mayor a -
10Kcal/mol, la frecuencia de estructura de energia libre (MFE) > 40 % y la diversidad del
conjunto menor a 1, ademas de proporcionar el diagrama de montafia de cada aptamero
rque epresenta la estructura MFE, la estructura del centroide y las probabilidades de los
pares, el diagrama de entropia, que brinda informacién de confiabilidad en términos de
probabilidad de entropia posicional y su estructura secundaria en un codigo de colores
que muestra en color anaranjado-rojo una probabilidad mayor de interaccién entre las
bases del aptdmero (Gruber, A.et al., 2008; Zhang, H., et al., 2020).

Hoy en dia es posible obtener la estructura de los aptameros a partir de distintos
servidores como: Rosetta, Rmdetect, JAR3D, RAGTOP, iFoldRNA y RNAComposer,
este ultimo servidor utiliza la secuencia del aptdmero y su notacion de puntos y parentesis
que proporciona RNAfold. La obtencion de la estructura tridimencional (3D) de los

aptameros implica la division de la estructura 2D en tallos, bucles y hebras simples en el
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servidor, luego los elementos de estructura 3D correspondientes a estas fragmentaciones
se buscan en la base de datos RNA FRABASE, aquellas estructuras cuya desviacion
cuadratica media de la raiz atomica (RMSD) sea inferior a 1.0 A son seleccionadas y
fusionadas a una estructura 3D inicial. Finalmente, se refina la estructura obtenida
mediante minimizacion de energia en el espacio del angulo de torsion y el espacio de
coordenadas del &tomo cartesiano para obtener la estructura 3D final (Gong, S. et al.,
2017). Ademas, este servidor, se utilizd recientemente para modelar un aptamero
conjugado con un ribointerruptor que funciona como biosensor sensible a
concentraciones ambientales de hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX), un
quimico que contamina el suelo y agua (Mayo, M. L., et al., 2020).

Una vez que se ha obtenido las estructuras tridimencionales de la proteina objetivo
y el aptamero, y han sido validadas, el siguiente paso de la asignacion de un aptamero por
métodos computacionales, implica el acoplamiento molecular, una herramienta que
predice los modos y sitios de unién de la proteina con el ligando, es decir, el aptdmero.
Existe una variedad de softwares para el acoplamiento molecular, tales como: Vina,
AutoDock4, Molegro/MolDock, Smina, Plants, ICM, GOLD, Dock6, GasDock,
DockThor (Torres, P..et al., 2019), y servidores como: ClusPro, HADDOCK, servidor
RosettaDock, GRAMM-X, 3D-Garden, servidor HEX, SwarmDock, servidor ZDOCK,
PatchDock, ATTRACT, pyDockSAXS, InterEvDock, NPDock y HDOCK (Yan, Y., et
al., 2017).

En nuestro estudio, utilizamos el servidor HDOCK, un servidor ya que
proporciona acoplamientos moleculares proteina-ADN/ARN dentro de los estandares de
la evaluacion critica de la prediccion de interacciones (CAPRI). En primer lugar, el
servidor toma muestras de los modos de unién putativos entre la proteina y el aptdmero
mediante la transformada rapida de Fourier, un método de busqueda global; luego evalta
los modos de unién muestreados con una funcién de puntuacion iterativa basada en el
conocimiento para las interacciones proteina-ARN, y se eligen aquellas 10 poses con
mejor puntuacion (figura 22); proporciona también dos puntuaciones mas: MaxSub y LG
que determinan la calidad del acoplamiento y de las estructuras. Ademas, este servidor
tiene la capacidad de seleccionar un rango de residuos de aminoacidos donde nos interesa
se acople molecularmente el ligando, que en el estudio de la asignacion de un aptamero
por métodos computacionales implica el parche cargado electrostaticamente positivo de
la proteina de intéres (Yan, Y., etal., 2017; Yan, Y., et al., 2020).
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Figura 22. Acoplamiento molecular en HDOCK, tomado de Yan, Y., etal., 2020.1) En
el primer paso del flujo de trabajo se puede introducir las secuencias o estructuras que se
van a acoplar, 2) luego se realiza una busqueda de similitud de secuencias en la base de
datos de secuencias PDB para encontrar las secuencias homdlogas para las moléculas de
receptor y ligando. 3) comparando dos conjuntos de plantillas para ver si tienen registros
comunes con los mismos cddigos PDB, se seleccionara una plantilla coman tanto para el
receptor como para el ligando. Si no hay superposicién entre dos conjuntos de plantillas
homologas, se seleccionaran las mejores plantillas. 4) Con las estructuras ya sea
modeladas por el servidor o cargadas por los usuarios, se lleva a cabo el acoplamiento
global mediante el muestreo de las orientaciones de enlace que incorpora la informacién
vinculante del sitio si los usuarios proporcionaron dicha informacién en el momento del
envio y en la pagina de resultados, los usuarios pueden ver los 10 mejores modelos de
acoplamientoa través de una interfaz web de Jmol o USCF Chimera.

En este sentido, la inteligencia artificial como los métodos computacionales de
aprendizaje automatico/profundo, se han convertido en una alternativa para seleccionar
candidatos potenciales de aptameros con alta afinidad y especificidad para las moléculas
blanco en el descubrimiento de farmacos a traves de la informacion estructural (Chen, Z.,

etal., 2021).
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Hipotesis

Existe por lo menos un aptamero de ARN que se uniran especificamente a cada uno de
los diferentes dominios de adhesion de las adhesinas de la familia Hop de H. pylori.

Justificacion

Helicobacter pylori es un patdgeno que infecta a mas del 50% de la poblacion mundial y
en México su prevalencia es mayor al 70%, ademas de que este patdgeno se ha vuelto
resistente. Asi mismo, la infeccion por H. pylori se ha considerado como un factor
etiologico para el desarrollo de Ulceras gastricas y duodenales, adenocarcinoma gastrico

y linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa gastrica.

Por lo anterior, proponemos disefiar con un enfoque bioinformatico, un aptamero
de ARN que se acople molecularmente a las proteinas de la membrana externa de la
familia Hop de H. pylori involucradas en el mecanismo de adhesion bacteriana; lo que
conllevara a proponer nuevos esquemas de tratamiento de las infecciones causadas por

este patdgeno que redunden en una mejor calidad de vida para el paciente.
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Objetivos

Objetivo general
Disefiar por métodos in silico aptameros de ARN que se acoplen molecularmente a los
dominios de adhesidn de las adhesinas de la familia Hop cristalizadas y modeladas de las

cepas de H. pylori involucradas en la adhesion bacteriana al huésped.

Objetivos particulares
1. Identificar los residuos de aminoacidos conservados en los dominios de las adhesinas
de la familia Hop de las cepas de H. pylori que participan en el mecanismo de

adhesion.

2. Modelar las adhesinas HopT (BabB), HopC (AlpA), AlpB (HopB), HopH, HopS y

HopZ de H. pylori de las cuales no se ha determinado su estructura cristalina.

3. Seleccionar un aptdmero de ARN que se una a cada dominio de adhesion de las

adhesinas de H. pylori.
4. Demostrar la especificidad de acoplamiento del aptdmero con las adhesinas de H.

pylori mediante la mutacion de los residuos de aminoacidos del area de interfaz del

aptamero y el dominio de adhesion.
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Metodologia

Secuencias

La busqueda e identificacion de secuencias de aminoacidos de las cepas representantes
de las principales poblaciones geograficas de H. pylori: hpAfrical, hpAfrica2,
hpEastAsia y hpEurope para las adhesinas de la familia Hop: AlpA, AlpB, BabA, BabB,
LabA, OipA, SabA, HopQ y HopZ, se realiz6 considerando las secuencias anotadas y

depositadas en el servidor Uniprot (https://www.uniprot.org/) que es una base de datos

integral y no redundante que contiene la mayoria de las secuencias de proteinas

disponibles publicamente en el mundo.

Alineamiento Multiple de Secuencias (MSA)

Las secuencias de aminoacidos obtenidas de cada adhesina de la familia Hop
representantes de las principales poblaciones geograficas de H. pylori: hpAfrical,
hpAfrica2, hpEastAsia y hpEurope, en formato FASTA fueron comparadas mediante un
alineamiento multiple en la plataforma EMBL-EBI con el servidor Clustal Omega

version 1.2.4 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), este utiliza el algoritmo mBed

para generar un arbol guia mediante la generacién de una matriz de distancias con el
calculo de distancia por pares basado en el algoritmo de alineacion de K-tuplas, que se
utiliza para guiar la alineacién progresiva. Su motor de alineacion perfil-perfil, se basa en
el software HHalign que utiliza el algoritmo de precision maxima (MAC) para alinear
perfiles. Se utiliz6 la penalizacién por gaps de forma predeterminada (Sievers, F. &
Higgins, D.G., 2021). os alineamientos se importaron, visualizaron y analizaron
mediante el software JalView capturando informacién de la secuencia como son las
regiones conservadas de residuos de aminoacidos con la seleccion de color por
conservacion, primero se selecciond en el color a BLOSUMG62 que colorea cada residuo
en una escala de blanco a azul segun la probabilidad de mutacion de la secuencia de
referencia o consenso para la vista de alineacion, posteriormente se habilité la coloracion
por conservacién que colorea las columnas que exhiben un alto puntaje de conservacion
de propiedades fisicoquimicas donde el color més fuerte indica propiedades conservadas

por arriba del 30% de las secuencias alineadas. Finalmente se habilitd la coloracion por
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porcentaje de identidad de secuecia que colorea los residuos de aminoacidos segun su
abundancia en cada columna de la alineacion y fue seleccionado el sombreado por arriba
del umbral de identidad, es decir, por arriba del 25% de identidad en una escala de

amarillo a rojo (Procter, J. B., et al., 2021).

Como control en el alineamiento se utilizé a la adhesina de la vaina flagelar HpaA

de H. pylori que no pertenece a la familia Hop (Voland, P., et al., 2003)
Estructuras
Se buscaron y descargaron las estructuras 3D en formato pdb de las adhesinas de la

familia Hop de H. pylori en el Banco de Datos de Proteinas por sus siglas en inglés PDB

(https://www.rcsb.org/).

Modelamiento molecular

Inicialmente se descargd en formato FASTA desde el servidor UniProt
(https://www.uniprot.org/), las secuencia de las adhesinas para las que no se encontro su

estructura 3D de la cepa de referencia de H. pylori: Campylobacter pylori, Marshall et al.
Goodwin et al. ATCC700824, un aislado geografico de Reino Unido (ATCC, 2021), que
utilizamos como una cepa representante del estado actual de la distubucion geografica de
H. pylori en el continente Americano.

Posteriormente se realizé la busqueda de alineacion local para cada adhesina
mediante el servidor BLASTp
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSear
ch&LINK_LOC=blasthome) utilizando como parametros de comparacion las proteinas

registradas en la base de datos PDB delimitandolo solo a la bacteria H. pylori para

determinar si el modelado seria por homologia (25% de ID) o Ab initio.

Aquellas secuencias que mostraron homologia con una identidad de secuencia
mayor al 25% fueron seleccionadas como plantillas para el modelado de las proteinas en

el servidor I-TASSER (https://zhanggroup.org/I-TASSER/) utilizando como pardmetro
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del modelado a la region de los residuos de aminoacidos que mostraron homologia. Las
que no mostraron homologia con otras secuencias, fueron modeladas mediante el método

ab initio en el mismo servidor.

Validacion estreoquimica

Una vez obtenidas las estructuras 3D de las adhesinas modeladas, se consider6 como
mejor modelo de calidad a aquel que tuviera una puntuacion del factor de confianza (C)
dentro del rango de -5 a 2 con un valor < 5A para la RMSD (desviacion de la media
cuadratica).

En la plataforma UCLA DOE Lab (https://saves.mbi.ucla.edu/) se cargd cada
modelado seleccionando los servidores de ERRAT, Verify3AD y PROCHECK

considerando para una buena calidad estereoquimica, aquellas estructuras que obtuvieron

una puntuacion del factor de calidad general mayor al 60%, una puntuacion mayor al 50%
de residuos de aminoacidos con una coincidencia media 3D-1D mayor o igual a 2.0, para
los primeros dos servidores, respectivamente, y en los plot de ramachandran se verificd
que mas del 90% de residuos de aminoacidos estuvieran en las regiones de confianza con

un factor G mayor que —0.50.

Seleccion y asignacion de aptameros

A partir del servidor RNAiFold (https://bioinformatics.bc.edu/clotelab/RNAiFold/) que

proporciona Unicamente secuencias de RNA, se obtuvieron las secuencias aleatorias para

generar las estructuras secundarias de los aptameros con una longitud de 100 nucleétidos
que con base en su energia termodinamica, se seleccionaron los 100 aptameros mas
estables energéeticamente en el servidor RNAfold WebServer
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) con las siguientes

caracteristicas: frecuencia de la estructura de energia libre mayor que 60%, energia
termodinamica del ensamblaje menor que o igual a —20Kcal/mol y la diversidad del

conjunto menor que 2.
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Posteriormente se introdujo la secuencia de cada uno de los 100 aptameros
estables termodindmicamente con cada una de las nueve adhesinas de la familia Hop en

el servidor RPIseq (http://pridb.gdchb.iastate.edu/RPISeq/) y se tomaron en cuenta

aquellos que presentaron una prediccion de interaccion y presicion positiva mediante la
puntuacion del clasificador de maquinas de vectores de soporte (SVM) con un valor
mayor que o igual a 0.8 y con una puntuacion del clasificador de bosque aleatorio (RF)

mayor que o igual a 0.5.

Luego, se obtuvieron las estructuras terciarias de los aptdmeros que mostraron una
prediccidn de interaccion positiva en formato pdb mediante el servidor RNAComposer

(http://rnacomposer.cs.put.poznan.pl/) y se descargo su estructura.

Acoplamiento molecular

Inicialmente se llevd a cabo la prediccion de interfaces de unién de acidos nucleicos
(parches electrostaticos en color azul) de todas las adhesinas en el servidor PatchFinder
(http://pfp.technion.ac.il/index.html) y con las coordenadas del parche electrostatico

positivo de las adhesinas, se llevo a cabo el acoplamiento molecular dirigido mediante el

servidor HDOCK (http://hdock.phys.hust.edu.cn/) tomando en cuenta las coordenadas

del parche electrostético.

Ademas, se consider6 para un buen acoplamiento molecular que los valores de
puntuacion de acoplamiento fueran menores que —100 Kcal/mol y que las puntuaciones
de LG fueran de 1.5 a 5.0 0 mas y las de MaxSub de 0.1 a 0.8 0 mas, considerando
visualmente mediante el programa USCF Chimera que el aptdmero se acoplara
molecularmente a los dominios de adhesion de las adhesinas de la familia Hop de H.

pylori.

Como control de reactividad cruzada se llevo a cabo el acoplamiento molecular
de los aptameros seleccionados con respecto a la adhesina FimH de E. coli (Le Trong, 1.,
et al., 2010); para el control de selectividad y especificidad, se llevd a cabo el
acoplamiento molecular de los aptdmeros seleccionados con respecto a la adhesina de la

vaina flagelar HpaA de H. pylori que no pertenece a la familia Hop (Voland, P., et al.,
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2003) y como control de unién negativa, se acoplé molecularmente el aptamero
Hp_control_Hop con las adhesinas (Gupta, A., et al., 2021).

Comprobacion de la especificidad, afinidad y selectividad

Se realiz6 la inspeccion visual en el programa USCF Chimera del area de interfas
aptamero- adhesina ubicando almenos seis residuos de aminoacidos que comprobando
con los MSA’s estuvieran conservados por arriba del 70% en las secuencias de las

adhesinas para mutarlos por glicinas.

Luego se llevd a cabo el mismo procedimiento de modelado molecular por el
método de homologia o ab initio antes mencionado, con su respectiva validacion

estereoquimica para las adhesinas mutadas.

Para el acoplamiento  molecular en el servidor HDOCK

(http://hdock.phys.hust.edu.cn/) se probaron los nueve aptameros seleccionados con su

respectiva asdhesina tomando en cuenta los pardmetros de puntuacién de acoplamiento

molecular, LG y MaxSub antes mencionados.
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Resultados

Residuos de aminoacidos conservados en los dominios de las adhesinas de la familia

Hop de las cepas de H. pylori que participan en el mecanismo de adhesion.

Para identificar regiones de similitud que reflejan relaciones bioldgicas asociadas a una
funcion potencial entre proteinas, en el presente trabajo de investigacion, se muestran los
MSA’s de la region N-terminal (residuos 1 al 400) de las secuencias de las adhesinas
representantes de las principales poblaciones geograficas (hpAfrical, hpAfrica2,
hpEastAsia y hpEurope) de varias cepas de H. pylori: BabA, SabA, LabA, HopQ, AlpA,
AlpB, BabB, OipA y HopZ (Wang, Y..et al.,2018; Nute, M., et al., 2019; Falush, D., et
al.,2003).

Asi mismo, cabe destacar que las secuencias de las adhesinas de las distintas cepas
y aislados bacterianos de H. pylori depositadas en UniProt/GenBank y utilizadas en los
MSA’s de nuestro trabajo de investigacion, estan dentro de un rango de tiempo de 1991
hasta 2019 (GenBank,2022).

El cddigo de colores de los MSA’s esta dado por la identidad de secuencia (mayor
al 25%) y la conservacion de residuos de aminoacidos por arriba del 30% hasta 100% que
va de amarillo a rojo, respectivamente (Procter, J., et al., 2021), donde se identificaron
regiones de similitud en el extremo N-terminal de residuos de aminoacidos conservados
por arriba del 70% (anaranjado a rojo) en donde se ubica el exodominio de adhesion
(Procter, J., et al., 2021; Coppens, F., et al., 2018), de tal manera que podemos observar
la concordancia existente entre la relacion bioldgica de la secuencia, su funcién de
adhesion al epitelio gastrico y la estructura de mango-cabeza-corona que da lugar el
exodominio de adhesion (Nute, M., et al., 2019; Procter, J., et al., 2021).

Ademas, los residuos de aminoacidos mutados que estan conservados por arriba
del 70% y ubicados en el area de interfas aptdmero-adhesina para evaluar posteriormente
su especificidad y selectividad, estan sefialados con triangulos azules en la parte superior
de los MSA's.
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Figura 23. MSA del extremo N-terminal (residuos 1-400) de las adhesinas BabA
(HopS) de H. pylori (39 Secuencias). Muestra una conservacion predominante del 80-
100% (anaranjado a rojo) de los residuos de aminoacidos 1 al 220 en la region de cabeza-
corona del dominio de adhesion, y una conservacion predominante del 30% al 60%
(amarillo a anaranjado) de los residuos de aminoacidos 221 al 400 en la regién de mango.
Los residuos de aminoacidos mutados (triangulos azules), estan conservados en un rango
de 90% al 100% (anaranjado a rojo) y corresponden al area de interfaz aptamero-
adhesina.
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Figura 24. MSA del extremo N-terminal (residuos 1-400) de las adhesinas SabA
(HopP) de H. pylori (se muestran 100 secuencias de 2,282). Muestra una conservacion
del 70-90% (anaranjado) de residuos de aminoacidos en la regién de mango-cabeza-
corona (residuos 1 al 300) del dominio de adhesion y la conservacion de algunos residuos
de aminoacidos en un 70% (anaranjado) en la region de mango (residuos 1 al 400). Los
residuos de aminoacidos mutados (triangulos azules), estan conservados en un rango de

80% al 90% a lo largo de las secuencias y corresponden al area de interfaz aptamero-

adhesina.
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Figura 25. MSA del extremo N-terminal (residuos1-400) de las adhesinas LabA
(HopD) de H. pylori (105 Secuencias). Muestra una conservacion del 80-100%
(anaranjado a rojo) de residuos de aminodcidos predominate en la regién de mango-
cabeza-corona. Los residuos de aminoacidos mutados (tridngulos azules), estan
conservados en un rango del 90% al 100% (anaranjado a rojo) y corresponden al area de
interfaz aptamero-adhesina.
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Figura 26. MSA del extremo N-terminal (residuos 1-400) de las adhesinas HopQ de
H. pylori (30 Secuencias). Muestra una conservacion del 70-100% (anaranjado a rojo)
de residuos de aminoacidos en la regién de mango-cabeza-corona. Los residuos de
aminoacidos mutados (triangulos azules), estan conservados en un rango del 80% al
100% (anaranjado a rojo) y corresponden al area de interfaz aptamero-adhesina.
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Figura 27. MSA del extremo N-terminal (residuos 1-400) de las adhesinas AlpA
(HopC) de H. pylori (122 Secuencias). Muestra una conservacién predominanre del 80-
100% (anaranjado a rojo) de residuos de aminoacidos en la regién de mango-cabeza-
corona. Los residuos de aminoacidos mutados (triangulos azules), estan conservados en
un 100% (rojo) y corresponden al area de interfaz aptamero-adhesina.
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Figura 28. MSA del extremo N-terminal (residuos 1-400) de las adhesinas AlpB
(HopB) de H. pylori (114 Secuencias). Muestra una conservacion del 70-100%
(anaranjado a rojo) de residuos de aminoacidos en la region de mango-cabeza-corona.
Los residuos de aminoacidos mutados (triangulos azules), estan conservados al 100%
(rojo) y corresponden al area de interfaz aptamero-adhesina.
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Figura 29. MSA del extremo N-terminal (residuos 1-400) de las adhesinas BabB
(HopT) de H. pylori (41 Secuencias). Muestra una conservacion del 60-80% de residuos
de aminoéacidos en la region de mango-cabeza-corona.Los residuos de aminoéacidos
mutados (triangulos azules), estan conservados en 80% (anaranjado) y corresponden al
area de interfaz aptamero-adhesina.
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Figura 30. MSA del extremo N-terminal (residuos 1-203) de las adhesinas HopZ de
H. pylori (125 Secuencias). Muestra una conservacion del predominantemente 60-80%
(anaranjado) de residuos de aminoacidos en la region de cabeza-corona (residuos 1 al
200) y en menor presencia residuos de aminoacidos conservados al 100%. Los residuos
de aminoacidos mutados (triangulos azules), estan conservados en un rango del 70% al
80% (anaranjado) y corresponden al area de interfaz aptdmero-adhesina.
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Figura 31. Panel A. MSA del extremo N-terminal (residuos 1-160) de las adhesinas
OipA (HopH) de H. pylori (138 Secuencias). Muestra una conservacion del 70-100%
(anaranjado a rojo) de residuos de aminoacidos en la region de cabeza-corona (residuos
del 1 al 160). Los residuos de aminoacidos mutados (triangulos azules), estan conservados
en un rango del 90% al 100% (anaranjado a rojo) y corresponden al area de interfaz
aptamero-adhesina.
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Figura 31. Panel B. MSA del extremo N-terminal (residuos 160-300) de las
adhesinas OipA (HopH) de H. pylori (138 Secuencias). Muestra una conservacion de
residuos de aminoacidos en la region de cabeza-corona (residuos del 160 al 300)
predominate del 70% (anaranjado) y menor proporcion residuos de aminoacidos al 100%
(rojo). Los residuos de aminoacidos mutados (triangulos azules), estan conservados en un
rango del 80% al 100% (anaranjado a rojo) y corresponden al area de interfaz aptamero-
adhesina.
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Adhesinas modeladas: HopT (BabB), HopC (AlpA), AlpB (HopB), OipA (HopH) y

HopZ de H. pylori de las cuales no se ha determinado su estructura cristalina.

Las adhesinas AlpA, AlpB, BabB, OipA, y HopZ fueron modeladas utilizando las
secuencias de la cepa certificada Helicobacter pylori (Campylobacter pylori) ATTCC
26695, un aislado geografico de Reino Unido (ATCC, 2021), que utilizamos como una
cepa representante del estado actual de la distubucion geografica de H. pylori en el
continente Americano (Falush, D., et al., 2003).

Por el método de homologia se modelaron las adhesinas BabB y HopZ, y por el
método Ab initio las adhesinas AlpA, AlpB y OipA, que muestran parametros dentro de
los estandares de calidad estereoquimica, asi como la estructura de mango-cabeza-corona
reportada para otras adhesinas de la familia Hop, excepto en QOipA que muestra la
estructura de porina caracteristica de las proteinas de la familia Hop (Tiwari, A., et al.,
2020; Alm, R. A, et al., 2000).
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Estructura de referencia: BabA (HopS)

AlpA (HopC) modelado A4b initio

RMSD23A

I-TASSER -4.15
ERRAT 81.42 %
Verify 3D 72.26%
PROCHECK 98.6% | -0.50
Alp B (HopB) modelado Ab initio
I-TASSER -3.89
ERRAT 70.31%
Verify 3D 56.11%
PROCHECK 97.1% -0.50
OipA (HopH) modelada Ab initio
I-TASSER -4.37
ERRAT 61.34%
Verify 3D 60%
PROCHECK 95.18% | -0.50

Tabla 3. Modelado Ab initio de las adhesinas AlpA, AlpB y OipA. Estructura 3D de
referencia (BabA) y las adhesinas modeladas resaltando la region de mango (café), cabeza
(verde) y corona (magenta). Servidores de evaluacion estereoquimica de los modelados:
I-TASSER (Factor de confianza) [-5 a 2] y una RMSD [<5A], ERRAT (Factor de
calidad) [>60%], Verify3D (residuos tienen una puntuacion media 3D-1D mayor o igual
a 0.2.) [>50%], PROCHECK (residuos de amino&cidos ubicados en regiones favorables
[>90%]/factor G [>-0.50]). *Anexo 1. Gréficos de calidad estereoquimica de las
adhesinas modeladas.
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Estructura de referencia: BabA (HopS)

BabB (HopT) modelado por homologia con BabA con un 54.84% de ID
/& I-TASSER -3.93
ERRAT 81.42%
Verify 3D 72.26%
PROCHECK 98.6% -0.50
HopZ modelado por homologia con BabA con un 41.25% de ID
I-TASSER -3.02
ERRAT 61.77%
Verify 3D 86.04%
PROCHECK 96% -0.41

Tabla 4. Modelado por homologia de las adhesinas BabB y HopZ. Estructura 3D de
referencia (BabA) y las adhesinas modeladas resaltando la region de mango (café), cabeza
(verde) y corona (magenta). Servidores de evaluacion estereoquimica de los modelados:
I-TASSER (Factor de confianza) [-5 a 2] y una RMSD [<5A], ERRAT (Factor de
calidad) [>60%], Verify3D (residuos tienen una puntuacién media 3D-1D mayor o igual
a 0.2.) [>50%], PROCHECK (residuos de aminoacidos ubicados en regiones favorables
[>90%]/factor G [>-0.50]). *Anexo 1. Gréficos de calidad estereoquimica de las
adhesinas modeladas.

Seleccion y asignacion de aptameros que se unen a los dominios de adhesion de las

adhesinas de H. pylori.

De la biblioteca generada de 100 aptameros estables termodindmicamente, se prob6 cada
uno de ellos para predecir su interaccion con las adhesinas de la familia Hop. Los que
mostraron resultados favorables se pueden observar en las tablas 5 y 6, es decir, valores
de frecuencia de la estructura de energia libre mayor que 60%, energia termodinamica del
ensamblaje menor que o igual a -20Kcal/mol y una diversidad del conjunto menor que 2
(Gruber, A.et al., 2008; Zhang, H., et al., 2020).

Los acoplamientos moleculares con los aptdmeros seleccionados se muestran en
la tabla 7 con puntuaciones que indican un buen acoplamiento molecular con

puntuaciones LG de 1.5 a 5.0 0 mas, de MaxSub de 0.1 a 0.8 0 mas y de acoplamiento
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menores que -100 Kcal/mol (Yan, Y., et al.,, 2020), consistentes con el parche
electrostatico y la prediccion de interaccion de interaccion positiva con valores SVM
iguales o mayores que 0.8 y de RF igual o mayor a 0.6 (tabla 6) (Muppirala, U. K.,et al.,
2011; Shazman, S., et al., 2007).

a) Aptameros seleccionados para cada adhesina

Hp_AlpA 82 Hp_AlpB 11 Hp_BabA 20 Hp_BabB_64 Hp_LabA 24
Estabilidad termodindmica
+67.37 Kcal/mol 49.45 Kcal/mol -68.12 Kcal/mol -33.30 Kcal/mol -51.74 Kcal/mol
75.45 % 78.38 % 97.50 % 84.43 % 94.17 %
0.84 0.94 0.05 173 0.41
Hp_OipA_92 Hp_SabA_71 Hp_HopQ_73 Hp_HopZ 21 Hp_Control_Negativo_ Hop
Estabilidad termodindmica
-34.30 Kcal/mol -61.54 Kceal/mol -31.43 Kcal/mol -27.57 Kcalimol -21.73 Kcal/mol
84.58 % 80.17 % 95.66 % 88.86 % -94.94 %
0.53 1.29 0.56 0.56 0.33

Tabla5. Aptameros seleccionados para cada adhesina de la familia Hop de H. pylori.
La estabilidad termodinamica se define por los valores obtenidos para la energia
termodindmica del ensamblaje (verde) [< -20 Kcal/mol], la frecuencia de energia libre
de la estructura (anaranjado) [> 60%] y la diversidad del conjunto (azul) [< 2]. *Anexo
2. Estructura secundaria, diagramas de montafia, entropia posicional de los
aptameros seleccionados por cada adhesina.
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b) Prediccion de interaccion adhesina-aptamero seleccionado.

Parche electrostatico positivo de las adhesinas

AlpA AlpB BabA BabB LabA

Prediccion de interaccion adhesina/aptimero seleccionado

Hp_AlpA 82 Hp_AlpB_11 Hp_BabA 20 Hp_BabB_64 Hp_LabA 24
SVM RF SVM RF SVM RF SVM RF SVM RF
0.94 0.55 0.85 0.5 0.89 0.65 0.85 0.6 0.92 0.6

Parche electrostatico positivo de las adhesinas

OipA SabA HopQ HopZ

Hp_OipA 92 Hp SabA 71 Hp_HopQ 73 Hp _HopZ 21
SYM RF SVM RF SVM RF SVM RF
0.98 0.5 0.94 0.6 0.93 0.65 0.96 0.7

Tabla 6. Prediccion de interaccion adhesina- aptamero seleccionado. La estructura
3D de las adhesinas muestra el parche electrostatico positivo en color azul. Los
clasificadores de prediccidn de interaccidén de maquina de soporte de vectores (SVM) [>
0.8] y bosque aleatorio (RF) [> 0.5].
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c) Acoplamiento molecular adhesina-aptamero seleccionado.

Acoplamiento molecular adhesina-aptimero seleccionado

AlpA

AlpB

BabA

BabB

LabA

Hp_AlpA_82

Hp_AlpB_11

Hp_BabA_20

Hp_BabB_64

Hp_LabA 24

-391.76

-390.03

-376.65

-353.96

-384.37 -328.18 -396.10 -371.39 -355.81
2.305 1.565 5.415 4.3 6.048
0.276 0.124 0.319 0.271 0.382

Acoplamiento molecular adhesina-aptimero seleccionado
OipA SabA HopQ HopZ
Hp_OipA_92 Hp_SabA_71 Hp_HopQ_73 Hp_HopZ 21

2.906

5.084

4.302

2.848

0.530

0.425

0.619

0.580

Tabla 7. Acoplamiento molecular adhesina-aptamero seleccionado. La estructura 3D
del acoplamiento entre el aptdmero (azul) y las adhesinas con su dominio de cabeza
(verde) y corona (magenta). En color magenta se muestran los residuos o regiones
implicados en la adhesion con su receptor en la célula huésped, excepto en SabA, que
estan marcados con color rojo para poder observarse mejor. La puntuacion de
acoplamiento molecular (verde) [< -100 Kcal/mol], la puntuacion LG (azul) [1.5a5 0
mas] y la puntuaciéon MaxSub (anaranjado) [0.1 a 0.8 0 mas ], muestran la calidad y
confiabilidad del acoplamiento.
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d) Acoplamiento molecular de los controles.

Se utilizaron 3 controles, el primero de ellos muestra un aptamero que no es especifico
para los dominios de cabeza-corona de las adhesinas de la familia Hop (tabla 8). El
segundo control, muestra el acoplamiento molecular negativo de los aptameros
seleccionados con la adhesina HpaA que no pertenece a la familia Hop de H. pylori (tabla
9). El tercero, muestra el acoplamiento molecular negativo de los aptameros
seleccionados con la adhesina FimH de E. coli (tablal0). Todos ellos consistentes con
la prediccidn de interaccion del servidor RPIseq y de un buen acoplamiento molecular,
antes mencionados (Yan, Y., et al., 2020; Muppirala, U. K. et al., 2011).

Servidor  Valores HopC (AlpA) HopB (AlpB) Hop$ (BabA) HopT (BabB) HopP (SabA)

RPISeq SVM 0.98 0.94 0.97 095 0.96

RF 0.55 0.5 045 0.7 045

HDOCK Puntuacién de acoplamiento -389 4-59 -6.95 -3.89 -8.58
(Kcal/mol)

Puntuacién LG 2343 4.776 5415 3.240 5084

Puntuacién MaxSub 0.187 0.641 0319 0.267 0.425

Servidor  Valores HopD (LabA) HopH (OipA) HopQ HopZ
RPISeq SVM 0.9 0.98 095 0.98
RF 0.65 0.35 0.6 0.65
HDOCK Puntuacion de acoplamiento -4.05 -9.06 9.80 941
(Kcal/mol)
Puntuacién LG 6.048 4511 3.952 2.848
Puntuacion MaxSub 0.382 0.294 0.487 0.580

Tabla 8. Aptamero seleccionado como control de unién negativa a la region de
cabeza (verde) y corona (magenta) de todas las adhesinas de la familia Hop de H.
pylori. Estructura 3D del acoplamiento molecular de cada una de las adhesinas con el
mismo aptamero Hp_Control_Negativo Hop (azul). *En cian se muestra los bucles
externos de OipA. *En rojo se muestran los residuos de interaccion con su ligando para
SabA. Los valores de prediccion de intreaccion adhesina-aptamero por el servidor RP1Seq
mediante los clasificadores SVM [> 0.8] y RF [> 0.5] (anaranjado). Las puntuaciones
de acoplamiento moeluclar y calidad de acoplamiento (azul) entre el aptdmero control y
las adhesinas.
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E E SVM 0.12 0.78 0.5 0,67 0.56
RF 04 04 03 (.46 0.2
v Puntuacion de <1209 9.14 689 044 -10.32
g acoplamiento (Kcal/mol)
Puntuacion LG 5483 5483 5483 5483 5483
Puntuacion MaxSub 0.276 0.124 0319 0271 0425
E g SVM 071 0,63 00 02
RF 05 037 048 05
¥ Puntuacion de oAl 915 <1116 1297
acoplamiento (Kcalimol)
E Puntuacion LG 5483 5483 5483 5483
- Puntuacién MaxSub 0382 0530 0619 0380

Tabla 9. Aptdmero seleccionado como control de unién negativa a la adhesina HpaA
de H. pylori. Estructura 3D del acoplamiento molecular de cada uno de los aptameros
seleccionados (azul) para las adhesinas de la familia Hop contra la adhesina HpaA
(anaranjado) de H. pylori. Se muestran los valores de prediccion de interaccion adhesina-
aptameros (tabla anaranjada) y los valores de acoplamiento molecular y calidad de
acoplamiento (tabla azul).
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FimH/aptimeros Hp_AlpA 82 Hp_AlpB_11 Hp_BabA 20 Hp_BabB_64 Hp_SabA 71
seleccionados
RPIseq: SVM/RF 0.8/0.5 0.9/0.6 0.69/0.46 0.84/0.55 0.75/0.48
H Puntuacion de -309.76 -313.91 -12.204 -287.34 -17.38
acoplamiento
(Kcal/mol)
Puntuacion LG 6.148 6.148 6.148 6.148 6.148
Puntuacion 0.276 0.124 0.319 0.271 0.425
MaxSub
FimH
lectin
doman §
L
1 (\\
FimH
plin X onor strond
FimH/aptémeros Hp LabA 24 Hp_OipA 92 Hp_HopQ_73 Hp_HopZ 21 doman 1
seleccionados
RPIseq: SVM/RF 0.73/0.38 0.7/0.4 0.91/0.57 0.93/0.62 |
Puntuacion de -14.267 -12.114 -317.84 -306.02 F' G '
acoplamiento m
(Kcal/mol) r donor strand
Puntuacion LG 6.148 6.148 6.148 6.148 I\
Puntuacion 0.382 0.530 0.619 0.580 L
MaxSub

Tabla 10. Control de especificidad. Adhesina FimH (anaranjado) de E. coli acoplada
molecularmente con cada uno de los aptameros seleccionados (azul) para cada adhesina
Hop de H. pylori. Se muestran los valores obtenidos para RPIseq (tabla anaranjada)y
HDOOCK (tabla azul).

Especificidad, selectividad y afinidad de los aptdmeros seleccionados mediante su

acoplamiento molecular con el dominio de adhesion de las adhesinas mutadas

Fueron seleccionados al menos seis residuos de aminoacidos que se ubicaran dentro del
area de interfas aptamero-adhesina (tabla 11) y que estuvieran conservados por arriba del
70% en los MSA’s (figuras 23-32) para mutarlos por glicinas.

Estas mutaciones se llevaron a cabo en las secuencias de las adhesinas de la cepa
de referencia de H. pylori: campylobacter pylori, Marshall., et al. Goodwin., et al.
ATCC700824, un aislado geografico de Reino Unido (ATCC, 2021) que utilizamos como
una cepa representante del estado actual de la distubucion geografica de H. pylori en el
continente Americano (tabla 12).
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Hp AlpA 82

Mutaciones por glicina en el rea de interfas aptimero-adhesina

Hp AlpB 11

Hp BabA 20

Hp BabB 64 Hp LabA 24

Residuos de aminodcidos mutados por glicina
T152,1153,Y155, L110,1111,Q179, C155,N172,T209, K102,H170,T144, N137,F143,T143, N145, T155,
Y156,0270,5394 N180,1232,A283 D216,T252, 8257 W146,Y292,H436 1156
Hp OipA 92 Hp SabA 71 Hp HopQ 73 Hp HopZ 21
)
A
W
% X A
b A, o (X
Y
59
Residuos de amino4cidos mutados por glicina
Y160,1200,F202, Q83,V85,Q92, W123,F158,1196, V232,T240,T293,
1203,N279,L289 A81,N102, N302 N388,5389,T419 T309,5378,Y396

Tabla 11. Mutaciones por glicina en la interfas aptamero-adhesina. Las adhesinas
(amarillo) muestran las mutaciones (rojo) dentro del area de contacto con el aptamero
seleccionado (azul). Las posiciones de los residuos de aminoacidos mutados se muestran
en la parte inferior de cada acoplamiento molecular.

Secuencia ID de proteina en UniProt Mutaciones de residuos de aminoacidos
por glicinas
HopC (AlpA) AO0A614BYF9 HELPX T152,1153, Y155, Y156, Q270, S394
HopB (AlpB) AOA7KIN810 HELPX L110, 1111, Q179, N180, T232, A283
HopS (BabA) AOABN3Z8W5 HELPX C155, N172, T209, D216, T252, S257
HopT (BabB) A0A6C0Z185 HELPX K102, H 170, T144, W146, Y292, H436
HopP (SabA) A0A1Q2QJX8 HELPX Q83, V85, Q92, A81, N102, N302
HopD (LabA) AO0A614C498 HELPX N137, F143, T143, N145, T155, 1156
HopH (OipA) A0A6C02382_HELPX Y160, 1200, F202, L203, N279, L289
HopQ AOA7TKIMUHS5 HELPX W123, F158, 1196, N388, S389, T419
HopZ Q9S317_HELPX V232, T240, T293, T309, S378, Y396

Tabla 12. ID de proteina en UniProt y residuos de aminoacidos que fueron mutados.
Los residuos de aminoacidos mutados estan conservados por arriba del 70% en el MSA
y que se encuentran en el area de interfaz adhesina/aptamero seleccionado.
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AlpA mutada modelada por homologia con BabA con un 39.02% de ID
: I-TASSER -1.72
ERRAT 81.81%
Verify 3D 63.30 %
PROCHECK 97.3% -0.46
Alp B mutada modelada ab initio
I-TASSER -0.94
ERRAT 75.75%
Verify 3D 65.44%
PROCHECK 96.6% -0.33
BabA mutada modelada por homologia con BabA con un 98.46% de ID
% I-TASSER -1.46
ERRAT 65.98%
Verify 3D 84.41%
. PROCHECK 95.7% -0.30
BabB mutada modelado por homologia con LabA con un 55.11% de ID
I-TASSER -1.82
ERRAT 76.12%
Verify 3D 75.50%
AMspa L ¥ PROCHECK 96.6% -0.49
SabA mutada modelada por homologia con HopQ con un 81.35% de ID
I-TASSER -2.08
ERRAT 90.67%
Verify 3D 75.59%
PROCHECK 98.2% -0.45
LabA mutada modelada por homologia con LabA con un 74.84% de ID
' I-TASSER -1.97
ERRAT 91.06%
Verify 3D 80.63%
PROCHECK 98.9% -0.40

Tabla 13 A. Modelado de las adhesinas mutadas AlpA, AlpB, BabA, BabB, SabA 'y
LabA. Estructura 3D de referencia (BabA) y las adhesinas modeladas realtando la regién
de mango (café), cabeza (verde) y corona (magenta). Servidores de evaluacion
estereoquimica de los modelados: I-TASSER (Factor de confianza) [-5 a 2] y una RMSD
[<5A], ERRAT (Factor de calidad) [> 60%], Verify3D (residuos tienen una puntuacion
media 3D-1D mayor o igual a 0.2.) [>50%], PROCHECK (residuos de aminoacidos
ubicados en regiones favorables [> 90%]/factor G [>-0.50]). *Anexo 3. Graficos de
calidad estereoquimica de las adhesinas modeladas.
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OipA mutada modelada por homologia con OipA con un 98.05% de ID
3 I-TASSER -4.12
ERRAT 59.23%
Verify 3D 67.53%
RMSD 2. PROCHECK 94.6% | -0.47
HopQ mutada modelada por homologia con HopQ con un 98.89% de ID
I-TASSER -1.92
ERRAT 86.99%
Verify 3D 68.09%
T PROCHECK 98.1% -0.50
HopZ modelada por homologia con HopZ con un 99.10% de ID
I-TASSER -1.72
ERRAT 77.69%
5 Verify 3D 81.53%
ouspaa PROCHECK 96.6% | -0.47

Tabla 13 B. Modelado de las adhesinas mutadas OipA, HopQ y HopZ. Estructura 3D
de referencia (BabA) y las adhesinas modeladas realtando la regién de mango (café),
cabeza (verde) y corona (magenta). Servidores de evaluacion estereoquimica de los
modelados: I-TASSER (Factor de confianza) [-5 a 2] y una RMSD [<5A], ERRAT
(Factor de calidad) [>60%], Verify3D (residuos tienen una puntuacién media 3D-1D
mayor o igual a 0.2.) [>50%], PROCHECK (residuos de aminodcidos ubicados en
regiones favorables [>90%]/factor G [>-0.50]). *Anexo 3. Graficos de calidad
estereoquimica de las adhesinas modeladas.
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Adhesina mutada/aptamero HopB (AlpB) HopC (AlpA) HopD (LabA) HopH (OipA)
seleccionado
Docking Score -8.652 -7439 -3.817 -13.429
LG score 3518 1.780 1.561 2076
MaxSub score 0.641 0.187 0.382 0.294

Hop$ (BabA) HopT (BabB) HopP (SabA) HopQ HopZ
7.753 2042 -3.430 -3849 5.736
2.72 3.651 2411 4.097 1.608
0.425 0.267 0425 0.487 0.580

Tabla 14. Acoplamiento molecular de las adhesinas mutadas de la familia Hop de H.
pylori con su aptamero seleccionado. Al mutar las adhesinas, el area de interfaz de los
aptameros seleccionados (azul) ha perdido su especificidad por la regién de cabeza
(verde) y corona (magenta) de acuerdo con las bajas puntuaciones de docking. Las
estructuras del acoplamiento molecular se encuentran dentro de los parametros de calidad
por sus puntuaciones LG (anaranjado) y MaxSub (azul) de 1.5a5.00mésy0.1a 0.8 0
mas, respectivamente.
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Discusién

Las estructuras 3D del dominio de adhesion de las adhesinas HopD (LabA), HopP
(SabA), HopS (BabA) y HopQ de H. pylori han mostrado una homologia estructural de
mango-cabeza-corona donde predominan las hélices o conformadas por la region N-
terminal (residuos 1 al 400) (Pang, S. S, et al., 2014; Hage, N., et al., 2015: Moonens,
K., et al., 2017; Paraskevopoulou, V. et al., 2021, Javaheri, A. et al., 2016; Bonsor, D.
A., etal., 2018; Paraskevopoulou, V. et al., 2020; Rossez, Y., et al., 2014). De acuerdo
con la arquitectura del exodominio a-hélice reportada por Coppens y col. para las
adhesinas de la familia Hop (Coppens, F., et al., 2018). Por esta razon, la relacién
bioldgica entre las secuencias, su funcion y estructura (Nute, M., et al., 2019; Procter, J.,
et al., 2021), es un objeto de estudio en los MSA’s del presente trabajo de investigacion,
donde se puede observar que existen grandes regiones de homologia por su identidad de
secuencia mayor al 30 % (Chen, T., et al., 2021) conservadas por arriba del 70%, segun
el cadigo de colores (Procter, J., et al., 2021), en el extremo N-terminal que codifica para
la estructura de mango-cabeza-corona entre las adhesinas de distintas cepas de H. pylori
(figuras 23-32), denotando que la funcion de adhesion esta relacionada no solo con la
conservacion de residuos de aminoacidos en la secuencia de las adhesinas, sino también
con su homologia estructural.

Las adhesinas méas caracterizadas son BabA y SabA por su asociaciéon con la
inflamacién crénica en el desarrollo de cancer de estdmago. Los MSA’s solo de la
estructura de corona de la adhesina BabA de 21 cepas de H. pylori muestra la
conservacion de residuos de aminoacidos de las posiciones 245 a la 253, y de manera
particular los residuos de aminoacidos C189, G191, N194, N206, D233, S244 y T246
implicados en la interaccion con su receptor (antigenos de Lewis®) en la célula huespéd
(Hage, N., et al., 2015). De acuerdo con estos resultados, en nuestro MSA de las 39
secuencias para la adhesina BabA registradas en UniProt, podemos observar una
homologia en su secuencia mayor al 30 % (Chen, T., et al., 2021) con una conservacion
mayor al 80% de residuos de aminoacidos de las posiciones 1 a la 217 y en menor
porcentaje pero mayor al 50% (Procter, J., et al., 2021), la conservacion de residuos de
aminoéacidos de las posiciones 218 a 400 de su secuencia N-terminal que da lugar al

exodominio de adhesion en las adhesinas de la familia Hop (figura 23).
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En otro estudio, se llevd a cabo un MSA de 33 secuencias de SabA y 41 de BabB
de varias cepas de H. pylori donde se observé la conservacion de cisteinas en las
posiciones Cys-135/Cys -141 y Cys-173/Cys-178 espaciadas entre cuatro y cinco
residuos de aminoacidos, que dan lugar a la formacion de puentes disulfuros importantes
en la formacion de la estructura del exodominio de adhesion, lo que sugiere estructuras
funcionalmente conservadas (Pang, S. et al., 2014). Acorde con lo anterior, el MSA de
las 2,282 secuencias de la adhesina SabA observamos ademas, una homologia mayor al
30% (Chen, T., et al., 2021) en regiones de aminoacidos conservadas por arriba del 80%
(Procter, J., et al., 2021) en las posiciones 1 al 220 predominantemente del extremo N-
terminal (figura 24) que dan lugar a la formacion del exodominio de adhesion de mango-
cabeza en SabA involucrado en la interaccidn con su receptor (antigeno de Lewis) en las
células epiteliales gastricas. En este sentido, tanto BabA como SabA muestran una alta
conservacion de residuos de amino&cidos en su secuencia correspondiente al extremo N-
terminal que da lugar al exodominio de adhesion.

No obstante, en este primer objetivo de nuestro trabajo de investigacion, estamos
reportando por primera vez una homologia mayor al 30% (Chen, T., et al., 2021) con una
conservacion mayor al 70% (Procter, J., et al., 2021) de regiones de residuos de
amino&cidos en el extremo N-terminal de las adhesinas AlpA, AlpB, BabB, LabA, OipA,
HopQ y HopZ que da lugar a la estructura de mango-cabeza-corona en donde se ubica el
sitio de adhesion caracteristico de las adhesinas de la familia Hop ya cristalizadas, lo que
nos proporciona informacion valiosa sobre la relacion de las secuencias con su funcion
bioldgica de adhesion y la estructura de mango-cabeza-corona a lo largo del tiempo,
segun los registros de depdsito de secuencias en GenBank.

Aunque los genes que codifican las proteinas de la membrana externa (OMP)
parecen evolucionar mas rapido que los genes de otras categorias funcionales, lo que
sugiere una adaptacion al huésped (Ailloud, F., et al., 2019). La conservacion estructural
del exodominio de adhesion, confiere una gran ventaja para los aptameros que se
disefiaron, ya que se acoplan molecularmente en su blanco por la estructura
tridimensional definida a la que dan lugar (Yu, W., & MacKerell, A. 2017), es decir, que
la conservacion de la estructura de mango-cabeza-corona del exodomino de adhesion en
cada adhesina es un blanco potencial de union con el aptdmero que se puede predecir

inhibira la adhesién bacteriana.
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Contrastando los resultados de conservacion con las adhesinas de la familia Hop
modeladas, se observa la estructura del dominio de mango-cabeza-corona ya sea
modeladas por el método ab initio de AlpA y AlpB (tabla 3) o por homologia con una
identidad de secuencia con BabA del 54.84% para BabB y con un 41.25% para HopZ
(tabla 4) con otras adhesinas de H. pylori ya cristalizadas, excepto en el modelado Ab
initio de OipA que muestra una estructura de porina (tabla 3), caracteristica de la familia
Hop (Tiwari, A., etal., 2020; Alm, R. A., et al., 2000). Esto manifiesta la estrecha relacion
de la conservacion de la secuencia N-terminal de las adhesinas en los MSA’s, la funcion
y homologia estructural antes mencionada. Ademas, todos los modelados de las adhesinas
de la familia Hop, fueron validados estereoquimicamente, denotando puntuaciones dentro
de los rangos de confianza de los servidores I-TASSER, ERRAT, Verify3D y
PROCHECK, lo que resalta una buena calidad estructural de cada uno de los modelados
moleculares (Tabla 3 y 4, Anexo 1), para utilizarlos como objetivos de calidad, segun
nuestro segundo objetivo de investigacion y asi probar a los aptameros seleccionados
(Zheng, W.,et al, 2019; Devi, A., & Chaitanya, N. 2021; Aprahamian, M. L., & Lindert,
S., 2019), como se ha reportado en el modelamiento molecular I-TASSER para obtener
estructuras de alta calidad para proteinas de la membrana externa de E. coli como NfrA
(receptor del bacteriéfago N4) y FlgH (proteina del anillo L flagelar) modeladas por el
método de homologia y las proteinas BamA (subunidad central de BAM que contiene el
barril ) y LptD (Proteina de ensamblaje LPS) modeladas ab initio (Horne, J.E., et al.,
2020) y en la reciente validacion estereoquimica del modelado molecular de la proteina
S del SARS-CoV-2 con valores similares a los que obtuvimos en nuestros resultados
(Devi, A. & Chaitanya, N., 2021).

Una forma de complementar la metodologia de la asignacién de aptameros in
silico, es el analisis tridimensional de los objetivos moleculares como se lleva a cabo en
la asignacion de farmacos asistido por computadora, para identificar sitios clave e
interacciones que son importantes para sus respectivas funciones biol6gicas y asi poder
establecer su relacion estructura-actividad (Yu, W., & MacKerell, A. 2017).

En nuestros resultados, todas las adhesinas mostraron parches electrostaticos
positivos que denotan un sitio clave de interaccion de las adhesinas con secuencias de
ARN, en otras palabras, la superfiecie de los dominos de adhesion contiene una
distibucién de cargas positivas en la regiébn de mango-cabeza-corona a donde

potencialmente se predice que el aptamero de ARN disefiado se unira. No obstante, para
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ser mas especificos, se evalud la probabilidad de interaccion entre cada una de las
adhesinas con su aptamero seleccionado mediante los clasificadores SVM y RF,
corroborando con el parche electrostatico, una prediccién de interaccion positiva (tabla
6, Anexo 2: figuras S6-S15, panel A) (Shazman, S., et al., 2007).

Ademas, se evaluo la estabilidad termodinamica y estructura de los aptdmeros
seleccionados para cada adhesina. La estructura secundaria de energia libre minima que
se obtuvo a partir de la secuencia de ribonucleétidos en color rojo denota que la
probabilidad de interaccion entre pares de base es 1 (Figuras suplementarias S6-S15,
panel B) (Gruber, A. et al., 2008), es decir, una buena medida de confiabilidad donde los
aptdmero seleccionados tienen la capacidad con base en sus secuencia de formar una
estructura tridimencional definida conformada por tallos-bucles, horquillas,
protuberancias, pseudonudos y G-cuadruplex (Ospina, J. 2020). En conjunto con los
pardmetros de energia termodindmica del ensamblaje, la frecuencia de estructura de
energia libre (MFE) y la diversidad del conjunto, todos los aptdmeros se posicionaron
dentro de las medidas de estabilidad termodinamica y estructura (tabla 5). En apoyo a
estos resultados, se muestra el diagrama de montafia de cada aptamero, la estructura MFE,
la estructura del centroide, las probabilidades de los pares, y el diagrama de entropia, que
brinda informacién de confiabilidad en términos de probabilidad de entropia posicional
(Figuras suplementarias S6-S15, panel B) (Gruber, A. et al., 2008), que muestra
parametros termodindmicos similares al aptdmero que funciona como biosensor sensible
a concentraciones ambientales de hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX), un
quimico que contamina el suelo y agua (Mayo, M. L., et al., 2020), es por esto que la
confiabilidad termodidmica y estuctural de los aptdmeros seleccionados para las
adhesinas de nuestro trabajo, permitié continuar con el estudio, obteniendo su estructura
tridimensional (3D) mediante el modelamiento computacional basado en el conocimiento
del servidor RNAComposer que utiliza la secuencia de ARN vy la topologia de estructura
2D en notacion de paréntesis como entrada para la prediccion de estructura 3D a partir de
la salida del servidor RNAfold vienna (Anexo 4).

Una comprension critica de la funcion del aptamero implica conocer su estructura
3D ya que estos pueden reconocer y unirse a grandes superficies en su blanco molecular
con gran afinidad mediante enlaces de hidrogeno, interacciones hidrofdbicas,
interacciones de van der Waals y apilamiento aromatico (Ospina, J. 2020). En la

asignacioén de aptameros in silico y el disefio de farmacos asistido por computadora, el
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acoplamiento molecular es un método ampliamente utilizado que analiza la conformacion
y la orientacion de las moléculas en el sitio de unidn de un objetivo molecular a partir de
las bases de datos experimentales (Torres, P., et al., 2019).

En nuestro trabajo de investigacion, el acoplamiento molecular de las adhesinas
de la familia Hop con su aptamero seleccionado, se observaron valores de puntuacion LG
y MaxSub, asi como de acoplamiento molecular que se encuentran dentro de los
parametros de calidad de las estructuras y confiabilidad de acoplamiento respectivamente
(tabla7) (Yan Y., etal., 2020), concordando con las predicciones de interaccion adhesina-
aptdmero por su parche electrostatico con caracteristicas hidrofébicas, similares al sitio
de union al ribosoma bacteriano del Factor desencadenante (TF) de la chaperona de E.
coli predicho por el servidor PatchFinder (Martinez-Hackert, E., & Hendrickson, W.,
2009). De igual manera, la prediccion de interaccion positiva de las adhesinas con sus
aptameros seleccionados mediante los clasificadores SVM y RF concordaron con el
acoplamiento molecular, las puntuaciones de los clasificadores muestran puntuaciones
similares a las predichas y probadas experimentalmente para la unién de cuatro RNAs no
codificantes intergénicos largos (LincRNAs) con BRAC1 y BRAC2 (Ding, X., et al.,
2014).

Parte de la metodologia SELEX para el descubrimiento de aptameros que se unen
a su molécula blanco, es importante la seleccion de alguno que no reconozca los blancos
de estudio como control de union negativa (Kim, T. & Lee, S. 2021; Gong, S., et al.,
2017). En el presente trabajo, se seleccion6 al aptdmero Hp_Control_Negativo_Hop, el
cual mostro confiabilidad termodinamica y estructural (tabla 5), sin embargo, los valores
de acoplamiento molecular hacia la region de cabeza-corona de las adhesinas estan por
debajo del umbral considerado para un acoplamiento molecular positivo, por lo tanto es
un buen control de unioén negativa hacia el objetivo seleccionado (tabla 8, Anexo 2: Figura
S15) (Yan Y, et al., 2020).

Otro de los controles comunmente utilizados en el proceso de SELEX, es la
eleccion de una molécula blanco con una funcién similar del mismo microorganismo de
estudio, asi como una molécula blanco con la misma funcion de otro microorganismo que
se encuentre dentro del mismo nicho ecolégico que H. pylori (Kim, T. & Lee, S. 2021).
En nuestro trabajo, utilizamos la adhesina HpaA de H. pylori, una proteina de la
membrana externa de la bacteria que no pertenece a la familia Hop (Voland, P., et al.,

2003) y la adhesina de FimH de E. coli (Le Trong, I., et al., 2010) para probarlas contra
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los aptameros seleccionados, esto para demostrar que el aptdmero no reconoce de forma
cruzada ninguna otra molécula presente en la muestra, ni en el mismo organismo de
estudio (Kalra, P.,et al.,2018).

De acuerdo con la metodologia de SELEX aplicada in silico, el acoplamiento
molecular de la adhesina HpaA de H. pylori con cada uno de los aptameros seleccionados
para las adhesinas de la familia Hop, mostré valores LG y Max sub que muestran una
buena calidad de las estructuras utlizadas, sin embargo, las puntuaciones de acoplamiento
molecular estan por debajo de los parametros para la prediccion de union, acorde con las
predicciones de interaccion de HpaA con los aptameros seleccionados por los
clasificadores SVM y RF (tabla 9) (Shazman, S., et al., 2007; Yan Y, et al., 2020).

En el control de reactividad cruzada, es decir, al probar los aptdmeros
seleccionados contra la adhesina de otro microrganismo que se encuentre dentro de la
muestra, FimH de E. coli, encontramos que todas las estructuras utilizadas se encontraban
dentro de los pardmetros de calidad dados por los servidores LG y MaxSub. Los
clasificadores SVM y RF mostraron predicciones de interaccion negativa entre los
aptameros seleccionados y la adhesina FimH, excepto con los aptdmeros: Hp_AlpA 82,
Hp_AlpB_11, Hp_ BabB 64, Hp HopQ 73 y Hp_HopZ_ 21 consistente con la
puntuacion de acoplamiento molecular mayor -100 Kcal/mol. Al analizar el sitio de unién
de estos aptameros con la adhesina FimH, observamos que se unen al dominio de lectina
de la adhesina, este dominio es transmembranal y por lo tanto no se encuentra disponible
en E. coli para que el aptdmero pueda unirse a ella, por esta razon, aunque los
clasificadores y la puntuacién de acoplamiento mostraron una interaccion positiva para
algunos, no existe la disponibilidad del dominio de lectina en FimH para que el aptdmero
pueda unirse a ella (tablal0) (Le Trong, I., et al., 2010), de acuerdo con los estandares de
la evaluacidn critica de la prediccion de interacciones (CAPRI) para HDOCK (Yan, Y.,
et al., 2017; Yan, Y., et al., 2020). Por esta razon, los controles utilizados muestran que
los aptdmeros seleccionados no son selectivos para otras adhesinas como HpaA y FimH,
es decir, son especificos para la region de cabeza-corona de cada una de las adhesinas de
la familia Hop, por lo que dichos controles son funcionales para este trabajo.

En la tuberia clasica de asignacion de aptameros in silico, uno de los objetivos se
muta para observar la selectividad de los aptameros seleccionados (Chen, Z., et al., 2021).
Ademas, en la asignacion de farmacos por métodos computacionales, esto puede

evaluarse mediante el acoplamiento molecular (Torres, P., et al., 2019).
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Al mutar por glicina, simultaneamente 6 residuos de aminodcidos altamente
conservados (figuras 23-32: triangulos azules), ubicados en el area de interfaz del
acoplamiento molecular (tabla 11), modelar las adhesinas utilizando las secuencias de la
cepa de referencia ATTCC 26695 (tabla 12) y validar estereoquimicamente las adhesinas
(Zheng, W..et al, 2019; Devi, A., & Chaitanya, N. 2021), observamos curiosamente que
las adhesinas mutadas: AlpA, BabA, BabB SabA, OipA, LabA, HopQ y HopZ mostraron
una identidad de secuencia mayor al 30% con adhesinas de la familia Hop, conservando
la estructura de mango-cabeza-corona y porina, caracteritico de dicha familia. Sin
embargo, la adhesina AlpB que se modelo ab initio, mostré también la arquitectura del
exodominio de adhesion, y al llevar a cabo la validacion estreoquimica, todas ellas se
encontraban dentro de los pardmetros de confianza de calidad estereoquimica (tabla 13 A
y B, anexo 3: figura S16-S32).

Al evaluar su selectividad, especificidad y afinidad, en el acoplamiento molecular
se puede observar que los aptdmeros seleccionados para cada adhesina al mutarla en el
area de interfaz, han perdido su especificidad y selectividad por el exodominio de
adhesion: mango-cabeza-corona, asi como su afinidad dada por los valores bajos de
acoplamiento molecular (tabla 14) (Yan Y, et al., 2020). Esto indica que los residuos de
aminoacidos que mutamos por glicinas, tienen un papel importante en la interaccion
aptamero-adhesina. Como son residuos altamente conservados, es decir por arriba del
70% de conservacion en las secuencias depositadas de las adhesinas desde 1991 hasta
2019, la probabilidad de que muten de forma natural con el tiempo es minima, es decir
la tasa de cambio de estos residuos de aminoacidos es baja (Robinson, S., et al.,2014),
por lo que cada uno de los aptamero seleccionados podran unirse a las adhesinas de la
familia Hop a pesar de que estas evolucionen con respecto a su huésped.

Los métodos basados en estructuras para el disefio de farmacos asistido por
computadora son los més utilizados. El aprendizaje automatico/produndo ha resultado
exitoso en la prediccién de unién entre objetivos (adhesinas) y ligandos (aptameros) en
el descubrimiento de aptdmeros, lo que ofrece un enfoque solido y preciso para la
seleccién de aptameros in silico (Chen, Z., 2021).

No obstante, esta metodologia in silico, ha demostrado su efectividad en otros
estudios probados experimentalmente como el aptdmero disefiado para el receptor de
estrégeno alfa (Ahirwar, R., et al., 2016), y mas reciententemente en el disefio in silico

de una vacuna multiepitopo contra las infecciones por coronavirus humano (Devi, A., &

85



Chaitanya, N. 2021), en los cuales, utilizaron los mismos servidores que en nuestro
trabajo de investigacion.

Es importante destacar que las predicciones in silico deben confirmarse in vitro
dando la oportunidad de aumentar la afinidad de los aptameros en relacion con sus
objetivos, asi como asegurar la estabilizacion de las conformaciones requeridas (Buglak,
A, etal., 2020), y una de las ventajas que confiere el modelado molecular es que permite
disefiar aptdmeros con afinidad mejorada por el objetivo e identificar patrones
estructurales responsables de la interaccion aptamero/objetivo (Buglak, A., et al., 2020).
Asi como el enfoque de este proyecto, que toma la informacion del exodominio de
adhesion de las adhesinas de la familia Hop.

No lejos de la realidad, la inteligencia artificial se ha utilizado en mayor
proporcion en los ultimos afios; se han propuesto el uso de servidores que brindan
informacion estructural como RNAfold, RNAComposer y acoplamiento molecular de
HDOCK, utilizados en la seleccion de aptameros para proteinas por la informacion
estructural que brindan y han demostrado ser aptos para la seleccion de aptameros in silico
al probarse experimentalmente en otros trabajos de investigacion que incluyen desde el
cancer de mama hasta la infeccion por SARS-CoV-2 (Ding, X., et al., 2014; Rybarczyk,
A, etal., 2015; Xu, X., & Chen, S. J. 2018; Calcagnile, M., et al., 2021; Buglak, A., et
al., 2020). Incluso, el uso de modelados moleculares de proteinas que implica una
metodologia Ab initio, ha mostrado ser eficiente como los modelados por homologia,
como son las OMP’s modeladas para E. coli con ambos métodos (Horne, J.E., et al.,
2020). Que como se propone en este trabajo, el uso de las secuencias de las adhesinas de
las cepas de H. pylori de los principales grupos de poblaciones geograficas y de manera
particular de la cepa certificada H. pylori (Campylobacter pylori) ATTCC 26695
(subpoblacion hspAmerind) (Falush, D., et al.,2003), permiten que el alcance de nuestra
investigacion sea competente para estudios posteriores que demarcan la distribucion
geografica de H. pylori en America con informacion actualizada. Ademas, el uso del
conjunto de herramientas bioinformaticas validadas experimentalmente en nuestro
trabajo pueden ofrecer una prediccion potencial para la asignacion y seleccidon de
aptameros in silico con mayor presicion y confiabilidad para su uso posterior en ensayos
in vitro que permitan evaluar como se afecta la adhesion del patogeno al epitelio gastrico
y redundar en una nueva alternativa terapéutica ante la resistencia de H. pylori a los

farmacos establecidos para su erradicacion.
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Conclusiones

1. La alta conservacion de residuos de aminoacidos observada en el extremo N-terminal
de las adhesinas de la familia Hop en los alineamientos de secuencias multiple, muestra
claramente la estrecha relacién entre la conservacion de las secuencias y su funcion,
asi como una baja tasa de cambio de los residuos de aminoacidos mutados.

2. Los modelamientos moleculares de las adhesinas validadas estereoquimicamente,
muestran el exodominio de adhesion conservado con estructura mango-cabeza y
mango-cabeza-corona tal como en las adhesinas de las cuales se cuenta con su
estructura cristalizada. Aunque OipA no presentd la estructura del exodominio
conservado, muestra una estructura de porina, caracteristica de las adhesinas de la
familia Hop.

3. El acoplamiento molecular de cada uno de los nueve aptdmeros seleccionados muestra
no solo la selectividad de los aptameros por el exodominio de adhesion con respecto
de la adhesina HpaA de H. pylori y la adhesina FimH de E. coli, sino también su
especificidad solo por la regidn de cabeza-corona donde se ubica el sitio de adhesion
de las adhesinas de la familia Hop de acuerdo con los controles utilizados y consistente
con los predictores de interaccion y el parche electrostatico.

4. Las mutaciones por glicina de residuos de aminoacidos altamente conservados en el
area de interfaz de las adhesinas con el aptdmero seleccionado, mostro la pérdida de la
selectividad, especificidad y afinidad por el exodominio de adhesion de las nueve
adhesinas de la familia Hop de H. pylori.

La complementacién de los métodos computacionales de la asignacién de aptameros in

silico y la asignacion y descubrimiento de fArmacos utilizados en el presente trabajo de

investigacion, han sido exitosos para la seleccién in silico de los nueve aptameros
selectivos y especificos para el exodominio de adhesion de cada una de las adhesinas de
la familia Hop de H. pylori ya que considera el analisis estructural no solo de los
aptameros sino también de las adhesinas; proponiendo su funcién como un inhibidor
especifico del reconocimiento de las adhesinas por su receptor en la célula huésped, lo
gue potencialmente estaria inhibiendo la adhesidn bacteriana, redundando en una nueva

alternativa de tratamiento ante la resistencia a los antibio6ticos de tratamiento para H.

pylori.
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Perspectivas

= Realizacion de dinamica molecular para conocer con presicion la interaccion
fisicoquimica de los aptdmeros con las adhesinas.

= Llevar a cabo estudios de inhibicion de la adhesion bacteriana.

= Realizar estudios de competencia aptamero-adhesina-receptor del huésped.

» Los nueve aptdmeros pueden probarse simultdneamente o de manera individual
en la inhibicion de la adhesion de H. pylori in vitro.

= A futuro, se podrian probar en conjunto con los farmacos establecidos para la
erradicacion de la infeccion H. pylori

» Ademas, pueden utilizarse a manera de microchip, para identificar cepas de H.
pylori identificadas como agente etiolgico del céncer de estdbmago para

proporcionar un tratamiento personalizado al paciente.
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Anexo 1. Calidad estereoquimica de las adhesinas modeladas
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Figura S1. Validacion de la estructura modelada Ab initio de la adhesina HopC
(AlpA) . Panel A. Estructura 3D del modelado Ab initio de la adhesina HopC (AlpA) por
I-TASSER, region de cabeza (verde) y mango (café), con un factor de confianza de -4.15.
Panel B.Verificacion de confiabilidad del modeladocon el Grafico ERRAT con un factor
de calidad de 81.42. = En el eje de error, se dibujan dos lineas para indicar la confianza
con la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error. ** Expresado
como el porcentaje de proteina para el cual el valor de error calculado cae por debajo del
limite de rechazo del 95%. Panel C. Validacion de la estructura modelada por Verify3D
que muestra que mas del 72.26% de los residuos tienen una puntuacién media 3D-1D
mayor o igual a 0.2.Panel D. Grafico de Ramachandran que muestra que el 98.6% de los
residuos se encuentran en las regiones méas favorables y 2.4% en las regiones no

permitidas con u factor G de —0.50.
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Program: ERRAT2
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Chain#:A

Overall quality factor**: 70.319

Error value®
2

€ 80 10 120 140 160 100 2200 20 240 20 20 30 320 30 30 300 40 0 0 @ 0 50 520

PROCHECK

D Ramachandran Plot

AlpB (HopB)
Factor C: -3.89

C Verify3D
56.11% of the residues have average 3D-1D score >=0.2

Psi (degrees)

Phi (degrees) 97 1 0/0
Factor G: -0.50

Figura S2. Validacion de la estructura modelada por Ab initio de la adhesina HopB
(AlpB) . Panel A. Estructura 3D del modelado Ab initio de la adhesina HopB (AlpB) por
I-TASSER, region de corona (cian), cabeza (verde) y mango (café), con un factor de
confianza de -3.89. Panel B.Verificacion de confiabilidad del modelo de la adhesina
HopB (AlpB) con el Grafico ERRAT con un factor de calidad de 70.31. = En el eje de
error, se dibujan dos lineas para indicar la confianza con la que es posible rechazar
regiones que exceden ese valor de error. ** Expresado como el porcentaje de proteina
para el cual el valor de error calculado cae por debajo del limite de rechazo del 95%.
Panel C. Validacion de la estructura modelada de HopB (AlpB) por Verify3D que
muestra que mas del 56.11% de los residuos tienen una puntuacién media 3D-1D mayor
o igual a 0.2. Panel D. Gréafico de Ramachandran de HopB (AlpB) que muestra que el
97.1% de los residuos se encuentran en las regiones mas favorables y 2.9% en las regiones
no permitidas con u factor G de — 0.50.
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Figura S3. Validacion de la estructura modelada Ab initio de la adhesina HopH
(OipA). Panel A. Estructura 3D del modelado Ab initio de la adhesina HopH (OipA) por
I-TASSER, region de adhesion (verde), con un factor de confianza de -4.37. Panel
B.Verificacion de confiabilidad del modelado con el Grafico ERRAT con un factor de
calidad de 61.34. = En el eje de error, se dibujan dos lineas para indicar la confianza con
la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error. ** Expresado como el
porcentaje de proteina para el cual el valor de error calculado cae por debajo del limite de
rechazo del 95%. Panel C. Validacion de la estructura modelada por Verify3D que
muestra que mas del 60% de los residuos tienen una puntuacion media 3D-1D mayor o
igual a0.2. Panel D. Grafico de Ramachandran que muestra que el 95.18% de los residuos
se encuentran en las regiones mas favorables y 4.82% en las regiones no permitidas con
un factor G de -0.50.
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Program: ERRAT2
B File: model2.pdb
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Figura S4. Validacion de la estructura modelada por homologia de la adhesina
HopT (BabB). Panel A. Estructura 3D del modelado de la adhesina HopT (BabB) por I-
TASSER, regién de corona (cian), cabeza (verde) y mango (café), con un factor de
confianza de -3.93. Panel B.Verificacion de confiabilidad del modelo con el Gréfico
ERRAT con un factor de calidad de 81.42. = En el eje de error, se dibujan dos lineas para
indicar la confianza con la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de
error. xx Expresado como el porcentaje de proteina para el cual el valor de error calculado
cae por debajo del limite de rechazo del 95%. Panel C. Validacién de la estructura
modelada por Verify3D que muestra que mas del 72.26% de los residuos tienen una
puntuacion media 3D-1D mayor o igual a 0.2.Panel D. Gréafico de Ramachandran que
muestra que el 98.6% de los residuos se encuentran en las regiones més favorables y 2.4%

en las regiones no permitidas con u factor G de -0.50.
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Figura S5. Validacion de la estructura modelada por homologia de la adhesina
HopZ. Panel A. Estructura 3D del modelado de la adhesina HopZ por I-TASSER, regién
de corona (cian), cabeza (verde) y mango (café), con un factor de confianza de -3.02.
Panel B.Verificacion de confiabilidad del modelo con el Grafico con un factor de calidad
de 61.77. = En el eje de error, se dibujan dos lineas para indicar la confianza con la que
es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error. *x Expresado como el
porcentaje de proteina para el cual el valor de error calculado cae por debajo del limite de
rechazo del 95%. Panel C. Validacion de la estructura modelada por Verify3D que
muestra que mas del 86.04% de los residuos tienen una puntuacién media 3D-1D mayor
o igual a 0.2.Panel D. Grafico de Ramachandran que muestra que el 96% de los residuos
se encuentran en las regiones mas favorables y 4% en las regiones no permitidas con u
factor G de -0.41.
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Anexo 2. Seleccion de los aptameros para cada adhesina

a) Adhesinas con estructura cristalizada

Hp_BabA 20

HopS (BabA)Hp_BabA_20

A /Prcdiccién de interaceién dc]a\ % Estabilidad termodindmica del aptdmero \( 7 ‘Acoplamiento molecular de ~
Energia

adhesina HopS (BabA) 4zh0.PDB

y el aptdmero Hp_BabA_20 s “iain | PDiversidad el
del ensamblaje de energia libre (MFE) ensamblaje
-68.12 Kcal/mol 97.50% 0.05

Estructura 3D del
aptamero
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Figura S6. Seleccién y asignacion de un aptdmero que se una al dominio de adhesién
de la adhesina HopS (BabA). Panel A. Parche electrostatico cargado positivamente
(azul) de la adhesina (gris) y su prediccion de interaccion adhesina HopS (BabA) con el
aptamero Hp_BabA 20 mediante los clasificadores SVM y RF. Panel B. Valores
termodinamicos del aptamero Hp_BabA 20 (tabla verde), prediccion de la estructura
secundaria del aptdmero (rojo) con su diagrama de montafia, entropia y su estructura 3D.
Panel C. Estructura 3D del acoplamiento molecular del aptdmero Hp_BabA 20 (azul)
con la estructura de cabeza-corona (verde-anaranjado) de la adhesina HopS (BabA) y sus

valores de calidad de acoplamiento.
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Hp_SabA_71
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Ene

adhesina HopP (SabA) y el HopP (SabA)/Hp_SabA_71
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- 61.54 Kcal/mol 80.17 % 1.29
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Estructura 3D del -390-03
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Figura S7. Seleccién y asignacion de un aptdmero que se una al dominio de adhesion

de la adhesina modelada HopP (SabA). Panel A. Parche electrostatico cargado
positivamente (azul) de la adhesina (gris) y su prediccion de interaccion adhesina HopP
(SabA) con el aptdmero Hp_SabA 71 mediante los clasificadores SVM y RF. Panel B.
Valores termodinBmicos del aptdmero Hp_SabA_71 (tabla verde), prediccion de la
estructura secundaria del aptdmero (rojo) con su diagrama de montafia, entropia y su
estructura 3D. Panel C. Estructura 3D del acoplamiento molecular del aptdmero
Hp_SabA 71 (azul) con la estructura de cabeza (verde) de la adhesina HopP (SabA) y

sus valores de calidad de acoplamiento.

HopD (LabA)Hp_LabA_24

adhesina HopD (LabA) 6gmm.pdb Hp_LabA 24
y el aptaimero Hp_LabA 24 Energia inami ia de la iversit
del ensamblaje de energia libre (MFE) ensamblaje

-51,74 Kcal/mol 94.17 % 0.41
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Figura S8. Seleccion y asignacion de un aptamero que se una al dominio de adhesion
de la adhesina HopD (LabA). Panel A. Parche electrostatico cargado positivamente
(azul) de la adhesina (gris) y su prediccion de interaccion adhesina HopD (LabA) con el
aptamero Hp_LabA 24 mediante los clasificadores SVM y RF. Panel B. Valores

termodinBmicos del aptamero Hp_LabA_24 (tabla verde), prediccion de la estructura
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secundaria del aptamero (rojo) con su diagrama de montafia, entropia y su estructura 3D.
Panel C. Estructura 3D del acoplamiento molecular del aptdmero Hp_LabA_24 (azul)
con la estructura de cabeza (verde) de la adhesina HopD (LabA) y sus valores de calidad

de acoplamiento.

A/ N . L. \ Acoplamiento molecular de
Prediccién de interaccién de la HopQ/Hp_HopQ 73
adhesina HopQ 5lp2.pdb opQ/Hp_HopQ_
y el aptamero Hp_HopQ_73

Estructura 3D del

aptamero
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Figura S9. Seleccién y asignacion de un aptdmero que se una al dominio de adhesion

de la adhesina HopQ. Panel A. Parche electrostatico cargado positivamente (azul) de la
adhesina (gris) y su prediccion de interaccion adhesina HopQ con el aptdmero
Hp_HopQ_73 mediante los clasificadores SVM y RF. Panel B. Valores termodinamicos
del aptamero Hp_HopQ 73 (tabla verde), prediccion de la estructura secundaria del
aptamero (rojo) con su diagrama de montafia, entropia y su estructura 3D. Panel C.
Estructura 3D del acoplamiento molecular del aptamero Hp_HopQ 73 (azul) con la
estructura de cabeza-corona (verde-cian) de la adhesina HopQ y sus valores de calidad de

acoplamiento.
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b) Adhesinas modeladas

’\/ Prediccion de interaccién de la '\

adhesina Hop C (AlpA) y el
aptamero Hp_AlpA_82
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Estructura 3D del
aptamero
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Acoplamiento molecular de
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Figura S10. Seleccién y asignacién de un aptamero que se una al dominio de

adhesion de la adhesina modelada HopC (AlpA). Panel A. Parche electrostatico

cargado positivamente (azul) de la adhesina (gris) y su prediccion de interaccion adhesina

HopC (AlpA) con el aptdmero Hp_AlpA_82 mediante los clasificadores SVM y RF.

Panel B. Valores termodinamicos del aptdmero Hp_AlpA_82 (tabla verde), prediccion

de la estructura secundaria del aptamero (rojo) con su diagrama de montafia, entropia y

su estructura 3D. Panel C. Estructura 3D del acoplamiento molecular del aptamero

Hp_AlpA 82 (azul) con la estructura de cabeza (verde) de la adhesina HopC (AlpA) y

sus valores de calidad de acoplamiento.
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adhesina HopB (AlpB) y el Hp_AlpB_11
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Figura S11. Seleccién y asignacién de un aptdmero que se una al dominio de

adhesion de la adhesina modelada HopB (AlpB). Panel A. Parche electrostatico
cargado positivamente (azul) de la adhesina (gris) y su prediccion de interaccion adhesina
HopB (AlpB) con el aptdmero Hp_AlpB_11 mediante los clasificadores SVM y RF.
Panel B. Valores termodinBmicos del aptamero Hp_AlpB_11 (tabla verde), prediccion
de la estructura secundaria del aptamero (rojo) con su diagrama de montafia, entropia y
su estructura 3D. Panel C. Estructura 3D del acoplamiento molecular del aptdmero
Hp_AlpB_11 (azul) con la estructura de cabeza-corona (verde-anaranjado) de la adhesina

HopB (AlpB) y sus valores de calidad de acoplamiento.

‘\/ Prediccion de interaccion de la \ B Estabilidad termodindmica del aptd > C /" Acoplamiento molecular de
adhesina HopT (BabB) y el Hp BabB_64 HopT (BabB)/Hp_BabB_64
aptémero Hp BabB_64 ‘Energia termodindmica ‘ Frecuencia de la estructura  Diversidad del

" dolensamblaje  decnergialibre (MFE) cnsamblaje
-33.30 Kcal/mol 8443 % 1.73
[ = o -

Estructura 3D del
aptamero
Hp_BabB_64

o
5 | n
\\ PRRRTT A1 |

Figura S12. Seleccion y asignacion de un aptamero que se una al dominio de

adhesién de la adhesina modelada HopT (BabB). Panel A. Parche electrostatico
cargado positivamente (azul) de la adhesina (gris) y su prediccion de interaccion adhesina
HopT (BabB) con el aptdmero Hp_BabB_64 mediante los clasificadores SVM y RF.
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Panel B. Valores termodinamicos del aptamero Hp_BabB_64 (tabla verde), prediccion
de la estructura secundaria del aptdmero (rojo) con su diagrama de montafia, entropia y
su estructura 3D. Panel C. Estructura 3D del acoplamiento molecular del aptdmero
Hp_BabB_64 (azul) con la estructura de cabeza (verde) de la adhesina HopT (BabB) y

sus valores de calidad de acoplamiento.

Hp_OipA_92

adhesina HopH (OipA) y el
aptamero Hp_OipA_92

A/ p—_— ; ” \ B Estabilidad termodinédmica del aptamero C / Acoplamiento molecular de
Prediccion de interaccién de la / HopH (OipA)Hp_OipA_92
e o

-34.30 Kcal/mol

— .

Estructura 3D del

2.906

W

aptamero

\\ M - A ) A‘M ‘ HP—OiPA_t)z/

Figura S13. Seleccién y asignacién de un aptdmero que se una al dominio de

adhesion de la adhesina modelada HopH (OipA). Panel A. Parche electrostatico
cargado positivamente (azul) de la adhesina (gris) y su prediccidn de interaccion adhesina
HopH (OipA) con el aptamero Hp_OipA_92 mediante los clasificadores SVM y RF.
Panel B. Valores termodinBmicos del aptamero Hp_OipA_92 (tabla verde), prediccion
de la estructura secundaria del aptamero (rojo) con su diagrama de montafia, entropia y
su estructura 3D. Panel C. Estructura 3D del acoplamiento molecular del aptdmero
Hp_OipA_92 (azul) con la estructura de cabeza (verde) de la adhesina HopH (OipA) y

sus valores de calidad de acoplamiento.
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adhesina HopZ y el aptdmero
Hp_HopZ 21 meﬁhiu Whhm
de en

A L . . B Estabilidad termodinamica del apta C Acoplamiento molecular de
/ Pre . ‘ p / \
rediccion de interaccion de la / Hp_HopZ 21 HopZ/Hp_HopZ 21
‘ ‘ maa

-27.57 Kcal/mol 88.86 % 0.56
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Figura S14. Seleccion y asignacion de un aptadmero que se una al dominio de

adhesion de la adhesina modelada HopZ. Panel A. Parche electrostatico cargado
positivamente (azul) de la adhesina (gris) y su prediccion de interaccion adhesina HopZ
con el aptdmero Hp_HopZ_ 21 mediante los clasificadores SVM y RF, los valores SVM
deben ser <a0.9 y RF < a 0.5 para mostrar una prediccion de interaccion positiva. Panel
B. Valores termodinamicos del aptdmero Hp_HopZ_21(tabla verde), prediccién de la
estructura secundaria del aptamero (rojo) con su diagrama de montafia, entropia y su
estructura 3D. Panel C. Estructura 3D del acoplamiento molecular del aptdmero
Hp_HopZ_21 (azul) con la estructura de cabeza-corona (verde-cian) de la adhesina HopZ

y sus valores de calidad de acoplamiento.

Estabilidad termodindmica del aptimero de
control de unién negativa Hp CN_Hop
w LI ) g ia de la Di idad del

del ensamblaje de energia libre (MFE) ensamblaje
-21.73 Kcal/mol -94.94% 033

Estructura 3D del

aptamero

| Hp_CN_Hop
M ;L:JL H ﬂl m.w'u\ Ja /

Figura S15. Estabilidad termodinamica del aptamero Hp_Control_Negativo_Hop.

Valores termodinamicos del aptamero (tabla verde) muestran estabilidad energética
(energia termodinadmica del ensamblaje < 20, MFE > 60 y Diversidad del ensamblaje <
2.0, estructura secuendaria (rojo) con su diagrama de montafia, entropia y estructura 3D.
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Anexo 3. Graficos de calidad estereoquimica de las adhesinas modeladas.

Program: ERRAT2
File: model1.pdb
inf:A

Chain#-
Overall quality factor**: 81.818

® @ ® ® 0 M W W W X 2 M M0 W X

AlpA (Hop C) mutada
Factor C: -1.72

Verify3D
63.30% of the residues have average 3D-1D score >= 0.2

Psi (degrees)

Factor G: -0.46 97.3% |

Figura S16. Validacion de la estructura mutada de la adhesina HopC (AlpA). Panel
A. Estructura 3D del modelado de la adhesina mutada HopC (AlpA) por I-TASSER con
un factor de confianza de -1.72. Panel B.Verificacion de confiabilidad del modelo
mutado de la adhesina HopC (AlpA) con el Grafico ERRAT. = En el eje de error, se
dibujan dos lineas para indicar la confianza con la que es posible rechazar regiones que
exceden ese valor de error. = Expresado como el porcentaje de proteina para el cual el
valor de error calculado cae por debajo del limite de rechazo del 95%. Panel C.
Validacion de la estructura modelada por Verify3D que muestra el porcentaje de residuos
de aminoacidos que tienen una puntuacion media 3D-1D mayor o igual a 0.2. Panel D.
Gréfico de Ramachandran que muestra que el 97.3% de los residuos se encuentran en las
regiones mas favorables y 2.7% en las regiones no permitidas con un factor G de — 0.46.
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Program: ERRAT2
B Fre: modeis.pd
Chain#

A
Overall quality factor**: 75.758
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Verify3D
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1354

VAL 136 (A)
v

3 .hb)‘n_mnl = “"-a.“‘""'j

£, B i

z il e
45 .
[ rj,:' . ]
BEL ol Ih N i [

s 2 . | - T .
<180 -135 90 -45 0 45 % 135 180
Phi (degrees)
Factor G: -0.33

Figura S17. Validacion de la estructura mutada de la adhesina HopB (AlpB). Panel
A. Estructura 3D del modelado de la adhesina mutada HopB (AlpB) por I-TASSER con
un factor de confianza de -0.94. Panel B.Verificacion de confiabilidad del modelo
mutado con el Grafico ERRAT. * En el eje de error, se dibujan dos lineas para indicar la
confianza con la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error. =x
Expresado como el porcentaje de proteina para el cual el valor de error calculado cae por
debajo del limite de rechazo del 95%. Panel C. Validacién de la estructura modelada por
Verify3D que muestra el porcentaje de residuos de aminoacidos que tienen una
puntuacion media 3D-1D mayor o igual a 0.2. Panel D. Grafico de Ramachandran que
muestra que el 96.6% de los residuos se encuentran en las regiones mas favorables y 3.4%

en las regiones no permitidas con un factor G de — 0.33.
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Program: ERRAT2
B File: modeld.pdb

P % & e e W w0 @ e W m W

BabA (Hop S) mutada
Factor C: -1.46

ﬂ:\—r-J‘.\‘“
y A4 4““!‘.\':«

A

Verify3D
84.41% of the residues have average 3D-1D score >= 0.2

Psi (degrees)

Factor G: -0.30

Figura S18. Validacion de la estructura mutada de la adhesina HopS (BabA) . Panel
A. Estructura 3D del modelado de la adhesina mutada HopB (AlpB) por I-TASSER con
un factor de confianza de -1.46. Panel B.Verificacion de confiabilidad del modelo
mutado con el Grafico ERRAT. * En el eje de error, se dibujan dos lineas para indicar la
confianza con la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error. *x
Expresado como el porcentaje de proteina para el cual el valor de error calculado cae por
debajo del limite de rechazo del 95%. Panel C. Validacién de la estructura modelada por
Verify3D que muestra el porcentaje de residuos de aminoéacidos que tienen una
puntuacion media 3D-1D mayor o igual a 0.2. Panel D. Grafico de Ramachandran que
muestra que el 95.7% de los residuos se encuentran en las regiones mas favorables y 4.3%

en las regiones no permitidas con u factor G de — 0.30.
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Program: ERRAT2
dor

File: model4. |
A B Chain#:A e
Overall quality factor**: 76.122
i i- AT T TR
- 4 { im ’ & T - 44
| | sl |
nnnnw-u‘m&mmﬁm‘nn B M0 M0 M a0 @0 40 w0 a0 K0 % s 0 w0 @0 E
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45
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Figura S19. Validacion de la estructura mutada de la adhesina HopT (BabB) . Panel
A. Estructura 3D del modelado de la adhesina mutada HopT (BabB) por I-TASSER con
un factor de confianza de -2.95. Panel B.Verificacion de confiabilidad del modelo
mutado con el Grafico ERRAT. * En el eje de error, se dibujan dos lineas para indicar la
confianza con la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error. *x
Expresado como el porcentaje de proteina para el cual el valor de error calculado cae por
debajo del limite de rechazo del 95%. Panel C. Validacion de la estructura modelada por
Verify3D que muestra el porcentaje de residuos de aminoéacidos que tienen una
puntuacion media 3D-1D mayor o igual a 0.2. Panel D. Grafico de Ramachandran que
muestra que el 96.6% de los residuos se encuentran en las regiones mas favorables y 3.4%

en las regiones no permitidas con u factor G de — 0.49.
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Program: ERRAT2
File: modeld.pdb

Overall quality factor**: 90.678

SabA (Hop P) mutada
Factor C: -2.88

Verify3D
75.59% of the residues have average 3D-1D score >=0.2

Psi (degrees)

Phi (degrees)
Factor G: -0.45 982%

Figura S19. Validacién de la estructura mutada de la adhesina HopP (SabA) . Panel
A. Estructura 3D del modelado de la adhesina mutada HopP (SabA) por I-TASSER con
un factor de confianza de -2.88. Panel B.Verificacion de confiabilidad del modelo
mutado con el Grafico ERRAT. * En el eje de error, se dibujan dos lineas para indicar la
confianza con la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error. *x
Expresado como el porcentaje de proteina para el cual el valor de error calculado cae por
debajo del limite de rechazo del 95%. Panel C. Validacién de la estructura modelada por
Verify3D que muestra el porcentaje de residuos de aminoéacidos que tienen una
puntuacion media 3D-1D mayor o igual a 0.2. Panel D.Gréafico de Ramachandran de
HopP (SabA) que muestra que el 98.2% de los residuos se encuentran en las regiones

mas favorables y 1.8% en las regiones no permitidas con u factor G de — 0.45.
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— PROCHECK

LabA (Hop D) mutada
Factor C: -1.97
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Figura S20. Validacion de la estructura mutada de la adhesina HopD (LabA) . Panel
A. Estructura 3D del modelado de la adhesina mutada HopD (LabA) por I-TASSER con
un factor de confianza de -1.97. Panel B.Verificacion de confiabilidad del modelo

mutado con el Grafico ERRAT. * En el eje de error, se dibujan dos lineas para indicar la

confianza con la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error. =x

Expresado como el porcentaje de proteina para el cual el valor de error calculado cae por

debajo del limite de rechazo del 95%. Panel C. Validacion de la estructura modelada por

Verify3D que muestra el porcentaje de residuos de aminoacidos que tienen

una

puntuacion media 3D-1D mayor o igual a 0.2. Panel D.Gréafico de Ramachandran de

HopD (LabA) que muestra que el 98.9% de los residuos se encuentran en las regiones

mas favorables y 1.1% en las regiones no permitidas con u factor G de — 0.40.
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Program: E
Filo: mocdwm
me 59.233

™ 4 @ 8 100 120 10 160
Residue # (window center)
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PROCHECK.

D Ramachandran Plot
OipA (Hop H) mutada
Factor C: -4.12 180
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.
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Figura S21. Validacion de la estructura mutada de la adhesina HopH (OipA). Panel
A. Estructura 3D del modelado de la adhesina mutada HopH (OipA) por I-TASSER con
un factor de confianza de -4.12. Panel B.Verificacion de confiabilidad del modelo
mutado con el Grafico ERRAT. * En el eje de error, se dibujan dos lineas para indicar la
confianza con la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error. =x
Expresado como el porcentaje de proteina para el cual el valor de error calculado cae por
debajo del limite de rechazo del 95%. Panel C. Validacion de la estructura modelada por
Verify3D que muestra el porcentaje de residuos de aminoacidos que tienen una
puntuacion media 3D-1D mayor o igual a 0.2. Panel D. Grafico de Ramachandran de
HopH (OipA) que muestra que el 94.6% de los residuos se encuentran en las regiones
mas favorables y 5.4% en las regiones no permitidas con un factor G de — 0.47.
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> D Ramachandran Plot
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Figura S21. Validacion de la estructura mutada de la adhesina HopQ. Panel A.
Estructura 3D del modelado de la adhesina mutada HopQ por I-TASSER con un factor
de confianza de -4.02. Panel B.Verificacion de confiabilidad del modelo mutado con el
Gréafico ERRAT. * En el eje de error, se dibujan dos lineas para indicar la confianza con
la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error. *x Expresado como el
porcentaje de proteina para el cual el valor de error calculado cae por debajo del limite de
rechazo del 95%. Panel C. Validacion de la estructura modelada por Verify3D que
muestra el porcentaje de residuos de aminoécidos que tienen una puntuacién media 3D-
1D mayor o igual a 0.2. Panel D. Grafico de Ramachandran de HopQ que muestra que el
98.1% de los residuos se encuentran en las regiones mas favorables y 1.9% en las regiones

no permitidas con un factor G de — 0.50.
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Figura 32. Validacion de la estructura mutada de la adhesina HopZ. PanelA.
Estructura 3D del modelado de la adhesina mutada HopZ por I-TASSER con un factor
de confianza de -1.72. Panel B.Verificacion de confiabilidad del modelo mutado con el
Gréafico ERRAT. * En el eje de error, se dibujan dos lineas para indicar la confianza con
la que es posible rechazar regiones que exceden ese valor de error. *xx Expresado como el
porcentaje de proteina para el cual el valor de error calculado cae por debajo del limite de
rechazo del 95%. Panel C. Validacion de la estructura modelada por Verify3D que
muestra el porcentaje de residuos de aminoécidos que tienen una puntuacién media 3D-
1D mayor o igual a 0.2. Panel D. Gréfico de Ramachandran de HopZ que muestra que el
96.6% de los residuos se encuentran en las regiones mas favorables y 3.4% en las regiones

no permitidas con un factor G de — 0.47.
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Anexo 4. Secuencias de los aptameros seleccionados y su notacion de paréntesis

Aptamero Hp_AlpA 82
AAAAAAAAAAACCCCCCCCCCCAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGUAAAA
AAAAAAAUCCCCCCCCCCCAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGAUUUUUUA
AAAA
---------- (((QC(((em))))))))))) B ((C(CQUTC(((Ee))))))))))))))))) e

Aptamero Hp_AlpB_11
AAAAAAAAGCCGGGGGGAGACGGGGGCAAAGCCCCCAAAACUCCCCCC
GGCAAAAAAAAAAGCGGCGAAAACACGCCGUGAAAACACGCCCCAAAA
AAAA
-------- ((@(@(((((9)))))9)))))))))) R (((((GH))))) e

Aptdmero Hp_BabA 20
AAAAGUGGGCCAAAAAAGGGGCCGGCAAAAAACCCCCGGUGGUGGAAA
AAAAAAACCACCACCGGGGGAAAAAAGCCGGCCCCAAAAAAGGCCCAC
AAAA
e ((CCCCermmm (((CCCCmmUUqCCCC(((((Crmemmpee DNN)))EEN))))))))EN)))))) Bt

Aptamero Hp BabB 64
AAAGCCGGAAAAAACCGGCAAAAAGGCGCGCGAAAAACGLCGLGLCCGLC
UGAAAAAGGCAAAAAAAAGGCGCAAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGGEG
GAAAA
B ((((a)))) M (((((((€22))))))) [(((C1))) ) Fr PP

Aptamero Hp LabA 24
AAAAAAAGCCCCCGAAAAUACGGGGGCAAAAAAAGCCCCCCAAAAUAA
AAAGGGGGGCAAAAAAAACCCCCCCCAAUAAAUAAAAGGGGGGGGAAA
AAAA
------- ((((((0x)))))) B () ) Rereeesl (((((((CNN)))))) ) RS

Aptamero Hp_OipA_92
AAAAAAAAAAAAGCGUAAAAAAAAACCGCCCGCCCCCGAAAAAAAAAA
GGUGUAAAAAAAAAACGGGGGCGGGCGGAAAAAAAAGCGUAAAAAAAA
AAAA
............ ([ (e ) ) ) ) ) TR

Aptdmero Hp_SabA 71
AAAAAAAAAAACCCCCCCCCCCAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGUAAAA
AAAAAAAUCCCCCCCCCCCAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGAAAAAAAA
AAAA
.......... ((((EEwm )M R (((((((cmm)))))) ) I

Aptamero Hp_HopQ 73
AAAAAAAAAAGAAUAAAAGGGGGGGUGAAAAGGGAAAAGAAAAAAAA
AAAAAAGAAACACCCCCCCAAAAGGGGGGAAUAGAAAAAAACCCCCCA
AAAAA

Aptdmero Hp_HopZ 21
AAAAACCCCAAAAAAAAAAAAAGGGGCCCCGGAAAAAAAAAAAAACCC
UAAAAAAGGGAAAAAAAACCCCAAAAAAAAAAAAAAGGGGCCGGGGAA
AAAA
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