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Resumen

Objetivo: Caracterizando polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) presentes en genes receptores de la muco-
sa gastrica y evaluando su interaccion con adhesinas de Helicobacter pylori (H. pylori), es posible identificar una
estrategia valida de bloqueo de su colonizacion y prevencion del cancer gastrico (CG) en Colombia. Materiales y
Métodos: Se caracterizo SNPs asociados a tres receptores de mucosa gastrica: MUCS5AC, PTPN1l y CEACAMS3.
Se incluyeron 63 exomas de individuos sin lesiones gastricas y 14 exomas de pacientes de Narifio con riesgo de
CG e infectados por H. pylori. El anlisis del efecto causal de las variantes se llevo a cabo mediante los programas
de anotacion PolyPhen-2, SIFT, MutationTaster, CADD y I-Mutant. Se incluyeron 235 secuencias de H. pylori
para analizar los genes: babA, cagA y hopQ y un analisis de acoplamiento molecular en HDOCK. Resultados: Se
identificaron 6/26 SNPs deletéreos en individuos sin lesiones gastricas. En los individuos con patologias gastricas
e infectados con H. pylori se identificaron 2/5 SNPs deletéreos y 24/87 cambios de aminoacidos en las BabA;
42/87 en CagA'y 21/87 en la HopQ. Conclusiones: Las variantes en la secuencia de aminoacidos de los facto-
res de virulencia BabA, CagA y HopQ favorecen la interaccion con proteinas receptoras de la mucosa gastrica
MUCSAC, PTPN11 y CEACAMS3, respectivamente. Los SNPs identificados inducen cambios de afinidad a nivel
estructural y funcional favoreciendo la colonizacion de H. pylori, por tanto, se pueden considerar como posibles
marcadores moleculares susceptibles de intervenir en la prevencion del CG en Colombia.

Palabras clave: H. pylori, Colonizacion, Proteinas receptoras, Genes de virulencia, Cancer Gastrico, SNPs,
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Abstract

Objective: By characterizing single nucleotide polymorphisms (SNPs) present in gastric mucosal receptor genes
and evaluating their interaction with Helicobacter pylori (H. pylori) adhesins, it is possible to identify a valid
strategy for blocking its colonization and preventing gastric cancer (GC) in Colombia. Materials and Methods:
SNPs associated with three gastric mucosal receptors were characterized: MUCS5AC, PTPN11, and CEACAM3.
Sixty-three exomes from individuals without gastric lesions and 14 exomes from patients in Narifio at risk of GC
and infected with H. pylori were included. The causal effect of the variants was analyzed using the annotation pro-
grams PolyPhen-2, SIFT, MutationTaster, CADD, and I-Mutant. Two hundred and thirty-five H. pylori sequences
were included for analysis of the babA, cagA, and hopQ genes, and a molecular docking analysis was performed
using HDOCK. Results: 6/26 deleterious SNPs were identified in individuals without gastric lesions. In indivi-
duals with gastric pathologies and infected with H. pylori, 2/5 deleterious SNPs were identified: 24/87 amino
acid changes in BabA; 42/87 in CagA; and 21/87 in HopQ. Conclusions. Variants in the amino acid sequence of
the virulence factors BabA, CagA, and HopQ favor interaction with gastric mucosal receptor proteins MUC5AC,
PTPNI11, and CEACAMS3, respectively. The identified SNPs induce affinity changes at the structural and functio-
nal levels favoring H. pylori colonization; therefore, they can be considered as potential molecular markers for
intervention in the prevention of gastric cancer in Colombia.

Keywords: H. pylori, Colonization, Receptor proteins, Virulence genes, Gastric cancer, SNPs.

Introduccion

Las proteinas son moléculas que cumplen funciones
clave a nivel celular en los organismos, interactiian en-
tre si y con otro tipo de moléculas, contribuyendo al alto
grado de conectividad intermolecular y a la compleji-
dad de los sistemas biologicos (1). Del mismo modo
existen otro tipo de interacciones en los sistemas, por
ejemplo, algunos patégenos requieren formar uniones
para activar su potencial virulento, incluyen interaccio-
nes entre proteinas, secuencias nucleotidicas y ligandos
pequetios (2). Uno de los aspectos mas importantes del
sistema patogeno - hospedero es el mecanismo que usa
el patogeno para invadir una de sus células, ya que las
interacciones que se forman favorecen mecanismos
cruciales para el inicio de la infeccion (3).

En infecciones como las causadas por Helicobacter
pylori (H. pylori), bacteria que coloniza persistente-
mente la mucosa gastrica, las interacciones patdégeno
— hospedero son cruciales ya que podrian favorecer la
adhesion y la colonizacion de la bacteria al epitelio gas-
trico (4, 5, 6). Este es un factor determinante, ya que
confiere a la bacteria mecanismos que le permiten co-
lonizar la mucosa gastrica, sobrevivir en ese ambiente
acido y evadir respuestas inmunes del organismo (7, 8).
Estudios como el de Rain y colaboradores en 2001, han
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descrito las interacciones que forman las proteinas de la
membrana externa de H. pylori con proteinas receptoras
humanas (9). Este tipo de estudios permite identificar
las funciones de las proteinas patdogenas dentro de las
vias bioldgicas y las actividades de enzimas esenciales
para la patogenicidad de H. pylori. Sin embargo, no se
han realizado estudios que permitan detectar variantes
moleculares presentes en individuos y a su vez permitan
profundizar estas interacciones moleculares, teniendo
en cuenta que a nivel molecular estan ocurriendo cam-
bios que pueden tener diferentes efectos en el organis-
mo y ser determinantes en la colonizacion de H. pylori

(10).

Una herramienta que permite examinar la variabilidad
genética es el estudio de polimorfismos de un solo nu-
cleétido (SNPs), que ocurren en una sola base e involu-
cra la sustitucion de un nucleoétido en una determinada
posicion en la secuencia de ADN (1, 10, 11). En particu-
lar, los SNPs no sinénimos (nsSNPs) provocan la susti-
tucién de aminoacidos, con impacto consecuente en la
funcion y estabilidad de las proteinas; de este modo los
han relacionado estrechamente con el origen de enfer-
medades complejas humanas (12, 13, 14).

Dado el impacto de H. pylori en la salud publica en pai-
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ses como Colombia, en este estudio se realiz6 el analisis
descriptivo de 77 exomas para identificar SNPs en tres
proteinas receptoras de la mucosa gastrica: MUC5AC,
PTPNI1I y CEACAMS3, involucradas en la interaccion
con factores de virulencia de H. pylori: BabA, CagA'y
HopQ respectivamente. Este tipo de rastreos molecu-
lares permite una deteccion temprana y precisa de mu-
taciones. Ademas, la caracterizacion genética del hos-
pedero y del patogeno puede contribuir al diagnostico
basal y acercarse a la prevencion del desarrollo de pato-
logias por infeccion de H. pylori, en especial el cancer
gastrico.

Metodologia

Obtencion de datos de secuenciacion

En el presente estudio se realizé un andlisis explora-
torio-descriptivo de 77 archivos de secuenciacion de
ultima generacion, distribuidos asi: 43 exomas de in-
dividuos aparentemente sanos procedentes de diferen-
tes departamentos de Colombia (Valle del Cauca, San
Andrés, Cauca, Choco y Narifio), los cuales fueron
proporcionados por el Laboratorio de Técnicas y Ana-
lisis Omicos de la Universidad del Valle; 14 exomas de
individuos del departamento de Narifio diagnosticados
con lesiones gastricas relacionadas con infeccion por H.
Pylori, proporcionados por el Laboratorio de Microbio-
logia del Grupo de Salud Publica de la Universidad de
Narifio. Con el fin de ampliar el nimero de secuencias
representativas para las distintas regiones de Colombia,
fueron obtenidos de la base de datos de libre acceso
1000 Genomas, 20 exomas de individuos aparentemen-
te sanos procedentes de Antioquia.

Analisis bioinformatico

Se realiz6 el analisis bioinformatico siguiendo el flujo
de trabajo: 1) Control de calidad, para evaluar la lim-
pieza de secuencias; 2) Mapeo de lecturas de secuen-
ciacion, teniendo como referencia el genoma GRCh38.
pl12, con el que se alinearon las secuencias y se mar-
caron los duplicados para ser removidos, dado que po-
dian sesgar los resultados de los analisis posteriores; 3)
Llamado de variantes, en el cual se realizo también la
genotipificacion, el filtrado y la anotacion de variantes.
Finalmente, en GenomeBrowser se visualiz6 el archivo
final y se logro identificar las variantes anotadas en los
genes de interés MUCSAC, PTPNI11y CEACAM3 (15).

Prediccion de patogenicidad de variantes molecula-
res

El impacto de los SNPs no sinonimos en la estructura y
funcion de las proteinas se evalué mediante los puntajes
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de prediccion dados por los programas de anotacion:
PolyPhen-2, MutationTaster, SIFT, CADD y I-Mutant.
Se consideraron SNPs potencialmente dafiinos aque-
llos: mayores a 0.90 en PolyPhen-2, menores a 0.05 en
SIFT, mayores a 0.90 en MutationTaster y mayores a 40
en CADD; en I-Mutant, se tuvo en cuenta el cambio de
energia libre de Gibbs para identificar aumento o dismi-
nucion en la estabilidad de la proteina (16, 17, 18, 19,
20, 21). Todos los datos obtenidos se organizaron en un
archivo excel, que incluy6 para cada una de las varian-
tes: cromosoma, exon, posicion, alelo referente, alelo
alterno, ID dbSNP, cambio de aminoacido y las puntua-
ciones dadas por los programas predictores utilizados.
Para cada una de las variantes moleculares identificadas
se presenta la frecuencia relativa.

Identificacion de cambio de aminoacido en cepas co-
lombianas de Helicobacter pylori

Se incluyeron para el analisis 235 genomas de H. pylori
para Colombia, ensamblados y depositados en la base
de datos RefSeq/NCBI y anotados con PGAP (Flujo
de anotacion del genoma procariota). Para cada una de
las cepas de estudio, se descargaron las secuencias de
aminoacidos de los factores de virulencia BabA, CagA
y HopQ en formato Fasta. Las secuencias se alinea-
ron en Geneious, utilizando como referencia la cepa
MT5135 en cada caso. Posteriormente, las secuencias
fueron comparadas con la cepa referente y se ubicaron
los cambios de aminoacido en cada uno de los factores
de virulencia de estudio.

Analisis de acoplamiento molecular

En primer lugar, se realiz6 el modelamiento de proteinas
por homologia en SwissModel, que realiza la seleccion
de estructuras, alineaciéon de acuerdo con la secuencia
objetivo, construccion del modelo y evaluacion de es-
tructuras hasta lograr el modelo final (22). En segundo
lugar, se prepararon los archivos PDB descargando las
estructuras de interés en PubChem. Por ultimo, se rea-
liz6 el analisis de acoplamiento molecular en HDOCK,
software que realiza el analisis de la interaccion desde
la entrada de datos, la busqueda de similitud entre las
secuencias, el modelamiento de estructuras hasta lograr
el acoplamiento global y el modelamiento final de la
interaccion proteina-proteina (23, 24).

Resultados

Identificacion de SNPs no sinonimos asociados a re-
ceptores de mucosa gastrica

En los individuos aparentemente sanos (n = 63) se iden-
tificaron 26 SNPs no sindénimos en la region exdnica

135



Revista de la Asociacién Colombiana de Ciencias Bioldgicas
issn impreso 0120-4173, issn en linea 2500-7459

de los genes de estudio. En los individuos de Narifio diagnosticados con lesiones gastricas por infeccion con H.
pylori (n=14), se identificaron 9 SNPs no sinénimos. De los cuales, 5 nsSNPs fueron exclusivos de este grupo de
pacientes (variantes en negrilla) y 4 nsSNPs se identificaron en ambos grupos de estudio (variantes con asterisco)
(Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de los SNPs no sinénimos identificados en MUCSAC, PTPN11 y CEACAM3 de individuos colombianos

de estudio

Gen Posicién JbSNP Cambio Frecuencia alelo
Base Aminoacido alterno

11:1163940 rs56085138 * C>G D246E 0.45

11:1164127 rs750216484 C>T H271Y 0.30

11:1167917 rs763699410 G>A R476H 0.28

MUC54C 11:1168513 rs754247959 T>C F510L 0.69
11:1177533 rs36189285 G>A R996Q 0.59

11:1180135 rs879249870 G>A V12001 0.53

11:1180138 rs878913005 C>T R1201W 0.57

12:112446337 1s750261927 G>A D26N 0.56

12:112450385 rs397507511 G>C E69K 0.22

12:112450392 rs755709231 T>G F71Y 0.47

12:112450435 rs61736914 C>T H85Q 0.18

12:112450452 rs869312744 A>G K9IR 0.35

12:112453240 rs2135866723 C>T L126F 0.61

PTPNII

12:112453254 rs397516805 A>G K131R 0.10

12:112455968 rs397516806 A>G 1221V 0.42

12:112472944 rs773918720 A>G T253A 0.45

12:112472988 rs755104848 G>T E267D 0.23

12:112477678 1s746607246 * A>G D294G 0.60

12:112477920 rs730880993 T>A C333S 0.14

19:41797613 rs781937332 C>T P30L 0.35

19:41797621 rs782116323 A>G T33A 0.55

19:41797772 rs61737019 * T>C V83A 0.41

19:41797913 rs782595528 A>C V130G 0.33

19:41797922 rs61736641 A>G E133G 0.20

19:41808848 rs377521292 G>A A154T 0.31

CEACAM3

19:41808887 rs782157101 G>C VI167L 0.45

19:41808895 1s782766786 G>A A169E 0.45

19:41810338 rs782406730 A>C H204P 0.32

19:41810351 rs368817066 C>T QI91F 0.32

19:41810353 rs138403931 * C>T S209L 0.36

19:41811233 rs782252029 C>T S252F 0.49

Impacto funcional de SNPs no sindnimos

De los 26 SNPs no sinonimos identificados en los individuos colombianos aparentemente sanos, 6 variantes
(rs754247959 en el gen MUCS5AC; rs397507511 y 15755709231 en el gen PTPNI1; 1s61736641, rs782766786 y
15782252029 en el gen CEACAM3) fueron predichas como deletéreas y causantes de enfermedad por los predicto-
res SIFT, PolyPhen-2 y MutationTaster (Tabla 2). Estas mismas variantes presentaron los puntajes CADD mas al-
tos (> 40.00), por tanto, se sugiere que tienen mayor probabilidad de ser dafiinos. En cuanto al analisis en [-Mutant
se observo que, cuatro de estas variantes disminuyen la estabilidad de la proteina (DDG < 0) y dos generan un au-
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mento (DDG > 0). Con base en los resultados, dichas variantes fueron seleccionadas para los posteriores analisis.

Tabla 2. Prediccion del impacto funcional de SNPs no sindénimos identificados en individuos colombianos aparentemente
sanos

Gen dbSNP! Cambiodeaa  PolyPhen-2 SIFT MT“;::;’“ CADD2 I-Mutant
1356085138 D246E 0.015 (B) 1000 (T) 0.206 (P) 1.591 036  Increase
15750216484 H271Y 0.017(B) 1000 (T) 0.205 (P) 1.008 144 Increase
e TST34247959 F510L 0989(D)  0.001(D)  0.999 (D) 44.856 231  Decrease
1336189285 R996Q 0.990(B)  0.070(T)  0.355(N) 0.855  -132  Decrease
15879249870 V12001 0991 (B)  0.200(T)  0.456 (N) 0.099  -0.86 Decrease
15878913005 R1201W 0.992(D)  0.050(D)  0.781 (A) 19.002 004  Decrease
15750261927 D26N 0.139(B)  0410(T)  0.388 (N) 238 213  Decrease
13397507511 E69K 0.991(D)  0.002(D)  0.998 (D) 51.254  -0.13  Decrease
15755709231 F71Y 1.000(D)  0.000(D)  0.999 (D) 88.953  -027 Decrease
1361736914 H85Q 0988 (D)  0.003(D)  0.992 (D) 35002  -0.10  Decrease
PTPNII 15869312744 K9IR 0.015(B)  0.550(T)  0.224 (N) 0.118  -0.81  Decrease
152135866723 L126F 0337(P)  0.034(D)  0.801(A) 23267  -0.52  Decrease
15773918720 T253A 0.002(B)  0.830 (T) 0.008 (P) 0.066 036  Decrease
15755104848 E267D 0.084(B)  0.030(D)  0.100 (P) 0.098  -0.02  Decrease
1s746607246 D294G 0.897(D) 0011 (D)  0.907 (D) 34199  -1.72  Decrease
15781937332 P30L 0.076 (B)  0.230 (T) 0.165 (P) 1080  -1.15  Decrease
15782116323 T33A 0.593(P)  0.020(D)  0.599 (A) 14456  -0.93  Decrease
1361737019 V83A 0.052(B)  0.160(T) 0.189 (P) 0.004  -2.12  Decrease
15782595528 V130G 0.049(B)  0.430 (T) 0.302 (P) 0.007  -347  Decrease
1361736641 E133G 0983 (D)  0.021(D)  0.988(D) 47989  -1.81  Decrease
CEACAM3  1s377521292 A154T 0.644(P)  0380(T)  0.604 (N) 16785  -0.60  Decrease
15782157101 V167L 0477(P)  0.050(D)  0.663 (N) 24716 243  Decrease
15782766786 A169E 0971 (D)  0.000(D)  0.979 (D) 51.117 023 Increase
15368817066 QI9IF 0.737(P)  0220(T)  0.742 (A) 33862 034  Decrease
rs138403931 S209L 0.002(B)  0.230(T) 0.401 (P) 2123 073 Increase
15782252029 S252F 0.657(P)  0.000(D)  0.846 (A) 49.999 099  Increase

Nota. En negrita se sefialan los puntajes CADD para una prediccion deletérea alta (> 40)

Para los SNPs identificados unicamente en los individuos con lesiones gastricas por infeccion con H. pylori, dos
(rs763699410 en el gen MUC5AC y rs730880993 en el gen PTPN11) fueron clasificadas como deletéreas y cau-
santes de enfermedad por los predictores SIFT, PolyPhen-2 y MutationTaster (Tabla 3). Estas mismas variantes
presentaron los puntajes CADD mas altos (> 40.00), es decir, tienen mayor probabilidad de ser dafiinos. El analisis
en [-Mutant indic6 que estas variantes disminuyen la estabilidad de la proteina (DDG < 0).

Tabla 3. Prediccion del impacto funcional de SNPs no sindénimos identificados en individuos con patologias gastricas por
infeccion con Helicobacter pylori

Gen dbSNP1 Cambio de aa  PolyPhen-2 SIFT Mutation Taster CADD2 I-Mutant
MUC5AC 15763699410 R476H 0.976 (D)  0.008 (D) 0.981 (D) 49.051 -0.99 Decrease
1s397516805 KI131R 0.053(B)  0.699 (T) 0.137 (P) 22.018 -0.45 Decrease
PTPNII 1397516806 1221V 0.878 (P)  0.051 (D) 0.562 (A) 34.116  -0.47 Decrease
rs730880993 C333S 0.899 (D) 0.001 (D) 0.999 (D) 89.934  -0.97 Decrease
CEACAM3 15782406730 H204P 0.883(B)  0.443(T) 0.226 (P) 1.365 0.31  Increase

Nota. En negrita se sefialan los puntajes CADD para una prediccion deletérea alta (> 40)
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Identificacion de cambio de aminoacidos en cepas
colombianas de Helicobacter pylori

En la secuencia de los factores de virulencia BabA,
CagA, HopQ de las 235 cepas colombianas de H. pylo-
ri, se lograron identificar un total de 87 cambios de
aminoacidos. De estos: 24 variantes se detectaron en
BabA con frecuencias que oscilan entre 0.128 y 0.371;
42 cambios identificados en CagA con frecuencias en-
tre 0.033 y 0.1222; y 21 cambios observados en HopQ
con frecuencias que varian entre 0.043 y 0.151. Para el
analisis de acoplamiento molecular, se priorizaron los
cambios de aminoacidos: T17A, D295S y P442S iden-
tificadas en BabA; AS71T, F762L y F1159Y para CagA;
V184S, G4228S e 1553F identificadas en HopQ, ya que
representan alteraciones significativas en propiedades
como hidrofobicidad y carga.

Analisis de acoplamiento molecular

El analisis de acoplamiento para la interaccion entre
MUCS5AC y BabA de H. pylori de individuos aparen-
temente sanos, indicé que la presencia de las varian-
tes T17A, D295S y P442S identificados en el factor de
virulencia BabA provocaron un cambio en la afinidad

de unioén, estén o no presentes las variantes FS10L y
R1201W de MUC5AC. En ambos casos, la energia libre
de Gibbs disminuyd (AG = -246.59 > AG = -255.11),
favoreciendo la afinidad de union (Tabla 4.1). Por su
parte, los resultados para la interaccion PTPN1I-CagA
sugieren que las variantes E69K y F71Y presentes en
PTPNI1I provocan un cambio en el puntaje de acopla-
miento con el factor de virulencia CagA de H. pylori
(Tabla 4.2). Puesto que la presencia de las variantes pro-
voco el aumento de la energia libre de Gibbs en compa-
racion con la interaccion de referencia (AG = -278.85),
es decir, disminuyen la afinidad de union. Cabe sefalar
que la interaccion en presencia de las variantes AS71T,
F762L y F1159Y en CagA mostré uno de los valores
mas bajos de energia libre de union (AG = -265.67),
en consecuencia, una interaccién mas favorecida. Por
ultimo, el andlisis para la interaccion CEACAM3-HopQ
indico que, la presencia de las variantes V184S, G422S,
I553F en HopQ alteran la afinidad de unién, indepen-
diente de la presencia o ausencia de las variantes A169E
y S252F en CEACAM3. En ambos casos, la energia li-
bre de Gibbs disminuy6 (AG =-320.00 > AG =-341.23)
y por lo tanto la afinidad de union aumento.

Tabla 4. Efecto de SNPs deletéreos identificados en individuos colombianos aparentemente sanos sobre la interaccion mole-
cular: MUC5AC — BabA, PTPNI11 — CagA'y CEACAM3 - HopQ

Interaccion Puntuacion de aco- Puntuacion de
plamiento (AG) confianza
aMUCSAC - BabA -246.59 0.8734
1  MUCSAC - BabA (T17A, D295S, P442S) -255.11 0.8911
MUCSAC (F510L y R1201W) - BabA (T17A, D295S, P442S) -255.11 0.8911
"PTPN11 — CagA -278.85 0.9294
2 PTPNI11 - CagA (AS71T, F762L, F1159Y) -265.67 0.9100
PTPNI11 (E69K y F71Y) - CagA (AS71T, F762L, F1159Y) -241.09 0.8608
¢ CEACAM3 — HopQ -320.00 0.9677
3  CEACAMS3 - HopQ (V184S, G422S, 1553F) -341.23 0.9786
CEACAM3 (A169E y S252F) - HopQ (V 184S, G4228S, 1553F) -341.23 0.9786

abe Interacciones de referencia. Se toma como secuencia de referencia (Silvestre) el genoma humano GRCh38.p12 y la cepa
MT5135 de H. pylori. Nota: En paréntesis se detallan las variantes identificadas en las proteinas receptoras de la mucosa gés-
trica (MUC5AC, PTPN11 y CEACAM3) en individuos aparentemente sanos y cambios de aminoacidos identificados en los
factores de virulencia de Helicobacter pylori (BabA, CagA 'y HopQ)

Ahora bien, para el analisis de acoplamiento molecular en individuos con lesiones gastricas se modelaron las
proteinas humanas en presencia de las variantes moleculares identificadas en cada paciente y se model6 con las
variantes moleculares de su cepa especifica de H. pylori, es decir, interacciones reales. En la Tabla 5 se muestran
solo aquellas interacciones que presentaron un cambio de la energia libre que favorece la afinidad de union.
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Tabla 5. Efecto de SNPs deletéreos identificados en individuos colombianos con patologias gastricas sobre la interaccion
molecular: MUCS5AC — BabA, PTPN11 — CagA y CEACAM3 — HopQ

Individuo Cepa de Interaccion Puntuacion de Puntuacion de
H. pylori Proteinas (Variantes) acoplamiento (AG) confianza
| *MUCSAC - BabA -246.59 0.8734
APO18 APO18 MUCSAC (R476H)
-280.30 0.9312
BabA (L120V, Q231R, D299S)
"PTPNI11 — CagA -278.85 0.9294
2 PTPNI11 (1221V)
CRO54 CRO54 CagA (A14V, H144N, N424T, A571T, -308.40 0.9596
F762L, F1159Y, S1192N)
°CEACAMS3 - HopQ -320.00 0.9677
3
AP031 APO031 CEACAM3 (H204P) 334.39 0.9756

HopQ (E324R)
abe Interacciones de referencia. Se toma como secuencia de referencia (Silvestre) el genoma humano GRCh38.p12 y la cepa
MT5135 de H. pylori. Nota: En paréntesis se detallan las variantes identificadas en las proteinas receptoras de la mucosa géstrica
(MUCSAC, PTPN1l y CEACAM3) en individuos con lesiones gastricas y cambios de aminoacidos identificados en sus cepas de
Helicobacter pylori (BabA, CagA 'y HopQ)

En primer lugar, para la interaccion MUCS5AC, se observo que la variante R476H presente en la proteina receptora
MUCS5AC del individuo APO18 y las variantes L120V, Q231R y D299S identificadas en su factor de virulencia
BabA, disminuyeron la energia libre de Gibbs (AG = -246.59 > AG = -280.30), aumentando la afinidad de unién
(Tabla 5. 1). En el modelamiento se observé el impacto estructural, ya que, en presencia de las variantes mole-
culares, se muestra una interacciéon con una interfaz de contacto extensa, reflejando una interacciéon mayormente
estable con una conformacion estructural que podria favorecer el acoplamiento molecular y la posterior adhesion
bacteriana al epitelio gastrico mediado por la proteina receptora (Figura 1. B). Estos resultados sugieren que las
alteraciones funcionales tanto en MUC5AC como en BabA pueden influir en la interaccion patdogeno — hospedero
y contribuir a resultados clinicos diferenciales.

A. Wild Type: MUCSAC - BabA B. MUCSAC (R476H) — BabA (AP018)

A
s Ao,

Figura 1. Efecto estructural de las variantes presentes en el acoplamiento molecular MUC5A4C (naranja) - BabA (amarilla) del individuo
APO018. Fuente: Elaboracion propia en HDOCK.

La interaccion PTPNI1I-CagA del paciente CR054 presentd una disminucion significativa de la energia libre de
Gibbs con relacién a la interaccion de referencia (AG =-278.85 > AG = -308.40), es decir, la afinidad de union se
vio favorecida en presencia de las variantes identificadas en PTPN/] y en CagA (Tabla 5. 2). En el modelamiento
de la interaccion, se observo que la presencia de la variante 1221V en PTPNII en combinacion con las variantes de
CagA (A14V, H144N, N424T, A571T, F762L, F1159Y, S1192N), genera un desplazamiento notorio en el contacto
molecular y en la orientacion de CagA, lo cual sugiere una modificacion del patrén de acoplamiento molecular (Fi-
gura 2. B). Los resultados sugieren que las variantes moleculares detectadas en esta interaccion, podrian modular
la estabilidad del complejo, la afinidad de unidén y en consecuencia, la activacion de la proteina PTPNI1.
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A. Wild Type: PTPN11 - CagA

B. PTPN11 (1221V) — CagA (CR054)

Figura 2. Efecto estructural de las variantes presentes en el acoplamiento molecular PTPN1] (naranja) — CagA (amarilla) del
individuo CR054. Fuente: Elaboracion propia en HDOCK.

Por su parte, los resultados del analisis de acoplamiento molecular de la interaccion CEACAM3 - HopQ del indi-
viduo AP031, indicaron una afinidad de union favorecida por la disminucion de la energia libre de Gibbs y (AG
=-320.00 > AG = -334.39). Los resultados sugieren que nuevamente, las variantes moleculares pueden alterar la
interaccion molecular y contribuir al curso clinico diferencial de patologias por H. pylori. Sin embargo, en el mo-
delamiento de las estructuras proteicas solo se observo una pequefia rotacion de las moléculas y que la superficie

de contacto parece haber cambiado de ubicacion ligeramente (Figura 3).

A. Wild Type: CEACAMS3 - HopQ

B. CEACAM3 (H204P) — HopQ (AP031)

Figura 3. Efecto estructural de las variantes presentes en el acoplamiento molecular CEACAM3 (naranja) - HopQ (amarilla)

del individuo AP031. Elaboracion propia con HDOCK.

Discusion

En el presente estudio se llevo a cabo un analisis explo-
ratorio-descriptivo de exoma completo de individuos
colombianos, para identificar SNPs no sindénimos en
tres genes receptores de la mucosa gastrica: MUC5AC,
PTPNI11y CEACAM3, que interactiian con los factores
de virulencia de H. pylori: BabA, CagA 'y HopQ respec-
tivamente.

MUC5AC esuna mucina de la capa superficial de la mu-
cosa gastrica, a la que se une H. pylori a través de la ad-
hesina de union al antigeno del grupo sanguineo (BabA)
(25). Esta interaccion es crucial para la colonizacion de
la bacteria, dado que, inhibe la produccién de mucina
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gastrica, fortaleciendo su adhesion a la membrana del
epitelio gastrico (26). Los resultados mostraron que la
afinidad de union entre las proteinas MUC5AC y BabA
se vio favorecida en presencia de las variantes T17A,
D295S y P442S identificadas en BabA de H. pylori (AG
=-255.11 vs AG = -246.59). Esto ocurri6 incluso si es-
taban presentes o no las variantes F510L y R1201W
con prediccion deletérea en MUC5AC. De acuerdo a
lo anterior, las variantes moleculares identificadas en
MUCS5AC predichas como deletéreas, podrian alterar
su estructura y funcionamiento, afectando la produc-
cion de moco y su papel protector de la mucosa gastrica
frente a la acidez o agentes virulentos, contribuyendo al
desarrollo de patologias gastricas (27). Ademas, los re-
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sultados sugieren que, las variantes presentes en BabA
son fuertes candidatos de fortalecer la interaccion con
MUC5AC y contribuir asi a la colonizacion exitosa de
H. pylori en la mucosa gastrica.

El individuo AP0O18 diagnosticado con gastritis croni-
ca atrofica con metaplasia intestinal por infeccion de
H. pylori, fue el unico en presentar la interaccion MU-
C5A4C y BabA con una alta afinidad de unién en compa-
racion con la de tipo silvestre (AG: -280.30 vs -246.59)
e incluso con las interacciones para individuos aparen-
temente sanos. Los cambios de aminoacidos en las inte-
racciones de una proteina pueden provocar variacion en
la conectividad de los elementos y en sitios funcionales
(28). Para este paciente, MUC5AC presento la varian-
te R476H, que involucra la sustitucion de arginina por
una histidina. Si bien, ambos aminoacidos son basicos,
pueden presentar una conformacion similar, sin embar-
g0, este cambio podria provocar alteraciones en las in-
teracciones de la proteina (29). Por su parte, el factor de
virulencia BabA de la cepa de H. pylori que se aisl6 de
este paciente, presento las variantes L120V, Q231R y
D299S, que pueden presentar efectos sobre la estructura
de la proteina, su plegamiento y alterar las interaccio-
nes que forma. Los resultados sugieren que, la presen-
cia de estas variantes moleculares habria favorecido la
afinidad de union y la consecuente colonizacion de H.
pylori en el individuo AP018 de estudio. Este paciente
presento un diagnostico de gastritis cronica atréfica con
metaplasia intestinal, siendo una de las lesiones que se
presentan en la mucosa gastrica y desempefia un papel
crucial en el desarrollo del cancer gastrico (30). Dado
que, la infeccion por H. pylori causa inflamacioén croni-
ca que provoca gastritis, atrofia, metaplasia, displasia y
finalmente cancer (31).

Por otro lado, CagA de H. Pylori se une a la tirosina fos-
fatasa SHP2 codificada por el gen PTPNI1I y desregula
su actividad dentro de la mucosa géstrica y altera vias
que provocan el incremento de la motilidad y progre-
sion del ciclo celular (32). Por lo cual, se ha propuesto
que la desregulacion que sufre la proteina por su union
con CagA puede ser importante en el desarrollo del can-
cer gastrico (33). Para esta interaccion, se logro identifi-
car un aumento de la afinidad de unioén para el individuo
CRO054 diagnosticado con gastritis cronica no atrofica,
en comparacion con la interaccion de tipo silvestre
(AG: -308.40 vs -278.85). En la proteina PTPN11 del
paciente CR054 se identifico la variante 1221V que in-
volucra la sustitucion de isoleucina por valina. Si bien,
ambos son aminoacidos neutros e hidréfobos, cuentan
con diferencias a nivel estructural. La isoleucina pre-
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senta una cadena ligeramente mas larga que la valina, lo
que podria alterar la forma de interaccion de la proteina.
Esto permite inferir que, dicha variante del gen PTPN1]
podria provocar una alteracion estructural en la region
de interaccion con CagA y a su vez permitir una unioén
con mayor estabilidad, contribuyendo a la colonizacién
exitosa de H. pylori en la mucosa gastrica. Hasta el
momento, se ha buscado determinar el papel que pue-
de cumplir PTPNII en el desarrollo clinico del cancer
gastrico. En este sentido, Sodir y colaboradores (2023)
realizaron una amplia revision, teniendo como objeti-
vo el papel multifacético de SHP2 y su relacion con el
microambiente tumoral (34). Por su parte, el estudio de
Bravo y colaboradores (2012), no encontr6 asociacion
entre los polimorfismos en el gen CagA con la severi-
dad de la gastritis en pacientes infectados con H. pylori.
Sugiriendo que hay otros factores del hospedero y del
ambiente que pueden ser causales del desarrollo dife-
rencial de patologias (32).

Abhora bien, diferentes estudios han propuesto que la
interaccion que forma HopQ con la proteina recepto-
ra CEACAM es crucial para la adhesion de H. pylori
a la mucosa gastrica e induce procesos celulares que
pueden contribuir al desarrollo clinico de patologias por
esta bacteria (35). Ademas, se ha descrito que dicha in-
teraccion es consecuente para la translocacion de CagA
a las células infectadas, lo que se ha relacionado con
la colonizacion de H. pylori (36). En individuos apa-
rentemente sanos, esta interaccion se vio favorecida por
la presencia de las variantes V184S, G422S, I553F en
HopQ de H. pylori, ya que se evidencio un aumento de
la afinidad de union (AG: -341.23 vs -320.00), estén o
no presentes las variantes de CEACAMS3. Lo que sugie-
re que, nuevamente las variantes presentes en HopQ de
H. pylori serian las principales responsables de favore-
cer su interaccion con proteinas receptoras de la mucosa
gastrica, contribuyendo a su adhesion y colonizacion.

El individuo AP031 diagnosticado con gastritis croni-
ca no atrofica por infeccion de H. pylori, presentd una
interaccion entre CEACAM3 y HopQ con una mayor
afinidad de unioén en comparacion con la interaccion de
tipo silvestre (-334.39 vs -320.00). Para este paciente,
la proteina CEACAM3 presento la variante H204P. Este
cambio introduce un aminoacido neutro (prolina), en
lugar del aminoacido béasico (histidina). Esta diferencia
en cargas y en hidrofobicidad, puede provocar la pérdi-
da de enlaces de hidrogeno y alterar las interacciones
moleculares, afectando el plegamiento y estabilidad
de la proteina (29). La cepa de H. pylori del individuo
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APO31 presento la variante E324R en HopQ, que impli-
ca el cambio de &cido glutamico (aminoacido con carga
negativa) por arginina (carga positiva) en la posicion
324, Esta diferencia de cargas puede alterar los puentes
de hidrégeno y su capacidad de unién a otras molécu-
las. Lo anterior sugiere que, la presencia de la variante
E324R en HopQ pudo haber favorecido la afinidad de
union con CEACAMS3.

En este estudio se identificaron SNPs no sinénimos
en las proteinas receptoras de la mucosa gastrica MU-
C5AC, PTPN1l y CEACAM3 en individuos colombia-
nos. Dichas variantes pueden provocar cambios a nivel
estructural y alterar el funcionamiento de la proteina
codificada, de acuerdo con predictores bioinformaticos.
Por lo que, encontrar SNPs en este tipo de proteinas con
importancia biologica, puede funcionar como un mode-
lo de marcacion de susceptibilidad genética (37). Los
hallazgos encontrados soportan lo reportado por Shah
y colaboradores (2015), quienes resaltan la importancia
de aprovechar la diversidad genética tanto del hospede-
ro como del patoégeno, con el fin de comprender la rela-
cion o las interacciones que pueden llegar a favorecer el
establecimiento y el curso de la infeccion (10).

Asi mismo, las cepas colombianas de H. pylori analiza-
das presentaron cambios de aminoacidos en los factores
de virulencia BabA, CagA y HopQ, que provocaron al-
teraciones a nivel estructural y sobre las interacciones
con las proteinas receptoras humanas, en la mayoria
de los casos, estos cambios favorecieron la afinidad de
union. Por su parte, los resultados del analisis de aco-
plamiento molecular evidenciaron cambios en la ener-
gia libre de Gibbs y en la afinidad de union en presencia
de determinadas variantes moleculares, lo cual permite
sugerir que, pueden favorecer las interacciones huésped
— patogeno, y podrian contribuir a la exitosa coloniza-
cion de H. pylori en la mucosa gastrica, siendo poten-
ciales marcadores moleculares y dianas terapéuticas.

Es necesario sefialar que, este estudio se basé en predic-
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ciones in-silico, las cuales requieren validacion experi-
mental mediante ensayos funcionales. De igual forma,
el modelamiento tridimensional y las simulaciones rea-
lizadas mediante el analisis de acoplamiento molecular
representan simplificaciones que no capturan completa-
mente el entorno bioldgico. Sin embargo, estos resulta-
dos son un avance importante para la determinacion de
factores genéticos asociados a la colonizacion y adhe-
sion de la bacteria, siendo un aporte para comprender el
curso clinico diferencial de infeccion por este patogeno.
Asi mismo, los resultados sugieren que ciertas varian-
tes genéticas presentes en proteinas receptoras gastricas
humanas pueden aumentar la afinidad de unién con ad-
hesinas de H. pylori, favoreciendo su colonizacion. Es-
tas variantes podrian constituir marcadores moleculares
de susceptibilidad, especialmente en regiones donde la
infeccion persistente se asocia con mayor prevalencia
de cancer gastrico.

Conclusiones

Las variantes en la secuencia de aminoacidos de los fac-
tores de virulencia BabA, CagA y HopQ, favorecen la
interaccion con proteinas receptoras de la mucosa gas-
trica MUCS5AC, PTPN11 y CEACAMS3, respectivamen-
te.

Los SNPs identificados inducen cambios de afinidad a
nivel estructural y funcional, favorecen la colonizacion
de H. pylori, considerandos los anteriores como posi-
bles marcadores moleculares susceptibles de intervenir
en la prevencion del cancer gastrico en Colombia.
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