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RESUMEN 

RESUMEN 

Helicobacfer pylori es un bacilo espiral gram-negativo microaerofílico que actualmente se le 
reconoce como el principal agente etiológico de la gastritis crónica activa, de la úlcera péptica, del 
cáncer gástrico y del linfoma tipo MAL T en humanos. H. pyfori contiene gránulos de polifosfato 
localizados en el citoplasma, el polo flagelar y asociados a la membrana celular. Se propone que los 
polifosfatos juegan un papel importante en la fisiología de los organismos vivos que incluyen la función 
de reserva de energía, de fosfato y de regulador metabólico. El más sencillo de los polifosfatos es el 
pirofosfato y una de las enzimas encargadas de su metabolismo es la pirofosfatasa (PPasa). En este 
trabajo se investigó la presencia de PPasas en H. pylori con el objeto de entender su papel en el 
metabolismo energético de esta bacteria. 

Los cultivos de la cepa 8823 (ATCC 49503) de H. pylori se cosecharon, las células se rompieron 
por sonicación y se fraccionaron por centrifugación diferencial para localizar la actividad de la PPasa. La 
fracción membranal presentó una actividad baja de PPasa, que fue 880/0 sensible a molibdato de sodio, 
lo que indica que probablemente esta actividad es debida a fosfatasas. En la fracción membranal se 
encontró la mayor actividad de PPasa, que fue 1000/0 sensible a NaF (ínhibidor de PPasas) y no presentó 
inhibición con molibdato de sodio. La sensibilidad al f1uoruro de la PPasa de H. py/ori (150 = 40 ¡.tM) 
parece ser mayor a la de la mayoría de las PPasas bacterianas. 

La purificación parcial de la PPasa citoplásmica se llevó a cabo a través de fraccionamiento con 
sulfato de amonio y de cromatografía en columnas de Sephacryl S-200, ro-aminohexil agarosa-PPi y 
Mono Q HR 5/5. La enzima se purificó 82 veces con una actividad específica de 141.7 ¡.tmolas de Pi 
min·1 mg" de proteína. El análisis de esta preparación por electroforesis en geles nativos teñidos con 
plata mostró una banda predominante con R, de 0.55. Al sobrecargar el gel de proteína, se observaron 
otras cuatro bandas de menor movilidad, pero solo la banda con R, de 0.55 presentó actividad de PPasa. 
La electroforesis en geles bidimensionales mostró que la PPasa está compuesta de monómeros de 19.1 
kDa. La secuencia del N-terminal es casi idéntica a la que se dedujo de la secuencia de la PPasa de la 
cepa 26695 de H. py/ori, demostrándose que la banda de R, 0.55 es la PPasa de H. py/ori. El análisis 
electroforético de la fracción eluída de la columna de Sephacryl S-200 por actividad enzimática mostró 
dos bandas con R, de 0.4 y 0.55. Este patrón de bandas no fue modificado por la adición de los 
inhibidores de proteasas PMSF y TPCK (100 ¡.tg/ml cada uno) durante la purificación. La composición 
polipéptidica de las dos bandas de actividad resuelta por electroforesis en geles bidimensionales teñidos 
con plata mostró una mancha para cada banda de actividad con el mismo peso molecular (-19 kDa). El 
análisis por gráficas de Ferguson confirmaron que estas dos bandas son oligómeros de peso molecular. 
La masa relativa molecular de la PPasa nativa determinada por filtración en gel en una columna de 
Sephacryl S-300 fue de 103 kDa. Estos resultados sugieren que la enzima nativa de H. pylori es un 
hexámero de monómeros idénticos de 19.1 kDa. 

La enzima muestra una alta especificidad por Mg_PPi2. como sustrato. El pH óptimo de actividad 
fue de 8.5. La velocidad de reacción a diferentes concentraciones del sustrato sigue una cinética de 
Michaelis-Menten. La gráfica de Lineweaver-Burk indica una Km de 90 ¡.tM Y una Vmax de 24.0 ¡.tmolas de 
Pi min·1 mg·1 de proteína. La enzima es absolutamente dependiente de cationes divalentes para su 
actividad catalítica y el Mg2

+ le confiere la mayor actividad. El Mn2
+, C02

+ y Zn2
+ pueden remplazar 

parcialmente al Mg2
+. 

El papel de la PPasa de H. pylori parece ser muy claro, como la enzima tiene una localización 
citoplásmica no participa en la conservación de energía, su función como la de otras PPasas 
citoplásmicas es mantener la concentración de PPi baja para favorecer la biosíntesis de polisacáridos, 
proteínas, ácidos nucléicos, urea y lípidos. 



ABSTRAeT 

ABSTRACT 

Helicobacter pylori is a gram-negative, microaerophilic bacterium that is now recognized as the 
principal etiological agent of human chronic gastritis. II is also associated with peptic ulcers and linked to 
the development of gastric cancer and type MAL T Iymphoma. H. pylori contains polyphosphate granules 
in the cytoplasm, the flagellar pole and in association wHh the cell membrane. The physiological function 
of polyphosphate is believed to play a role which inelude both energy and phosphorus reserve and 
metabolic regulator purposes. Pyrophosphate is the simpler form of polyphosphate. One of the enzymes 
involved in polyphosphate metabolism is the pyrophosphatase (PPase). In this work we investigate the 
presence of pyrophosphatases (PPases) in H. pylori in arder lo understand its role in the energetic 
metabolism ofthe bacterium. 

Cultures of H. pylori strain 8823 (ATCC 49503) were harvested and fractioned by sonication and 
centrifugation in order to locate the PPase activHies. The fresh membrane fraction contained low PPase 
activity which was inhibited 88% by sodium molibdate, indicating thal this activity is probably due to 
contamina!. In the soluble fraction significant more PPase activity was recovered, which was 100% 
sensitive to NaF, a PPase inhibitor, and not inhibited by sodium molibdate. The fluoride sensitivity of H. 
pylori PPase (Iso = 40 ftM) seems to be higher than the majority of bacterial PPases. 

The partial purification of H. pylori cytoplasmic PPase was achieved through ammonium sulfate 
fractionation, Sephacryl 5-200 column, affinity-exchange chromatography and FPLC-MonoQ anion 
exchange column. The enzyme was purified 82-fold with a specific activity of 141.7 ftmol Pi min" mg 
protein ". When such preparation was analyzed by non-denaturing electrophoresis and silver staining, a 
dominant band was observed with an R, value of 0.55. When the gel was overloaded, four additional 
bands with lower mobilHy were observed. When an identical segment was tested for enzyme activity by 
direct reaction on the gel with PPi, a single band of the product was found at the same R, value. TWG­
dimensional gel electrophoresis ofthe preparation showed the PPase band to be a monomer of 19.1 kDa. 
The N-tenninal sequence of the PPase band is almost identical to the deduced N-terminal amino acid 
sequence of PPase from H. pylori strain 26695, demonstrating that the band of R, 0.55 is the H. pylori 
cytoplasmic PPase. Fractions eluted from the Sephacryl 5-200 column were analyzed by native 
electrophoresis and enzyme activHy. Two zones of liberated Pi were found. R, values were 0.4 and 0.55. 
This band paltern was neither altered by the presence of the protease inhibitors PMSF and TPCK (100 
ftg/ml each) during purification. The polypeptide composition of these two bands with activity resolved by 
two-dimensional gel electrophoresis and visualized by silver staining, showed one spot for each of them 
with the same molecular weigth (-19 kDa), suggesting that they are oligomers of the same PPase 
monomer. Ferguson plot analysis, confirmed that the two bands are molecular weigth isomers.The relative 
molecular mass of the native PPase was estimated by gel filtration on a $ephacryl $-300 column. The 
enzyme eluted at a position corresponding to V. I Vo = 1.51, indicaling a molecular weiglh of 103 kDa. 
These resulls suggesl thal the native cytoplasmic enzyme of H. pylori is an hexamer of identical 19.1 kDa 
monomers. 

Cytoplasmic PPase shows high substrate specificity lo Mg_PPi2 
•. The pH optimum of the PPase 

activity is pH = 8.5. The reaction rale at different Mg-PPi'- concentrations follows a Michaelis-Menten 
kinelics. A Lineweaver-Burk plol indicates an apparenl Km equal to 90 ftM and a Vmax equal to 24.0 ftmol Pi 
mino' mg-'. The enzyme is absolulely dependent on Ihe presence of divalenl calion for ils calal~ic action, 
with Mg + conferring the highest activity. Mn2+, C02+ and Zn'+ could partially replace Mg +, but the 
effectiveness of Ihe lalter cations is limited to a narrow range of concentration. 

The role of PPase in H. pylori seems very straightforward. As the enzyme has a cytoplasmic 
localization il has no function in energy conservation. Its function, as other cytoplasmic PPases, is to keep 
the PPi concentralion low. On the other hand the possibility that the hydrolysis of PPi could provide sorne 
energy for other biosynthelic pathways cannot be ruled out. 



INTRODUCCION 

l. INTRODUCCION 

Hasta principios de los años 80, las ideas respecto a la patogenia de la gastritis y la 

úlcera péptica se centraban en el papel de la secreción ácida y de pepsina (Adams y col., 

1981). A partir del decubrimiento, aislamiento y cultivo de Helicobacter py/ori de la mucosa 

gástrica humana de pacientes con gastritis crónica por Warren y Marshall (1983). el 

panorama general de la enfermedad ácido péptica cambió debido a la gran cantidad de 

trabajos desarrollados para estudiar a H. pylori y a las enfermedades asociadas a la 

infección por este microorganismo. Solo en los últimos años se ha tenido un mayor avance 

en el estudio del metabolismo básico de H. py/ori que ha permitido conocer aspectos 

fisiológicos y bioquímicos de este patógeno (Hazell y col., 1997). 

El contar con la secuencia completa del genoma de la cepa 26695 de H. py/ori 

(Tomb y col., 1997) ha proporcionado una idea más amplia de sus características biológicas 

y la publicación de la comparación de este genoma con el genoma de la cepa J99 (Alm y 

col., 1999) ha servido para profundizar en el conocimiento de la diversidad de esta bacteria. 

Sin embargo, conocer el genoma completo no es suficiente para entender el mecanismo 

por el cual H. pylori produce la enfermedad (Graham, 1998) y es necesario hacer la 

integración fisiológica de los resultados de los genes funcionales identificados, las vías 

metabólicas involucradas y las características bioquímicas observadas en este 

microorganismo para poder entender su fisiología. la adaptación a su nicho ecológico, su 

patogenicidad y explicar las características fenotípicas que aún no se han entendido 

completamente, así como las propiedades que se predicen del genoma y que aún no han 

sido observadas experimentalmente (Marais y col., 1999). 

Actualmente se reconoce a H. pylori como el principal agente etiológico de la 

gastritis crónica activa en humanos (Marshall y col., 1984; Morris y col., 1987; Wyatt y col., 

1988). su asociación con la úlcera péptica (Hornick, 1987; Dixon, 1991) y su vínculo al 

desarrollo de cáncer gástrico (Correa y col.. 1990; Parsonnet y col., 1991; Nomura y 

col., 1991) Y al linfoma tipo MALT (tejido linfoide asociado a la mucosa gástrica) 

(Wotherspoon y col.. 1993; Parsonnet y col.. 1994). 



INTRODUCC10N 

El objetivo general de los trabajos realizados sobre H. pylori (incluyendo el 

presente), ha sido obtener conocimiento de la fisiología de la bacteria que ulteriormente 

pueda permitir identificar blancos potenciales para la intervención terapéutica. 

El presente trabajo es parte de un gran proyecto desarrollado en el laboratorio que 

pretende estudiar las fuentes y reserva de energía de H. pylori, las cuales han sido poco y 

parcialmente estudiadas, no como un todo. Este trabajo comprende el estudio de las 

pirofosfatasas encargadas de utilizar al compuesto energético más simple que contiene una 

unión fosfoanhidro de alta energía. 

1.1. Características clinicas de la infección por He/icobacter py/ori. 

1.1.1. Epidemiología. Estudios seroepidemiológicos realizados a nivel mundial 

indican que la infección por H. pylori se encuentra ampliamente distribuida (Taylor y col., 

1991; Pérez-Pérez y col., 1988). La prevalencia de la infección por este microorganismo 

aumenta con la edad y en personas de bajo nivel socioeconómico (Sitas y col., 1991). En 

países desarrollados como Estados Unidos, la infección se presenta aproximadamente en 

el 50% de las personas asintomáticas después de los 50 años de edad, mientras que en 

niños menores de 10 años rara vez se presenta. En países en vías de desarrollo la 

infección se adquiere a muy temprana edad (Sitas y col., 1991; Mitchell y col., 1992), lo cual 

trae como consecuencia la alteración de las funciones del aparato digestivo, provocando 

que la absorción de los nutrientes sea deficiente en edades críticas del crecimiento, asi 

como la posibilidad de que la gastritis causada por H. pylori aumente el riesgo de 

desarrollar cáncer gástrico a largo plazo (Correa y col., 1990). Estudios realizados en 

Chiapas, México, reportan una prevalencia de infección por H. pylori de 85% en adultos y 

de 30% en niños (Guarner y col., 1993). La alta prevalencia de la infección en la población 

infantil de países en vías de desarrollo, asi como en las personas que viven hacinadas en 

habitaciones en donde las condiciones de higiene son deficientes, apoyan la hipótesis de 

que la infección se transmite de persona a persona a través de la ingestión de comida o 

agua contaminada con saliva, materia fecal o contenido gástrico (Graham y col., 1990; Lee 

2 



INTRODUCCION 

y col., 1991). Sin embargo, el mecanismo por el cual se adquiere la infección aún no se 

conoce. 

1.1.2. Patogenia. H. pylori presenta varias características que se consideran 

determinantes para su patogenicidad: 

1) alta motilidad dada por su morfología espiral y la presencia de uno a seis flagelos 

cubiertos en uno de sus extremos que le permite permanecer en un medio altamente 

viscoso y resistir el peristaltismo gástrico (Hazell y col., 1986), demostrándose que las 

cepas más móviles son las más patógenas (Eaton, 1992; Haas y col., 1993; Johensans y 

col.,1995). 

2) produce una ureasa (Ferrero y col., 1988), con características únicas dentro de 

las ureasas bacterianas, que contiene las subunidades UreA y UreB (Mobley y col, 1995) 

que le permiten sobrevivir en un medio ácido a través de la producción de amonio para 

neutralizar el pH gástrico, reproduciéndose eficientemente en la capa mucosa gástrica, 

pero no sobrevive en ellumen gástrico (Dunn y col., 1990). 

3) produce una catalasa que puede proteger a la bacteria del peróxido de hidrógeno 

producido por los leucocitos polimorfonucleares (Hazell y col., 1991). 

4) presenta varias ádhesinas que han sido identificadas directamente o por la 

caracterización de sus receptores celulares (Clyne y col., 1997). La primera adhesina 

descrita fue una proteína HpaA que se une a un receptor tipo N-acetilneuraminolactosa 

(Evans y col., 1988) y que es una lipoproteína de la cubierta flagelar que se une a una 

hemaglutinina fibrilar (Jones y col., 1996); un lipopolisacárido (Piotrowski y col., 1992); y una 

proteína que funciona como mediadora en la adhesión a antígenos de Lewis de grupo 

sanguíneo (Boren y coi., 1993). La secuencia del genoma (Tomb y col., 1997) ha 

identificado otras 19 lipoproteinas y 32 miembros de la familia de adhesinas OMP, que 

pudieran contribuir a la adherencia de la bacteria. 

5) sintetiza una citotoxina codificada por el gen vacA que se produce in vitro en el 

50-60% de las cepas aisladas, lo que sugiere que la citotoxina no es el único factor 

involucrado en la úlcera péptica. La proteína se sintetiza en forma de protoxina de 139 kDa 

e induce la formación de vacuolas en las células gástricas en cultivo y su secuencia de 

3 
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aminoácidos en la región N-terminal presenta homología parcial con varias proteínas 

transportadoras o canales iónicos, incluyendo una variedad de ATPasas como es la W/K+ 

ATPasa gástrica humana (Cover y col., 1992b). Los inhibidores de la ATPasa vacuolar 

evitan el efecto vacuolizante inducido por la citotoxina, pero no se sabe si el efecto primario 

es sobre la citotoxina o sobre una ATPasa celular (Cover y col., 1993). La citotoxina 

vacuolizante se asocia a una proteína de 128 kDa codificada por el gen cagA (Covacci y 

col., 1993; Tummuru y col.,1993) y es el principal agente inmunogénico, aunque se 

desconoce su participación en la patogénesis. 

6) otras enzimas producidas por H. pylori son: una proteasa (Slomiany y col., 1992) 

que desintegra la estructura polimérica de la mucina y varias lipasas y fosfolipasas (Mauch 

y col., 1993; Ottlecz y col., 1993) que alteran la capa de fosfolípidos de la superficie apical 

de las células mucosas produciendo daño celular. 

En junio de 1994, la Agencia Intemacional para la Investigación en Cáncer, una 

rama de la Organización Mundial de la Salud, declaró a H. pylori como un carcinógeno 

clase 1. 

/.1.3. Anatomia patológica. Varios estudios histopatológicos de biopsias gástricas 

obtenidas por endoscopía muestran que las principales caracteristicas patológicas son: a) 

infiltración de la lámina propia con neutrófilos, monocitos, linfocitos y células plasmáticas y 

b) alteración de la estructura e integridad de las glándulas mucosas epiteliales (Correa y 

col., 1990). El microorganismo solo coloniza las células epiteliales de la mucosa gástrica de 

secreción no-ácida y no se ha encontrado en sitios donde las células parietales de 

secreción ácida son numerosas. La más importante forma de inflamación gástrica es la 

gastritis tipo B que involucra el antrum gástrico, aunque más tarde puede afectar al fundus. 

H. pylori también se ha identificado en el corpus gástrico cuando se presenta atrofia 

gástrica, que se caracteriza por la pérdida en el número de glándulas pudiendo llegar éstas 

a desaparecer y ser sustituidas por células caliciformes, hablándose entonces de 

metaplasia intestinal (López, 1992). También se ha encontrado al microorganismo en el 

duodeno asociado a células metaplásicas epiteliales gástricas (Wyatt y col., 1987; Lee y 
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col., 1993; Dubois, 1995). Hasta ahora no se sabe si la lesión inflamatoria precede o 

mantiene el daño epitelial. 

1.1.4. Fisiopatología. Si bien es cierto que la infección por H. pylori no involucra una 

respuesta autoinmune, se produce una intensa respuesta inmunológica local y sistémica 

que se caracteriza por la producción de IgA, la cual se une a los antígenos de H. pylori in 

vitro y cubre a la bacteria in vivo, asi como por un marcado incremento de IgG plasmática 

que permanece durante meses después de curar la infección. La infección por este 

microorganismo desencadena la cascada inflamatoria con la presencia de neutrófilos, 

macrófagos, linfocitos T y B Y células plasmáticas. La actividad asesina de los linfocitos en 

sangre periférica se aumenta posiblemente por la estimulación de interleucinas (IL) IL-1a, 

IL-1/3, IL-6 e IL-8, de interferón gamma (IFN-y), de otras citocinas como el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-a) y el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase 11 

(Tarkkanen y col., 1993; Peek y col., 1994). Aunque estas respuestas aparentemente 

hacen muy poco para conferir protección inmunológica contra H. pylori, éstas pueden 

inducir varios cambios en el epitelio gástrico. Por un lado, al tratar de mantener la estructura 

gástrica normal (provocando un aumento en la liberación de gastrina a la circulación por las 

células endócrinas G localizadas en el antro gástrico), se produce una hipergastrinemia que 

estimula a las células parietales gástricas productoras de ácido clorhídrico y como 

consecuencia aumenta la acidez en el lumen gástrico (hiperclorhidria), manteniéndose la 

gastritis crónica activa que puede evolucionar a úlcera péptica (Cala m y col., 1997). Por 

otro lado, la cascada inflamatoria puede dañar las células epiteliales gástricas, provocando 

la pérdida de la estructura glandular normal y conducir a la atrofia gástrica que se 

manifiesta como hipoclorhidria, la cual se considera un signo previo al adenocarcinoma 

gástrico (Ernst y col., 1997). 

Aún no se sabe por qué la bacteria persiste durante tanto tiempo en el hospedero a 

pesar de la intensa respuesta inmune. 

1.1.5. Patología gastroduodenal asociada a la infección por H. pylorí. Se 

considera que la enfermedad gastroduodenal asociada a H. pylori depende de varios 
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factores que incluyen el genotipo bacteriano, el genotipo del hospedero y las condiciones 

fisiológicas y los hábitos dietéticos del hospedero (Go y col., 1994; Mobley, 1996 y 1997). 

Una vez adquirida la infección por H. pylori, el microorganismo persiste por años y 

posiblemente durante toda la vida (Blaser, 1993). Aunque la mayoría de las personas 

infectadas no presenta manifestaciones clínicas de la infección inducida por H. pylori, su 

presencia se asocia con la gastritis crónica activa tipo B (por su localización principal en el 

antrum gástrico) de acuerdo a la clasificación de Strickland y McKay (López, 1992) y su 

erradicación siempre es seguida por la remisión de los síntomas de gastritis (Marshall y col., 

1984; Morris y col., 1987; Wyatt y col., 1987; Dubois, 1995). 

El proceso inflamatorio crónico puede llevar a la aparición de úlcera péptica 

(Hornick, 1987; Dixon, 1991). Casi todos los pacientes con úlcera duodenal presentan 

gastritis por H. pylori y la recaída de la úlcera es rara después de la erradicación del 

microorganismo (O'Connor, 1994). La presencia de H. pylori es necesaria para la 

producción de úlcera duodenal, con excepción de las úlceras atribuidas al uso de fármacos 

antiinflamatorios no-estero ideos y al síndrome de Zollinger -Ellison. La infección por H. pylori 

se ha demostrado en casi el 100% de los pacientes con úlcera duodenal (Dixon, 1991). 

Aunque H. pylori solo coloniza la mucosa gástrica, en la úlcera duodenal se ha encontrado 

al microorganismo asociado a células de metaplasia gástrica (Wyatt y col., 1987; Lee y col., 

1993; Dubois, 1995). Se piensa que una vez que H. pylori se establece en el duodeno 

puede producir la ulceración por la liberación de la citotoxina vacuolizante (VacA). También 

se ha sugerido que las cepas que se asocian a la úlcera duodenal son genéticamente 

diferentes a las cepas que se asocian a otras enfermedades gástricas (Moss y col., 1992). 

La evidencia que comprueba lo anterior, es que el 100% de los pacientes con úlcera 

duodenal presentan anticuerpos contra la citotoxina vacuolizante, mientras que solo en el 

61 % de los pacientes infectados con H. pylori que no presentan úlcera se detectan estos 

anticuerpos (Cover y col., 1990). 

La asociación de H. pylori con la úlcera gástrica no es tan alta, debido a que el 

microorganismo solo se ha encontrado en el 70 a 80% de los pacientes con úlcera gástrica 

(Hornick, 1987; Dixon, 1991, Dubois, 1995); muchos casos de úlcera gástrica en personas 
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no infectadas se relacionan con la ingestión de fármacos antiinflamatorios no-esteroideos 

(Dixon, 1991; Cover y col., 1992a). 

La infección de H. pylori también es un factor de riesgo para el desarrollo de 

adenocarcinoma gástrico. La patogénesis del cáncer asociado a la infección es un proceso 

complejo y poco entendido; sin embargo, en algunas personas infectadas, la gastritis 

crónica de larga duración (20 a 40 años) progresa a la atrofia gástrica que per se se 

considera una lesión precancerosa que conduce a la carcinogénesis, aún en ausencia de 

H. pylori (Correa y col., 1990; Nomura y col., 1991; Parsonnet y col., 1991, Blaser, 1993; 

Lee y col., 1993, Dubois, 1995). 

Otro tipo de neoplasia que se encuentra asociada a la infección de H. pylori es el 

linfoma tipo MAL T (tejido linfoide asociado a la mucosa) de bajo grado, llamado 

comúnmente maltoma gástrico. Algunos trabajos han demostrado que el tratamiento de 

erradicación de H. pylori produce la completa remisión histológica y endoscópica de los 

maltomas de bajo grado de malignidad; sin embargo, los maltomas que evolucionan a alto 

grado de malignidad son resistentes al tratamiento de este microorganismo (Wotherspoon y 

col., 1993; Parsonnet y col., 1994). 

1.1.6. Diagnóstico. Actualmente se dispone de diferentes métodos de diagnóstico 

que se clasifican en invasivos y no-invasivos (van Zwet y col., 1998). Los primeros incluyen 

a todos aquellos en los que se emplea la endoscopía para tomar una muestra de biopsia 

gástrica que es utilizada inmediatamente para probar la actividad de ureasa (CLO test, 

Pylori-Tek) (Elitsur y col., 1998), o bien, para identificar histológicamente a H. pylori a través 

de diferentes tinciones o mediante su cultivo. La biopsia también puede emplearse en 

procedimientos moleculares (PCR, hibridación in situ) que identifiquen al gen cagA (gen de 

la proteína asociada a la citotoxina) o al gen vacA (gen de la citotoxina) (van Zwet y col., 

1998). Los resultados negativos de identificación del bacilo en biopsias gástricas no 

excluyen la posibilidad de la infección debido a que la colonización de H. pylori es focal y la 

biopsia puede no incluir esta área. 

Los métodos de diagnóstico considerados no-invasivos incluyen pruebas 

inmunológicas y pruebas respiratorias. Las primeras consisten en el análisis por inmunoblot 
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de las inmunoglubulinas (Ig) A e IgG, o la determinación de sus niveles en plasma y saliva; 

o bien, la detección de anticuerpos contra la proteína CagA (proteína asociada a la 

citotoxina) o contra VacA (citotoxina) (van Zwet y col., 1998). Recientemente se dispone de 

la detección de antígenos de H. pylori en heces fecales (Vaira y col., 1998). En las pruebas 

respiratorias se emplea la administración oral de urea marcada con C13 o C14
, (Pytest y 

Meretek, respectivamente) y se hace la detección de C13 o C14 en el aliento a través de un 

contador de centelleo o de un espectrómetro de masas (Graham y col., 1987; Kim y col., 

1997; McColI y col., 1997). 

1.1.7. Tratamiento y Profilaxis. Aunque H. pylori es sensible a muchos 

antimicrobianos in vitro, ha sido difícil erradicarlo del estómago. Los tratamientos 

recomendados en 1996 por en Instituto Nacional de Salud (NIH) en EUA, no han variado 

mucho. La terapia más efectiva ha resultado del empleo de dos o tres antibióticos 

administrados por lo menos durante una semana a base de sales de bismuto, metronidazol 

y amoxicilina o tetraciclina o claritromicina (Chiba y col., 1992). El uso de un antibiótico 

asociado con fármacos antagonistas de receptores H2 (ranitidina) no ha dado buenos 

resultados en contraste con la administración de un inhibidor de la bomba de protones 

(omeprazole) con amoxicilina o claritromicina (Graham y col., 1993; Logan y col., 1994). La 

eliminación de la infección alivia la gastritis y disminuye la incidencia de úlcera duodenal. 

La antibioticoterápia empleada para la erradicación de H. pylori continúa teniendo 

muchas limitaciones como son el alto costo, el que los pacientes no cumplen al 100% el 

tratamiento, los efectos adversos que se presentan y los riesgos de selección de cepas 

resistentes. Desde hace algunos años, diferentes grupos comenzaron a trabajar en la 

elaboración de vacunas para uso profiláctico y terapéutico a través de la inmunización oral 

(Czinn y col., 1991; Lee, 1996). Se han desarrollado dos modelos animales, uno en ratón 

(Lee y col., 1990) y otro en hurón (Fax y col., 1990) en los que se han utilizado 

homogenados de H. felis (Chen y col., 1992) que es la especie más relacionada 

filogenéticamente a H. pylori, o bien, proteinas recombinantes como la ureasa (Corthesy­

Theulaz y col., 1994), empleando como adyuvantes a las toxinas termolábiles de Vibrio 

cholerae o Escherichia coli (Lee y col., 1994; Czinn, 1991). 
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1.2. Características de Helicobacter pylori. 

1.2.1. Morfología y taxonomía. En frotis de cultivos teñidos con hematoxilina y 

eosina, Gram, Giemsa, Genta o. Warthin-Starry, H. pylori puede observarse en el 

microscopio de luz como un bacilo gram negativo en forma curva, espiral o de "alas de 

gaviota". A través de microscopía electrónica se observa que la bacteria tiene una longitud 

de 2.5 a 3.5 ¡.tm y de 0.5 a 1.0 ¡.tm de diámetro, con una periodicidad en la espiral de 1 a 2 

¡.tm. Presenta superficies lisas y de cuatro a seis flagelos polares cubiertos, de 

aproximadamente 30 nm de diámetro que emergen de uno de sus extremos redondos, con 

un bulbo terminal cuya función aún no se ha determinado (Fig. 1) (Jones y col., 1985). 

Fig. 1. Micrografia electrónica de Helicobacter pylori. Bacilo espiral que presenta de cuatro a seis flagelos 
cubiertos en uno de sus polos, cada uno con un bulbo terminal. 

La forma más común que presenta H. pylori durante la infección humana es la forma 

bacilar, aunque también se han encontrado formas cocoides que infectan la mucosa 

gásrica (Chan y col., 1994). El cambio de la morfología bacilar a cocoide se ha observado 

durante la privación de nutrientes (West y col., 1990), la exposición a antibióticos (Bode y 

col., 1993a) o cuando se prolonga el tiempo de incubación, aun cuando se cultive bajo 
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condiciones adecuadas (atmosféricas y de nutrientes) (Catrenich y col., 1991; Moshkowilz y 

col., 1994). Existe controversia en relación a la viabilidad de la forma cocoide y su posible 

papel en la transmisión de la infección (Bode y col., 1993a; Eaton y col., 1995, BenaIssa y 

col., 1996; Sorberg y col., 1996), aunque las formas cocoides ya no son cultivables (Bode y 

col., 1993a; Catrenich y col., 1991). 

Originalmente se clasificó a este microorganismo dentro del género Campylobacter 

por sus características morfológicas, la composición de las bases de su ADN y los 

requerimientos para su cultivo, por lo que se nombró Campylobacter pyloridis (Marshall y 

col., 1987). Posteriormente en 1989 se reclasificó y denominó Helicobacter pylori con base 

en su análisis ultra estructural, a la composición de sus ácidos grasos y a la secuencia del 

ARN ribosomal16S (Goodwin y col., 1989). 

H. pylori pertenece al dominio eubacteria (Woese y col., 1990), dentro del grupo de 

bacterias púrpura no-sulfurosas (Stackerbrandt y col., 1988). El análisis de la secuencia del 

ARN ribosomal 16S relaciona al género Helicobacter con Campylobacter , Wolinella, 

Arcobacter y ThiovuJum. Se clasifica dentro de la subdivisión epsilon de las Proteobacterias. 

Actualmente el género Helicobacter incluye más de 70 especies 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-posUTaxonomyl), algunas que colonizan, como en el humano, 

la mucosa gástrica de otros animales y muchas de estas especies también son patógenas 

(Stanley y col., 1993). Se han encontrado tres especies que colonizan el intestino y otras 

dos hepáticas (Fax y col., 1995). 

1.2.2. Cultivo de H. pylori. Por su naturaleza microerofílica, H. pylori requiere de una 

atmósfera que contenga 5-10% (v/v) de O2,5-10% (v/v) de CO2 y 80-85% (v/v) de N2. Se 

han empleado medios de cultivo enriquecidos con moléculas orgánicas complejas como 

son sangre, peptona y extracto de levadura; asi como medios de cultivo que contienen 

almidón, suero fetal bovino, carbón activado, cata lasa y ciclodextrinas para estimular el 

crecimiento bacteriano (Buck y col., 1987; Westblom y col., 1991; Olivieri y col., 1993). 

En 1994 dos trabajos independientes (Reynolds y Penn, 1994; Nedenskov, 1994) 

desarrollaron un medio definido para el cultivo de H. pylori que permitieron determinar que 

los aminoácidos arginina, histidina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina y valina son 
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esenciales para este microorganismo. Otros trabajos (Marshall y col., 1984; McNulty y col., 

1987) habían señalado que H. pylori podía cultivarse en ausencia de carbohidratos. 

Posteriormente Nedenskov (1994) demostró que el microorganismo no requiere glucosa 

para su cultivo, sugiriendo que H. pylori utiliza a los aminoácidos como fuente de carbono y 

energía. Estos datos fueron posteriormente apoyados por Mendz y Hazell (1995) y 

confirmados por los resultados de la secuencia del genoma que indican la ausencia 

aparente de los genes que codifican algunas de las enzimas claves en las vías biosintéticas 

de los aminoácidos antes mencionados (Tomb y col., 1997). 

Se considera a H. pylori como una bacteria de crecimiento lento, debido a que 

presenta un tiempo de duplicación de 4-8 horas en condiciones óptimas, comparado con el 

tiempo de duplicación (20 min) de E. coli (Morgan y coi., 1987). 

1.2.3. Características generales del genoma. El genoma completo de dos cepas 

de H. pylori no relacionadas, la 26695 (Tomb y col., 1997) y la J99 (Alm y col., 1999), han 

sido secuenciadas de cromosomas circulares que contienen 1,667,867 pb Y 1,643,831 pb, 

respectivamente. El análisis comparativo del genoma de las dos cepas ha demostrado que 

aunque los cromosomas están organizados de manera diferente en un número limitado de 

regiones pequeñas, el tamaño del genoma, el contenido genético y el orden de los genes 

en las dos cepas es extraordinariamente similar. El promedio del contenido de G+C es de 

39%, pero cinco regiones del genoma de la cepa 26695 (nueve en la J99) tienen una 

composición distinta (Alm y col., 1999). 

Los dos genomas de H. pylori se encuentran altamente conservados con respecto al 

contenido de genes, en la cepa 26695 se identificaron 1,552 marcos de lectura abierta 

(ORFs), que representa el 91 % del cromosoma y en la cepa J99 se identificaron 1,495 

ORFs, que corresponde al 90.8% del cromosoma. En ambas cepas, aproximadamente al 

58% de los productos génicos se les ha asignado una función putativa con base en la 

similitud de la secuencia de proteínas de función conocida; alrededor del 18% de los 

productos génicos se encuentran conservados en otras especies pero no se conoce su 

función; y cerca del 23% se han designado específicos de H. pylori. Los genes específicos 

II 



INTRODUCCION 

que se encontraron fueron 117 y 89 para las cepas 26695 y J99, respectivamente (Alm y 

col., 1999). 

La comparación de genes ortólogos y sus productos codificados muestran un alto 

grado de conservación. La variación en la secuencia entre las cepas 26695 y J99 fue 

significativamente mayor a nivel de nucleótido que a nivel de aminoácido. Debido a que la 

variación de un nucleótido ocurre más frecuentemente en la tercera posición de un triplete 

codificador, la secuencia primaria de la proteína codificada se encuentra altamente 

conservada. El hecho de que muchas de las diferencias de nucleótidos son silenciosas con 

respecto a la secuencia de la proteína, sugiere que existe una fuerte presión selectiva para 

la conservación de la función a nivel de la proteína. El desplazamiento del nucleótido de la 

tercera posición de un triplete codificador probablemente sea el responsable de la 

"diversidad" reportada para H. pylori, basada en el análisis del ADN. Aunque el contenido 

genético y las capacidades fisiológicas resultantes de las cepas 26695 y J99 son casi 

idénticas, las pocas diferencias en el arreglo de los genes hacen que estas cepas se 

consideren como diversas (Doig y col., 1999). 

1.2.4. Metabolismo de H. pylori. En el estudio de H. pylori y de las enfermedades 

asociadas a la infección por este microorganismo se han desarrollado una gran cantidad de 

trabajos enfocados principalmente en las áreas de epidemiogía, clínica y terapéutica, 

debido a la característica de ser un patógeno humano y a la alta prevalencia de la infección 

a nivel mundial. Solo en los últimos años se ha tenido un mayor avance en el estudio del 

metabolismo básico de H. pylori que ha permitido conocer aspectos fisiológicos y 

bioquímicos de este patógeno (Hazell y col., 1997). Con el análisis reciente de la secuencia 

completa de las cepas 26695 (Tomb y col., 1997) Y J99 (Alm y col., 1999) de H. pylori, el 

interés en su metabolismo ha aumentado. 

La mayor parte de los datos experimentales de las actividades bioquímicas, 

presentes o ausentes en H. pylori, coinciden con las capacidades metabólicas que se 

predicen del genoma; sin embargo, aún quedan por comprobar las predicciones de algunas 

vías metabólicas y las funciones de algunos productos génicos, y hacer un análisis más 
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detallado del genoma debido a que H. pylori presenta actividades bioquímicas para las 

cuales no se ha identificado una secuencia codificadora. 

El análisis del genoma ha mostrado varias vías metabólicas en las cuales no se han 

identificado todos los genes que deberían estar presentes para que esa vía sea funcional, 

lo cual indica que probablemente algunos de estos genes podrían no estar presentes en el 

genoma, o bien, que los genes no identificados en las vías metabólicas aparentemente 

incompletas, observadas en las dos cepas de H. pylori, podrían ser diferentes a otros 

genes ortólogos previamente descritos. Estos genes podrían estar dentro del 40% del 

genoma al cual aun no se le ha asignado una función. 

Los detalles de aspectos metabólicos, fisiológicos y genéticos de H. pylori han sido 

descritos ampliamente en la literatura (Hazell y col., 1997; Kelly, 1998; Marais y col., 1999; 

Ooig Y col., 1999), por lo que a continuación se presentarán solo algunas características 

metabólicas relacionadas con el metabolismo energético de este microorganismo. 

1.2.4.1. Metabolismo de carbohidratos. Los primeros trabajos señalan que la 

bacteria no tiene la capacidad de fermentar azúcares, con base en que puede cultivarse en 

ausencia de carbohidratos (Marshall y col., 1984; McNulty y col., 1987). Sin embargo, se ha 

demostrado que H. pylori es capaz de utilizar glucosa como única fuente de carbohidratos y 

que es captada del medio por una proteína transportadora específica para O-glucosa y su 

transporte es dependiente de sodio (Burns y col., 1993; Mendz y col., 1995a). En el interior 

de la célula, la glucosa es fosforilada por una glucocinasa, en lugar de una hexocinasa 

(Mendz y col., 1993a). La glucosa-6-fosfato puede entrar a la vía de las pentosas 

generando poder reductor y produciendo pentosas-fosfato necesarias para la síntesis de 

nucleótidos y de ciertos aminoácidos (Mendz y col., 1991); o bien, puede entrar a la vía de 

Entner-Doudoroff como vía alterna a la glucólisis para la oxidación de glucosa a piruvato 

(Fig.2). Aunque esta vía produce un potencial de energía menor que la glucólisis, permite a 

la bacteria metabolizar ácidos aldónicos (como el gluconato), que pueden representar in 

vivo una importante fuente de nutrientes (Mendz y col., 1994a). Al parecer esta vía es 

constitutiva en H. pylori. 
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Todos los genes involucrados en la vía de las pentosas se han identificado, excepto 

el gen de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa, lo que ha sugerido la existencia de una 

proteína con función similar pero con características diferentes a otras 6-fosfogluconato 

deshidrogenasas (Marais y col., 1999). 

En el estudio bioquímico de la vía de la glucólisis en este microorganismo, se ha 

presentado controversia. Algunos autores no han encontrado actividad catalítica de 

algunas de las enzimas glucolíticas (Mendz y col., 1994a; Chalk y col., 1994) y otros han 

reportado actividad glucolítica y de gluconeogénesis (Hoffman y col., 1996). El análisis del 

genoma ha identificado a los genes homólogos de las siete enzimas que llevan a cabo las 

reacciones reversibles que son comunes a la vía glucolítica y de la gluconeogénesis; sin 

embargo, de los tres pasos enzimáticos irreversibles de la glucólisis/gluconeogénesis, no se 

han identificado dos de los genes de las enzimas glucolíticas (fosfofructo cinasa y piruvato 

cinasa) y el gen de la glucosa 6-fosfatasa de la gluconeogénesis (Tomb y col., 1997) 

(Fig.2). Estos datos han sugerido que H. pylori utiliza las enzimas de la vía 

glucolítica/gluconeogénesis hacia la vía biosíntetica, mas que para la obtención de energía 

(Hoffman y col., 1996). 

En el caso de la glucólisis y de la gluconeogénesis, el análisis del genoma ha sido de 

utilidad para confirmar algunos datos experimentales, pero al mismo tiempo, ha mostrado la 

necesidad de verificar estas vías metabólicas. Por otro lado, la coexistencia inusual en el 

metabolismo bacteriano de las dos vías oxidativas de la glucosa, la glucólisis (Embden­

Meyerhof-Parnas) y la de Entner Doudoroff en H. pylori, hace necesario investigar más 

sobre este aspecto (Hazell y col., 1997). 
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Fig.2. Metabolismo de carbohidratos en H. pylori. Vla de las pentosas fosfato abreviada y subrayada, Vía de 
Entner Doudoroff (negritas), Glucólisislgluconeogénesis se presenta con los mismos pasos reversibles, 
señalando los pasos unidireccionales (---) de la gluconeogénesis, 
• actividad enzimática reportada, pero el gen no ha sido identificado, 
+ gen identificado, pero no se ha reportado la actividad enzimática, 

(Modificado de Marais y col., 1999), 
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1.2.4.2. Metabolismo del piruvato. El piruvato, producto final tanto de la vía 

Jlucolitica, como de la vía de Entner Doudoroff, se considera como uno de los principales 

:ruces metabólicos de vías que conducen a la conservación de energía o a la biosíntesis 

je productos importantes. 

Las células incubadas con piruvato en condiciones anaeróbicas producen lactato, 

3tanol y acetato, mientras que en condiciones aeróbicas, el principal producto es el acetato 

:Chalk y col., 1994). En condiciones microaerofílicas, el piruvato se metaboliza a lactato, 

:vía lactato deshidrogenasa), acetato, formato, succinato y alanina. La formación de 

¡uccinato sugiere la incorporación del piruvato al ciclo de Krebs y la síntesis de alanina 

,poya la idea de que el piruvato podría jugar un papel importante en procesos biosintéticos. 

_a formación de lactato, etanol y acetato sugieren la utilización del piruvato en la vía 

'ermentativa (Mendz y col., 1994b). 

Algunos trabajos han identificado una alcohol deshidrogenasa con alta actividad 

3specífica a etanol. Estos trabajos se han enfocado en la generación de acetaldehído y su 

Jarticipación en la patología gástrica (Salmela y col., 1993, 1994); sin embargo, aún falta 

nucho por entender el papel de esta enzima en el metabolismo de H. pylori. 

El piruvato puede ser descarboxilado para fonnar acetil-CoA mediante la acción de 

lna piruvato:f1avodoxina oxidoreductasa (POR) (Fig.3), una enzima asociada generalmente 

31 metabolismo anaeróbico, en lugar de una piruvato deshidrogenasa aeróbica o de una 

Jiruvato-formato liasa anaeróbica estricta y entrar al ciclo de Krebs. La POR de H. pylori 

Jresenta características descritas solo en organismos hipertermófilos, como es una alta 

¡ensibilidad a oxígeno. La purificación de ésta enzima en presencia de oxígeno y en 

3usencia de dithiothreitol da como resultado una rápida inactivación, siendo muy probable 

~ue ésta propiedad sea la principal contribución al fenotipo microaerofílico de la bacteria 

:Hughes y col., 1995). En extractos celulares de H. pylori, incubados anaeróbicamente, se 

1a observado la reducción de NADP dependiente de POR, pero no la reducción de NAD, 

mplicando la presencia de una actividad de f1avodoxina NADP reductasa. Esta 

:aracterística puede ser importante para la conservación de energía en H. pylori, debido a 

~ue el NADPH parece ser el nucleótido preferido como donador de electrones a la cadena 

'espiratoria en lugar del NADH . La POR y la a-cetoglutarato:aceptor oxidoreductasa (OOR) 
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(descrita más adelante), son enzimas cruciales en H. pylori para la generación de acetil­

CoA y succinil CoA con propósitos biosintéticos, así como para proveer de electrones a la 

cadena respiratoria (Hughes y col., 1998). 

1.2.4.3. Ciclo de Krebs. El ciclo de Krebs en esta bacteria se encuentra bifurcado, 

con el brazo de los ácidos dicarboxílicos trabajando en reversa (reductivamente) de 

oxaloacetato a succinato; mientras que el brazo de los ácidos tricarboxílicos procede 

oxidativamente de acetil-CoA a a-cetoglutarato (Mendz y col., 1993b). La función principal 

del brazo oxidativo es proveer succinil CoA y NADPH para la biosíntesis y la respiración. El 

brazo reductivo puede funcionar para la respiración con fumarato. Ambos brazos 

metabólicos requieren oxaloacetato como punto de inicio, sin embargo, el mecanismo 

exacto para la producción de oxaloacetato no se conoce, debido a que las actividades y los 

genes de las enzimas piruvato carboxilasa, fosfoenol piruvato (PEP) carboxilasa y PEP 

carboxicinasa no se han identificado. La ausencia del complejo de la a-cetoglutarato 

deshidrogenasa (Hoffman y col., 1996) y de la succinil-CoA sintetasa (Pitson y col., 1999) 

ha sido confirmada por el análisis del genoma (Tomb y col., 1997); sin embargo, se ha 

reportado la actividad de una a-cetoglutarato:aceptor oxidoreductasa (OOR), que cataliza la 

conversión directa de a-cetoglutarato a succinato (Hoffman y col., 1996; Pitson y col., 

1999)(Fig.3), que presenta gran similitud con la enzima de arqueobacterias (Hughes y col., 

1998). 

La identificación de una fumarato reductasa, que al parecer reemplaza 

funcionalmente a la succinato deshidrogenasa, es de importancia, porque sugiere que el 

fumarato por esta vía metabólica podría actuar como un aceptor terminal de electrones en 

la respiración anaeróbica. La fumarato reductasa en H. pylori es una enzima constitutiva y 

ligada a la membrana plasmática (ver más adelante cadena respiratoria y Fig. 4), que al no 

estar presente en el humano, se ha propuesto como blanco terapéutico contra este 

microorganismo (Mendz y col., 1995b). 

Los genes que codifican un homólogo de la succinato deshidrogenasa no han sido 

identificados, aunque se ha observado su actividad en extractos de varias cepas de H. 

pylori, incluyendo la J99 (Doig Y col., 1994; Hoffman y col., 1996). Esta aparente 
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discrepancia pudiera ser explicada debido a que in vitro, la fumarato reductasa puede 

convertir al succinato en fumarato. 

PI RUVATO 

t POR 

Acetil-CoA 

~ __ ~Citratosintasa 

Malato Oxaloacetato 
DeshIdrogenasa V 

Malato~ 

+ 
lato slntasa + 

Fumarssa 
Glioxilato 

Fumarato 
FumanJto ... 
reductasa ... 

Succinato ..... I-__ -"OO"'R>-__ 

Citrato 
:. Aconhasa 

Aconitato 

+Aconltasa 

Isocitrato 

I lsocltrato t deshIdrogenasa 

2-oxoglutarato 

Fig. 3. Descarboxilación del piruvato y ciclo de Krebs en H. pylori. Descarboxilación del piruvato por la 
piruvato:fiavodoxina oxidoreduc!asa (POR). El ciclo de Krebs se encuentra incompleto, con el lado de los ácidos 
dicarboxilicos trabajando reduclivamente de oxaloacetato a succinato, mientras que el lado de los ácidos 
tricarboxilicos procede oxidativamente de acetil-CoA a a-cetoglutarato. En este organismo se ha identificado el 
gen y la actividad de la a-cetoglutarato:aceptor oxidoreductasa (OOR) que cata liza la conversión directa a­
cetoglutarato a succinato. 

+ actividad enzimática reportada sin identificación de la secuencia codificadora. 

La acitividad de la malato deshidrogenasa y la malato sintasa se ha determinado en 

H. pylori (Pitson y col., 1999); sin embargo, los genes que codifican a estas enzimas no han 

sido identificados, lo que sugiere la presencia de enzimas que lleven a cabo una función 

similar pero que presenten diferencias en la secuencia de aminoácidos. Estos datos indican 

que debe tenerse cuidado al tomar en cuenta las características funcionales y metabólicas 
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de un organismo cuando se basan solamente en el análisis de la secuencia del genoma y 

que es necesario verificar los resultados por otra vías. 

El tipo de respiración anaeróbica con fumarato como aceptor, combinado con el 

metabolismo del piruvato y la presencia de POR y OOR, apoyan la existencia de un 

metabolismo anaeróbico en H. pylori, pero al requerir O2 para su cultivo, refleja el carácter 

microaerofílico de esta bacteria. 

1.2.4.4. Metabolismo de aminoácidos. Los aminoácidos son fuente importante de 

carbono, nitrógeno y energía (Reynolds y col., 1994; Mendz y col., 1995). Aunque Reynolds 

y Penn (1994) observaron que alanina aumenta el crecimiento bacteriano en presencia de 

glucosa, Mendz y Hazell (1995) demostraron que H. pylori puede cultivarse en un medio 

sin glucosa utilizando arginina, aspartato, asparagina, glutamato, glutamina y serina como 

únicos sustratos, observando como productos principales del catabolismo de aminoácidos 

a acetato, formato, succinato y lactato. Estos resultados muestran que los aminoácidos 

pueden ser los nutrientes básicos para este microorganismo. Además, la glucosa añadida 

al medio de cultivo compuesto por una mezcla de aminoácidos no es utilizada hasta que los 

otros nutrientes han disminuido significativamente del medio (Mendz y col., 1993). 

Se ha demostrado que este microorganismo puede utilizar a la urea para la síntesis 

de aminoácidos (Williams y ce/., 1996). La desaminación de los aminoácidos conduce al 

aumento de nitrógeno intracelular (Hughes y col., 1995; Burns y col., 1995), que se 

resuelve por la acción concertada de la ureasa con el ciclo de la urea, actuando como 

"bomba" de nitrógeno hacia el espacio extracelular para mantener el balance nitrogenado 

(Mobley y col., 1995; Mendz y col., 1996). 

El estudio de sistemas de captación y vías de degradación y biosíntesis de purinas y 

pirimidinas (Mendz y col., 1994c; 1994d) sugiere que H. pylori utiliza varios sustratos como 

fuente de nitrógeno, que incluyen urea, amonio y algunos aminoácidos como alanina, 

serina y glutamina. El análisis del genoma ha confirmado estos datos (Tomb y col., 1997). 

La asimilación de amonio, un producto abundante por la actividad de la ureasa, se 

lleva a cabo por la glutamino sintetasa, que transforma al glutamato en glutamina y el CI.-
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;etoglutarato se transforma en glutamato por la acción de una glutamato deshidrogenasa 

3n lugar de una glutamato sintetasa (Mobley y col., 1995). 

1.2.4.5. Metabolismo de lípidos. Los lípidos podrían ser utilizados como fuente de 

;arbono y energía, y los fosfolípidos como una fuente potencial de fosfato. Aunque existe 

:loca información disponible acerca del metabolismo de los ácidos grasos y de los 

'osfolípidos en H. pylori, el análisis detallado de la secuencia de su DNA ha permitido 

;onocer algunas características del metabolismo lipídico. Las dos cepas de H. pylori 

secuenciadas contienen los genes necesarios para el catabolismo de ácidos grasos de 

;adena corta y de un transportador para estos ácidos grasos. Se han identificado los genes 

je la acil-CoA sintetasa, enzima que se encarga de la activación de los ácidos grasos 

libres, y de la 3-cetoacil-CoA tiolasa, una de las cuatro enzimas que se requieren para la 13-

:Jxidación (Tomb y col., 1997). Con respecto a la degradación de los fosfolípidos, se ha 

jemostrado la existencia de fosfolipasas Al, A2 Y C (Ottlecz y col., 1993). 

La biosíntesis de ácidos grasos en esta bacteria se ha demostrado por la presencia 

de la acetil-CoA carboxilasa, una enzima que fija CO2 a la acetil-CoA para la síntesis de 

malonil-CoA, primer paso de la biosíntesis (Burns y col., 1995). 

El análisis del genoma ha identificado una gran cantidad de genes involucrados en 

el metabolismo de lípidos, sin embargo, los resultados de muchos de estos análisis aún no 

han sido estudiados experimentalmente. 

1.2.4.6. Cadena respiratoria. Los aceptares terminales de la cadena respiratoria 

pueden ser oxígeno (respiración aeróbica) u otros sustratos (respiración anaeróbica). Los 

sistemas respiratorios, además de generar la fuerza protomotriz utilizada para la 

fosforilación oxidativa, también participan en mantener el balance redox intracelular y el 

control de la concentración de O2. 

El análisis del genoma muestra que H. pylori contiene genes involucrados en ambos 

tipos de respiración. El operón que codifica una NADH-quinona oxidoreductasa (NDH-1), 

también conocida como complejo 1, carece de los genes que codifican a las proteínas NuoE 

y NuoF involucradas en la unión y la oxidación del NADH y su lugar lo ocupan genes que 
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codifican polipéptidos de cadena corta que presentan muy poca similitud con otras 

proteínas. Se ha propuesto que éstos polipéptidos presentan un sitio de unión para 

proteínas que son capaces de proporcionar electrones al centro FeS de la proteína NuoG. 

En H. pylori, la proteína NuoG contiene un segmento adicional rico en cisteínas que permite 

la unión a un centro FeS que no es común en las NDH-1 de otros organismos y se ha 

sugerido que podría sustituir a los centros FeS que necesitan las proteínas donadoras de 

electrones, haciendo posible el flujo de electrones directamente del residuo de flavina a la 

proteína NuoG (Finel, 1998). Por otro lado, las NADPH oxidoreductasas pueden ser 

capaces de alimentar a la cadena de transporte de electrones, lo que sugiere que el 

complejo NDH-1 es una quinona oxidoreductasa que bombea protones y no una NADH 

deshidrogenasa (Finel, 1998). En el genoma de H. pylori no existen genes que codifiquen 

un complejo NDH-2, otro tipo de NADH-deshidrogenasa. 

Se han identificado otras deshidrogenasas donadoras de electrones en la cadena 

respiratoria que incluyen a la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, que se encuentra 

codificada en dos genes distintos que pueden producir una enzima aeróbica y otra 

anaeróbica, respectivamente; la D-Iactato deshidrogenasa y un complejo de hidrogenasa 

de tipo NiFe que puede actuar como donadora de electrones a la quinona, si el oxígeno 

está presente y que se encuentra sujeta a activación anaeróbica (Tomb y col., 1997). 

H. pylori contiene todos los genes que codifican las subunidades típicas de una 

ubiquinol:citocromo e oxidoreductasa, llamada también complejo bC1 o complejo 111. El gen 

que codifica al cito cromo c es ortólogo al citocromo C553 de Desulfovibrio vulgaris. La única 

oxidasa terminal codificada en el genoma es la citocromo e oxidasa tipo cbb3 (Tomb y col., 

1997; Alm y col., 1999), lo que concuerda con los resultados experimentales de Nagata y 

col. (1996), pero que está en desacuerdo con otros autores (Marcelli y col., 1996, Maier y 

col., 1996) que reportan que los espectros de absorción de la oxidasa terminal son 

característicos de una citocromo oxidasa tipo bd. La subunidad catalítica del citocromo 

cbb3 presenta un centro binuclear hemo-cobre con alta afinidad por oxígeno, lo cual puede 

permitir una respiración aeróbica eficiente en un ambiente microaerofílico (García-Horsman 

y col., 1994). Otras características en la estructura primaria de la citocromo oxidasa cbb3 
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indican que pertenece a un grupo separado dentro de la familia de proteínas cbb3 (Smith y 

col.,2000). 

La principal quinona en H. pylori es la menaquinona-6 y presenta algunas trazas de 

menaquinona-4, con ausencia de ubiquinona. Estos tipos de menaquinonas son más 

comúnmente usadas en la respiración anaeróbica (Goodwin y col., 1986; Moss y coi., 1990; 

Marcelli y col., 1996). La presencia de estas menaquinonas en H. pylori permite sugerir que 

la cadena respiratoria anaeróbica es usada por esta bacteria, y la presencia del citocromo 

cbb3 permite entender su microaerofilismo. 

Algunos datos experimentales sugieren que la fumarato reductasa (mencionada en 

el ciclo de Krebs) puede actuar como oxidasa terminal (Mendz y col., 1993b; 1995b), Y se 

ha propuesto que la hidrogenasa tipo NiFe y la fumarato reductasa en H. pylori pueden ser 

dos componentes de una cadena respiratoria anaeróbica que utiliza fumarato como aceptor 

final de electrones (Hazell y col., 1997). 

La Fig. 4 presenta un esquema de la membrana plasmática de H. pylori para 

mostrar la localización de los componentes de la cadena respiratoria y de la ATP sintetasa. 

Exterior 

Interior 

Deshiárogenasas SUCCINATO FUMARATO 

Fig.4. Esquema de la membrana plasmática de H. pylori que muestra la cadena respiratoria y la ATP 
sintetasa. Las deshidrogenasas incluyen a la NADH-quinona oxidoreductasa (NDH-1), la G-3-P 
deshidrogenasa, la D-Iactato deshidrogenasa y la NiFe-hidrogenasa. Menaquinona-6 (MQ); citocromo c quinol 
oxidoreductasa (bc,); citocromo Cm; citocromo c oxidasa (cbb3). 
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En el estudio de la cadena respiratoria de H. pylori llevado a cabo en el laboratorio 

(Briones, 2000), se encontró una sensibilidad a rotenona, que aunque pequeña, no había 

sido reportada y es un punto más a la discusión acerca de la presencia o no del complejo I 

clásico en la bacteria. Además se encontró una sensibilidad incompleta a antimicina y a 

cianuro en el consumo de oxígeno. 

Para entender completamente la fisiología de este microorganismo microaerofílico, 

es necesario resolver el enigma de la presencia de una cadena respiratoria aeróbica 

operativa junto con la respiración anaeróbica a bajas tensiones de oxígeno. 

1.2.4.7. Fosforilación oxidativa. La fuerza protomotriz que se genera en la cadena 

respiratoria es utilizada por la ATP sintetasa para producir ATP. La ATP sintetasa 

bacteriana, una enzima multimérica, está formada por el complejo Fa que consiste en tres 

subunidades que forman un canal de protones, y por el complejo F1 que está formado por 

cinco subunidades que constituyen el sitio catalítico. En E. cOli, las ocho subunidades se 

encuentran codificadas en el operón atp. En H. pylori, las cinco subunidades del complejo 

F1 y la subunidad b del complejo Fa están contiguas en el cromosoma. Las otras dos 

subunidades del complejo Fo están codificadas por genes que se encuentran en otra región 

del cromosoma. H. pyloritiene una subunidad adicional que es homóloga a la b', la cual es 

una forma divergente y duplicada de la subunidad b, que se encuentra en plantas y 

bacterias fotosintéticas. El gen que codifica esta subunidad se encuentra localizado al final 

del grupo de genes de la ATP sintetasa (Ooig y col., 1999). 

La capacidad de H. pylori de generar un gradiente iónico a través de la membrana 

plasmática a pH bajo ha sido estudiada por Matin y col. (1996), indicando que la bacteria en 

un medio ácido tiene la capacidad de cambiar la polaridad de la membrana, estableciendo 

un potencial positivo en él interior que la provee de una barrera eléctrica para evitar la 

entrada de protones. Un interior celular positivo puede ser creado por transporte activo de 

aniones o por difusión de protones, siendo este último mecanismo el más probable, debido 

a que no es claro un mecanismo de eflujo electrógenico de aniones en el análisis del 

genoma (Tomb y col., 1997). Se ha sugerido que las ATPasas tipo-P pudieran llevar a cabo 

la salida de protones, pero esto no ha sido apoyado por la identificación de las ATPasas 
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tipo-P en el genoma, cuyas secuencias se encuentran más relacionadas con 

transportadores de cationes divalentes (Melchers y col., 1996; Tomb y col., 1997). 

1.2.4.8. ATPasas tipo P. En H. pylori se han identificado tres ATPasas 

translocadoras de protones tipo P. Dos de ellas se han clonado y caracterizado 

parcialmente (Ge y col., 1995; Melchers y col., 1996). Una se encuentra relacionada con el 

transporte de cobre, otra con el suministro de niquel, un componente esencial en la 

actividad de la ureasa y relacionada con el transporte de cadmio (Melchers y col., 1996) y la 

tercera parece estar relacionada con el transporte de cationes divalentes (Tomb y col., 

1997). Inicialmente se pensó que estas ATPasas tipo P jugaban un papel importante en la 

regulación del pH intracelular a través de la salida de protones (Melchers y col., 1996), pero 

estudios posteriores han demostrado que estas ATPasas están más estrechamente 

relacionadas con proteínas transportadoras de cationes divalentes que se encuentran 

involucradas en la incorporación de cationes divalentes y la eliminación de metales tóxicos 

(Marais y col., 1999). 

1.2.4.9. Pirofosfato y polifosfatos. La principal fuente de energía en H. pylori, 

como en los demás organismos vivos, es el A TP, pero existen otras moléculas que 

contienen enlaces de alta eneígía, como el pirofosfato (PPi) y los polifosfatos (Komberg, 

1995; Lahti, 1983). que también pueden ser utilizadas como fuente de energía y que hasta 

el momento no se ha evaluado el papel que desempeñan en este microorganismo. 

Los polifosfatos se encuentran en todos los organismos vivos, desde bacterias hasta 

mamíferos (Kulaev, 1979; Wood, 1987; Wood Y col., 1988; Kornberg, 1995), y se les han 

atribuido diversas funciones biológicas dependiendo de la especie, de las necesidades de 

la célula y de su localización subcelular. 

Dentro de las funciones atribuidas a los polifosfatos se encuentran las siguientes: 1) 

fuente de energía en la síntesis de ATP (Komberg, 1957; Ahn y coI.,1990; Bonting y 

col.,1991); 2) sustituyente del ATP en la fosforilación de la glucosa (Hsieh y col.,1993) y de 

algunas proteinas (Skorko, 1989); 3) reserva de Pi (Akiyama y col., 1993; Andreeva y col., 

1993; Keasling y col., 1993; Wurst y col., 1994); 4) ventaja osmótica sobre el Pi, debido a 
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que como polímero ofrece baja solubilidad en agua (Wood y col., 1988; Komberg, 1995); 5) 

quelante de cationes divalentes (Archibald y col., 1982; Dunn y col., 1994); 6) amortiguador 

intracelular de iones alcalinos en algunos microorganismos (Pick y col., 1991); 7) elemento 

estructural junto con el polihidroxibutirato y el Ca2
+ en la membrana de células competentes 

para la transformación bacteriana (Reusch y col., 1988; Reusch y col., 1995); 8) regulador 

del desarrollo celular debido a que se ha encontrado que el polifosfato y las actividades 

enzimáticas involucradas en su metabolismo se modifican durante los cambios en el 

desarrollo de algunos microorganismos en respuesta a la deficiencia de uno o varios 

nutrientes (Voelz y col., 1966); 9) componente de la cápsula bacteriana que podría 

contribuir en la patogénesis de la infección debido a que más del 50% del polifosfato total 

de las especies de Neisseria se localiza en este sitio (Tinsley y col., 1993; Lee y col., 1994). 

A 

Fig. 5. Polifosfatos en He/icobacter py/ori. Al H. pylori asociado a células de la mucosa gástrica. Bl Cultivo 
de H. pylori aislado de tejido gástrico mostrado en A. Los gránulos de polifosfato se se~alan con las flechas. 
(Micrograffas electrónicas tomadas de Bode y col., 1993.) 
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A través de microscopía electrónica se ha demostrado que H. pylori contiene 

múltiples agregados de polifosfato localizados en diferentes partes de la célula (Bode y col., 

1993) (Fig. 5). La acumulación más importante de gránulos de polifosfato que se observa 

en este microorganismo es a nivel intracitoplásmico, los cuales pueden representar un 

reservorio para el almacenamiento energético y de fósforo, y una fuente altemativa de 

energía cuando el ATP se encuentra en niveles bajos (Dawnes y col., 1973). Otros sitios en 

los que se observa la acumulación de polifosfatos es cerca de la base del flagelo y 

pequeños agregados asociados a la membrana celular. El depósito cercano al flagelo 

podría estar relacionado con la fuente de energía para la motilidad bacteriana (Berg y col., 

1979) y los agregados asociados a la membrana podrían estar relacionados con el 

mantenimiento de la integridad de la membrana citoplásmica (Skorko, 1989). Sin embargo, 

la importancia y el metabolismo de estas moléculas en H. pylori aún no ha sido estudiado. 

El estudio del metabolismo de los polifosfatos en organismos procariontes y 

eucariontes ha permitido establecer que la única vía para su síntesis es la polimerización 

del fosfato terminal del ATP a través de la polifosfato cinasa (PPK) (EC 2.7.4.1) (Ahn y col., 

1990; Robinson y col., 1987; Tinsley y col., 1993; Kulaev y col., 1987). La misma PPK 

puede sintetizar ATP mediante la reacción en reversa (Kornberg, 1957; Ahn y col., 1990). 

Se ha encontrado que los polifosfatos pueden ser utilizados como sustrato para la síntetis 

indirecta de ATP a través de la acción concertada de una AMP-fosfotransferasa (AMP-PT) y 

de la adenil cinasa (AC) (Bonting y col., 1991). Los polifosfatos pueden sustituir al ATP en la 

fosforilación de la glucosa a través de una polifosfato glucocinasa (GK) (Hsieh y col., 1993) 

y en la fosforilación de algunas proteínas (Skorko, 1989). Los polifosfatos de alto peso 

molecular pueden ser reserva de Pi al ser hidrolizados a través de las exopolifosfatasas 

(PPX). Se han identificado dos tipos de PPX, una que hidroliza al polifosfato terminal para 

producir Pi (Akiyama y col., 1993; Keasling y col., 1993; Andreeva y coi., 1993; Wurst y col., 

1994) y otra para producir PPi ( Loreny y col., 1995) (Fig. 6). 

Para la síntesis de polifosfato en E. coli se requiere que exista una cadena de 

tetrapolifosfato, que sirva como cebador para la elongación de la cadena (Ahn y col., 1990) 

y hasta el momento no se ha encontrado una tetrapolifosfato cinasa para su sintesis. En los 

géneros Aspergilus, Neurospora, Escherichia y Saccharomyces, se ha identificado una 
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actividad de tripolifosfatasa (Kulaev, 1979), pero su capacidad para llevar a cabo la 

reacción en reversa no ha sido estudiada (Fig. 6). 

Tomando en cuenta a las enzimas involucradas en el metabolismo de los 

polifosfatos que se han encontrado en diferentes organismos, elaboramos un esquema que 

incluye a todas estas enzimas (Fig. 6), con el propósito de tener un panorama general del 

metabolismo de los polifosfatos y buscar las actividades enzimáticas en H. pylori, como 

parte del proyecto general del laboratorio para estudiar las fuentes y reserva de energía en 

este microorganismo. Es importante señalar que las actividades de las enzimas antes 

mencionadas no estan presentes en todos los organismos. 

El análisis del genoma de H. pylori (Tomb y col., 1997; Alm y col., 1999) ha mostrado 

que de las enzimas involucradas en el metabolismo de los polifosfatos, señaladas en el 

esquema de la Fig. 6, solo se han identificado los genes de la polifosfato cinasa (PPK) y de 

la glucocinasa (GK), así como también el gen de la PPasa. Sin embargo, no puede 

descartarse la posibilidad de que las otras enzimas involucradas en el metabolismo de los 

polifosfatos no estén presentes, debido a que como se mencionó previamente, aun queda 

el 40% del genoma de H. pylori al que no se le ha asignado una función. 
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Poli-P'.2 + 2 ADP 
AC .. AMP+ ATP 

-A~' 1 

2AMP PPK 

Poli-P, +mADP 111 
.. mATP 

glucosa 

Poli-P ,., + G-6-P 

4 

PPX
c 

PPPi 

? il TriPOII:smmsa e 

Poli-P ,.2 + PPi 

Poli-P ,., + Pi 

Fig. 6. Esquema general del metabolismo de los polifosfatos tomando en cuenta a las enzimas 
encontradas en diferentes organismos. Los detalles se describen en el texto . .Polifosfato cinasa (PPK) (1). 
AMP fosfotransferasa (AMP-PT) (2). Adenil cinasa (AC). Polifosfato glucocinasa (GK) (3). Exopolifosfatasas 
(PPX1, PPX2) (4,5). Tripolifosfatasa (6). Pirofosfatasa (PPasa) (7). Las actividades enzimáticas no estan 
presentes en todos los organismos. La letra suprafndice colocada en algunas enzimas indica el organismo en 
donde se ha encontrado su actividad . 

• Acinetobacter (Bonting y col., 1991). 
b Mycobacterium tuberculosis (Hsieh y col., 1993). 
, E. coli (Akiyama y col., 1993; Kaesling y col., 1993), S. cerevisiae (Andreeva y col., 1993; Wurst y col., 

1994), T. Iyncunum (Loreny y col., 1995). 
d T. Iyncunum (Loreny y col., 1995). 
" Aspergilus, Neurospora, Escherichia, Saccharomyces (Kulaev, 1979). 
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1.2.4.10. El PPi Y las pirofosfatasas. El PPi es el compuesto mas sencillo que 

contiene un enlace fosfoanhidro, este enlace es la forma química básica por la cual se 

transmite la energía en las células. El PPi se sintetiza como producto metabólico de 

diversas reacciones biosintéticas (síntesis de polisacáridos, proteínas, ácidos nucléicos, 

urea, lípidos) (Komberg, 1957; Lah!i, 1983). La energía libre de hidrólisis (L\Go') del PPi en 

ausencia de Mg2
+, es de -5.7 Kcal morl

, muy cercana a la del enlace gama del fosfato del 

ATP, yen presencia de Mg2
+, el L\Go' es igual a -4 Kcal mor' (Martell y col., 1971). Sin 

embargo, el L\Go' de hidrólisis del PPi varía considerablemente dependiendo del pH y de la 

concentración del catión divalente ·en el medio de reacción (De Meis, 1984). 

La concentración de PPi intracelular en diferentes organismos (bacterias, animales y 

plantas) se encuentra entre 0.1 y 2 mM (Baltscheffsky y col., 1984). En el caso de la 

arqueobacteria Methanobacterium thermoautotrophicum la concentración de PPi 

intracelular varía de 2.5 a 40 mM de acuerdo a las condiciones de cultivo (Kelijens y col., 

1988). Como puede observarse, la concentración de PPi es comparable con la 

concentración de ATP en diferentes organismos, que varía de 2 a 10 mM (Matthews y col, 

1982; Zweier y col., 1987). 

Diversos trabajos han demostrado que en varias reacciones enzimáticas de 

diferentes microorganismos, el PPi puede sustituir al ATP como fuente de energra (Sui y 

col., 1962; Evans y col., 1968; Hatch y col., 1968; Reeves, 1968; Mansurova y col., 1975; 

Baltscheffsky y col., 1966), o que son dependientes de PPi (Lawson y col., 1979; Edwards y 

col., 1985). 

La pirofosfatasa (PPasa) [E.C.3.6.1.1.] es la enzima que se encarga de hidrolizar el 

PPi a Pi. Existen dos tipos de PPasas, las citoplásmicas y las membranales. Las PPasas 

citoplásmicas se encuentran ampliamente distribuídas en los organismos vivos (Lahti, 

1983) y tienen la función de hidrolizar el PPi sintetizado durante las reacciones biosintéticas 

para favorecer termodinámicamente estas reacciones anabólicas (Kornberg, 1957). Las 

PPasas membranales se encuentran en algunas bacterias fotosintéticas (Baltscheffsky, 

1978), en la membrana interna mitocondrial (Mansurova, 19a9) y en el tonoplasto de las 

plantas (Rea y col., 1992). Estas PPasas membranales llevan a cabo la misma función de 

hidrólisis de PPi, pero acoplada al transporte de H+, estableciendo gradientes iónicos 
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transmembranales. En el caso de las PPasas membranales bacterianas, éstas también 

pueden llevar a cabo la síntesis de PPi (Baltscheffsky, 1978). 

El papel que juega la PPasa en el metabolismo energético de H. pylori no ha sido 

estudiado, por lo que consideramos que localizar, purificar y caracterizar a las PPasas en 

este microorganismo es importante para entender si éstas enzimas participan en 

mecanismos transductores de energía. 
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11. OBJETIVOS 

11.1. Objetivo general. 

Definir el o los mecanismos de utilización del enlace fosfato de alta energía 

contenido en el pirofosfato en He/icobacter pylori. 

11.2. Objetivos particulares. 

1) Determinar la actividad de las pirofosfatasas, tanto en la fracción soluble y en 

la membranal para definir su localización. 

2) Purificar a las pirofosfatasas detectadas. 

3) Caracterizar cinética y estructuralmente a las pirofosfatasas. 

4) Tratar de establecer si el pirofosfato y las enzimas involucradas en su 

metabolismo tienen alguna participación en la capacidad de transducción de 

energía en la bacteria. 

3 1 



MATERIALES Y METODOS 

111. MATERIALES Y METODOS 

111.1. Materiales. 

Todos los reactivos químicos empleados en este trabajo fueron de alto grado de 

pureza, disponibles comercialmente. Las pirofosfatasas (PPasas) inorgánicas de 

Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli fueron obtenidas de SIGMA Chemicals 

(St. Louis, MO,USA). 

111.2. Métodos. 

111.2.1. Cultivo de bacterias. La cepa 8823 (ATCC 49503) de Helicobacter py/ori 

fue amablemente donada por el Dr. Martin Blaser de la Escuela de Medicina de la 

Universidad de Vanderbilt, Nashville, Tennessee. Las bacterias se cultivaron en cajas 

de agar-sangre (agar de soya tripsinizada marca DIFCO con 10% de sangre 

desfibrinada de carnero) en presencia de vancomicina 6 ¡¡g/mi en una atmósfera 

microaeróbica (C02 10% vlv) durante 48 h a 37 oC. Para cultivos líquidos a gran 

escala, el material obtenido de una caja se utilizó para inocular 30 mi de caldo Brucella 

broth (BBl Becton Dickinson Microbiology Systems, EUA) que contenía suplemento 

selectivo para H. py/ori (OXOID SR147E) y suero fetal bovino al 10% en un tubo 

Falcon. El cultivo se mantuvo a 37 oC en agitación suave (150 rpm) y se cosechó a las 

48 h por centrifugación (1100 x g por 10 min). A la pastilla obtenida se le realizaron 

pruebas de actividad de ureasa, catalasa y oxidasa, y se tomó una muestra para tinción 

con Gram para comprobar sus características morfológicas y de tinción. La pastilla 

obtenida se utilizó para inocular 100 mi de caldo Brucella broth con suero fetal bovino 

al 10% en un matraz Erlenmeyer, manteniendo el cultivo a 37 oC en agitación suave 

durante 48 h. 

111.2.2. Pruebas de identificación de H. pylori. La actividad de ureasa se 

realizó agregando una muestra de bacterias (tomada con el asa de cultivo) a 300 ¡¡I de 

una solución de urea 6 M, pH 7.2 Y rojo de fenal al 0.05% como indicador de pH (6.8-
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8.2, amarillo-rojo). Cuando la actividad de ureasa es positiva, el color de la soluc'lón 

cambia de rosáceo a rojo. 

Para determinar la actividad de catalasa, una muestra de bacterias se agregó a 

200 J.l1 de peróxido de hidrógeno al 30%. La prueba es positiva al producirse burbujeo 

inmediatamente. 

La actividad de oxidasa se llevó a cabo en una placa de Dry Slide Oxidase 

(Difco), colocando una muestra de bacterias. La prueba es positiva cuando la placa 

cambia a color azul. 

111.2.3. Fraccionamiento celular. Después de cosechar las bacterias por 

centrifugación (11,000 x g durante 10 min a 4°C), estas se lavaron dos veces por 

centrifugación (27 000 x g por 20 min) en una solución que contenía Tris-HCI 20 mM, 

pH 8.6 Y MgCb 10 mM. Las células se resuspendieron en la misma solución (1/6 w/v) 

con 200 unidades de DNasa/50 mi de solución y se sonicaron en alícuotas de 15 mi 

durante 3 min en hielo, utilizando un sonicador de vástago Branson 250. Después de 

centrifugar a 27 000 x g por 20 min a 4 oC, el sobrenadante que se obtuvo se centrifugó 

a 100000 x g durante 80 min a 4 oC. La pastilla que contenía la fracción membranal se 

resuspendió en Tris-HCI 20 mM, pH 8.6 Y MgCb 1 mM. Las actividades de ATPasa y 

PPasa se determinaron en la fracción membranal y la actividad de PPasa citoplásmica 

en el sobrenadante que se denominó fracción soluble. 

111.2.4. Purificación parcial de la PPasa citoplásmica. La purificación parcial 

de la PPasa citoplásmica de H. pylori se llevó a cabo modificando el método de 

Klemme y Ges! (1971), en dónde no se incluyó el paso de sulfato de protamina y la 

precipitación con sulfato de amonio se incrementó hasta 90% de saturación con la sal. 

A la fracción soluble obtenida por el método descrito previamente en 111.2.3., se le 

ajustó el pH a 8.6 y posteriormente se calentó a 60 oC durante 5 minutos en alícuotas 

de 15 mI. Inmediatamente después del calentamiento, las alícuotas se enfriaron en 

hielo hasta alcanzar los 4 oC y se centrifugaron a 27 000 x g durante 20 mino El 
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sobrenadante obtenido se sometió a fraccionamiento por precipitación con sulfato de 

amonio a 40, 50, 65 Y 90% de saturación con esta sal, agitando suavemente durante 5 

minutos en cada precipitación y centrifugando a 27 000 x g por 20 min después de 

cada precipitación. Todo el procedimiento se llevó a cabo a 4°C, excepto la 

cromatografía en columna de Mono Q, que se realizó a temperatura ambiente. Después 

del fraccionamiento con sulfato· de amonio, el sobrenadante obtenido de la 

precipitación con 90% de saturación de la sal, se dializó durante toda la noche contra 

una solución A que contenía Tris-HCI 20 mM, pH 8.5 a 4°C y posteriormente se cargó 

en una columna de Sephacryl S-200 (1.5 x 70 cm) equilibrada y eluída con solución A 

Se tomaron fracciones de aproximadamente 0.55 mi y las fracciones que presentaron 

mayor actividad de PPasa se juntaron y se aplicaron a una columna de afinidad­

intercambio iónico de m-aminohexilagarosa-PPi (3 x 17 cm), equilibrada con solución A 

Después de cargar la muestra, la columna se lavó con 200 mi de solución A + PPiNa 

100 mM y nuevamente con 200 mi de solución A La enzima se eluyó con un gradiente 

lineal de 0-1.2 de NaCI en solución A y se colectaron fracciones de aproximadamente 

0.5 mI. Las fracciones con mayor actividad de PPasa se juntaron, se dializaron contra 

cinco litros de solución A y se concentraron en Centricon 10, antes de aplicarse al 

FPLC en una columna de Mono Q HR 5/5 de intercambio aniónico (Pharmacia), 

equilibrada con solución A La columna se lavó con 15 volúmenes de la misma solución 

y posteriormente se eluyó con 60 mi de un gradiente lineal de O a 1 M de NaCI en 

solución A, con una velocidad de flujo de 0.5 ml/min. Se colectaron fracciones de 0.5 

mi y las fracciones activas se juntaron y dializaron durante toda la noche en solución A 

+ MgCb 1 mM. Cuando la preparación no se utilizó inmediatamente, se guardó a -20 

oC. En cada fracción obtenida de las cromatografías en columna, se determinó la 

concentración de proteína a 280 nm y la actividad hidrolítica colorimétricamente a 700 

nm, según el método descrito por Sumner (1944). La Figura 7 muestra el diagrama de 

flujo de este procedimiento. 
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;:ig.7. Diagrama de flujo. Esquema de fraccionamiento celular y purificación parcial de la PPasa 
:itoplásmica de H. pylori. Por medio de sonicación y centrifugación diferencial se obtuvo la fracción 
¡oluble que se sometió a calentamiento a 60 oC y precipitación con sulfato de amonio (40-50%, 50-65% Y 
35-90% de saturación). Después de dializar la pastilla, el proceso de purificación se llevó a cabo por 
nedio de cromatografía en columnas de 8ephacryl 8-200, ú)·aminohexil agarosa·PPi y Mono Q. Todo el 
)rocedimiento se realizó a 4 oC, excepto el último paso de la cromatografía por FPLC. Los detalles se 
Jescriben en la sección de Métodos. 
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111.2.5. Determinación de actividad de PPasa y ATPasa. La actividad 

enzimática se determinó cuantificando el Pi liberado en la reacción hidrolítica. El medio 

de ensayo contenía: para la hidrólisis de PPi, Tris-maleato 50 mM, pH 7.5 (para la 

actividad membranal) o pH 8.5 (para la actividad citoplásmica), NaPPi 2 mM y MgCI2 3 

mM; para la hidrólisis de ATP, Tris-acetato 50 mM, pH 8, ATP 2 mM, MgCI2 3 mM, 

fosfoenolpiruvato 1.45 !-1M Y piruvato cinasa 7 !-Ig. La reacción se llevó a cabo durante 

15 min a 37 oC utilizando 100 !-Ig de proteína membranal o 10 ¡.Lg de proteína 

citoplásmica en un volumen final de 0.5 mI. La reacción se detuvo con TCA a una 

concentración final de. 6%. Las modificaciones a estas condiciones de ensayo se 

indican en los pies de figura. El Pi liberado en el sobrenadante se determinó por el 

método de Sumner (1944) o por el método de Ames (1966), este último con mayor 

sensibilidad (hasta 0.01 !-Imolas de Pi) y se utilizó para medir la actividad hidrolítica en 

las velocidades iniciales de la reacción y poder obtener los parámetros cinéticos 

derivados de la ecuación de Michaelis-Menten. 

Las concentraciones libres de iones metálicos, ligandos y complejos metal­

ligando se calcularon a través del programa de cómputo de Fabiato (1988). Las 

constantes de asociación (Ka) se tomaron de la publicación de Martell y Sillén (1971). 

111.2.6. Determinación de proteína. La proteína se determinó por el método de 

Lowry y col. (1951) usando albúmina sérica bovina como estándar. 

111.2.7. Electroforesis en geles nativos de poliacrilamida y actividad en gel. 

La PPasa citoplásmica se analizó por electroforesis en geles de poliacrilamida en 

condiciones no desnaturalizantes por el método de Davis (1964). Para localizar la 

actividad in situ de la PPasa, los geles se trataron como describen Romero y col. 

(1991 ). 

111.2.8. Análisis de las formas isoméricas de la PPasa por electroforesis. La 

electroforesis en placas de geles nativos se llevó a cabo como describe Davis (1964), 
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excepto que la relación de N,N'-metilenbisacrilamida (Bis) y acrilamida fue de 1 :30. El 

análisis de las formas isoméricas de la PPasa se realizó siguiendo el método de 

Hedrick y Smith (1968) y consistió en emplear un grupo de seis geles con 

concentraciones Bis/acrilamida entre 6 y 11 %, utilizando 4 jlg de proteína de las 

PPasas de H. pylori y E. coli , asi como de los marcadores de peso molecular. Las 

proteínas estándares que se utilizaron fueron: a-Iactoalbúmina (14.2 kDa), anhidrasa 

carbónica (29 kDa), ovoalbúmina (45 kDa) y BSA (monómero 66 kDa y dímero 132 

kDa). Después de la electroforesis, los carriles de las PPasas se tiñeron por actividad 

(Romero y col., 1991) y posteriormente todo el gel se tiñó con plata (Oakley y col., 

1980). En cada gel se determinó la movilidad relativa (Rf) de cada proteína y se 

construyeron gráficas de Ferguson (1964), que correlacionan el logaritmo de Rf versus 

el porcentaje de la concentración Bis/acrilamida del gel para cada proteína. En este 

tipo de gráficas, los isómeros de peso molecular producen una familia de líneas no 

paralelas que intersectan a una concentración del gel entre 2 y 3%, Y los isómeros de 

carga dan una familia de líneas paralelas (Hedrick y Smith, 1968). Las pendientes o 

coeficientes de retardo (KR) de cada una de las líneas en las gráficas de Ferguson se 

obtuvieron a través del análisis de regresión lineal por mínimos cuadrados. La relación 

entre el logaritmo de la pendiente negativa y el logaritmo del peso molecular de las 

proteínas estándares se utilizó para determinar el peso molecular de los isómeros de 

las PPasas. 

111.2.9. Electroforesis en geles bidimensionales. En la primera dimensión, las 

proteínas se separaron por electroforesis en geles nativos de poliacrilamida al 12%. 

Para la segunda dimensión, los carriles del gel nativo se cortaron y se incubaron en 

una solución de Tris-Hel 20 mM, pH 6.8 Y ~-mercaptoetanol al 1 % durante 5 mino Los 

carriles se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al 16% en presencia 

de SDS al 1 % como describen Schagger y col. (1986). La masa molecular de las 

subunidades se determinó en una gráfica tomando los valores de los logaritmos de Rf 

de las proteínas estándares versus su peso molecular. Los geles se tiñeron con plata 
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siguiendo el método de Oakley y col. (1980). 

111.2.10. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Se hizo 

directamente a las fracciones activas obtenidas de las cromatografías en columna, y se 

llevó a cabo en presencia de SDS al 1 % Y (3-mercaptoetanol al 10% como describe 

Laemmli (1970). 

111.2.11. Determinación de la masa molecular de la PPasa nativa por 

filtración en gel. El peso molecular de la PPasa nativa se obtuvo por cromatografía en 

filtración por gel utilizando una columna de Sephacryl S-300 (1 x 47.5 cm). Una 

muestra de la PPasa (120 Ilg de proteína) y las proteínas de calibración se aplicaron a 

la columna previamente equilibrada con Tris-HCI 20 mM, pH 8.5 Y MgCI2 1 mM. La 

elución se llevó a cabo a una velocidad de flujo de 0.2 ml/min y se colectaron 

fracciones de 0.5 mI. A cada fracción se le determinó la absorbencia a 280 nm y se 

probó para actividad de PPasa. La masa molecular de la enzima se determinó en una 

gráfica relacionando el coeficiente de partición (VeNo) de las proteínas de calibración 

y el logaritmo de su peso molecular, como describe Whitaker (1963). Las proteínas de 

calibración utilizadas fueron: ferritina (440 kDa), PPasa de levadura (66 kDa) y 

anhidrasa carbónica (29 kDa). 

111.2.12. Análisis de la secuencia N-terminal. Después de la electroforesis en 

un gel nativo de poliacrilamida de la PPasa obtenida de la columna de Mono Q, las 

proteínas se transfirieron a una membrana ProBlotl a 400 mA durante 2.5 h a 4°C en 

presencia de CAPS 10 mM, pH 11 Y metanol al 10%, siguiendo el procedimiento de 

Matsudaira (1987). La membrana se tiñó con azul de Coomassie R para localizar la 

banda de la PPasa, la cual se cortó y se mandó secuenciar al Laboratoire de 

Microséquen¡;:age des Protéins, Institute Pasteur, Paris, Francia, en un Secuenciador 

473 A (Applied Biosystems) por el Dr. J. d' Alayer. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION 

IV.1. Localización intracelular de la PPasa en Helicobacter pylori. La PPasa 

en las bacterias es una enzima que se localiza generalmente en el citoplasma; sin 

embargo, en algunas bacterias fotosintéticas como Rhodospirillum rubrum, la actividad 

de PPasa se localiza tanto en el citosol como en la membrana plasmática. Con el 

propósito de localizar la actividad de la PPasa en las células de H. pylori, las 

membranas del extracto crudo se separaron de la fracción soluble a través de 

centrifugación diferencia!. A ambas fracciones (membranal y soluble), se les determinó 

la actividad de PPasa y de ATPasa. La actividad de PPasa en la fracción membranal 

(0.07 ¡.tmolas Pi min·1 mg-1 de proteína) fue baja y presentó un 88% de inhibición con 

molibdato de sodio 5 mM, un inhibidor de fosfatasas, indicando que probablemente en 

ésta fracción se encuentran las enzimas que contribuyen a la actividad obtenida. En el 

estudio de la ATPasa F1-FO de H. pylori (Briones, 2000), se corroboró la presencia de 

fosfatasas en la fracción membrana!. En la fracción soluble la actividad de PPasa fue de 

1.52 ¡.tmolas Pi min-1 mg-1 de proteína, sensible 100% a NaF 10 mM (inhibidor clásico 

de las PPasas) y no presentó inhibición con molibdato de sodio. La actividad de ATPasa 

(0.11 ¡.tmolas Pi min-1 mg-1 de proteína) solamente se observó en la fracción 

membrana!. La Tabla 1 muestra los resultados de la actividad de la PPasa y de la 

ATPasa en las fracciones membranal y soluble. 

Actividad Fracción 

Membranal Soluble 

fl mol Pi mino' mg-' 

PPasa 0.07 1.52 

ATPasa 0.11 o 

Tabla 1. Actividad de la PPasa y ATPasa de la fracción membranal y soluble de H. pylori. 

39 



RESULTADOS Y OISCUSION 

Estos resultados indican que la mayor actividad de la PPasa se localiza en el 

citosol y probablemente su función, como la de las otras PPasas citoplásmicas, es 

mantener baja la concentración de PPi dentro de la célula (Lahti, 1983). Al no estar 

presente en la membrana plasmática, no participa en mecanismos de transducción de 

energía. Sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de que la enzima, a través 

de la hidrólisis de PPi, provea de energía para llevar a cabo algunas vías biosintéticas. 

Por otro lado, no se encontró una secuencia homóloga al gen de la PPasa membranal 

de Rhodospirillum rubrum (P ID: gi7212770) en el genoma de H. pylori a través de 

BLAST (www.ncbi.nlm.nhi.gov/BLAST/).porloqueespocoprobablequeH.pylori 

presente una PPasa membrana!. 

IV.2. Purificación parcial de la PPasa citoplásmica de H. pylori. El conocer 

que la PPasa se localiza en el citosol nos permitió desarrollar el proceso de su 

purificación, descrito en la sección de Métodos. Los resultados típicos de la 

cromatografía se presentan a continuación. Después del fraccionamiento con sulfato de 

amonio, la muestra se dializó contra una solución que contenía Tris-HCI 20 mM, pH 8.5 

Y se aplicó a una columna de Sephacryl S-200. El perfil de elución de esta columna se 

muestra en la Figura 8A. Las fracciones con mayor actividad enzimática que 

correspondieron al volumen de elución de 49 hasta 55 mi, contenían 4.8 mg de proteína 

total, con una actividad específica de 8.7 ¡.Imolas de Pi min-1 mg-1 de proteína. La 

proteína obtenida se cargó en una columna de ro-aminohexilagarosa-PPi y su perfil de 

elución con un gradiente lineal de O a 1.2 M de NaCI se muestra en la Figura 8B. Las 

fracciones con mayor actividad de PPasa se eluyeron a una conductancia de 24 a 36 

mS [esta determinación se realizó con un conductímetro CDM3 Radiometer 

(Copenhagen), con una microcelda apropiada], y correspondieron a las fracciones 18 a 

24 de la elución, con una actividad específica de 33.1 ¡.Imolas de Pi min-1 mg-1 de 

proteína. Estas fracciones se dializaron y concentraron antes de aplicarse a una 

columna de Mono Q HR 5/5 para FPLC. En este último paso de purificación, las 

fracciones con mayor actividad enzimática (Fig. 8C), se eluyeron cerca de 0.5 M del 

gradiente de NaCI. La actividad de la PPasa por este procedimiento se purificó 82 
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veces, con una actividad específica de 141.7 Ilmolas Pi min-1 mg-1 de proteína. En 

levadura, la actividad enzimática se ha purificado 78 veces (Cooperman y col., 1973), 

en E. coli de 1100 a 1800 veces (Wong y col., 1970; Jones, 1966), en Thiobacillus 

thiooxidans 800 veces (Tominaga y col., 1977) y en R. rubrum 342 veces (datos del 

laboratorio). 

Es importante señalar que las muestras que se aplicaron a las columnas de 

Sephacryl S-200, de ro-aminohexilagarosa-PPi y de Mono Q no contenían MgCb, por lo 

que después de la elución de la última columna, se añadió MgCb a una concentración 

final de 1 mM, debido a que la enzima pierde dos tercios de su actividad después de 

almacenarse a -20°C durante 2 semanas sin cationes divalentes. Cuando se añade 

Mg2
+, la enzima puede almacenarce a -20°C por varios meses sin pérdida significativa 

de su actividad. 

La Tabla 2 presenta el resumen de los resultados de una purificación parcial 

típica de la PPasa soluble de H. pylori. 
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Fig.8. Perfiles tipicos de las cromatografías empleadas en la purificación de la PPasa de H. pylori. 
La concentración de proteína se cuantificó por absorbencia a 280 nm (-) y la actividad hidrolítica a 700 
nm (o). Cromatografía en columna de: Al 8ephacryl 8-200, Bl ",-aminohexilagarosa-PPi y Cl Mono Q HR 
5/5. El proceso de purificación se realizó al menos 7 veces y el procedimiento se describe en la sección 
de Materiales y Métodos. 
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Paso de purificación 

Extracto crudo 

Sobrenadante de la 
desnaturahzación a 60"C 

Fracción de sulfato de amonio 
(90% de saturación) 

Sephacryl S·200 

ro-aminohexil agarosa-PPi 

MonoQ HR5/5 

Volumen total 
mi 

ISO 

140 

13 

7.0 

3.2 

1.96 

Proterna total 
mg 

96.2 

53.5 

14.0 

4.80 

0.63 

0.24 

Actividad específica 
!-l mol Pi mio-' mgo

¡ 

1.71 

2.09 

5.89 

8.70 

33.1 

141.7 

Actividad total Veces de 
¡..t mol Pi purificación 

164.5 

111.8 1.2 

82.46 3.5 

41.76 5.0 

20.85 19.3 

34.0 82.8 

Rendimiento 
% 

100 

55.6 

14.5 

4.9 

0.65 

0.24 

Tabla 2. Purificación de la PPasa de H. pylori. El procedimiento se describe en la sección de Materiales y Métodos 
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La presencia de la PPasa en las fracciones obtenidas a través del procedimiento 

de purificación se siguió tanto por su actividad hidrolítica (Fig. 8) como por electroforesis 

en geles nativos teñidos por actividad para determinar su movilidad relativa (R¡), como 

se muestra en la Figura 9A Posteriormente, los geles se tiñeron con plata (Fig. 9S) 

para analizar el contenido proteico de las fracciones obtenidas de las cromatografías. 

A 123456 123456 B 

R,·O.55 

( ) 

Fig. 9. Electroforesis de las fracciones obtenidas por el procedimiento de purificación de la ppasa 
de H. pylori. A) Electroforesis en gel nativo de poliacnlamida al 10% teñido por actividad enzimática y B) 
teñido con plata de las fracciones obtenidas de: 1) el extracto crudo (10 Ilg de proteína), 2) la 
desnaturalización a 60 oC (10 Ilg de proteína), 3) la precipitación con sulfato de amonio al 90% (9.8 119 de 
proteína), 4) la columna de Sephacryl S-200 (7 Ilg de proteína), 5) la de ro-aminohexilagarosa-PPi (7 119 
de proteína) y 6) la de Mono Q HR 5/5 (5.5 119 de proteína). 

Cuando el gel nativo de las diferentes fracciones del proceso de purificación se 

tiñó por actividad enzimática (Fig.9A), se observó una banda con Rf de 0.55 en todos 

las fracciones. En las fracciones obtenidas después de la precipitación con sulfato de 

amonio y de las columnas de Sephacryl S-200 y ro-aminohexil agarosa-PPi (Fig.9A, 

líneas 3,4 y 5), se observó una segunda banda con Rf de 0.44 (el análisis de estas dos 
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bandas de actividad se describe más adelante en IV.3). Cuando el gel se tiñó por 

actividad utilizando p-nitro-fenilfosfato como sustrato, no hubo bandas de actividad 

enzimática. 

La tinción con plata del gel nativo de las fracciones de purificación (teñido 

previamente por actividad enzimática) (Fig.98), mostró una banda con Rf de 0.55 en 

todas las fracciones, que correponde a la actividad enzimática observada. Durante el 

proceso de purificación se observó tanto el enriquecimiento de algunas bandas como la. 

desaparición otras, con movilidades relativas mayores y menores de 0.55. En la fracción 

eluída de la columna de ro-aminohexil agarosa-PPi (Fig. 98, línea 5) se observaron 

nueve bandas proteicas y en la eluída de la columna de Mono Q se observaron cuatro 

bandas adicionales a la de Rf 0.55, con menor movilidad relativa y una con mayor Rf 

(Fig. 98, línea 6). 

El análisis electroforético bajo condiciones desnaturalizantes de las fracciones 

eluídas de las columnas de ro-aminohexilagarosa-PPi y de Mono Q se muestra en la 

Figura 10. La fracción activa obtenida de la columna de Mono Q (Fig. 10, línea 1) 

mostró una sola banda de proteína con un peso molecular de 19.1 kDa. En la fracción 

obtenida de la columna de ro-aminohexilagarosa-PPi (Fig. 10, línea 2) se observaron 

cinco bandas proteicas, una de las cuales presenta un peso molecular igual al de la 

PPasa de H. pylori obtenida de la columna de Mono Q. Este resultado obtenido en el 

número de bandas proteicas en el gel desnaturalizante, probablemente se debe a que 

la cantidad de proteina cargada fue menor que la que se cargó en el gel nativo. 
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Fig.10. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes de la PPasa citoplásmica de H. pylori. Gel 
de poliacñlamida-SDS al 16% teñido con plata. La PPasa de H. pylori (3 I'g de proteína) eluída de la 
columna de Mono Q (línea 1) y de la columna de ro-aminohexil agarosa-PPi (línea 2) (6 I'g de proteína). 
Los marcadores de peso molecular (6 I'g de proteína) (línea 3): BSA (66 kDa), ovoalbúmina (45 kDa), 
G3P-deshidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbónica (29 kDa), tripsinógeno (24 kDa) , inhibidor de tripsina 
(20 kDa) y a-Iactoalbúmina (14 kDa). 

IV.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida de la fracción de 5ephacryl 

5-200. Al iniciar el proceso de purificación de la PPasa, nos llamó la atención las dos 

banda de actividad que se observaron al seguir la presencia de la enzima por 

electroforesis en geles nativos de las fracciones eluídas de la columna de Sephacryl S-

200, debido a que una de éstas bandas proteicas pudiera corresponder al manó mero 

activo de la enzima, que no ha sido reportado en otras PPasas, por lo cual se llevó a 

cabo el siguiente procedimiento. 

La electroforesis en geles nativos teñidos con plata de las fracciones con 

actividad de PPasa eluídas de la columna de Sephacryl S-200, mostró once bandas de 

proteína (Fig. 9, línea 4 y Fig. 11, línea 3). Sin embargo, cuando se probó la actividad 

de la enzima con Mg_PPi2- en un segmento idéntico del gel nativo, se observaron dos 
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zonas de actividad con valores de Rf de 0.44 y 0.55. (Fig. 11, línea 6). Una de estas 

zonas (Rr = 0.44) coincidió con la movilidad electroforética de las principales bandas de 

las PPasas de Saccharomyces cerevísiae y Escherichia colí usadas como control (Fig. 

11, líneas 4 y 5, respectivamente). Este patrón de bandas de actividad no se modificó 

con la presencia de los inhibidores de proteasas PMSF y TPCK (100 ¡.tg/ml, cada una) 

utilizados durante el proceso de purificación. 

1 2 3 4 5 6 

. R.=O.44 

; R.=O.55 

Fig. 11. Electroforesis en gel nativo de la PPasa de H. pylori obtenida de la columna de 5ephacryl 
5-200. La proteína se separó en un gel de poliacrilamida al 12%, el cual se tiñó con plata (líneas 1 a 3) o 
por actividad enzimática (líneas 4 a 6). En el último caso, el medio de incubación fue Tris-maleato 50 mM 
(pH 8.5), MgCl, 3 mM y NaPPi 2 mM durante 5 min para las PPasas de levadura y de E. coli o 30 min 
para la PPasa de H. pylori a 37 oC. Las líneas 3 y 6 con 4.6 flg de proteína de la PPasa de H. pylori. Las 
líneas 1 y 4 con 6.6 flg de proteína de la PPasa de levadura y las líneas 2 y S, con 4.5 flg de proteína de 
la PPasa de E. eoli. 
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Para conocer la composición polipeptídica de las dos zonas de actividad 

observadas en el gel nativo, el carril de la PPasa de H. pylori se cortó longitudinalmente 

y se sometió a una electroforesis de segunda dimensión en un gel desnaturalizante el 

cual se tiñó con plata. En este gel bidimensional, cada zona de actividad mostró una 

sola banda de proteína (Fig. 12A), ambas con una movilidad relativa que corresponde a 

la misma masa molecular de 19.1 ± 0.24 kDa (n=4) (Fig. 128), lo que sugiere que las 

dos bandas de actividad observadas en el gel nativo son oligómeros de un mismo 

monómero. 

A B 

20 

0.1 1.0 

Movilidad relativa (R,) 

Fig. 12. Determinación de la masa molecular monomérica de la PPasa de H. pylori. A) Gel 
bidimensional de poliacrilamida-SDS al 16% de las dos bandas de actividad del gel nativo de la fracción 
eluída de la columna de Sephacryl S-200. a) marcadores de peso molecular. Las flechas señalan las 
bandas proteicas que corresponden a las dos bandas de actividad de PPasa en el gel nativo. B) El 
logaritmo de la movilidad relativa (R,) del monómero de la PPasa de H. pylori (o) y de las proteínas 
estándares (o) versus su masa molecular. Los estándares fueron: 1) BSA (66 kDa), 2) ovoalbúmina (45 
kDa), 3) G3P-deshidrogenasa (36 kDa), 4) anhidrasa carbónica (29 kDa), 5) tripsinógeno (24 kDa), 6) 
inhibidor de tripsina (20 kDa) y 7) a-Iactoalbúmina (14 kDa). 
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Con el propósito de determinar si las dos bandas de actividad enzimática en el 

gel nativo correspondían a isómeros de carga o isómeros de peso molecular, se 

construyeron gráficas de Ferguson con los datos obtenidos de un grupo de geles 

nativos con concentraciones de Bis/acrilamida (1 :30) entre 6 y 11 %. Los resultados 

típicos de estas gráficas obtenidas con las proteínas estándares y con las PPasas de H. 

pylori y E. coli se muestran en la Figura 13. Las gráficas con más de una línea 

representan las formas multiméricas de la proteína. Cuando las líneas no son paralelas 

e intersectan en un punto cercano a una concentración del gel entre 2 y 3% indica que 

se trata de isómeros de peso molecular (Hedrick y Smith, 1968), como es el caso de las 

proteínas ovoalbúmina y albúmina sérica bovina (Fig. 13 C y D, respectivamente). Los 

isómeros de carga producen una familia de líneas paralelas (Hedrick y Smith, 1968), 

como es el caso de la anhidrasa carbónica (Fig. 13B). 

Las gráficas de Ferguson de las PPasas de H. pylori y E. coli (la última usada 

como control) (Fig. 13 E Y F, respectivamente), indican que las bandas de actividad son 

isómeros de peso molecular. 
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Fig. 13. Gráficas de Ferguson. Las gráficas son típicas de la electroforesis en geles nativos de: A) 
a-Iactoalbúmina (14.2 kDa), B) anhidrasa carbónica (29 kDa), e) ovoalbúmina (45 kDa), O) BSA (66 y 
132 kDa, monómero y dímero, respectivamente), E) PPasa de H. pylori y F) PPasa de E. coli. Las 
condiciones de la electroforesis se describen en el texto. El análisis de regresión lineal por minimos 
cuadrados se utilizó para detenminar la pendiente de cada grupo de datos. Las pendientes negativas de 
cada línea, que corresponden al coeficiente de retardo (KR), se anotan en cada figura. 
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El peso molecular de los isómeros de la PPasa de H. pylori se obtuvo a través 

del análisis de regresión lineal de cada uno de los datos obtenidos de las proteínas 

estándares en las gráficas de Ferguson para determinar la pendiente o coeficiente de 

retardo (KR) y poder graficar el logaritmo de KR versus el logaritmo de su peso 

molecular (Fig. 14). De esta última gráfica se obtuvieron los pesos moleculares de 

38,904 y 57,543 para los isómeros de la PPasa de H. pylori. Si tomamos en cuenta el 

peso molecular del monómero de esta enzima (19,100), estos isómeros podrían 

corresponder a formas dimérica y trimérica de la enzima, siempre y cuando, las 

subunidades que forman el agregado mantengan un arreglo lineal. Es importante 

señalar que cuando la electroforesis en geles nativos de poliacrilamida se emplea para 

el análisis de una serie de oligómeros, la relación entre el peso molecular (o el número 

de subunidades) y KR no puede predecirse a menos de que se defina un modelo de la 

estructura cuaternaria del estado de agregación. Si los oligómeros tienen un arreglo 

lineal de esferas (como en una hebra), entonces el área de superficie (KR) es 

proporcional al número de subunidades (n). Si las sub unidades se unen en una esfera 

común, entonces el área de superficie (~) es asintóticamente parecida a nO. Las 

esferas estrechamente empacadas darán un resultado intermedio. Un tetrámero 

tetraédrico estrechamente empacado tendrá esencialmente la misma área de superficie 

que un trímero lineal. La relación entre KR y el peso molecular de los agregados se 

encuentra influenciada por el radio efectivo del poro del gel, especialmente cuando uno 

trata con especies de bajo peso molecular o con concentraciones altas del monómero 

de acrilamida que se emplea como agente de entrecruzamiento en la reacción de 

polimerización del gel (Chrambach y Rodbard, 1971). 

Los resultados obtenidos de los geles teñidos por actividad enzimática sugieren 

que las PPasas enzimáticamente activas pueden presentarse en varios estados de 

agregación. Estas formas activas de la enzima en H. pylori podrían estar relacionadas 

con las formas activas triméricas y monoméricas reportadas para E. coli (Borschik y 

col., 1985, 1986), debido a que ambas PPasas pertenecen a la subclase A de las 

PPasas, de acuerdo a la clasificación de Young y col. (1998), y comparten algunas 

características. 
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Fig. 14. Determinación del peso molecular de los isómeros de la PPasa de H. py/ori. La relación 
entre el logaritmo de los coeficientes de retardo (1<,,) y el logaritmo de los pesos moleculares de las 
proteínas estándares (O), fue utilizada para determinar el peso molecular de los isómeros de las PPasas 
de H. pylori (.) y de E. coli (O). Las proteínas estándares: a) ",-Iacloalbúmina (14.2 kDa), b) anhidrasa 
carbónica (29 kDa), c) ovoalbúmina (45 kDa), d) BSA monómero (66 kDa) y e) BSA dímero (132 kDa). 
Los valores de KR de cada proteína se encuentran anotados en la figura 13. 

Por otro lado, aunque se ha reportado que la estructura hexamérica de la PPasa 

de E. coli solo puede ser disociada por tratamientos severos como es la incubación con 

altas concentraciones de urea (Wong y col., 1970), por isopropanol (Borschik y col., 

1985), pH bajo (Borschik y col., 1986) o por mutagénesis dirigida de los residuos His-

136 e His-140 que se encuentran en la interfase trímero-trímero (Baykov y col., 1995); 

también se ha reportado que la forma trimérica de la PPasa se presenta en ausencia de 

Mg2
+ (Hachimori y col., 1979; Baykov y col., 1995). En el presente trabajo, la ausencia 

de Mg2
+ durante la electroforesis en geles nativos de las fracciones obtenidas por el 

proceso de purificación, excepto en el extracto crudo y en las fracciones de la 

desnaturalización a 60 oC y de la columna de Mono Q, podría explicar las aparición de 

los dos isómeros de la PPasa de H. pylori con actividad hidrolítica que se presentan en 

estas fracciones (ver Fig. 9A). 
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IV.4. Análisis de la secuencia de aminoácidos del N-terminal de la PPasa. La 

secuencia de los primeros diez aminoácidos del N-terminal de la banda proteica 

correspondiente a la PPasa de la cepa 8823 de H. pylori, obtenida de la columna de 

Mono Q, es similar a la secuencia de aminoácidos del N-terminal de la PPasa de la 

cepa 26695 de H. pylori (Tomb y col., 1997) que se predice de la secuencia de 

nucleótidos del genoma. La secuencia de aminoácidos de la enzima purificada en este 

trabajo presenta una sustitución conservada (1 por V) (Tabla 3), demostrándose que la 

banda con valor de Rf de 0.55 es la PPasa citoplásmica. 

La comparación de la secuencia del N-terminal de la PPasa citoplásmica de H. 

pylori de la cepa 8823 con la secuencia de aminoácidos que se predice de la secuencia 

de nucleótidos del genoma de la cepa J99 de H. pylori para la PPasa (Alm y col., 1999), 

también muestra similitud. En esta comparación se presentan dos sustituciones de 

aminoácidos, una de tipo conservada (E por D) y otra de tipo no conservada (K por Q) 

(Tabla 3). Es muy probable que esta sustitución no conservada no altere la función de la 

enzima. 

SECUENCIA N-TERMINAL de la PPasa de H. pylori 

H.pylori cepa 8823 MNLEKLE jSH 

H. pylori cepa 26695 M N L E K L E Y S H 

H. pylori cepa J99 MNLOQLEySH 

Tabla 3. Comparación de la secuencia del N-terminal de la PPasa citoplásmica de H. pylori. La 
secuencia N-terminal de la PPasa citoplásmica de la cepa 8823 de H. pylori obtenida en este trabajo, se 
comparó a través de Swissprot Data Bank con las secuencias de aminoácidos del N-terminal que se 
predicen de las secuencias de nucleótidos del genoma para las PPasas en las cepas 26695 y J99 de H. 
pylori. 
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Con los resultados obtenidos hasta aquí, podemos decir que las propiedades 

estructurales de la PPasa citoplásmica de H. pylori son similares a aquellas que 

presentan otras PPasas solubles. Las PPasas citoplásmicas son generalmente 

proteínas oligoméricas de subunidades idénticas. Las PPasas de organismos 

eucariotes tienen una estructura dimérica con subunidades de aproximadamente 30 

kDa (Cohen y col., 1978; Hachimori y col., 1983). Las PPasas bacterianas (Wong y col., 

1970) y de arqueobacterias (Verhoeven y col., 1986; Richter y Schafer, 1992; van 

Alebeek y col., 1994) forman complejos hexaméricos o tetraméricos de monómeros 

idénticos cercanos a 20 kDa. Una excepción al esquema bacteria/arqueobacteria de la 

PPasa es la aislada del metanógeno Methanothrix soehngenii que presenta una 

composición de subunidades a,2/32 con una masa molecular de 33 kDa para la 

subunidad a, y 35 kDa para la subunidad /3 (Jetten y col., 1992). La PPasa de H. pylori 

se ajusta al esquema bacteria/arqueobacteria de esta enzima, con una estructura 

aparente hexamérica (ver IV.5) de subunidades idénticas de alrededor de 19 kDa. 

Al contar actualmente con las secuencias del genoma de las cepas 26695 y J99 

de H. pylori (Tomb y col., 1997; Doig y col., 1999), se tiene la predicción de las 

secuencia que codifican a la PPasa (gene No. 0620 en la cepa 26695, y No. 564 en la 

cepa J99), las cuales tienen un 50% de identidad con la PPasa de E. coli. La masa 

molecular de la subunidad de la PPasa que se calcula de la secuencia de nucleótidos 

es de 19.2 kDa, valor muy cercano al obtenido en este trabajo. 

IV.5. Determinación de la masa molecular relativa de la PPasa citoplásmica 

nativa. La masa molecular relativa de la PPasa nativa de la fracción eluída de la 

columna de ro-aminohexil agarosa-PPi se estimó por filtración en gel en una columna de 

Sephacryl S-300 y su perfil de elución se muestra en la Fig. 15A. La enzima eluída en 

una posición que corresponde a VJVo = 1.51, indica una masa molecular de 102.7 ± 10 

kDa (n=3) (Fig. 158). Estos resultados sugieren que la PPasa citoplásmica nativa de H. 

pylori es un hexámero de monómeros idénticos de 19.1 ± 0.26 kDa, comparable a la 

enzima de E. coli, la cual está compuesta de seis monómeros de 19.5 kDa produciendo 

un hexámero de 118 kDa (Wong y col., 1970). 

54 



RESULTADOS Y DISCUSION 

A 
1.0 1.0 . 

~ - 0.8 0.8 

§ '" O •• '" e> O .• e> 
c> 

" .. 
q O., 3 o .• ]: Q 

0.2 
0.2 

20 25 30 ,. 40 4' SO 

No. de fracción 

5 .• B 

i" 5.2 

e:. 
'" .2 '.8 

4.4 

1.2 1.' 1 .• 1.' 

Ve/Vo 

e 1 a b e d e 1 a b e d e D 

Fig. 15. Filtración en gel. Al Perfil de elución en una columna de Sephacryl S-300 de la actividad de la 
PPasa de H. pylori determinada por absorbencia a 700 nm (o). La determinación de proteína por 
absorbencia a 280 nm (o). Las flechas indican las fracciones analizadas por electroforesis. B) Gráfica 
para determinar la masa molecular de la PPasa nativa de H. pylori (a) de los datos obtenídos de los 
volúmenes de elución de las proteínas en A. Las proteínas estándares (o) fueron: a) ferritina (440 kDa), 
b) PPasa de levadura (66 kDa), y e) anhidrasa carbónica (29 kDa). e) Gel nativo de poliacrilamida al 10% 
teñido por actividad enzimática y D) teñido con plata de la PPasa obtenida de la columna de co-aminohexil 
agarosa-PPi (1) y de las fracciones de la columna de Sephacryl S-300 señaladas en A con flechas a, b, 
e, d y e. 
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El análisis electroforético en gel nativo de algunas de las fracciones del pico de la 

PPasa citoplásmica eluído de la columna de Sephacryl S-300 (Fig. 15A), teñido por 

actividad enzimática (Fig. 15C), mostró las mismas dos bandas de actividad que se 

presentaron en el análisis electroforético de las fracciones obtenidas en las 

cromatografías del proceso de purificación (Fig. 9A). Esto sugiere que probablemente 

las condiciones electroforéticas mencionadas en el capítulo IV.3. promueven la 

desagregación de la estructura oligomérica de la enzima, debido a que la masa 

molecular de la enzima nativa estimada por filtración en gel fue de 102.7 ± 10 kDa (n=3) 

(Fig. 158). 

IV.6. Especificidad de sustrato y propiedades catalíticas de la PPasa 

citoplásmica. La PPasa citoplásmica de H. pylori parcialmente purificada es altamente 

específica al sustrato Mg-PPi 2-. La enzima no es capaz de hidrolizar otros sustratos 

fosforilados como son: tripolifosfato (PPPi), glucosa 6-fosfato, glucosa 1-fosfato, 13-

glicerofosfato, ATP, ADP, AMP Y p-nitrofenil-fosfato como se muestra en la Tabla 4. La 

ausencia de la actividad hidrolítica con p-nitrofenilfosfato como sustrato y la ausencia de 

inhibición con molibdato de sodio, que se muestra mas adelante, indican que la 

preparación de la PPasa citoplásmica no se encuentra contaminada con fosfatasas. 

Sustrato 1.1 mol Pi min-1 mg-1 

PPi 21.42 

Tripopifosfato O 

Glucosa...&-P 0.10 

Glucosa-1-P O 

p..glicerofosfato 0.20 

ATP 0.20 

ADP 0.68 

AMP 0.16 

p-nitrofenilfosfato O 

Tabla 4. Especificidad de sustrato de la PPasa citoplásmica de H. pylori. La enzima (3 ¡;g de 
proteína) obtenida de la columna de ro-aminohehil agarosa-PPi se empleó para determinar la actividad 
con los diferentes sustratos. El medio de reacción contenía: Tris-maleato 50 mM (pH 8.5), MgCI2 3 mM y 
2 mM de los sustratos señalados. La reacción se llevó a cabo durante 25 min a 37 oc. 
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La velocidad de reacción a diferentes concentraciones de Mg-PPi2- sigue una 

cinética de Michaelis-Menten (Fig. 17A). Una gráfica de Lineweaver-Burk (Fig. 17B) 

indica una Km aparente de 90 ¡.tM Y una Vmax de 24.0 ¡.tmol Pi min-1 mg-1
. Estos 

parámetros cinéticos se obtuvieron de las velocidades iniciales de reacción a pH 8.5 

utilizando el método de Ames (1966). La relación Mg2+'PPi se mantuvo en 1 y la 

concentración de Mg2
+ libre en 1 mM, como se muestra en la Fig. 17C. Si la 

concentración libre de Mg2+ no se mantiene fija, la curva de saturación de sustrato 

adquiere una forma sigmoidal, sugiriendo este resultado que el Mg2
+ libre tiene un 

efecto activador sobre la enzima. 
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Fig. 17. Cinética de hidrólisis de Mg_PPi2
-. Al Curva de saturación de sustrato. Las condiciones de 

ensayo fueron: Tris-maleato 50 mM (pH 8.5) Y las concentraciones del complejo Mg_PPi2. se indican en la 
abscisa. La concentración de Mg2

• libre se mantuvo fija en 1 mM. El tiempo de incubación fue de 3 min a 
37 OC con 3 ¡tg de proteína. Las barras representan la desviación estándar (n=3). Bl Gráfica de 
Lineweaver-Burk de los datos de la gráfica A. C) Curva de las concentraciones libres de Mg2

• ("'), PPi (o) 
y del complejo MgPPi2• (o) calculadas a través del programa de cómputo de Fabiato (1988), utilizando el 
valor de log Ks = 6, para el complejo MgPP¡2-. Actividad hidrolítica enzimática (o). 
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Todas las PPasas citoplásmicas y membranales requieren Mg2
+ para formar el 

sustrato hidrolítico y en forma libre para activar o regular a la enzima (Lahti, 1983). En 

algunas PPasas (Josse, 1966; Butler, 1971; Celis y Romero, 1987), se ha encontrado 

que otros cationes divalentes pueden activar a la enzima. 

La Figura 18 muestra la dependencia de cationes de la PPasa citoplásmica de H. 

pylori. En ella se observa que otros cationes (Mn2
+ > Co2

+ > Zn2
+) sustituyen 

parcialmente al Mg2
+ para formar el complejo con PPi y producen una actividad 

hidrolítica limitada. El Ca2
+ no produjo actividad enzimática a las concentraciones 

probadas y no hubo actividad en ausencia de cationes divalentes en el medio de 

reacción. 
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Fig. 18. Efecto de la concentración de cationes diva lentes sobre la hidrólisis de PPi. Las 
condiciones de ensayo fueron las siguientes: Tris-maleato 50 mM (pH 8.5), NaPPi 0.5 mM y las 
concentraciones de cationes divalentes variaron como se indica en la gráfica. Mg'· (.), Zn'· (O), Ca'· ( .... ), 
Mn'· (_) y Ca'· (O).EI tiempo de incubación fue de 20 min a 37 oC. 

La respuesta de la actividad de la PPasa se determinó a la concentración total de 

cationes divalentes señalados en la abscisa de la Fig.18, manteniéndose una 
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concentración constante de 0.5 mM de PPi, para formar el sustrato con MgCb en una 

relación 1: 1 y observar el efecto del aumento de la concentración libre del catión. En 

esta gráfica es evidente dos tipos de efecto dados por los cationes divalentes, con 

MgCI2 se observa una curva de saturación de sustrato sigmoidal con una velocidad 

máxima cuando la relación MgCb IPPi2- es cercana a 1, lo que sugiere que el sustrato 

funcional es Mg-PP¡2-. Con los otros cationes se observa una curva bifásica, teniendo 

una actividad máxima cuando la relación catión/PPi es cercana a 1, Y por arriba o abajo 

de esta concentración, la actividad hidrolítica disminuye. La inhibición a concentraciones 

altas del catión probablemente se debe al aumento de la concentración del catión libre 

en la mezcla de reacción (Celis y Romero, 1987). 

La especificidad de sustrato y catión de la PPasa citoplásmica de H. pylori es 

característica de las PPasas. La enzima es absolutamente dependiente de cationes 

divalentes para su acción catalítica y el Mg2
+ es el catión que le confiere la mayor 

actividad. Los cationes Mn2
+, Co2

+ y Zn2
+ pueden reemplazar parcialmente al Mg2

+, pero 

la efectividad de estos cationes se limita a un estrecho margen de concentración (0.3-

1.0 mM). En la mayoría de las PPasas estudiadas se ha observado la preferencia por 

Mg2
+ para su actividad hidrolítica, pero existen algunas excepciones como son la PPasa 

de Bacillus subtilis, que presenta mayor actividad con Mn2
+ (Tono y col., 1967) y la 

PPasa de Rhodopsudomones palustris, la cual alcanza la máxima actividad hidrolítica 

con Caz
+ (Schwarm y col., 1986). En el caso de la PPasa de H. pylori el complejo Mg­

PPiz- parece ser el único sustrato. 

IV.7. Efecto del pH e inhibidores sobre la actividad de la PPasa 

citoplásmica. La Figura 19 muestra que la actividad óptima de la enzima se encuentra 

a un pH de 8.5. Cabe señalar que no se observó actividad enzimática a pHs por debajo 

de 5.5. Cuando se emplearon otros sistemas amortiguadores (MES, MOPS, AMPSO Y 

CHES) en sus respectivos intervalos de capacidad amortiguadora, los resultados 

obtenidos fueron similares a los encontrados con Tris-maleato. 

Con 5 mM de molibdato de sodio no se observó inhibición de la actividad 

enzimática a ningún pH probado (Fig. 19), Y como se mencionó anteriormente, al no 
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presentarse actividad hidrolítica con p-nitrofenilfosfato, se confirma que la preparación 

no se encuentra contaminada con fosfatasas inespecíficas. 
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Fig. 19. Efecto del pH sobre la actividad de la PPasa cítoplásmica de H. pylori. Las condiciones de 
ensayo fueron: Tris-maleato 50 mM a los valores de pH que se indican en la abscisa, NaPPi 2 mM, MgCI, 
3 mM y 4.88 f'g de proteína. La actividad hidrolítica en ausencia de inhibidores (.) yen presencia de NaF 
10 mM (_) y de molibdato de sodio 5 mM (o). 

El pH óptimo de 8.5 para la actividad de la PPasa de H. pylori es similar a la de la 

mayoría de las PPasas (pH 8.3-9.8) (Josse, 1966; Hachimori y col., 1975; Tominaga y 

Mari, 1977; Verhoeven y col., 1986). Solamente las PPasas de arqueobacterias 

metanógenas y dos PPasas de termófilas presentan un pH óptimo menor (pH 6.5-8) 

(van Alebeek y col., 1994; Jelten y col., 1992; Richter y Schafer, 1992; Meyer y col., 

1995). 

El fluoruro, un inhibidor específico de las PPasas, inhibió la actividad enzimática 

al 100%, cuando se empleó a una concentración de 10 mM (Fig. 19). Con el propósito 
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de determinar la concentración de fluoruro de sodio que inhibe el 50% de la actividad 

enzimática (150), se realizó una curva de actividad de la PPasa a diferentes 

concentraciones de NaF (Fig. 20), los resultados indican que con 0.5 mM de NaF se 

alcanza el 90% de inhibición de la PPasa. El 150 obtenido de ésta gráfica es de 40 ¡.tM. 

100 

80 

" la 60 " 'S: 

~ 40 

::I! o 
20 

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

[NaF] mM 

Fig. 20. Inhibición de la actividad de la PPasa citoplásmica de H. pylori por NaF. Las condiciones de 
ensayo fueron las mismas que en la figura 19, pero el pH se mantuvo en 8.5 y las concentraciones de 
NaF se indican en la gráfica. 

El NaF inhibe a la PPasa de H. pylori igual que a las PPasas de otros 

organismos. La inhibición por NaF de la PPasa de levadura ha sido la más estudiada y 

se ha propuesto que el fluoruro fortalece el enlace de la enzima por el sustrato Mg_PPi2~ 

resultando en un enlace covalente (Baykov y col., 1976, 1977). Sin embargo, no todas 

las PPasas interactúan de la misma manera con el fluoruro. Las PPasas de organismos 

eucariotes parecen ser más sensibles al f1uoruro, como es el caso de las PPasas de 

levadura y de cerebro porcino que se inhiben al 50% con 6.7 ¡.tM Y 50 ¡.tM de NaF, 

respectivamente. Las PPasas bacterianas y de arqueobac!erias son menos sensibles al 
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fluoruro: las PPasas de Rhodopseudomones palustris (Schwarm y col., 1986) y 

Methanobacterium thermoautotrophicum (van Alebeek y col., 1994) se inhiben al 50% 

con 5 mM y 0.9 mM de NaF, respectivamente. El 91 % de inhibición de la PPasa de E. 

coli se alcanza con 1 mM de NaF (Josse, 1966) y la enzima de Thiobacilus se inhibe al 

80% con 1.25 mM del inhibidor (Tominaga y col., 1977). Mientras algunas PPasas 

bacterianas no se inhiben con fluoruro como la mayoría [Streptococcus (Lahti y col., 

1981), Ureaplasma (Davis y col., 1987) y Methanothrix soehngenii (Jetten y col., 1992)], 

la sensibilidad de la PPasa de H. pylori (150=40 ¡.¡M) parece ser más alta que la 

sensibilidad de la mayoría de las PPasas bacterianas. 

Es importante señalar que todo el procedimiento aquí descrito para la purificación 

y la caracterización de la PPasa, excepto el análisis de la secuencia N-terminal de la 

enzima, se realizó también con la cepa N2 de H. pylori, obteniéndose resultados 

similares. 

El papel de la PPasa de H. pylori parece ser muy claro, como la enzima tiene una 

localización citoplásmica no participa en la conservación de energía, su función como la 

de otras PPasas citoplásmicas es mantener la concentración de PPi baja. Por otro lado, 

no puede descartarse la posibilidad de que la hidrólisis de PPi pudiera proveer de 

alguna energía a otras vías biosintéticas. 
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.J. CONCLUSIONES 

La PPasa de Helicobacter pylori: 

1) Se localiza en el citoso!. 

2) Es específica para el sustrato Mg-ppr. 

3) El pH óptimo de su actividad es de 8.5. 

4) Es sensible a NaF con un Iso = 40 ¡.tM. 

5) La velocidad de reacción sigue una cinética de Michaelis-Menten con una 

Vmax de 24.0 ¡.tmolas Pi min-1 mg-1 y una Km = 90 ¡.tM. 

6) Es dependiente de cationes divalentes para su catálisis. El Mg2
+ le confiere la 

mayor actividad; sin embargo, Mn2
+ > Co2

+ > Zn2
+ pueden reemplazar 

parcialmente al Mg2
+. 

7) En su forma nativa la enzima presenta una masa molecular de 103 kDa y la 

forma monomérica de 19.1 kDa. 

8) Su función, como la de las otras PPasas citoplásmicas, es mantener la 

concentración de PPi baja dentro de la célula. Se requieren más estudios 

para determinar la posible participación de la PPasa en otros eventos 

celulares. 
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Abstrae! A eYlOplasmie pyrophosphatase [E.e. 3.6.1.1.] 
was partiaUy purifled from Helicobacter pylori. The mol­
ecular mass was estimated to be 103 kDa by gel filtration. 
Results of SDS-PAGE suggested that the enzyme eonsists 
of six idenrical subunits of 19.1 kDa eaeh. The enzyme 
specifieaUy catalyzed the hydrolysis of pyrophosphate 
and was very sensitive to NaF, but not to sodium molyb­
date. The optimal pH for aetivity was 8.5. Mg2+ was re­
quired for maximal activiry; Mn2+, C02+. and Zn2+ poorly 
supported hydrolytie aetivity. The pyrophosphatase had 
an apparent Km for Mg-PP,2- hydrolysis of 90 ¡.tM, and a 
V max estimated at 24.0 Jlmol P, min-1 rng-1• 

Key words Cytoplasmie inorganie pyrophosphatase . 
Helicobacter pylori . Fluoride sensitivity 

Abbreviation PPase Pyrophosphatase 

Introduction 

Helicobacter pylori is a grarn-negative. microaerophIllc 
bacterium that is now recognized as the pnncipal etiolog­
ical agent of human chronic gastritis (MarshalJ and War­
ren 1984). It is also assoeIated with peptie uleers (Hormek 
1987) and has been linked to the deve10pment of gastrie 
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cancer (Parsonnet et al. 1991) and, more recently, to hean 
disease (Mendall et al. 1994). 

There is asevere lack of information regarding the me­
tabolism of H. pylori. This bacterium can use glucose as a 
source of carbon and energy. The discovery of enzyrnes of 
the pentose pathway and glucokinase activity confirms 
that glueose can be utilized by this pathway. Moreover, in 
experiments in which radioactively labeled glucose was 
used as traeer. 1abel was ineorporated imo 1aetate (Mendz 
et al. 1993). Other enzyme activities sueh as eytoehrome 
oxidase, catalase, )'-glutarnyI transpeptidase. alkaline 
phosphatase, and DNase have been reported (Megraud 
1989); the gene eneoding a P-type ATPase has been 
c10ned (Melchers et al. 1996). The energy requirements of 
H. pylori are largely unknown and its key enzyrnes have 
not yet been described. In order to understand more cleariy 
how this bactenum utilizes various energy sources, we in­
vestigated the pyrophosphatases (PPases) of this mieroor­
gamsm. 

PP I is the simplest compound contaioing a phosphoan­
hydride bond and, in sorne cases. it can substitute for ATP 
(Wood 1977). ¡norgame PPases [E.C.3.6.1.1.] are widely 
distributed In living cells. and carry out [he hydrolysís of 
pp¡ to PI' lo many orgaoisms. the bulk of pyrophosphatase 
(PPase) aetivity is soluble, 10ealized in the eytosol and 
ser-lCS to hydrolyze the PP¡ that is released during blOsyn­
thetic reactíons. These soluble PPases have been described 
from various sources. Sorne organisms possess mem­
brane-associated PPases that are capable of urilizing the 
energy contained ID the phosphoanhydride bond of PP, to 
establish transmembrane lOnic gradients. Notable exam­
pIes of energy-transducting or energy-conservlOg PPases 
are the reversible H+ -translocaüng PPase of chromato­
phores from [he purple non-sulfur bacrenum R/lOdospiril­
lum ruhrum (Baltschcffsky 1978). the vaeuolar W­
rranslocatmg PPase of plam cclls (Rea el al. 1992), and 
the membrane-assocIateJ PPase of ammal and ycast mito­
chnndria (Mansurova 1989). 

Hl.!rc. we report rhe lsolation :md. charactcnz.atíon of 
lhe cylOplaSOlIC PPa~~ 01 H. PY!O/"I ami compare JlS prop­
~rtles \\11th ¡hose of PPa"es from orher org~llllsms. 



:erials and methods 

.vth of bacteria 

cobacter pylori strain 8823 (ATCC 49503) was a kind glft of 
Martín J. Blaser (Vanderbilt University School of Medicine. 
wille. Tenn.). Bacteria were grown on blood agar piates 
~CO tryptic soy agar supplemented wirh 5% ~heep blood) with 
~ vam:omycin/rnl under a microaerobic atmosphere 000/0 v/v 
) at 37"C for 48 h. For large-scaJe ¡iquid cultures. [he material 
ined from one plale was lnoculated imo 30 mi of Brucella 
h (SBL Secton Dickinson). m a Falcan mbe wnh H. pyloá se­
ve supplement (OXOID SR 147E) and 10% fetal bovine 
m. The culture was allowed to grow under the sume conditions 

gemle shaking. and harvested after 48 h by centnfugauon 
ri)xg for 10 min). The penet obtained was checked for purity 
for the presence of cutalase. oxidase. and urease acrivities. 
n staining was used to ascenam morphology and stain charac~ 
tics. The pellet was ¡hen used to moculare a 250-rnl ErIen­
er flask comaming 100 mi of BmeeHa broth supplernented 
, ¡ 0% fetal bovine serum. The bacteria were then grown as be~ 
. and harvested by centrifuganon after 48 h. 

)aration of cell-free extracrs and membrane frecrion 

harvested cells were washed twice by centrifugation 
OOOxg. 20 min) in 20 mM Tris-HCI. pH 8.6. plus 10 mM 
:l~ to eliminare aH giycerol present in the censo Far ultrasonic 
ure of the cells. they were resuspended (1/6 w/v) in the same 
'er with 200 U of DNase/50 mi buffer. and cells were somcated 
S-mI aliquors for 3 min on ice. After cemrifugatlon al 27.000xg 
W min at 4 oC. the supernatant was coHected and cemrifuged at 
.OOOxg for 80 mm at 4 oC. The pellet. comaming the membrane 
tion. was resuspended in 20 mM Tris~HCI. pH 8.6. 1 mM 
:::h. PPase and A TPase activitles were detennmed in ¡he resus~ 
ded pellet and cytoplasmic PPase actlvity m [he supematant. 

:ial purifieation of cytoplasmic PPase 

partial puriflcaüon of H. pylon cytoplasmlc PP:lse was a mod~ 
ltion oC the procedure by Klemme and Gest (1971). Qur 
hod did not include the protamine sulfate step. and the frac~ 
lauon step with ammomum sulfate was mcreased to 90% satu~ 
~n. AH steps except the Mono Q chrarnalography were camed 
at 4 oc. ACter ammomum sulfate fraetiOnarion. the dialyzed 

Iple was loaded amo a Sephacryl $-200 column (1.5x70 cm). 
ilibrated and el\.l.ten wnh 20 mM Tris~HC1 buffer. pH 8.5 
ffer A). Fractions wlth hlghesl actlvny were paoled and loaded 
o ())-arninohexylagarose-PP, affinity-exchange colurnn. and 
;hed wlth buffer A. buffer A plu;, 100 mM PP,Na. and again 
h buffer A. Bound protem was e1uted wlth a gradiem of O­
M NaCl in buffer A. Fractions contaming PPase activity were 

Iyzed. concentrated. and apphed to a FPLC Mono Q HR 5/5 an~ 
-exchange column tPharmacla) eqUllibraled with buffer A and 
red wilh a 60~m¡ gradient of 0-1 M NaCl in buffer A al a flow 
! oC 0.5 mI/m in. ActIve fmcrion .. were pooled and diaIyzed 
:mlght agamst buffer A plus 1 mM MgCl~. -The preparatlOn was 
red frozen al _20°C. 

tcnnmal sequence analy.sis 

LC~punfied PPase was loaded anto a natlVc palyacrylamlde gel. 
e protcms were !hen transfcrrcd onto .J. ProBlou membrane J.I 

:) mA for 2.5 h (4°C) in {he presence of 10 mM CAP$ (pH 11) 
j 10% methanoi followmg the procedurc of M:ttsud:lIra ( 1987). 
e membrane was s{amcd wuh COOnl:.lS5le blul!. R h) locate {he 
ase bando whlCh \.va<; cxclsed and subJcc{cd 10 N-tcnl1lnal \c~ 
::nce anaIY:-'I!> ¡H ¡he L.J.boratozrc dc MlcrCI\cqucnc;agc des Pro~ 
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téins. Institute Pasteur, Paris, France by Dr. J. d' Alayer. on a 473 
A Sequencer (Applied Biosystems) . 

PPase and A TPase assays 

PPase activity was measured by detennming P, released during 
enzyrnatic hydroiysls. For PP, hydrolysls. the assays comained 
50 mM Tris~maleate (pH 7.5 for Ihe membrane PPase. and pH 8.5 
for the cytopiasmic PPaseJ, 2 mM NaPP, and 3 mM MgCh. For 
A TP hydrolysis. [he assays comamed 50 mM Tris~acetate. pH 8.0. 
2 mM A TP. 3 mM MgCI~. 1.45 flM phosphoenol pyruvate and 
7 flg pyruvate kinase. Modificauons of these conditions are mdi~ 
cated in [he figure legends. The actlvity was carried out al 37°C 
using 100 flg membrane protein or 10 ¡.¡g cytoplasmic protein. The 
reaerion was slopped wnh trichloroacetie acid (final concentration 
6%). Phosphate was detennined in me supematant by the methods 
of Sumner (1944) or Ames (1966). The second method was more 
sensitive and was used to detennme Km. Protein was measured by 
the method of Lowry et al. (1951) with bovme serum albumin as 
standard. 

Gel electrophoresis and detectton of enzyme actIvity in gels 

Cytoplasmie PPase was anaIyzed by non-denaturing electrophore~ 
sis using the method of Davls (1964) on !>lab gels. To localize 
PPase activay m SltU. gels were treated as described in Romero et 
al. (1991). Procedures for characlenzing molecular weight Isomers 
using non-denatured poiyacryiamide gels were as in Hedrick and 
Smith (1968). 

Two-dimensional gel electrophoresis 

In the first dimenslon. protems were separated by 12% non-dena~ 
tunng gel electrophoresls. For the second~dimension. lanes from 
the non~denaturing gels were tncubated in 20 mM Tris-HC! (pH 
6.8) and 1 % ~~mercaptoethanol for 5 mino The proteins were sep~ 
arated by SDS~16% polyacrylamide gel electrophoresis as de­
scribed by Sehagger et al. (1986). For the determination of subunit 
molecular mass, a pIot of Rf values vs molecular mass was con­
structed usmg the protem standards monomeric bovine serum 
albumtn. 66 kDa: ovalbumin. 45 kDa: G~3-P dehydrogenase. 
36 kDa: carbomc anhydrase. 29 kDa: trypsinogen. 24 kDa: Irypsin 
illhibüor. 20 kDa, and a-lactoalbumm. 14 kDa. Protem was de~ 
tected by slivcr Staillmg as described by Oakley et al. (1980). 

Molecular mass c~t1matlOn of the soluble PPase by gel filtranon 

The partIally punfied PPase (I20 )lg protem) was applied to a 
Sephacryl S~300 column (lx47.5 cm) equilibraIed 10 20 mM Tns­
Hel (pH 8.5) and 1 mM MgCl~. The tlow rate was adjusted to 
0.2 mI/mm and protems. collected in O.5~ml fractions. were de­
tected by absorbance al 280 nm and assayed for PPase activity. 
The coiumn was calibrated with ferntin (440 kDa). yeast PPase 
(66 kDa) and carbolllc anhydrase (29 kDa). 

Cbemicals 

All chemlcals were of analytical grade and obtamed from com­
mercIa.l sources. 

Results 

Intracellular localizauon 

Inorgamc PPase ín bactcna IS usuaIly a cytoplasm1c en­
zyrne. Hüwever. ín ~omc bacteria $uch as Rlwdosplrillum 



.Ie 1 PaI1lal punficatlOn of 
PurificatlOn step Total Total Speclfic actlvity Punfication 

lpiasmlc PPase from Heli- volume proteio f~mol P, min-1 (-fold) 
acter pylon 

(mI) (mg) (rng proteint l ] 

erude extraet 150 96.2 1.71 
Supematant flutd [rom heat denaturation 140 53.5 2.09 1.2 
Ammonium sulfate fraenon 
Sephacryl S-200 
úJ-Aminohexylagarose-PP, 
Mono Q HR 5/5 

7rum, PPase activity is observed in both soluble and 
mbrane fractions. In arder ro Ioeate the PPase activities 
He/icobacter pylori, the membranes were separated 
m the soluble cell constituents by ultracentrifugation. 
e fresh membrane fraetíon contained low levels of 
ase aetivity whieh was 88% inhibited by 5 mM sodium 
)lybdate, suggesting that this activity IS due to an un­
~cific phosphatase. In the soluble fraction significantly 
)re PPase activity was recovered, which was completely 
libited by the PP.ses inhibnor N.F at 10 mM and in­
lsitive to sodium molybdate. Sorne ATPase actIvay was 
tected in the membrane fracüon but none was detected 
the soluble fraetion. 

nial purifieation of the eytoplasrnie PPase of H. pylori. 
alysis by gel eleetrophoresis. and N-terminal sequenee 

,ble 1 surnrnarizes the results of a parrial purification of 
;: soluble H. pyiori PPase using the prm.:edure uescríbed 

Materials and methods. The enzyrne was purified 
:-fold to a specific activity of 141.7 !lffiol p¡ min-! (rng 
otein)-I after FPLC Mono Q purifieation. The enzyme 
st 67% of its acrivity in 2 weeks when stored without di­
llent calions. 
When [he purified enzyme \Vas analyzed by non-dena­

ring electrophoresis and sil ver staimng. a dominant 
md was observed with an Rf value of 0.55 (Fig. 1, lune 
. When the gel was overloaded, four additionaJ bands 
¡th lower mobility were observed. When 3n ldentical 
gment was tested for enzyme activity by direct reaction 
1 the gel wirh PP¡. a single band of hberated p\ was found 
ith the same Rf value (Fig. 1, lane 2). Two-dimensional 
~l elcctrophoresis of the preparation showed the PPase 
lOd to be eomposed of a monomer of 19.1 kDa (data not 
lown). 

The N-tenninal sequence of the PPase bando was M-N­
-E-K-L-E. TlHS sequence is identical to the deduced 
-termmal amino acid sequen ce of the PPase from H. py~ 
'/"1 strain 26695. demonstrating that the bond of R f 0.55 IS 

le H fJ.v/on cytoplasmic PPase. 
Fractions eluted from thc Sephacryl S-200 column 

ere analyzed by natlve electrophoresls and slamed for 
lzyme aClivHy. Two zones of hberated PI' at Rj v:.¡lues of 
A and 0.55, were detecteo. Each oí' thc!'>c band!'>, when 
lalyzed by dcnatunng gel e\cctropllorcsls, gavc SiIlg:k 
JOb wllh rhe ~amc molecular lTlass (-19 lDa). !'>uggest-
19 that they Me ohgomcrs oí" the S<lI11C PP,ISC I1101l0111Cr 

J3 14.0 5.89 3.5 
7 4.8 8.7 5.0 
3.2 0.134 33.1 19.3 
1.96 0.024 141.7 82.8 

1 2 

Rf = U.""--> 

Fig.l Native poiyacryiamide gel electrophoresis of the partial pu­
n[¡ed PPase of Heilcohacter pyiori The active ffaetlon eluted 
tram ¡he Mono Q eolumn (4.6 ~g of protem) wa:. analyzed on a 
IOo/c polyaerylamide slab gel, WhlCh was subsequentJy !:.ilver­
stamed (fane 1) or actlvlly-stamed (lane 2). For the activlty :.tain. 
the gel was mcubated a¡ 37 oC in 50 mM Tns-maleate. pH 8.5, 
3 mM MgCl~. 2 mM NaPP I • for 30 mm 

This band pattem was not altered when a cocktail of pro­
tease inhlbnors [phenylmethylsulfonyl l1uonde (PMSF) 
and N-tosyl-L-phenylalanlOe chlorometnyl kelOne (TPLK). 
100 flg/rnl eaeh] were included during purification. By 
Ferguson plots analysis (data nOl shown), it was coo­
firmed that the two bands are molecular wcight isomers 
and not charge lsomers of the enzyrne. This indicates that 
an enzyrnatlcally active enzyme exists in several aggrega­
tion states. 

Detenmnat\On of the 1 dative molecular mass 
01' lhe natlve cytopl:.bmlc PPase 

Thc lelatlve molecular mas!'> oC lbe nalive PPa~e was esti­
matcd by gel filtra(¡on on ~I Scrhacryl S-300 column, Thc 
cnzymc ClUICd al a pO::,¡tiO!l cnrrc:-.pundlllg to \ 'j~ ',,= 1 51. 
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g.2 A pH profile of H pylori cytop!asmic PPase. Assay candl­
.ns were 50 mM Tns-maleate at the pH values mdicated in the 
SClssa. 2 mM PP,Na. 3 mM MgC!~, and 4.88 ~g of protein. In­
barion time was 15 mm at 37°C. Hydrolytic acuvity wlthout (e) 
d with (.) 10 mM NaF. B Inhibitlon oC Ji I'ylon PPase activity 
NaF. The conditiOns were as In A bu! al pH 8 5 and al the IOd/­

ted NaF concentrutlons, e Effcct 01' dlvaknt catiol1 concentra­
m on PP, hydrolysls. Assay COndl{lOnS were as follows: 50 mM 
¡s-maleate. pH 8.5. 0.5 mM NaPP, ... ll1d concentranon 01' dlvakm 
Ilons wcre vaned a~ indic..lted. Mg~~ (e). Coco (¿), Zn 2 • (_), 

n~+ (C)), .. md Ca> (:)). lncub<ltlQIl iml!;! wa:-. 20 lllln.H 37°C 
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indicating a molecular mass of 103 kDa (data not shown). 
These results suggest that the native cytoplasmic enzyrne 
of H.pylori is a hexamer ofidentical 19.1 kDa monomers, 
comparable to the Escherichia coli enzyme, which is 
composed of six monomers of 19.5 kDa. giving a hexa­
mer of 118 kDa (Wong et al. 1970). 

Substrate specificity 

The purified enzyme was highly specific for the substrate 
Mg-PP?-. Pi was not released at a significant rate from 
tripolyphosphate, glucose 6-phosphate. glucose 1-phos­
phate, [3-g1ycerophosphate, ATP, ADP, or AMP (data not 
shown). 

pH profile and effect of inhibitors 

Figure 2A shows that PPase activity was optima! around a 
pH of 8.5. No activity was observed below pH 5.5. Other 
buffer systems (MES, MOPS, AMPSO and CHES, at 
their respective buffering capacity ranges) gave similar 
results. Inhibition was not observed at any pH with the 
phosphatase inhibitor sodium molybdate. and hydrolytic 
activity was not observed with p-nitrophenyl-phosphate 
as substrate (data not shown), indicating that no unspe­
cific phosphatase is present in the preparation. 

F1uoride, a known inhibitor of PPases. inhibited the 
cytoplasmic enzyme 100%. A plot of activity vs NaF 
concentration (Fig.2B) indicates that 0.5 mM NaF gives 
90% inhibition of PPase activity. The 150 was equal [O 
40~M. 

Divalent cations requirement 

AH inorganic PPases, whether cytoplasrnic or membrane­
bound, require Mg2+ to fonn the hydrolytic substrate and 
m free forrn to activate or regulate the enzyrne (Lahti 
1983). Sorne PPases (Josse 1966; Butler 1971; Celis and 
Romero 1987) are activated by other divalem cations. 
Figure 2C shows the cation dependence of the H. pylori 
PPase. Other catlons (Mn2+>Co2+>Zn2+) ~ubstituted poorly 
for Mg2+ in the complex with PPI and gave limited hy­
drolyhc activity. Ca2+ did not support hydrolytic activity 
at any concentraüon. No activity was detected in the ab­
sence of added divalent cations. 

The response of the cytoplasmic PPase activity to the 
total divalent cation concentration at a constant PPI con­
centration of 0.5 mM is depicted in Fig.2C. Two kinds of 
divalent cation effects are evident. With MgCI2, a sigmoidal 
saturation curve with maximal rates when MgCliPP¡ ap­
proaches 1 is abserved, suggesting that the functional sub­
strate is Mg-PP?-. For the other tested catlons. a biphasic 
action IS cvident: that is, maximal activay occurs at 
rnetal/PP¡ rarios near 1. and aboye and below this concen­
trauan the hydroiytlc activity decrcases. The mhibition at 
high eation concentratlOns is probably duc to the presence 
nf free catlons In the assay (C't::hs :md Romero 1937). 
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Fig.3 Kinetics oi Mg-PP¡ hydrolysis. Reaction conditions were 
50 mM Tris maleate. pH 8.5. and Mg-PP, complex al the coneen­
Iration mdicated on [he absclssa Free Mg2+ was added to give a 
fixed concentration of 1 mM. Incubation time was 3 min al 37 oC 
with 3 ~g protein of ro-aminohexylagarose-PP, PPase fTacttOn. Er­
ror hars represent standard deviation (n=3). lnset Lineweaver­
Burk pIot of these data 

Kinetic properties 

The reaction rate at different Mg-PP?- concentrations fol­
lows Michaelis-Menten kinetics (Fig.3). A Lineweaver­
Burk plot (inset, Fig.3) indicates an apparent Km of 90 ¡.tM 
¡md a V m~ of 24.0 ¡.tmol P, min- I mg- I . In order te obtain 
these kinetic parameters the more sensitive assay of Ames 
(966) was used, keeping the ratio Mg2+/PP, at 1.0 and the 
concentration of free Mg2+ at 1 mM. When the free Mg2+ 
concentration is not fixed. sigmoidal substrate saturation 
curves were observed, suggesting an activation of the en­
zyme by free Mg2'. 

Discussion 

Cytoplasmic inorganic PPases catalyze the hydrolysis of 
inorganic PP1• a by-product of numerous important reac­
tions including nucleic acid polymerization, coenzyme 
synthesls. and amino acid and fatty acid actIvaBon. By 
cleaving PPI' the enzyme shifts the overal1 equilibrium in 
favor of synthesis and so plays a vital role in the celL 
PPase provides the simplest model reaction for studies of 
energy transduction at the level of phosphoanhydride 
bond fonnation and breakdown, and the data derived will 
be useful for understánding the mechanism of both PP 1 

and ATP synthesis. 
\Ve have found that, in the bacterium H. pyiori, most 

PPase activay was located in the cytosol. and we present 
the [¡rsl characterizatlon and partial purif¡cation of thls 
cytoplasmlc PPase. The propenies of thc purifled cyto­
pla!-.mic PPasc of H. pylori are .similar to those of other 
soluble PPase;;s. Cytoplasmic PPase;;s are gcncrally oligo­
mcric protcins conslsting uf idcntical subunlt~. Eukaryotle 

PPa~s have a homodimeríc structure with subunits of ap­
proxlmately 30 kDa (Cohen et al. 1978; Hachimori et al. 
1983). Bacterial (Wong et al. 1970), and archaeal (Ver· 
hoeven et al. 1986; Richter and Shiifer 1992; Van Alebeek 
et al. 1994) PPases fonn hexameric or tetrameric com­
plexes with single subunits of about 20 kDa. 111e H. pylori 
PPase fits into the bacterial/archaeal scheme with its ap­
parent hexameric native structure and its single subunit 
size of about 19 kDa. 

The complete genome sequences of two H. pylori 
strains (26695 and J99) are now available (Tomb et al. 
1997; Doig et al. 1999). Predicted coding sequenees for 
the inorganic PPase (gene no. 0620 in strain 26695, and 
564 in strain J99) have been found, which have a 50% 
identity with that of the E. coli PPase. 111e calculated mol-

. ecular mass for the subunit is 19.2 kDa, close to the value 
obtained in this work. 

The pyrophosphatase isolated from the methanogen 
Methanothrix soehngenii is an exception to the bacter­
ial/archaeal scheme; it has an a2~2 subunit composition, 
with molecular masses of 33 kDa for the a subunit and 
35 kDa for the P subunit (Jetten et al. 1992). 

The H. pylori PPase molecular mass isomers that were 
eluted from the Sephacryl S-200 fraction could be related 
to the trimeric and monomeric active forms reported for 
E. coli PPase (Borschik et al. 1985, 1986). The hexameric 
structure of the E. coli enzyme can only be dissociated by 
severe treatments, such as incubation at high concentra­
tions of urea. by isopropanol, or at low pH. 

The optimal pH for H. pylori PPase was 8.5. in agree­
ment with that for most PPases (pH 8.3-9.8) (Josse 1966; 
Tominaga and Mori.1977; Hachimori et al. 1975; Ver­
hoeven et al. 1986). Only PPases from a methanogenic 
and two thennophilic archaea have lower optimal pH 
(6.5-8) (Van Alebeek et al. 1994; Jetten et al. 1992; 
Richter and Scharer 1992; Meyer et al. 1995). 

NaF was found te Inhibit the H. pylori PPase. Inhibi­
hon of yeast PPase by fluoride has been extenslvely stud­
ied. It has been proposed that fluoride strenglhen~ the 
binding of the enzyme to the Mg-PP, complex, resulting 
in a covalent bond (Baykov et al. 1976, 1977). However. 
not all PPases ¡ntemet with fluoride in the same manner. 
Eukaryotic PPases appear to be more sensitive to fluoride 
(50% inhlbition of yeast and porcme brain PPases occurs 
at 6.7 ¡.tM and 50 ¡.tM, respectively). Bacterial and ar­
chaeal enzymes are inhibited more weakly: Rhodopseudo· 
mOlles palusrris (Schwann et al. 1986) and Merltallohoc· 
terium thermoawotrophicum PPases (Van Alebeek et al. 
1994) are mhibited 50% at 5 mM and 0.9 mM fluonde. re· 
spectively. E. coh PPase is inhibited 91% at I mM (Josse 
1966). and the Thiohacillus enzyme 81 % at 1.25 mM 
(Tominaga and Mori 1977), whilsl other bacterial PPases 
are not affeeted by fluoride at all [Sfreprococcus (Lahti 
and Nlcmi 1981), Ureaplasma (Davis el al. 1987), Me· 
thanor/¡rix soehngenll (Jetten et al. 1992)1. In companson. 
th~ tluoríde sensitlvlty of H pylorr (/50;::;;40 J.lM) 15 higher 
than rhar of most bacterial PPascs. 

The I-i pyJon PPa<;c dClllonsrrates the characterístlc 
sllhs[ratt~ and. catlon speciftcity features of PPase~. The 



'yme is absolutely dependent on the presenee of a diva­
tt eation for catalytie aetion, with Mg2. eonferring the 
~hest activity. Mn2+, Co2+, and Zn2+ could panial1y re­
lee Mg2+, but the effectiveness of the latter cations is 
1ited to a narrow range of eoneenlration (0.3 -1.0 mM). 
eferenee for Mg2. ha~ been observed in most PPases in­
stigated so fart with sorne exceptions, such as Bacillus 
btilis PPase, whieh shows highest aetivily with Mn2• 

ono and Komberg 1967), and Rhodopseudomones 
,Iustris PPase, in whieh Ca2• gives maximal hydrolytie 
tivilY (Sehwarm el al. 1986). PP" or, more eorreetly, Ihe 
g-PP,'- eomplex appears lo be Ibe sole substrate of Ihe 
. pylori PPase. 
The role of PPase in H. pylori is probably very 

raighlforward. As the enzyme is located in Ihe eyto­
asm. it plays no par! in energy eonservalion. lIs fune­
)n. as for other eytoplasmie PPases, is 10 keep lhe PP, 
meentration low, although Ihe possibility lhat il provides 
)me energy for other biosynthetie pathways, through the 
ydrolysis of PP" eannot be ruled Oul. Whelher il has a 
)le in vÍrulence mechanisms has yet to be detennined. 
his work inereases our underslanding of the metabolism 
f this pathogenic bacterium. 
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