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Resumen

Las infecciones del tracto urinario (ITU) estan asociadas a altas tasas de morbilidad en todo
el mundo y Escherichia coli uropatogénica (UPEC) es el principal agente etiologico. La
aparicion de cepas clinicas de UPEC multirresistentes motivo el desarrollo de una proteina
de fusion funcional para su utilizacién como una vacuna viable contra las ITU. La base
principal para la generacion de proteinas de fusion fue la amplia distribucion de las fimbrias
tipo 1, P y curli de UPEC asociadas a la colonizacion al tracto urinario, formacion de
biopeliculas y modulacion de la respuesta inmune. Las adhesinas PapG, CsgA y FimH de las
fimbrias antes mencionadas fueron fusionadas con la secuencia EAAAK con el siguiente
orden: fimH-csgA-papG-fimH-csgA. Esta plantilla permitié la clonacion de los diferentes
genes diméricos y triméricos para su posterior expresion y purificacion a partir de cultivos
de la cepa de E. coli BL21 (DE3). Los genes de fusién fc (fimH-csgA) y fcp (fimH-csgA-
papG) mostraron una alta estabilidad como moléculas de fusiéon. Asi mismo, el analisis
bioinformatico realizado en las proteinas de fusion FC (FimH-CsgA) y FCP (FimH-CsgA-
PapG) mostré una adecuada estabilidad estructural con los epitopos expuestos y con péptidos
de union al complejo principal de histocompatibilidad clase Il (MHCII). Estas proteinas de
fusién generadas fueron funcionales al ser evaluada en cultivo celular su capacidad de activar
la liberacion de IL-6 de 464.79 pg/mL para la proteina FC y de 521.24 pg/mL para la proteina
FCP. La liberacién de IL-8 mostr6 un valor de 398.52 pg/mL para la proteina FC y de 450.40
pg/mL para la proteina FCP. Las proteinas de fusion también reaccionaron con sueros y
orinas de pacientes con ITU; pero la proteina FC fue la molécula de mayor capacidad
antigénica para interaccionar con los anticuerpos IgA con una DOaso de 2.216 y de 1gG con

una DOasso de 0.837. La identificacion de anticuerpos en las orinas mostré valores de 0.950



de DOusso contra IgA y de 0.444 contra IgG. La adherencia de la cepa CFT073 a células de
vejiga fue reducida hasta el 73% con anticuerpos anti-FC y del 46% con anti-FCP. Estos
datos sugieren que estas proteinas de fusion tienen una capacidad protectora. En conclusion,
las proteinas FC y FCP fueron las biomoléculas de mayor funcionalidad por su capacidad
para liberar citocinas y por su alta expresion in vivo de acuerdo a los anticuerpos presentes
en muestras de orina y suero de pacientes con ITU. Estas proteinas de fusion pueden ser
consideradas viables para el disefio de una vacuna contra las ITU por su capacidad de

proteccion contra la adherencia de UPEC a células de vejiga.

Abstract

In the worldwide, urinary tract infections (UTI) are related to morbidity rates and
uropathogenic Escherichia coli (UPEC) is the main etiological agent. The generation of a
fusion protein as a viable vaccine against UTI has been proposed in this study due the high
prevalence of multi-resistant UPEC clinical strains. Fusion proteins were generated
considered the wide distribution of the type 1 fimbria, P, and curli. These fimbriae have been
associated to colonization of UPEC to the urinary tract, biofilm formation, and modulation
of the immune response. The adhesin PapG of P fimbria, CsgA of curli fimbria, and FimH
of type 1 fimbria were linked with the EAAAK short sequence until generated the gene
template with the followed order: fimH-csgA-papG-fimH-csgA. The dimeric and trimeric
genes were cloned from fusion gene, expressed and purified of the BL21 E. coli (DE3). The
fc and fcp genes showed the highest stability and viability as fusion molecules. In addition,
FC and FCP proteins showed a structural stability with exposed epitopes and with MHCII

binding peptides accord to bioinformatic analysis. The fusion proteins stimulated the release
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of IL-6, 464.79 pg/mL for FC and 521.24 pg/mL for FCP. These proteins also stimulated the
release of 1L-8, 98.52 pg/mL for FC and 450.40 pg/mL FCP. On the other, the fusion proteins
reacted with sera and urine from patients with UTI. In sera, FC protein reacted with IgA
antibodies with an ODasso of 2.216 and IgG with an ODaso of 0.837. In urine, FC protein
reacted IgA antibodies with an ODasso of 0.950 and IgG with an ODusso of 0.444. The
adherence of UPEC strain CFT073 to the bladder cell showed a significant reduction of 73%
when the bacteria were incubated with anti-FC and 46% incubated with anti-FCP antibodies.
These data suggest that these fusion proteins had a protective capacity. In conclusion, the FC
and FCP proteins were highly stable, demonstrated antigenic properties, and induced
cytokine release (IL-6 and IL-8); furthermore, antibodies generated against these proteins

showed protection against bacterial adhesion.
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Introduccion

Infecciones del tracto urinario: Escherichia coli uropatogénica

Las ITU son causadas principalmente por patdgenos de origen intestinal que contaminan la
uretra y ascienden a la vejigal. Las ITU pueden ser adquiridas en la comunidad y en los
hospitales; las cuales, estan asociadas con elevadas tasas de morbilidad a nivel mundial?.
Estas ITU son clasificadas de acuerdo al sitio de infeccion: orina (bacteriuria asintomatica),
vejiga (cistitis), rifion (pielonefritis) y sangre (bacteriemia)®. Las ITU también son
caracterizadas con signos y sintomas generales, tales como: hematuria, piuria, disuria,
frecuencia urinaria, urgencia, fiebre, dolor en la espalda baja y supraptbico®.

En Mexico, se han registrado méas de 4 millones de casos de ITU anualmente causando
un problema serio de salud publica por su alta morbilidad °. Las poblaciones con alto riesgo
de contraer ITU, son: recién nacidos, nifias en edad preescolar, mujeres con actividad sexual
y ambos sexos en edad avanzadal?. Las ITU en edad reproductiva representan la segunda
causa de morbilidad en mujeres y es la causa mas frecuente de complicaciones perinatales en
mujeres embarazadas®. Recientemente, 3,149,091 de casos de ITU se reportaron en mujeres
de todas la edades y 1,392,235 en mujeres entre 20 y 44 afios de edad®. Mientras, las ITU son
la tercera causa de morbilidad con 957,875 casos por afio en el sexo masculino; las cual, su
distribucion ha sido asociada con la edad, observando una disminucion de estas infecciones
en adultos mayores de 44 afios®. Las ITU en la pubertad (15 a 19 afios) son la tercera causa
de morbilidad con 297,831 casos y en pediatricos (<15 afios) con 360,220 casos®. La
prevalencia de ITU en nifios menores de 1 afio es de 20,300 casos por afio; adicionalmente,
la frecuencia de estas infecciones es de 0.4-1.0% en nifias, 0.1% en nifios circuncidados y

0.7% en nifios no circuncidados®”.
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Escherichia coli uropatogénica (UPEC, por sus siglas en inglés) es el agente etioldgico
con mas del 80% de las ITU; sin embargo, las infecciones por catéter en los hospitales, se
han asociado también con Staphylococcus, Klebsiella, Enterobacter, Proteus vy
Enterococcus®. La secuenciacion completa de los genomas de las cepas clinicas de UPEC
F11, 1AI39, UMNO026, UTI89, 536, CFT073, ABU 83972 y VR50 han mostrado que la
adquisicion de factores de virulencia ocurre en islas de patogenicidad, plasmidos y fagos a
través de la transferencia horizontal de genes®. Existen factores de virulencia que son
secretados y algunos de ellos son exportados para anclarse en la membrana externa para
colonizar el tracto urinario (TU) y generar una patologia clinica (Figura 1)1,

El mecanismo de patogenicidad de UPEC inicia con la adherencia a traves de la
participacion de adhesinas fimbriales (FimH, PapG, SfaS, FocH, CsgA y DrA) localizadas
en la parte distal de diferentes fimbrias (Tipo 1, P, S, F1C, curli y Dr), respectivamente!13,
La interaccion de las adhesinas con receptores celulares [proteinas o-D-manosiladas,
glicoesfingolipidos, acido neuraminico, factor que acelera el decaimiento (Daf, por sus siglas
en inglés) y proteinas de la matriz extracelular], localizados en el TU activan diferentes vias
de sefalizacion (apoptosis) y contribuyen a la colonizacion bacteriana 14°, La expresion de
la a-hemolisina (HIyA, por sus siglas en inglés), la toxina autotransportadora secretada (Sat,
por sus siglas en inglés) y el factor necrotizante citotoxico (CNF-1, por sus siglas en inglés),
contribuyen al aumento de la capacidad citotoxica de UPEC al TU. La presencia de sistemas
de captacion de hierro (yersiniabactina y aerobactina), son necesarios para la persistencia y

colonizacion de UPEC en una zona anatdmica con una baja concentracion de hierro®.
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Figura 1. Mecanismo de patogenicidad de UPEC en el tracto urinario. UPEC coloniza el tracto urinario
(TU) usando varios factores de virulencia (fimbrias, flagelo, capsula, LPS, proteinas autotransportadoras,
toxinas y siderdforos). EI mecanismo de patogenicidad inicia por la adherencia intima a las células superficiales
del TU (1) activando un proceso de invasién (2); el cual, le permite a la bacteria permanecer intracelularmente
para formar comunidades bacterianas intracelulares (CBI) (3). La interaccién de UPEC con la célula promueve
un estado de oxidacion intracelular, causando la filamentacion de la bacteria y eflujo posterior a la lisis celular
(4). La interaccion célula-bacteria estimula un proceso de apoptosis y el desprendimiento de las células
protectoras del TU (5). El epitelio intermedio del TU permanece expuesto y la bacteria coloniza nuevamente
para un nuevo ciclo de infeccion (6). Después de la reinfeccion, UPEC puede permanecer intracelularmente en
estado quiescente durante varios meses (7). El eflujo de UPEC es estimulado a través de la célula del huésped,
saliendo y colonizando el TU. Por otro lado, la lactoferrina (azul), la uromodulina (rojo), los anticuerpos IgA
(negro), la catelicidina y/o las defensinas (café) son secretados por diversos tipos celulares del huésped para
inhibir la unién de UPEC al TU. El uroepitelio produce 1L-6 e IL-8 estimulando la migracion de células de la
respuesta inmune, principalmente de neutréfilos (8). La activacion de las células presentadoras del antigeno
(CPA) por la captacién de antigenos asociados a UPEC (9), permite la presentacion de péptidos a las células T
y a la diferenciacion de células B a células plasmaticas que producen inmunoglobulinas (10).
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La adherencia de UPEC a las células del TU es un proceso inicial que promueve la invasion
para evitar el flujo de la orina, la actividad de anticuerpos y de proteinas con propiedades
bactericidas; ademas, de la accion de los antibiéticos'®. La invasion por UPEC es a través de
un mecanismo tipo “zipper”, un proceso que involucra a la membrana celular del hospedero
para envolver a la bacteria mediante la activacion de varias proteinas [las tirosinas cinasas,
el fosfoinositol-3-P (P1-3) cinasa y las proteinas de control de division celular (Cdc, por sus
siglas en inglés) que promueven complejos entre componentes del citoesqueleto (actina,
microtdbulos y vinculina)®’.

Se ha demostrado queUPEC es capaz de sobrevivir dentro de macréfagos, un evento
que contribuye a su diseminacion en el TU*®. En el citoplasma, UPEC inicia la formacion de
estructuras tipo biopeliculas denominadas comunidades bacterianas intracelulares (CBI),
encapsuladas en vesiculas fusiformes RAB27b* (proteina relacionada a Ras) y asociadas a
filamentos intermedios de las células del TU. La formacion de CBI ocurre en tres etapas:
estado temprano (formacion de las CBI), estado intermedio (maduracion de las CBI) y estado
tardio (eflujo y liberacion de las CBI por las células del TU)®. La interaccion del LPS
(lipopolisacarido) con el receptor tipo “Toll” (TLR, por sus siglas en inglés) 4 favorece el
aumento de adenosina monofosfato ciclico (AMPc, por sus siglas en inglés) y la expulsion
de UPEC envueltas en vesiculas RAB27b* 192122 | a activacion de TLR4 por UPEC (LPS,
FimH y/o PapG) genera un estado oxidativo intracelular; la cual, origina la filamentacion por
inhibicion de la division bacteriana®. El crecimiento de los filamentos de UPEC, promueve
la lisis celular del huésped, el eflujo de la bacteria y el inicio de un nuevo ciclo de

infeccion®*%, UPEC puede entrar en un estado quiescente por periodos prolongados en
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exosomas, un mecanismo que favorece a la bacteria para pasar desapercibida por el sistema
inmune?®. El canal 3 tipo mucolinico TRP (TRPML3, por sus siglas en inglés) es expresado
en la superficie de los exosomas; el cual, puede ser activado por UPEC promoviendo la
neutralizacion y la exocitosis de los exosomas con bacterias en estado quiescente?’. La salida
de UPEC envuelta en vesiculas fusiformes probablemente es promovida por su fusion en la
membrana celular del uroepitelio, utilizando vias alternas; la cual, tiene como finalidad el
aumento de la superficie celular y la distencion de la vejiga?®. La salida del estado quiescente
de la bacteria favorece el proceso de reinfeccion al TU por la misma bacteria; la cual, es
definida como ITU recurrente y sus complicaciones favorece la presencia de pielonefritis y
urosepsis®. La patogenicidad de UPEC a través de diferentes mecanismos promueve la
colonizacidn, persistenciay recurrencia de la infeccion; aunque, el huésped también establece

una respuesta inmune contra las ITU (Figura 1).

Cepas clinicas de UPEC multidrogoresistentes (MDR) y extremodrogorresistentes
(XDR)

El aumento de cepas de UPEC MDR y XDR ha complicado el tratamiento de las ITU con un
impacto directo en el costo y la estancia hospitalaria®®. Recientemente, describimos el perfil
de resistencia, integrones y beta lactamasas de espectro extendido (BLEES); ademas la
tipificacion (genes de virulencia y grupos filogenéticos) de cepas clinicas de UPEC MDR y
XDR asiladas de nifios con ITU. Las cepas clinicas de UPEC MDR se agruparon dentro del
filogrupo D y se asociaron con la presencia de integrones de clase 1 y 2. Las cepas de UPEC
XDR se agruparon principalmente en el grupo filogenéticos B2 y mostraron un fenotipo de
BLEEs. La distribucion de los genes que codifican para las adhesinas fimbriales FimH, CsgA

y PapG variante 1l se identificaron en ambos grupos de cepas clinicas de UPEC3!. La
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implementacidn de nuevas vacunas viables que generen proteccion eficiente contra las cepas
de UPEC MDR y XDR puede generar un impacto favorable en la salud a través de la

disminucion de las ITU

Vacunacion

Las vacunas disponibles actualmente son dirigidas principalmente a la respuesta inmune
sistémica, debido a la dificultad de estimular la inmunidad de la mucosa®. Diferentes
antigenos de UPEC (antigeno O, FimCH [FimH unida a la chaperona FimC] y PapDG [PapG
unida a la chaperona PapD], HIyA y IroN), han sido evaluados después de la inmunizacién
parenteral en modelos animales, generando una respuesta especifica a nivel sistémico y no
en mucosa®*3%, La inmunogenicidad en la mucosa es inducida eficazmente por la
administracion de antigenos via intranasal (IN), intravaginal y oral, mientras, con la
administracion parenteral se adquiere una respuesta no eficiente®’. La vacuna SolcoUrovac®
(lisados de uropatogénos) administrada via mucosa vaginal, reduce significativamente las
ITU recurrentes de acuerdo a un estudio de fase clinica I1°8. Sin embargo, las vacunas
administradas via vaginal ha generado reacciones adversas; las cuales, son manifestadas por
dolor e irritacion del epitelio vaginal®. La administracion oral del inmunomodulador
Urostim, estimula una respuesta celular y humoral sin generar una proteccién contra la
infeccion®®. La administracion via oral diaria de OM-89/Uro-Vaxom® ha generado una
reduccion en las ITU recurrentes; sin embargo, esta via produce una tolerancia inmunolégica
y diversas manifestaciones clinicas a nivel gastrointestinal*l. La inmunizacion via
transuretral a ratones con cepas de UPEC atenuadas no son persistentes en el TU y favorecen
una proteccion inespecifica®?. La inmunizacion IN con diferentes antigenos de UPEC (ChuA,

Hma, lha, IreA, IroN, IutA y FimH) activa la liberacion de altas concentraciones de IgA en
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saliva, vagina y orina®***. La vacunacion IN de adhesinas fimbriales puede ser la mejor via
para generar una respuesta inmune humoral con anticuerpos IgA en la mucosa del TU con

proteccion al huésped contra las ITU por UPEC.

Adhesinas fimbriales y respuesta inmune

Diversos estudios han sido empleados para describir el desarrollo de estrategias efectivas en
la prevencion, tratamiento y/o manejo de las ITU causado por la aparicion de cepas de UPEC
MDR y XDR. Existen vacunas poco efectivas generadas a partir de proteinas de UPEC, tales
como: adhesinas fimbriales, autotransportadores, toxinas, siderdéforos, flagelo y proteinas de
membrana externa. Estas estructuras proteicas se encuentran localizadas en la superficie de
la bacteria, participan en el mecanismo de patogenicidad, son expresadas durante una
infeccion y son consideradas como estimuladoras de la respuesta inmune del hospedero®.
UPEC produce la adhesina FimH localizada en la parte distal de la fimbria tipo 1, PapG en
la fimbria P, SfaS en la fimbria S, Focl en la fimbria F1C, DraA en la fimbria Dr y CsgA en
la fimbria Curli. Estas adhesinas fimbriales participan significativamente en la adherencia y
colonizacion de UPEC a las células del TU*2, La fimbria tipo 1 estd ampliamente distribuida
(80-90%) en cepas de UPEC, relacionada con procesos de adherencia, invasién y formacion
de CBI en el TU, El gen csgA se encuentra en mas del 95% de las cepas de UPEC; el cual,
codifica para la proteina estructural CsgA de la fimbria curli que se ha asociado
principalmente a procesos de urosepsis*’°. La fimbria P tiene una distribucion entre el 35
al 45% en cepas de UPEC vy participa en la colonizacion del rifidn a través de la interaccion
con las globoceramidas localizadas en la superficie de las células renales. La diversidad de
globoceramidas ha favorecido la aparicion de 3 variantes alélicas en el gen papG [papGaes

(variante 1), papGaonaz (variante I1) y prsGygs (variante 111)]°°. Es importante mencionar que
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las adhesinas FimH, CsgA y PapG (variante 1) son relevantes en la patogénesis de UPEC,;
ademas, de su amplia distribucion cuando son comparadas con otras adhesinas fimbriales*’.
Por lo tanto, estas adhesinas pueden ser importantes biomoléculas viables para la generacion

de una vacuna eficaz que estimule una respuesta inmune.

Inmunogenicidad de FimH

La adhesina FimH de la fimbria tipo 1 ha sido ampliamente utilizada como una vacuna en
modelo animal. El suero de ratones C3H/HeJ inmunizados con FimH y la fimbria tipo 1
inhibe la adherencia a células humanas de vejiga®. El dominio de unién a manosa de FimH,
la proteina completa y en asociacion con FimC (chaperona), reducen significativamente la
adherencia en vejiga y rifién de ratones y monos cynomolgus. Estos datos sugieren que los
anticuerpos especificos anti-FimH inhiben la colonizacion de UPEC352%4, La proteina
recombinante FimH fusionada con FliC, induce un aumento de la respuesta inmune celular
y humoral contra las ITU en modelo murino. Estos estudios, mostraron niveles altos de
inmunoglobulinas (IgG1 e IgG2a) y la liberacion de citocinas (INFy y 1L4) por células T
(Th1l y Th2) identificados después de una inmunizacion subcutanea®. La proteina de fusion
de FimH (UPEC) y MrpH (Proteus mirabilis), induce significativamente la liberacion de
anticuerpos 1gG e IgA en diversas muestras de ratdn (suero, orina, lavado nasal y vaginal)
después de la inmunizacion IN. La inmunidad celular tipo Thl y Th2 generada por las
proteinas FimH/MrpH con o sin adyuvante MPL, sugiere que una de estas proteinas
funcionan como una molécula adyuvante®®. Adicionalmente, se observé que la proteina
FimH interacciona con el TLR4 a través de un correceptor a-manosilado, que favorece la
activacion de células epiteliales CD4™ mediante la via Tirap-MyD88 para el reclutamiento de

neutrofilos en la mucosa®’28.
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Inmunogenicidad de la proteina CsgA

Datos preliminares han mostrado que la proteina CsgA funciona como una adhesina
accesoria que contribuye a la adherencia de UPEC a células de vejiga. Estudios mas finos
son requeridos para determinar la funcién especifica de CsgA de UPEC en un proceso de
colonizacion®. Otro estudio mostré niveles altos de anticuerpos anti-CsgA en sueros de
pacientes convalecientes de sepsis, sugiriendo que la proteina CsgA es expresada in vivo; sin
embargo, la inmunogenicidad de esta proteina no fue evaluada en este estudio. La fimbria
curli en otras E. coli induce significativamente la liberacion de citocinas proinflamatorias
(TNFa, IL-6 e IL-8) en células de macréfagos®™. La proteina recombinante CsgA de
Salmonellay la fimbria curli de E. coli MC4100, participan en la liberacion de I1L-8 en células
de macrofagos de humano THP-1 a través de la interaccion cooperativa de TLR1 y TLR2¢,
La proteina CsgA también ha sido considerada como un PAMP (Patrones Moleculares
Asociados a Patogenos, por sus siglas en inglés), responsable de generar una respuesta de IL-

6 ¢ IL1p mediante la via del inflamosoma (NLRP3)%%62,

Inmunogenicidad de PapG

La adhesina PapG de UPEC ha sido involucrada en procesos de pielonefritis en humanos®3,
La interaccion de PapG con un correceptor del TLR4 con caracteristicas de esfingolipido,
activa la secrecion de I1L-6 e 1L-8°"%4, La inmunizacion intraperitoneal de la fimbria completa
y con la chaperona PapD generara una proteccion contra la inflamacion del rifion e induce
una produccion de anticuerpos especificos en sueros de raton y mono cynomolgus®*%°. Sin

embargo, diferencias no significativas fueron observadas entre el nimero de bacterias
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recuperadas en orina y el grupo control, probablemente por la expresion de otras fimbrias

que contribuyen en la colonizacion bacteriana®:.

Proteinas de fusion multiméricas

Las proteinas recombinantes generadas por la fusion de diferentes antigenos de dos 0 mas
patdgenos, han conferido una mayor respuesta inmune y una proteccién en modelo animal
contra las ITU%®, Estos antigenos o biomoléculas son conocidas como quimeras y/o
proteinas de fusion; ademas, son utilizadas para la generacion de vacunas multiméricas contra
las ITU de UPEC. La vacunacion utilizando proteinas de fusién han mostrado aumentos en
la respuesta inmune celular [células T tipo Thly Th2 (INF-y y IL-4)] y humoral (niveles
altos de anticuerpos 1gG1 e 1gG2a) contra las ITU in vivo®>®®, Las proteinas de fusion que
incluyen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP), inducen una respuesta
especifica, potente y rapida en ausencia de adyuvante®’. El reconocimiento especifico de
PAMP es mediado principalmente por TLR, un receptor de reconocimiento de patrones
(PRR) que estimula cambios en la presentacion del antigeno y en la activacion celular®®. La
probable interaccion de PRR con proteinas de fusion basadas en las adhesinas (FimH, CsgA
y PapG) de UPEC, puede generar la activacién rapida del sistema inmune y la presentacion
de antigenos por la célula presentadora del antigeno (CPA). La finalidad de estas proteinas
de fusion es generaranticuerpos de mucosa del isotipo IgA, especificos contra las principales

fimbrias con capacidad para bloguear la adherencia de UPEC en el TU.
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Planteamiento del problema

A nivel mundial, diversas vacunas se han empleado para prevenir las ITU; sin embargo, no
se ha desarrollado una proteccion eficaz. El tratamiento de las ITU por UPEC también se ha
complicado por la adquisicion de la resistencia a diversos antibioticos por la bacteria; el cual,
disminuye las opciones de tratamiento a estas infecciones. La adhesina FimH de UPEC ha
sido utilizada frecuentemente para el desarrollo de vacunas contra las ITU sin obtener
resultados eficientes. Esta bacteria es capaz de expresar otras fimbrias durante la infeccion
representando un problema para generar una vacuna monovalente. Diversas fimbrias
involucradas en la patogénesis de UPEC en el tracto urinario, tales como: La fimbria P
(PapG) relacionada a pielonefritis y curli (CsgA) a urosepsis. Estas fimbrias junto a FimH
pueden ser candidatos para la generacion de proteinas recombinantes de fusion. En este
contexto, la pregunta de investigacion a responder es: ¢La construccion de una proteina de
fusién con las adhesinas FimH, PapG y CsgA generara una biomolécula viable para la

implementacion de una vacuna contra la infeccion de UPEC?
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Justificacion e hipdtesis

El desarrollo de una proteina de fusion eficiente y segura que sea capaz de inducir una
respuesta inmune representa una alternativa como vacuna para la prevencion de las ITU. La
incorporacion de ligandos TLR puede dar como resultado una vacuna segura con mayor
eficacia, siendo igual o mejor a las formuladas con adyuvante. Recientemente, una proteina
de fusion generada con FimH y FliC como ligando de TLR5 fue evaluada y mostrd un
aumento en la respuesta humoral y celular cuando se compard con la proteina FimH
individual y la mezcla FimH con FIiC®°. La incorporacion de uno o mas factores de virulencia
como en una proteina de fusion puede generar una respuesta mas eficiente, como la proteina
MrpH-FimH de UPEC y Proteus. Por lo tanto, una proteina de fusién generada con las
adhesinas PapG, CsgA y FimH aumentara la respuesta inmune humoral y celular, ademas de

su capacidad protectora contra la infeccion por UPEC en el huésped.
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Objetivo general
Generar y caracterizar proteinas de fusion que incluyan las principales adhesinas fimbriales

de cepas clinicas de Escherichia coli uropatogénica.

Objetivos particulares
e ldentificar las principales adhesinas fimbriales en cepas clinicas de UPEC
e Disefar in silico las proteinas recombinantes de fusion.
e Generar proteinas recombinantes de fusion.
e Determinar la viabilidad de las proteinas recombinantes de fusion como una

biomolécula con potencial a vacuna funcional.
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Materiales y métodos

Aislamiento e identificacion de cepas clinicas de UPEC
En el Hospital Infantil de México Federico Gomez (HIMFG) fueron colectadas 178 cepas
clinicas de UPEC de pacientes pediatricos con ITU complicadas (cITU) y no complicadas
entre el 1 de noviembre del 2012 al 31 de julio del 2013. Adicionalmente, las cITU de los
pacientes pediatricos también fueron diagnosticadas con otras manifestaciones clinicas, tales
como: diabetes, leucemia, cancer y anomalias en el tracto urinario.

Para este estudio, las cepas de UPEC fueron procesadas en el Laboratorio Central
(4rea de Bacteriologia) del HIMFG siguiendo los criterios Kass (=100,000 UFC/mL) y se
identificaron utilizando el sistema Vitek MS (BioMeérieux SA, France). La pureza de las
cepas clinicas de UPEC fue realizada cultivandolas en medio MacConkey y Agar sangre
(Difco-Becton Dickinson, NJ, USA) a 37°C durante 24 h. Las cepas de UPEC fueron
guardadas en crioviales con medio Luria-Bertani (LB; Difco-Becton Dickinson, NJ, USA) y

suplementado con 25% de glicerol (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA) a -70°C.

Susceptibilidad antibidtica de las cepas clinicas de UPEC

El perfil de susceptibilidad de las cepas clinicas de UPEC a 9 grupos de antibidticos fue
realizado usando el equipo automatizado Vitek 2 (BioMerieux SA, France) y siguiendo el
protocolo de la CSLI/2015. Los antibidticos ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico,
cefaclor, ceftriaxona, ceftazidima, norfloxcina, ofloxacina, meropenem, imipenem,
gentamicina; trimethoprim-sulfamethoxazol y nitrofurantoina fueron incluidos en este
estudio. Las cepas E. coli ATCC 25922 (VA, USA) y Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 (VA, USA) se utilizaron como control de calidad.

25



Identificacidn de los grupos filogenéticos de las cepas clinicas de UPEC

Las cepas clinicas de UPEC fueron cultivadas en medio LB y la extraccion del ADN (acido
desoxirribonucleico) fue realizada utilizando el Kit de Purificacion de ADN Gendmico
Wizard® (Promega Corporation; WI, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
concentracion y pureza del ADN fue determinada espectrofotométricamente a una densidad
Optica de 260 nm utilizando un NanoDrop (Thermo Fisher Scientific; MA, USA). Los grupos
filogenéticos A, B1, B2 y D fueron determinados por Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) de acuerdo a la presencia de los genes chuA, yjaA vy el
fragmento génico TspE4.C2 usando iniciadores especificos (Tabla 1). Los grupos
filogenéticos fueron asignados de la siguiente manera: grupo B2 (chuA +/ yjaA +), grupo D
(chuA + / yjaA-), grupo B1 (chuA- / TspE4.C2 +) y grupo A (chuA- / TspE4.C2-)'. Las
cepas de E. coli LMM36-ULA (chuA + y yjaA +) y E. coli LMM32-ULA (TspE4.C2 +)

obtenidas de la casa comercial ATCC (VA, USA), fueron utilizadas como control positivo.

Determinacién de genes de virulencia en cepas clinicas de UPEC

Los principales genes asociados a la virulencia de UPEC fueron determinados por PCR
multiplex usando iniciadores especificos (Tabla 1). Los genes asociados a las fimbrias fueron
los siguientes: la adhesina PapG con sus tres variantes (papGl, papGll, papGlll) y la proteina
PapF (papF) de la fimbria P; ademas, el gen fimH que codifica para la adhesina FimH de la
fimbria tipo 1 y el gen csgA que codifica para la proteina CsgA de la fimbria curli. Otros
genes que codifican para captadores de hierro y toxinas también se incluyeron en este estudio,

tales como: el gen iutD que codifica para la aerobactina, fyuA para la yersiniabactina, hlyA
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para la a-hemolisina, tosA para la proteina TosA (type one secretion A, por sus siglas en
inglés). Por altimo, los genes asociados a movilidad y quimiotaxis, fueron los siguientes: el
gen motB que codifica para la proteina MotB y fliC para la proteina FIiC como componentes
esenciales en la funcion del flagelo de UPEC. La cepa de UPEC CFT073 (ATCC 700928) y

J96 (ATCC 700336) fueron usadas como control positivo.

Generacion de cepas mutante y complementacion en trans
La cepa de UPEC 529U-0712 fue seleccionada considerando la presencia del gen csgA y su
sensibilidad a gentamicina, ampicilina, kanamicina y cloranfenicol. Esta cepa fue
caracterizada por nuestro grupo de investigacion; a partir de una coleccion de 500 cepas
clinicas de UPEC3L. La inactivacion del gen csgA con un casete de resistencia kanamicina o
cloranfenicol fue realizada usando el método descrito por Datsenko y Wanner en el 200272,
La verificacion de las probables mutantes fue evaluada por PCR usando iniciadores que
reconocen 100 pb rio arriba y abajo del gen csgA (Tabla 1). La mutante fue verificada por la
presencia de un amplicdn de aproximadamente 1400 pb y por la ausencia de fijacion del
colorante rojo Congo. La observacion de las estructuras en forma de risos por microscopia
electronica de transmision (MET) fue otra forma de verificar la mutacion del gen csgA.

La restauracion del fenotipo de la cepa mutante fue realizada por complementacion
en trans con el plasmido pJcsgGC; el cual, contiene los genes involucrados en la biogénesis
de curli. El plasmido pJcsgGC fue generado por la clonacion de los operones csgGD y csgBA

en el plasmido pJET1.2 blunt (Thermo Fisher Scientific; MA, USA).
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Tabla 1: Lista de iniciadores usados en este estudio.

No. Secuencia (5'-3") Aplicacion
1 FimH F AGAAGGAGATATAACTATGAAAACCGCGAACGGT Amplificacién y
ACCGCGATCCCGATCGGTGGTGGT clonacion de proteinas
2 FimHR GTGGTGGTGATGGTGATGGCCCTGGTAAACGAAG Amplificaciéon y
GTAACACCGATGATAGACTGAAC clonacion de proteinas
3 CsgA F AGAAGGAGATATAACTATGTCTGAACTGAACATCT Amplificaciéon y
ACCAGTACGGTGGTGGTA clonacién de proteinas
4 CsgAR GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGTACTGGTGCGCGG Amplificaciéon y
TCGCGTTGTTACCGAA clonacion de proteinas
5 PapG F AGAAGGAGATATAACTATGTCTCTGGGTAACGTTA Amplificaciéon y
ACTCTTACCAGGGTGGTAA clonacion de proteinas
6 PapG R GTGGTGGTGATGGTGATGGCCCGGCAGGATCATCA Amplificacién y
GCAGGGTCGCAGAACCAG clonacién de proteinas
7 mCsgA F GTTTTACATGAAACTTTTAAAAGTAGCAGCAATTG Mutacidn del gen csgA
CAGCAATCGTATTCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
8 mCsgA R GCGCCCTGTTTCTTTCATACTGATGATGTATTAGTA Mutacion del gen csgA
CTGATGAGCGGTCGCATATGAATATCCTCCTTAG
9 VCsgA F GCCAGTATTTCGCAAGGTGC Verificacién de la
mutacion del gen csgA e
identificacion de curli
10 VCsgA R GGTGTACATATCCCCTTGCTGG Verificacion de la
mutacion del gen csgA e
identificacion de curli
11 CsgG F GCGAGCTCGGTTGATATTTGGTTACGC Clonacion del operéon
de curli
12 CsgCR CTCTCTTATGCTCGGCAGTTGAGCTC Clonacion del operon
de curli
13 iFimH F CGGCGGATCCATGGAGATGATTGTAATGAAACGA Identificacion de la
G fimbria tipo 1
14 iFimH R CCGCAGATGCGGGCAACTCG Identificacion de la
fimbria tipo 1
15 iPapF F GTTTTCTGTACCGCTCTCCG Identificacion de la
fimbria P
16 iPapF R CATGCTCATACTGGCCGTG Identificacion de la
fimbria P
17 ChuA-F GACGAACCAACGGTCAGGAT Grupos filogenéticos
18 ChuA-R TGCCGCCAGTACCAAAGACA Grupos filogenéticos
19 YjaA-F TGAAGTGTCAGGAGACGCTG Grupos filogenéticos
20 YjaA-R ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC Grupos filogenéticos
21 TspE4AC2-F GAGTAATGTCGGGGCATTCA Grupos filogenéticos
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22 TspE4C2-R CGCGCCAACAAAGTATTACG Grupos filogenéticos

23 TosA-F GCACAGCATAACGGGAAAAT Identificacion de TosA

24 TosA-R CCAGCATGTTACCACGAATG Identificacion de TosA

25 iutD-F TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT Identificacion de la
aerobactina

26 iutb-R AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG Identificacion de la
aerobactina

27 HylA-F CGTGGACACAGCTGCCAGCA Identificacion de la alfa
hemolisina

28 HylA-F TGCAGCGTGGCGGGCATCAT Identificacion de la alfa

hemolisina

Ensayos de adherencia e invasion de UPEC a una linea celular de vejiga

La linea celular de vejiga humana HTB-5 adquiridas de la American Type Culture Collection
(ATCC, por sus siglas en inglés; VA, USA) fueron cultivadas en Medio Minimo Esencial de
Eagle (EMEM, por sus siglas en ingles) de la ATCC (VA, USA). Las placas de 24 pozos se
prepararon con 1 ml de medio EMEM con una concentracion de 1 x 10° células/pozo
suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB) de Gibco (Thermo Fisher Scientific; MA,
USA) hasta alcanzar una confluencia del 80%. Previamente, la cepa de UPEC fue cultivada
en medio sélido de extracto de levadura y casaminoacidos (YESCA, por sus siglas en inglés)
a 37°C durante 38 horas para favorecer la expresion de la fimbria curli. La bacteria cosechada
del medio sélido y ajustada a una ODeoo de 1 fue tratada con 2.5% de manosa (Sigma-Aldrich
Corp.; MO, USA) e incubada durante 1 hora a 37°C en agitacion constante. Las monocapas
de células fueron infectadas con 1 x 107 bacterias (MOl de 100) e incubadas durante 3 horas
a 37°C con 5% de CO.. El niumero de unidades formadoras de colonias (CFU, por sus siglas
inglés) se realizaron de tres formas: 1) Después de la infeccidon, las monocapas fueron tratadas
con 20 uL de 0.5% de TritonX-100 en PBS y colectadas para la cuantificacion de las bacterias

totales (no adheridas, adheridas e intracelulares). 2) Las monocapas infectadas fueron lavadas
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tres veces con 1 mL de PBS, seguido de un tratamiento con 1 mL de PBS con 0.1% de
TritonX-100 y colectadas para la cuantificacion las bacterias adheridas e intracelulares. 3)
Las monocapas infectadas fueron lavadas tres veces con 1 mL de PBS, incubadas con 1 mL
de EMEM con 100 pg/mL de gentamicina durante 2 horas para eliminar las bacterias
adheridas y lavadas tres veces con PBS. Finalmente, las monocapas tratadas fueron
colectadas con 1 mL de PBS con 0.1% de TritonX-100 para la cuantificacion de las bacterias
intracelulares. Las cuantificacion de las CFU/mL fue realizada  con el método de

microdilucion descrito por Hannan and Hunstad, 201672,

Modelo murino de ITU

Los experimentos con animales fueron realizados de acuerdo a los criterios de la Comision
Nacional de Bioética y de las especificaciones de la NOM-62-200-199. Los ratones C57BL/6
hembra de 10 a 12 semanas fueron obtenidos del Bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores-Iztacala de la UNAM para la implementacion del modelo murino de ITU.
Previamente, la cepa de UPEC fue cultivada en agar YESCA a 37°C durante 38 horas y fue
cosechada en 1 mL de PBS a una DOsoo de 1.0. Los grupos fueron conformados por 8 ratones
y fueron inoculados via transuretralmente con 1 x 10° bacterias en 100 uL del cultivo
bacteriano de acuerdo al procedimiento descrito por Hung y cols., 200973. Después de 48
horas los ratones fueron sacrificados para colectar la vejiga y los rifiones en 1 mL de PBS
con 0.05%, de Triton X-100 (Sigma-Aldrich Corp., MO, USA). Los o6rganos fueron
homogenizados para la cuantificacion de las UFC/organo utilizando el métodos de

microdilucion en placa descrito por Hannan and Hunstad, 20162,
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Herramientas bioinformaticas para el disefio de las proteinas de fusién

Los genes de las adhesinas fimH, csgA, y papG de UPEC fueron obtenidos a partir de la
secuencia completa del genoma de E. coli CFT073 usando la base de datos GenBank de
Centro Nacional de Informaciéon bioinformatica [NCBI, pos sus siglas en inglés

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)]. Los genes fimH, csgA, y papG obtenidos de los

genomas de las diferentes cepas de UPEC (UTI89, ABU83972, NA114, UPEC26-1, CF-088,
CF-468, aislados 1A2 y AD110) fueron comparados con el programa ClustalOmega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ clustalo/). Los genes fimH, csgA, y papG de UPEC fueron

optimizados para determinar los codones preferenciales con el programa OPTIMIZER

(http://genomes.urv.es/ OPTIMIZER/). La prediccion de la estructura secundaria del ARN

de los genes fue generada utilizando el programa Mfold

(http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Folding-Form).

Por otro lado, la prediccion del péptido sefial de las proteinas empleadas (FimH, CsgA
y PapG) fue realizada con el servidor SignalP 4.174. Los parametros fisicoquimicos de estas
proteinas fueron determinados usando el programa ProtParam de ExPASY™. La prediccion
de la estructura secundaria de las proteinas fue generada con el programa GOR IV’¢. El
modelado tridimensional (3D) de las proteinas fue realizado con el servidor I-TASSER vy
visualizado con el programa PyMOL'’. Las estructuras 3D fueron refinadas y minimizadas
con los programas KoBaMIN (http://csb.stanford.edu/kobamin/) y VegaZZ™®. Estas
estructuras 3D fueron validadas con los programas “Protein Structure Analysis” (ProSA) y
el programa PROCHECK™®®, El valor “Root Mean Square Deviation” (RMSD, por sus
siglas en inglés) fue evaluado usando las estructuras resueltas del dominio de unién a manosa
de FimH (Protein Data Bank; 1TR7) y el dominio lectina de PapG (PDB; 1J8R) con el

programa TM-align®!.
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Para la respuesta inmune, los epitopos lineales fueron determinados tedricamente con
el servidor bcPred (http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) y los péptidos con afinidad
al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase Il con el programa NetMHCII

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII/). La estructura 3D de las proteinas fueron

utilizadas para determinar epitopos conformacionales usando el servidor Discotope

(http://www.cbs.dtu.dk/services/Disco Tope/).

Sintesis del gen plantilla y clonacion de los genes de fusién

El gen plantilla disefiado-optimizado, fue sintetizado quimicamente y clonado en el plasmido
pUC57 por la casa comercial GenScript (NJ, USA). Los iniciadores para amplificar los genes
quiméricos (monomeéricos, diméricos Yy triméricos), fueron disefiados manualmente
siguiendo el protocolo de “aLICator LIC Cloning and Expression handbook™ (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA) vy sintetizados por la casa comercial IDT Technologies (lowa, USA)
(Tabla 1). Los genes fueron amplificados mediante PCR con la ADN polimerasa Pfu de
Thermo Fisher Scientific (MA, USA) siguiendo los protocolos del sistema aLICator. Los
genes fueron clonados en el vector de expresion pLATE31 para transformar por
electroporacion a la cepa de E.coli BL21 (DE3). La verificacion de la clonacion de los genes
fue realizada con el equipo NexSeq 500 (Illumina, CA, USA) en la Unidad de secuenciacion
del INMEGEN. Los iniciadores especificos para la secuenciacion fueron obtenidos del
“aLICator LIC Cloning and Expression Kit” y las secuencias resultantes fueron analizadas
usando el programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo local (BLAST, por

sus siglas en inglés).
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Expresion y purificacion de las proteinas de fusion

Las cepas de E. coli BL21 con el apropiado vector de expresion pLATE31 fueron cultivadas
en agar LB e incubadas por 16 h a 30°C. Las colonias transformantes fueron seleccionadas
por el método de “colony-blotting” usando anticuerpos anti-6XHis (C-Term) HRP (Abcam;
MA, USA). Después de seleccionar las colonias positivas, la solubilidad de las proteinas
recombinantes fueron determinada usando los protocolos establecidos por “The expresionist”
de Qiagen. Posterior a la verificacién de la solubilidad, las bacterias fueron crecidas en 500
ml de LB suplementado con 1mM IPTG durante 5 h a 37°C para la purificacion de las
proteinas recombinantes. El paquete celular fue obtenido por centrifugacion a 5000 rpm
durante 10 min y resuspendido en un amortiguador A (10mM K2HPOg4, pH7.4, 150mM NacCl
y 1mM EDTA) con fenil-metil-sulfonil fluoruro (PMSF; Sigma-Aldrich Corp., MO, USA).
El lisado bacteriano fue obtenido por sonicacion con pulsos de 10 segundos y por
ultracentrifugacion a 20,000 rpm durante 20 min fue obtenida la fraccion soluble. El paquete
fue resuspendido nuevamente en un amortiguador B (8M hidroxicloruro de guanidina,
100mM NaCl y 100mM K>HPO4, pH8) e incubado durante tres dias a temperatura ambiente
para disolver los posibles cuerpos de inclusion. Los cuerpos de inclusion solubilizados fueron
incubados en agarosa niquel-acido nitrilotriacético de Qiagen (Ni-NTA, Stockach, Germany)
durante 1 h en agitacion constante y a 4°C. La resina Ni-NTA con la fraccion soluble fue
empaguetada en una columna de vidrio, lavada con un amortiguador C (8.5M urea, 20mM
Tris, pH7.5, 160mM NaCl y 20mM imidazol) y eluida con un amortiguador D (8M urea,

50mM NazHPOa, pH8, 100mM NaCl y 500mM imidazol). Las proteinas colectadas fueron

33



dializadas con un amortiguador E (25mM Tris, pH7.5, 100mM NaCl y 0.5mM EDTA) en

gradiente de 7 a 1M de urea y conservadas a —70°C para su posterior uso.

Caracterizacion de las proteinas de fusion

Las proteinas de fusion fueron cuantificadas con el kit 2D-Quant siguiendo el protocolo de
GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Sweden) y visualizadas en geles de
poliacrilamida al 14% en condiciones desnaturalizantes con SDS (SDS-PAGE) después de
la tincion de Coomassie (Sigma-Aldrich Corp., MO, USA). La presencia de las proteinas
fueron confirmadas por Western blot usando anticuerpos anti-6His (C-Terminal) HRP
(Abcam; MA, USA) como ha descrito Ledesma y colaboradores en el 2010%. En el caso
especifico de la proteina CsgA, primeramente fue tratada con 88% de acido formico (Sigma-
Aldrich Corp., MO, USA) y después procesada por SDS-PAGE®,

La identificacion de las proteinas fue realizada por espectroscopia de masas usando
un analizador 4800 MALDI TOF/TOF™ (Applied Biosystems/MDSSCIEX, MA, USA) en
la unidad de protedmica del INMEGEN. EI peso molecular fue estimado usando la imagen
del gel y el programa Image Lab version 5.2 de Bio-Rad (Hercules, CA, USA). La agregacion
de las proteinas fue determinado por dispersion dindmica de la luz (DLS, por sus siglas en
inglés) con el equipo Zetasizer Helix de Malvern Instruments Ltd, Worcestershire (United
Kingdom) en el Laboratorio de cristalizacion de proteinas del Instituto de Quimica de la
UNAM. Los niveles de endotoxina (LPS) de las preparaciones de proteina fueron
determinados usando el sistema de Pierce™ LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation de

acuerdo al protocolo de Thermo Fisher Scientific (MA, USA). Las proteinas también fueron
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tratadas con 50 pg/mL de polimixina B (Sigma-Aldrich Corp., MO, USA) durante 12hy a

4-C previo a los ensayos de bioactividad.

Determinacién de la bioactividad en las proteinas de fusién

Las proteinas incluidas en la fusion pueden estimular la liberacion de IL-6 e 1L-8 mediante
la interaccion de los TLR2 y TLR4. La determinacion de TLR2 y TLR4 en las células de
vejiga HTB-5 fue analizada por citometria de flujo usando los anticuerpos human TLR2
fluorescein-conjugated (R&DSystems, Inc., MN, USA) y human TLR4/MD2 complex
phycoerythrin-conjugated (Santa Cruz Biotechnology Inc., TX, USA). La evaluacion de la
activacion de los TLR por las proteinas de fusion fue determinada por la cuantificacion de
estas citocinas usando el método de ELISA en los sobrenadantes de las células de vejiga
HTB-5. Brevemente, las células HTB-5 fueron cultivadas en placas de 24 pozos (Greiner,
Germany) a densidad de 10° células/pozo, incubadas con 1 mL de medio EMEM
suplementado con 10% de SFB. La induccidn de citocinas en las células HTB-5 fue detectada
después de 6 h de incubacion con 10ug/mL de proteinas FimH, CsgA, PapG, FC y FCP con
el kit de IL-6 e IL-8 de BD Biosciences (CA, USA) siguiendo los protocolos establecidos
por la casa comercial. EI control de induccion del TLR2 fue con 100 ng/mL de acido
lipoteicoico (LTA,; Sigma-Aldrich Corp., MO, USA) de S. aureus y para el TLR4 con 100

ng/mL de lipopolisacarido (LPS; Sigma-Aldrich Corp., MO, USA) de E. coli 0111:B4.

Identificacidn de anticuerpos en suero y orina contra las proteinas de fusion
Las muestras de suero y orina fueron obtenidas de 14 pacientes con ITU y 14 pacientes sin

ITU en el Laboratorio Central del HIMFG. Los criterios de inclusion de pacientes con ITU
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fueron los siguientes: sintomas de I1TU, cultivo de orina con > 100,000 CFU/mL de E.coli,
esteras leucocitaria, nitrito en orinas y células endoteliales en el sedimento urinario. Las
muestras de orina fueron centrifugadas a 8,000 rpm durante 5 min y filtradas a través de una
membrana de 0.22 um Durapore de Merck Millipore (Darmstadt, Germany). Los anticuerpos
IgG e IgA contra las proteinas FimH, CsgA, PapG, FC y FCP fueron determinados por
ELISA a unadilucién de 1:50 para los sueros y 1:10 para las orinas siguiendo los protocolos

establecidos por Habibi y colaboradores en el 2015,

Generacion de anticuerpos policlonales en conejo

Los anticuerpos contra las proteinas FimH, CsgA, PapG, FC y FCP fueron producidos en
conejos Nueva Zelanda de 5 a 6 meses de edad, obtenidos en el bioterio del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM. Los conejos fueron inmunizados via subcutanea con 200 ug
de cada proteina suplementada con adyuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich Corp.,
MO, USA). Los conejos fueron inmunizados tres veces (21, 28 y 37 dias posteriores) con
100 pg de cada proteina en adyuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich Corp., MO,
USA) y sangrados por puncion cardiaca posteriores a los 40 dias. El suero fue separado de la
sangre por centrifugacion a 8,000 rpm durante 5 min y conservados a —70°C. Los sueros
fueron absorbidos usando la cepa mutante CFT073csgA::Km/fimH::Cm generada en este
estudio, de acuerdo al método de inactivacion de genes en un solo paso’. Los sueros fueron
inactivados por calor a 56°C durante 30 minutos y titulados por ELISA usando diluciones

seriadas de 1:10 a 1:100,000 contra las proteinas especificas.
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Ensayos de inhibicion de la adherencia con anticuerpos policlonales

Las células de vejiga humana HTB-5 fueron procesadas como se describié previamente. La
cepa de UPEC CFT073 fue crecida toda la noche y una alicuota 1:1000 fue incubada en 5mL
de caldo LB a 37°C en agitacion hasta obtener una DOegoo de 1.0 (aproximadamente 3 horas).
Las suspensiones de bacterias (1 x 10" bacterias, MOI 100) en 1 mL de EMEM fueron
incubadas durante 1 hora con los anticuerpos policlonales (anti-FimH, -CsgA, -PapG, FC y
-FCP) a una concentracion final de 1:2 a 37°C en agitacion. Las células fueron infectadas e
incubadas durante 3 horas a 37°C con 5% de COz. Las células infectadas fueron lavadas 3
veces con PBS estéril y tratadas con 1 mL de PBS con 0.1% de TritonX-100. Las CFU/mL
fueron determinada por el método de dilucién en placa descrito por Hannan and Hunstad,

20162,

Plan de andlisis de datos

Las diferencias significativas de los valores medios fueron analizadas con la prueba t de
Student, las medianas con la prueba de U de Mann-Whitney y las asociaciones con Chi-
squared. Los analisis y gréficos fueron elaborados con GraphPad Prism software (versién 6,

CA, USA) y un valor de p<0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.
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Resultados y discusion

Las adhesinas fimbriales son ampliamente distribuidas en cepas clinicas UPEC
Recientemente, en el Laboratorio describimos a una coleccion de aislados clinicos de vias
urinarias de pacientes pediatricos con ITU en el HIMFG. En esta coleccion de 500 cepas
clinicas de UPEC, se analizo el perfil de susceptibilidad a antibidticos; de las cuales, 109
(20.6%) de estas cepas de UPEC correspondieron a un perfil MDR3L. Otra coleccion de 178
cepas clinicas de UPEC aisladas en el HIMFG (2012 y 2013) fue evaluada su perfil de
susceptibilidad a antibidticos en este estudio. El resultado mostré un aumento en el perfil
MDR con el 80.1% (142/178) de cepas MDR con respecto al 20.6% de la coleccion de 500
cepas UPEC aisladas entre el 2010 y 2011 (manuscrito en preparacion). EI aumento de la
resistencia a diferentes antibi6ticos por cepas clinicas de UPEC, ha complicado el tratamiento
de las ITU, impactando directamente en la morbilidad y los costos en salud publica. La
finalidad de este proyecto es proponer una alternativa diferente a los antibidticos que permita
disminuir las ITU causadas por UPEC.

Una alternativa viable es la generacion de proteinas de fusion; las cuales, han conferido
una mayor respuesta inmune y de proteccion contra las ITU%®, La vacuna viable contra las
ITU debe contener antigenos inmunogénicos localizados en la superficie bacteriana, estar
involucrada en la patogénesis y tener una amplia distribucion en cepas clinicas de UPEC*>#+-
8. Por lo tanto, se evalud la distribucion de los principales genes de virulencia en las 178
cepas clinicas de UPEC. Los resultados de los genes asociados a la adherencia, mostraron la
siguiente distribucion: el 99% (177/178) corresponden al gen fimH, 92.1% (164/178) a csgA
y 43% (83/178) a papG (Figura 2). EI gen papGlI es la principal variante del gen papG y

esta distribuido principalmente en dos grupos filogenéticos (B2 y D), considerados como
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cepas patogénicas de E. coli en el &mbito hospitalario (Figura 3)’°. Los grupos filogenéticos
B2 y D relacionados estrechamente con los genes de adherencia también estan ampliamente

distribuidos en cepas clinicas de UPEC aisladas en diferentes hospitales en México®’.

Genes de virulencia
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Figura 2. Distribucion de los principales genes de virulencia en cepas clinicas de UPEC. Los genes
asociados a la adherencia, movilidad, toxinas y de captacién de hierro fueron identificados por PCR en 178
cepas clinicas de UPEC aisladas de nifios del HIMFG. Los genes incluidos en este estudio fueron: fimH (Fimbria
tipo 1), papG y papF (Fimbria P), csgA (Curli), fliC y motB (Flagelo), hlyA (Hemolisina A), tosA (Toxina RTX),
sat (Toxina Autotransportadora de Secrecion), fyuA (Yersiniabactina) e iutD (Aerobactina). El color rojo indica
la presencia de los genes y el azul la ausencia.
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Figura 3. Asociacion entre los grupos filogenéticos y los principales genes de virulencia de cepas clinicas
de UPEC. Los grupos filogenéticos A, B1, B2 y D fueron determinados por PCR mdltiple de acuerdo a la
presencia de los genes chuA, yjaA y el fragmento génico TspE4.C2. El grupo B2 muestran un genotipo de chuA*
e yjaA*, el grupo D de chuA* e yjaA", grupo B1 de chuA y TspE4.C2* y el grupo A de chuA"y TspE4.C2". Las
cepas de E. coli LMM36-ULA (chuA* e yjaA®) y E. coli LMM32-ULA (TspE4.C2%) fueron utilizadas como
control. Los genes incluidos en este estudio fueron: fimH (Fimbria tipo 1), papG y papF (Fimbria P), csgA
(Curli), fliC y motB (Flagelo), hlyA (Hemolisina A), tosA (Toxina RTX), sat (Toxina Autotransportadora de
Secrecion), fyuA (Yersiniabactina) e iutD (Aerobactina).

La fimbria curli de UPEC participa en la adherencia a células de vejiga

La fimbria curli est& altamente distribuida en cepas clinicas de UPEC y se ha relacionado con
la liberacion de 1L-8; sin embargo, su funcion en el tracto urinario no ha sido definida*’4960.88,
A partir de la cepa clinica de UPEC 529U-0712, se gener6 una mutacion en el gen csgA para
determinar la funcion de curli en el proceso de colonizacion al tracto urinario. La cepa
mutante fue nombrada como 529U-0712 csgA::Cm y fue restaurada a través de la
complementacion con el plasmido pJcsgG-C; la cual, fue denominada como 529U-0712
csgA::Cm-pJcsgG-C. La verificacion genotipica de la mutacion se realizd por PCR,
obteniendo un amplicon de 788 pb para la cepa silvestre, 1400 pb para la mutante y 788 pb
para el gen csgA en pJcsgG-C (Figura 4A).
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La cepa mutante y su complementada se evaluaron fenotipicamente a traves de la
captacion del colorante rojo Congo. Los resultados mostraron, la fijacion del colorante en la
cepa de UPEC 529U-0712, la pérdida de la retencidn del colorante en la mutante csgA::Cm
y la restauracion de la fijacion de este colorante en la mutante csgA::Cm complementada con
pJcsgG-C (Figura 4B-D). Es importante hacer énfasis que el colorante rojo Congo es capaz
de tefiir o intercalarse con complejos proteicos estables, como las estructuras amiloideas y es
utilizado para la determinacion de estas estructuras®®. Curli tiene caracteristicas proteicas
semejantes a las estructuras amiloideas, son fimbrias delgadas, finas y sus propiedades
fisicoquimicas favorecen el ensamblaje en forma de racimos para forma estructuras estables.
Las micrografias de tincion negativa por MET, mostraron la presencia de estructuras finas y
delgas en las cepas UPEC 529U-0712 y 529U-0712 csgA::Cm complementada con pJcsgG-
C; las cuales, sugieren por morfologia la presencia de la fimbria curli. Mientras, la cepa de
UPEC mutante csgA::Cm no mostré estas estructuras (Figura 4E-G). La funcion de curli de
UPEC en la colonizacion del tracto urinario fue evaluada mediante ensayos de adherencia e
invasion a células de vejiga humana HTB-5 en presencia de manosa. La interaccion entre la
adhesina FimH de la fimbria tipo 1 con la manosa, bloquea la colonizaciéon de UPEC a las
células uroepitelio. El analisis cuantitativo de los ensayos de adherencia de UPEC 529U-
0712 a células de vejiga, mostr6 una adherencia de 7.33 X 10° UFC/mL y la cepa 529U-0712
csgA::Cm una adherencia de 3.5 X 10° UFC/mL. De acuerdo al andlisis estadistico la
disminucion de la adherencia mostré un cambio significativo del 79.1% y una p=0.0001

(Figura 5).
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Figura 4. Evaluacion genotipica y fenotipica de UPEC. En este estudio fueron incluidas la cepas: UPEC
529U-0712, la mutante en el gen csgA 529U-0712 csgA::Cm vy la cepa 529U-0712 csgA::Cm complementada
con el plasmido pJesgG-C. A) La presencia del gen csgA en las diferentes cepas clinicas de UPEC se muestran
en un gel de agarosa al 0.7%, tefiido con bromuro de etidio. El carril 1 corresponde a la amplificacion de csgA
de 780 pb, el carril 2 al gen involucrado en la resistencia de cloranfenicol flanqueado por las regiones homologas
de csgA, de 1400 pb y el carril 3 a la ampliacién de csgA de 780 pb contenido en el plasmido pJcsgG-C. B) La
cepa de UPEC 529U-0712 mostro un crecimiento bacteriano con coloracion roja; la cual, indica la expresion
de curli. C) La cepa 529U-0712 csgA::Cm careci6 de este fenotipo por la ausencia de la expresién de curli. D)
La cepa 529U-0712 csgA::Cm con el plasmido pJcsgG-C restaur6 su fenotipo, similar a la cepa 529U-0712.
Las micrografias de MET muestran la presencia de la fimbria curli en las cepas de UPEC E) 529U-0712 y G)
529U-0712 csgA::Cm con el plasmido pJesgG-C. F) 529U-0712 csgA::Cm no fueron visualizadas las
estructuras caracteristicas de curli. Las micrografias fueron tomadas con la asesoria del Dr. Edgar Oliver Lépez
Villegas de la Central de Instrumentacion de Microscopia de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas-INP.
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Figura 5. Ensayo de adherencia a células de vejiga HTB-5. La cepa de UPEC 529U-0712 (U52) y la cepa
529U-0712 csgA::Cm con el plasmido pJcsgG-C (mCU52) mostraron un perfil de adherencia similar; mientras,
una reduccidn significativa (p < 0.001) fue observada en la cepa 529U-0712 csgA::Cm. La cuantificacion de
UFC/mL fue realizada por microdilucion en placa. Las barras representan el promedio + D.E de tres
experimentos independientes. Las células sin infectar fueron utilizadas como control del experimento.

Las muestras de los ensayos de adherencia fueron analizadas también por analisis
cualitativos través de la visualizacion por microscopia de luz después de la tinciéon con
Giemsa. Las micrografias confirmaron el nimero de bacteria adheridas a la superficie de las
células vejiga (Figura 6). La expresion de FimH de la fimbria tipo 1 de UPEC ensamblada
en la superficie bacteriana se caracteriza para promover también el proceso de la invasion a
células del tracto urinario*. Varios estudios han mostrado que la interaccion de la proteina
FimH con manosa bloquea el proceso de invasion por competicion con el receptor
manosilado presente en las células del tracto urinario*®®®®l, La cepa mutante y su
complementada fueron cultivadas en agar YESCA para favorecer la expresion de la fimbria

curli®. Estas cepas también fueron incubadas con manosa durante 1 hora; ambas condiciones,
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favorecieron la interaccion de la bacteria con las células de vejiga HTB-5 via la expresion de
la fimbria curli. Las bacterias adheridas en las monocapas de las células de vejiga HTB-5
eliminadas después del tratamiento con gentamicina, indicé que después de la cuantificacion
de las UFC/mL no hubo un crecimiento de bacterias intracelulares. Estos datos indican que
curli de UPEC no participa en el proceso internalizacion celular en el tracto urinario (datos

no mostrados).

Figura 6. Adherencia bacteriana a células de vejiga HTB-5. Las muestras fueron visualizadas por
microscopia de luz después de la tincion con Giemsa. A) Control sin infectar; B) Cepa 529U-0712; C) Cepa
529U-0712 csgA::Cm; D) Cepa 529U-0712 csgA::Cm con el plasmido pJcsgG-C. Las micrografias fueron
procesadas a 100X.
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La participacion de curli de UPEC en la colonizacion in vivo

La funcion de curli de UPEC in vivo fue determinada en modelo murino de ITU usando
ratones hembra C57BL/6 de 10 a 12 semanas. La cuantificacion de UFC/mL en la vejiga
mostré una disminucion significativa (p = 0.00094) de la cepa mutante 529U-0712 csgA::Cm
(7.16 X 10® UFC/mL) cuando se comparé con las cepas de UPEC 529U-0712 (4.50 X 10’
UFC/mL) y 529U-0712 csgA::Cm complementada con pJcsgG-C (2.33 X 107 UFC/mL)

posterior a las 48 horas de la inoculacion transuretral (Figura 7).
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Figura 7. Evaluacion in vivo de la adherencia de UPEC a vejiga. EI modelo murino de ITU fue generado en
ratones C57BL/6 hembras de 10-12 semanas con una inoculacion transuretral de 1 x 108 bacterias en 100 pL.
Después de 48 horas después de la infeccién, los ratones fueron sacrificados para obtener la vejiga; los cuales,
fueron homogenizadas en PBS y cuantificadas las bacterias (UFC/mL) por 6rgano por microdilucion en placa.
La cepa de UPEC 529U-0712 (U52) y la cepa 529U-0712 csgA::Cm con el plasmido pJcsgG-C (mCU52)
mostraron un perfil de adherencia similar; mientras, una reduccién significativa (p = 0.0078) fue observada en
la cepa 529U-0712 csgA::Cm. La inoculacion transuretral con PBS fue utilizada como control en el
experimento.
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La cuantificacion de UFC/mL en los rifiones de ratones C57BL/6 mostro una reduccion
no significativa (p=0.05) con la cepa 529U-0712 csgA::Cm (7.30 X 10* UFC/mL), cuando
se compar6 con las cepas 529U-0712 (1.08 X 10° UFC/mL) y 529U-0712 csgA::Cm
complementada con pJesgG-C (6.50 X 10* UFC/mL) después de 48 horas de la inoculacion

transuretral (Figura 8).
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Figura 8. Evaluacion in vivo de la adherencia de UPEC a rifion. EI modelo murino de ITU fue generado en
ratones C57BL/6 hembras de 10-12 semanas con una inoculacion transuretral de 1 x 108 bacterias en 100 pL.
Después de 48 horas después de la infeccidn, los ratones fueron sacrificados para obtener los rifiones; los
cuales, fueron homogenizadas en PBS y cuantificadas las bacterias (UFC/mL). La cepa de UPEC 529U-0712
(U52), la cepa 529U-0712 csgA::Cm (m-U52) y la cepa 529U-0712 csgA::Cm mostraron un perfil heterogéneo
sin cambios significativos en la de colonizacion. La inoculacion transuretral con PBS fue utilizada como control
en el experimento.

Los datos generados en este estudio mostraron que la fimbria curli participa en la

colonizacion de UPEC a vejiga; sin embargo, no participa en la colonizacion a rifion en

46



modelo murino. Otros estudios han indicado que curli en cepas clinicas de UPEC se ha
asociado a bacteriemia y urosepsis; asi como, en procesos que favorecen la formacion de
biopeliculas en superficies abidticas, en la proteccidn contra el péptido antimicrobiano LL-

37 y en la induccion de 11_-8488892.93

Las adhesinas FimH, CsgA y PapG son fusionadas in silico con el péptido EAAAK
Los datos generados in vitro e in vivo en este estudio usando la cepa mutante y
complementada de UPEC 529U-0712, muestran la participacion de la fimbria curli en la
colonizacion a células de vejiga (manuscrito en preparacion). La distribucion amplia de las
tres principales fimbrias (tipo 1, P y curli) en cepas clinicas de UPEC asociadas a la
colonizacion al tracto urinario, formacion de biopeliculas, modulacién de la respuesta
inmune y en el proceso de bacteriemia/septicemia, fueron la base principal para el disefio de
la generacion de las proteinas de fusion.

La proteina FimH contiene dos dominios conectados por 8 residuos de aminoacidos:
1) Dominio unién a manosa entre los residuos aminoacidos 1 al 150 y 2) Dominio pilina entre
los residuos de aminoacidos 159 al 279%. La proteina PapG también contiene dos dominios:
1) Dominio de unidn a Lectina entre los residuos del 1 al 198 y 2) Dominio pilina entre los
residuos de aminodacidos 206 al 336%. La proteina CsgA contiene un dominio de nucleacion
entre los residuos de aminoécidos 22 y 41 con cinco repeticiones de estructuras laminas B%.
A partir de las secuencias primarias, se identificd de manera tedrica el péptido sefial entre los
residuos 1 a 27 de las adhesinas FimH y PapG; mientras, en la proteina CsgA se identifico
entre los residuos de amino&cidos 1 al 21. Los péptidos sefial de las adhesinas y la region de
nucleacion de CsgA fueron eliminadas de las secuencias maduras para el disefio de las

proteinas de fusion; las cuales, fueron unidas con una secuencia de cinco residuos de
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aminoacidos (EAAAK)?®. Este péptido (EAAAK)® reveld una estructura hélice alfa, con una
longitud de 39.95 A aproximadamente y estabilizada por cinco puentes salinos entre los
residuos de Glu y Lys*. Datos de difraccién de rayos X de angulo bajo (SAXS, por sus siglas
en inglés), ha mostrado que este peptido (EAAAK)" forma oligdmeros cuando es utilizado
para proteinas de fusion con hélices cortas (n=2 a 3) y con hélices largas (n=4 a 5) generan
proteinas solubles y con una funcion especifica®’%. La secuencia de nucleétidos que codifica
(EAAAK)® junto con los genes de fimH, csgA y papG, fue esencial para el disefio del gen
plantilla de fusién, con el siguiente orden: fimH-csgA-papG-fimH-csgA definido como fcpfc
(Figura 9A).

La optimizacion de codones preferenciales en la plantilla fcpfc present6 un valor de
CAl de 1.0 y un contenido del 55.4% de GC. Las secuencias con codones preferenciales han
sido utilizadas para aumentar la tasa de expresion de proteinas en estudios previos®®°, El
gen de fusion fcpfc disefiado y optimizado, fue la platilla para generar las tres variantes de
genes dimericos (fc, cp y pf) y las tres variantes de genes triméricos (fcp, cpf, y pfc) con
iniciadores especificos como se ha descrito en la Tabla 1 y Figura 9B. Las variantes
diméricas y triméricas separados con el péptido (EAAAK)® reducen los errores de
plegamiento de los diferentes mondmeros y facilita la localizacién de cada uno de ellos.
Anadlisis in silico de otros estudios, han mostrado que el orden de los monémeros en la
proteina de fusion basada en FimH de UPEC y MrpH de Proteus mirabilis, es critica para la

estabilidad y plegamiento de sus estructuras tridimensionales®.
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Figura 9. Disefio y estrategia de clonacién para la generacion de las proteinas de fusion. A) La secuencia
genética plantilla contiene el siguiente orden: fimH-csgA-papG-fimH-csgA unido a una secuencia
GAAGCGGCGGCGAAA,; la cual, es repetida cinco veces. B) La generacion de los genes de fusion se realizé
por combinacion de iniciadores para cada uno de los genes. La nomenclatura utilizada para nombrar los genes
dimérico y trimérico fue la primera letra: fimH (f), csgA (c) y papG (p).

Viabilidad de las proteinas de fusion FC y FCP

Las herramientas bioinformaticas se han utilizado para el disefio de propuestas de vacunas
en Helicobacter pylori, E. coli enterotoxigénica, Brucella, virus de la influenza y UPEC
56.102-106 | 3 prediccion de epitopos lineales usando las secuencias primarias de las proteinas
de fusion reveld entre 18 a 32 epitopos para las proteinas diméricas y entre 32 a 33 epitopos
para las proteinas triméricas (Tabla 2). La prediccion de péptidos que unen MHC clase Il
mostrd entre 68 a 147 secuencias de aminoacidos para las proteinas diméricas y entre 149 a
159 para las proteinas trimericas (Tabla 2). La prediccion de epitopos para células B y de

péptidos que unen a MHC clase Il en diferentes antigenos, es una herramienta importante

para el disefio de vacunas®1%’. Como se habia considerado en los antecedentes, el péptido
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(EAAAK)® utilizado para unir las proteinas en la fusion no mostré epitopos lineales y

péptidos de union a MHC clase 1.

Tabla 2: Prediccion de epitopos de células B y péptidos que unen MHC clase 11 de las proteinas de fusion.

Proteina de fusion  Epitopos lineales Epitopos conformacionales Péptidos que unen a MHC clase 11
FC 18 13 86
CP 27 12 68
PF 32 8 147
FCP 32 17 149
CPF 33 14 152
PFC 33 13 159

La prediccién de estructuras secundarias en las proteinas de fusiébn mostré un alto
porcentaje de estructuras al azar, seguido de estructuras hebras beta y hélice alfa. Ademas,
en el péptido (EAAAK)?® fue identificada una region hélice alfa (Figura 10). Las proteinas
con alto contenido de estructuras al azar son consideradas antigénicas por la flexibilidad en
estas regiones; las cuales, permiten la interaccion entre proteinasi®®!%. El refinamiento y
minimizacién de la estructura tridimensional (3D) de las proteinas diméricas y triméricas
después de 10 ciclos mostro valores 6ptimos de energia (Figura 11y Tabla 3). Brevemente,
la estructura dimérica tridimensional de mayor estabilidad fue la proteina FC con valores de
energia libre de Gibbs (AG) de -7,040.78 kcal/mol, seguida de la estructura trimérica
tridimensional de la proteina FCP con -13,343.83 kcal/mol (Tabla 3). Entre el 94.7 al 93.1%
de los residuos de aminoacidos de las estructuras 3D de las proteinas FC y FCP, se ubicaron
en las regiones permitidas en el grafico de Ramachandran. El valor Z fue de -6.95 para la
proteina FC y -9.53 para FCP cuando se compararon con las estructuras resueltas por
difraccion de rayos X y resonancia magnética nuclear (RMN) (Tabla 3). El valor de RMSD

usando la estructura resuelta del dominio de unién a manosa de FimH, mostré un valor de
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1.81 para la proteina FC, 1.67 A para FCP y 1.62 A para la proteina FCP con el dominio
lectina de PapG (Tabla 3). La proteina CsgA no cuenta con datos cristalograficos en la base
de datos PDB; sin embargo, los datos generados por dicroismo circular y NMR usando fibras
de curli sugieren la presencia de estructuras en lamina beta paralelas'®. Los datos generados
en este estudio a través de modelos 3D de la proteina CsgA, diméricas (FC y CP) y triméricas,

proyectaron moléculas con estructuras beta amiloideas.

Tabla 3: Parametros para el modelado 3D, refinamiento y validacion de las proteinas
de fusion.

Proteinade  Ciclosde Energia de minimizacion Graéfico de RMSD (FimH-
fusion refinamiento (AG) Ramachandran Z-score PapG)
FC 10 -11,912.82 kcal/mol 94.70% -6.97 1.81 A-NA
CP 10 -7,040.78 kcal/mol 92.30% 7.7 NA-2.02 A
PF 10 -7,140.54 kcal/mol 92.40% 7.7 1.83 A-1.37 A
FCP 10 -13,866.68 kcal/mol 93.10% -9.53 1.67 A-1.62 A
CPF 10 -13,343.83 kcal/mol 92.50% -10.72 1.99 A-2.02 A
PFC 10 -13,577.65 kcal/mol 91.90% -10.68 1.88 A-1.38 A

El célculo de RMSD fue generado con el dominio de unién a manosa FimH (PDB 1TR7) y el dominio lectina de
PapG (PDB 1J8R). NA, no aplica.
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Figura 11. Prediccién de la estructura secundaria y terciaria de las proteinas de fusion. A) Proteina FC.
B) Proteina CP. C) Proteina PF. D) Proteina FCP. E) Proteina CPF. F) Proteina PFC. Estas proteinas fueron
representadas como: La proteina FimH en azul, CsgA en rojo, y PapG en verde. La alfa hélice del péptido
EAAAK se represent6 en color gris. Prediccion de la estructura secundaria: Laminas beta (Pdrpura), hélice
(Rojo) y hélice (Azul).
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Los modelos 3D de cada una de las proteinas de fusion proyectaron diferentes
epitopos conformacionales con intervalos entre 8 a 17 secuencias de aminoacidos (Tabla 2).
En la proteina FimH se identificO un epitopo conformacional entre los residuos de
aminoacidos 1 al 25 que corresponde al sitio de unién a manosa y se ha relacionado tambiéen
con la union de anticuerpos anti-FimH para conferir proteccion contra las ITU causadas por
UPEC®2. En la proteina PapG se identific un epitopo conformacional con cuatro residuos de
aminoéacidos (1, 63, 155y 173) relacionado con el sitio de unién a Gal(a1-4)Gal del dominio
lectina (conformado entre los residuos de aminoécidos 1 al 198)*°. Para las proteinas CsgA,
FC, CP, FCP, CPF y PFC, se identificaron dos epitopos en las regiones de unién a
componentes de matriz extracelular. Estos epitopos son conformados cuando interacciona las
repeticiones 4 y 5 de estructuras betas de la proteina CsgA con propiedades
hidrofébicas'**2, El uso de herramientas bioinformaticas incluidas en este estudio para el
disefio de las proteinas fusion, ha permitido reducir los riesgos experimentales y ha
favorecido la optimizacion de recursos, como se ha descrito en otros estudios'®. Las
proteinas de fusion FC y FCP mostraron estructuras estables con altos nimeros de epitopos
conformacionales y péptidos de unién a MHC clase 1lI; sin embargo, un nimero bajo de
epitopos conformacionales se identificaron en las otras proteinas diméricas y triméricas. De
acuerdo a este analisis, las proteinas FC y FCP fueron seleccionadas para su caracterizacion;
ademas, se incluyeron las proteinas monoméricas FimH, CsgA y PapG como controles en

este estudio.

Clonacidn, transformacion y purificacion de las proteinas de fusion
El analisis bioinforméatico fue una herramienta esencial para la seleccion de los genes

monomeéricos (fimH, csgA y papG), dimérico (fc) y trimérico (fcp); los cuales, fueron
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clonados en el plasmido de expresion pLATE31 del sistema aLICator. El anélisis de PCR,
mostré amplicones de 1040 pb para fimH, 539 pb para csgA, 1139 pb para papG, 1442 pb
para fc y 2,444 pb para fcp (Figura 12A). La secuenciacion de cada uno de los genes

confirmd la correcta clonacion (Datos no mostrados).
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Figura 12. Generacion de las proteinas de fusion. A) Los iniciadores especificos para cada uno de los genes
fueron usados para la amplificacién de los genes de fusion por PCR; los cuales, fueron clonados en el plasmido
PLATE3L1 Yy verificados por PCR. B) Los genes de fusion clonados en pLATE31 fueron usados para transformar
a E. coli BL21 (DE3). La expresion de las proteinas se favorecio con la induccion con 1 mM de IPTG vy la
purificacion de las proteinas de fusion se realiz6 por cromatografia de afinidad a Ni-NTA. C) El anélisis de
Western blot con anticuerpos anti-6His (C-Term) marcados con HRP mostré la presencia de las proteinas
monoméricas, diméricas y triméricas.

La proteinas de fusion obtenidas de cultivos de E. coli BL21 (DE3) fueron localizadas
en la fraccion insoluble posterior a la incubacion de 5 horas con 1 mM de IPTG. Por este
motivo, la purificacion de las proteinas de fusion inducidas en la cepa de E. coli BL21 (DE3),
se realiz6 bajo condiciones desnaturalizantes con GdnHCI y urea con la finalidad de
solubilizar los posibles cuerpos de inclusion®!*, Los geles de SDS-PAGE al 14% vy los
Western blot mostraron una banda proteica de 26.5 kDa para FimH, 11.9 kDa para CsgA,
33.9 kDa para PapG, 44.9 kDa para FC y 82.1 kDa para FCP (Figura 12 B y C). El peso
molecular de cada una de estas proteinas fue confirmado a través de la prediccion de las
propiedades fisicoguimicas (Tabla 4). Es importante mencionar que la proteina CsgA fue

tratada con &cido férmico al 80% para evitar la formacion de agregados amiloideos y facilitar
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su visualizacion el los geles de SDS-PAGE®, El analisis de espectrometria de masas por

MALDI-TOF/TOF de las proteinas obtenidas de los geles, indico la presencia de péptidos

especificos que correspondieron a las proteinas de fusion. Los ensayos de DLS fueron

realizados después de determinar la concentracion de proteina de 2.7 mg/mL para FimH,

0.697 mg/mL para CsgA, 2.63 mg/mL para PapG, 1.03 mg/mL para FC y 0.998 mg/mL para

FCP. Los resultados mostraron un estado polidisperso para cada una de las proteinas de

fusién (Tabla 5).

Tabla 4. Analisis de los pardmetros fisicoquimicos de las proteinas

No.de  Peso Molecular Coeficiente Tiempode Indice de indice
Proteina aminoécidos (kDa) pl tedrico de Extincién vida media Inestabilidad Alifatico GRAVY
FimH 283 29.64 6.63 1.179 10 25.59 85.72 0.029
CsgA 116 12.06 5.58 0.826 10 16.23 51.38 -0.791
PapG 316 35.38 8.89 1.882 10 25.89 74.05 -0.364
FC 417 43.09 5.66 1.043 10 21.74 76.07 -0.183
CP 450 48.83 6.92 1.563 10 21.37 68.58 -0.443
PF 617 66.4 8.44 1.529 10 25.58 79.68 -0.161
FCP 751 79.85 6.74 1.397 10 22.37 75.39 -0.245
CPF 751 79.85 6.74 1.397 10 22.37 75.39 -0.245
PFC 751 79.85 6.74 1.397 10 22.37 75.39 -0.245
Tabla 5. Caracterizacion de las proteinas de fusion por DLS
Proteinas T (°C) Z-Ave (d.nm) Pdl
FimH 24.9 132.8 0.276
CsgA 24.9 2.97E+04 0.948
PapG 25 264.9 0.253
FC 24.9 381.2 0.665
FCP 25 113.8 0.451

PdI < 0.04, monodispersado; PdI > 0.04, polidispersado

de particula [promedio Z (radio hidrodinamico)] de 2.97X10* nm; el cual, confirmé la

La proteina CsgA mostrd un indice de polidispersividad (Pdl) de 0.948 y un tamafio
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formacion de agregados amiloideos favorecida por la interaccion CsgA-CsgA. Las proteinas
FC y FCP mostraron un valor de Pdl y de Z menor comparado con los valores de la proteina
CsgA. Estos datos indican una disminucion de los agregados de CsgA por la interaccion con
FimH y/o PapG. Por lo tanto, para el corrimiento electroforético de las proteinas de fusion
en geles SDS-PAGE no requirieron el pretratamiento con acido férmico. Las proteinas FimH,
CsgA, PapG, FC y FCP mostraron niveles apropiados de endotoxina (< 0.012 EU/mL) para

los ensayos de bioactividad e inmunizaciones.

Actividad bioldgica de las proteinas de fusion

La actividad de una proteina de fusion depende de la separacion entre monoémeros, de la
estabilidad y de su plegamiento®®. La estimulacion de una respuesta inflamatoria por los
TLR depende de la estructura del PAMP y de la estabilidad de la interaccion con el PRR,
La expresion de los TLR2 y TLR4 ain no se ha descrito en células de carcinoma transicional
anaplasico (TCCSUP) de vejiga humana HTB-58, Andlisis por citometria de flujo mostro
una expresion del 50.3% para el TLR2 y del 31.7% para el TLR4 (Figura 13).

Las proteinas FimH, CsgA y PapG (10 pg/mL) estimularon la liberacion de IL-6 entre
372y 398 pg/mL en células HTB-5, sin observar diferencias significativas entre ellas. Varios
autores han descrito que las adhesinas fimbriales FimH y PapG son consideradas PAMP que
participan en la liberacién de citocinas IL-6 e IL-8 via la interaccion con correceptores a-

manosilados y glicoesfingolipidos del TLR4 localizados en la mucosa de tracto urinario®’ .
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Figura 13. Expresion de TLR2 y TLR4 en las células de vejiga HTB-5. La expresion de TLR2 y TLR4 en
HTB-5 células de la vejiga humana se analizé por citometria de flujo. A) Células HBT-5 no tefiidas. B) Células
HTB-5 con anticuerpo secundario. C) Expresion de TLR2 en células HTB-5 detectada con anticuerpos anti-
TLR2 conjugados con fluoresceina. D) Expresion de TLR4 en células HTB-5 detectada con anticuerpos

conjugados anti-TLR4/MD-2 conjugados con ficoeritrina.

La fimbria curli estd implicada en la union al dimero TLR2-TLR1 y estimula la

liberacion de 1L-6 en macréfagos aislados de medula espinal'®®. Interesantemente, la

liberacion de IL-6 incrementd a 464.79 pg/mL para la proteina FC y de 521.24 pg/mL para

la proteina FCP (Figura 14). Por otro lado, la proteina FC (p < 0.003) estimulo la liberacion

de IL-8 con valores de 398.52 pg/mL y FCP (p < 0.037) de 450.40 pg/mL (Figura 15). La
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liberacion de IL-6 e IL-8 por las proteinas de fusion probablemente es a través de la
sefializacion sinérgica de los TLR2 y TLR4. Otros estudios han indicado que los TLR4 y

TLRS5 son activados por la interaccion de FimH y FIiC!,
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Figura 14. Proteinas de fusién activan la liberacion de IL-6. Las células HTB-5 fueron tratadas con 10
pg/mL de cada una de las proteinas de fusion y la liberacion de IL-6 en los sobrenadantes fue detectada por
ELISA. Las barras representan el promedio = D.E de tres experimentos independientes. LPS y LTA (100
ng/mL) fueron usados como controles.
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Figura 15. Proteina de fusion activan la liberacién de 1L-8. Las células HTB-5 fueron tratadas con 10 pg/mL
de cada una de las proteinas de fusién y la liberacion de IL-8 en los sobrenadantes fue detectada por ELISA.
Las barras representan el promedio + D.E de tres experimentos independientes. LPS y LTA (100 ng/mL) fueron
usados como controles.
Proteinas de fusion reaccionan contra sueros y orina de pacientes pediatricos
Las proteinas FimH, CsgA, PapG, FC y FCP mostraron una alta reactividad contra sueros y
orinas de pacientes con ITU, indicando la presencia de anticuerpos contra estas proteinas.
Estos datos indican que las adhesinas fimbriales son antigénicas y expresadas in vivo durante
un proceso infeccioso!?. Las proteinas de fusion mostraron altos niveles de anticuerpos IgA
en los sueros de pacientes con ITU con un valor medio de DOussp entre 1.628 y 2.216. La

proteina de fusién FC fue la molécula con mayor capacidad antigénica para interaccionar con

los anticuerpos IgA; sin embargo, mostré una baja capacidad para interaccionar con los
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anticuerpos IgG con un valor medio de DOsso de 0.837 (Figura 16). La respuesta serologica
en pacientes con ITU contra fimbrias de UPEC ha sido descrita en pocos estudios. Niveles
altos de 1gG se han detectado al inicio de una infeccion y con incrementos de IgA conforme
cursa dicha infeccion'?l, Es importante hacer énfasis, que anticuerpos IgA e IgG contra
fimbrias no se han identificados en muestras orina; aungue, si se han detectado diferentes
niveles de anticuerpos IgA y IgG contra LPS y la capsula de UPEC!?*123, as proteinas de
fusién incluidas en este estudio, mostraron niveles de anticuerpos IgA entre valores de 0.6189
y 0.950 (p = 0.0003) de DOaso en las muestras de orina de los pacientes con ITU (Figura
17A). Mientras, los niveles de IgG en orina mostraron valores de 0.444 y 0.619 de DOaso

contra las proteinas de fusion (Figura 17B).
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Figura 16. Deteccion de anticuerpos 1gG e IgA en el suero de pacientes con ITU. (A) Un incremento
significativo (p < 0.0011) de anticuerpos 1gG en suero de pacientes (UTI-P) fue detectado, comparado con los
valores de anticuerpos 1gG en suero de pacientes sanos (H-P). (B) Anticuerpos IgA en suero de UTI-P mostraron
incrementos significativos (p < 0.0001), comparado con los anticuerpos IgA en suero de H-P. Los ensayos de
ELISA fueron realizados por triplicado con 1 ug/mL de cada una de las proteinas. Los puntos representan
valores individuales y las barras representan la mediana.
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Figura 17. Deteccion de anticuerpos 1gG e IgA en la orina de pacientes con ITU. (A) Un incremento
significativo (p = 0.0011) en anticuerpos IgG en orina de pacientes con ITU (UTI-P) fue detectado comparado
con los valores de anticuerpos 1gG en pacientes sanos (H-P). (B) Anticuerpos IgA en orina de UTI-P mostraron
incrementos significativos (p= 0.0003), comparado con los anticuerpos IgA en suero de H-P. Los ensayos de
ELISA fueron realizados por triplicado con 1 ug/mL de cada una de las proteinas. Los puntos representan
valores individuales y las barras representan la mediana.

Inhibicién de la adherencia de UPEC a células de vejiga

La finalidad de las proteinas de fusién fue implementar una biomolecular capaz de generar
una respuesta inmune humoral para bloquear la adherencia de UPEC al tracto urinario. Los
anticuerpos policlonales contra las proteinas FimH, CsgA, PapG, FC y FCP inhibieron la
adherencia de UPEC a células de vejiga HTB-5. Los anticuerpos policlonales mostraron un
reduccion significativa del 32% para anti-FimH (p = 0.002), 21% para anti-CsgA (p =
0.0011), 60% para anti-PapG (p < 0.0001), 73% para anti-FC (p < 0.0001) y 46% para anti-
FCP (p < 0.0001), comparado con los niveles de adherencia de la cepa de UPEC CFT073
(Figura 18). Los sueros pre-inmune utilizados como muestras control no bloquearon la

adherencia, indicando que la reduccion de adherencia fue por la presencia de anticuerpos

contra las proteinas de fusion.
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Cepa de E. coli CFT073

Anticuerpos policlonales de conejo

Figura 18. Reduccion de la adherencia bacteriana por la presencia de anticuerpos policlonales. Las células
de vejiga HTB-5 (MOI 1:100) fueron infectadas con la cepa E. coli CFT073; después de 1 horas de incubacion
con suero de conejos inmunizados con las proteinas FimH, CsgA, PapG, FC, FCP (1:1). Los anticuerpos
policlonales de conejo favorecieron una reduccién en la adherencia bacteriana (CFU/mL y porcentaje) después
de 3 horas de infeccién. La adherencia de la cepa CFT073 sin anticuerpos y con una mezcla de cada uno de los
sueros preinmunes. Las barras representan el promedio £ D.E de tres experimentos independientes. **p =
0.0011, ***p = 0.0002, and ****p < 0.0001.
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Conclusiones

Las proteinas de fusion fueron disefiadas considerando la distribucion de las principales
adhesinas fimbriales, la prediccion de su antigenicidad y la participacion en la patogénesis
de UPEC. Las proteinas FC y FCP fueron las biomoléculas de mayor funcionalidad por su
capacidad para liberar citocinas y por su alta expresion in vivo de acuerdo a los anticuerpos
presentes en muestras de orina y suero de pacientes con ITU. Estas proteinas de fusion
pueden ser consideradas viables para el disefio de una vacuna contra las ITU por su capacidad

de proteccion contra la adherencia de UPEC a células de vejiga.
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Perspectivas

Los datos obtenidos en este estudio muestran la viabilidad de las proteinas de fusion para la
generacion de una vacuna contra las ITU. La probable vacuna debe ser soluble; por este
motivo, es necesario proponer un amortiguador que incluya chaperonas artificiales y
compuestos que promueven puentes disulfuro, cambios en la fuerza ionica y estabilidad en
las proteinas de fusién. Una vacuna viable debe contener proteinas estables con un
plegamiento adecuado; la cual, pueda generar una respuesta inmune adecuada con
anticuerpos protectores contra los antigenos involucrados. La estabilidad podra ser
confirmada por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, por sus siglas en inglés) y la
determinacion de las estructuras secundarias de las proteinas triméricas por Dicroismo
Circular (CD, por sus siglas en inglés). La estructura terciaria puede ser evaluada por CD y
por Fluorescencia Extrinseca (FE) usando anilino naftaleno sulfonato (ANS) como
fluoréforo externo. La vacuna viable contra las ITU debe ser evaluada su inmunogenicidad
y capacidad protectora in vivo. La inmunizacion intranasal induce una respuesta inmune de
mucosas Y la aplicacion de las proteinas de fusion por esta via permitirad la evaluacion de
parametros inmunoldgicos, tales como: proliferacion de células del sistema inmune,
cuantificacion citocinas proinflamatoria y antiinflamatorias. La estandarizacion del modelo
murino de ITU realizado en este proyecto permitira la evaluacion de la capacidad protectora

de las proteinas de fusion contra la bacteria de UPEC.
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Urinary tract infactions (UTis) are assocated with high rates of morbidity and mortalty
worldwide, and uropathogenic Eschencha coff (UPEC) is the main stiologic agert.
Fmbriae assembled on the bacteral surface are essertinl for adhesion to the urnary tract
epthelum. I this study, the FmH, CsgA, and PapG adhesins were fused 1o generate
biomolecules for use as potertial target vaccines againat UTls. The fusion protein design
was generaied using bicrformatios tooks, and template fusion gene sequences were
synthesized by GenScript in the folowing order fimb-csgA-papG-fimi-csgA [iopic)
lirkad 1o the nuclectide sequence encoding the [EAMK]s pepide. Monomenc {imi,
donad into the pl ATE3 1 expmssion vector and genemted products of 1040, 539, 1139,
1442, and 2444 bp, respectively. Fusion protain expression n BL21 E. calf was inducad
with 1 mM IPTG, and His-tagned proters were purifiad under denaturing conditions and
refclded by dalyss using C-buffer. Coomassie blue-stained SDS-PAGE gels and Western
blot analysis revealad bands of 286, 11.9, 33.8, 44.9, and 82.1 kDe, comespanding %o
FerH, CsgA PapG, FC, and FCP proteins, mepeciively. Mass spectrometry analysis by
MALDE-TORTOF revealed speciic peptides that confirmed the fusion protein structures.
Dyrarnic light scatiening analysis revealed the polydispersed state of the fusion proteins.
FrmH, CsgA and PapG stmulnted the release of 372-398 pg'ml IL-G interastingly,
FC and FCP stmulated the release of 454.79 pg/mi (p < 0.018) and £21.24 pg/ml
(p < 0.002) IL-6, respectively. In addition, FC and FCP stimulaied the reeass of
38652 pg/ml (p < 0.001) and 450.40 pg/mi {p < 0.002) L-8, respoctively. High levels
of IgA and lgG antibodies n human sera racted against the fusion proteins, and under
iderttical conditions, low levels of IgA and igG artibodies were detected in human urne.

xmn-mmmmﬂlmm:r; 1

Octter M0 | Vo G| Actcis 38

72



& trontiers

OFIOINAL RESTARCH
3% Decxertar 2090

in Microbiology Sox 10 TARMYmES 2016.09043
Multidrug- and Extensively
Drug-Resistant Uropathogenic
Escherichia coli Clinical Strains:
Phylogenetic Groups Widely
Associated with Integrons Maintain
High Genetic Diversity
Sara A Ochoa'**, Artadnna Cruz-Cordova’, Victor M. Luna-Finoada ',

Juan P. Reyas-Grajoda“, Vicanta Cazares-Dominguar ', Gerwdo Escalona’,
OPEN ACCESS  Ma Eugonia ', Farnanda Lopez-Montiel’, Joso Araiano-Gaindo®,
Encoida Lopaz-Martinaz*, israol Farra-Ortega’, Sivia Glono-Carezo”,
Caadby  Rigoberto Hermdndaz-Castro®, Dankeda do A Rosa-Zambon!® and
i Mont Jaan -
by ’mﬂhm nnnn-:uuaon-mn:- rustues Poleren Nexorsd M
" 5:-"?"'- Oty M o St e M, s Nactorw e Crcse Sotigte, It Polttcts Nt
g "'"‘2.""‘ . o S, ittt A P G, M Coy M,
UNU————— ‘mam_am xma-u-:rmmmu:m
Cormpondence: ' Latoestoer; Clven, Meupta’ interef do M Fateren Gomas, Mae Cfy Muees * Depertemants de foobgi e
B o \gartns Putdganes. Mot Garnnd T M G Gorestie,” Mess Ofy M, * Fpetemtboi Hoptevs, Mot
farr oo T eed i MED Fa e, M Oty M
Y In recont yers, an increase of uropathogenic Escherichia cok (UPEC) strains with
et Cemmas. Mubtidrug-resistant (MDH) and Extensvely Drug-resstant (XDF) profies that complicate
e~ therapy for urinary tract infections (UTks) has been cbeenved and has directly impacted
"’: '”‘“:; costs and exdendad hospital stays. The aim of this study wes 1o determine MDR- and
ccept % Cooentms 2276 XDR-UPEC cirical strains, their vinience genes. ther phylogenetic groups and to

Putiabat: 77 Dncnter 2076 ampertan ther misionship with integrons and genetic diversity From a collection of
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mm;";"’ strans wers mainky assocated with phylogenetic groups D (54.87%) and B2 (30.00%)

with a high peroertage (>70%| of soveral fimbel genes (ocpd, fmi, csgd, and
papGll), an ron uptake gene (chud), and a toxn gene (Ripd). In addiion, & moderate
fraquency (40-T0%) of other genes jutl), tosA, and besA) was observed. XDR-UPEC
strars were predominantly assocated with phylogenetic groups B2 (47.61%) and

D (42.85%), which grouped with =80 virdence genes, inchuding ecpA, fimH, csgd,
papGll, wth, and chud. A moderate frequency (40-T0%) of the tosd and hipA
genes was observed. The chss 1 and 2 mtegrons that were identified n the
MDR-and XDR-UFEC strans were assooated with phylogendatico groups D, B2,
and A, whie the XDH-UPEC strans that were assocmted with phyloganatic groups
B2, D, and A shownd an exended-spectrum beta-lactamase ESHL) phenotype.
The modiying enzymes (aadA1, asdB, ascC, antl, dPA1, drA17, and aadA) that
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