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3. Glosario  

HIMFG: Hospital Infantil de México “Federico Gómez” 

LIBI: Laboratorio de Investigación en Bacteriología Intestinal  

ITU: Infecciones del tracto urinario 

UPEC: Escherichia coli uropatogénica, por sus siglas en inglés 

PapG: Adhesina de la fimbria P de UPEC  

FimH: Adhesina de la fimbria tipo 1 de UPEC 

CsgA: Proteína estructural de la fimbria curli de UPEC 

FC: Fusión de las adhesinas FimH y CsgA (proteína dimérica)  

FCP: Fusión de las adhesinas FimH, CsgA y PapG (proteína trimérica)  

Bioconjugado HIM_2.0: Mezcla de las proteínas recombinantes PapG y FC  

MDR: Multidrogo resistente. 

EDR: Extremodrogo resistente. 

ABU: Bacteriuria asintomática, por sus singlas en inglés. 

ITUca: ITU complicada asociadas a catéter 

IBC: Comunidades bacterianas intracelulares, por sus siglas en inglés.  

QIR: Reservorios intracelulares quiescentes, por sus siglas en inglés.  

CMIS: Sistema inmune común de mucosa, por sus siglas en inglés.  

NALT: Tejido linfoide asociado a nasofaríngeo, por sus siglas en ingles. 

IN: Inmunización intranasal. 

IM: Inmunización muscular. 

Ni-NTA: Cromatografía de afinidad a Niquel, por sus siglas en inglés.  

HClGnd: Hidroxicloruro de guanidina, por sus siglas en inglés.  
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SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico, por sus 

siglas en inglés. 

UFC/mL: Unidades formadoras de colonia por mililitro 

LB: Luria Bertani 

Abs: absorbancia 

IPTG: isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido  

rpm: revoluciones por minuto 

DO600: Densidad óptica a 600 nanómetros 

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo  

PBS: Búffer fosfato salino  

ELISA: ensayo de inmunoabsorción ligado a enzima, por sus siglas en inglés 

pb: Pares de bases 

kDa: Kilodalton 

n: número de ratones 

CDs: Células dendríticas 

PC: Células B  plasmáticas  
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4. Resumen 

 

En México, las infecciones del tracto urinario (ITU) son un problema de salud pública, 

causando más de 4 millones de casos anualmente. Escherichia coli uropatogénica (UPEC, 

por sus siglas en inglés) es el principal agente causal de estas infecciones y es caracterizada 

por el aumento de su resistencia a diversos antibióticos. Una vacuna eficaz que disminuya 

la alta morbilidad y que plantee una alternativa al tratamiento con antibióticos no ha sido 

descrita. En un estudio previo, las adhesinas de las principales fimbrias fueron utilizadas 

para la generación de una nueva alternativa contra las ITU por UPEC. Las adhesinas FimH 

de la fimbria tipo 1, PapG de la fimbria P y CsgA de curli fueron fusionadas para formar 

proteínas diméricas y triméricas. Los anticuerpos generados contra el monómero PapG y la 

proteína dimérica FimH-CsgA (FC) inhibieron principalmente la adherencia de UPEC a 

células de vejiga. En este proyecto estas dos proteínas fueron los componentes de un 

bioconjugado definido como HIM_2.0, el cual es una propuesta a vacuna potencial contra 

las ITU. Objetivo. Evaluar la respuesta protectora del bioconjugado HIM_2.0 en un 

modelo murino de infección del tracto urinario. Material y métodos. La estrategia 

metodológica fue dividida en dos partes. La primera fue obtener los componentes proteicos 

del bioconjugado HIM_2.0, siguiendo los protocolos establecidos por Luna-Pineda y cols 

(2016). Finalmente, una respuesta protectora inducida por inmunización del bioconjugado 

HIM_2.0 fue evaluado usando un modelo murino de infección con ratones C57BL/6. 

Resultados. Los componentes del bioconjugado HIM_2.0 fueron generados con adecuada 

integridad y concentración para las administraciones. La inmunización intranasal (IN) de 

este bioconjugado a ratones indujo la mayor disminución de unidades formadoras de 

colonias por mililitro (UFC/mL) en vejiga y riñón cuando se comparó con una vía 

parenteral como la intramuscular (IM). Bajo las mismas condiciones de inmunización IN, el 

bioconjugado indujo la mayor protección cuando fue comparado con la administración de 

sus respectivas fimbrias completas. Adicionalmente, la administración IN en los ratones 

indujo altos niveles de anticuerpos IgG anti-PapG y anti-FC en orina comparados con otras 

muestras biológicas, tales como suero y lavados vaginales. La administración IM solo 

indujo anticuerpos IgG contra estas proteínas en suero y lavados vaginales de estos ratones. 

Conclusión. La administración IN del bioconjugado HIM_2.0 en ratones mostró una alta 

capacidad protectora contra la infección transuretral de UPEC. Probablemente por una 

respuesta humoral especifica de IgG detectada en las orinas de los ratones. 
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4.1 Abstract 

In Mexico, urinary tract infections (UTI) are a public health problem with more than 4 

million of cases each year. Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) is the main agent of 

these infections and is characterized for the increased in its resistance to various antibiotics. 

An effective vaccine that can decreases the high morbidity and at the same time can be an 

alternative to antibiotic treatment has not been described. In a previous study, the adhesins 

of the main fimbria were used for the generation of a new alternative against UTIs by 

UPEC. FimH adhesin from type 1 fimbriae, PapG from P fimbriae and CsgA from curli 

fibers were fused to form dimeric and trimeric proteins. The antibodies generated against 

the PapG monomer and the FimH-CsgA (FC) dimeric protein mainly inhibited the 

adherence of UPEC to bladder cells. In this project, these two proteins were the 

components of a bioconjugate called as HIM_2.0, which is a new proposal potential 

vaccine against UTIs. Objective. Evaluate the protective response of the HIM_2.0 

bioconjugate in a murine model of urinary tract infection. Material and methods. The 

methodological strategy was divided in two parts: the first part was to obtain the HIM_2.0 

bioconjugate protein components, following the protocols established by Luna-Pineda and 

Cols (2016). Finally, a protective response induced by immunization of the HIM_2.0 

bioconjugate was evaluated using a murine model of infection with C57BL/6 mice. 

Results. The HIM_2.0 bioconjugate components were generated with adequate integrity 

and concentration for the administrations. Intranasal (IN) administration of this 

bioconjugate to mice induced the greatest decrease of colony forming units per milliliterin 

(UFC/mL) in the bladder and kidney, when was compared it with a parenteral route such as 

intramuscular (IM). Under the same IN immunization conditions, the bioconjugate induced 

the highest rates of protection when it was compared with the administration of their 

respective complete fimbria. Additionally, IN administration of bioconjugate in mice 

induced high levels of anti-PapG and anti-FC IgG antibodies in urine, when was compared 

it to other biological samples, such as serum and vaginal washings. The IM immunization 

only induced IgG antibodies against these proteins in serum and vaginal washes of these 

mice, however, these antibodies cannot protect against UPEC colonization. Conclusion. 

The IN administration of the HIM_2.0 bioconjugate in mice showed a high protective 

capacity against UPEC transurethral infection. Probably, it was due to a specific humoral 

IgG response detected in the urine of the mice. 
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5. Introducción 

5.1 Epidemiología de las ITU: Morbilidad y costos económicos 

Las ITU son un problema de salud pública debido a la alta morbilidad con más de cuatro 

millones de casos reportados por año en México [1]. El gasto anual de consulta y 

medicación por las ITU se calcula en 18,000,000,000 de pesos mexicanos, el cual fue 

estimado con base en estudios realizados en otros países [2]. El sexo femenino tiene una 

predisposición a adquirir una ITU, siendo dos millones de casos reportados anualmente [3]. 

Además, se infiere que el 20% de esta población presenta una segunda ITU, la cual puede 

cursar con recurrencia en el 30% de estas mujeres [4]. La población infantil tiene una baja 

prevalencia de estas infecciones, sin embargo, está asociada a factores que complican el 

curso de la infección, tales como: malformaciones en el tracto urinario, inmunodeficiencias, 

cáncer y leucemia [5].  

5.2 Factores de virulencia y aptitud asociados al mecanismo de patogenicidad de 

UPEC  

Escherichia coli uropatogénica (UPEC, por sus siglas en inglés) es una bacteria de origen 

intestinal que ha adquirido la capacidad de colonizar el tracto urinario usando factores de 

aptitud y virulencia, incluyendo toxinas, fimbrias, sistemas de adquisición de hierro, 

proteínas autotransportadoras, flagelo, lipopolisacarido (LPS) y cápsula (Figura 1) [6–8]. 

Estos factores adquiridos por transferencia horizontal de genes se relacionan con el 

mecanismo de patogenicidad en esta bacteria [9]. 
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Figura 1 Los principales factores de aptitud y virulencia que UPEC.Este uropatógeno adquirió genes de 

virulencia y aptitud por transferencia horizontal y se dividen en: toxinas (hemolisina, CNF1( Factor 

necrotizante citotóxico 1), así como la secreción de toxinas autotransportadoras Sat, Pic y Tsh ), adquisición 

de hierro (mediante sideroforos: Aerobactina, enterobactina, salmochelin y yersiniabactin), lipopolisacarido 

(LPS, reclutamiento de células polimorfonucleares para inducir  una respuesta inflamatoria aguda), motilidad 

(mediante el uso del flagelo, que es considerado como un factor de aptitud),  adhesinas ( con fimbrias como la 

tipo 1, P, curli, F1C, Dr, Auf, S y M) y cápsula [7]. 

 

Este mecanismo de UPEC es descrito en la figura 2 y se divide en los siguientes 

pasos: (1) La adherencia al uroepitelio, un proceso considerado como el primer paso para la 

colonización, es mediado por las fimbrias de UPEC. (2) La unión de esta bacteria promueve 

el reordenamiento de la actina, internalizándose en la célula del hospedero; (3) una vez en 

el ambiente intracelular UPEC puede multiplicarse y formar comunidades bacterianas 

intracelulares (IBC). (4) Además, un estado oxidativo genera la filamentación y el eflujo de 

UPEC fuera de la célula del hospedero; (5) finalmente, una vez afuera de la célula, esta 

bacteria puede infectar nuevamente y en algunos casos establecerse como reservorios 

intracelulares quiescentes (QIR) [7].  
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Figura 2 Mecanismo de patogenicidad de UPEC. UPEC es el principal agente causante de las ITU con 

diversos factores de virulencia y aptitud que le permiten colonizar a su hospedero. (1) UPEC inicia su 

patogenia al adherirse a las células superficiales de la vejiga, (2) activando un proceso de invasión, (3) el cual 

permite a la bacteria permanecer intracelularmente para formar IBCs. (4) La interacción de UPEC con la 

célula promueve un estado de oxidación intracelular, promoviendo la filamentación de la bacteria y su 

posterior eflujo, lisando a la célula del uroepitelio. Esta bacteria puede reinfectar y permanecer como un QIR. 

UPEC coloniza nuevamente para un nuevo ciclo de infección o dirigirse a un nuevo sitio blanco como el 

riñón. 

 

5.3 Biogénesis de las principales fimbrias de UPEC 

Las fimbrias son estructuras poliméricas ensambladas en la superficie de UPEC, las cuales 

principalmente promueven la adherencia de la bacteria al tracto urinario [10]. Estas 

fimbrias contienen una molécula adhesiva (adhesinas) en su parte apical del heteropolímero 

o es la proteína estructural del homopolímero de algunas de estas (Figura 3) [11–13]. Las 

principales fimbrias de UPEC son la tipo1 y P, que se caracterizan por su biogénesis 

mediada por la vía de chaperona-acomodador. Este proceso de ensamble es mediado 

principalmente por dos proteínas, una periplásmica (chaperona) y otra de membrana 
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externa (acomodador). Las subunidades de la fimbria P son: PapC, PapH, PapG (adhesina), 

PapF, 5 a 10 repeticiones de PapE y PapK, además de 1,000 repeticiones de PapA. 

Homólogamente, la fimbria tipo 1, después de su adhesina FimH se une la proteína FimG, 

seguido de FimF y de 1,000 repeticiones de FimA, mientras FimD es localizada en la 

membrana externa [14]. Por otro lado, la biogénesis de la fimbria curli esta mediada por el 

sistema de traslocón-Sec en el periplasma y a su vez por el sistema de transporte 

extramembranal de nucleación-precipitación de la proteína estructural CsgA [12]. Esta 

fimbria está constituida principalmente por la subunidad CsgA codificada por el operón 

csgBAC. El ensamblaje de curli es promovido por la polimerización de CsgA apoyada por 

la proteína nucleadora CsgB. Los genes csgD, csgE, csgF y csgG se transcriben en la 

orientación opuesta al operón csgBAC y codifican para la proteína reguladora CsgD, 

mientras las proteínas CsgE, CsgF y CsgG son los componentes secretorios [12]. 

 

 

Figura 3 Esquema representativo de las principales fimbrias de UPEC. Las principales fimbrias de UPEC 

son la tipo1 y P, que se caracterizan por su biogénesis mediada por la vía de chaperona-acomodador. [14]. Por 
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otro lado, la biogénesis de la fimbria curli esta mediada por el sistema de traslocón-Sec en el periplasma y a 

su vez por el sistema de transporte extramembranal de nucleación-precipitación de la proteína estructural 

CsgA [12]. 

 

5.4 Antecedentes 

Estudios previos mostraron una alta distribución en las adhesinas FimH de la fimbria tipo 1 

y CsgA de curli en cepas de UPEC aisladas de niños pediátricos [15,16]. Mientras, la 

adhesina PapG de la fimbria P también fue ampliamente distribuida en aislados de UPEC 

con relevancia clínica (Figura 4) [16]. 

 

 

Figura 4 Distribución de los principales genes de virulencia y de aptitud. La evaluación por PCR de los 

genes de virulencia y aptitud en una colección de aislados clínicos de UPEC mostró una amplia distribución 

de las fimbrias, tales como: Fimbria tipo, P y curli. Adicionalmente, estas fimbrias fueron asociadas a los 

grupo filogenético B2 y D principalmente [16]. 
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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 [17]. El dominio de unión a 

manosa de FimH, la proteína completa y en asociación con FimC (flagelina y chaperona), 

reducen significativamente la adherencia en vejiga y riñón de ratones, incluyendo monos 

cynomolgus. Estos datos sugieren que los anticuerpos específicos anti-FimH inhiben la 

colonización de UPEC [18–21].  

La proteína 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 liberación de citocinas 

(INFγ: interferón gamma e IL4: interleucina 4) por células T (Th1 y Th2), los cuales fueron 

identificados después de una inmunización subcutánea [22]. La proteína de fusión de FimH 

(UPEC) y MrpH (Proteus mirabilis), induce significativamente la liberación de anticuerpos 

IgG e IgA en diversas muestras de ratón (suero, orina, lavado nasal y vaginal) después de la 

inmunización IN. La inmunidad celular tipo Th1 y Th2 generada por las proteínas 

FimH/MrpH con o sin adyuvante MPL, sugiere que una de estas proteínas funcionan como 

una molécula adyuvante [23]. Adicionalmente, se observó que la proteína FimH 

interacciona con el TLR4 a través de un correceptor α-manosilado, que favorece la 

activación de células epiteliales CD4
-
 mediante la vía Tirap-MyD88 para el reclutamiento 

de neutrófilos en la mucosa [24,25].  

Datos preliminares han mostrado que la proteína CsgA funciona como una adhesina 

accesoria que contribuye a la adherencia de UPEC a células de vejiga. Estudios más finos 

son requeridos para determinar la función específica de CsgA de UPEC en un proceso de 
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colonización [26]. Otro estudio mostró niveles altos de anticuerpos anti-CsgA en sueros de 

pacientes convalecientes de sepsis, sugiriendo que la proteína CsgA es expresada in vivo; 

sin embargo, la inmunogenicidad de esta proteína no fue evaluada en este estudio. La 

fimbria curli en otras E. coli induce significativamente la liberación de citocinas 

proinflamatorias (TNFα, IL-6 e IL-8) en células de macrófagos [27]. La proteína 

recombinante CsgA de Salmonella y la fimbria curli de E. coli MC4100, participan en la 

liberación de IL-8 en células de macrófagos de humano THP-1 a través de la interacción 

cooperativa de TLR1 y TLR2 [28]. La proteína CsgA también ha sido considerada como un 

PAMP (Patrones Moleculares Asociados a Patógenos, por sus siglas en inglés), responsable 

de generar una respuesta de IL-6 e IL1β mediante la vía del inflamosoma (NLRP3) [29,30].  

La adhesina PapG de UPEC ha sido involucrada en procesos de pielonefritis en 

humanos [31]. La interacción de PapG con un correceptor del TLR4 con características de 

esfingolípido, activa la secreción de IL-6 e IL-8 [24,32]. La inmunización intraperitoneal de 

la fimbria P completa con la chaperona PapD genera una protección contra la inflamación 

del riñón e induce una producción de anticuerpos específicos en sueros de ratón y mono 

cynomolgus [33,34]. Sin embargo, una diferencia no significativa fue observada entre el 

número de bacterias recuperadas en orina y el grupo control, probablemente por la 

expresión de otras fimbrias que contribuyen en la colonización bacteriana [34].  

En un estudio previo, 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 permitió la clonación de los diferentes genes 

diméricos y triméricos para su posterior expresión y purificación a partir de cultivos de la 

cepa de E. coli BL21 (DE3). Los genes de fusión fc (fimH-csgA) y fcp (fimH-csgA-papG) 
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mostraron una alta estabilidad como moléculas de fusión. Así mismo, el análisis 

bioinformático realizado en las proteínas de fusión FC (FimH-CsgA) y FCP (FimH-CsgA-

PapG) mostró una adecuada estabilidad estructural con los epítopos expuestos y con 

péptidos de unión al complejo principal de histocompatibilidad clase II (MHCII). Estas 

proteínas de fusión generadas fueron funcionales al ser evaluada en cultivo celular, siendo 

su capacidad de activar la liberación de IL-6 de 464.79 pg/mL para la proteína FC y de 

521.24 pg/mL para la proteína FCP. La liberación de IL-8 mostró un valor de 398.52 

pg/mL para la proteína FC y de 450.40 pg/mL para la proteína FCP. Las proteínas de fusión 

también reaccionaron con sueros pacientes con ITU; pero la proteína FC fue la molécula de 

mayor capacidad antigénica para interaccionar con los anticuerpos IgA con una DO450 de 

2.216 y de IgG con una DO450 de 0.837. La identificación de anticuerpos también en las 

orinas mostró valores de 0.950 de DO450 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 (Figura 5).  
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Figura 5 Reducción de la adherencia bacteriana en presencia de anticuerpos policlonales. La cepa E. 

coli CFT073 fue incubada con suero de conejos inmunizados con las proteínas FimH, CsgA, PapG, FC, FCP 

(1:1) y células de vejiga HTB5 (MOI 1:100) por 2 h. Los anticuerpos policlonales de conejo favorecieron la 

reducción en la adherencia bacteriana (CFU/mL y porcentaje) comparado con la adherencia basal de la cepa 

CFT073 y con un pool de sueros pre-inmune. Las barras representan el promedio ± D.E de tres experimentos 

independientes. **p = 0.0011, ***p = 0.0002, and ****p < 0.0001 (Tomado de: Luna-Pineda et al., 2016) 

 

Estos datos sugieren que estas proteínas de fusión tienen una capacidad protectora. 

En conclusión, las proteínas FC y FCP fueron las biomoléculas de mayor funcionalidad por 

su capacidad para liberar citocinas y por su alta expresión in vivo de acuerdo a los 

anticuerpos presentes en muestras de orina y suero de pacientes con ITU. Estas proteínas de 

fusión pueden ser consideradas viables para el diseño de una vacuna contra las ITU por su 

capacidad de protección contra la adherencia de UPEC a células de vejiga. 
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6. Planteamiento del problema 

Las ITU son la tercera causa de morbilidad en México, sin embargo, una vacuna viable 

para esta enfermedad no ha sido desarrollada. Estas infecciones no solo impactan en el 

estilo de vida de las personas, si no, generan un alto costo en los tratamientos con 

antibióticos. UPEC, el principal agente causal de las ITU, ha incrementado su resistencia a 

diferentes grupos de antibióticos. El 20% de un conjunto de aislados clínicos de UPEC 

entre 2010 y 2011 mostraron un perfil de resistencia MDR( multidrogoresistente), sin 

embargo, un aumento considerable del 66.3% en otra colección de aislados clínicos fue 

obtenido entre el 2012 y 2013 [15,16]. El tratamiento de elección en pediátricos, como en el 

HIMFG, es trimetroprim-sulfametoxazol, ciprofloxacina y ampicilina, pero la resistencia a 

estos antibióticos es reportada en estas colecciones de aislados clínicos MDR de UPEC. En 

el Laboratorio de Investigación en Bacteriología Intestinal (LIBI) se diseñó y generó 

proteínas de fusión diméricas y triméricas con las principales adhesinas de UPEC. Los 

anticuerpos generados contra la proteína dimérica FC inhibió la adherencia de la cepa de 

UPEC a una línea celular de vejiga humana. Además, la proteína monomérica PapG 

también mostró niveles altos de inhibición bajo las mismas condiciones [35].  

7. Hipótesis 

Si, los anticuerpos contra las proteínas PapG y FC protegen contra la adherencia de UPEC a 

una línea celular de vejiga; entonces, la inmunización de estas dos proteínas como un 

bioconjugado (HIM_2.0) a ratones C57BL/6 generará una respuesta protectora contra la 

infección. Los datos generados establecerán a este bioconjugado como una vacuna 

potencial contra estas infecciones por UPEC. 
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8. Objetivos 

8.1 General  

Evaluar la respuesta protectora del bioconjugado HIM_2.0 en un modelo murino de 

infección del tracto urinario 

8.2 Particulares  

• Obtener los componentes proteicos del bioconjugado HIM_2.0 

• Determinar la capacidad protectora del bioconjugado HIM_2.0 

9. Metodología  

9.1 Verificación y purificación de los componentes del bioconjugado HIM_2.0 

Los vectores de expresión pLATE-papG y pLATE-fc fueron clonados y transformados en 

la cepa de E. coli BL21 por Luna-Pineda y cols., 2016 [35]. Estas bacterias transformadas 

con su correspondiente vector de expresión fueron verificadas por reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) la amplificación de los genes papG y fc. Las 

condiciones de PCR fueron también establecidas por Luna-Pineda y cols., mientras los 

iniciadores específicos descritos en el manual de aLICator LIC Cloning and Expression 

(Thermo Scientific) fueron utilizados para la amplificación. La expresión de los genes fue 

realizada por colony blotting usando anticuerpos 6X his tag de ABCAM (ab137839; CB, 

UK) y los ensayos de solubilidad de las proteínas fueron realizados con los protocolos 
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establecidos en el manual The QIAexpressionist (Qiagen, St, Germany). La purificación de 

las proteínas PapG y FC fue realizada por cromatografía de afinidad a Ni-NTA en 

condiciones desnaturalizantes usando el método establecido por Luna-Pineda y cols., 2016. 

Brevemente, la cepa E. coli BL21 transformada con el vector de expresión pLATE-papG y 

pLATE-fc fueron cultivadas en 10 ml agar LB (Luria Bertani) suplementado con 100µg/mL 

de ampicilina (LB; Becton-Dickinson, Franklin Lakes, Nueva Jersey, EE. UU.) a 37 °C 

durante 16 horas. A partir del precultivo, una alícuota de 1 mL fue utilizada para inocular 

en 500 mL de medio LB suplementado con 100µg/mL de ampicilina y cultivado a 37 °C 

hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm (DO600) de 0.5 a 0.7 de absorbancia (Abs). El 

cultivo ajustado fue suplementado con isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG, 

Thermo Fisher Scientific, MA, USA) a una concentración de 1 M e incubado a 30°C 

durante 5 horas, permitiendo la inducción de la expresión de las proteínas. Posterior esta 

inducción, las células bacterianas fueron recuperadas por centrifugación a 5,000 rpm 

(revoluciones por minuto) durante 10 minutos, los cuales, fueron resuspendidos en búffer 

de fosfato (K2HPO4 10 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM y EDTA 1 mM) suplementado con 

fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE. UU.). 

Esta suspensión bacteriana fue lisada usando sonicación (Sonics Materials VCX-130PB 

Ultrasonic Processor, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) con amplificación del 80% con 

pulsos de 10 segundos y 10 segundos en frio hasta obtener una suspensión aclarada. Esta 

suspensión fue centrifugada a 40,000 rpm durante 20 minutos y el sobrenadante fue 

descartado.  
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El paquete insoluble fue resuspendido en búffer desnaturalizante (Guanidina 8 M, 

NaCl 100 mM y K2HPO4 100 mM, pH 8) e incubado durante 3 días a temperatura 

ambiente. La suspensión insoluble tratada con el agente caotrópico fue centrifugada a 

40,000 rpm durante 20 minutos y el sobrenadante fue recuperado. Este sobrenadante fue 

incubado a 4°C con resina de ácido níquel-nitrilotriacético-agarosa (Ni-NTA) (Qiagen) 

durante 1 h, empaquetado en una columna de vidrio de 50 x 600 mm (Thermo Fisher 

Scientific, MA, USA). Una vez empaquetada en la columna, la suspensión solubilizada con 

hidroxicloruro de guanidina (HClGnd) fue eluida y la resina con las proteínas unidas fue 

lavada con búffer A (Urea 8.5 M, Tris 20 mM, pH 7.5, NaCl 160 mM e imidazol 20 mM). 

Finalmente, las proteínas fueron eludidas con búffer B (Urea 8 M, Na2HPO4 50 mM, pH 8, 

NaCl 100 mM e imidazol 500 mM) en 10 mL. Las proteínas recuperadas se encuentran 

desnaturalizadas y su replegamiento fue realizado mediante diálisis utilizando un gradiente 

de urea de 7 a 1 M en búfer de fosfatos a 4°C. Las proteínas de fusión replegadas fueron 

almacenadas en buffer C a -70°C para todos los ensayos [35]. 

  La verificación de estas proteínas fue realizada con electroforesis en gel de 

poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés) al 12% y 

Western blotting con cuatro anticuerpos distintos: anti-PapG, anti-FCP, anti-FimH y anti-

FC [35]. La cuantificación de endotoxina fue realizada con el ensayo de lisado de 

amebocitos de Limulus  (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Las proteínas con 

concentraciones mayores a 0.1 EU/mL fueron tratadas con 50 µg / ml de polimixina B 

(Sigma-Aldrich Corp., MO, USA) a 4°C durante 12 horas. La cuantificación de las 

proteínas fue realizada con el kit 2D Quant (GE Healthcare Life Sciences, PA, USA) 
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siguiendo los protocolos ya establecidos por el fabricante. Adicionalmente, la fimbria tipo 

1, P fueron purificadas por precipitación y centrifugación, siguiendo los protocolos 

establecidos por Douglas y Eisenstein [36]. Mientras curli fue purificada usando los 

métodos establecidos por Saldaña y cols., 2009 [37]. 

9.2 Inmunización IN e IM de ratones C57BL/6 

Ratones hembra C57BL/6 entre 10-12 semanas fueron obtenidos del bioterio de la FES-

Iztacala y su manipulación se realizó bajo la norma de “Especificaciones técnicas para la 

producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio” NOM-62-ZOO-199. Los grupos 

de ratones fueron divididos en dos vías de inmunización IN e IM y subdivididos en: búffer 

fosfato salino  (PBS) (NaCl 138mM, KCl 3 mM, Na2HPO4 8.1 mM, KH2PO4 1.5 mM) 

como control negativo, bioconjugado HIM_2.0 y fimbrias. La administración IN involucró 

el uso de una micropipeta de 1-10µL, ayudando a colocar gota por gota su respectiva 

solución en cada una de las narinas de los ratones. La administración IM fue realizada con 

jeringas de insulina (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) para administrar en el musculo, en la 

región inferiores de la extremidad izquierda de los ratones. Las inmunizaciones, refuerzos y 

dosis usadas fueron estandarizadas y se muestran en resultados.  

9.3 Modelo de infección murino de ITU  

Los ratones C57BL/6 inmunizados fueron retados por inoculación transuretral de la cepa de 

UPEC 529U-0712, usando los protocolos establecidos en el laboratorio por Luna-Pineda y 

colaboradores (2018). La cepa de UPEC fue cultivada en placas de agar LB a 37
o
C durante 

toda la noche. Las colonias obtenidas fueron recuperadas en 1 mL de PBS y ajustadas hasta 
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obtener la Abs de 1.0 (1 x 10
9 
bacterias). Los grupos de ratones fueron anestesiados con una 

solución 1:10 de Pentobarbital y posteriormente inoculadas transuretral con 100 μL de PBS 

conteniendo 1 x 10
8 

células bacterianas. A las 48 horas posterior a la infección, los ratones 

fueron sacrificados para colectar la vejiga y los riñones. Los órganos fueron colocados en 1 

mL de PBS adicionados con 0.01% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich Corp) y estos fueron 

homogenizados mecánicamente. La cuantificación de las UFC/mL por órgano fue realizado 

por microdilución en placa, sembrados en placas de agar MacConkey e incubados toda la 

noche para el conteo de colonias. 

9.4 Obtención de suero, orina y lavados vaginales posterior a la inmunización  

Las muestras biológicas obtenidas a partir de los ratones inmunizados fueron suero, lavados 

vaginales y orinas. La sangre total de los ratones fue obtenida por incisión en la base de la 

cola de cada ratón y esta fue centrifugada a 3,000 rpm durante 10 minutos. El suero fue 

separado en un tubo para microcentrifuga y resguardado a -70°C hasta su uso. Las muestras 

de vagina fueron obtenidas a partir de cuatro lavados consecutivos con 50 µL de PBS para 

cada uno. Estos lavados vaginales fueron centrifugados a 3,000 rpm durante 10 minutos y 

almacenando el sobrenadante a -70ºC hasta su uso. Las muestras de orina fueron obtenidas 

manipulando a los ratones con presiones mecánica a nivel abdominal, mientras la muestra 

obtenida fue recolectada durante tres días consecutivos y resguardada a -70ºC hasta su uso.  

9.5 Determinación de anticuerpos por ELISA 

Los anticuerpos de la clase IgG e IgA fueron identificados en la orina, lavados 

vaginales y suero mediante el ensayo de inmunoabsorción ligado a enzima (ELISA, por sus 
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siglas en inglés). Las proteínas PapG y FC fueron diluidas en amortiguador de carbonatos 

(Na2CO3 /NaHCO3 50 mM, pH 9.6) hasta obtener una concentración de 5 ng/µL y placas 

de poliestireno fueron sensibilizadas con estas proteínas con una incubación a 4°C durante 

12 horas. Las placas de poliestireno sensibilizadas fueron lavadas tres veces con PBS 

suplementado 0.05% Tween 20. El bloqueo en las placas fue realizado con PBS 

suplementado con leche semidescremada al 5% e incubadas a 20°C durante 2 horas. Las 

muestras de orina fueron incubadas directamente y los lavados vaginales fueron diluidas 

1:2 en PBS, mientras los sueros fueron diluidos 1:100 en PBS. La incubación de las 

muestras fue realizada a 4°C durante 12 horas. Posterior a tres lavados, el anticuerpo anti-

IgG de Abcam (ab197767; CB, UK) y anti-IgA de Sigma Aldrich (MO, USA), ambos 

acoplado a HRP, fueron utilizados como anticuerpo secundario. Estos anticuerpos 

secundarios fueron incubados a temperatura ambiente durante 1 hora y posterior lavado por 

5 veces.  El revelado fue realizado por colorimétrica con el kit de revelado OptEIA de la 

marca Becton Dickinson y Compañía (NJ, USA). Las lecturas de absorbancia fueron 

realizada a una longitud de onda de 450 nm, usando el lector de ELISA de Thermo Fisher 

Scietific (Multiskan Fc, MA, USA). 
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9.6 Diagramas de trabajo 

 

 

 

 

Figura 6 Metodología general para verificar y purificar los componentes del bioconjugado HIM_2.0. La 

verificación del vector de expresión pLATE-papG y pLATE-fc permite llevar a cabo el proceso de selección de 

cepas de E. coli BL21 capaces de expresar los genes papG y fc para la posterior purificación en condiciones 

desnaturalizantes y verificación de las proteínas PapG y FC. 
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Figura 7 Metodología general de inmunización e infección para evaluar la respuesta protectora del 

bioconjugado. HIM_2.0. El esquema de inmunización IN e IM se inicia a partir de la previa purificación y 

evaluación de las proteínas PapG y FC. La toma de muestras y el reto de infección transuretral son esenciales para la 

evaluación de la respuesta protectora del bioconjugado HIM_2.0.  
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9.7 Análisis estadístico 

Las diferencias entre medias fueron realizadas usando las pruebas de t de student y de 

ANOVA de dos vías. Las diferencias entre medianas fueron realizadas con la prueba de U 

de Mann-Whitney y una p ≤ 0.01 fue considerada como estadísticamente significativa para 

todos los resultados. Las gráficas y el análisis estadístico fueron realizadas con el programa 

GraphPad Prism versión 7. 

10. Resultados 

10.1 Purificación y verificación de los componentes del bioconjugado HIM_2.0 

Los vectores de expresión pLATE-papG y pLATE-fc fueron obtenidos de un estudio 

previo; los cuales fueron transformados en la cepa de E. coli BL21 [35]. Ambos vectores de 

expresión contienen una secuencia específica para los iniciadores de secuenciación 

incluidos en el sistema de aLICator (Thermo Scientific; MA, USA). Estos iniciadores 

fueron utilizados para la verificación de una correcta inserción de los genes papG y fc. Las 

cepas de E. coli BL21 del 1 al 5 (C1 al C5) mostraron un fragmento amplificado de 1,139 

pb (pares de bases) que corresponde a la clonación de papG, mientras las cepas C6 al C8 

mostraron un amplicón característico a la clonación de fc, incluyendo la cepa C10, con 

1442 pb (Figura 8A). Las cepas de E. coli BL21 de la C1 a C10 también fueron analizadas 

por colony blotting usando anticuerpos anti 6X his tag de ABCAM (ab137839; CB, UK) 

para determinar la expresión de las proteínas PapG y FC. La cepa C2 expresó 

eficientemente la proteína PapG, mientras la cepa C7 expresó la proteína FC (Figura 8B).     



FES Cuautitlán, UNAM 
Bioquímica Diagnóstica 

33 

 

 

 

Figura 8 Verificación de las cepas transformantes pLATE-papG y pLATE-fc. La amplificación por PCR 

de los fragmentos 1,139 pb (papG) y 1,442 pb (fc) fue resuelta en un gel de agarosa al 0.7% y posterior 

tinción con bromuro de etidio. El marcador de peso molecular de 1 kb fue utilizado para verificar el tamaño 

de cada fragmento amplificado. La amplificación de un fragmento de 1,139 pb en cinco colonias fue 

identificada y correspondió a la correcta inserción de papG. Mientras, un fragmento de 1,442 pb fue 

identificado en cuatro colonias y correspondió a la inserto del gen fc (A). La técnica de colony blotting es una 

forma rápida de analizar la expresión de las proteínas del bioconjugado. Una réplica de las colonias de C1 a 

C10 fue realizada en una membrana de nitrocelulosa. La proteína PapG fue identificada en la cepa C2 y para 

la proteína FC fue identificada en la cepa C7. Los anticuerpos utilizados fueron: anti 6XHis dilución 1:5,000, 

anti IgG-HRP dilución 1:10,000; mientras el revelado por quimioluminiscencia fue realizado con los sustratos 

de luminol y peróxido de Immobilon y el análisis fue realizado con el transiluminador Fusion Xpress (B).     

 

La cepa C2 fue utilizada para la purificación de la proteína PapG, mientras la cepa 

C7 para FC. El análisis de la solubilidad de estas proteínas mostró su localización de ambas 

en la fracción insoluble, posterior al análisis por SDS-PAGE al 12% teñido con azul de 

Coomassie (datos no mostrados). Las proteínas PapG y FC fueron purificadas por 

cromatografía de afinidad a Ni-NTA (QIAGEN, Hilden, DEU) en condiciones 

desnaturalizantes con HClGnd de Sigma-Aldrich (MS, USA). La visualización en un SDS-

PAGE al 12% mostró la proteína PapG de ~33.9 kDa (Kilodalton) en la fracción de la 

elución, sin embargo, bandas de diferente peso molecular fueron también visualizadas. 



FES Cuautitlán, UNAM 
Bioquímica Diagnóstica 

34 

 

Probablemente por la formación de oligómeros por la proteína y su asociación a la alta 

concentración de esta (Figura 9A). Bajo las mismas condiciones, la proteína FC fue 

identificada con una banda de ~44.9 kDa y esta mostró una disminución de oligómeros 

(Figura 9B).    

 

 

Figura 9 Purificación de las proteínas PapG y FC en condiciones desnaturalizantes. Los pasos de 

purificación por cromatografía de afinidad a Ni-NTA fueron visualizados posterior al SDS-PAGE al 12% 

teñido con Coomassie. Los carriles 1 y 5 correspondieron a la fracción obtenida posterior al contacto con la 

resina Ni-NTA de PapG y FC respectivamente. Los carriles 2 y 3 correspondieron a la fracción obtenida 

posterior a los lavados de la proteína PapG y los carriles 6 y 7 corresponden a los lavados de FC. Los carriles 

4 y 8 son las eluciones de las proteínas. La proteína PapG de ~33.9 kDa fue localizada en los carriles del 2 y 

3, sin embargo, en el carril 4 se encontró enriquecida (A). La proteína FC de ~44.9 kDa fue identificada 

principalmente en el carril 8 (B). 

 

La verificación de las proteínas PapG y FC fue realizada con anticuerpos 

específicos anti PapG, anti-FimH, anti-FC y anti-FCP por Western blotting. La detección de 

una banda de ~33.9 kDa confirmó específicamente la presencia de la proteína PapG, 

mientras una banda de ~44.9 kDa correspondió a la proteína FC (Figura 10). La 

cuantificación de las proteínas mostró para PapG 1.75 mg/mL y para FC 1.16 mg/mL. Los 
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niveles de endotoxina mostraron valores para PapG de 0.61 UI/mL y para FC de 0.27 

UI/mL, por este motivo las proteínas fueron tratadas con 50 μg/mL de polimixina B 

(Sigma-Aldrich Corp., MO, USA)  y fueron guardadas a -20°C hasta su uso.     

 

 

Figura 10 Verificación de las proteínas PapG y FC purificadas. Western blotting fue utilizado para la 

verificación de las proteínas con anticuerpos anti-PapG, anti-FimH, anti-FC y anti-FCP, según sea el caso. 

Los anticuerpos anti PapG y anti FCP identificaron específicamente a la proteína PapG de ~33.9 kDa (A). 

Mientras, los anticuerpos anti-FimH y anti-FC identificaron específicamente a la proteína FC de ~44.9 kDa 

(B). 

 

10.2 Esquema de inmunización, recolección de muestras biológicas y reto 

La vía de inmunización y la concentración del bioconjugado fueron establecidas en ratones 

C57BL/6 hembra de 10 a 12 semanas de vida (Figura 11). Brevemente, los ratones fueron 

administrados IN, los cuales fueron divididos en tres grupos: amortiguador de fosfatos 

(PBS, control negativo) con un número (n) de ratones de 7 y la administración del 

bioconjugado HIM_2.0 fue con una n = 7; mientras un grupo de fimbrias purificadas 

(fimbria tipo 1, P y curli) fue incluido en este estudio, pero con una n = 3.  Los tiempos de 

inmunización y concentración de antígeno fueron estandarizados de la siguiente manera: la 

primera administración (día 0) fue realizada con 50 µg de cada uno de los componentes 
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(100 µg de proteína total), mientras la mezcla de fimbrias fue realizada con 33.3 µg de cada 

de estas (100 µg de proteína total). Todos los antígenos estuvieron contenidos en 40 μL de 

PBS y dividido en 20 μL para cada narina de los ratones. Adicionalmente, dos refuerzos en 

los días 7 y 14 fueron administrados con 25 µg de cada componente del bioconjugado (50 

µg de proteína total), mientras la mezcla de fimbrias fue realizada con 16.6 µg de cada una 

(50 µg de proteína total), usando un volumen final de 20 μL de PBS (10 μL por narina). Por 

otro lado, se evaluó una vía de administración parenteral, tal como la inmunización IM. 

Estos ratones fueron divididos en dos grupos: PBS (control negativo) con una n = 3 y la 

administración del bioconjugado HIM_2.0 fue con la misma n = 7. Los tiempos de 

inmunización IM fueron los mismos a los estandarizados en la vía IN, pero la 

concentración de antígeno fue de la siguiente manera: la primera administración (día 0) fue 

realizada con 50 µg de cada uno de los componentes (100 µg de proteína total), mientras 

los dos refuerzos en los días 7 y 14 fueron administrados con 25 µg de cada componente 

del bioconjugado (50 µg de proteína total). El volumen para la administración IM de todos 

los grupos de ratones fueron en 300 μL de PBS. 

                  En cada grupo, las muestras biológicas de suero, orina y lavados vaginales 

fueron recolectadas en los días 18, 19 y 20. En el día 21 se generó la infección del tracto 

urinario con la cepa clínica de UPEC 529U-0712 en los ratones antes inmunizados (Figura 

11). La cepa de UPEC fue crecida en agar LB toda la noche a 37°C. La bacteria fue 

cosechada y suspendida en PBS hasta obtener una Abs igual a 1. A partir de la suspensión 

de bacterias se tomó 100 μL que contienen 1 X 10
8
 células para la infección transuretral. El 

número de bacterias de UPEC y el modelo de ITU en ratón fueron estandarizados en un 
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estudio previo. A las 48 horas después de la infección (día 23), los ratones fueron 

sacrificados para obtener las vejigas y riñones. Los órganos fueron homogenizados 

mecánicamente en condiciones de esterilidad y resuspendidos en 1 mL de PBS adicionado 

con Triton-100X al 0.01 %. La cuantificación de UFC/mL se determinó por dilución en 

microplaca y siembra por gota en agar MacConkey por triplicado (Figura 11).  

 

 

Figura 11 Esquema de inmunización. Ratones hembra C57BL/6 entre 10-12 semanas fueron inmunizados 

por primera vez con 100 µg del bioconjugado.  Los refuerzos fueron realizados con 50 µg de bioconjugado en 

los días 7 y 14. Las muestras biológicas fueron recolectadas en los días 18, 19 y 20, tales como suero, orina y 

lavados vaginales. En el día 21 se generó la infección del tracto urinario con la cepa clínica de UPEC 529U-

0712 y el día 23 fueron sacrificados para obtener la vejiga y los riñones.  
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10.3 La inmunización IN genera una protección eficiente contra la colonización de 

UPEC  

El tracto urinario es considerado una mucosa, sin embargo la administración de antígenos 

en esta puede ser un proceso complicado y con efectos secundarios [38]. La inmunización 

IN es ampliamente utilizada para generar una respuesta en otra mucosa lejana, tal como la 

mucosa urogenital [39]. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de utilizar una vía 

parenteral como la administración IM del bioconjugado. La administración IN con PBS 

mostró un valor de mediana de 1.6 x 10
7
 UFC/mL, mientras la administración del 

bioconjugado HIM_2.0 mostró una disminución significativa (p = 0.0005) con un valor de 

mediana de 1.0 x 10
3
 UFC/mL en la vejiga. En el riñón, la administración IN con el control 

mostró un valor de mediana de 7.0 x 10
5
 UFC/mL y una disminución significativa (p = 

0.0005) cuando fue comparado con la administración del bioconjugado con 2.0 x 10
3
 

UFC/mL (Figura 12). La inmunización IM no mostró diferencias significativas bajo las 

mismas condiciones en ambos órganos (Figura 12). 
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Figura 12 Evaluación de la capacidad protectora del bioconjugado HIM_2.0 en modelo murino. Siete 

ratones C57BL/6 inmunizados bajo el esquema establecido en este estudio fueron retados con la cepa clínica 

de UPEC 529U-0712 en el día 21. Posterior a 48 horas de infección, los ratones fueron sacrificados y la 

cuantificación de las UFC/mL fue realizada en las vejigas y riñones de cada uno. El control de PBS fue 

considerado como el 100% de la colonización para ambas inmunizaciones (IM e IN). Las diferencias 

significativas entre las medianas fueron consideradas como: NS = no significativo (p > 0.5); * = 0.05-0.01; ** 

= 0.01-0.001; *** = <0.001. 

 

10.4 El bioconjugado HIM_2.0 como un candidato a vacuna contra las ITU 

La inmunización IN generó una mayor respuesta protectora en el modelo murino de ITU. 

Los componentes del bioconjugado HIM_2.0 es la adhesina PapG de la fimbria P y la 

proteína dimérica FC contiene las adhesinas FimH y CsgA de la fimbria tipo 1 y curli, 

respectivamente. La inmunización IN de una mezcla de estas fimbrias mostró un valor de 

mediana de 1.3 x 10
8
 UFC/mL, pero una diferencia significativa (p = 0.055) no se encontró 
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cuando se comparó con el control de PBS con un valor de 7.0 x 10
5
 UFC/mL (Figura 13). 

Sin embargo, una diferencia significativa (p = 0.0005) fue identificada cuando se comparó 

con la inmunización del bioconjugado en ambos órganos (Figura 13). 

  

 

Figura 13 Análisis comparativo de la protección inducida por el bioconjugado y las fimbrias de UPEC. 

Siete ratones C57BL/6 inmunizados IN con el HIM_2.0 y las principales fimbrias (tipo 1, P y curli) fueron 

retados con la cepa clínica de UPEC 529U-0712 en el día 21. Posterior a 48 horas de infección, los ratones 

fueron sacrificados y la cuantificación de las UFC/mL fue realizada en las vejigas y riñones de cada uno. El 

control de PBS fue considerado como el 100% de la colonización. Las diferencias significativas entre las 

medianas fueron consideradas como: NS = no significativo (p > 0.5); * = 0.05-0.01; ** = 0.01-0.001; *** = 

<0.001. 
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10.5 La protección generada por el bioconjugado HIM_2.0 es mediada por 

anticuerpos IgG  

Una respuesta mediada por anticuerpos puede ser la principal vía para la 

disminución de la colonización de UPEC al tracto urinario; la cual bloquea específicamente 

la adherencia de UPEC durante la infección. Los anticuerpos específicos (IgG e IgA) anti-

PapG y anti-FC fueron determinados posterior a las administraciones con el bioconjugado 

en distintas muestras biológicas, tales como: sueros, lavados vaginales y orinas. Los valores 

de Abs (450 nm) por debajo a los obtenidos por la administración a ratones con PBS fueron 

considerados como anticuerpos (IgA e IgG) basales o inespecíficos. Estos anticuerpos de la 

clase IgA contra ambas proteínas (PapG y FC) tuvieron una Abs ≤ 0.075, contrariamente a 

lo esperado, solo un aumento mínimo en el valor de Abs contra la proteína FC fueron 

determinados en orina en ambas inmunizaciones (IN e IM). Mientras, los anticuerpos de la 

clase IgG tuvieron una Abs ≤ 0.072 basal y/o de inespecificidad contra la proteína PapG y 

una Abs ≤ 0.069 contra el dímero FC (Figura 14 y 15). La administración IN del 

bioconjugado generó la mayor respuesta de anticuerpos IgG en orina con una Abs = 0.425 

contra la proteína PapG y una Abs = 0.508 contra el dímero FC. Bajo el mismo esquema, 

una Abs = 0.176 de anticuerpos IgG en suero fue determinada solo contra la proteína PapG, 

pero no cuando se evaluó las muestras de lavado vaginal contra ambas proteínas. La 

administración IM del bioconjugado generó la mayor respuesta en suero de anticuerpos IgG 

contra ambas proteínas con valores de Abs = 0.987 (PapG) y 1.471 (FC), mientras una Abs 

= 0.195 contra la proteína PapG y una Abs = 0.289 contra el dímero FC fueron 

determinados en lavados vaginales (Figura 14 y 15). La inmunización IN generó una 
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respuesta humoral favorable en el tracto urinario, mientras la inmunización IM generó una 

respuesta en suero y la mucosa vaginal, posterior al análisis estadístico (Tabla 1).  

 

 

IgG IgA 

 

anti-PapG anti-FC anti-PapG anti-FC 

Orina (PBS) vs. Orina (IN) <0.0001 <0.0001 0.8093 0.0341 

Orina (PBS) vs. Orina (IM) >0.9999 0.1656 0.7237 0.0257 

Suero (PBS) vs. Suero (IN) 0.0009 0.9935 0.9933 0.981 

Suero (PBS) vs. Suero (IM) <0.0001 <0.0001 0.9848 0.9989 

Lavado vaginal (PBS) vs. Lavado vaginal 

(IN) >0.9999 0.2944 0.9982 0.8941 

Lavado vaginal (PBS) vs. Lavado vaginal 

(IM) <0.0001 <0.0001 0.9998 0.9315 

Orina (IN) vs. Orina (IM) <0.0001 <0.0001 >0.9999 >0.9999 

Suero (IN) vs. Suero (IM) <0.0001 <0.0001 >0.9999 >0.9999 

Lavado vaginal (IN) vs. Lavado vaginal 

(IM) <0.0001 0.0001 0.9348 >0.9999 

Tabla 1 Determinación de anticuerpos en muestras biológicas. Resultados del análisis estadístico de 

ANOVA de dos vías. Comparación de las Abs de los anticuerpos anti-PapG y anti-FC obtenidas entre los 

diferentes grupos empleados. Se resalta con negritas aquellos valores que muestran ser significativos.   
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Figura 134 Identificación de anticuerpos anti-PapG en muestras biológicas de ratones inmunizados. Las 

orinas, sueros y lavados vaginales fueron obtenidos a partir de ratones C57BL/6 inmunizados vía IN e IM con 

el bioconjugado HIM_2.0. La inmunización con PBS en los diferentes grupos fue considerado como la basal 

de anticuerpos en los ratones. Los anticuerpos específicos anti-PapG fueron evaluados mediante ELISA con 

las siguientes diluciones de las muestras: directo para las muestras de orina, 1:100 para suero y 1:2 para los 

lavados vaginales. Los isotipos determinados para estas muestras biológicas fueron IgG e IgA. Las diferencias 

significativas entre las medianas fueron consideradas como: NS = no significativo (p > 0.5); * = 0.05-0.01; ** 

= 0.01-0.001; *** = <0.001. 
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Figura 145 Identificación de anticuerpos anti-FC en muestras biológicas de ratones inmunizados. Las 

orinas, sueros y lavados vaginales fueron obtenidos a partir de ratones C57BL/6 inmunizados vía IN e IM con 

el bioconjugado HIM_2.0. La inmunización con PBS en los diferentes grupos fue considerado como la basal 

de anticuerpos en los ratones. Los anticuerpos específicos anti-FC fueron evaluados mediante ELISA con las 

siguientes diluciones de las muestras: directo para las muestras de orina, 1:100 para suero y 1:2 para los 

lavados vaginales. Los isotipos determinados para estas muestras biológicas fueron IgG e IgA. Las diferencias 

significativas entre las medianas fueron consideradas como: NS = no significativo (p > 0.5); * = 0.05-0.01; ** 

= 0.01-0.001; *** = <0.001. 

 

11. Discusión  

Las adhesinas fimbriales de UPEC son consideradas biomoléculas viables para la 

generación de una vacuna eficaz; las cuales funcionen como antígenos que estimulen una 

respuesta inmune contra las ITU. Previamente, se diseñaron y generaron proteínas de fusión 

basadas en las adhesinas FimH, CsgA y PapG de las principales fimbrias de UPEC. Estas 

proteínas fueron evaluadas como biomoléculas capaces de generar protección contra la 
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adherencia de UPEC a una línea celular de vejiga. Interesantemente la proteína  PapG y el 

dímero FC tuvieron la mayor inhibición de la adherencia de UPEC a esta línea celular [35]. 

En este estudio, estas dos proteínas fueron mezcladas para formar un bioconjugado definido 

como HIM_2.0 y un modelo murino fue utilizado para probar su capacidad protectora 

contra la colonización de UPEC. La cepa de ratones C57BL/6 es considerado un modelo 

para el estudio de las ITU por UPEC. Estos ratones tienen características genéticas que le 

permiten generar un ITU con un leve proceso inflamatorio y una moderada persistencia a la 

infección  [40]. El número de bacteria requeridas para generar una eficiente infección esta 

entre 10
7
 a 10

9 
de células de UPEC, sin embargo, en este estudio el inoculo fue 

estandarizado a 10
8
 células contenidas en 100 μL [40]. Las cepa bacteriana es comúnmente 

contenida en un volumen entre 25 a 50 μL, evitando reflujo vesicouretral; mientras un 

volumen de 100 μL genera un proceso efectivo de pielonefritis [40]. La cepa de ratón 

C57BL/6 muestra poca variabilidad cuando es infectada y la cuantificación de UFC/mL se 

mantiene constante durante el curso de esta [41]. Estos datos en el modelo de ITU con la 

cepa C57BL/6 permitió la estandarización de 48 horas de infección con un resultado 

homogéneo.   

La integridad de las proteínas PapG y FC purificadas fue evaluada y la 

concentración fue determinada para realizar una mezcla equimolar del bioconjugado 

HIM_2.0. Otros estudios con proteínas recombinantes y de fusión utilizan concentraciones 

entre 10 y 50 μg de cada una de estas para la primera inmunización en modelo murino y los 

refuerzos fueron establecidos entre 2.5 y 25 μg [23,42–44]. Sin embargo, la concentración 

del biconjugado fue de 100 μg en 40 μL de PBS (50 μg de cada una) para la primera 

administración a los ratones C57BL/6; mientras los refuerzos fueron establecidos con 50 μg 
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del bioconjugado (25 μg de cada uno) en 20 μL de PBS. En un estudio, la cepa clínica 

UPEC 529U-0712 fue caracterizada su resistencia y epidemiologia molecular, incluyendo 

genes de virulencia y de aptitud [15]. Esta cepa clínica MDR fue seleccionada para la 

generación de la infección durante los restos posterior a la inmunización.      

 Las vacunas disponibles actualmente para combatir las ITU son dirigidas 

principalmente a la respuesta inmune sistémica, debido a la dificultad de estimular la 

inmunidad de la mucosa. No obstante, se ha se ha demostrado la existencia de un sistema 

inmune común de mucosa  en humanos y animales, el cual incluye la mucosa genitourinaria 

[45]. La administración oral no fue considerada en este proyecto por su efecto adverso 

como la tolerancia inmunológica ante las proteínas del bioconjugado [46]. Además, otra vía 

de administración no considerada fue la intravaginal, debido a la irritación e inflamación 

reportada por esta inmunización [47]. El bioconjugado fue administrado IM como una vía 

parenteral, sin embargo, la administración IN fue considerada en este estudio como la 

posible vía mucosal efectiva para inducir protección. La inmunogenicidad en la mucosa es 

inducida eficazmente por la administración de antígenos vía IN, intravaginal y oral; 

mientras, con la administración parenteral se obtiene una respuesta poco eficiente [48]. La 

estimulación en la mucosa IN generó una mejor respuesta protectora en el modelo de 

ratones C56BL/6 de ITU, cuando fue comparada con la administración IM. Las mucosas en 

los animales, tal como el sistema inmune común de mucosa (NALT) (nasofaringe) están 

funcionalmente conectadas como sistema inmune común de mucosa (CMIS), con un sitio 

inductor (células T y B inactivas) y un sitio efector (células T y B efectoras) [45,49]. El 

NALT genera una respuesta específica en la mucosa del tracto urinario, posterior a la 

inmunización con diversos antígenos [39]. El antígeno O, FimCH [FimH unida a la 
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chaperona FimC], PapDG [PapG unida a la chaperona PapD], HlyA y IroN) han sido 

evaluados después de la inmunización parenteral en modelos animales, generando una 

respuesta específica a nivel sistémico y no en mucosa [19,34,50,51]. Interesantemente, la 

inmunización IN con el bioconjugado tuvo una mayor respuesta protectora comparada con 

las fimbrias tipo 1, P y curli purificadas de UPEC. La vacuna SolcoUrovac® (lisados de 

uropatogénos) administrada vía mucosa vaginal tiene una limitada protección contra una 

ITU [52]. La administración vía vaginal de esta vacuna con compuestos con mayor 

complejidad que las subunidades proteicas mostró reacciones adversas manifestadas por 

dolor e irritación del epitelio vaginal [47]. La administración oral del inmunomodulador 

Urostim, estimula una respuesta celular y humoral; pero sin generar una protección contra 

la infección [53]. Mientras, la administración vía oral diaria de OM-89/Uro-Vaxom® 

genera una reducción en las ITU recurrentes; sin embargo, también genera tolerancia 

inmunológica y manifestaciones a nivel gastrointestinal [54]. La inmunización vía 

transuretral a ratones con cepas de UPEC atenuadas no son persistentes en el tracto urinario 

y favorecen una protección inespecífica [55].    

La inmunización IN de diferentes antígenos de UPEC (ChuA, Hma, Iha, IreA, IroN, 

IutA y FimH) activan la liberación de altas concentraciones de IgA en saliva, vagina y orina 

[42,56]. En este estudio, se obtuvo orina, suero y lavados vaginales de los ratones 

inmunizados IN e IM para determinar anticuerpos específicos anti-PapG y anti-FC de la 

clase IgG e IgA. La principal inmunoglobulina fue de la clase IgG para ambas 

inmunizaciones con el bioconjugado y las diferentes muestras biológicas. Interesantemente, 

las muestras de orinas obtenidas de la inmunización IN se identificó la mayor distribución 

de IgG específica para ambos componentes del bioconjugado y la ausencia de IgA. Estos 
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datos demuestran una protección mediada por IgG dirigidos contra las principales fimbrias 

de UPEC, disminuyendo la colonización de esta bacteria en el tracto urinario. 

Interesantemente, la ausencia de IgG específicas a los componentes del bioconjugado no 

fue identificada en suero, indicando la activación de la respuesta humoral probablemente en 

el bazo y/o en los nódulos linfáticos cercanos al tracto urinario. Las células dendríticas 

(CDs) activadas por antígeno migran a los nódulos linfáticos del mediastino posterior a la 

inmunización IN, mientras un bajo número de células B son localizadas en estos nódulos 

[57]. En los nódulos del mediastino se da la presentación del antígeno entre las CDs y las 

células T, seguida de su activación y migración al sitio efector [57]. El bazo y los nódulos 

del mesentérico son los tejidos linfoides donde migran estas células T activadas, donde las 

células T CD4
+
 son la principal clona identificada en este tejido [57]. Estos datos confirman 

la ausencia de anticuerpos en suero generados por el bioconjugado HIM_2.0, 

probablemente por una respuesta inmune adaptativa tipo Th2 en mucosa del tracto urinario, 

como en otros estudios [58]. La vagina es otra mucosa donde se ha demostrado la presencia 

de anticuerpos IgG, cuando se inmuniza IN [59], sin embargo, la presencia de esta clase de 

inmunoglobulina solo fue identificada posterior a la inmunización IM del bioconjugado. La 

lámina propia está localizada por debajo de la mucosa del uroepitelio, contiene células 

plasmáticas que secretan IgM e IgA, incluso existe una baja expresión de IgG [34]. Sin 

embargo, los anticuerpos protectores que predominaron al inmunizar IN a los ratones 

fueron de la clase IgG, lo que es contrastante ya que en mucosas se encuentra en bajas 

concentraciones. Las células plasmáticas generan cambio de isotipo IgG, como se ha 

demostrado al administrar IN de una vacuna (partículas virales) contra el virus del 

papiloma humano [59].  
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12. Conclusión 

El bioconjugado HIM_2.0 inmunizado IN generó una eficiente protección contra la 

colonización de UPEC en un modelo murino de ITU, además este es un mejor candidato a 

vacuna que las fimbrias completas incluidas en este estudio. El probable mecanismo de 

protección generado por el bioconjugado es mediado por la migración de CDs a los nódulos 

linfáticos del mediastino, donde se da la activación de células T. Estas células T activadas 

migran a bazo y nódulos linfáticos mesentéricos, donde pueden generar la proliferación de 

células B productoras de IgG específicos de antígeno (Figura 16).       

 

 

Figura 156  Esquema representativo de la protección inducida por el bioconjugado HIM_2.0. El NALT 

es considerado con el sitio inductor, donde el bioconjugado es procesado y son activadas las células 

presentadoras del antígeno (APC). El tracto urinario es considerado como el sitio efector, cercano a este se 

encuentran los tejidos linfoides distales, tales como: bazo y los nódulos linfoides mesentérico e iliaco. En 

estos tejidos las células T CD4
+  

activan a células B a plasmáticas (PC) productoras de inmunoglobulinas de la 
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clase IgG. Estos anticuerpos son capaces de extravasarse del uroepitelio a la luz de la vejiga, bloqueando la 

adherencia de UPEC durante la infección. 

13. Perspectivas  

Los datos obtenidos en este proyecto con el bioconjugado HIM_2.0 sugieren una 

capacidad protectora mediada por anticuerpos IgG, posterior a la administración IN. La 

viabilidad de este bioconjugado requiere de un estudio utilizando una muestra con mayor 

número de ratones; mientras para el registro de este compuesto como una vacuna requiere 

de un tercero autorizado por Comisión Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios 

(COFEPRIS). Por este motivo, un análisis exploratorio en un laboratorio, tal como: 

eficacia, inmunogenicidad, toxicidad y seguridad, que permita realizar medicina 

traslacional debe ser realizado; el cual sea avalado por la Entidad Mexicana de 

Acreditación, A.C. (EMA).  
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