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RESUMEN

Clostridioides difficile es una bacteria enteropatdogena responsable de brotes graves de
infecciones intrahospitalarias y casos de diarreas esporddicas a nivel mundial. Causa un
cuadro conocido como diarrea asociada a C. difficile (DACD), la cual puede evolucionar a
colitis pseudomembranosa, megacolon toxico e inclusive hasta la muerte. La patogénesis de
la infeccion por C. difficile primordialmente depende de sus principales factores de
virulencia, la toxina A (TcdA) y la toxina B (TcdB) capaces de ocasionar una potente
alteracion del tejido intestinal, disrupcion epitelial, retencion de liquidos, induccion de una
intensa respuesta inflamatoria y exacerbada infiltracion de PMNs. Esta tltima caracteristica
clinica es determinante en la severidad de la enfermedad, sobre todo, cuando hay estimulos
inflamatorios continuos provocando una inflamacion de tipo cronico desencadenando una
desregulacion neutrofilica.

A pesar de que se sabe que los neutréfilos (PMNs) juegan un papel importante en la
patologia de esta infeccion, no existen estudios in vivo que utilicen estrategias de agotamiento
de PMNs expuestos a las toxinas de C. difficile en el lumen intestinal evaluando directamente
el papel de estas células inmunes en la patologia desencadena por las toxinas de C. difficile.
Por esa razon, esta investigacion evalud el efecto en la respuesta inflamatoria, actividad
mieloperoxidasa (MPO) y efectos histopatoldgicos inducidos por las toxinas de C. difficile
en presencia o ausencia de PMNs. Para esto se utiliz6 un biomodelo reduccionista de asa
intestinal ligada combinado con un modelo de ratones neutropénicos y no neutropénicos a
los cuales se les inocularon las  toxinas  purificadas = combinadas
TcdAvpriosssno3tTedBrario27, y por separado TcdAvpriossso0s, TcdBnarin27 y TcdBnariioio
de C. difficile. Adicionalmente, se evalud la capacidad de los PMNs humanos y murinos de
fagocitar y asociarse a los clostridios disefiando un modelo in vitro.

La capacidad fagocitica de los PMNs de raton fue mas eficiente que la de los PMN de
humanos. En los ratones, la disminucion de la cantidad de plaquetas en sangre favoreci6 atin
mas el proceso de asociacion (fagocitosis) de los PMNSs frente a los clostridios. En el modelo
in vivo, se observo que la deplecion parcial de los PMNSs, tanto periférica como tisularmente,
generd una disminucion en el nivel de patogénesis producida por las toxinas de C. difficile,
ocasionando una reduccidon significativa de la respuesta proinflamatoria, inflamatoria,
indicadores de dafio histopatologico y actividad MPO. La reduccion de estos efectos fue
observada mayormente con la enterotoxina TcdA. En contraste, también se logré identificar
que la exotoxina TcdBvnap1 posee una actividad histopatologica casi similar a la TcdBnar1.

Estos resultados sugieren que, durante el proceso de inflamacion los PMNs promueven
parte del proceso patologico, debido a la desregulacion que se observa durante la patogénesis
producida por las toxinas TcdA y TcdB en la infeccion causada por C. difficile. Este estudio
permitié mejorar el conocimiento sobre el papel de los PMNs frente a las toxinas TcdA y



TcdB en un ambiente fisio-patoldgico real con la interaccion de las multiples sefiales tisulares
generadas por estas toxinas.



ABSTRACT

Clostridioides difficile is an enteropathogenic bacterium responsible for severe
outbreaks of in-hospital infections and cases of sporadic diarrhea worldwide. It causes a
clinical manifestation known as diarrhea associated with C. difficile (DACD), which can lead
to pseudomembranous colitis, toxic megacolon, and even death. The pathogenesis of C.
difficile infection primarily depends on its main virulence factors, toxin A (TcdA) and toxin
B (TcdB) capable of causing a potent alteration of the intestinal tissue, epithelial disruption,
fluid retention, induction of an intense inflammatory response, and exacerbated infiltration
of PMNs. This last clinical feature is decisive for the severity of the illness, especially when
continuous inflammatory stimuli are causing chronic inflammation, triggering neutrophilic
dysregulation.

Although it is known that neutrophils (PMNs) play an important role in the pathology
of this infection, there are no in vivo studies that use depletion strategies for PMNs exposed
to C. difficile toxins in the intestinal lumen, directly evaluating the role of these immune cells
in the pathology triggered by C. difficile toxins. For that reason, this investigation evaluated
the effect on the inflammatory response, myeloperoxidase (MPO) activity, and
histopathological effects induced by C. difficile toxins in the presence or absence of PMNS.
For this purpose, a reductionist intestinal ligated loop bio-model was used, combined with a
neutropenic and non-neutropenic mice model to which they were inoculated with the
combined purified toxins TcdAvprioss3n03tTcdBnarin27, and separately TcdAvpriosssoos,
TcdBwari/o27and TecdBrarioio from C. difficile. Additionally, the ability of human and murine
PMNs to phagocytize and associate with clostridia was evaluated by designing an in vitro
model.

The phagocytic capacity of mice PMNs was more efficient than human PMNs. In mice,
the decrease in the number of platelets in the blood improved the process of association
(phagocytosis) of PMNs against clostridia. In the in vivo model, it was observed that the
partial depletion of PMNSs, both peripherally and titularly, generated a decrease in the level
of pathogenesis produced by C. difficile toxins, causing a significant reduction in the pro-
inflammatory, inflammatory, indicators of histopathological damage and MPO activity. The
reduction of these effects was observed mainly with the TcdA enterotoxin. In contrast, it was
also possible to identify that TcdBvnapi exotoxin has a histopathological activity as
TcdBnari.

These results suggest that, during the inflammation process, PMNs promote part of the
pathological process, due to the dysregulation that is observed during the pathogenesis
produced by the TcdA and TcdB toxins in the infection caused by C. difficile. This study
improved our knowledge about the role of PMNs against TcdA and TcdB toxins in a real
pathophysiological environment with the interaction of the multiple cellular signals
generated by these toxins.
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1. INTRODUCCION

1.1.1 Generalidades de Clostridioides v Clostridioides difficile

Clostridioides es un género de bacterias Gram-positivas, anaerobios obligados y
capaces de producir endoesporas. Las especies de Clostridioides habitan en los suelos y el
tracto intestinal de los animales, incluidos los humanos. Dentro de este grupo de bacterias,
se incluye varios patogenos humanos y veterinarios significativos, incluidos los agentes
causantes del botulismo, tétano y gangrena gaseosa (Sun & Hirota, 2015; Rodriguez et al.,
2019).

Las enfermedades de los clostridios se clasifican en tres categorias de acuerdo a la
accion de las toxinas: (i) enfermedades neurotoxicas ocasionadas por Clostridium botulinum
que causa el botulismo y Clostridium tetani que causa el tétano; (ii) enfermedades
histotoxicas por Clostridium chauvoei que provoca la pierna negra en rumiantes, Clostridium
novyii 'y Clostridium sordellii que producen gangrena gaseosa; y, (iii) enfermedades
enterotoxicas por Clostridium perfringens que provoca la enteritis necrotica en pollos y
disenteria del ternero, Clostridium piliforme que provoca la enfermedad de Tyzzer, y
Clostridioides difficile que produce colitis asociada al uso de antibidticos en caballos, cerdos,
hamsteres, cuilos y humanos (Baverud, 2002; Navarro & Uzal, 2020).

Anteriormente, Clostridioides difficile se incluia en el género Clostridium,
reclasificandose en el 2016 en el género Clostridioides (Lawson etal., 2016). La
reclasificacion de Clostridium difficile a Clostridioides difficile ocurri6 en el afio 2016, esta
misma fue basada en andlisis fenotipicos, quimiotaxondémicos y filogenéticos
(Kachrimanidou et al., 2019), aunque tanto cientifica como clinicamente ambos nombres
siguen considerandose validos por la comunidad cientifica (The Lancet Infectious Diseases,
2019).

Las esporas de C. difficile se transmiten por via oral- fecal (Furuya-Kanamori et al.,
2015), y debido a la capacidad de estas de resistir al oxigeno es que este importante patdogeno
nosocomial es considerado ubicuo habitando el medio ambiente (agua, alimentos, suelos,
entre otros). Ademas, el principal reservorio natural cldsicamente asociado con esta bacteria
es el tracto intestinal de humanos o animales (Janezic et al., 2016; Rodriguez et al., 2019).
Existe una variedad de mamiferos que pueden ser colonizados por C. difficile, los cuales
pueden permanecer como un reservorio asintomatico o provocar enfermedad. La patogénesis
es similar entre especies, pero la severidad y distribucion en el tracto gastrointestinal varia
ampliamente segun la edad y especie (Czepiel et al., 2019).

Actualmente, la infeccion causada por C. difficile o ICD causa una variedad de
manifestaciones clinicas como diarrea asociada a C. difficile (DACD) siendo una de las mas
importantes infecciones asociadas a la atencion de salud (IAAS), responsable de brotes
graves de infecciones intrahospitalarias, casos de diarreas esporadicas a nivel mundial (Shen
et al., 2020); y ademas, es la principal causa identificable de diarrea asociada a antibidticos



(DAA) (Hernandez-Rocha et al., 2016), la cual puede ser una diarrea leve evolucionando a
colitis pseudomembranosa, megacolon toxico y hasta la muerte; lo anterior, tiene una carga
clinica y econdmica sustancial en los hospitales (Hung et al., 2021).

Las presentaciones clinicas compatibles con la ICD incluyen diarrea (definida como
los tipos 5 a 7 de la tabla de heces de Bristol (Chumpitazi et al., 2016) mas una frecuencia de
tres deposiciones en 24 o menos horas consecutivas, o con mayor frecuencia de lo normal
para el individuo, ileo (definido como signos de funcion intestinal, como vomitos y ausencia
de heces con signos radiologicos de distension intestinal), y megacolon toxico (definido
como signos radioldgicos de distension del colon, generalmente hasta >10 cm de didmetro
(Crobach et al., 2018), y signos de una respuesta inflamatoria sistémica grave como evidencia
histopatologica de colitis pseudomembranosa (32.4%) (Predrag, 2016). Entre otras
manifestaciones clinicas, se han descrito con frecuencia fiebre, nduseas, vomito, debilidad y
dolor abdominal. La leucocitosis es un hallazgo comun reportado en la literatura cientifica y
se relaciona con la severidad de la infeccion, asi como la hipoalbuminemia (Cho et al., 2012).

1.1.2 Importancia de Clostridioides difficile en la Salud Publica

La bacteria es responsable del 15-25% de casos de DAA y de practicamente casi todos
los casos de colitis pseudomembranosa asociados a antibidticos. Actualmente, la ICD ha
superado a Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) como infecciones
adquiridas en hospitales; y se estima que la mortalidad asociada con ICD es del 17 % y hasta
del 25 % en personas de edad avanzada (Dilnessa et al., 2022). Asimismo, la aparicion de las
cepas hipervirulentas, como por ejemplo la cepa hipervirulenta ribotipo NAP1/027, el
aumento significativo en la incidencia de hospitalizaciones asociadas con C. difficile a
mediados de la década del 2000 y los brotes de ICD en hospitales a nivel mundial son
ejemplos del gran impacto que C. difficile puede tener en los sistemas de atencion médica
(Balsells et al., 2019). Esta bacteria se encuentra y es capaz de adaptarse en diferentes
ecosistemas ambientales (Jenior et al., 2017), y coloniza el intestino grueso de humanos,
animales domésticos y salvajes, por lo que es considerada como un posible agente con
potencial zoondtico (Keel & Songer, 2006; Quesada-Gomez et al., 2013; Brown & Wilson,
2018), asi como en los animales destinados a la produccion de alimentos (Andino-Molina
etal., 2019; Knight & Riley, 2019). La infeccién en humanos puede ser asintomadtica o
sintomdtica, variando desde una diarrea leve hasta una colitis pseudomembranosa
fulminante. Esta ultima, es caracterizada por presentar pseudomembranas con infiltracion
masiva de PMNs, y es la forma mas severa de la enfermedad que puede ser fatal (McDonald
et al., 2005; Keel & Songer, 2006). En el marco clinico, la intensidad de la respuesta
inflamatoria causada en esta patologia, es una de las caracteristicas que permiten predecir un
diagnostico negativo para el paciente (El Feghaly et al., 2013).

Acerca de los reportes de hallazgos histologicos en caballos (DePestel & Aronoff,
2013), hamsteres y cuilos se han descrito enterocolitis hemorragica necrotizante, tiflocolitis
y colitis pseudomembranosa, y en lechones se ha descrito que provoca tiflocolitis neonatal



porcina (tiflocolitis necrotizante y edema mesocolonico (Baverud, 2002); ademaés, es una de
las causas mas importantes de diarrea neonatal no controlada en cerdos (Songer & Anderson,
2006; Waters et al., 1998). De manera analoga a las infecciones humanas, la exposicion
excesiva a antibidticos se relaciona con el aumento en la distribucion y transmision de C.
difficile en hatos a nivel mundial (Knight & Riley, 2019). En Costa Rica, fueron identificadas
cepas multidrogorresistentes en lechones, las cuales estaban relacionadas genéticamente con
cepas identificadas en casos clinicos en humanos .

En el Hospital San Juan de Dios (HSJD) en Costa Rica, el primer caso reportado de C.
difficile fue realizado en el afio 2008, con un rango de deteccion del 30% (n= 104) en
pacientes adultos (Andino-Molina et al., 2019; Zumbado-Salas et al., 2008). En ese contexto,
este rango de deteccion es similar con el de otros paises donde se estima que del 20 al 28%
de las ICD se adquieren en la comunidad, teniendo una incidencia de 20-50 casos por cada
100,000 habitantes en Estados Unidos, Suecia e Inglaterra (Alvarez-Hernandez et al., 2018).
Por eso C. difficile, es considerado un enteropatogeno con potencial epidémico a nivel
intrahospitalario, sobre todo, en pacientes de edad avanzada, se asocia con el uso de
antibidticos y a la dificultad de controlar sus esporas en el ambiente (Voth & Ballard, 2005;
Rupnik et al., 2009; Karen C. & John G., 2011).

Posteriormente, se describe un brote de DAA en el HSJD a finales del 2008, asociado
principalmente al uso de los antibidticos como cefotaxima, fluoroquinolonas, meropenem y
claritromicina. Durante los siete meses que dur6 el brote la tasa de incidencia usual en IAAS
asociadas a C. difficile se identifico que aumento diez veces, llegando hasta 40,9 casos por
cada 10 000 pacientes, con una tasa de mortalidad del 16,0% (Villalobos-Zuniga & Boza-
Cordero, 2012).

1.1.3 Factores de riesgo, fisiopatologia y factores de virulencia de Clostridioides
difficile

Tal como describe Hung y colaboradores (2021), se han identificado como factores de
riesgo y recurrencia de la infeccion por C. difficile: a) la edad avanzada, b) quimioterapia, c)
inhibidores de la bomba de protones o bloqueadores H», d) la presencia de comorbilidades
con deterioro funcional, e) polimorfismo de genes inmunes (como IL-8), e) niveles bajos de
anticuerpos contra la toxina B, f) hospitalizacion, y, g) el uso de antibidticos. Aunque
cualquier antibiotico es un factor de riesgo potencial para desarrollar ICD, el uso y
administraciéon de clindamicina, penicilinas de amplio espectro y, mas recientemente,
cefalosporinas y fluoroquinolonas presentan el mayor riesgo a desarrollar ICD (Abad &
Safdar, 2021).

C. difficile es capaz de colonizar de manera oportunista el colon de mamiferos e inducir
enfermedad, especialmente con la administracién de antibidticos. Ocasionando la disbiosis
intestinal de la microbiota del hospedero. La patogenia de la infeccion implica la ingestion
de esporas de C. difficile y la germinacién de las mismas en presencia de acidos biliares
primarios no conjugados, que abundan en el intestino delgado, seguida de la colonizacion de



células vegetativas de la capa de moco intestinal, que son mas cominmente ingeridas por via
oral por hospederos susceptibles (Kim et al., 2017; Engevik et al., 2020). Las toxinas de C.
difficile son responsables de manifestaciones clinicamente significativas de la ICD. Esta
habilidad es critica en la persistencia en el intestino de animales y humanos. Después de la
colonizacidn, la bacteria produce una enterotoxina (TcdA) y una exotoxina que glicosilan
GTPasas monoméricas, las cuales se consideran los principales factores de virulencia. La
accion de estas toxinas da como resultado la patologia caracteristica de la ICD (Awad et al.,
2014; Quesada-Gomez et al., 2015).

Las cepas toxigénicas de C. difficile producen dos toxinas responsables de la
enfermedad, la toxina A (TcdA)y la toxina B (TcdB), aunque no todas las cepas las producen.
Las cepas no toxigénicas de C. difficile (NTCD, por sus siglas en inglés) son capaces de
colonizar la mucosa intestinal y, usualmente se aislan de individuos asintomaticos
(Camorlinga et al., 2019).

La microbiota intestinal en un hospedero sano actiia como barrera protectora contra la
ICD; pero en individuos cuya microbiota intestinal se encuentra alterada (disrupcion), las
esporas germinan hacia su forma vegetativa en el intestino delgado, subsecuentemente realiza
su establecimiento en el colon. Después de la colonizacion, C. difficile produce sus
principales factores de virulencia: enterotoxina (TcdA) y citotoxina (TcdB), codificadas por
los genes tcdA y tcdB en el locus de patogenicidad cromosomica (PaLoc, por sus siglas en
inglés) de 19.6 kb; ademas, Paloc es capaz de codificar dos genes regulatorios —#cdC
(regula negativamente tcdA y tcdB) y tcdD (regula positivamente tcdA y tcdB)— y un gen
porina —tcdE (codifica una proteina [holina] que se encarga de hacer poros en la membrana
celular para facilitar la liberacion de las toxinas) (Bartlett, 2006; Lital Meyer et al., 2014).

Ambas toxinas comparten estructuras multidominio similares que incluyen un dominio
de glucosiltransferasa catalitica N-terminal (GTD), un dominio de cisteina proteinasa
autolitica (CPD), un dominio de translocacion central (TM) y un dominio de unioén al receptor
C-terminal (RBD) (Pruitt & Lacy, 2012; Jank & Aktories, 2008). El mecanismo de
intoxicacion celular se puede resumir en los siguientes cuatro pasos: 1) unién al receptor e
internalizacién de la toxina en las células hospedero; 2) formacién de poros y translocacion
de la GTD a través de la membrana celular; 3) autoescision de las toxinas y liberacion de la
GTD en el citosol; y, 4) la glucosilacién de las GTPasas Rho y Ras del hospedero (Sun &
Hirota, 2015).

Las toxinas TcdA y TcdB son parte de la familia de toxinas clostridiales grandes
multidominio. Con su principal actividad glucosiltransferasa, modifican e inactivan
especificamente las GTPasas de la superfamilia de las proteinas G pequefias monoméricas
conocidas como RAS. En este grupo también se incluyen las proteinas homoldgas de Ras
(Rho), la familia de proteinas pequenas (Rac) de unién al guanosin trifosfato (GTP) y el
homoldgo de la proteina 42 (Cdc42), las cuales tienen un rol vital en la sefializacion celular.



La glucosilacion de las GTPasas resulta en el desacople del citoesqueleto de actina, redondeo
de las células y muerte celular (Jank et al., 2007; Jank & Aktories, 2008).

La otra toxina patogénica adicional es producida por algunas cepas de C. difficile, y es
llamada toxina binaria (CDT, por sus siglas en inglés). Se ha detectado que la presencia de
¢sta exacerba la virulencia de algunas cepas por su accion irreversible adenosin-
difosfatoribosil (ADP) transferasa causando la disrupcion del citoesqueleto de actina,
induciendo la formacion de protrusiones largas de microtibulos en la célula del hospedero,
facilitando la adhesion del esporulado (Schwan et al., 2009).

También es de destacar que, entre las infecciones humanas, los casos secundarios a las
cepas toxigénicas A+/B- se consideran sin importancia clinica; mientras que una proporcion
variable de ICD (dependiendo de la ubicacidon geografica) son causadas por cepas A-/B+. De
hecho, los aislamientos clinicos de pacientes con ICD sintomatica producen invariablemente
tanto TcdA como TcdB o solo TedB, lo que sugiere que TcdB es la "conditio sine qua non"
para la patogénesis de la ICD. En 2002 en Israel, se report6 una alta prevalencia (56,5%) de
las cepas A+/B- de pacientes sintomaticos, pero las implicaciones clinicas de este fendmeno
epidemioldgico no han sido confirmadas (Samra et al., 2002; Di Bella et al., 2016).

Las especies de C. difficile son genéticamente diversas, por esa razon se ha utilizado
un serie de diferentes métodos moleculares para clasificar, investigar la epidemiologia,
diversidad genética y evolucion de esta bacteria; Se han descrito métodos de andlisis de
fragmentos de restriccion como: (i) la electroforesis en gel de campo pulsado [PFGE, por sus
siglas en inglés], considerada el método estandar de referencia en USA para clasificar y
tipificar cepas de C. difficile; y, (ii) el andlisis de endonucleasas de restriccion (REA, por sus
siglas en inglés). También métodos de amplificacion por Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) como: (i) la ribotipificacion por PCR para
determinacion de toxinotipos, considerada el método estandar de referencia en Europa; (ii)
el analisis repetido del ntimero variable multilocus (MLVA, por sus siglas en inglés). Otros
métodos recomendados son basados en la comparacion de las secuencias de nucleotidos
como: (i) la tipificacion multilocus de secuencia (MLST, por sus siglas en inglés); e, (ii)
incluida la secuenciacion del genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés), entre otras
(Janezic et al., 2016; Iancu et al., 2017).

El uso de diferentes métodos moleculares para clasificar y tipificar las cepas de C.
difficile en América y Europa ha dado como resultado diferentes nomenclaturas para las
diferentes cepas circulantes a nivel mundial, hecho que dificulta el intercambio de datos entre
los laboratorios (Knight etal., 2015; Knight & Riley, 2019). Por ejemplo, la cepa
hipervirulenta en pacientes hospitalizados en Canadd NAP7/078/V se refiere al pulsotipo
norteamericano NAP7, ribotipo 078, REA BK y toxinotipo V (Tenover et al., 2011).

1.1.4 PMNs v surol en las infecciones bacterianas

Los PMNs son células efectoras importantes del sistema inmunitario innato (Rosales,
2018). Estas células son las células sanguineas de origen mieloide de vida corta, que



conforman la primera linea de defensa del hospedero contra patdégenos, y funcionan como
células efectoras que fagocitan el agente o estimulan la inflamacion (Medzhitov, 2010; Silva
& Correia-Neves, 2012).

Los PMNs responden a multiples sefiales produciendo varias interleucinas y otros
factores inflamatorios que influyen y regulan la inflamacion y también el sistema inmunitario
(Medzhitov, 2010; Silva & Correia-Neves, 2012). En ese mismo contexto, los PMNs pueden
causar dano tisular, por lo que su regulacion se limita al sitio de inflamacion por la masiva
infiltracion de neutréfilos ocasionada por C. difficile durante la patologia y es requerida para
una adecuada resolucioén de la misma (Poutanen, 2004; Hallett et al., 2008; Headland &
Norling, 2015). Sin embargo, cuando hay estimulos inflamatorios continuos se pueden
generar respuestas agresivas y prolongadas, provocando una inflamacién de tipo cronico en
el hospedero (Nathan & Ding, 2010).

El reclutamiento de PMNs al sitio de la infeccion estd mediado por moléculas
inflamatorias, como factor de necrosis tumoral oo (TNF-a) o interleucina 8 (IL-8) secretada
por las células epiteliales pero también se cree que puede ser en respuesta a la interaccion
directa con sus toxinas (Kelly etal., 1994). El reclutamiento de PMNs también esta
impulsada por moléculas derivadas de patogenos, como los péptidos N-formilados (p. e€j.,
formil-metionil-leucil-fenilalanina, fMLF) que son subproductos de la sintesis de proteinas
bacterianas. Ademads, de otras de células inmunitarias residentes, la mayoria de los PMNs
tienen que ser reclutados de la sangre y esto implica un proceso conocido como extravasacion
(Dorward et al., 2015).

El reclutamiento de PMNs es un proceso de varios pasos que incluye: (i) la
extravasacion de PMNs del torrente sanguineo a sitios distales de infeccion y/o lesion, (ii) la
movilizacion de PMNs de las reservas de la médula 6sea, y (iii) el aumento de la
hematopoyesis seglin sea necesario (Jose & Madan, 2016). Las bacterias y sus caracteristicos
patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP, por sus siglas en inglés) son
reconocidos por los receptores de reconocimiento de patogenos (PRR, por sus siglas en
inglés) del hospedero, que incluyen receptores tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés) y
proteinas de dominio de oligomerizacion de unién a nucledtidos (NOD, por sus siglas en
inglés) (Mogensen, 2009). La ligadura del receptor desencadena la produccién de una
variedad de citocinas y quimiocinas proinflamatorias del hospedero, como la interleucina IL-
8, IL-1a e IL-B, CXCL1 (GROa), CXCL2 (MIP2a), CXCLS5 (ENA78), factor de necrosis
tumoral (TNF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y macréfagos (GM-
CSF). Estas moléculas sirven como quimioatrayentes y promueven el reclutamiento de
PMNs en los tejidos infectados (McPhail et al., 1984; Kobayashi et al., 2018).

Los PMNs utilizan procesos dependientes e independientes del oxigeno para matar
bacterias. Durante la fagocitosis, los PMNs de humanos ensamblan y activan una oxidasa
dependiente de la nicotinamida adenina dinucleodtido fosfato (NADPH, por sus siglas en
inglés) que produce la formacion de potentes sustancias reactivas de oxigeno (ROS)



antimicrobianas, como radicales superdxido, peroxido de hidrogeno, 4cido hipocloroso,
radicales hidroxilo y cloraminas (Nauseef & Borregaard, 2014). Ademads, los granulos
citoplasmaticos de estas células se fusionan con fagosomas que contienen bacterias y
enriquecen la luz de la vacuola con péptidos y proteasas antimicrobianos (defensinas). En los
PMNs activados, una oxidasa dependiente de NADPH unida a la membrana genera altos
niveles de ROS. Por lo tanto, la potente actividad antimicrobiana de los PMNs es un esfuerzo
de colaboracion entre enzimas altamente proteoliticas y degradantes, moléculas catidnicas y
ROS (Ulfig & Leichert, 2021).

1.1.5 Inmunomodulacién de los PMNs en la inmunopatogénesis de Clostridioides
difficile en la ICD

Existen tres lineas de defensa en el sistema inmune que neutralizan a C. difficile: (i) la
primera linea de defensa es la barrera epitelial debida a la ruptura del tejido intestinal que
ocurre después de la colonizacidon de la bacteria; (ii) La segunda linea de defensa es una
respuesta inmune innata rapida, por las interacciones inespecificas entre los PAMP y PRR;
y la ultima linea de defensa, (iii) es la alta induccion de respuesta proinflamatoria que puede
ser dafiina o beneficiosa, pero que desencadena la respuesta inmune adaptativa con induccion
de memoria inmunolégica (Péchiné & Collignon, 2016).

TcdA y TcdB tienen actividades independientes de Rho-GTPasa en las CIE y en las
células inmunitarias de la mucosa después de la ruptura del intestino lo que constituye la
primera barrera de defensa mencionada anteriormente (Cowardin & Petri, 2014; Sun &
Hirota, 2015). TcdA y TcdB activan cascadas de sefializacion inflamatoria e inducen la
produccion de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias en CIE. TcdA es un toxina
proinflamatoria cuyos efectos enterotoxicos dependen sustancialmente del reclutamiento
intensivo de PMNs (Ishida et al., 2004a; Kelly et al., 1994). En ese sentido, TcdA induce la
produccion de IL-8, considerada un potente quimioatrayente de neutrofilos en lineas
celulares de colon humano (Mahida et al., 1996). Se demostré que la produccion de IL-8 era
mediada por la activacion de proteinas quinasas activadas por mitdégenos (MAPK) que
activan el factor nuclear kappa B (NK-kB) y las vias de sefalizacion de la proteina
activadora-1 (AP-1) (Bobo et al., 2013; Na et al., 2005).

En un estudio que se utilizaron sobrenadantes de cultivo que contienen una mezcla de
TcdA/TcdB (cepa VPlioss3), reportdindose que solo el purificado de TcdB indujo estrés
oxidativo en células Caco-2, la liberacion de UDP, una senal de peligro putativo y un ligando
del receptor P2Y 6, que desencadend la produccion de IL-8 (Hansen et al., 2013). Se concluy6
que la produccion de IL-8 precedio a la deteccion de la glucosilacion de Rho, lo que sugiere
que esta produccion era independiente de las actividades enzimaticas de las toxinas (Hansen
et al., 2013). Tanto TcdA como TcdB, desencadenan la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Fradrich et al., 2016a). La citotoxicidad de TcdB a altas concentraciones de
toxina se cree son el resultado de la produccién de ROS mediada por NADPH oxidasa (NOX)
produciéndose independiente de la actividad glucosiltransferasa (Wershil et al., 1998; Vohra



& Poxton, 2012; Péchiné & Collignon, 2016). También se ha informado el papel de ROS en
la inflamacion intestinal inducida por TcdA. Por su parte He y colaboradores, demostraron
que en los colonocitos humanos TcdA induce alteraciones en las funciones mitocondriales y
generacion de ROS capaz de activar la via de NF-kB y condujo a la produccion de IL-8,
también independiente de la glucosilacion de Rho (He et al., 2002). Asimismo, Kim y
colaboradores, mostraron que colonocitos expuestos a TcdA produjeron ROS, que activo la
via p38 MAPK, lo que condujo a la induccion de ciclo-oxigenasa-2 (COX-2) y secrecion de
prostaglandina E2 (PGE2), que a su vez aumento la transcripcion del gen de la IL-8 (Kim
etal.,, 2017). En general, estos hallazgos reportados sugieren que TcdA y TcdB activan
cascadas de sefalizacion inflamatoria e inducen produccion de citoquinas proinflamatoria y
quimiocinas en CIE que promueven el reclutamiento de PMNSs, otras células inmunitarias y
produccion de defensinas (Péchiné & Collignon, 2016).

Posterior a la ruptura de la barrera epitelial (primera linea de defensa), TcdA y TcdB
pueden activar en la mucosa diferentes células inmunitarias que conducen a una segunda fase
de liberacion de mediadores inflamatorios y entrada de PMNs (Wershil et al., 1998). Segtin
reportes por Wershil y colaboradores, en el estudio en que realizaron agotamiento de
mastocitos, mostraron que las toxinas de C. difficile estimulaban los mastocitos que
participan en la infiltracion de neutro6filos induciendo secrecion de fluido intestinal, todo esto
inducido por TcdA; asimismo, mostraron que estos parametros disminuyeron
significativamente en el asa ileal de ratones, con esto se logro demostrar el efecto perjudicial
que representa la exacerbada infiltracion de PMNS.

Ambas toxinas activan el inflamasoma mediante una proteina adaptadora como la
proteina asociada a apoptosis (ASC) induciendo la secrecion de IL-1p e IL-18. Importante
destacar que, la IL-1[3 participa en la generacion de una respuesta a la infeccion tanto local
como sistémica mediante la generacién de fiebre, activando linfocitos y promoviendo la
infiltracion de leucocitos durante la infeccion o en el sitio de la lesion. Por su parte, IL-18
induce IFN-y contribuyendo a la proliferacion de los linfocitos T helper (Tni) (van de
Veerdonk et al., 2011). Mediante ensayos in vitro e in vivo, se logréo demostrar que tanto en
las células dendriticas como en los macréfagos con deficiencia del gen que codifica para la
proteina ASC, se inhibe la induccion de la IL-1 con valores de disminucion significativos
en el sitio de la infeccion (Dingle et al., 2011).

Tanto cepas toxigénicas como no toxigénicas de C. difficile modulan la inmunidad
innata del hospedero utilizando mecanismo completamente independientes de los
mecanismos de accion de las toxinas (Hasegawa et al., 2011). Se han descrito dos familias
de PRR que participan en las cascadas de sefalizacion: los receptores tipo Toll (TLR) y la
familia de proteinas de dominio de oligomerizacién de union a nucleétidos (NOD) (Péchiné
& Collignon, 2016). Consecuentemente, al estimular NOD en macrofagos de murinos se
induce la secrecion de IL-6 y CXCL1 (Vohra & Poxton, 2012a). Hasegawa y colaboradores,
demostraron que las cepas de C. difficile en modelos in vivo con murinos carentes de expresar



la via NOD conlleva a una baja secrecion de citoquinas proinflamatorias y baja infiltracion
de PMNs. Estos resultados sugirieron que NOD regula la susceptibilidad del hospedero a C.
difficile y sugieren que el reclutamiento de neutréfilos mediado por NOD es una respuesta
inmunitaria importante contra el enteropatogeno (Hasegawa et al., 2011).

Por otro lado, se ha determinado que tanto las proteinas de la capa S y componentes
flagelares provenientes de diferentes cepas de C. difficile tanto hipervirulentas/epidémicas
como no hipervirulentas/epidémicas en modelos de AILM en monocitos madurados a células
dendriticas de humanos son capaces de inducir la produccion de TNF-a, IL-1B e IL-8
independientemente de la cepa de C. difficile (; Vohra & Poxton, 2012; Péchiné & Collignon,
2016). Las proteinas de la capa S activan la inmunidad innata y adaptativa a través de un
mecanismo dependiente de TLR4, via p38 MAPK de células dendriticas murinas induciendo
la secrecion de IL-12, IL-23 e [L-10 (Ryan et al., 2011). Ademas, los componentes flagelares
interactuan por medio de mecanismos tipo TLRS de células Caco-2 y HT-29 por medio de
MyD88, aumentando la produccion de IL-8 y CCL20 (Yoshino etal., 2013). Yoshino y
colaboradores, concluyen que la flagelina juega un rol importante en el desenlace de la ICD.

Seguidamente Nicolas y colaboradores, en cultivos de células epiteliales a partir de C.
difficile ATCC 43255 y dos aislados clinicos reportaron la secrecion de vesiculas de
membrana (VM) capaces de codificar un total de 262 proteinas carentes de exotoxinas y
enterotoxinas, dentro de las cuales se reveld la presencia de las proteinas Cwp8, Cwpl0,
Cwp66, FliC, FliL y FliS1. Estas anteriores se relacionan directamente con estimular la
expresion de genes de citoquinas proinflamatorias, incluidas IL-1p, IL-6, IL-8 y la proteina
quimioatrayente de monocitos-1 en células Caco-2 del epitelio colorrectal humano. Ademas,
estas vesiculas extracelulares indujeron citotoxicidad en células Caco-2 (Nicholas et al.,
2017). Entonces, las VM de C. difficile son nanocomplejos importantes que provocan una
respuesta proinflamatoria e inducen citotoxicidad en las células epiteliales del colon, lo que
puede contribuir, junto con las toxinas, a la lesion de la mucosa intestinal durante la infeccion
por C. difficile (Nicholas et al., 2017).

Se considera TcdA la responsable de activar la produccion de interleucinas
proinflamatorias como, IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a por monocitos humanos como también II-
8 e IL-6 por células intestinales epiteliales (Sun et al., 2010; Alvarez-Hernandez et al., 2018;
Foschetti et al., 2020). Por su parte, TcdB es considerado el principal factor de virulencia de
C. difficile, con alta citotoxicidad, generalmente mas potente (~1000 veces) que TcdA
(Fettucciari et al., 2017), sobre todo, en modelos de cultivo celular (Chumbler et al., 2016),
causando liberacion de factor de necrosis tumoral (TNF)-a y la interleucina IL-1f. Esta
respuesta celular induce la entrada masiva de PMNs, promoviendo la destruccion del epitelio
intestinal. La neutrofilia se correlaciona con un pronostico reservado (Pepin et al., 2009), por
lo que una respuesta inflamatoria exagerada es en gran parte responsable de la patologia
asociada a infecciones de C. difficile (Kelly & Kyne, 2011).



Se ha observado en ensayos in vitro que los PMNs por si solos tienen actividad
fagocitica contra bacterias (Beutler, 2004). No obstante, funcionan mejor en conjunto con
células y proteinas del sistema inmune, como anticuerpos producidos por células linfoides
que opsonizan la bacteria para su destruccion por células mieloides (Beutler, 2004). La
fagocitosis de las bacterias usualmente acelera la apoptosis de los PMNs, lo que promueve
una resolucion de la infeccion. Sin embargo, algunos patégenos bacterianos dependiendo de
sus factores de virulencia, pueden alterar la apoptosis para sobrevivir (Kennedy & DelLeo,
2009). También Brito y colaboradores, reportaron que en presencia de TcdA, los PMNs
pasaron de una forma esférica a una alargada, presentaron reorganizacion del citoesqueleto
de F-actina como agregados, disminucion en la expresion de L-selectina y aumento de Mac-
1, adherencia incrementada y disminucion en la actividad oxidativa. Estos efectos los
relacionaron con la glicosilaciéon de GTPasas de la familia Rho en los PMNs (Brito et al.,
2002).

Acerca de TcdB, existen estudios con PMNs sobre muerte celular, estallido respiratorio
y fagocitosis con resultados incongruentes. Por ejemplo, en un estudio se trataron PMNs con
toxinas provenientes de un filtrado de cultivo para evaluar si las cepas toxigénicas son mas
resistentes a la fagocitosis que las no toxigénicas. No observaron cambios en la actividad
fagocitica ni en la viabilidad de los PMNs con las cepas toxigénicas (Dailey et al., 1987).

También, se ha descrito que TcdB induce una migracion intensa de PMNs mediada por
TNF-a y productos de lipoxigenasa a partir de monocitos de rata (Souza et al., 1997). Goy y
colaboradores, describen que la activacion de PMNs con fragmentos no citotoxicos de TcdB
producen mayor activacion en los PMNs que con la toxina entera de TcdB y TcdA,
determinado mediante la medicion del calcio intracelular, la produccion aumentada de ROS,
la activacion de integrinas y la desgranulacion de los PMNs (Goy et al., 2015). En contraste,
otro estudio realizado pero con PMNs caninos, demostré que el tratamiento con TcdB por
una hora redujo la capacidad fagocitica, la actividad del estallido respiratorio y los niveles de
F-actina (Kang et al., 2009).

1.1.6 Diferencias celulares e inmunologicas entre humanos v ratones

El hombre y el raton son diferentes con respecto a su tamafio, comportamiento,
esperanza de vida, condiciones de vida, nichos ecoldgicos y otras propiedades. No obstante,
el lider del sistema modelo para la investigacion biomédica es el raton. La secuenciacion del
genoma en ambas especies demostrd que el nimero de genes en el raton es 20,210, mientras
que los humanos tienen solo 19,042. El 75% de los genes de raton y el 80% de los genes
humanos son ortélogos. Estos ortélogos uno a uno exhiben una mediana de identidades de
nucleotidos y aminoacidos del 85,3% y 88,2%, respectivamente (Russell, 1985; Bryda,
2013).

Para ratones CD-1, el porcentaje de PMNs que poseen es ~10-30 % (300-2000
células/uL); y, el porcentaje de linfocitos ~50-70 % (1000—7000 células/uL). En contraste,
los humanos poseen un porcentaje de PMNs ~50-70% (3500-7000 células/uL); vy, el
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porcentaje de linfocitos ~20-40% (1400—4000 células/uL) (Haley, 2003). El contenido de
granulos en los PMNs de humanos es muy diferente al de los ratones, lo que podria alterar
drésticamente las funciones efectoras de los PMNs en los ratones frente a los humanos. Por
ejemplo, los PMNs de raton no producen defensinas, expresan criptdinas (Ganz, 2003;
Mestas & Hughes, 2004). Ademas, la expresion de proteinas bactericidas que aumenta la
permeabilidad (BPI), mieloperoxidasa (MPO), B-glucuronidasa, lisozima, fosfatasa alcalina
y arginasa-1 son expresadas en mayor concentraciones en humanos que en ratones (Church
et al., 2009). Asimismo, las vias de activacion de la produccion de sustancias reactivas de
oxigeno (ROS) difieren entre los PMNs de humanos y de raton (Bagaitkar et al., 2012).

La produccion de interleucinas proinflamatorias también difiere, es decir, la secrecion
de IL-10 estd bien establecida en los PMNs murinos, mientras que los PMNs humanos
parecen no secretar cantidades detectables de IL-10 (Tamassia et al., 2013). Ademas, si los
PMNs humanos pueden expresar IL-6, IL-17A, IL-17F e IFN-y, se ha descrito que sus
homologos en ratdn es objeto de informes contradictorios (Tecchio et al., 2014). Mientras tal
como describe que la interleucina IL-8 fue identificada como la quimioatrayente mas
importante para el reclutamiento de PMNs humanos, el ort6logo, su contraparte estd ausente
en los ratones. En contraste, los ratones expresan una quimiocina conocida como
CXCL1/MGSA desempeiia un papel fundamental en la respuesta inmunitaria del huésped al
reclutar y activar neutréfilos para matar microorganismos en el sitio del tejido. La CXCL1
existe de forma reversible como monémeros y dimeros, y media su funcién al unirse a
glucosaminoglucanos (GAG) y al receptor CXCR2 (Sawant et al., 2016a)

Entre las mas importantes diferencias que emplean los humanos y ratones como
estrategias inmunologicas de defensas se describen: (i) los humanos emplean mecanismos
mediante induccion de resistencia contra patégenos y antigenos nocivos para desactivarlos o
eliminarlos, mientras los ratones emplean mecanismos de tolerancia para mantenerlos a
niveles bajos; (ii) los humanos presentan estrategias comunes contra mecaniSmos no
infecciosos, pero los ratones no las presentan; (iii) el sistema inmunoldgico humano es capaz
de sintetizar ~10-15 pg de lipopolisacarido (LPS)/kg para inducir shock, en contraste, los
ratones ~15 mg de LPS/kg; (iv) en ratones, existe una alta expresion de 6xido nitrico sintetasa
inducible (iNOS) cataliza la conversion de la arginasa en macrofagos, pero en humanos este
mecanismo no existe; (v) el interferon-y (TNF-y) en humanos, induce expresion de
idolamina-pirrol 2,3-dioxigenasa (IDO) para realizar deplecion de L-triptofano (L-Trp), por
su parte los ratones, expresan GTPasas relacionadas a la inmunidad (IRG, por sus siglas en
inglés) para activar el proceso de autofagia (Bryant & Monie, 2012; Zschaler et al., 2014);
(vi) la estructura y las propiedades fisicoquimicas de moléculas importantes como las
selectinas, las quinasas PI3 y las serina proteasas son diferentes, lo que podria afectar la
migracion de los PMNs a los sitios tumorales, la sefializacion celular intracelular y los
mecanismos efectores de los PMNs; y, (vii) los ratones no son capaces de expresa FcaRlI,
uno de los receptores Fc mas potentes que desencadena funciones efectoras como el estallido
oxidativo, la liberacion de citoquinas, la NETosis y la fagocitosis en los PMNs, asi como
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suficiente concentracion de anticuerpos dependientes de citotoxicidad celular (ADCC)
(Otten et al., 2005; Aleyd et al., 2015).

A pesar de la vital importancia que tienen los PMNs para todos los animales respecto
a su respuesta a los patdgenos, estas diferencias entre ratones y humanos es importante
considerarlas para evitar caer en la simple extrapolacion de resultados entre especie de
animales cuando se desarrolla un modelo experimental. Sin embargo, uso de modelos murino
es esencial para avanzar en el entendimiento de la fisiopatologia de enfermedades in vivo y
el rol de ciertas células como los PMNs en estas patologias.

Debido a la falta de técnicas moleculares, para manipular genéticamente C. difficile,
los primeros estudios de infeccion involucraron la administracion intragéastrica de toxinas
purificadas a animales. Sugiriendo que TcdA era el principal factor de virulencia y que TcdB
desempefiaba un papel menos importante en la enfermedad (Lyerly etal., 1986). Este
paradigma ha ido cambiando, con la aparicion de cepas variantes naturales que no producian
TcdA pero si producian TcdB (TcdA— TedB+), y ademés causaban una ICD fulminante en
humanos (Drudy et al., 2007). Y también ha ido cambiando los enfoques de investigacion
con biomodelos animales o ensayos in vivo.

El efecto de las toxinas A (TcdA) y B (TcdB) en la patologia producida por C. difficile
se ha estudiado principalmente in vitro (Lopez-Urena et al., 2019). El estudio mas reciente
actualmente, describe el hallazgo sobre la inmunopatogénesis de los PMNs de humanos y su
resistencia al ser expuestos a TcdB contra la actividad glucosiltransferasa ejercida por esta
toxina sobre las pequenas GTPasas pertenecientes a la superfamilia de proteinas Ras, que
incluye Roa y Racl; asimismo, se confirmo que la toxina no disminuia la actividad fagocitica
del PMN (Chaves-Cordero et al., 2022); Aunque existe informacion sobre estudios in vivo
acerca de los efectos inmunopatogénicos de los PMNs con diferentes enfoques en la
inmunopatogénesis de este enteropatdgeno; ninguno ha utilizado estrategias de agotamiento
o deplecion de PMNs expuestos a las toxinas de C. difficile, y sobre todo, a investigar el
papel exacto que juega la inflamacion neutrofilica en el contexto de la ICD sin la presencia
de los neutréfilos (Jose & Madan, 2016). Es por eso que se hace necesario estudiar la
actividad de las toxinas de C. difficile en este modelos in vivo para determinar la funcion de
los PMNs durante la infecciéon y como las toxinas pueden afectar el funcionamiento en
condiciones fisioldgicas reales en los PMNSs.

12



1.2 JUSTIFICACION
1.2.1 Importancia

Las toxinas A (TcdA) y B (TcdB) de Clostridioides difficile son los principales factores
de virulencia de la diarrea causada por C. difficile. Esta patologia ocurre, ademads, en
presencia de un reclutamiento masivo de PMNs al sitio de infeccion. A pesar del alto
conocimiento de la actividad de estas toxinas con algunos estudios in vivo con enfoques en
la inmunopatogénesis de este enteropatdgeno y que de manera indirecta han obtenido
resultados relacionados con los PMNs (Wershil et al., 1998; Dingle et al., 2011; Hasegawa
et al., 2011); Asimismo, se han estudiado muy poco los posibles efectos inmunomoduladores
de los PMNs y los efectos inmunorreguladores de estas toxinas in vivo (estudios
principalmente in vitro (Chaves-Cordero etal., 2022)) en los procesos inflamatorios
asociados a los PMNs (Jose & Madan, 2016; Lopez-Urena et al., 2019). No existen estudios
in vivo utilizando estrategias de agotamiento o deplecion de PMNs expuestos a las toxinas
de C. difficile para conocer el papel de estas células en la patologia causada por Clostridioides
difficile en el lumen intestinal.

Por lo tanto, esta investigacion evalud el efecto en la respuesta inflamatoria (por la
presencia de los PMNs) en la patogénesis causada por las toxinas A (TcdA) y B (TcdB) de
C. difficile utilizando un biomodelo de asa intestinal ligada en ratones neutropénicos y no
neutropénicos.

Los datos generados en este estudio permitirdn, entre otras cosas, mejorar el
conocimiento sobre la contribucion de los PMNs en la respuesta inflamatoria desencadenada
por las toxinas de C. difficile en un ambiente fisiopatologico real.
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1.3 HIPOTESIS
1.3.1 Hipotesis nula
Los PMNSs reclutados en el lumen intestinal no exacerban la patogénesis de la infeccion
producida por la accion de las toxinas de Clostridioides difficile.
1.3.2 Hipotesis alterna

Los PMNSs reclutados en el lumen intestinal exacerban la patogénesis de la infeccion
producida por la accion de las toxinas de Clostridioides difficile.

1.4  OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo general

- Evaluar el papel de los neutrofilos (PMNs) en la patogénesis producida por las toxinas
A (TcdA) y B (TedB) de Clostridioides difficile en un modelo murino.

1.4.2 Objetivos especificos

1.4.2.1 Comprobar un protocolo de deplecion sistémica de neutrofilos en ratones para
aplicar ensayos de intoxicacion in vivo utilizando las toxinas A (TcdA) y B (TedB) de
Clostridioides difficile.

1.4.2.2 Evaluar la capacidad de asociacion y fagocitosis entre las células vegetativas
de Clostridioides difficile cepa VP110463/RT003 y los PMNs mediante ensayos in vitro con
sangre periférica de humano y raton.

1.4.2.3 Analizar potencial patogénico inducido por las toxinas de Clostridioides
difficile utilizando un modelo de asa intestinal ligada murina mediante la realizacion de un
analisis histopatologico.

1.4.2.4 Evaluar el potencial inflamatorio de las toxinas A (TcdA) y B (TcdB) de
Clostridioides difficile utilizando un modelo de asa intestinal ligada murina para
cuantificacién de citoquinas proinflamatorias en el lumen intestinal y medicion de la
actividad mieloperoxidasa (MPO) para evaluar la migracion de neutroéfilos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Consideraciones bioéticas

La experimentacion con ratones se llevd a cabo de acuerdo con la ley correspondiente
(Ley de Bienestar de los Animales de Costa Rica, Ley 7451). Debido a que este proyecto se
realizé en colaboracién con la Universidad de Costa Rica (UCR), y el Departamento de
Microbiologia. El proyecto y biomodelo revisados y aprobados por el Comité Institucional
de Cuido y Uso de Animales (CICUA) de la UCR bajo el Decreto Ejecutivo N°26668 con
folio N°CICUA-043-2021. Asimismo, el proyecto fue adscrito al Consejo Nacional de
Investigacion en Salud (CONIS) bajo el oficio N°UNA-PCVET-OFIC-087-2021.

2.2 Animales

Se utilizaron cien ratones Swiss machos de la cepa Hsd:ICR procedentes del Bioterio
de la Escuela de Medicina Veterinaria (EMV-UNA) de la Universidad Nacional de Costa
Rica (UNA), con edades entre (5-8) semanas y un peso corporal entre (20-24 g). Los animales
se mantuvieron agrupados en jaulas de policarbonato adecuadas para su tamafio, en un
ambiente controlado y un fotoperiodo de 12 horas. El agua fue administrada ad libitum, al
igual que la comida (pellets para roedores).

2.3  Cepas toxigénicas
2.3.1 Cepas bacterianas

Para este estudio se utilizaron tres cepas de C. difficile conservadas en la bacterioteca del
Laboratorio de Investigacion de Bacteriologia Anaerobia (LIBA) de la UCR (Ver cuadro I).

Cuadro L. Cepas de Clostridium difficile utilizadas para la purificacion de sus toxinas y ser
utilizadas en biomodelo de asa intestinal ligada murina para esta investigacion.

Cepa PT* | RT® | ST¢| T¢ TTclgge CPE' | Perfil de Toxinas
+B+CDT+
C.diffcit (Quesaca-Gomez
NAP1/027 | NAP1| 027 | 01 | HII C A
etal., 2016)
+B+CDT+
C.diffcil (Quesaca-Gomez
NAP1/019 | NAP1 | 019 | 67 | XXIII | V \%
et al., 2015)
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A+B+CDT-
(Huelsenbeck
et al., 2007)

C. difficile
VPI 10463/003 | VPI | 003 | ND | 0 C A

2PT= Pulsotipo.

PRT= Ribotipo.

“ST= Tipo de secuencia. ND= No determinado.
¢C=Clasica. V= Variante.

{CPE= Efecto citopatico. A= Arborizante.

2.3.2 Cultivo y curva de crecimiento de Clostridioides difficile

Las cepa de C. difficile VPI 10463/RT003 se cultivo en caldo Brucella (BBL, Becton,
Dickinson and Company) suplementado con vitamina K al 0.1% (ThermoScientific), y
eritrocitos lisados de caballo al 5.0% a 37°C en sistema de anaerobiosis (AN20P,
ANOXOMAT) mantenida con una mezcla gaseosa de 5% Hz, 5% COz2y N2 90% (Edwards
et al., 2013). Todos los medios de crecimiento y las soluciones fueron colocados en la camara
anaerobia 24 horas antes de ser utilizados (Edwards et al., 2013; Quesada-Gémez et al.,
2015). Antes del uso de la bacteria en los ensayos in vitro, esta se cultivd por 24 horas en
agar Brucella (BBL, Becton, Dickinson and Company).

Para determinar la concentracion de C. difficile en caldo, se realizd una curva de
crecimiento. Para esto la bacteria de cultivé en 40 mL de caldo caldo Brucella (BBL, Becton,
Dickinson and Company) a partir de un cultivo en agar Brucella (BBL, Becton, Dickinson
and Company) por 24 horas a 37°C en jarras de anaerobiosis. Este cultivo se ajustd a una
densidad optica de 600 nm (OD600) de 0,05 utilizando caldo pre-reducido. Este punto se
determiné como tiempo de 0 h. Posteriormente el caldo se llevo nuevamente a condiciones
de incubacidon en anaerobiosis y se determind el OD600 a los 3, 4, 5 y 6 h con un
espectrofotometro (Spectronic 20D+, ThermoScientific). Para esto se tom6 5 ml de alicuota
de cultivo del caldo que se recolectd en los puntos de tiempo designados. Para cuantificar la
concentracion bacteriana (unidades formadoras de colonias [UFC]/mL) en cada punto, se
realizaron diluciones del cultivo y se platearon (utilizando el método de esparcimiento en
placa) en agar Brucella (BBL, Becton, Dickinson and Company) suplementado (descrito
anteriormente) después de 24 h de incubacion anaerobia. Se realizaron tres réplicas de este
procedimiento por separado, y cada réplica en se ejecutd tiempos especificos diferentes.

Para el analisis de los resultados, se calcul6 el promedio + la desviacion estdndar en
términos de UFC/mL, asi como el valor absoluto de la densidad optica (D.O.) y la
concentracion bacteriana correspondiente en valores (UFC/mL-1). Se calcul6 una ecuacion
lineal de regresion probit con ecuacion de crecimiento logistico para medir la actividad del
crecimiento de la bacteria mediante el valor R.
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2.4 Toxinas

Las toxinas, TcBnari1/027, Yy TcdBnario19 se obtuvieron a partir de aislamientos clinicos
de pacientes hospitalarios en Costa Rica. La toxina TcdA se obtuvo a partir de la cepa de
referencia VPI 10463. La toxina TcdA se utilizaron para efectos comparativos con las toxinas
TcdB en los ensayos que se considerd necesario.

Las toxinas fueron obtenidas de las cepas anteriormente descritas y cultivadas en
sistema de dialisis por 72 horas en caldo infusion cerebro corazon y purificadas por
cromatografia de intercambio i6nico y filtracién en gel. La pureza de las toxinas se evaluo
en SDS-PAGE con la tincién de Coomasie en un gel al 7.5% cargado con 1.5 pg de TcdAver
(VPI), TcdBnari (NAPI/RT027 Y NAP1/RTO019, respectivamente). La identificacion final
de la toxina se realizd por espectrometria de masas.

Todas las toxinas fueron suministradas por el Laboratorio de Investigacion en
Bacteriologia Anaerobia de la Facultad de Microbiologia (LiBA) y el Centro de Investigacion
en Enfermedades Tropicales (CIET) de la Universidad de Costa Rica donde permanecen a -
80°C en buffer HEPES 20 mM pH 6.9 suplementado con NaCl 50 mM.

2.5  Muestras de sangre

Para los ensayos con sangre periférica y obtencion de los PMNs, se utilizo sangre
humana colectada a partir de la vena cefilica en tubos de heparina de litio (Vacuette®). La
colecta de la sangre se realizo posterior a la firma de un consentimiento informado por parte
del donante (Anexo 1).

La muestra de sangre murina se obtuvo bajo anestesia con capilares heparinizados a
partir del plexo venoso de la 6rbita ocular derecha. Aproximadamente se colectdo 1 mL de
sangre en recipientes de plastico previamente rotulados, con anticoagulante (EDTA) (BD,
Vacutainer®).En el momento de la colecta, ninguno de los sujetos presentd sintomas ni
signos de enfermedad, no habia recibido inmunizaciones recientes y tampoco se encontraba
bajo terapia medicamentosa.

2.6  Modelo de deplecion de neutrofilos polimorfonucleados (PMNs)

En el proceso de deplecion, los ratones (Swiss machos de la cepa Hsd:ICR [CD-1®])
fueron inoculados intraperitonealmente con 100 pg de anticuerpo monoclonal anti-ratén
Ly6G/Ly6C [Gr-1] (InVivoMab, BioXCell) suspendido en solucion de Fosfato-Buferado-
Salino (PBS) (Cell culture, gibco) en un volumen final de 100 pL. Los ratones control fueron
inoculados solo con la solucion de PBS. Los ratones se mantuvieron en condiciones
controladas (descritas en el apartado 2.1) por 24 horas, tiempo en el que los PMNs alcanzan
su mayor nivel de deplecion en sangre periférica (Barquero-Calvo et al., 2013).
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2.7  Analisis hematolégicos

La sangre de ratones fue sometida a andlisis hematologicos para evaluar si se
encontraba dentro de los parametros normales definidos por el fabricante de acuerdo a la
especie. Asimismo, se evalud si la deplecion de los neutréfilos con GR-1 afectd algiin
pardmetro hematologico en los ratones. Se colectd la sangre completa de diez animales
depletados y diez animales no depletados en tubos con EDTA, y se procedid a realizar un
hemograma completo en el Laboratorio de Inmunologia de la Escuela de Medicina
Veterinaria mediante el equipo VETSCAN® HMS5 Hematology Analyzer (Abaxis) siguiendo
las recomendaciones de andlisis sugeridas por el fabricante.

La disminucion significativa en la cantidad de los PMNs en la sangre de los ratones
depletados, se evalu6 mediante el analisis de los resultados hematologicos para cada grupo
fue calculado el promedio e intervalos de confianza (IC) 95% en términos de N° de células
X10%/L. Se realiz6 una comparacion estadistica por medio de una distribucion de t de Student.
Para esta validacion, los andlisis estadisticos se realizaron en el programa InfoStat (version
2017.1.2) y se admiti6 un nivel de significancia estadistica con valores de p < 0,05 y p <
0,01.

2.8  Citometria de flujo

Para evaluar la cantidad de PMNs en la sangre total de forma mas especifica en los
ratones sometidos a la deplecion, se realiz6 una cuantificacion de estas células por la técnica
de citometria de flujo (guava easyCyte™, Merk-Millipore™). Para esto, los PMNs se
marcaron con el anticuerpo monoclonal especifico para PMNs FITC (5/6 isotiocianato de
fluoresceina) (Thermo Scientific™) anti-Ly6G (RB6-8C5) (Invitrogen, ThermoScientific),
siguiendo las recomendaciones del fabricante (Barquero-Calvo et al., 2013). Brevemente, se
realizd una lisis de los eritrocitos utilizando la solucion BD FACS Lysing Buffer (BD
Biosciences); posteriormente, se centrifugd (mini Spin plus, Eppendorf) la muestra a 200
rpm durante 5 minutos a -4°C. Los leucocitos restantes se colorearon con el anticuerpo PE
anti-Ly6G (RB6-8C5) por 10 minutos en oscuridad. La poblacion de PMNSs se selecciono6 en
un diagrama de dispersion frontal vs. lateral (Forward vs. Side Scatter) de acuerdo con sus
caracteristicas celulares. El andlisis de las poblaciones de interés se realizd6 mediante el
paquete informatico para citometria programa FlowJo (version 10.1).

2.9  Cuantificacion de leucocitos totales en sangre

Previo a realizar los ensayos in vitro con sangre completa de humano y ratéon con
células vegetativas de C. diffiicile, se realiz6 un recuento total de leucocitos en camara de
Neubauer de 1/10 mm? (Boeco, Germany). Esto se realizé para poder establecer mas adelante
el indice de multiplicidad de infeccion (MOI, por sus siglas en inglés). Para el conteo de
leucocitos se utilizo el reactivo de Turk (Sigma-Aldrich™), utilizando una diluciéon 1:20.
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Subsecuentemente, se aplicaron las férmulas descritas por Doig y Thompson (Doig &
Thompson, 2017). Para realizar el recuento diferencial de leucocitos se hicieron frotis
sanguineos tefiidos con coloracion de Wright (Prelab). Se tomaron fotografias de las células
sanguineas con ayuda de un microscopio Optico con camara fotografica digital incorporada
(Modelo 4H08758, OLIMPUS, Tokio, Japén) y se midi6 el largo y ancho de la célula con
analizador de imagenes (Modelo yw2310, Kernel Version).

2.10 Ensayo in vitro de fagocitosis con PMNs

El ensayo de fagocitosis in vitro se realiz6 utilizando una concentracion de leucocitos
PMNs de ~5x10° Leu/mL (Ver apartado 2.6). Asimismo, se preparo el indculo de C. difficile
(cepa VPI 10463) en tubos conicos de 50 mL (Fisherbrand, Fisher Scientific®) bajo las
condiciones de crecimiento previamente descritas (Ver apartado 2.3) hasta alcanzar una
concentracion entre 3x10°y 5x107 UFC/mL. Los tubos fueron centrifugados (centrifuge
5804R, eppendorf) a 5000 rpm por 10 minutos. El pellet de células obtenido fue re-
suspendido con 140 pL de solucion de Fosfato-Buferado-Salino (PBS, por sus siglas en
inglés) (Cell culture, gibco). Una vez obtenida la suspension de bacterias y calculada la
concentracion de esta, se establecid el indice de MOI a utilizar con proporciones de 1:5 y
1:10.

El ensayo de fagocitosis in vitro se realizé con 500 pL de sangre (humana o de raton)
(Ver apartado 2.1) utilizando un MOI de 1:5 y 1:10 (Leu:Clostridio). Las células bacterianas
se afiadieron a partir de la suspension obtenida en una placa de 24 multipocillos para cultivo
celular (Celltreat®) de acuerdo con el MOI calculado.La sangre con las bacterias se incubd
por 30 minutos y 60 minutos a 37 °C en una incubadora con agitacion constante de 100 rpm
(Model IN-666, Gemmyco). A cada tiempo se tomaron 5 pL para hacer un frotis en
portaobjetos de vidrio y se tifieron con la tincion de Wright (Prelab). Posteriormente, las
muestras se analizaron por microscopia de luz (BX43, OLIMPUS, Tokio, Japén). El
porcentaje de fagocitosis se estim6 como el nimero de células de C. difficile por PMN,
contando como minimo 20 PMNs en diferentes campos de microscopio. La capacidad de
fagocitosis de los PMNs se determind de acuerdo a una escala con cuatro categorias:
Categoria 1= 0 clostridios/PMN, categoria 2= 1-5 clostridios/PMN , categoria 3= 6-10
clostridios/PMN, y categoria 4= >10 clostridios/PMN. Estos recuentos se realizaron por
triplicado en tiempos diferentes.

2.11 Ensayo in vitro con deplecion de plaquetas

Para evaluar el papel de las plaquetas en los ensayos de fagocitosis con PMNs in vitro,
se realiz6 un protocolo de deplecion de plaquetas en sangre siguiendo la metodologia descrita
por Rucavado y colaboradores (Rucavado et al., 2001). El procedimiento consistié en la
administraron de 200 pL (80 ng) de aspercetina purificada (a partir de veneno de la serpiente
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Bothrops asper) por via intraperitoneal a los ratones 24 h previas a colectar la sangre (Ver
apartado 2.5) y siguiendo las consideraciones bioéticas (Ver apartado 2.1). Posteriormente,
se siguid la misma metodologia (Ver apartado 2.9) para realizar el ensayo in vitro con sangre
de raton. La aspercetina fue suministrada por el Instituto Clodomiro Picado de la Universidad
de Cota Rica.

2.12 Biomodelo de Inflamacion

2.12.1 Diseiio experimental

Para medir el potencial patogénico de las toxinas de las diferentes cepas utilizadas se
realizo el modelo de asa ligada ileal en cien ratones Swiss machos de la cepa Hsd:ICR
(Pawlowski etal., 2010). Brevemente, se utilizaron ratones depletados y ratones no
depletados en un modelaje experimental por bloques en el que se inocul6 en las asas ileales
300 /uL (1 pg /uL) de la toxina de interés (Ver cuadro II) para determinar la respuesta
inflamatoria provocada, caracterizar el dafio en el epitelio intestinal y migracion y
desgranulacion de PMNs. Realizando uso de la ecuacion recursiva, se realizd
experimentacion y tratamientos con diez grupos experimentales compuestos por diez
animales por cada grupo. Los grupos experimentales que se usaron en el biomodelo que
fueron expuestos de acuerdo al tipo de toxinas de las cepas de C. difficile de la siguiente
manera:

Cuadro I1. Esquema de los biomodelos experimentales de acuerdo a la cepa de C. difficile,
tipo de toxina, concentracion de toxina, tratamiento aplicado al murino y la cantidad de
animales utilizado por tratamiento.

N° de
Cepa? Toxina® [CA]¢ T
animales
TecdAvrii0463 1.0 pg/ul ND 10
C. difficileveiio463/003

TecdAvri0463 1.0 p,g/p,l D 10

TcdBnar1/027 1.0 pg/ul ND 10
C. difficilexap1/027

TcdBnar1/027 1.0 pg/ul D 10

TcdBnar1/019 1.0 pg/ul ND 10
C. difficilexap1/019

TedBnar1/019 1.0 pg/ul D 10
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TedAvenosest | 1.0 pg/pl-

C. difficilevpio4631003 TedByario27 | 1.0 pg/pl 0 .

+
C. difficilexar1/027 TedAvenosest | 1.0 pg/pl-
D 10
TedBnar1/027 1.0 pg/ul
N/A PBS 1.0 pg/ul ND 10
N/A PBS 1.0 pg/ul D 9

*NA= No aplica.

PPBS= Solucion de Fosfato-Buferado-Salino.
‘|CA]= Concentracion aplicada.

IND= No depletado. D= Depletado.

2.12.2 Modelo de asa ligada de intestino en Swiss

Para el ensayo de asa ligada se utiliz6 anestesia profunda con una mezcla de ketamina
(60 mg/kg de peso corporal) (Bremer Pharma, GMBH) y xilazina (5 mg/kg de peso corporal)
(alfasan, Woerden-Holland) administrado por via intraperitoneal. Subsecuentemente, realizo
una laparatomia medial en cada raton ligandose con hilo quirurgico de acido poliglicolico
USP 3-0 (Atramat®) y en una seccioén de aproximadamente 4-6 cm de ileo se inocul6 0,3 mL
de toxina purificada o PBS dependiendo el caso. Para la realizacion del experimento de asa
ligada se contd con un periodo de ayuno de 24 horas con libre acceso de agua.

Luego de inoculados, el abdomen se suturd con el mismo material mencionado. Se
permitié un tiempo de vigilia, analgesia y recobro de conciencia completa al animal. Después
de un periodo de 4 horas a cada animal se aplicd eutanasia por dislocacion cervical y el asa
intestinal fue removida. Brevemente, se procedio a dividir el asa en tres porciones, la primera
porcion fue homogenizada en formalina amortiguada al 10% (GAMMA®) para los analisis
histopatologicos. Seguidamente, las dos porciones restantes fueron homogenizadas en
amortiguador de bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (HTAB) (Sigma-Aldrich™) con un
coctel de inhibidores de proteasas (Roche®) y congelada a -80°C para la determinacion de
la actividad mieloperoxidasa (MPO) y para cuantificacion de citoquinas, respectivamente.

2.12.3 Histologia de las asas intestinales

Las asas intestinales fijadas en formalina amortiguada al 10% (GAMMA®) se
enviaron al Laboratorio de Patologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional de Costa Rica para los andlisis histopatologicos. Brevemente, las asas fueron
embebidas en parafina para obtener cortes finos. Subsecuentemente, fueron tefiidas con
hematoxilina-eosina (abcam®) siguiendo los protocolos convencionales. Para cada intestino
se midieron varios pardmetros para indicar los grados de severidad del dafio generado por las
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toxinas, entre ellos integridad epitelial, inflamacion de lamina propria (LH) y submucosa
(SM). Para cada uno de estos parametros se utilizd una escala histopatologica de 0 (ausencia
total de alteraciones con respecto a los controles) a 4 (dafo severo) (Carter et al., 2015).

Para el andlisis de los resultados se determind la mediana de cada parametro y se
agruparon los datos para determinar el nivel de dafio epitelial. Ademas, se realizd un andlisis
estadistico mediante la prueba de Kruskall-Wallis seguido por un test de Dunn.

2.12.4 Determinacion de la actividad mieloperoxidasa (MPO)

La migracion y desgranulacion de neutrdfilos en el tejido intestinal se estimé
mediante la medicion de la actividad MPO (de Aratjo Junqueira et al., 2011). Brevemente,
por cada 56 mg de tejido congelado, se homogenizé6 en amortiguador HTAB (Sigma-
Aldrich™) (PBS, HTAB al 50% p/v y HxO; al 0,1% v/v). Este homogenizado fue
centrifugado a 5 000 rpm por un periodo de 5 min a 4 °C y luego de tomaron 20 pL del
sobrenadante para ser mezclados con 200 puL de disolucién de o-dianisidina al 0,017%
(Sigma-Aldrich™) y determinar el cambio de absorbancia a 450 nm durante los tiempos 0,
1 y 2 minutos.

El cambio en la absorbancia a través del tiempo esta asociado con la actividad
enzimatica de la MPO. Para cada grupo fue calculado el promedio + el error estdndar en
términos de MPO/mg de tejido intestinal. Se realizd una comparacion estadistica por medio
de un analisis de varianzas de una via (ANOVA) con una prueba post hoc de Bonferroni.

2.12.5 Cuantificacion de citoquinas proinflamatorias

Del asa intestinal ligada se midieron las concentraciones de las interleucinas TNF-a,
IL-1B, IL-6, CXCL-1 e IL-10 en el tejido intestinal segiin ha sido descrito previamente
(Cavalcante etal., 2006) y siguiendo las recomendaciones del fabricante de los Kkits
comerciales de ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) (eBioscience®). Para cada una de las
citoquinas se obtuvo la cantidad en ng/mg de tejido intestinal para cada grupo experimental.

Para la cuantificacion de citoquinas proinflamatorias, los grupos fueron comparados
con un ANOVA de una via y una prueba post hoc de Bonferroni para determinar diferencias
en la capacidad para inducir la secrecion de citoquinas proinflamatorias, inflamatorias y anti-
inflamatorias en el intestino.

2.13 Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos de los ensayos in vitro (Ver apartados 2.7, 2.8 2.9 y 2.10).
Para el biomodelo de inflamacion (Ver apartado 2.12) se utiliz el programa Prism 9 para
macOS (version 9.0.1 [128] y se admitio un nivel de significancia estadistica con valores de
p<0,05yp<0,0l.
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3. RESULTADOS

3.1 El tratamiento sistétmico de deplecion con GR-1 induce la disminucion
significativa de los PMNSs en sangre periférica, en lamina propria y submucosa
intestinal.

Para validar el funcionamiento del anticuerpo GR-1 en el modelo de deplecion de los
PMNs en ratones de la cepa CD-1, se realizaron ensayos utilizando ratones inoculados con
PBS (n=10) como control negativo o inoculados con el anticuerpo monoclonal GR-1 (n=10).
Se evalud si a las 24 horas posteriores de la inyeccion intraperitoneal indujo una disminucion
estadisticamente significativa de PMNs en sangre periférica y en lamina propria y submucosa
intestinal.

Para cuantificar la cantidad de PMNs en sangre se realiz6 inicialmente un hemograma
completo (Ver cuadro III) y posteriormente se realizaron andlisis por citometria de flujo con
un marcador de fluorescencia especificos para PMNs. Segln los resultados hematolédgicos,
GR-1 indujo una disminucidn estadisticamente significativa de PMNs (p<0,05) (Cuadro III).
Adicionalmente, se determind que la deplecion de PMNs no afectd los otros parametros
hematologicos evaluados, ya que no se observé que GR-1 indujera alguna alteracion que
fuera estadisticamente significativa comparado con el grupo control (p >0,05).

Cuadro III. Comparacion de parametros hematologicos entre grupos experimentales de
ratones control (PBS) y ratones depletados (anticuerpo monoclonal anti-raton Ly6G/Ly6C
[GR-1+ PBS]).

. PBS + [GR-1]¢ PBS
Parametro b
PP Valor p
hematologico X IC 95% X IC 95%

LEU 10°1 5,77 [3,03 - 8,52] 7,95 [7,13 - 8,77] 0,0680
LIN 10°1 5,57 [2,97 - 8,16] 7,40 [6,58 - 8,21] 0,0985
MON 10°1 0,09 [-0,01 - 0,19] 0,13 [0,00 - 0,27] 0,5350
NEU 10°1 0,12 [0,03 - 0,20] 0,42 [0,15 - 0,69] 0,0169
HEM 10121 9,97 [8,16 - 11,78] 10,02 [9,78 - 10,26] 0,9366
Hb g/dl 14,70  [11,76 - 17,64] 15,30  [14,75 - 15,85] 0,5930

2LEU= Leucocitos. LIN= Linfocitos. MON= Monocitos. NEU= Neutrofilos. HEM=
Modelo de equilibrio homogéneo. Hb= Hemoglobina.
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bU= Unidades. I= Litros. g/dl= Gramos/decilitros.
‘PBS+|GR-1]= Solucion de Fosfato-Buferado-Salino + anticuerpo monoclonal anti-
raton Ly6G/Ly6C. X= Promedio. IC= Intervalo de confianza.

Para corroborar los datos de deplecion de PMNs obtenidos con el andlisis
hematologico, se realizéd un andlisis de citometria de flujo para cuantificar los PMNs
marcandose con el anticuerpo monoclonal especifico para PMNs FITC (5/6 isotiocianato de
fluoresceina anti-Ly6G (RB6-8C5). La poblacion de PMNSs se seleccioné y se cuantifico en
un diagrama de dispersion frontal vs. lateral (Unidades de fluorescencia relativa vs intensidad
de luz verde). Se determind que los ratones control (PBS) tenian un 10,3% de PMNs,
mientras que el grupo depletado un 0,38% (Figura 1A). Este andlisis permitié confirmar la
disminucién significativa de PMNs observada en el analisis hematologico y validez del
método de deplecion en ratones Swiss.

Subsecuentemente, se examinaron histoldgicamente las asas intestinales de veinte
ratones para evaluar si el modelo sistémico de deplecion que se validé en sangre periférica,
era capaz de inducir la reduccion de PMNs a nivel lamina propria y submucosa intestinal.
Para esto, se cuantifico el nimero de PMNs presentes en estos tejidos en ratones depletados
( GR-1+TcdA) o ratones no depletados (PBS).

En la Figura 1C, se observa una diferencia significativa p <0,01 entre ambos grupos
experimentales. En la figura 1B, se observa la presencia abundante de PMNs (no-depletado)
(flechas amarillas), mientras (depletado) (flechas amarillas), se observa una disminucién de
la presencia de estas células. En ninguno de los dos casos se observaron alteraciones
histologicas producto del tratamiento con PBS o el anticuerpo GR-1.

24



A No-depletados LOK Depletados

800 800 |
Q 6004 T | 6007 ar
A 4007 400
2001 200 |
000 1ot Tor 70 1o+ %00 1ot 10° 103 To#
Green-HLog
B No depletados - Depletados

- s ¢
) \‘<~. Sa :
. N ﬁ" ’
185 -
FETRE ": \"‘T'; o

30

N
2

Conteo promedio de PMNs
[10 campos/600X]
"
o

=]

Figura 1. Evaluacion de la deplecion de PMNs en sangre periférica y lamina
propria y submucosa intestinal. La deplecion de PMN se realiz6 tratando los
ratones con 100 pg de anticuerpo Ly6G/Ly6C (GR-1) (depletado) o PBS (no-
depletado) durante 24 h. La deplecion de PMN se evalu6 en: (A) sangre periférica
mediante citometria de flujo utilizando un anticuerpo FITC anti-Ly6G (RB6-
8C5); y en (B-C), lamina propria y submucosa cuantificando PMNs (flechas
amarillas) en secciones de tejido de las asas ileales ligadas tefiidas con
hematoxilina-eosina (H&E) (40X). Los resultados se expresan como la media del
recuento de PMN por campo de vision del microscopio + desviacion estandar
(DE). Se compararon los grupos de ratones no-depletados y depletados. Se
muestran los valores de P, p <0,01 (**).
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3.2 Estandarizacion de una curva de crecimiento de Clostridioides difficile para
determinar la concentracion de bacterias/mL.

Para realizar los ensayos de fagocitosis de PMNs con sangre periférica de humano o
raton, se requirié la estandarizacion de un indculo de bacterias para poder establecer una
multiplicidad de infeccion especifica. Para esto se realizé una curva de crecimiento donde se
midi6 densidad Optica y las unidades formadoras de colonias (UFC) a través del tiempo. La
curva de crecimiento estandarizada fue adaptada y modificada. Se eligio el tiempo de
crecimiento de 6 h debido a que durante este tiempo se observo la mayor tasa de velocidad
de crecimiento de la bacteria segun la ecuacion calculada sobre la D.O. y UFC/mL-1.

Se obtuvieron las lecturas a lo largo del tiempo 0, 3, 4, 5 y 6 horas de la OD (indicadas
por puntos color rojo) y las UFC (indicadas por puntos color negro) (Figura 2). Ambas curvas
mostraron un coeficiente de correlacion cercano a 1. Indicando correspondencia entre ambas
variables y permitiendo definir una buena ecuacion que representa el comportamiento de los
datos.

Las tasas de crecimiento se distribuyeron normalmente en el medio de cultivo. En los
andlisis de regresion lineal, la ecuacion de la D.O. fue Y= 0.001337*X+0.03246 con
R?=0.9875, y la ecuacion de UFC/mIL-1 fue Y= 909508*X+18739676 con R?=0.9458.
Todos los residuos del modelo de regresion probit con ecuacion de crecimiento logistico para
medir la actividad del crecimiento de la bacteria se distribuyeron normalmente, lo que indica
un ajuste adecuado del modelo ejecutado.
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Figura 2. Curva de crecimiento modificada y cuantificacion de la dinamica
de multiplicacion a las 0, 3, 4, Sy 6 h de la cepa VPI10463/003 de
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Clostridioides difficile. (A) La densidad optica (D.O. 600 nm) y (B) la
concentracion de bacterias correspondiente en valores absolutos (UFC/mIL-1) se
presentaron en funcion del tiempo durante cada hora de incubacion de
crecimiento exponencial ejecutandose tres replicas por separado y en tiempos
diferentes. Asimismo, se utiliz6 una ecuacion lineal de regresion probit con
ecuacion de crecimiento logistico para medir la actividad del crecimiento de la
bacteria; (C) la ecuacion de la D.O. fue Y= 0.001347*X+0.03666 con
R?=0.979275, y (D) la ecuacion de UFC/mIL-1 fue Y=918660*X+19082642 con
R?=0.9509. Los resultados son presentados con las barras de error como la media
+ desviacion estandar (DE).

3.3 La capacidad fagocitica de los PMNs de raton contra C. difficile es mayor que la de
los PMNs humanos.

Después de 30 minutos de incubacién en el ensayo de fagocitosis, se determino el
porcentaje de infeccion entre C. difficile y los PMNs (Ver apartado 2.10). El porcentaje de
infeccion fue aumentando a medida que aumentd la multiplicidad de infeccion (MOI) de
MOI5 a MOI10. En el caso de los ratones, se observaron porcentajes de infeccion mayores
(>10 bacterias/PMN) por campo a partir de intervalos de tiempo entre 0,5 a 1 h, siendo estos
niveles mayores comparados con los porcentajes de infeccion de PMNs humanos (Figura
3A). Se utilizé una escala de categorias de nimero de bacterias por célula de 1 a 4.

La cuantificacion del porcentaje de infeccion se realizod a partir de frotis de sangre
tefiidas con la tincion de Wright. Lo primero que se observod es que los PMNs de humanos y
ratones, a pesar de ser el mismo tipo de célula sanguinea, tienen algunas diferencias
morfoldgicas y de coloracion particulares (Figuras 3B y 3C, respectivamente). Respecto a
sus caracteristicas fagociticas, tal como se cuantifico en la Figura 3A, los PMNs de ratones
fueron mas eficientes que los PMNs de humanos en asociarse con los clostridios (Figura 3D
y 3E) con un porcentaje de infeccion de 15,0% (C2, MOI10), mientras en ratones fue de
17,07% (C2, MOI10), 17,07% (C3, MOI10) y 46,37% (C4, MOI10) (Figura 3A).
Adicionalmente, se observo un proceso caracterizado por formacion de abundantes grumos
de plaquetas en los ensayos in vitro con sangre de raton (Figura 3G); en contraste, este
fendmeno no se observd en la sangre de humano.

Debido al fenémeno anterior, se realizd otro ensayo utilizando sangre de raton al cual
se habia tratado previamente con la toxina aspercetina para disminuir la concentracion de
plaquetas circulantes. Cuando se utilizd esta sangre baja en plaquetas se redujo el nimero de
plaquetas con respecto a los valores del control de 1.1 10° + 1.1 10° células/mL a valores de
2.0 105 + 5.5 10* células/mL permaneciendo a niveles muy bajos incluso después de 18 h. El
porcentaje de asociacion entre la bacteria y los PMNs aumento6 atin mas, tanto en MOIS como
MOI10 con porcentajes de 67,74% (C4, MOIS5) y 82,61% (C4, MOI10). La deplecion parcial
de plaquetas con aspercetina favoreci6 la capacidad de fagocitosis de los PMNs de raton en
casi un 37,0%.
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Figura 3. Evaluacion de la capacidad fagocitica de los PMNs. (A) La sangre
completa se trat6 con células vegetativas de C. difficile cepa VP110463 por treinta
minutos y una hora y se incubd posteriormente a 37°C en agitacion para
determinar la capacidad fagocitica de los PMNSs. Se realiz6 recuento de 20 PMNs
por MOI por tiempo. El porcentaje de infeccion corresponde a la cantidad de
PMNss que fagocitaron al menos un bacilo de C. difficile. La imdgenes inferiores
son representativas de lo que se observo en el microscopio Optico durante los
ensayos in vitro. (B) representa la morfologia celular de los PMNs de humanos;
y, (C), representa la morfologia celular de los PMNs de ratones. (D) representa
la baja capacidad fagocitica de los PMNs de humanos; mientras, €, representa la
elevada capacidad fagocitica de los PMNs de raton. (F) representa la baja
actividad plaquetaria en humanos; en contraste, (G) representa la elevada
actividad plaquetaria en la sangre del raton.

3.4 La deplecion de PMNs generé una disminucion en los parametros de dafio
histopatolégico inducidos por las toxinas de Clostridioides difficile.

En el analisis histopatologico del intestino delgado e ileo, la toxina TcdAvprio463
fue la principal responsable en inducir el mayor dafio histopatoldgico (Figura 4A, 4B y
5), seguido de la combinacién de toxinas de TcdAvprioss3tTedBrar: (Figuras 4E, 4F y
5). Particularmente, TcdAVPlio463 alterd la integridad epitelial (Figura SA) e inflamacion
en lamina propria (LH) (Figura 5B) y submucosa (SM) (Figura 5C) con reclutamiento
de PMNs (Figura 4A y 4B). Asimismo, en los ratones tratados con TcdAvpiiosss ¥y
depletados de PMNs se observo la mayor disminucion en escala de dafio histopatologico
en comparacion con los grupos control de ratones no depletados (P <0,01) (Figuras 5A,
5By 50).

Respecto a TcdBnapi, esta toxina no indujo alteracion en la integridad epitelial
(Figura 5A), aunque si una respuesta inflamatoria a nivel de LH (Figura 5B) y SM
(Figura 5C). La deplecion de PMNs gener6 en la mayoria de los casos una disminucion
significativa en la escala de dafo histopatoldgico respecto al grupo control de ratones
no-depletados (p <0,01). Por otra parte, la toxina TcdBvnapi indujo un dafio
histopatologico y respuesta inflamatoria SM similar al purificado de TcdBnar: (Figura
5C). Sin embargo, TcdBvnar1 indujo una mayor actividad inflamatoria LH que TcdBnap1
(Figura 5B).

Tanto en TcdAvpriosss como en TcdBnarin27 y TcdBvnapi, se observa que la
deplecion de PMNs produjo una disminucion en la escala del dafio histopatologico
posterior al tratamiento con las toxinas utilizadas (Figuras 4 y 5).
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TcedA + TedB TedB

TcdBv

Figura 4. Imagenes histopatolégicas de tejidos con las asas ileales ligadas de
ratones tratados con las toxinas TcdAvprio463, TcdBnar1/027, TcdBvnari/o19 0
combinaciones de TcdA+TcdB en ratones no-depletados y depletados. Los
tejidos se fijaron con formalina al 10 % y se tifieron con hematoxilina-eosina
(H&E) para el analisis histopatologico. Las fotografias (aumento 40X) muestran
las alteraciones histopatologicas y las infiltraciones de neutréfilos inducidas por
cada tratamiento con toxina en el grupo no-depletado (A, C, E y G) y en el grupo
depletado (B, D, F y H).
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Figura 5. Cuantificacion de las alteraciones histopatologicas observadas en
tejidos de las asas ileales ligadas tratadas con toxinas de Clostridioides
difficile en ratones no-depletados y depletados. Los tejidos fijados y tefiidos
con hematoxilina-eosina (H&E) se analizaron utilizando una escala
histopatologica para clasificar las alteraciones y dafios epiteliales de 1 (leve) a 4
(severo). Los parametros histopatologicos evaluados fueron (A) dafio epitelial,
(B) inflamacion de la lamina propia y (C) inflamacién de la submucosa. La barra
sombreada representa el valor promedio obtenido para los controles (PBS). Los
resultados se expresan como la mediana + los valores extremos. Se compararon
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los grupos de ratones no-depletados y depletados. Se muestran los valores de P,
p <0,01 (**).

3.5 TecdAvpnoses indujo la mayor respuesta proinflamatoria, inflamatoria y
antinflamatoria en ambos grupos experimentales.

Para evaluar y caracterizar el proceso proinflamatorio agudo ocasionado por las toxinas
de C. difficile, se cuantificaron las citoquinas CXCL-1 para evaluar reclutamiento de PMNs,
y TNF-a, IL-1B e IL-6 como citoquinas proinflamatorias. Como citoquina antinflamatoria se
cuantificé la citoquina IL-10. TcdAvriio4s3 indujo la mayor produccion citoquinas. La
produccion de citoquinas inducida por esta toxina se disminuyé significativamente en los
grupos experimentales depletados (p < 0,01) (Figura 6). La combinacion de TcdAveriosss
+TcdBnari1 indujeron un nivel menor de produccion de citoquinas CXCL1, TNF-a, IL-10 e
IL-1B en comparacion con TcdAverioass/oos por si sola (p < 0,01) (Figura 6A, 6B, 6C y 6E,
respectivamente).

Respecto a TcdBvnari, se reportaron los niveles mas elevados de TNF-a, pero similares
a los niveles generados por TcdAvpiio4ss. Al comparar los grupos control con los grupos
depletados indujo diferencias significativas (p < 0,01) (Figura 6C).

Tanto en TcdA como en TcdB, se observa una disminucion significativa en la
produccion de citoquinas proinflamatorias, inflamatorias y antiinflamatorias posterior al
tratamiento con las toxinas utilizadas en ambos grupos experimentales (ratones depletados y
no depletados) (Fig. 7).
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Figura 6. Cuantificacion de CXCL-1, TNF-a, IL-6, IL-1p e IL-10 en los
tejidos de las asas ileales ligadas tratadas con toxinas de Clostridioides
difficile en ratones no-depletados y depletados. La produccion de (A) CLCXI,
(B) IL-6, (C) TNF-a, (D) IL-1B y (E) IL-10 cuantificadas mediante ELISA a
partir de tejido del asa ileal ligada homogenizada en solucion HTAB. Cada barra
representa la media + desviacion estdndar (DE). La barra sombreada representa
el valor promedio obtenido para los controles (PBS). Se compararon los grupos

experimentales de ratones no-depletados y depletados. Se muestran los valores
de P, p<0,05(*)yp<0,01 (**%).
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3.6 La deplecion de los PMNs disminuye la actividad mieloperoxidasa (MPQO) inducida
por la toxina TcdBnari.

Para evaluar la actividad de los PMNSs, se midi6 la actividad MPO como un indicador
indirecto de migracion y desgranulacion neutrofilica. TcdBnapi indujo un incremento en la
actividad MPO y una disminucion de esta actividad en los ratones depletados de PMNs
(p<0,01) (Figura 7).
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Figura 7. Cuantificacion de la actividad de MPO en tejidos de las asas ileales
ligadas tratadas con toxinas de Clostridioides difficile en ratones no-
depletados y depletados. La actividad de MPO se midié6 mediante un método
colorimétrico utilizando un lector ELISA. Los tejidos se homogenizaron en una
solucion de bromuro de hexadecil-trimetilamonio (HTAB) y el sobrenadante se
mezcld con una solucion de o-dianisidina. Se determind el cambio de absorbancia
a 450 nm (actividad MPO) después del 1 minuto. Los resultados se expresan
como valores medios + desviacion estdndar (DE). La barra sombreada en gris
representa los valores obtenidos para el grupo de control (PBS). Se compararon

los grupos de ratones no-depletados y depletados. Se muestran los valores de P,
p <0,01 (**).
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4. DISCUSION

El uso de modelos in vivo como las asas intestinales ligadas de raton, permiten estudiar
las interacciones moleculares y la patogénesis ocasionada por Clostridioides difficile en el
hospedero. Estos modelos ofrecen la posibilidad de evaluar experimentalmente cambios
sistémicos o celulares a partir del tejido de la mucosa intestinal obtenida del animal tratado
(Chen et al., 2008). Evaluando la respuesta inflamatoria exacerbada y el reclutamiento
intensivo de leucocitos PMNSs, el cual es un factor determinante en la severidad de la ICD
(Poutanen, 2004). Ante la necesidad de mejorar el conocimiento sobre la contribucion de los
PMNs en la respuesta inflamatoria desencadenada por las toxinas de C. difficile en un
ambiente fisiopatoldgico real, esta investigacion evaluo el papel de los PMNs en la patologia
causada por Clostridioides difficile en el lumen intestinal. Se determind el efecto en la
respuesta inflamatoria (por la presencia de los PMNs) en la patogénesis causada por las
toxinas A (TcdA) y B (TcdB) utilizando un biomodelo de AILM de ratones neutropénicos y
no neutropénicos midiendo parametros de respuesta proinflamatoria, indicadores de dafio
histopatologico y de migracion y desgranulacion de PMNs. Adicionalmente, se evalud la
capacidad de los PMNs de fagocitar y asociarse a los clostridios en un modelo in vitro.

Debido a que en los resultados de validacion in vitro se determind una disminucioén
significativa de PMNs en sangre periférica (Cuadro III y Figura 1A). El modelo sistémico de
deplecion con RB6-8C5 también se llevo a cabo a nivel histopatoldgico demostrandose el
efecto de la deplecion a nivel histologico (Figura 1B y 1C). El andlisis de tejido intestinal
permitié excluir cualquiera de las limitaciones descritas en otros estudios con el modelo de
deplecion (Bao & Cao, 2011; Ostanin et al., 2012; Bansal et al., 2018). En ese sentido, este
estudio constituiria el primer estudio in vivo utilizando un modelo de deplecion de PMNs
combinado con un biomodelo de AILM utilizando las toxinas TcdA, TcdB, TcedBv y
combinaciones de C. difficile.

Simultaneamente, para el ensayo de fagocitosis in vitro, se cuantificod la cinética de
multiplicacion a partir de la curva de crecimiento modificada de la cepa VPlio463/003 de C.
difficile, el crecimiento se correlaciond positivamente entre las UFC/mL y la O.D. (Figura
2); aunque, en estudios anteriores ya se ha correlacionado inversamente las tasas de
crecimiento de C. difficile, especialmente cuando se utilizan cepas de C. difficile
hipervirulentas/epidémicas o no hipervirulentas/epidémicas, incluso el crecimiento de la
bacteria no sea podido correlacionar con la gravedad de la ICD, produccién de toxinas,
presencia de la delecion del gen 7cdC, toxina binaria, ribotipos o cepas especificas (Carlson
et al., 2013); los autores hipotetizan que existe un factor sustancial alternativo que permite
regular cambios en el metabolismo de los aislamientos del esporulado y este asigna de mejor
manera los recursos a la produccion de toxinas (Hundsberger et al., 1997; Carlson et al.,
2013).
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El procedimiento anterior, permiti6 evaluar las interacciones PMN:bacteria en la
sangre completa de humano y raton. Al evaluar la actividad fagocitica in vitro se observo que
la capacidad fagocitica de los PMNs de raton contra C. difficile fue mas eficiente que la de
los PMNs humanos (Figuras 3A, 3D y 3E). Una primera razon de estos resultados, podria ser
el proceso evolutivo entre ambas especies (Mestas & Hughes, 2004). La evolucion no s6lo
modificé la estructura y especificidad del ligando en los dominios TLR extracelulares sino
también realizo cambios en los patrones de expresion celular. Las diferencias entre especies
existen en activacion y funcion de las moléculas efectoras liberadas por las células
inmunitarias para controlar patdogenos (Rehli, 2002; Zschaler et al., 2014). Segundo, la
primera linea de defensa en los humanos es la familia de péptidos antimicrobianos
denominado defensinas siendo los PMNs una rica fuente de estas (Ouellette & Selsted, 1996;
Ganz, 2003). Sin embargo, los PMNs en ratones no expresan defensinas (Risso, 2000). Por
el contrario, las células de Paneth, que estan presentes en las criptas del intestino delgado de
ratones, expresan >20 criptdinas, pero de estas, solo dos en humanos (HNP-5 y HNP-6) son
expresadas (Mestas & Hughes, 2004; Zschaler et al., 2014).

Estas evidencias reflejan diferentes presiones evolutivas relacionadas con la exposicion
a microorganismos a través de la ingesta de alimentos y la especificidad por la presencia de
los receptores celulares, lo que podria explicar la rapida respuesta de los leucocitos PMNs en
el proceso de fagocitosis en ratones.

Adicionalmente, un hallazgo exclusivo de los ensayos en ratones fue la formacion de
abundantes grumos de plaquetas en los ensayos in vitro con sangre de raton (Figura 3G). Este
fendmeno no se observo con la sangre de humano (Figura 3F). Para tratar de entender este
hallazgo, a un grupo de ratones se tratd con aspercetina para inducir una deplecion parcial de
plaquetas. La disminucion de la cantidad de plaquetas en sangre favorecié aun mas el proceso
de asociacion (fagocitosis) de los PMNs frente a las bacterias ensayadas.

Se ha descrito que la deplecion plaquetaria realizada por algunos patdgenos
microbianos [P. ¢j., el virus de la varicela Zoster y Helicobacter pylori, entre otros] ayuda a
mejorar la infeccion mediante la estimulacion colateral del sistema inmunitario (Semple
etal., 2007, 2007; Kapur etal., 2015). Nuestros resultados sugieren que la deplecion
plaquetaria mejora el proceso fagocitico en C. difficile, el cual es un tema que debe seguirse
investigando. A pesar de las limitaciones de este ensayo al utilizar un solo donador (los datos
podrian variar con otros donadores). Los resultados obtenidos evidencian elementos
importantes de la interaccion entre el PMN-C. difficile en un modelo in vitro.

El biomodelo de AILM permiti6 caracterizar el efecto inducido por las toxinas de C.
difficile en el ileo. Nuestro estudio demostré que las combinaciones de toxinas
TcdAvrrioss3tTedBrar: es responsable de inducir la mayor alteracion en la mucosa intestinal,
respuesta inflamatoria y exacerbada infiltracion de PMNs (Figura 4 y 5A, B y C). En un
estudio utilizando un modelo de instilacion rectal murina con una mezcla de toxinas de TcdA
y TcdB recombinante a partir de la cepa VPI10463, reportaron que esta combinacion inducia
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una inflamaciéon aguda muy sutil a nivel histopatoldégico con resultados que no se
incrementaban significativamente (como actividad de MPO) reportando datos inconclusos
(Markham et al., 2021)

Los resultados con TcdAvrriioss, indicaron que fue la toxina responsable de inducir
alteracion en la mucosa intestinal (Figuras 4 y 5). Nuestros resultados evidencian la
capacidad de TcdA en provocar la entrada de PMNSs, dafio tisular extenso en un periodo de
incubacion corto, mismo proceso inflamatorio descrito en varios modelos de asa intestinal
animal, cultivos celulares y ensayos in vitro (Lima et al., 1988; Lyerly et al., 1985a; Mitchell
et al., 1986; Triadafilopoulos et al., 1987a). En ese sentido, la literatura citada muestra que
TcdA inhibe la migracién y proliferacion de células epiteliales intestinales, que son
importantes para el mantenimiento y reparacion de la barrera epitelial (Brito et al., 2005).

Los resultados de la actividad biologica de las combinaciones de toxinas TcdA y TcdB
en las asas ligadas de los ratones no depletados mostraron un comportamiento similar a TcdA
tratada por separado en los animales. Posiblemente esta combinacion de toxinas potencie la
actividad biologica en el ileon de los ratones; Friadrich y colaboradores, describen la
capacidad del sistema inmune reclutar no solamente neutrdfilos, sino que otras células
inmunitarias como los eosinéfilos en el sitio de la infeccion por ICD. En contraste, existe la
hipotesis que TcdA y TedB tenian efectos sinérgicos basados en que TcdB no danaria el
intestino a menos que TcdA primero irrumpiera el epitelio intestinal (Zhang et al., 2017). En
ese sentido, es seria posible aseverar cudnta es la concentracion TcdA o de TcdB que la
bacteria secreta en el colon cuando estd causando ICD en un huésped, ya que
fisiol6gicamente no ha sido posible cuantificarlo (Hirota et al., 2012). Sin embargo, existen
estudios que han descrito que el sinergismo es dado inoculando ambas toxinas a la misma
concentracion; mientras que, por separado TcdB necesitaria el doble que TcdA (Lyerly et al.,
1985b; Hirota et al., 2012).

Por su parte TcdBnapi, indujo respuestas inflamatorias LH y SM menores a las
inducidas por TcdAvrrosss (Figuras 4C y 5). Adicionalmente, es posible apreciar, que
TcdBwnari fue capaz de activar y producir la infiltracion de PMNs (Figuras 4C y 4D). Se ha
descrito que TcdB no muestra una enterotoxicidad tan aguda en modelos de asa intestinal
animal (Libby & Wilkins, 1982; Lyerly et al., 1985b; Mitchell et al., 1986; Lyras et al., 2009;
Lonnroth & Lange, 2009, 2009); ademas, es considerada una toxina con mecanismos de
muerte celular bimodal dependiendo de la concentracion en el medio en el que se encuentra
(Chumbler et al., 2016).

Sobre TcdBvnari, los resultados histopatologicos (Fig. 4G, 4H y 5) fueron similares a
los inducidos por TcdBnapi exceptuando la inflamacion LH (Fig. 5B), donde TcdBvnari
mostr6é una mayor inflamacion. Evidentemente, es posible apreciar la infiltracion de PMNs
(Fig. 4C y 4D). Estos resultados demuestran que TcdBvnapiy TcdBnapi no presentan una
mayor actividad bioldgica en el intestino y reclutamiento de PMNs que TcdAveiiosss. De
hecho, un estudio desarrollado por Lopez-Urefia y colaborados, utilizando el biomodelo de
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AILM, cultivos celulares y ensayos in vitro para comparar TcdBvpr con sus TcdBs
equivalentes de cepa NAP1 y NAP1v. Demostraron que la mayor diferencia entre las toxinas
TcdBs de C. difficile se basa en la rapidez de ingresar a la célula diana en etapas mas
tempranas a la endocitosis y que TcdBnari no es considerada mas citotoxica que TcdBvnapi
y TcdBvpr (Lopez-Urefia et al., 2016).

La aseveracion anterior permite demostrar que TcdBnap1 y TcdBvnar utilizadas en
esta investigacion son equivalentes entre si, esto evita cualquier tipo de cuestionamiento
sobre el modelo de intoxicacion aplicado para validar nuestros resultados. Asimismo, este
seria considerado el primer estudio in vivo en generar datos sobre la actividad
proinflamatoria, histopatoldgica y actividad mieloperoxidasa (MPO) en un modelo de
deplecion combinado con un biomodelo de asa intestinal ligada murina sobre la actividad
bioldgica de la TcdBvnari de C. difficile.

Estos datos permiten evidenciar que los PMNSs, que estan involucrados en la defensa
del huésped, también pueden ser perjudiciales para un organismo cuando ocurre la
desregulacion, y en este caso contribuyen con el dafio del tejido y la respuesta inflamatoria
inducida por las toxinas. Este fendmeno se conoce como la paradoja de los PMNs (Pelletier
et al., 2004; Pelletier & Girard, 2007; Goncalves et al., 2011). Conociendo la funcién de los
PMNs en el proceso de inflamacidon comparados con los resultados de esta investigacion, es
posible concluir que en este modelo los PMNs promueven parte del proceso patoldgico que
se observa en la infeccion causada por C. difficile.

Por otro lado, el biomodelo de AILM permiti6 cuantificar mediante la medicion de
citoquinas, la respuesta proinflamatoria, inflamatoria y antiinflamatoria. Mayormente,
TcdAvrrios63 mostrod capacidad para inducir la secrecion de citoquinas proinflamatorias en
las asas ileales ligadas. Los resultados basales de la quimioquina murina CXCL-1, revelan la
deteccion del reclutamiento de PMNs en el sitio de la infeccion, ya que esta quimioquina no
es producida constitutivamente en el tejido a menos que existan estimulos inflamatorios en
el lumen intestinal del huésped (Shea-Donohue et al., 2008). CXCLI, es considerada un
potente quimioatrayente de PMNs (Sawant et al., 2016b), y los ratones no expresan un
homologo estructural para el quimioatrayente de PMNs en humanos (IL-8) (Steiner et al.,
1997a). Las concentraciones relativamente bajas obtenidas en este estudio comparadas con
otros estudios en modelos de infeccion con ratones podrian deberse al fenémeno descrito
durante el reclutamiento activo de PMNs donde los niveles de CXCL-1 pueden variar
espacial y temporalmente en muchos 6rdenes de magnitud relacionados a su concentracion
descrito por Sawant y colaboradores.

Por su parte, IL-1p es considerada una citoquina multifuncional prototipica que juega
un papel crucial en el inicio y amplificacion del proceso inflamatorio del intestino (Reinecker
et al., 1991; O’Neill & Dinarello, 2000; Al-Sadi et al., 2012). Esta citoquina es la que mas se
ha asociado con la respuesta inmunoldgica inducida por las toxinas y otros componentes
secretados por C. difficile, como su activacion descrito como un proceso independiente de la
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actividad glicosiltransferasa de las toxinas (He et al., 2002; Jafari et al., 2013). De todas las
toxinas purificadas utilizadas en esta investigacion, TcdA fue la unica capaz de generar la
inflamacion del intestino delgado desencadenando la acumulacion de liquido, la infiltracion
de PMNs y el dafio tisular en el biomodelo de AILM. Estos mismos efectos fueron descritos
en estudios previos donde se evaluo la actividad de TcdA y TcdB en el ileo de murinos por
separado (Lyerly et al., 1985b; Triadafilopoulos et al., 1987b, 1989). Adicionalmente, se ha
descrito que IL-1p e IL-8 mediadores inflamatorios innatos como se encuentran elevados en
el tejido de pacientes con ICD (Steiner et al., 1997b).

Subsecuentemente, después de las cuatro horas del proceso de inflamacion dado por la
intoxicacion provocada en el ileon de los ratones por las toxinas purificadas TcdAvprioaes,
TcdBnart y TcdBvnari, se detectd estimulacion en varios mediadores inflamatorios
diferentes, incluidos TNF-a, IL-6 e IL-10 todos asociados con ICD (Steiner et al., 1997b; Ng
et al., 2003a; Ishida et al., 2004b; Vohra & Poxton, 2012b). En el modelo de ligadura
intestinal TNF-a se utiliza como un indicador del inicio en el proceso patogénico, ya que esta
citoquina es capaz de inducir la secrecion de otros mediadores proinflamatorios (Ng et al.,
2003b). Los resultados de TNF-a e IL-6 comparados con otros estudios muestran valores
absolutos bajos, lo cual podria explicarse con la cinética de secrecion de otras citoquinas
como respuesta a varios estimulos incluidos inflamacién o dafio en el tejido como IL-10
(inmunosupresora) (Ng et al., 2003).

Interesantemente, IL-10 se produjo en cantidades altas en las asas ileales tratadas con
TcdA; en contraste, una expresion nula de IL-10 en TcdBv. La mayoria de los estudios
practicados con asa ileal y cultivos celulares han reportado concentraciones de IL-10 por
debajo de los 100 pg/mL, pero han sido estudios evaluando sobrenadantes libres de bacterias
o utilizando las toxinas TcdA y TcdB en conjunto en modelos de hamsteres (Lopez-Urefia
etal., 2019). Tamassia y colaboradores, mencionan que la produccion de interleucinas
proinflamatorias difiere en humanos y ratones, es decir, la secrecion de IL-10 esta bien
establecida en los PMNs murinos, mientras que los PMNs humanos parecen no secretar
cantidades detectables de IL-10.

Otro posible factor de este fendmeno observado en nuestros resultados con IL-10 y su
elevada produccion, puede ser explicado a partir de estudios recientes con ensayos in vivo
(células epiteliales cecales de raton) e in vitro (células intestinales humanas [HCT-8]) en los
que reportan que la estimulacion temprana de la expresion de un ARNm es capaz de controlar
positivamente dos receptores de adenosina inducidos por los efectos a corto plazo (2 a 6
horas) por las toxinas de C. difficile (Warren et al., 2012; Foschetti et al., 2020). Estos
receptores de adenosina: Axa y Asg, se localizan en células inmunitarias mas que en células
epiteliales en el tracto intestinal (Hasko & Pacher, 2008). En los macréfagos, Aza efectia la
activacion del receptor que disminuye la secrecion de sustancias inflamatorias (citoquinas),
como TNF-a e IL-6 y aumenta la IL-10 (Cronstein, 1994; Sullivan et al., 2001).
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Nuestros resultados sugieren que esa estimulacion temprana durante las cuatro horas
del proceso de infeccién con el biomodelo de AILM permitieron que el sistema inmune
realizara mecanismos reguladores para evolucionar y mantener la homeostasis inmune
intestinal modulando la respuesta inmunitaria frente a C. difficile (Steiner et al., 1997b; Ng
et al., 2003b; Ishida et al., 2004a; Vohra & Poxton, 2012a).

Otro importante mediador proinflamatorio que se cuantifico en esta investigacion
fueron las concentraciones expresadas de IL-6. En este caso, se encontraron valores elevados
solamente en el grupo de asas ileales de ratones no depletados y tratados con TcdAvprio463,
seguido por las combinaciones de TcdA + TcdB. TcByari/o27 y TcdBnarioio no generaron
secrecion de esta interleucina en el modelo de asa ileal. IL-6 se ha descrito como una de las
principales citoquinas secretadas en células epiteliales e inmunes a nivel intestinal, inducidas
por ambas toxinas o incluso por otros metabolitos pertenecientes a sobrenadantes libres de
bacterias por vias NOD y NF«kf dependientes (He et al., 2002; Ng et al., 2003b; Hasegawa
etal., 2011). Inclusive, se ha asociado a IL-6 con el reclutamiento de PMNs en modelos de
asa ileal, lo cual aumenta el dafo epitelial (Ishida et al., 2004a; Jose & Madan, 2016).

Las diferencias en la expresion de citoquinas entre nuestro modelo y otros estudios que
involucran la exposicion a las toxinas purificadas en cultivos celulares y asas intestinales,
podrian deberse en parte a la falta de interaccion directa entre el reconocimiento y la
sefializacion del huésped-patdgeno, a la interaccion de la toxina y los componentes de
secrecion derivados de C. difficile (Ausiello et al., 2006).

Todas las citoquinas cuantificadas en nuestro estudio del grupo experimental de ratones
no depletados mostraron niveles de produccion de IL-1B, IL-10, IL-6, TNF-a y CXCL1
diferencias significativas en comparacion con el grupo de ratones depletados y tratados con
TcdA. Esto solo confirma dos preceptos, que TcdA como enterotoxina sigue produciendo
una mayor respuesta proinflamatoria que TcdB, sin importar si la toxina purificada pertenece
auna cepa hipervirulenta. Y que, con el modelo de deplecion, se confirma que la eliminacion
sistémica de los PMNs reduce la respuesta inflamatoria. Esto podria sugerir que la resolucion
del problema con la paradoja de los PMNs y la exacerbada respuesta inflamatoria generada
por estos y los estimulos inflamatorios continuos que desencadenan una inflamacion crénica,
podrian resolverse reduciendo el nimero de PMNSs o sus agonistas (Trampas extracelulares
de PMNs) (NETs, por sus siglas en inglés) en el tejido circundante.

La actividad de la enzima MPO en el tejido ileal se incrementé solamente con los
ratones (no-depletados) tratados con TcdBwnari en este estudio (Figura 7). En contraste,
TcdBvnart ¥ TedAvpiiosss expresaron valores de U/mg muy bajos en comparacion con
TcdBnar1, pero similares entre si. Estos resultados son correlacionables con los hallazgos
publicados por Quesada-Goémez y colaboradores, sin embargo, estos autores trataron con 10
pg de las toxinas purificadas TcdBnar1 y TcdBvnar: las asas ileales ligadas murinas. Otro
estudio, utilizando un modelo de inyeccidon cecal en ratones tratados con TcdA y TcdB
recombinantes, reportaron datos similares con nuestros hallazgos respecto a TcdB y la
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actividad MPO (Peritore-Galve et al., 2022). En ese sentido, Peritore-Galve y colaboradores,
describen que la inflamacion puede contribuir al dafio epitelial en algunos modelos
produciendo resultados controversiales dificiles de correlacionar con resultados de otros
autores. También Fridrich y colaboradores, describen la importancia de la pureza de la TcdA
o TcdB nativas aisladas de cultivos de C. difficile, se debe garantizar una pureza de TcdA
>99 % en relacion con la contaminacioén cruzada con TcdB para estar a salvo de efectos
inespecificos.

Este resultado confirma que la actividad MPO es un importante marcador de la
respuesta inflamatoria exacerbada, proceso de desgranulacion de leucocitos y reclutamiento
neutrofilico inducido por TcdA y TcdB. Todos estos efectos han sido descritos como las
principales causas de dafio epitelial (Costa et al., 2016). Asimismo, se observo una tendencia
de disminucion de actividad MPO en los ratones depletados de PMNSs, lo cual coincide con
que los PMNSs (principales productores de MPO) participan en la defensa del huésped contra
las toxinas. Sin embargo, pueden ser perjudiciales cuando se produce un reclutamiento e
infiltracion exacerbado de estas células en el sitio de infeccion.

En humanos, C. difficile coloniza el intestino grueso mostrando una fuerte afectacion
del colon descendente, y en los modelos de intoxicacidon en ratones, la enfermedad ocurre
principalmente en el ciego y colon (Sun et al., 2011). Lo cual sugiere que nuestro biomodelo
in vivo de asa intestinal murina combinada con el sistema de deplecion de PMNs son datos
que podrian extrapolarse a ICD humana. Ademads, en nuestro estudio la administracion de
TcdA, pero no de TcdB, desencadeno la acumulacion de liquido, la infiltracion de células
inmunitarias y el dafio tisular en las asas ileales. En contraste con estos estudios, Lyras y
colaboradores, informaron que las cepas que expresan TcdB deficientes en TcdA atn podrian
desencadenar la enfermedad en el modelo de infeccién de hamster (Lyras et al., 2009). Dado
que el sitio principal de colonizacion, inflamacion y dafio en el hamster infectado con C.
difficile es el ciego (Hirota et al., 2012), es incierta la traduccion de estos datos a ICD
humana. En nuestro estudio, observamos que TcdA, pero no TcdB, desencadeno inflamacion
del colon y dafo tisular cuando se administr6 la toxina directamente en el asa del raton. Esto
podria sugerir que también el mecanismo de accidon de las toxinas dependera del tipo de
animal; asimismo, de la capacidad colonizacion, presencia de receptores y adherencia
dependeran del tipo de toxina.

Mencionado todo lo anterior, es importante destacar que tanto TcdA como TcdB son
importantes para la patogenia de C. difficile, por esa razon se utilizaron ambas toxinas en este
estudio. Nuestro modelo con asa ileal utilizé dos tipos de TcdBs pertenecientes a las cepas
NAP1 de C. difficile. Tal y como se menciond, TcdA indujo una mayor actividad
proinflamatoria e histopatoldgica en ratones no depletados, contrario a esto, TcdB produjo
actividades menores, exceptuando la actividlad MPO. En otros modelos con asa ligada
intestinal, ya se ha demostrado previamente que los conejos, los hamsteres y los ratones
responden mas activamente a TcdA tanto a nivel proinflamatoria e histopatologico, en
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comparacion con TcdB (Knetsch et al., 2013; Yoshino et al., 2013). Este precepto sugiere
que los comportamientos de las toxinas in vivo e in vitro pueden variar.

En resumen, en esta investigacion se concluy6 que la capacidad fagocitica de los PMNs
de raton fue mas eficiente que la de los PMN humanos, posiblemente por diferencias en la
presencia de receptores celulares a nivel de especie. También, se identificé la formacion
grumos de plaquetas durante los ensayos in vitro en ratones, posiblemente relacionado con
la diminucién y/o depuracion de plaquetas observado en algunas infecciones bacterianas y
virales para mejorar el proceso de infeccion.

Finalmente, se observd que la remocion parcial de los PMNSs, tanto periférica como
tisularmente, gener6 una disminucion en la patogénesis producida por C. difficile,
ocasionando una reduccion de la respuesta proinflamatoria, inflamatoria, indicadores de dafio
histopatologico y migracion y desgranulacion de PMNs. La reduccion de estos efectos fue
observada mayormente con la enterotoxina TcdA. En contraste, también se logré identificar
que TcdBvnari no presentdé mayor actividad bioldgica que TcdA, y su actividad
histopatologica es casi similar a la TcdBnapi.

Es necesario realizar mas investigaciones combinando ensayos in vivo e in vitro que
permitan caracterizar todo el proceso patolégico en el raton y los PMNs, mayormente
evaluando moléculas o sustancias citotoxicas liberadas por los PMNs en el momento de la
infeccion para que estos mismos sirvan como biomarcadores para terapias contra la patologia
causada por las toxinas de la bacteria. En este sentido, resulta interesante investigar como
intervienen las trampas extracelulares de PMNs (NETs) y toda la funciéon inmunologica que
esta NETosis conlleva, ya que no hay informacién acerca de este tema en esta area de
investigacion en Clostridioides difficile.
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5. CONCLUSIONES

5.1 Con el uso del modelo de deplecion sistémica de PMNs en ratones, se evidencid
que la presencia de los PMNs en el lumen intestinal durante la ICD contribuyen
en el potencial patogénico e inflamatorio inducido por las toxinas TcdA y TcdB
de C. difficile.

5.2 Al evaluar la capacidad de asociacion (fagocitosis) de los PMNs de raton en los
ensayos in vitro contra C. difficile, la asociacion PMN:Clostridio fue mas eficiente
en los PMNs de raton que en PMNs de humanos, lo cual sugiere un
reconocimiento mas eficiente mejorando la actividad fagocitica.

5.3 Por medio de analisis histopatologicos se evidencio que la toxina TcdAvpriosss
indujo mayor alteracion tisular con respecto a las toxinas TcdB. TcdBnapi y
TcdBvnari presentaron un efecto histopatologico leve y similar entre ellas.

5.4 TcdAvrriosss presentod el mayor potencial patogénico e inflamatorio al inducir una
mayor produccion citoquinas y quimioquinas IL-18, IL-10-IL-6, TNF-a y CXCL-

1, respectivamente.

5.5 TcdBnari indujo una mayor actividad MPO, pero una enterotoxicidad leve en las
asas ileales de ratones utilizados en esta investigacion.
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6. RECOMENDACIONES

6.1 Seguir estudiando el efecto directo de las toxinas de C. difficile, con ensayos in
vivo con enfoques sobre el efecto e interaccion de las multiples sefiales celulares
y extracelular de los PMNs y eosinéfilos (expresion y desgranulacion de granulos
citotoxicos, posibles biomarcadores, NETs, ROS e interacciéon de receptores
celulares) que se desencadenan por la respuesta inflamatoria de las toxinas de C.

difficile.

6.2 Ampliar la descripcion proinflamatoria, bioquimica y de mortalidad en TcdBv, ya
que atn no ha sido aclarado para esta toxina. Realizando enfoques experimentales
in vivo que permitan caracterizar con mayor detalle el proceso patogénico por el
que pasan los sujetos experimentales expuestos especificamente a esta toxina.
Esto permitird contar con el perfil patogénico e inflamatorio completo para esta
variedad de toxina de C. difficile.

6.3 Diseflar un biomodelo murino in vivo que permita evaluar cudnta es la
concentracion de TcdA o de TcdB que la bacteria secreta en el colon cuando esta
causando ICD en un huésped, ya que fisioldgicamente no ha sido posible
cuantificarlo.

6.4 En el ensayo para la determinacién de la actividad MPO a partir del tejido
congelado, es importante destacar que durante la preparacion de la solucion con
o-dianisidina [0,017%] y debido a su baja solubilidad, debe ser preparada el
mismo dia a ser utilizada y disuelta con solventes organicos como etanol absoluto,
metanol grado reactivo o lavar los pocillos con una solucion de HCL [6N]/ 50%
de etanol.
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8. ANEXOS

8.1 Anexo 1

UNIVERSIDAD DE Comité Institucional de
COsSTARICA w Cuido y Uso de Animales

17 de junio de 2021
CICUA-043-2021

Dr. Carlos Quesada Gomez
Facultad de Microbiologia

Estimado sefior:

El Comité Institucional de Cuido y Uso de Animales (CICUA), en su sesion ordinaria 217-
2021, realizada el 10 de junio del 2021, se valoro el proyecto “Evaluacion del papel de los
neutréfilos en la patologia producida por Clostridiodes (Clostridium) difficile en un modelo

murino”.

El Comité aprueba el proyecto.

Atentamente,

Firmado digital it
SARA MARIA CARAMARIA GONZALEZ
GONZALEZ CAMACHO (FIRMA)
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Dra. Sara Gonzalez Camacho
Coordinadora
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C. Dra. Maria Laura Arias, Vicerrectora de Investigacion
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8.2 Anexo 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA FINES DE INVESTIGACION

“Evaluacion del papel de los neutrofilos (PMNs) en la patologia producida por
Clostridioides (Clostridium) difficile utilizando en un biomodelo murino”

Este es un consentimiento informado para el uso de muestras sanguineas en la investigacion
del Evaluacion del papel de los neutrofilos (PMNs) en la patologia producida por
Clostridioides (Clostridium) difficile utilizando dos biomodelos murinos, las cuales seran
donadas voluntariamente por mi persona.

Yo, Brayan Diddey Montoya Torres, con No. de DIMEX 134000575114, estudiante de la
Maestria en Enfermedades Tropicales (PCVET) de la Escuela de Medicina Veterinaria en la
Universidad Nacional, realizaré un proyecto de investigacion sobre el rol de los PMNSs en la
patologia causada por las toxinas A (TcdA) y toxina B (TcdB) de C. difficile utilizando el
biomodelo de asa intestinal ligada murina con un modelo de ratones neutropénicos, asimismo
evaluaremos la capacidad fagocitica (asociacion) entre PMNs de humanos y murinos
disefiando ensayos in vitro utilizando sangre periférica. Esta bacteria es la causa mas comin
de infecciones intrahospitalarias de diarreas asociadas a antibidticos en Costa Rica y a nivel
mundial. Y es considera un potencial agente zoonético. Se caracteriza por provocar
pseudomembranas a nivel intestinal compuestas principalmente por neutr6filos (PMNs). Por
esto, consideramos de suma importancia la exploracion y evaluacion de la relacion de
asociacion entre los sobrenadantes bacterianos de C. difficile en la actividad inmune de estas
células sanguineas.

Las muestras sanguineas seran utilizadas a modo de reactivo en los experimentos, por lo
tanto, no estaré bajo ningln tratamiento mas que el de la colecta de sangre. Para el dia de la
colecta, me presentaré unicamente si estoy saludable, sin presentar sintomas ni signos de
enfermedad, ni haber recibido inmunizaciones recientes; tampoco puedo encontrarme bajo
terapia medicamentosa. Se prefiere la utilizacion de muestras de un solo individuo para
disminuir la variabilidad entre ensayos. Se colectaran de 3 a 6 ml para cada muestra a partir
de la vena cefélica en tubo de heparina de sodio o litio. Este proceso se realizard por triplicado
para cada experimento.

Como donador soy consciente de las consecuencias que conlleva el procedimiento.
Reconozco que las posibles consecuencias de la punciéon venosa son minimas como una
posible infeccion y/o un hematoma. Para esto, se tomaran todas las medidas de precaucion
necesarias para prevenir cualquier secuela negativa, como un procedimiento aséptico
realizado por un microbidlogo. En caso de sufrir algiin efecto secundario, se utilizara terapia
medicamentosa proporcionada por el Laboratorio de Bacteriologia de la Escuela de Medicina
Veterinaria de la UNA para disminuir la reaccion. El beneficio de la participacion es cooperar
con el avance de esta investigacion y no habrd recompensa monetaria por ello. Al ser
participacion voluntaria, reconozco que puedo dejar de participar en cualquier momento y
mis derechos seran respetados por ello. Las muestras de sangre serdn utilizadas en cada
ensayo ser intoxicadas con los sobrenadantes de C. difficile y la muestra sobrante sera
desechada, asi como también se desechara lo utilizado en el ensayo una vez sea finalizado.
La informacidn recogida por este proyecto se mantendra confidencial.
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El proyecto se realizard en el laboratorio de Bacteriologia en la Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional, y serd supervisado por el coordinador de este
laboratorio:

Elias Barquero Calvo, MQC, Ph.D.
Laboratorio de Bacteriologia

PIET, Escuela de Medicina Veterinaria
Universidad Nacional

Teléfono: (506) 2562-4540

Fax: (506) 2261-0049

email: elias.barquero.calvo@una.cr

Yo, Brayan Diddey Montoya Torres, con No. de DIMEX 134000575114, soy consciente de
la informacion proporcionada y accedo voluntariamente a ser participante de esta
investigacion. Entiendo que tengo el derecho de retirarme de la investigacion en cualquier
momento sin que me afecte en ninguna manera mi cuidado médico.

Firma:
Teléfono: (+506) 8395-1850
Correo: brayan.montoya.torres@est.una.ac.cr
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8.3 Anexo 3
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