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RESUMEN

Clostridium difficile es un patégeno Gram-positivo, anaerobio estricto y formador
de esporas. Este patdogeno es el responsable de la mayoria de muertes causadas por
diarreas asociadas a antibiéticos. Las infecciones por C. difficile (ICD) tienen una elevada
tasa de recurrencia, que varia entre el 20% después del primer episodio, a un 40 y 60%
después del segundo y tercero, respectivamente. Se ha demostrado que las esporas son
el morfotipo de trasmisidn y persistencia de C. difficile para generar infecciones por C.
difficile recurrentes (ICD-R). Sin embargo, poco es conocido sobre los mecanismos de
persistencia de las esporas en el hospedero. En este sentido, datos no publicados de
nuestro laboratorio demuestran que las esporas de C. difficile son capaces de entrar en
células epiteliales intestinales (CEIls) en un proceso dependiente de la polimerizacion
actina, el cual podria ser uno de los mecanismos de persistencia. El objetivo de esta tesis
es identificar las vias de endocitosis involucradas en la entrada de las esporas de la cepa
R20291 de C. difficile y evaluar si el uso de inhibidores de la endocitosis de esporas
reducen los casos de ICD-R en un modelo murino. En este trabajo encontramos que: i)
mediante analisis de micrografias electronicas de transmision, microscopia confocal de
fluorescencia e inhibidores farmacologicos, las esporas de C. difficile se asocian y
requieren vesiculas de clatrina, caveolina, y macropinosomas para ingresar a las células;
ii) el uso de un inhibidor de endocitosis en ratones infectados por C. difficile, redujo la
incidencia de diarrea durante la ICD-R en un 67% y un 80% al ser administrados de forma
intraperitoneal y oral respectivamente, lo cual sugiere que la endocitosis de esporas es
el mecanismo de persistencia de C. difficile en el hospedero para generar ICD-R. En
consecuencia, este trabajo amplia las aristas para generar terapias farmacologicas
combinadas para tratar infecciones recurrentes por C. difficile.



SUMMARY

Clostridium difficile is a Gram positive, strict anaerobic and spore-former
pathogenic bacterium. This pathogen is the main responsible of deaths caused by
antibiotic associated diarrhea. C. difficile infections have high recurrence rates that may
reach up to 20% after a second episode, to a 40% and 60% after the second and third,
respectively. It has been demonstrated that C. difficile spores are the morphotype of
transmission and persistence to generate recurrent C. difficile infection (R-CDI). However,
the mechanism(s) of spore persistence in the host remain unclear. Unpublished data from
our laboratory demonstrate that C. difficile spores are able to enter intestinal epithelial
cells, in an actin-dependent process. The main aim of this thesis is to identify the endocytic
pathways involved in the entry of C. difficile R20291 spores and evaluate whether the use
of endocytosis inhibitors can reduce the cases of R-CDI in a murine model. In this work,
our results show that: i) through transmission electron microscopy, confocal microscopy
and pharmacological inhibitors that some C. difficile spores are associated with clathrin,
caveolin and macropinocytosis, and the use of endocytic inhibitors associated to each
pathway reduces the entry into intestinal epithelial cells, and that the use of spore entry
inhibitors in vivo reduced the cases of diarrhea during R-CDI by 67% and 80% upon

intraperitoneal and oral administration respectively.

In summary, this work demonstrates that spore-entry to intestinal epithelial cells
may represent a mechanism of persistence of C. difficile in the hos, and have possible
implications in recurrent episodes of CDI. In consequence, this work increases the
therapeutics blank to make combined pharmacological therapies to treat R-CDI.



INTRODUCCION

Clostridium difficile y su impacto en el mundo.

Las diarreas asociadas a los antibiéticos han afectado a la poblacion desde el
comienzo de su uso. No obstante, a partir del afio 2000 la incidencia mundial ha ido en
aumento. C. difficile es el principal agente responsable de colitis asociadas a antibioticos
presente en el ~30% al ~60% de los casos (Pépin et al., 2004; Boletin ISP Chile, 2014;
Report CDC DHHS, 2013), convirtiendose en el principal patégeno de transmision
intrahospitalaria en paises desarrollados. Entre el 0,6 a un 2,1% del total de pacientes
hospitalizados en el mundo son afectados por C. difficile, de los cuales el ~1 al 5% muere
(Herrera et al., 2003; Karas et al., 2010; Zilberberg et al., 2008). Gran parte de los
pacientes afectados responde bien al tratamiento consistente en vancomicina o
metronidazol; sin embargo, el 20% presenta una infeccion recurrente. La probabilidad de
recurrencia puede incrementar hasta un 40 o 60% en un segundo o tercer episodio
respectivamente, lo cual finalmente puede terminar en una colectomia o en la muerte
(Hernandez-Rocha et al., 2012; McFarland et al., 1994). Segun el ultimo reporte del afio
2013 emitido por U.S Department of Health and Human Services: Centers for Disease
and Prevention; anualmente en Estados Unidos al menos 250.000 personas son
hospitalizadas a causa de ICD, de las cuales, 14.000 mueren, generando en su conjunto
un costo al sistema de salud de mil millones de ddélares anuales (Report CDC DHHS,
2013). Datos no publicados de nuestro laboratorio indican que en Chile al menos 16600
casos positivos para C. difficile ocurren anualmente, lo cual genera un gasto al sistema
de salud de alrededor de 8,17 millones de ddlares anualmente.

Las epidemias intrahospitalarios de ICD de la ultima década se han caracterizado
por ser masivos y graves, principalmente los ocurridos en Canada y en Estados Unidos,
los que estarian relacionados a la aparicion de cepas de alta virulencia del toxinotipo Il
y PCR-ribotipo 027, las que tienen la capacidad de producir 10 veces mas toxinas que
cepas de brotes anteriores (O’Connor et al., 2009; Pépin et al., 2005; Warny et al., 2005).
Las epidemias producidas por estas cepas tienen una menor respuesta al tratamiento
convencional y una mayor probabilidad de recurrencia (Hookman y Barkin, 2009). En

consecuencia, las epidemias de C. difficile estan siendo causadas por cepas de C. difficile



que tienen una mayor capacidad infectiva, de persistencia y recurrencia, los cuales estan

asociadas a una mayor probabilidad de muerte.

Epidemiologia y Factores de Riesgo.

Aunque, las esporas de C. difficile son ubicuas, existen factores de riesgo que
estan relacionados con mayor probabilidad de presentar ICD. Entre ellos estan los
tratamientos que alteran la flora intestinal y/o el sistema inmune como los antimicrobianos
0 quimioterapia. Influyendo también la condicion de limpieza de las salas hospitalarias.
Por otro lado, existen factores de riesgo asociados al estado de salud del paciente, por
ejemplo, que presenten co-morbilidades, inmunosupresion (VIH), cancer, enfermedades
gastrointestinales como la enfermedad inflamatoria intestinal. Asimismo adultos mayores
de 65 afos y/o pacientes que hayan sido hospitalizados previamente tienen mayor
probabilidad de presentar una ICD (Hernandez-Rocha et al., 2012; Hookman y Barkin,
2009; Sanchez et al., 2005). C. difficile es conocido por ser el principal patégeno asociado
a infecciones nosocomiales en centros de atencion de salud, lo cual sugiere que éstos
estarian actuando como reservorios del morfotipo de persistencia de C. difficile, las

esporas (Hernandez-Rocha et al., 2012).

Las esporas de C. difficile son transmitidas por contacto directo entre el paciente
y el personal del hospital, quienes pueden diseminarlas a otros pacientes que presentan
las condiciones propicias para generar una ICD (Guerrero et al., 2012); es por esto que
la mayoria de los estudios existentes son realizados en pacientes hospitalizados y existen
pocos trabajos basados en estudios poblacionales. Uno de ellos fue realizado por un
grupo de Olmsted Country en Minnesota, quienes determinaron que el 41% de los casos
positivos para C. difficile fueron adquiridos por la poblacion fuera del hospital, ademas se
observo que entre 1991 y 2005 los casos adquiridos fuera del hospital y los adquiridos
en hospital aumentaron en 5.3 veces y 19.3 veces respectivamente. Cabe considerar que
los pacientes que adquirieron C. difficile fuera de recintos hospitalarios eran jovenes sin
antecedentes de exposicion a los factores de riesgo anteriormente descritos, (Khanna et
al., 2012).



Patogénesis de Clostridium difficile.

C. difficile es un bacilo Gram-positivo, anaerobio estricto que posee la capacidad
de generar esporas (Sarker y Paredes-Sabja, 2012). Fue aislado por primera vez de
heces de un nifio sano en 1935 (Hall y O'Toole, 1935) y el nombre de la especie reflejaba
inicialmente la dificultad de su cultivo y aislamiento (Kelly y LaMont, 2008), no obstante,
las colitis pseudomembranosas fueron descritas por primera vez en 1893 (Finney, 1893),
pero no fue hasta 1978 en que se asocio C. difficile con colitis pseudomembranosas en
humanos y se descubrié que era el organismo responsable de la mayoria de los casos
de diarreas asociadas a antibidticos (Bartlett ef al., 1978; George et al., 1978).

Las esporas entran al sistema digestivo por ingesta oral, y no son degradadas por
los jugos gastricos, logrando llegar sin dificultad al intestino delgado, lugar donde las sales
biliares como el queno-desoxicolato y el taurocolato son liberadas, y actuan como
germinantes de esporas de C. difficile las que se transforman en células vegetativas; sin
embargo, estas no toleraran las concentraciones de oxigeno aun presentes y mueren
(Sorg y Sonenshein, 2009). El 5% de las sales biliares ingresan al intestino grueso, zona
carente de oxigeno y lugar donde las sales biliares primarias como el queno-desoxicolato
y el taurocolato son convertidas en sales biliares secundarias por hidrolasas del
metabolismo de bacterias de la microbiota normal, generando deoxicolato, entre otras
(Figura 1) (Sorg y Sonenshein, 2010). El deoxicolato inhibe el crecimiento de las células
vegetativas de C. difficile (Ridlon et al., 2006; Sorg y Sonenshein, 2010). Por lo tanto, en
pacientes sanos C. difficile no podria colonizar (Figura 1). No obstante, cuando la
microbiota normal es alterada por antimicrobianos, en el colon se genera un incremento
de los niveles de queno-desoxicolato y taurocolato, desencadenando la germinacion de
esporas de C. difficile y su crecimiento ya no es inhibido debido a la baja disponibilidad
de sales biliares secundarias, lo que permite que C. difficile prolifere y cause la ICD
(Figura 1) (Sorg y Sonenshein, 2008; Wilson et al., 1982; Wilson, 1983).
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Figura 1: Sales biliares tienen un impacto en la patogénesis ICD.

Sales biliares primarias como queno-desoxicolato y taurocolato producidas por el higado son
liberadas en el intestino delgado donde circulan, actuando como germinantes para esporas
de C. difficile para transformarlas en células vegetativas. Principalmente en el ciego, las sales
biliares primarias son convertidas en sales biliares secundarias como el deoxicolato por
miembros de la microbiota intestinal normal. Las sales biliares secundarias, inhiben el
crecimiento de células vegetativas, lo cual evita la produccién de toxinas y la consecuente
diarrea. En una ICD, la alteraciéon de la microbiota intestinal, permite una disminucién de la
conversion de sales biliares primarias a secundarias, de esta forma, incrementa el
crecimiento células vegetativas de C. difficile y la subsecuente colitis mediada por toxinas.
Traducida del inglés de Taur y Pamer, (2014).

El principal factor de virulencia de C. difficile son las toxinas (Goulding et al., 2009),
las cuales se encuentran codificadas en una isla de patogenicidad llamada locus de
patogenicidad (PaLoc). En esta region se encuentran los genes codificantes para la
enterotoxina TcdA, y para la citotoxina TcdB (Goulding et al., 2009). Estas toxinas
ingresan a las células epiteliales mediante endocitosis mediada por clatrina
(Papatheodorou et al., 2010), produciendo la glicosilacién de las proteinas Rho, y en
consecuencia la disgregacion de los filamentos de actina y la redistribucion de las uniones
estrechas (Voth y Ballard, 2005). Ambas toxinas activan los nervios entéricos, induciendo
la produccién de neuropéptidos como la sustancia P y neurotensina (Keates et al., 1998;



Pothoulakis et al., 1998), las que actuan sobre las células epiteliales del intestino y
generan liberacion de cloruro al medio extracelular con el consecuente arrastre de agua,

generando la diarrea (Castagliuolo et al., 1999).

Durante el curso de la infeccion, C. difficile genera esporas (Denéve et al., 2009;
Roberts et al., 2008), las cuales pueden ser eliminadas por las heces o bien, pueden
persistir en el intestino durante el tratamiento antimicrobiano contra C. difficile, hasta que
los antibidticos son suspendidos, y las esporas persistentes en el intestino podrian
germinar y provocarian una recurrencia del cuadro clinico (Baines et al., 2009).

Modelos animales de estudio para las ICD.

Las ICD han sido estudiadas en una amplia variedad de modelos animales, como
hamster, conejillos de indias, conejos, ratas, ratones comunes, ratones y lechones libre
de gérmenes (Abrams et al., 1980; Czuprynski et al., 1983; Fekety et al., 1979; Knoop,
1979; Pawlowski et al., 2010). De todos estos, los modelos de ratén y lechones se
asemejan de mejor manera a los sintomas de la ICD en seres humanos. Uno de estos
modelos consisten en administrar una mezcla de cinco antibioticos y un dosis de
clindamicina a ratones unos dias antes de ser infectados por C. difficile (Chen et al.,
2008).

Para cada uno de los modelos disponibles existen ventajas y desventajas, la
utilizaciéon de uno u otro depende de la complejidad y la conveniencia de utilizar un

modelo, y de la pregunta cientifica que vaya a plantearse.

La importancia principal de elegir uno u otro modelo depende de que las
caracteristicas a evaluar sean similares a las observadas en humanos. La enfermedad
gue se manifiesta en los diferentes modelos animales esta influenciada por la respuesta
inmune a la infeccion. Gran parte estos animales, necesitan ser tratados previamente con
antibioticos para inducir la ICD. El modelo de hamster, los animales son pretratados con
clindamicina, y desafiados con cepas toxigénicas de C. difficile y los hamster desarrollan
colitis hemorragica con presencia de diarrea, y también otros sintomas fulminantes como
pelaje alborotado, encorvamiento y letargo, terminando con la muerte (Bartlett et al,,
1977; Price et al., 1979). La infeccidn en hamster ocurre en el ciego, y no en el colon
como ocurre en humanos (Price et al., 1979). Sin embargo, han sido ampliamente



utilizados como modelo para estudio de ICD. El uso del modelo de raton ha sido el
favorito, dado que han incrementado los métodos para inducir la susceptibilidad a la
enfermedad en ratones y la alta disponibilidad de agentes tales como anticuerpos para
desarrollar un analisis de muestras de tejido en detalle. Ratones no tratados con
antibioticos no son susceptibles a la infeccion por C. difficile, debido a la resistencia a la
colonizacion por la microbiota residente. Ademas los ratones pueden ser portadores
asintomaticos persistentes que eliminan un bajo numero de esporas (Lawley et al., 2009).
De igual modo que en humanos, la susceptibilidad a la infeccion de ratones debe ser
inducida por la disrupcion de la microbiota por medio de tratamiento antibiético. Tres
modelos de infeccidn han sido descritos. Uno de ellos utiliza ratones xenobidticos o libres
de gérmenes (Pawlowski et al., 2010; Reeves et al., 2012), el segundo utiliza un solo
antibiotico para inducir la susceptibilidad (Buffie et al., 2012) y el tercero utiliza un céctel
de antibidticos para provocar una disrupcién de las comunidades de la microbiota normal
y reproduciblemente induce la infeccion (Chen et al., 2008). Este ultimo modelo simula
bastante bien las caracteristicas claves de la ICD en humanos, incluyendo diarrea,
pérdida de peso y dano histologico. Este modelo luego fue utilizado como base para
inducir la recurrencia de la infeccién, lo cual imita aspectos comunes de la infeccion en
humano (Sun et al., 2011) y también ha sido utilizado para estudiar las ICD, y también
como para mejorar la comprensidn de los tratamientos actuales. Ademas, se ha
observado variacion entre ratones infectados con la misma cepa, donde no todos los
ratones del grupo, muestran los mismos sintomas de la infeccion. Por ejemplo Reeves et
al., 2011, reporté que ratones infectados con la cepa VPI 10463 (10° esporas) coloniza a
todos los ratones, pero 7 de 12 ratones presentd signos de la infeccion. Otro estudio,
donde se utilizé la cepa UK1, reportd una mortalidad de 30% y diarrea en el 70% de los
ratones (Sun et al., 2011). En sus trabajos concluyen que cuando las dosis de inoculo
son bajas, existe mayor variabilidad, y a mayores dosis de infeccion, se genera una
infeccion mas consistente, aunque dependera de la cepa y del modelo de ratones
utilizado para permitir la susceptibilidad para la CDI. (Chen et al., 2008; Reeves et al.,
2011; Sun et al., 2011).

Para estudiar la recurrencia de la ICD, se realiza la infeccion segun el modelo de

infeccion inicial descrito por Chen et al., (2008), con las modificaciones descritas por Sun



et al., (2011) para generar los cuadros de recurrencia. Luego se administra vancomicina
por 5 - 10 dias y 2 a 3 dias después de finalizar el tratamiento con antibiético se presenta

la recurrencia de la infeccion.

Implicancia de la espora en transmisidn, iniciacion y persistencia de la ICD.

Las esporas de C. difficile son el morfotipo esencial para diseminacién ambiental
y persistencia de la ICD en pacientes (Denéve et al., 2009; Roberts et al., 2008). Estudios
realizados en modelo murino con cepas que son incapaces de generar esporas dado que
son mutantes para el gen codificante del regulador maestro de la esporulacion de C.
difficile: SpoOA, no generan ICD recurrentes y no se transmite entre hospederos (Deakin
et al., 2012).

Por lo general, el reclutamiento de macrofagos y neutréfilos producto de una
inflamacion ayuda a eliminar las bacterias invasoras, sin embargo, el proceso inflamatorio
desencadenado por las toxinas de C. difficile no contribuye a eliminar las esporas.
Paredes-Sabja et al. (2012) demostraron que las esporas son capaces de mantenerse
dormantes y sobrevivir dentro de macrofagos causandole efectos citotdxicos, y observé
en micrografias electronicas que esporas de C. difficile interactuan directamente con
macrofagos.

Posteriormente se demostrd que entre el 60-80% de las esporas de C. difficile son
capaces de adherirse a CEl in vitro (Paredes-Sabja y Sarker, 2012) y que la adherencia
depende de la capa externa de la espora denominada exosporium.

Paralelamente ensayos de pull down muestran que cuatro especies de proteinas
podrian estar implicadas en la interaccion con las espora (Paredes-Sabja y Sarker, 2012).
Estos resultados sugieren que la adherencia de esporas de C. difficile en CEl es mediada
por una o mas proteinas de la espora y de la célula (Paredes-Sabja et al., 2012; Paredes-
Sabja y Sarker, 2012). Sin embargo, a la fecha se desconocen los mecanismos que
determinan la supervivencia y persistencia de las esporas de C. difficile en el tracto
gastrointestinal.



Entrada como mecanismo de persistencia.

Trabajos preliminares en nuestro laboratorio, han demostrado mediante
microscopia confocal (Figura 2) y microscopia electronica de transmisién (Figura 3A) que
esporas cepa 630 de C. difficile son capaces de entrar en CEls. Mediante
inmunofluorescencia hemos observado que el fendmeno de entrada ocurre con diversas
cepas de esporas de C. difficile obtenidas de muestras clinicas de pacientes chilenos,
como de cepas que han causado epidemias en el mundo, sugiriendo que es un fendmeno
transversal para esporas de C. difficile. Se ha observado ademas que el fendmeno de
entrada es favorecido drasticamente por componentes termolabiles del suero, indicando
gue componentes del suero fomentan la entrada de espora por parte de la célula, ademas
se observo que el proceso de entrada es dependiente de la polimerizacion de flamentos
de actina, el cual fue inhibido por citocalasina-D.

Alexad488 y Biotina

Faloidina
A

| IS |

Figura 2: Esporas de C. difficile cepa 630 ingresa a células T84.

Monocapas de células T84 fueron infectadas en un MOI de 10 (del inglés multiplicity of
infection) con esporas de C. difficile cepa 630 durante 5 h, las cuales previamente fueron
marcadas con Alexa Fluor 488 y biotina. Luego fueron fijadas y las esporas adheridas fueron
etiquetadas con estreptavidina-Alexa Fluor 350, y el citoesqueleto de actina fue marcado con
faloidina 568 y luego fueron observadas en microscopia confocal. Las puntas de flechas
indican una espora endocitada. (Cofré-Araneda, et al. datos no publicados).
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Los filamentos de actina juegan un rol primordial en la mayoria de los mecanismos
de endocitosis descritos (ver mas adelante). No obstante, hasta el momento
desconocemos la naturaleza del fendmeno de entrada de esporas de C. difficile, siendo
de interés ya que la endocitosis de esporas podria ser el o uno de los mecanismos que
permite que esporas de C. difficile persistan en el hospedero para producir ICD
recurrentes, por lo cual su inhibicién podria ser una forma eficaz para reducir o eliminar

los casos de ICD-R.

Vias de endocitosis.

Tradicionalmente las vias de endocitosis son utilizadas para la translocacion de
moléculas a través de la membrana celular, proceso vital para la mantencion de la
homeostasis celular, el ingreso de nutrientes, lipidos y proteinas, tales como el factor de
crecimiento epidérmico (Conner y Schmid, 2003; Di Fiore y De Camilli, 2001). Sin
embargo, se ha reportado que bacterias patogénicas como, Yersinia pseudotuberculosis,
Staphylococcus aureus o Salmonella Typhimurium secretan moléculas dentro del
citoplasma de células hospederas mediante el sistema de secrecion de tipo Il (SSTT), lo
cual genera modificaciones en el citoesqueleto en las cercanias de las bacterias lo que
les permite ingresar a las células hospederas, mientras que Listeria monocytogenes
posee unas proteinas de superficie llamadas internalina A e internalina B (InlA, InIB), las
cuales se unen a E-cadherina y al factor de crecimiento epidérmico de hepatocito,
permitiendo la adherencia y entrada de estas bacterias a las células in vitro (Cossart y
Veiga, 2008; Lin y Guttman, 2010; Veiga y Cossart, 2005; Veiga et al., 2007). Un grupo
de Texas A&M Health Science Center, EE.UU., identificO por primera vez que un
organismo dormante como las esporas de Bacillus anthracis son capaces de ser
endocitadas por células epiteliales en un proceso dependiente de polimerizacién de
actina, la familia de Rho-GTPasas Cdc42 de PI3K 'y c-Src, pero no de RhoA o Rac1y que
la inhibicion farmacoldgica de Src-quinasa reduce la translocacién de esporas de B.
anthracis e incrementa la supervivencia de ratones infectados (Xue et al., 2011, 2010).

Las vias de endocitosis se clasifican en primera instancia dependiendo del tipo
celular, separando el proceso de fagocitosis con el de pinocitosis. Fagocitosis es un
proceso llevado a cabo por células especializadas como células fagociticas, que involucra

11



el recubrimiento y eliminacion de particulas grandes como debris celular o patégenos.
Mientras que las células no fagociticas, como las células epiteliales, realizan pinocitosis,
este proceso permite el ingreso de pequefias moléculas a la célula. El proceso de
pinocitosis puede ser clasificado en base a la dependencia de la proteina dinamina-2, la
cual forma un anillo alrededor del cuello de la vesicula en formacion, y por hidrélisis de
GTP produce constriccion del anillo acercando las membranas lo suficiente para generar
fusidn espontanea, y la consecuente liberacion de vesiculas al medio intracelular
(Bashkirov et al., 2008; Pucadyil y Schmid, 2008). Ademas, los procesos de endocitosis
que requieren dinamina-2 pueden subclasificarse dependiendo la proteina encargada de
recubrir la vesicula endocitica, pudiendo ser endocitosis mediada por clatrina o por
caveolina-1, mientras que los procesos independientes de dinamina-2 se subdividen en

macropinocitosis y endocitosis mediada por balsas lipidicas (Lin y Guttman, 2010).

Endocitosis mediada por clatrina: este tipo de endocitosis gatilla la entrada mediada por

interaccion ligando-receptor. La vesicula es formada por adosamiento de la estructura
trimérica de clatrina. Este tipo de endocitosis depende de la polimerizacién de filamentos
de actina (Kaksonen et al., 2006). Por su estructura geométrica se ha estimado que puede
llegar a formar vesiculas de hasta 150 nm (Cheng et al., 2007; Fotin et al., 2006;
McMahon y Boucrot, 2011), teniendo un tamaio insuficiente para rodear una espora
de C. difficile la cuales tienen un tamafo al menos 6 veces mayor (1 - 1,5 ym), no
obstante, durante el proceso de invasién de Listeria monocytogenes dependiente de las
proteinas de superficie InlA e InIB es rodeada de clatrina y dinamina, las cuales son
reclutadas en un mayor tiempo que el requerido para endocitosis de pequefias moléculas,
sugiriendo que clatrina y dinamina juegan un rol no clasico que no ha sido caracterizado

hasta el momento (Pizarro-Cerda et al., 2010; Veiga y Cossart, 2005).

Endocitosis mediada por caveolina: la formacion de vesiculas recubiertas de caveolina

esta estrechamente relacionada a las balsas lipidicas, el proceso es dependiente de la
polimerizacidn de filamentos de actina (Kaksonen et al., 2006). Proteinas externas de
estas vesiculas se unen a colesterol y glicolipidos para estabilizar las vesiculas
recubiertas de caveolina llamadas caveolae (Stan, 2002). Esta via de endocitosis es
dependiente de receptor, uno de ellos es el receptor de la albumina del suero Gp60, la
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cual desencadena el ingreso de las vesiculas por activacién de las Src-quinasas (Minshall
et al., 2000). Las caveolae pueden alcanzar un tamafio de unos 60-80 nm (Parton y
Simons, 2007), que al igual que las vesiculas recubiertas de clatrina, las vesiculas de
caveolina son incapaces de rodear una espora de C. difficile. Sin embargo, se ha
observado que la invasion de Listeria innocua requiere caveolina-1 y colesterol, siendo
independiente de clatrina (Seveau et al., 2004), asimismo, la proteina SopE producida
por bacterias del género Salmonella que es inyectada en el citoplasma de las células
epiteliales mediante SSTT, interactua con Rac1 para regular la reorganizacion de
filamentos de actina y ambas proteinas colocalizan con caveolina-1, siendo esta ultima
necesaria para la invasion (Lim et al., 2014). No obstante, se desconoce su rol en la
entrada de particulas de mayor tamafio que su capacidad maxima. De igual modo en
endocitosis dependiente de clatrina, creemos que es poco probable que esta via esté

involucrada en la entrada de esporas.

Endocitosis dependiente de balsas lipidicas (independiente de clatrina y caveolina-1):

Este tipo de endocitosis ocurre en las balsas lipidicas las cuales difunden libremente en
la superficie celular, a diferencia de los anteriores, no requiere de proteinas de cubierta
de vesiculas. Por esta via ingresan particulas de un tamafio maximo de 40 - 50nm. Se
sabe que moléculas como IL-1 ingresa a la célula por esta via. Este tipo de endocitosis
puede depender o no de dinamina (Conner y Schmid, 2003). Como este tipo de
endocitosis esta limitado a pequefas particulas, hace inviable que una espora pueda

entrar por esta via.

Macropinocitosis: Proceso independiente de ligando, que puede ser inducida por

activacion de las vias de sefializacién del factor de crecimiento, el cual se encuentra
presente en el suero. El proceso de macropinocitosis comienza por la extensién de la
membrana celular en un proceso dependiente de la polimerizacion de filamentos de
actina. Luego la extension se une nuevamente a la membrana, llevando asi volumen del
medio extracelular al medio intracelular. Esta vesicula intracelular se denomina
macropinosoma, (Kerry Teasdale, 2009). Se han visto macropinosomas con diametro
de hasta 10pm, tamano suficiente para incluir una o mas esporas de C. difficile.
Este proceso depende de polimerizacién de actina, de sefnalizacion por PI3K 'y del pH (EI-
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Sayed y Harashima, 2013). Dado que estas vesiculas son grandes y la macropinocitosis
es independiente de receptor, nos hace creer que las esporas debieran ingresar a células
epiteliales intestinales por esta via.

Dado el desconocimiento del (los) mecanismos de persistencia de las esporas de
C. difficile en células epiteliales intestinales para causar los episodios de recurrencia, en
este trabajo se busca conocer mediante el uso de farmacos, la(s) via(s) de endocitosis
involucrada(s) en la entrada de las esporas de C. difficile y luego evaluar en un modelo
murino de infeccion recurrente por C. difficile si el uso de un farmaco inhibidor de los
mecanismos de endocitosis, reducen la endocitosis de esporas in vitro, y en
consecuencia los casos de las ICD-R, lo cual permitiria el desarrollo de un nuevo
tratamiento para prevenir las ICD-R.
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HIPOTESIS

En resumen, resultados de nuestro laboratorio demuestran que esporas de C.
difficile son capaces de ingresar a CEls. Ademas, se ha reportado que algunas bacterias
son capaces de entrar a CEls en un proceso dependiente de clatrina y/o caveolina-1,
mediante modulacion de citoesqueleto de actina de la célula, mediado por el SSTT, o por
efecto de proteinas de superficie de la bacteria. Sin embargo, las esporas de C. difficile
son inertes y carecen del SSTT, y sumado a que las vesiculas de caveolina-1 y clatrina
tienen un tamano de 60-80nm y de 150nm respectivamente, es decir, serian incapaces
volumétricamente de recubrir una espora de C. difficile (las que tienen un tamafio de
~1um x ~1,5um), por esta razon, hace poco viable que clatrina y caveolina-1 estén
involucrados en la entrada de esporas a CEls. No obstante, se han visto macropinosomas
con diametro de hasta 10um, los cuales tienen un tamano suficiente para incluir una o
mas esporas de C. difficile, lo cual convertiria la macropinocitosis en la via mas atractiva
para la entrada de esporas en CEls. En base a esto, levantamos la siguiente hipotesis de
trabajo.

Las esporas de C. difficile ingresan a células epiteliales intestinales via
macropinocitosis, y la inhibicion de la endocitosis de esporas de C. difficile reduce los

casos de recurrencia de la infeccion por Clostridium difficile en un modelo murino.

OBJETIVO GENERAL
Caracterizar el proceso de endocitosis de esporas de C. difficile en células
epiteliales intestinales y su papel en la recurrencia de la infeccion por C. difficile en un

modelo murino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar si macropinocitosis y/o endocitosis mediada por clatrina o caveolina estan
involucradas en la entrada de esporas de C. difficile a células epiteliales
intestinales.

2. Evaluar si el uso de un farmaco inhibidor de la endocitosis de esporas de C. difficile

reduce los cuadros de infecciones recurrentes por C. difficile en un modelo murino.
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METODOLOGIA

Obtencion de esporas.

Las esporas de C. difficile se obtuvieron segun el protocolo utilizado en nuestro
laboratorio (Barra-Carrasco et al., 2013), el cual consiste en crecer C. difficile R20291
bajo condiciones anaerobicas en camara de anaerobiosis Bactron IlI-2 (Shel Lab EE.UU.)
en placas 3,7% brain heart infusion broth (Becton, Dickinson and Company, EE.UU.)
suplementado con 0,5% de extracto de levadura (Becton, Dickinson and Company,
EE.UU.). Para la obtencién de la suspensién de esporas se sembro de una solucion 1:500
de cultivo O/N en placas 3% tripticasa de soya (Becton, Dickinson and Company, EE.UU.)
con 0,5% de extracto de levadura (Becton, Dickinson and Company, EE.UU.) las cuales
se incubaron por 5 dias a 37 °C bajo condiciones anaerobicas. Las esporas se
cosecharon con agua miliQ estéril y dado que las esporas tienen mayor densidad que las
células vegetativas, se purificaron por gradiente de densidad con 50% Nicodenz (Axell,
EE.UU.), luego se contaron en camara de Neubauer y se ajusté la concentracién a 5x10°
esporas/mL y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Cultivo celular.

Las células Caco-2 y Vero se crecieron en medio esencial minimo modificado
Dubelcco’s DMEM alto en Glucosa (Hyclone, Thermo Scientific, EE.UU.), y células T84
(gentilmente facilitadas por Dr. Mauricio Farfan) se cultivaron con medio esencial minimo
modificado Dubelcco’s mezcla de nutrientes F-12 DMEM/F12 (Hyclone, Thermo Scientific
EE.UU.), suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB) (Hyclone, EE.UU.) el cual
previamente se inactivé por calor a 60 °C por 30 min, con adicion de penicilina (100U/mL)
y estreptomicina (100ug/mL) (Corning Cellgro, EE.UU.) como se describié anteriormente
(Paredes-Sabja y Sarker, 2012).

Tratamiento de muestras para analisis por Microscopia Electronica de
Transmision.

Para demostrar que las esporas de C. difficile son capaces de ingresar en CEl
diferenciadas; se procedié a diferenciar células Caco-2, cultivandose en monocapas
confluentes por 8 dias, mientras que, células T84 se cultivaron en Transwell (Corning,

EE.UU.) hasta una resistencia de 1000 - 20002 (~14 dias post-confluencia) y fueron
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infectadas por 5 h con un MOI de 20 con esporas de C. difficile preincubadas con suero
humano normal (SHN). Luego fueron lavadas para remover las esporas no adheridas y
fueron fijadas durante toda la noche a 4°C con una solucion fresca de glutaraldehido al
2,5% con 1% de paraformaldehido (PFA) en tampdn cacodilato 0,1M (pH 7,2). Una
segunda fijacion fue realizada con 1% de tetroxido de osmio en 0,1M de tampdn
cacodilato (pH 7,2), luego fueron lavadas con tampdn cacodilato (pH 7,2) y tefiidas por
30 min con 1% de acido tanico. Las muestras luego fueron deshidratadas en un gradiente
de acetona al 30% por 30 min (conteniendo 2% de acetato de uranilo en este paso), 50%
por 30 min, 70% durante toda la noche, 90% durante 30 min y 2 veces con acetona 100%.
Las muestras deshidratadas fueron embebidas en resina en una proporcién de
acetona:resina de 3:1, 1:1 y 1:3 durante 40 min cada una y finalmente resuspendida en
resina por 4 h y luego incubadas por 12 h a 65 °C. Finas secciones de 90nm fueron
obtenidas con un micrétomo y se colocaron en una rejilla revestida de carbono para la
tincion negativa y doble tincion con 2% de acetato de uranilo y citrato de plomo. Las
secciones fueron observadas en el Microscopio Electronico de Transmision Phillip Tecnai
12 bioTWEIN de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Ensayos de infeccidon con esporas de C. difficile a lineas celulares.

Se realizdé ensayos de entrada como estan previamente descritos con minimas
modificaciones (Paredes-Sabja y Sarker, 2012). Se sembraron células sobre
cubreobjetos de vidrio (Marienfeld GmbH, Alemania) en placas de 24 pocillos (Costar,
Corning Incorporated), las que se infectaron 48 h después de conseguir monocapas
confluentes no diferenciadas. Las células se lavaron 2 veces con tampdn Dubelcco’s PBS
(DPBS) (Hyclone, Thermo Scientific, EE.UU.) y se incubaron con diluciones seriadas los
inhibidores farmacologicos para células Caco-2 y la maxima concentracion para células
T84 en DMEM, penicilina (100U/mL) y estreptomicina (100ug/mL) por 1 h. Paralelamente
esporas de C. difficile se incubaron con SFB por 1 h, luego las células se infectaron con
un MOI de 10 con SFB 10% en presencia del inhibidor farmacolégico por 3 h a 37 °C. Se
utilizé6 como control células tratadas con el solvente del inhibidor (control) y SFB 10%.
Luego los pocillos se lavaron dos veces con DPBS para remover esporas no adheridas y
se fijaron con PFA 4% (Merck Millipore, EE.UU.) por 10 min a temperatura ambiente (TA)

y se lavaron 2 veces con DPBS.
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Para determinar si las esporas de C. difficile se encuentran dentro de las células,
las monocapas celulares previamente fijadas se bloquearon toda la noche con 1% de
SFB a 4 °C y las esporas extracelulares se marcaron con suero de cabra anti-espora
diluido 1:50 en 1% SFB-DPBS por 1 h a TA. Las esporas marcadas fueron lavadas 2
veces con DPBS y se incubaron con IgG bovina anti-cabra conjugado con CFL 488
(verde) (Santa Cruz Biotechnology, EE.UU.) diluido 1:400 y se lavaron 3 veces con DPBS
y finalmente se realiz6 un lavado final con agua destilada para remover el exceso de
sales. Las muestras se secaron a 37 °C por 30 min, se montaron con medio de montaje
fluorescente Dako (Dako, Dinamarca) y se sellaron con esmalte de ufias transparente.
Las muestras se analizaron en microscopio de epifluorescencia Olympus BX53. Las
esporas de C. difficile que ingresaron a la célula, se analizaron una a una como esporas
visibles en contraste de fase y que no son visibles en fluorescencia verde, mientras que
las esporas extracelulares o adheridas se identificaron como esporas en fase brillante

que se marcaron en fluorescencia verdes (Véase Anexo 1).

Para demostrar que el inhibidor tiene un efecto directo sobre la entrada de esporas
y que ésta no se afectd por una disminucién de la adherencia de esporas, la adherencia
sera evaluada bajo microscopia de fase y se representé como cantidad promedio de
esporas adheridas por célula relativizadas respecto a la condicion control.

Ensayo de viabilidad celular.

Para evaluar si las células se mantienen integras y activas metabodlicamente
durante los tratamientos farmacolégicos, se realizé ensayos de viabilidad celular con azul
de tripan (Invitrogen EE.UU.) con el cual se evalu¢ la integridad de la membrana (Strober,
2001) y bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Life Technologies,
EE.UU.), el cual es reducido por mitocondrias activas en células vivas (Liu et al., 1997).
Los protocolos utilizados fueron los descritos por el fabricante. Brevemente, monocapas
confluentes en placas de 96 pocillos (Corning, EE.UU.) tratadas farmacolégicamente
durante 4 h, se les elimind el medio, y se lavaron 2 veces con DPBS y se agrego una
gota de azul de tripan 0,4% y se observaron en un microscopio de campo claro dentro de
los proximos 2 min. Los valores fueron relativizados respecto a células que se incubaron

solamente con medio de cultivo. Paralelamente, para determinar viabilidad por MTT,
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células previamente sembradas e incubadas con los inhibidores en placas de 96 pocillos,
fueron lavadas 2 veces con DPBS vy se les agregd 100uL medio de cultivo fresco DMEM
alto en glucosa sin rojo fenol (Hyclone, EE.UU.). Se agreg6 10uL de MTT 12mM a cada
pocillo y, como blanco se agregé 10uL de MTT a 100uL a un pocillo con medio de cultivo
sin células. Luego se incubo por 3 h a 37 °C con 5% CO; y de adicion6é 100uL de 10%
SDS (Sigma, EE.UU.) en 0.01M de HCI (Winkler, Chile). Se mezcl6 e incubd a 37 °C
hasta que los cristales de formazan fueron disueltos (~3 h). Luego homogenizo con pipeta
y se midi6 absorbancia a 570 nm, como control se utilizé células no tratadas con inhibidor.

Inhibidores Farmacolégicos.

Para ver dependencia de vesiculas recubiertas de clatrina, se utilizara éxido de
fenilarsina (ODF) (Sigma EE.UU.), inhibidor de la fosfotirosina fosfato y proteinas RhoA,
involucrada en la formacion de filamentos de actina (Gerhard et al., 2003) y clorpromazina
(CPZ) (Sigma EE.UU.), el cual previene las formacion de las vesiculas recubiertas de
clatrina, ademas provoca el enrejado de clatrina en membranas endosomales

previniendo su reciclaje (McMahon y Boucrot, 2011).

Con intencién de estudiar si las esporas de C. difficile requieren de vesiculas
recubiertas de caveolina para ingresar a la célula, se utilizara indometacina (INDO)
(Sigma EE.UU.) el cual inhibe la entrada al citoplasma de vesiculas de caveolae y el
reciclaje de caveolina-1 a la membrana celular (Sato et al., 2009) y dado que la familia
Src-quinasa fosforila a caveolina, gatillando su ingreso a la célula después de la
activacion del receptor de albumina de suero Gp60, esta familia de proteinas sera inhibida
especificamente por SU6656 (Sigma EE.UU.), (Blake et al., 2000). Por otro lado se
evaluara si la liberacion mediada por dinamina-2 de las vesiculas recubiertas de clatrina
y caveolina-1 son requeridas para el proceso de entrada se utilizara dynasore (Dyn)
(Merck Millipore Alemania), el cual se une especificamente a dinamina-1 y dinamina-2
(Kirchhausen et al., 2009). Por otro lado para evaluar macropinocitosis se utilizaron varios
inhibidores que tienen efecto en distintas etapas del proceso; 5-(N-etil-N-isopropil)
amilorida (EIPA) (Sigma EE.UU.) es un inhibidor de una bomba de sodio/hidrogeno
necesaria para generar la extension de la membrana, LY294.002 (LY) (Sigma EE.UU.) y
wortmanina (WM) (Sigma EE.UU.) se unen a la PI3K de forma reversible e irreversible
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respectivamente, esta proteina esta involucrada en multiples procesos de senalizacion
celular, en este caso, esta involucrada en la fusion de la extensién de la membrana

generando el macropinosoma (El-Sayed y Harashima, 2013).

Ensayo de Infeccion e inmunofluorescencia de esporas de C. difficile y marcaje de
caveolina-1 y clatrina.

Se infectaron monocapas de células Caco-2 y Vero con esporas de C. difficile
R20291 como se describié mas arriba. Sin embargo, las células cultivaron 16 h antes de
la infeccion con 0,5% de FBS en DMEM alto en glucosa y la infeccion se realizo por 3 h.
Las células fijadas se bloquearon con BSA 1% por 1 h, y se permeabilizaron con 0,2%
de Triton X-100 (Merck, Alemania) por 10 min, se lavaron y se incubaron con IgY anti-
espora R20291 (Aveslab, EE.UU.) en 1% de BSA-DPBS por 1 h a TA, luego se lavaron
2 veces con DPBS y se marcaron con IgG de cabra anti-IgY conjugado a fluoréforo Alexa
Fluor 647 (Life Technologies, EE.UU.), etiquetandose asi las esporas. Luego las
muestras se lavaron 2 veces con DPBS y se incubaron con IgG de conejo anti-caveolina-
1 (Abcam, Reino Unido) o anti-cadena pesada de clatrina (anti-clatrina) (Abcam, Reino
Unido) 1:150 por 1 h y se detectaron por IgG de cabra anti-conejo conjugado a Alexa
Fluor 568 (Rojo) (Life Technologies, EE.UU.) por 1 h. Posteriormente el citoesqueleto de
actina se marcé con 1:400 faloidina conjugado a Alexa Fluor 488 (Verde) (Life
Technologies, EE.UU.). Entonces, las muestras se lavaron 2 veces con DPBS y se
incubaron durante 10 min con hoeschst 4,5ug/mL (Sigma, EE.UU.), y finalmente fueron
lavadas 2 veces con DPBS y una vez con agua destilada. Las muestras se secaron a 37
°C por 30 min y se montaron con Medio de Montaje Fluorescente Dako (Dako,
Dinamarca) y se sellaron con esmalte de ufas transparente. Las muestras fueron
fotografiadas en el microscopio confocal Leica TCS LSI del departamento de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Andrés Bello, utilizando un objetivo de inmersion de 63x
APO (apertura numeérica 1,3) con un zoom digital de 2x. Stacks de imagenes de 0,3uym
fueron capturados. Las imagenes obtenidas fueron analizadas y editadas en ImageJ

(https://imagej.nih.goV/ij/) y se evaluaron al menos 100 esporas por cada muestra.
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Infeccién con esporas etiquetadas para colocalizacion con macropinosomas.

Para estudiar si las esporas entran por macropinocitosis, la infeccion se realizd
como se describe en el objetivo 1, pero considerando las sugerencias previamente
reportadas (Wang et al, 2014). Basicamente, durante el protocolo de
inmunofluorescencia, la permeabilizacién de la membrana celular debe evitarse ya que
los macropinosomas se permeabilizan y su contenido podria liberarse. Para ello, se utilizd
esporas previamente etiquetadas con el kit de marcaje de proteinas Alexa Fluor 488 NHS
Ester (Ester Succinimidil) (Life Technologies, EE.UU.). Brevemente las esporas fueron
resuspendidas en Alexa Fluor 488 NHS Ester (Ester Succinimidil) en 50mM de
bicarbonato de sodio (pH 8,3) e incubadas a TA por 1 h. La tincion no conjugada a las
esporas fue removida por 5 lavados con agua miliQ. Una vez tefidas las esporas, las
células Caco-2 y Vero se incubaron con 0,5% de SFB en DMEM alto en glucosa 16 h
previas a la infeccion y las esporas etiquetadas se incubaron con SHN. Luego las esporas
con SHN fueron resuspendidas con DMEM alto en glucosa, quedando el SHN en un 10%.
La fase fluida (DMEM 10% SHN) se marco con 100ug/mL de dextrano conjugado a Alexa
Fluor 594 (rojo) de peso molecular 10.000kDa (Life Technologies, EE.UU.), previamente
centrifugado el cual entra a la célula en los macropinosomas, marcandolos asi de rojo.
La infeccidn fue realizada por 3 h. Luego las muestras se lavaron y se fijaron como se
describié en el objetivo 1. Luego las células infectadas se bloquearon toda la noche con
1% de BSA y luego las esporas adheridas se marcaron con IgY anti-espora R20291 en
1% BSA-DPBS por 1 h a TA, las muestras se lavaron 2 veces con DPBS y se marco el
citoesqueleto de actina con 1:20 Faloidina conjugado con Alexa Fluor 350 (Life
Technologies, EE.UU.) y nuevamente se lavaron 2 veces con DPBS, y una vez con agua
destilada. Se secaron y montaron como se describié en el objetivo 1. Las muestras se
analizaron en el microscopio confocal Leica TCS LSI utilizando un objetivo de inmersion
de 63x APO (apertura numérica 1,3) del departamento de Ciencias Biologicas de la

Universidad Andrés Bello y, se evalu6 al menos 100 esporas por cada muestra.

Animales.

Todos los experimentos fueron aprobados por el Comité de Bioética de la
Universidad Andrés Bello, o por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
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Bioldgicas de la Universidad Andrés Bello, segun lo indicado en las Actas de aprobacion

de protocolos de trabajo con animales de investigacidn adjuntas a este trabajo de Tesis.

Determinacién de esporas intracelulares in vivo.

3 ratones de 1 afio de edad fueron anestesiaron con 100mg/kg de ketamina
(Agrovet, Chile) y 10mg/kg de xilacina (Centrovet, Chile). Una vez anestesiados se realizé
una pequenfa incision en la pared abdominal y se expuso el ciego, y con sutura quirurgica
de hilo de seda, se realiz6 una obstruccion del ileon (parte final de intestino delgado) y
del intestino grueso ascendente (parte inicial del intestino grueso) y se inyecto dentro de
la zona obstruida 2,5x10® esporas por cm?. Los intestinos se regresaron a la cavidad
abdominal y esta se suturé con hilo de seda (cirugia realizada en condiciones de
esterilidad quirurgica). Los ratones se recuperaron de la anestesia y se mantuvieron
durante 6 h después de la cirugia ante una fuente de calor de luz infrarroja. Pasadas las
6 h los ratones fueron anestesiados con la dosis anestésica anteriormente descrita y se
realizé perfuncién con 10mL de PFA 4%. Se extrajo las regiones de tejido infectado
cortando a los extremos de los nudos. Los tejidos se limpiaron y lavaron bajo campana
de bioseguridad. Los tejidos se fijaron toda la noche con PFA 4% con sacarosa 30%.
Luego fueron lavados, y se realizo cortes de 5x5 mm para realizar tincion. Los tejidos
fueron permeabilizados con triton X-100 (Merck, Alemania) al 0,2% en PBS por 2 h,
lavados con PBS y bloqueados con BSA 3% en PBS por 3 h, e incubados con anticuerpos
IgY anti-espora 1:1000 durante toda la noche. Luego fueron lavados y se incubaron con
anticuerpos anti-IgY Alexa Fluor 568 (rojo) 1:300 por 3 h. Se lavé 2 veces con DPBS y
para marcar filamentos de actina se incubé con Faloidina Alexa Fluor 488 (verde) 1:50
durante toda la noche. Las muestras fueron lavadas y se etiquetaron con hoeschst
8ug/mL durante 30 min. Luego los tejidos fueron montados, y fotografiados en
microscopio confocal Leica TCS LSI del departamento de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Andrés Bello con un objetivo inmersion de 63x realizando stacks de 0,8um.
Las imagenes fueron procesadas con ImageJ.

Infeccién en ratones C57BL/6.
Ratones silvestres C57BL/6, de 8-9 semanas fueron alojados en jaulas

individuales previamente esterilizadas con viruta estéril, y fueron mantenidos en ciclos de
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luz/oscuridad de 12 h con alimentacion y agua (estéril) ad libitum. Para generar una
disbiosis de la microbiota intestinal y hacerlo propenso a una ICD, se les suministré por
3 dias un tratamiento antimicrobiano por via orogastrica. El tratamiento antimicrobiano
consiste en una solucion compuesta por kanamicina 40mg/Kg (Sigma, EE.UU.),
gentamicina 3,5mg/Kg (Sigma, EE.UU.), colistina 4,2mg/Kg (Sigma, EE.UU.),
metronidazol 12,5mg/Kg (Sigma, EE.UU.) y vancomicina 4,5mg/Kg (Laboratorios Chile,
Chile) en un volumen de 100pL de solucion salina. Un dia previo a la infeccion, a los
ratones se les administro 30mg/Kg de clindamicina (Sigma, EE.UU.) de forma
intraperitoneal. Al dia de la infeccion se evalud el peso de los ratones y se tomé una
muestra de deposiciones para comprobar que ninguno estuviera infectado por C. difficile,
luego se infectaron oralmente con 1x10° esporas de C. difficile R20291 y paralelamente
se les administré una solucion de la sustancia X entre el dia -1 y 10 (11 dias) con la
intencion de reducir la endocitosis de esporas. A partir del dia 3 post-infeccion a los
ratones se les suministrd6 vancomicina 50mg/Kg para matar células vegetativas de C.
difficile, durante 5 o 7 dias y entonces los ratones se observaron hasta la aparicion de la
ICD-R (véase Figuras 12A 'y 13).

Toma de peso y determinacién de puntuacion de diarrea.

Los ratones fueron observados a diario y se les midi6 el peso, el cual se comparo
con el peso del dia de la infeccion. Mientras que la diarrea se evaluo visualmente segun
una puntuacién de diarrea, otorgandose un valor de 0 para deposiciones normales, de 1
cuando se observa ablandamiento y/o cambio de coloracién (amarillo) respecto al dia 1,
de 2 cuando se observa la cola de los ratones mojada y/o mucosidad en las deposiciones
y un valor de 3 cuando la deposicion es liquida o hay ausencia de deposicion (Warren et
al., 2013).

Determinaciéon de unidades formadoras de colonia de esporas de C. difficile en
deposiciones.

Las muestras de deposiciones recolectadas se hidrataron con 500uL de PBS toda
la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las muestras se homogenizaron se seleccion6
organismos resistentes al etanol (como las esporas) agregando 500uL de etanol 100%

por 20 min, luego se realiz6 diluciones seriadas de las muestras las que se sembraron

23



en placas proteasa peptona 4% (Becton, Dickinson and Company, EE.UU.), Fructosa
0,6%, NapHPO4 0,1% (Merck, Alemania), KH2PO4 0,1% (Merck, Alemania), NaCl 0,2%
(Merck, Alemania), MgSO4 0,02% (Merck, Alemania), cicloserina 250 pg/mL (Sigma,
EE.UU.), cefoxitina 15mg/mL (Sigma, EE.UU.), suplementado con taurocolato de sodio
0,1% (HIMEDIA, India) denominado TCCFA (del inglés taurocholate cycloserine-
cefoxicin-fructose agar) siendo este un medio selectivo para C. difficile el cual permite su
germinacion y realizar conteo de unidad formadoras de colonia (UFC).

Necropsia y toma de muestras bioldgicas.

El ultimo dia del ensayo, los ratones fueron anestesiados mediante una inyeccion
intraperitoneal con una solucion de 100mg/Kg de ketamina y 20mg/Kg de xilacina disuelta
en PBS 1X en un volumen final de 150uL y se espero la ausencia de reflejos del raton
(=10 min) antes de proceder a la toma de muestras.

Una vez anestesiado, se realizé una incisién en la zona del abdomen donde se
encuentra el intestino grueso y se procedid a extraer tanto el ciego como el colon. Para
evaluar los efectos citotoxicos del contenido luminar del ciego, se tomé una muestra de
este y luego tanto el ciego como el colon se lavaron con abundante PBS, y se fijaron en
una solucion de PFA 4% (Sigma EE.UU.) durante toda la noche a 4°C.

Citotoxicidad del contenido cecal.

El contenido luminar del ciego se pesoé y se ajusto a 0,1mg/uL de PBS, luego las
muestras fueron homogeneizadas y se realiz6 diluciones 1:10, 1;100 y 1:1000, de las
cuales 100uL de cada dilucién fueron agregadas sobre monocapas de células Vero
sembradas en placas de 96 pocillos. Se utiliz6 como control negativo suero antitoxina y
como control positivo toxinas purificadas. Las células fueron incubadas toda la noche a
37°C en 5% de CO,. Dado que las células Vero tienen una forma alargada, estas al morir
pierden esa estructura y se redondean. El porcentaje de células muertas fue determinado
luego de 20 h al observar las células con un microscopio invertido. El titulo de
citotoxicidad se calculé como el reciproco de la mayor dilucion en la cual se produce un

redondeo de al menos un 80% de las células por gramo de contenido cecal.
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Histologia el ciego y el colon.

Una vez extraidos los tejidos, estos fueron fijados toda la noche con PFA 4% y
luego lavado 3 veces con 1mL de PBS estéril. Para embeber los tejidos en parafina estos
son deshidratados en concentraciones crecientes de etanol 70%, 95%, 100% por 30 min
cada una. Luego los tejidos se dejaron reposar en Histo-Clear (National Diagnostics
EE.UU.) por 30 min, luego los tejidos se incubaron en solucién 1:1 de parafina liquida
incolora y Histo-Clear durante 30 min a 56-60 °C, luego se incubaron con parafina por 2
h a 56-60 °C en un recipiente donde se amoldan y se dejan reposar hasta que se
solidifique. Los tacos se guardaron a -20 °C hasta que se realizaron los cortes. Los tacos
fueron procesados con un microtomo y se realizaron cortes con 5um de espesor. Luego
a los tejidos se les removio la parafina con Histo-Clear durante 5 min, y fueron hidratados
con soluciones descendentes de etanol 100%, 95% y 70% durante 5 min cada una. A
continuacion, las muestras se secaron y se agregé hematoxilina (Merck, Alemania) por 2
min, luego se lavd 2 veces con agua destilada durante 5 min y se dejo secar, luego se
agrego eosina (Merck, Alemania) durante 1 min. Luego los tejidos fueron deshidratados
nuevamente con soluciones crecientes de etanol 70%, 95% y 100% durante 5 min.
Entonces se realiz6 un lavado final con Histo-Clear durante 10 min y se dejo secar. Luego
las muestras se montaron con solucion de montaje HistoMount (National Diagnostics,
EE.UU.) y fueron tapadas con cubreobjetos y finalmente selladas con esmalte de ufas
transparente y se analizaron al microscopio de campo claro. Las muestras histolégicas
fueron analizadas por un médico veterinario segun los criterios que se muestran en el

Anexo 1.

Abundancia de esporas en el tejido colénico.

Para evaluar la carga de esporas que tiene el colon, estos fueron extraidos como
se indico anteriormente y fueron pesados y se ajustaron a una concentracion de 0,1mg/uL
con PBS para ser macerados mecanicamente en un homogeneizador Dounce. Luego las
muestras sometidas a sonicacion y se realizaron diluciones seriadas en PBS y se
sembraron en placas TCCFA, las cuales fueron incubadas en anaerobiosis durante 2 dias

y se contaron las UFC.
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RESULTADOS

Vesiculas de clatrina, caveolina y macropinocitosis se encuentran cercanas a
esporas de C. difficile adheridas a células epiteliales.

En trabajos previos de nuestro laboratorio se habia encontrado mediante
microscopia electronica de transmision (MET), que esporas de C. difficile cepa 630 son
capaces de entrar en células T84, (Figura 3A-C). De las micrografias se observé que mas
de una espora es capaz de ingresar a una misma célula (Figura 3A) y las esporas que
ingresan a la célula se encuentran dentro de una vesicula que se asocia estrechamente
a ellas (Figura 3B, C). Sin embargo, la cepa 630 posee ribotipo 012 e histéricamente ha
sido utilizada para el estudio de C. difficile. Sin embargo, no ha sido vinculada a casos
clinicos por lo que nos preguntamos si una cepa hipervirulenta como la cepa R20291 del
ribotipo 027, la cual ha sido conocida por ocasionar pandemias en Estados Unidos,
Canada, Europa y también Chile, es capaz en entrar a las células epiteliales intestinales.
Para ello infectamos células Caco-2 con esporas de la cepa R20291 por 8 h y fueron
procesadas para MET, y de igual modo observamos que las esporas de la cepa R20291
son capaces de entrar en células Caco-2 (Figura 3D), y que mas de una espora puede
entrar en una célula. Dada la dificultad que tuvimos para encontrar este fenbmeno en
ambas lineas celulares nos hace creer que ocurre en pocas ceélulas de la poblacion. Para
nuestra perplejidad, encontramos una célula vegetativa dentro de la célula, lo cual da un
indicio por primera vez de la existencia de un mecanismo intracelular durante la

patogenicidad de C. difficile (Figura 3F).

Interesantemente, junto a gran parte de las esporas que encontramos adheridas
y/o que ingresaron a células observamos pequefas vesiculas ubicadas en los lugares
donde las esporas se adhieren al epitelio, las cuales tienen un tamafno menor a 200 nm
(Figura 3G-K). Encontramos que esporas de C. difficile cepa 630 en T84 (Figura 3G, H)
y cepa R20291 en células Caco-2 (Figura 3l) y la célula vegetativa (Figura 3J) se asocian
a vesiculas, las que, segun su morfologia y lo reportado en el estado del arte,
corresponden a vesiculas de clatrina las cuales son distinguibles por su alta densidad
electronica alrededor de la vesicula (Oh et al., 1998). Del mismo modo observamos que
en células T84 infectadas con la cepa 630 que esporas se asocian a vesiculas, las que,
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Figura 3: Esporas de C. difficile son capaces de entrar en células epiteliales intestinales
y vesiculas de clatrina, caveolina y vesiculas tipo macropinosomas se encuentran
cercanas a esporas adheridas.

Micrografias electronicas de Transmision de células polarizadas T84 A) y Caco-2 D) las que
fueron infectadas por 5 h con células vegetativas y esporas de C. difficile de la cepa 630 y
R20291 respectivamente, previamente incubadas SHN. Las células fueron lavadas y
procesadas para ser analizadas por microscopia electrénica de transmisién. B) y C)
corresponden a ampliaciones de A) donde se observan esporas intracelulares; E) y F)
ampliaciones de D), donde se observan tanto esporas E) como una célula vegetativa
internalizada F). En G), H), I) se observan vesiculas, que, segiin su morfologia, corresponden
a vesiculas cubiertas de clatrina asociadas a esporas de C. difficile adheridas e internalizadas.
EnJ) y K) se observan vesiculas, que, segin su morfologia corresponden a vesiculas cubiertas
de caveolina asociadas a una célula vegetativa y a una espora de C. difficile respectivamente.
G), H) y K) corresponden a esporas cepa 630 en T84 y I) y J) corresponden a esporas y a una
célula vegetativa de la cepa R20291 respectivamente, en células Caco-2. Ampliaciones son
mostradas abajo. Micrografia de células T84 L) infectadas esporas de la cepa 630. M) y N)
ampliaciones de L), donde se observa extension de la membrana celular alrededor de una
espora adherida M) y esporas dentro de vesiculas tipo macropinosomas. A) - D), L) - N)
barras de escala representan 1pum y G) - K), 200nm. [L), tomadas con autorizacion de Cofré-
Araneda, datos no publicados].

segun su morfologia y lo reportado en el estado del arte, corresponden a vesiculas
recubiertas de caveolina (Figura 3J y K), las cuales son distinguibles por su doble
membrana y su baja densidad electrénica alrededor de ellas (Oh et al., 1998). Ademas,
observamos una espora que estaba siendo rodeada por un lamelipodium celular y la
membrana celular bajo la espora se redondea tomando la forma de esta para lo que
podria corresponder al comienzo de la formacién una vesicula tipo macropinosoma
alrededor de la espora (Figura 3L). Estos datos en su conjunto, sugieren que vesiculas,
que segun su morfologia y lo previamente reportado, tienen la estructura de vesiculas
recubiertas de caveolina, clatrina y macropinosomas, las cuales se asocian a esporas de
C. difficile y podrian estar involucradas en la endocitosis de esporas mediada por

macropinocitosis.

Clatrina y caveolina-1 se asocian alrededor de esporas de C. difficile.

Para corroborar que las vesiculas recubiertas por clatrina o caveolina se asocian
alrededor de las esporas de C. difficile, realizamos inmunofluorescencia indirecta con
anticuerpos IgY anti-espora y anticuerpo IgG de conejo anti-clatrina o caveolina. En este
caso, se descarto el uso del suero de cabra anti-espora, ya que los secundarios anti-
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conejo asociados a fluoroforo reconocen también la IgG de cabra, y en consecuencia se
observa falsos positivos de colocalizacion. Es por ello que utilizamos IgY de pollo anti-
espora, las que carecen del dominio Fc, eliminando asi la reactividad cruzada entre el
anticuerpo secundario anti-conejo con la IgY anti-espora. A diferencia de las células Vero
las que si expresan caveolina-1, las células Caco-2, no expresan (Lim et al., 2009;
Muehlhoefer et al., 2000). Es por ello que decidimos utilizar ambas lineas celulares. En

Merged Clatrina Esporas

[ Clatrina
Il Caveolina-1

C 401
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Merged Caveolina-1 Esporas 15
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nd

Caco-2 Vero

Figura 4: Esporas de C. difficile se asocian a vesiculas recubiertas de clatrina y
caveolina.

Células Vero fueron infectadas con esporas de la cepa R20291 con un MOI de 10 las cuales
fueron detectadas mediante inmuno-indirecta con anticuerpos IgY anti-espora, y anticuerpo
secundario conjugado a Alexa Fluor 647 (mostrado en rojo). Clatrina y caveolina end6gena
fueron detectadas con anticuerpos policlonales anti-clatrina y caveolina levantados en conejo
y detectados con un anticuerpo anti-conejo conjugado a Alexa Fluor 568 (mostrado en verde).
Filamentos de actina (mostrados en merged) fueron detectados con Faloidina conjugada a
Alexa Fluor 488 (mostrado en azul). A) Clatrina, B) caveolina-1 de células Vero. En las zonas
indicadas por cabeza de flechas se muestra que las vesiculas se asocian alrededor de la espora
en las 3 dimensiones espaciales. Las imagenes mostradas son representativas de al menos
300 esporas analizadas. Barras 10pum. C) Muestra el porcentaje de los casos positivos de
colocalizacidn tanto en células Caco-2 y Vero. En Caco-2 no se obtuvo datos para caveolina-1
(nd).
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consecuencia, las células fueron infectadas por 3 h con esporas de la cepa R20291 con
un MOI de 10. Las muestras fueron observadas mediante microscopia confocal y el
analisis se realizé en los 3 planos cartesianos mediante la reconstruccion del plano
ortogonal. En el caso de clatrina, observamos que esta proteina estaba estrechamente
asociada al ~24% de las esporas de la cepa R20291 en células Vero (Figura4Ay C)y al
~30% del total de esporas en células Caco-2, se pudo observar que clatrina se asocia
cercana a la espora marcandola y que en algunos casos que la rodean casi
completamente en su base como se pudo observar en marcaje amarillo en el merged de
la Figura 4A, la cual corresponde a una imagen representativa de lo observado. De igual
modo en células Vero observamos que caveolina-1, se asocian al ~11% del total de
esporas (Figura 4B y C). Nos intriga el por qué vesiculas de aproximadamente 200 nm
se asocian a esporas de C. difficile (las cuales son al menos 5 veces mas grandes que
las vesiculas) y si son requeridas por las esporas para su ingreso. Por nuestras
condiciones experimentales fue posible analizar ~100 esporas por condicion. Estos
resultados concuerdan con las micrografias de MET (Figura 3G-K), y en su conjunto
sugieren que las vesiculas recubiertas de clatrina y caveolina son reclutadas por las

esporas.

Ya que observamos que las esporas de C. difficile se asocian a estructuras que,
segun la morfologia y lo previamente reportado corresponden a lisosomas (Figura 3A'y
C), nos preguntamos si las esporas se asocian a endosomas tempranos, o si eran
capaces de romper los endosomas. Para evaluar ello, monocapas de células Vero fueron
infectadas con esporas de la cepa R20291 durante 3 h, y evaluamos si las esporas se
asocian a EEA-1 (marcados de endosomas temprano) (Di Russo Case y Samuel, 2016)
y a galactina-3 (marcador de rompimiento de endosoma) (Paz et al., 2010) y que las
esporas se asocian a estos marcadores en un 13,7% y un 5,3% respectivamente (Anexo
4).

Esporas de C. difficile se asocian a macropinosomas y promueven un
reordenamiento de citoesqueleto de actina.
A continuacion, nos preguntamos si macropinosomas se asocian directamente a

las esporas de C. difficile. Para observar esto, realizamos ensayos de infeccién sobre
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células Caco-2 con esporas de C. difficile R20291 previamente etiquetadas con Alexa
Fluor 488. Para observar los macropinosomas marcamos la fase fluida con dextrano
conjugado a Alexa Fluor 568 y mediante inmunofluorescencia indirecta marcamos
esporas extracelulares con IgY anti-esporas R20291, el que fue detectado con un
secundario asociado a Alexa Fluor 647, como fue descrito en metodologia y finalmente
las muestras fueron observadas por microscopia confocal. Observamos que algunas de
las esporas que entraron a las células se asocian a macropinosomas, y que del total de

esporas adheridas el ~5,4% de las esporas se asocia a macropinosomas (Figura 5A).

Merged Esporas adheridas Total esporas Dextrano

Merged Hoescht F-actina Esporas

Figura 5: Esporas de C. difficile se asocian a macropinosomas y citoesqueleto de actina.
Macropinosomas se asocian a esporas internalizadas de C. difficile A). Esporas C. difficile
fueron previamente etiquetadas con ester succinimidil conjugado a Alexa Fluor 488 (verde)
y el medio de infeccion fue marcado con dextrano conjugado a Alexa Fluor 568 (rojo). Las
esporas adheridas fueron detectadas mediante inmunofluorescencia indirecta con IgY anti
espora, el que fue detectado con anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 647 (azul),
del total de esporas solo el 5% se encontro6 asociado a macropinosomas. La imagen mostrada
es representativa del andlisis de al menos 300 esporas. Citoesqueleto de actina se reordena
ante esporas de C. difficile B), esporas fueron detectadas con anticuerpo IgY anti-espora de C.
difficile el que fue detectado con anticuerpo secundario anti-pollo 568 (rojo), F-actina fue
detectado con faloidina conjugada a Alexa Fluor 488 (verde). Barras 10 pm.
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Paralelamente observamos que en células Vero (Figura 5B), y células Caco-2
(Resultados no mostrados) que las esporas de C. difficile generan la remodelacion del
citoesqueleto de actina. En su conjunto estos datos sugieren que la entrada de esporas
depende del citoesqueleto de actina y que las esporas podrian ingresar en grandes

vesiculas tipo macropinosomas.

Uso de inhibidores de la via endocitica de clatrina reduce el proceso de entrada de
esporas de C. difficile en células epiteliales intestinales.

Dado que observamos que vesiculas de clatrina se asocian a las esporas, nos
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Figura 6: Entrada de esporas de C. difficile a células epiteliales es reducida por
farmacos inhibidores de la via endocitica de clatrina requiere de vesiculas de clatrina.
Monocapas de células Caco-2 A)-D) y T84 E), F) fueron tratadas durante 1 h con inhibidores
de endocitosis dependiente de clatrina; ODF en A) y B), de clorpromazina en C) y D) con
diferentes concentraciones de inhibidor. Luego las monocapas fueron infectadas con esporas
de C. difficile de la cepa R20291 a un MOI de 10, en presencia de inhibidor durante 3 h. E), F)
células T84 tratadas con la maxima concentracion utilizada en Caco-2. Luego las células
fueron fijadas, y, sin permeabilizar se etiquetd las esporas extracelulares con suero de cabra
anti-espora, el que fue detectado con anticuerpo anti-cabra conjugado a Alexa Fluor 488. Las
muestras fueron analizadas en microscopia de epifluorescencia como se describe en
Materiales y Métodos. Los valores fueron comparados mediante t-test respecto al control.
Asteriscos indican P<0.05, n.s. indica diferencias no significativas.
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preguntamos estas vesiculas estan involucradas en la entrada de esporas, para evaluar
ello, realizamos infecciones con esporas de C. difficile R20291 en presencia de ODF, un
inhibidor de la fosfotirosina fosfato y las proteinas RhoA, (Gerhard et al., 2003),
clorpromazina previene las formacion de las fosas recubiertas de clatrina y provoca el
enrejado de estas en membranas endosomales previniendo su reciclaje (McMahon y
Boucrot, 2011) y, observamos que ambos inhibidores reducen la entrada de esporas de
manera dependiente a la concentracion de inhibidor (Figura 6A y C), reduciéndose hasta
un 6,4% y un 33% respectivamente, y en células T84, la entrada se redujo en hasta un
10% y un 42% respectivamente (Figura 6E). Esta reduccion no se debe a que los
inhibidores afecten la adherencia de esporas y en consecuencia se registren menos
esporas endocitadas, ya que no se observo variaciones en adherencia respecto al control
en Caco-2 (Figura 6B y D), mientras que en T84 incrementd significativamente (Figura
6F). Para evaluar si la reduccion en la entrada se debe a los efectos toxicos producidos
por los inhibidores utilizados, realizamos ensayos de viabilidad celular con azul de tripan
y con MTT, y no observamos variaciones respecto a las células control (datos no
mostrados). Interesantemente con el uso de estos inhibidores la entrada no se redujo a
cero, incluso en la concentracion maxima utilizada que no posee efectos toxicos en las
células, la cual en su conjunto sugiere que vesiculas recubiertas de clatrina podrian estar
involucradas en la entrada de esporas y que podrian existir otros mecanismos de ingreso

independientes de clatrina.

Uso de inhibidores de la via endocitica de caveolina y de las Src-quinasas reduce
el proceso de entrada de esporas de C. difficile en células epiteliales intestinales.
En vista de que las vesiculas de caveolina que también se asocian a las esporas
de C. difficile, evaluamos si éstas eran requeridas para la entrada de esporas en células
epiteliales intestinales, para lo cual utilizamos INDO para inhibir la entrada al citoplasma
de caveolae y el reciclaje de caveolina-1 a la membrana celular (Sato et al., 2009). En
células Caco-2, tal como esperabamos no observamos una reduccién en la entrada ni en
la adherencia dependiente de la concentracion de inhibidor (Figura 7A, B), dado que estas
células no expresan caveolina-1. Sin embargo, en células T84 que si expresan caveolina-
1 la entrada se redujo en hasta un 41,5% (Figura 7E) respecto al control y la adherencia

se increment6 en un 60% respecto al control. Otra familia de proteinas involucradas en
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la endocitosis dependiente de caveolina es la familia de las Src-quinasas, las cuales estan
involucradas en multiples procesos de sefalizacion celular, donde su activacion es
regulada por factores de crecimiento, citoquinas, adhesion y receptores de antigenos, lo
cual es critico para generar una respuesta a estimulos externos (Boggon y Eck, 2004).
En el caso de la endocitosis mediada por caveolina, Las Src-quinasas fosforilan
directamente a caveolina-1, gatillando asi su ingreso a la célula luego de la activacion del
receptor de la albumina del suero Gp60 (Blake et al., 2000). Se ha reportado que el
inhibidor SU6656 inhibe especificamente esta familia de proteinas. Sin embargo, esta

familia esta involucrada en varias vias de sefalizacion, por lo cual, no es un inhibidor
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Figura 7: Entrada de esporas de C. difficile a células epiteliales es reducida por
farmacos inhibidores de la via endocitica de caveolina y de sefializacion por Src-
quinasas.

Monocapas de células Caco-2 A)-D) y T84 E), F) fueron tratadas durante 1h con INDO como
inhibidor de endocitosis dependiente de caveolina A), B) y SU6656 como inhibidor de la
familia Src-quinasa C), D) con diferentes concentraciones de inhibidor. Luego las monocapas
fueron infectadas con esporas de la cepa R20291, en un MOI de 10, en presencia del inhibidor
durante 3 h. E), F) células T84 tratadas con la maxima concentracion utilizada en Caco-2.
Luego las células se trataron para ser analizadas en microscopia de epifluorescencia como se
indica en Figura 6. Los valores fueron comparados mediante t-test respecto al control.
Asteriscos indican P<0.05, n.s. indica diferencias no significativas.
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determinarte para descartar la via de ingreso de caveolina-1. Observamos que en células
Caco-2 SU6656 reduce la internalizacion completamente al ser agregado en una
concentracion de 50 uyM (Figura 7C) mientras que en células T84 la entrada se redujo
hasta un 26% (Figura 7E) en comparacion al control. Las concentraciones utilizadas de
ambos inhibidores en las dos lineas celulares utilizadas no afectan la viabilidad celular

conformacional ni metabdlica (datos no mostrados).

Estos resultados nos sugieren que el uso de inhibidores que afectan la via
endocitica de caveolina reduce la entrada de esporas en células T84 y que podria existir
un mecanismo de sefializacion rio abajo de la célula donde la sefializacion por la familia

Src-quinasa es crucial para permitir la entrada de las esporas.

La liberacion de vesiculas recubiertas de clatrina o caveolina mediada por
dinamina, es crucial para el proceso de entrada de esporas.

Pues, dado que nuestros resultados sugieren que las vesiculas recubiertas de clatrina y
caveolina estan involucradas en la entrada de las esporas de C. difficile, nos preguntamos
si la liberacion de las vesiculas hacia el medio intracelular es requerida para el proceso
de entrada de las esporas de C. difficile, 1o cual seria un indicio de que existen
mecanismos de sefalizacion por interacciones entre componentes de la superficie de la
espora con receptores acoplados a las vesiculas de endocitosis. Para evaluar esta
hipotesis realizamos ensayos de infeccion en presencia de DYN, el cual inhibe
especificamente dinamina-1 y 2 (Kirchhausen et al., 2009). En células Caco-2
observamos que DYN reduce la entrada de las esporas a un 26,5% respecto al control
en células (Figura 8A) y a un 22% en T84 (Figura 8C). Interesantemente en células Caco-
2 observamos un incremento en la adherencia dependiente de la concentracion de
inhibidor utilizado, hasta un 56% respecto al control (Figura 8B) y no hubo variaciones en
la adherencia en T84 (Figura 8D). Las concentraciones utilizadas de DYN no causaron
efectos citotdxicos a las células evaluadas con azul de tripan y MTT (datos no mostrados).
Lo cual en su conjunto sugiere que la liberacién de las vesiculas hacia el medio
intracelular es requerida para el ingreso de esporas, aunque un ~20% de las esporas en
relacion al control aun ingresa incluso inhibiendo dinamina-2, lo cual indicaria que existen

mecanismos de entrada de esporas de C. difficile independientes de dinamina.
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Figura 8: La liberacion de vesiculas de clatrina y caveolina es requerida para el ingreso
de esporas de C. difficile.

Monocapas de células Caco-2 A), B) y T84 C), D) fueron tratadas durante 1 h con diferentes
concentraciones de DYN, inhibidor de dinamina-2. Luego, las monocapas fueron infectadas
con un MOI de 10 con esporas de C. difficile de la cepa R20291 en presencia del inhibidor
durante 3 h. Luego las muestras fueron procesadas para microscopia de epifluorescencia
como se describe en la Figura 6 y en Materiales y Métodos. Los valores fueron comparados
mediante t-test respecto al control. Asteriscos indican P<0.05, n.s. indica diferencias no
significativas.

EL uso de farmacos inhibidores de macropinocitosis reduce el proceso de entrada
de esporas de C. difficile en células epiteliales intestinales.

Micrografias de MET y confocal sugieren que macropinosomas se asocian a
esporas de C. difficile y dado que vesiculas con un tamano de al menos 5 veces mas
pequeias serian requeridas para que las esporas entren en células epiteliales
intestinales, y ante la obvia diferencia de tamafio es imposible que una espora entre a las
células por estas vesiculas, entonces nos preguntamos si finalmente las esporas
ingresan a las células epiteliales mediante un mecanismo tipo macropinocitosis. Para
evaluar esto, utilizamos varios inhibidores que tienen efecto en distintas etapas del
proceso; EIPA el cual es un inhibidor de una bomba de Na*/H", la cual, al ser inhibida,
acidifica el medio intracelular e inactiva a proteinas necesarias para generar la extension
ingresa a la célula. PI3K es una proteina que esta involucrada en multiples procesos de
sefalizacion celular. En el caso de macropinocitosis. PI3K esta involucrada en la fusion
de la extension de la membrana generando el macropinosoma (El-Sayed y Harashima,
2013). La PI3K se inhibi6é especificamente con LY y WM, farmacos que se unen de forma
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Figura 9: Esporas de C. difficile ingresan por macropinocitosis.

Monocapas de células Caco-2 A) - F) y T84 G), H), fueron tratadas durante 1 h con
concentraciones crecientes de inhibidores de macropinocitosis; EIPA A), B), LY C), D) y WM
E), F). Luego, las monocapas fueron infectadas con esporas de la cepa R20291 a un MOI de
10, en presencia del inhibidor durante 3 h. Células T84 G), H) fueron tratadas con la maxima
concentracion utilizada en Caco-2. Entonces las células fueron tratadas para ser analizadas
en microscopia de epifluorescencia como se describe en Figura 6 y Materiales y Métodos. Los
valores fueron comparados mediante t-test respecto al control. Asteriscos indican P<0.05, n.s.
indica diferencias no significativas.

reversible e irreversible respectivamente. Al evaluar estos inhibidores en células Caco-2
y T84 encontramos que todos los inhibidores utilizados reducen la entrada de esporas, lo
cual sugiere que la endocitosis de esporas depende de un proceso tipo macropinocitosis.
EIPA reduce la entrada hasta un 5% en Caco-2 (Figura 9A) y 53% en T84 (Figura 9G).
La inhibicion de PI3K por LY reduce la entrada a 3% y 40% en Caco-2 y T84
respectivamente (Figura 9C y G), mientras que WM reduce la entrada hasta un 36% y un
11% en células Caco-2 y T84 respectivamente (Figura 9E y G). En células Caco-2 no
observamos diferencias significativas en la adherencia al utilizar LY o WM (Figura 9D y
F), pero con EIPA, la adherencia incrementé en ~50% respecto al control (Figura 9B).
Interesantemente observamos que el uso de estos inhibidores en células T84 incrementd
la adherencia un 100% para EIPA, 64% para LY y un 44% para WM (Figura 9H). Para
todas las concentraciones de inhibidores utilizadas no hubo disminucién en la viabilidad

celular determinadas por métodos de azul de tripan o MTT (datos no mostrados).
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Esporas de C. difficile son capaces de entrar en células intestinales in vivo.

Para evaluar si el proceso de entrada de esporas de C. difficile ocurre in vivo,
ratones de 1 afo fueron infectados en el ileon del intestino delgado, y en la zona
ascendente del intestino grueso mediante la técnica de obstruccion intestinal durante 6
h, y los tejidos infectados extraidos y procesados para ser analizados por microscopia
confocal. De estos tejidos, observamos que las esporas se adhieren tanto a intestino
delgado y grueso, pero se adhieren en mayor medida al intestino delgado que al intestino
grueso (datos no mostrados). Ademas, observamos que las esporas pueden entrar en
criptas de intestino grueso (Figura 10A) y vellosidades del intestino delgado (Figura 10B)

A Colon B Vellosidad de intestino delgado

Figura 10: Esporas de C. difficile son capaces de entrar en células de intestino delgado
y grueso de raton.

Secciones de 1cm? de intestino delgado y grueso de ratones C57BL/6 fueron infectados 5x108
esporas de C. difficile durante 6 h mediante técnica de asa ileal. Luego las secciones de
intestino infectado fueron extraidos, fijado con PFA 4% con sacarosa 30% durante toda la
noche y fueron procesados para inmunofluorescencia directa. Los tejidos fueron bloqueados,
y el citoesqueleto de actina fue etiquetado con Faloidina (verde), y las esporas fueron tefiidas
con anticuerpos policlonales IgY contra esporas de C. difficile y detectadas con anticuerpo
secundario (rojo). Y finalmente fueron observadas en microscopia confocal. A) Colon B)
intestino delgado. Imagenes son representativas de 3 sitios diferentes, analizados en 3
ratones diferentes. Flechas indican esporas que se encuentran dentro del tejido. Barra de
escala 10pum.
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y en las criptas de intestino delgado (resultado no mostrado). Solo algunas esporas son
capaces de entrar en tejido, como se puede observar en las esporas que estan indicadas
con cabeza de flecha en las Figuras 10A y B. Lo cual demuestra que las esporas de C.
difficile pueden entrar en células epiteliales intestinales, y este podria ser un mecanismo
para promover la persistencia de esporas en el intestino para causar infecciones

recurrentes.

Un farmaco de uso comercial es capaz de reducir la entrada de esporas in vitro.

El hecho de que las esporas de C. difficile sean endocitadas por células epiteliales
intestinales in vitro e in vivo, nos hace presumir que este seria uno de los mecanismos
por los cuales las esporas podrian persistir en el hospedero para causar infecciones
recurrentes, es por ellos que recurrimos a buscar farmacos comerciales de uso humano
que, in vitro fueran capaces de reducir la entrada de las esporas. Es asi como llegamos
a un farmaco, denominado como sustancia X, el cual fue probado del mismo modo que
los otros inhibidores descritos en metodologia para el objetivo 1. Y observamos que la
sustancia X reducen la entrada las esporas significativamente en células Caco-2 hasta
un 21% en relacién al control (Figura 11A), en un proceso dependiente de la
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Figura 11: Entrada de esporas de C. difficile a células epiteliales intestinales es inhibida
por la sustancia X.

Células Caco-2 A), B) y T84 C), D) fueron tratadas con concentraciones crecientes de la
sustancia X por 1 h y luego infectadas durante 3 h en presencia de la sustancia X con MOI de
10 de esporas R20291 preincubadas durante 1h con SFB. Células T84 fueron infectadas con
la maxima concentracion utilizada en Caco-2. Luego fueron fijadas y tratadas para ser
analizadas mediante microscopia de epifluorescencia como se describe en la Figura 6 y en
Materiales y Métodos. Los valores fueron comparados mediante t-test respecto al control.
Asteriscos indican P<0.05, n.s. indica diferencias no significativas.
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concentracion de inhibidor. En células T84, la sustancia X redujo la entrada hasta un 39%
respecto al control (Figura 11C). En células Caco-2 y T84 no se observo diferencias en
la viabilidad celular por métodos de azul de tripan y MTT (resultados no mostrados). En
células Caco-2 la adherencia no se vio afectada (Figura 11B), sin embargo, en T84 la
adherencia incremento en un 46% (Figura 11D), lo cual sugiere que en esta linea celular
existen mecanismos de compensacion ante el uso de este farmaco, lo cual es utilizado
por las esporas para su adherencia. Cabe destacar que este farmaco esta aprobado por
la FDA y los efectos secundarios son minimos.

La sustancia X es capaz de reducir los casos de ICD-R.

En base a que fuimos capaces de encontrar un farmaco de uso comercial el que
reduce la endocitosis de esporas in vitro, nos preguntamos si el uso de este farmaco
reduce los casos de ICD-R in vivo, para ello infectamos ratones C57BL/6 con esporas de
C. difficile cepa R20291, y fueron tratados con la sustancia X la que fue administrada de
forma intraperitoneal y de forma oral. Inicialmente evaluamos el efecto de la sustancia X
administrada de forma intraperitoneal, segun el disefio experimental indicado en la Figura
12A, y evaluamos los parametros de pérdida de peso, cantidad de esporas en
deposiciones y diarrea. Los ratones fueron observados diariamente, y se midié el peso,
el aspecto. Se tom6 muestras de deposiciones para analisis observacional de diarrea y
de UFC de esporas de C. difficile. Durante el curso de ensayo observamos que no existen
variaciones de peso significativas entre ambos grupos. Sin embargo, los ratones tratados
con la sustancia X administrada de forma intraperitoneal, tienden a incrementar
ligeramente su peso, alcanzando a observar un incremento del 6% en el dia 11 respecto
al dia 0 (Figura 12B). La abundancia de esporas en las deposiciones comienza a
incrementar al dia siguiente de la infeccidn tanto para el grupo tratado con la sustancia X
y el no tratado (control). Una vez comenzada la administracion de vancomicina el dia 3
la cantidad de UFC decrece el dia 4 hasta el limite de deteccion de la técnica utilizada.
Una vez suspendido el tratamiento con vancomicina el dia 9, se observa un incremento
de las UFC el dia 10, a niveles comparables con la cantidad de esporas en deposiciones
en el cuadro inicial (Figura 12C). Interesantemente observamos que la diarrea del cuadro
inicial, observada el dia 2, el 60% (6/10) de los ratones control presento diarrea, mientras
que el 11% (1/9) de los ratones tratados con la vancomicina mas sustancia X presenté
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diarrea (Figura 12D y E). El dia 7, finalizado el tratamiento con vancomicina, 3 ratones
fueron escogidos azarosamente para evaluar histologia, y en variables de dafio, edema
e infiltracion celular, no obstante, no observamos diferencias significativas entre ambos
grupos (resultados no mostrados). Observamos que la recurrencia se manifesto el dia 9
(2 dias después de finalizar el tratamiento con vancomicina) y esta se fue agravando con
el paso de los dias. Por ejemplo, el dia 12 el 57% (4/7) de los ratones control presenté
diarrea, mientras que solamente el 16% (1/6) de los ratones tratados con la sustancia X
presento diarrea (Figura 12D y F). Los ratones fueron monitoreados hasta el dia 16 (9
dias después de vancomicina) y observamos que el 100% de los ratones control presenté
recurrencia 5 dias finalizado el tratamiento con vancomicina, mientras que el 33% de los
ratones tratados no presenté recurrencia Figura 12G). En resumen, la administracion de
la sustancia X intraperitoneal junto a vancomicina de forma oral, no reducen las esporas
eliminadas en deposiciones, ni el dafio histolégico, pero reduce los casos de diarrea en

el 67% de los ratones tratados.

A continuacion, nos preguntamos si la administracion oral de la sustancia X era mas
efectiva al administrarla de forma intraperitoneal, (utilizando excipientes acordes a este
tipo de administracion). Para lo cual 5 ratones fueron tratados s6lo con vancomicina, 5
con vancomicina y sustancia X. En este caso, extendimos el tiempo de uso de
vancomicina de 5 a 7 dias segun se muestra en la Figura 13A. En este ensayo,
evaluamos variables de pérdida de peso, UFC en deposiciones, diarrea, dafio histoldgico
en el dia de la recurrencia (dia 12), la cantidad de esporas adheridas al tejido colonico y
como indicador de cultivo toxigénico de C. difficile se evalud los niveles de toxinas en el
contenido cecal. No observamos diferencias significativas en peso entre los grupos
tratados con vancomicina y los tratados con vancomicina mas sustancia X. El tratamiento
con vancomicina + sustancia X mostré tener los menores niveles de esporas en
deposiciones el dia 2 (3,0 unidades logaritmicas) en comparacion a los ratones tratados
sbélo con vancomicina (3,8 unidades logaritmicas). Sin embargo, el dia 3 éstos se
invierten. Mientras que el dia 11 (dia anterior a la recurrencia) se observan niveles
similares en las UFC de esporas de C. difficile en deposiciones para todos los ratones,
excepto para los ratones tratados solo con la sustancia X que presentan mayores
cantidades de UFC en deposiciones (Figura 13C). Interesantemente de modo similar a
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Figura 12: La administracién por via intraperitoneal de la sustancia X reduce la diarrea
de la infeccidon por C. difficile recurrente.
Para evaluar el efecto de la sustancia X administrada de forma intraperitoneal en la ICD-R se
utiliz6 un modelo murino de recurrencia de ICD-R descrito por Sun et al, 2011, con las
modificaciones descritas en metodologia. A) Esquema del disefio experimental de infeccion.
Todos los ratones fueron tratados con una mezcla de 5 antibidticos durante 3 dias, luego se
evaluaron durante 2 dias y al dia siguiente fueron tratados con clindamicina y 9 ratones
fueron tratados con la sustancia X y 10 ratones no fueron tratados con la sustancia X (control),
al dia siguiente fueron infectados con 107 esporas de C. difficile y se evaluaron durante 2 dias
donde se manifiesta la infeccién inicial y entonces fueron tratados con vancomicina durante
7 dias. Finalizado el tratamiento con vancomicina, 3 ratones fueron extraidos para analisis
Continta en siguiente pdgina

42



histolégico de ciego y colon. Los ratones fueron evaluados diariamente hasta el dia 16 en que
fueron sacrificados. B) Promedio del peso diario de los ratones tratados con vancomicina
control (circulos blancos) y tratados con vancomicina mas sustancia X (triangulos negros). C)
Carga de UFC de esporas de C. difficile en las deposiciones recolectadas diariamente fueron
hidratadas, tratadas con etanol, maceradas y sembradas en placas TCCFA como se indica en
Materiales y Métodos. La linea punteada indica el limite de deteccion. D) puntaje de diarrea
de las deposiciones recolectadas diariamente segun se indica en metodologia. E) y F).
Puntuacion de diarrea observado en los dias 2 y 12 respectivamente. G) Indica el tiempo en
que los ratones tardaron en presentar la recurrencia. Asteriscos indican P<0.05.
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Figura 13: La administracion por via oral de la sustancia X reduce la diarrea de la
infeccion por C. difficile recurrente.

Efecto de la sustancia X administrada de forma oral, en la ICD-R. Para lo cual se utiliz6 el
modelo murino de recurrencia de ICD como se describe en la leyenda de la Figura 12. A)
Esquema del disefio experimental de infeccidn. B) Promedio del peso de los ratones. C) Carga
de UFC de esporas en deposiciones, para lo cual las deposiciones fueron hidratadas, tratadas
con etanol, maceradas y sembradas en placas TCCFA como se indica en metodologia. Linea
punteada indica el limite de deteccion. D) Porcentaje promedio de ratones con diarrea, en
ratones tratados, la diarrea se reduce en un 40% el dia 2 y en un 80% el dia 12. E) y F)
Puntuacion de diarrea observado en los dias 2 y 12 respectivamente. Asteriscos indican
P<0.05.
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cuando administramos la sustancia X de forma intraperitoneal, observamos el dia 2 que
el 100% (5/5) de ratones que fueron tratados con vancomicina presentaron diarrea
mientras que el 60% (3/5) de los ratones tratados con vancomicina mas sustancia X
presento diarrea (Figura 13D y E). Mientras que en el dia 12, de los grupos de ratones,
el 25% (1/4) de los no tratados, el 50% (2/4) de los tratados con la sustancia X, el 80%
de los tratados con vancomicina y el 0% de tratados con vancomicina mas sustancia X
presento diarrea (Figura 13D, F). Lo cual sugiere que la administracién de formulacion de
vancomicina mas sustancia X protege a los ratones de tener recurrencia de la infeccion

por C. difficile.

La sustancia X no reduce el daio del epitelio intestinal durante la ICD-R.

Ante el hecho de que el tratamiento de vancomicina mas sustancia X reduciria los
cuadros de diarrea en la ICD y la ICD-R, pero no asi la carga de esporas, ya que las UFC
de espora no sigue una tendencia durante el curso de los tratamientos, nos preguntamos
si la sustancia X es capaz de reducir el dafio causado por la infeccion a nivel histolégico
tanto en el ciego como en el colon (Figura 14). En base a los puntajes de dafo
histologicos definidos como infiltracion celular, edema y dafio epitelial no se observaron
diferencias entre ambos grupos, lo cual indica que la sustancia X no es capaz de reducir
el dafo en el tejido, o bien, dada la carencia de diarrea el dia 12, puede que el dafio
observado haya sido causando durante la infeccidn inicial y no se haya recuperado tras

finalizar el experimento.

La sustancia X disminuye la carga de esporas en el tejido colénico, pero no la
citotoxicidad del contenido cecal.

Ya que la reduccion en la diarrea el dia 12 por la sustancia X no implica un menor dafio
del epitelio intestinal, nos preguntamos entonces si el tratamiento con la sustancia X
afecta la adherencia de esporas al tejido colonico, para lo cual parte del ileon fue
macerado y sembrado en placas TCCFA como se describe en materiales y métodos, y
observamos que las UFC de esporas adheridas al colon se reducen significativamente
en ratones tratados con la sustancia X (Figura 15B), incluso se encontr6é que en el colon
de 2 ratones tratados con sustancia X la adherencia de esporas fue equivalente al limite
de deteccion. En consecuencia, nos preguntamos si el contenido del ciego de ratones
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Figura 14: La sustancia X no reduce el dafio histoldogico durante la ICD-R en ratones
tratados.

Tejido ciego y colon de ratones tratados con la sustancia X de forma oral junto a vancomicina
y el grupo tratado con vancomicina, fue extraido el dia 12, segtin se indica en Figura 13Ay en
Materiales y Métodos para ser analizado para variables de dafio histolégico segun los
criterios indicados en el Anexo 5. A)-F) distribucion y valor promedio de las puntuaciones
histologias de muestras de ciego A)-C) y de muestras de colon D)-F).

tratados, tiene un menor efecto citotéxico que el control. Para responder esta pregunta,
células Vero fueron desafiadas con sobrenadante del contenido cecal obtenido el dia 12
y al estar con elementos toéxicos como toxinas de C. difficile observamos al dia siguiente
la pérdida de su morfologia alargada normal. De esto, observamos que no existen
diferencias significativas en la citotoxicidad del contenido cecal entre ambos grupos
(Figura 15B). En consecuencia, estos datos sugieren que la sustancia X no reduce la
citotoxicidad del contenido cecal, pero si la cantidad de esporas adheridas al tejido
colonico.
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Para nuestra sorpresa encontramos que 2 ratones que no presentaron carga de
UFC de esporas de C. difficile en el colon, presentaron una puntuacion de diarrea igual a
0. En base a ello nos preguntamos si existe una correlacion lineal entre la puntuacion de
diarrea y la carga de UFC/g de tejido, y obtuvimos un coeficiente de correlacion (R?) igual
a 0,7 (Anexo 7), es decir, existe una correlacidén positiva entre ambas variables. Por lo
cual es de interés aumentar la cantidad de réplicas bioldgicas para establecer una linea
de tendencia, la cual eventualmente nos permitiria predecir la cantidad de esporas
adheridas en el tejido intestinal segun el tipo de diarrea que tenga el ratén, lo cual
posiblemente podria extrapolarse a humanos. En resumen, en ratones tratados con la
sustancia X, la infeccidon por C. difficile mantiene su curso a nivel del lumen, es decir,

crecimiento de células vegetativas, produccidn de toxinas y generacion de esporas. Sin
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Figura 15: La sustancia X reduce la carga de esporas del tejido coldnico, pero no la
citotoxicidad del contenido cecal.

A) Carga de UFC de esporas de C. difficile en el tejido colonico de ratones tratados y control.
Un fragmento del colon fue pesado, macerado y sembrado en placas TCCFA como se describe
en Materiales y Métodos. Linea punteada indica el limite de deteccidn. B) Citotoxicidad del
contenido cecal de ratones tratados con la sustancia X y control, fue determinado al infectar
monocapas de células Vero con sobrenadante esterilizado por filtracion de una dilucién de
contenido cecal e incubado por 24 h. El punto final del titulo fue determinado como se
describe en metodologia. Barras de error representan el error estidndar de la media. Los
valores fueron analizados mediante ANOVA. Asteriscos indican P<0.05.
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embargo, la adherencia de las esporas con las células del hospedero es reducida, lo cual
nos hace creer que asimismo se reduce la entrada de esporas a las células del epitelio
colonico y en consecuencia se reduciria la cantidad de esporas intracelulares las que
serian las principales responsables de la recurrencia de la infeccion por C. difficile. Por lo
cual para comprobar esta hipotesis seria clave evaluar mediante inmunofluorescencia de
tejido colonico si la sustancia X reduce la cantidad de esporas adheridas y endocitadas
por el tejido intestinal, una arista que no sera abordada en este trabajo de tesis.
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DISCUSION

Se ha demostrado que las esporas de C. difficile son esenciales para la iniciacion,
persistencia y diseminacion de la ICD (Deakin et al., 2012), en este contexto la interaccion
de las esporas de C. difficile con el hospedero, en particular la endocitosis de las esporas
podria ser esencial para la persistencia. Los datos presentados en este trabajo muestran
varias aristas inexploradas del mecanismo de persistencia de las esporas, en particular,
nuestros datos demuestran que: (i) vesiculas de clatrina y caveolina se asocian a las
esporas de C. difficile adheridas y endocitadas, y que el uso de farmacos inhibidores de
las vias de endocitosis de clatrina y caveolina, reducen la entrada de esporas, que (ii)
macropinosomas se asocian a esporas de C. difficile endocitadas y que farmacos que
inhiben proteinas involucradas en de sefalizacién requeridas para la macropinocitosis
reducen la entrada de esporas de C. difficile, y (iii) que el uso de un inhibidor de

endocitosis in vivo, reduce los cuadros clinicos de la recurrencia de la ICD.

El fendbmeno de entrada de esporas a células epiteliales intestinales fue descrito
en esporas de B. anthracis las cuales son capaces de entrar a células epiteliales
pulmonares en un proceso dependiente de integrinas axp+, la proteina del complemento
C1q y proteinas de la maquinaria celular, tales como actina, PI3K, la familia Src-quinasa,
siendo esta ultima importante para la diseminacién de la bacteriana (Xue et al., 2011,
2010). En el afo 2006, se reportd por primera vez que clatrina esta involucrada en la
entrada de algunas bacterias tales como, Yersinia pseudotuberculosis, Staphylococcus
aureusy Listeria monocytogenes, y que el reclutamiento de clatrina depende de proteinas
bacterianas (Veiga et al., 2007). Sin embargo, el rol de clatrina en la entrada de grandes
particulas aun se desconoce. Similarmente se ha descrito que caveolina-1 se recluta
junto a bacterias tales como Salmonella para permitir su ingreso en la célula, lo cual es
mediado por la proteina SopE (Lim et al., 2014). Sin embargo, se ha descrito que Yersinia
pseudotuberculosis, Staphylococcus aureus y Salmonella inyectan moléculas efectoras
a la célula epitelial mediante el SSTT para promover un reordenamiento del citoesqueleto
de actina y promover asi su ingreso, mientras que el ingreso de Listeria monocytogenes
esta mediado por las proteinas de superficie InlA e InIB las cuales interactuan con E-
cadherina y promueve asi su ingreso (Cossart y Veiga, 2008; Lim et al., 2014).

Interesantemente esta es la primera vez que se demuestra que clatrina y caveolina estan
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involucradas en la entrada de esporas bacterianas las cuales son metabdlicamente

inertes.

Mediante microscopia confocal observamos que esporas endocitadas estan
directamente asociadas a vesiculas tipo macropinosomas, las que son capaces de
ingresar grandes volumenes de medio extracelular, compartimiento en el que facilmente
puede entrar una o mas esporas. Ante lo cual nosotros creemos que la asociacion de
vesiculas de clatrina y de caveolina podrian producir sefales celulares que

desencadenarian en macropinocitosis.

De las micrografias electronicas de transmision y mediante microscopia de
epifluorescencia (no mostrado) observamos que s6lo algunas células ingresan una gran
cantidad de esporas, lo cual a nuestro conocimiento no ha sido reportado hasta el
momento, ante lo que creemos que estas células estan en un grado distinto de
diferenciacion respecto a la poblacion, lo que podria generar diferencias en la abundancia
de proteinas que podrian actuar como receptores de las esporas, tales como proteinas
de matriz extracelular celular como por ejemplo, fibronectina, vitronectina y fibrinégeno o
proteinas involucradas en la diferenciacion celular como E-cadherina, ocludina y
zonulina-1 (Lin y Bissell, 1993; Maeda et al., 2005).

Asimismo, en las micrografias electronicas de transmision, observamos esporas
de C. difficile dentro de estructuras que segun lo reportado, corresponden a lisosomas
(Poirier et al., 2002), el cual podria ser uno de los destinos subcelulares de la espora
luego de ser endocitada. Es por esto que evaluamos si las esporas se asocian a
endosomas tempranos, para lo cual utilizamos como marcador EEA-1 (early endosome
antigen-1), y observamos que el 13,7% de las esporas son rodeadas por este marcador.
El lisosoma es el organelo de destino de las vesiculas cubiertas de clatrina luego de
fusionarse a endosomas tempranos (Poirier et al., 2002) y las esporas por su biologia
propia son capaces de resistir sin problemas al bajo pH como el que se encuentra en el
lisosoma, sin embargo, desconocemos si la gran variedad de enzimas del lisosoma
presentes podria generar algun dafio en las capas que conforman la espora, afectando
asi alguna de las propiedades esenciales de la espora que le permiten diseminarse y

generar una célula vegetativa, tales como la resistencia a condiciones ambientales o las
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propiedades de germinacion. Respecto a esto, en la literatura existente se ha observado
que el tratamiento de esporas con proteinasa K junto a sarcosil, y el tratamiento con
tripsina, son capaces de remover la capa externa de la espora, el exosporium
(involucrado en la primera interaccion con el hospedero), sin dafar la cubierta (protege a
la espora de agentes enzimaticos) y las esporas sin exosporium presentan mayores tasas
de germinacion que las esporas no tratadas (Escobar-Cortés et al., 2013), ademas se ha
visto que las esporas pueden sobrevivir a ataques de los macréfagos, lo cual finalmente
termina con la muerte de los macrofagos (Paredes-Sabja et al, 2012). Estos
antecedentes en su conjunto nos hacen creer que las esporas mantienen integras sus

capacidades de resistencia y capacidad de germinacion luego de pasar por el lisosoma.

Se ha observado que algunas bacterias invasivas como Shigella son capaces de
escapar del lisosoma, lisandolo mediante el SSTT y se ha demostrado que galectina-3
es un marcador de la lisis del fagosoma (Paz et al., 2010). Paraddjicamente observamos
en células Caco-2 infectadas con esporas, el 5,3% de estas se asocian con galactina-3,
ya que las esporas por su estructura inerte no son capaces de expresar proteinas como
las del SSTT, sugiriendo que la espora de C. difficile, en su capa externa posee proteinas

expuestas con funciones aun desconocidas que podrian permitirle escapar del lisosoma.

Dado que en este trabajo logramos demostrar que las esporas de C. difficile
ingresan en ceélulas intestinales in vivo es concebible suponer que estas esporas
intracelulares persisten en el hospedero durante periodos prolongados, las que podrian
ser el reservorio de C. difficile para producir ICD-R. En este sentido, se utilizé la sustancia
X, la cual corresponde a un farmaco comercial, utilizado comunmente para otro fin, el
cual reduce la entrada de esporas in vitro, por lo cual recurrimos a probar en un modelo

murino de ICD-R si este tiene efecto reductor en los casos de ICD-R en ratones.

Interesantemente en los dias 2 y 3 después de la infeccion, no observamos pérdida
de peso en todos los grupos de ratones, mientras que en estudios realizados en Estados
Unidos y en China, utilizando el mismo modelo de infeccion que utilizamos para este
estudio, han reportado disminuciones significativas en el peso de ratones infectados por
C. difficile los dias 2y 3 (Chen et al., 2008; Sun et al., 2011). Sin embargo, es bien sabido

que la flora intestinal comensal varia ante multiples condiciones, tales como la zona
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geografica, alimentacion, ciclo circadiano, condiciones genéticas, etcétera, y ademas
Reeves et al,, 2011 observé que al tratar ratones con la mezcla 5 de antibidticos
propuesta por Chen at al., 2008, darles una dosis de clindamicina y luego infectarlos con
C. difficile encontré dos grupos con diferencias en sintomatologia, uno que presenta una
infeccion clinica severa, los que tienen un predominio de Proteobacterias, y otros que
clinicamente se observan saludables, los cuales tienden a tener una microbiota similar a
los ratones no tratados por antibidticos, es decir una alta proporcién de Firmicutes y una
baja de Bacteroidetes. En consecuencia, nos hace creer que los ratones a los cuales
tenemos acceso, provenientes del Bioterio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
Universidad Andrés Bello, del Instituto de Salud Publica y de la Facultad de Medicina de
la Universidad Catdlica poseen una microbiota diferente a la reportada, la cual tiene un
comportamiento distinto ante el tratamiento con antibidticos, lo que podria otorgarles
resistencia a la infeccidn inicial. Por consiguiente, seria interesante evaluar la microbiota
intestinal de nuestros ratones y compararla a la de trabajos previos. Sin embargo, en
nuestro, caso al tratar los ratones infectados por C. difficile con vancomicina por 7 a 9
dias, estos presentaron sintomas de recurrencia 2 a 3 dias después de finalizar la
administracion de vancomicina, lo cual sugiere que la administracion de vancomicina por
periodos de 7 a 9 dias destruye la flora comensal que protege ante la colonizacion de C.
difficile, el cual podria ser un método eficiente para generar susceptibilidad a infeccion
por C. difficile en nuestras condiciones experimentales. Sorprendentemente en los
ratones que fueron tratados con la sustancia X, se redujo considerablemente los casos
de diarrea en la ICD-R. Los ratones tratados con la sustancia X tienen una menor cantidad
de esporas adheridas en el colon, sin alterar la cantidad de esporas en las deposiciones
ni los niveles de toxina en el contenido cecal. Lo que es un indicio de que la sustancia X
reduce la cantidad de esporas adheridas y endocitadas, en consecuencia, no quedan
suficientes esporas persistentes en el tracto gastrointestinal como para generar un cuadro
de ICD-R, mientras que la forma vegetativa de la bacteria es eliminada mediante el

tratamiento de vancomicina, lo cual finalizaria completamente con la infeccion.

Hasta el momento los tratamientos recomendados por el SHEA (Society for
Healthcare epidemiology of America) contra C. difficile son: i) para casos leves suspender

el antibidtico causante; ii) si no hay una recuperacion administrar metronidazol oral por
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10 a 14 dias; iii) para casos graves no complicados se recomienda administrar
vancomicina oral por 10 a 14 dias; iv) para casos graves complicados se suministra
vancomicina oral o por sonda nasogastrica combinado con metronidazol intravenoso con
reduccion progresiva por 2 a 8 semanas (Xu et al., 2011). Sin embargo, el principal
problema de estos tratamientos es el estado de disbiosis permanente de la microbiota ya
que miembros de esta inhiben el crecimiento de C. difficile y dificultan la germinacion de
esporas. Sin embargo, las soluciones descritas para tratar el ICD inicial no son suficientes
para tratar las ICD-R. Posiblemente, la Unica alternativa de tratamiento antibiético que
podria disminuir la tasa de casos de ICD-R, es la fidaxomicina, aprobada por la FDA el
2011 para el tratamiento de ICD y se ha demostrado que fidaxomicina inhibe la sintesis
de ARN (Venugopal y Johnson, 2012), reduce la produccion de esporas de C. difficile y
el crecimiento de éstas (Allen et al., 2013; Babakhani et al., 2012). Sin embargo, los
resultados de un ensayo clinico de fase Ill no fueron tan sorprendentes. Los resultados
demuestran que, para las ICD-R (las ocurridas dentro de 4 semanas después de la cura
inicial) el 24% de los pacientes tratados con vancomicina y el 13,3% de los pacientes
tratados con fidaxomicina presentd ICD-R (Venugopal y Johnson, 2012). Si bien
fidaxomicina logra una reduccion de los episodios de ICD-R, éstos siguen presentes en
un porcentaje significativo de los pacientes. Lo anterior, conjugado con el elevado costo
de fidaxomicina (USD $ 3,000 por tratamiento) hace poco atractivo su uso.

Ante esto, este trabajo abre una nueva arista en la forma de tratar las infecciones
recurrentes de C. difficile, donde proponemos una formulacion en base a vancomicina y
sustancia X, ambas drogas aprobadas por la FDA y que poseen un costo relativamente
bajo, hace que su uso sea altamente atractivo. Es importante resaltar que para ambos
tipos de administracion de la sustancia X (intraperitoneal y oral) no se reduce a la totalidad
los casos de ICD-R. Ante lo cual, con la tecnologia presente, se puede mejorar su forma
de administracion de la formulacion al ser encapsulada en nanoparticulas, las cuales
tengan caracteristicas especificas que permita la liberacion prolongada y de forma
especifica en el intestino.
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CONCLUSIONES

Los datos presentados en este trabajo muestran varias aristas inexploradas del

mecanismo de persistencia de las esporas, en particular, nuestros datos demuestran que:

1. Vesiculas de clatrina, caveolina y macropinosomas se asocian a las esporas de C.
difficile adheridas y endocitadas, y que el uso de farmacos inhibidores de las vias
de endocitosis de clatrina, caveolina y macropinocitosis reducen la entrada de
esporas.

Las esporas de C. difficile son capaces de ingresar a células intestinales in vivo.
El uso de un inhibidor de endocitosis in vivo, reduce los cuadros clinicos de la

recurrencia de la ICD.

En consecuencia, estos hallazgos permiten establecer las bases para la comprension de
un mecanismo de persistencia de las esporas durante los cuadros de ICD y el estudio de
las vias endocitica involucradas, se traduce en una terapia efectiva para la prevencion de

los cuadros clinicos de la ICD-R
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PROYECCIONES

Considerando que la formulacion propuesta logra reducir, pero no erradicar los
cuadros de ICD-R, nosotros proyectamos realizar una optimizacion de esta formulacion,

lo que se podria realizar de la siguiente manera:

1)  Evaluar la efectividad de una combinacién de la sustancia X con otros antibioticos
utilizados en el tratamiento de C. difficile que no han sido probados en este trabajo, tales
como metronidazol, ramoplanina, y tigeciclina.

2)  Optimizar la administracién de esta formulacion, al encapsular los compuestos por

separado (antibidtico y sustancia X) en nanoparticulas de quitosano para asi permitir

una liberacion prolongada de los farmacos. Recientemente Cerchiara et al., (2015)

demostré que el encapsulamiento de vancomicina en nanoparticulas de quitosano

contribuye a proteger a vancomicina de la degradacion de enzimas digestivas, y otorga
liberacion prolongada de vancomicina. En consecuencia, el encapsulamiento en
nanoparticulas de quitosano permitiria mejorar el efecto localizado de los componentes

en el colon y permitira una liberacion prolongada.
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ANEXO

Contraste de Fase Esporas

Anexo 1. Esporas de C. difficile endocitadas no son etiquetadas por anticuerpos IgG.
Células Caco-2 fueron infectadas durante 3h con esporas de la cepa R20291 las cuales habian
sido anteriormente incubadas con SHN durante 1h. Las células fueron fijadas y bloqueadas, y
sin permeabilizar, las esporas fueron etiquetadas como se describe en Materiales y Métodos.
Las muestras fueron observadas en microscopio de epifluorescencia. La punta de flecha
indica una espora brillante en contraste de fases que no fue reconocida por anticuerpo (no
verdes), la que se considera endocitada.
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Contraste de Fase Esporas

>

IgG a- espora

ve)

IgY a- espora

Anexo 2. Todas las esporas de C. difficile R20291 son reconocidas por IgG de cabra anti-
espora e IgY de gallina anti-espora.

Esporas de la cepa R20291 fueron fijadas sobre cubreobjetos de vidrios los que previamente
habian sido tratados con poli-lisina, bloqueadas y etiquetadas por 1 h con suero de cabra anti-
espora (1:50) A) e IgY anti-espora (1:4000) B) e incubadas con anticuerpos secundarios anti
cabra e anti-IgY conjugados a Alexa Fluor 488 y visualizadas en microscopia de
epifluorescencia.

66



100+

(% Relativo)
&8 8 8

N
(=]
[

H

IgG IgY
o - espora

Esporas no fluorescentes

Anexo 3. Posiblemente anticuerpo IgY anti-espora, es capaz marcar esporas de C.
difficile R20291 internalizadas.

Células Caco-2 fueron infectadas por 3 h con esporas de la cepa R20291 como se describe en
laleyenda del Anexo 1. Esporas fueron etiquetadas con suero de cabra anti-espora 1:50, e IgY
anti espora 1:4000 por 1 h y detectados por anticuerpos secundarios anti-IgG de cabra e anti-
IgY conjugado a Alexa Fluor 488 (verde). Las muestras fueron analizadas en microscopia de
epifluorescencia, y se observo la cantidad de esporas no marcadas verdes (intracelulares).
Los valores fueron comparados con t-test. Los asteriscos indican P<0.05.
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Galectina-3 Esporas

Colocalizacion

EEA-1 Galectina-3

Anexo 4. Esporas de C. difficile R20291 se asocian a marcador de endosoma temprano
y a Galectina-3.

Células Vero fueron infectadas con esporas de la cepa R20291 las cuales fueron detectadas
mediante inmuno-indirecta con anticuerpos IgY anti-espora, y anticuerpo secundario
conjugado a Alexa Fluor 647 (mostrado en rojo). EEA-1 A) y galectina-3 B) enddgena fueron
detectadas con anticuerpos policlonales anti-EEA-1 y galectina levantados en conejo y
detectados con un anticuerpo anti-conejo conjugado a Alexa Fluor 568 (mostrado en verde).
Filamentos de actina mostrados en merged fueron detectados con faloidina conjugada a Alexa
Fluor 488 (mostrado en azul). En las zonas indicadas por cabeza de flechas se muestra que
las vesiculas se asocian alrededor de la espora en las 3 dimensiones espaciales. Las imagenes
mostradas son representativas de al menos 300 esporas analizadas. Barras 10um. C) Muestra
el porcentaje de los casos positivos de colocalizacion entre esporas de C. difficile y EEA-1 o
Galectina-3.
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Anexo 5. Criterios para determinacién de puntaje histoldgico de tejido epitelial.

Puntaje Descripciéon Valor
Sin edema 0
Edema leve con minimo (<2X) expansion submucoso 1
multifocal.
Edema moderado, con moderada (2X a 3X) expansion 2
Edema | submucoso multifocal.
Edema severo con severa (>3X) expansion submucoso 3
multifocal.
Edema severo con severa (>3X) expansion submucoso 4
difuso.
Puntaje Descripciéon Valor
Sin inflamacién 0
Inflamacion neutrofilica multifocal minima. 1
Inflamacion  neutrofilica  multifocal moderada (gran 2
Infiltracion | participacion de la submucosa.
celular | Inflamacion neutrofilica multifocal severa a coalescente | 3
(gran particion de la submucosa, con o sin implicacidon
transmural.
Inflamacion neutrofilica multifocal severa a coalescente 4
(gran particion de la submucosa con abscesos o extensa
implicacion transmural).
Puntaje Descripcion Valor
Sin cambios epiteliales 0
Minimo dano epitelial superficial multifocal (vacuolacion, 1
figuras  apoptéticas o puntas de vellosidades
atenuadas/necrosadas
Dafio Dafio  epitelial  superficial ~ multifocal = moderado 2
epitelial (vacuolacion, figuras apoptoticas o puntas de vellosidades
atenuadas/necrosadas
Dafio  epitelial multifocal severo con o0 sin 3
pseudomembranas (neutréfilos intraluminales o epitelio
desprendido en una matriz fibrinoso)
Daro epitelial multifocal severo con pseudomembranas 4

significativas o ulceracién epitelial (perdida focal completa
del epitelio)
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Anexo 6. La sustancia X no reduce el crecimiento de las células vegetativas de C. difficile
ni reduce los efectos citotdxicos de sus toxinas.

A) C. difficile fue cultivado en medio BHIS en condiciones anaerdbicas con distintas
cantidades de sustancia X, y luego de 24 h se midié la densidad dptica a 600nm. B) Células
Vero fueron tratadas por 1h con la sustancia X y luego desafiadas con sobrenadante de un
cultivo de 16 h de C. difficile R20291 o VPI. A las 20h fueron observadas bajo microscopio
invertido. El punto final del titulo fue determinado como se describe en Materiales y Métodos.
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Anexo 7. Vinculacion entre la puntuaciéon de diarreay la carga de esporas de C. difficile
en el colon de ratones infectados.

Ratones infectados por C. difficile segin se indica en leyenda de la Figura 13, fueron tratados
con la sustancia X y vancomicina o solo vancomicina. Al finalizar el ensayo, una seccion del
colon ascendente fue extraida, la cual fue mascerada y sembrada en placas TCCFA para
recuento de UFC. Valores de puntuacion de diarrea y carga de esporas en el dia de la
recurrencia (dia 12) son vinculados a cada raton.

Ratén Score diarrea Carga de UFC/g
Vancomicina (1) 2 31.000j
Vancomicina (2) 3 135.000]
Vancomicina (3) 1 14.500}
Vancomicina (4) 0 30.500]
Vancomicina (5) 1 34.500

Van+sust X (2)
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