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Resumen
Clostridioides difficile es un bacilo anaerobio estricto, Gram positivo y formador de

esporas. Es un patdégeno oportunista que coloniza el colon del hospedero cuando se
altera la microbiota intestinal favoreciendo la replicacion de esta bacteria. En este
escenario se producen dos toxinas responsables de la patogénesis, toxina A y toxina B,
siendo esta ultima el principal factor de virulencia. La TcdB, cuenta con un dominio de
unién al receptor responsable del primer paso en el proceso de intoxicacion al permitir
la unién de la toxina con los receptores de la superficie de la célula eucariota. Esta toxina
cuenta con un dominio que se encarga de inactivar las GTPasas de la familia Rho y Ras
provocando un colapso del citoesqueleto que conduce a una interrupcion de las uniones
celulares estrechas dentro del epitelio intestinal y a la pérdida de la funcién de barrera
epitelial.

C. difficile es una especie muy variable en cuanto a la distribucion genética de las
cepas que la componen y el grado de virulencia de estas. Una cepa en particular, la
cepa NAP1/027, ha demostrado un algo grado de virulencia y un potencial epidémico
incrementado. Varias caracteristicas de esta cepa han sido postuladas como
responsables de su alto grado de virulencia, entre ellas la hiperproduccién de toxinas,
una alta capacidad de esporulacion, resistencia a antibidticos y una actividad biologica
incrementada de la TcdB. En el presente trabajo nosotros hemos abordado la hipétesis
del uso diferencial de receptores para explicar esta actividad incrementada.

En este trabajo se generaron a través de la sintesis de plasmidos los dominios de
union al receptor de la cepa LIBA-5758 del genotipo NAP1/027 y de la cepa de referencia
VPI 10463, los cuales presentaron caracteristicas estructurales y biolégicas similares a
los dominios dentro de ambas TcdBs. Esta estrategia permitio la realizacién de ensayos
de citotoxicidad donde se evidencia que cada RBD generado es capaz de retrasar el
ingreso de su TcdB correspondiente pero no interfiere en el proceso de intoxicacion de
la otra TcdB. De igual forma se logré evidenciar un retraso en el proceso de glicosilacion
en la GTPasa monomérica RhoA, al aplicar cada RBD con su TcdB correspondiente en
distintas lineas celulares.

Se logroé evidenciar la especificidad de cada RBD generado con los receptores en la
superficie celular en distintas lineas celulares los cuales ademas corresponden con la
sensibilidad de estas células por cada TcdB de ambas cepas estudiadas, de forma que
se evidencia que la TcdB de la cepa NAP1/027 utiliza receptores distintos o adicionales

a los utilizados por la TcdB de la cepa de referencia VPI 10463.
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2. Introduccion

2.1. Generalidades de Clostridioides difficile

Clostridioides difficile, antes conocido como Clostridium difficile son bacilos
anaerobios estrictos, Gram positivo y formadores de esporas. Esta bacteria es la
causa mas comun de infecciones nosocomiales en los paises de alto ingreso (Chen
y Jin, 2021). Desde el afio 2000, las infecciones por C. difficile (CDI, por sus siglas
inglés) han aumentado en prevalencia y se han vuelto mas dificiles de tratar por la
adquisicion de mecanismos de resistencia a los antibidticos de eleccion (Chen et
al., 2015). En los Estados Unidos, las estimaciones del 2017 determinaron que los
pacientes con CDI son mas de 508,000 anualmente con cerca de 16,000 muertes
(Guh et al., 2020).

El espectro de enfermedades conocidas colectivamente como CDI varian en
severidad desde diarrea leve y autolimitada hasta colitis pseudomembranosa y
megacolon toxico. Esta ultima es la forma mas grave de enfermedad, consiste en
una dilatacion aguda del colon y toxicidad sistémica y a menudo conlleva a la muerte
(Awad et al., 2014).

Esta bacteria posee dos estadios, células vegetativas metabdlicamente
activas y esporas. Sus esporas son resistentes al oxigeno, al calor y a muchos

desinfectantes comerciales (Purcell et al., 2017).



2.2. Patogénesis de CDI

En un individuo sano, el microbioma humano consiste en billones de
microorganismos que trabajan en sinergia con el hospedero. Uno de los beneficios
de esta interaccion es que el hospedero recibe proteccion contra los patégenos. C.
difficile es un patégeno oportunista que coloniza el colon del hospedero cuando se
altera la microbiota intestinal, generalmente como resultado de la terapia con
antibiéticos administrada para una afeccidén no relacionada a CDI (Naggie et al.,
2011).

La alteracion de la microbiota intestinal, no solo facilita la colonizacién por
parte de C. difficile, sino que ademas facilita subsecuentes episodios de reinfeccion
por parte de la misma cepa u otras cepas de esta bacteria, al punto que entre 18 a
35% de los pacientes tratados por CDI llegan a presentar de nuevo sintomas entre
las 2 y 8 semanas después de ser tratados (Hernandez et al 2020).

Después de ingresar al hospedero en la forma de esporas, C. difficile pasa a
través del estbmago hacia el intestino delgado, donde comienza el proceso de
germinacion, y finalmente pasa a la forma de células vegetativas metabdlicamente
activas (Awad et al., 2014). Las esporas de C. difficile identifican sefales de un
ambiente favorable para la germinacion por medio de la deteccidn de acidos biliares
secundarios intestinales que se relacionan con la alteracién de la microbiota
intestinal (Khoruts et al, 2020).

La colonizacién y la proliferacion ocurren predominantemente en el ambiente

anaerobio del colon descendente. Luego esta bacteria produce toxinas, lo que



provoca dafos en los tejidos del hospedero y produce el desarrollo de la

enfermedad (Awad et al., 2014).

2.3. Locus de patogenicidad (PaLoc)

Las infecciones por C. difficile estan mediadas por toxinas, la toxina A (TcdA),
la toxina B (TcdB) y la toxina binaria (CDT) (Rupnik y Janezic, 2016). La TcdB es el
principal factor de virulencia (Di Bella et al., 2016).

Los genes que codifican por TcdA y TcdB se encuentran en el locus de
patogenicidad de 19,6 kb (PaLoc), el cual también contiene otros tres marcos de
lectura abiertos, incluida la holina E (fcdE), el regulador R (tcdR) que tiene una
funcién como factor sigma alternativo en la regulacion positiva de la expresion de
genes PalLoc y fcdC, que juega un papel importante como regulador negativo de la
produccion de TcdA y TcdB (Awad et al., 2014).

TcdA y TcdB tienen aproximadamente un 66% de similitud a nivel de
aminoacidos, lo que sugiere que las toxinas podrian haber surgido a través de un
evento de duplicacion génica. Las toxinas comparten multiples dominios
conservados, como se observa en la figura 1, entre ellos el dominio glucosil
transferasa (GTD), el dominio cisteina proteasa (CPD), una region hidrofobica (HR)

y un dominio de translocacion (TD) (Awad et al., 2014).
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Figura 1. Modelo de TcdB de C. difficile

2.4. Mecanismos de accion de TcdAy TcdB

Se ha establecido un modelo de seis pasos de cémo las toxinas llevan a cabo
la intoxicacion celular. Para la TcdB purificada de la cepa VPI 10463, se han
identificado tres receptores a nivel de las células eucariotas: el receptor de poliovirus
tipo 3 (PVRL3), el proteoglicano de sulfato de condroitina 4 (CSPG4) y ciertos
receptores Wnt de la familia frizzled (FZD1, FZD2 y FZD7) (Chung et al., 2018).
De acuerdo con lo demostrado por Chung et al., (2018), TcdBnar1 exhibe solo una
union deébil a FZD2. Debido a variaciones en los aminoacidos involucrados en la
interaccion de TcdBveicon FZD2, que no se conservan en el equivalente TcdBnap1,
también en el extremo C de TcdBwnar1, la llamada region B2' (residuos de
aminoacidos 1651-1852), representa la secuencia mas variable en comparacion con
la TcdB de referencia, lo que podria apoyar la teoria que TcdBnar1 y TcdBver utilizan
receptores diferentes o adicionales para la entrada celular (Lépez-Urefia, 2019).

Los FZD son una familia de receptores transmembrana asociados a la via de
sefalizacion Wnt. La unién de TcdB a FZD, especialmente FZD1, -2 y -7, no solo
media la entrada de toxinas, sino que también inhibe la sefializacion de Wnt, una

via que regula la autorrenovacion de las células madre del colon y la diferenciacion



del epitelio del colon. Este proceso lleva a la acumulacion severa de liquido
sanguinolento y congestion vesicular en el intestino (Chen et al., 2018).

De acuerdo con Lopez-Urena et al., (2019) la TcdB de la cepa VPI 10463
cuenta con un dominio de unién al receptor (RBD) que abarca los residuos 1349-
1811, que se observan en la figura 1 y forma parte del primer paso en el proceso de
intoxicacion al permitir la union de la toxina con los receptores de la superficie de la
célula eucariota (Di Bella et al., 2016).

En la figura 2 se observa la union del RBD a los receptores de la superficie
celular, esta unién luego desencadena la endocitosis de las toxinas, que deriva en
el trafico de las toxinas a los endosomas tempranos dentro de la célula del
hospedero. La acidificacion del compartimento endosdmico induce un cambio
conformacional en las toxinas, lo que lleva a la induccibn de un cambio
conformacional. Se hipotetiza que un dominio de translocacion hidrofdbico, ubicado
centralmente dentro de las toxinas, esta involucrado en la formacién de poros y la
insercion de las toxinas en la membrana endosémica (Tian et al., 2017).

El dominio CPD y el dominio GTD se translocan a través de la membrana
endosomica, y las toxinas se unen a la molécula derivada de la célula hospedera
hexakisfosfato de inositol (InsP6), que induce un cambio conformacional dentro del
CPD y conduce a la escision autocatalitica en un sitio ubicado entre la cisteina
proteasa y los dominios de glucosiltransferasa. Este evento de escision da como
resultado la liberacién del dominio activo glucosiltransferasa N-terminal de la toxina

en el citosol de la célula del hospedero (Tian et al., 2017).



Después de su liberacion en el citosol, las regiones N-terminales de TcdA y
TcdB inactivan una serie de proteinas celulares que pertenecen a la familia Rho de
GTPasas monoméricas, incluidas Rho A, B, C, G, Rac1-3 y Cdc42 y de la familia
Ras. Ambas toxinas son monoglucosiltransferasas e inactivan estas GTPasas a
través de la transferencia covalente de un residuo de glucosa a estas proteinas
(Gerhard et al., 2008).

Esta glucosilacion mediada por toxinas bloquea estas GTPasas en una
conformacién inactiva, lo que afecta a varias vias celulares importantes reguladas
por las mismas. La intoxicacion de las células con TcdA y TcdB conduce a una
pérdida de integridad estructural debido a la desregulacion de la despolimerizacion
de actina y una disminuciéon asociada en los niveles celulares de F-actina,
resultando en un fenotipo caracteristico de "redondeo celular" que normalmente
precede a la caspasa-3 y la apoptosis celular mediada por la caspasa-9 (Awad et

al., 2014).
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Figura 2. Modelo molecular de la intoxicacion celular ejercido por las toxinas
de C. diffficile. Incluye 1. Unién del RBD a los receptores de la superficie celular, 2.
Endocitosis de las toxinas, 3. Trafico de las toxinas a los endosomas tempranos
dentro de la célula del hospedero, 4. Acidificacion del compartimento endosémico
induce un cambio conformacional en las toxinas, 5. Liberacién del dominio activo
glucosiltransferasa N-terminal de la toxina en el citosol de la célula del hospedero y
6. Las regiones N-terminales de TcdB inactivan proteinas de la familia Rho de

GTPasas monoméricas. Fuente: Chen et al., (2015).

2.5. Efecto citopatico y citotoxico

El colapso del citoesqueleto conduce a una interrupcion de las uniones
celulares estrechas dentro del epitelio intestinal y a la pérdida de la funcion de
barrera epitelial. Colectivamente, estos efectos inducen un aumento de la
permeabilidad intestinal y acumulacion de liquido que posteriormente se manifiesta
como diarrea, un sintoma distintivo de CDI (Awad et al., 2014).

TcdB también es capaz de inducir la produccion de especies reactivas de
oxigeno, a concentraciones altas, lo que lleva a la muerte celular por un mecanismo
necrotico (LaFrance et al., 2015).

La produccion de multiples citocinas proinflamatorias como IL-8, IL-12, IL-18,
IL-18, interferon y (INF vy), factor a de necrosis tumoral (TNFa), asi como
neuropéptidos, provocan el inicio de una respuesta inflamatoria profunda. Es
probable que esta respuesta desemperfie un papel importante en la gravedad del

dano al tejido del hospedero que ocurre durante la infeccion. La respuesta



proinflamatoria mediada por toxinas también es otra caracteristica importante de

CDI (Awad et al., 2014).

2.6. Variabilidad del PaLoc

Las cepas de C. difficile muestran una heterogeneidad significativa. Las
cepas pueden ser agrupadas de acuerdo con distintos métodos de tipificacion
(ribotipo, electroforesis en gel de campo pulsado, toxinotipo, entre otros). Segun la
secuencia del PalLoc a la cepa de referencia VPI 10463 se ha categorizado como el
toxinotipo 0, respecto a la tipificacion por enzimas de restriccion denominado
toxinotifipicacion (Rupnik, 2008). Todas las cepas que tienen PaLoc que difieren de
este se han asignado a uno de los 34 toxinotipos variantes, designados por numeros
romanos del | — XXXIV, (Rupnik y Janezic, 2016). Dentro de esa variabilidad hay
cepas con diferente grado de virulencia.

A partir de esto se ha podido distinguir las cepas hipervirulentas,
pertenecientes al toxinotipo Il las cuales han sido clasificadas a través de distintos
meétodos como la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) en el tipo 1y por
la ribotipacion por PCR en el ribotipo 027. Por lo que generalmente se denomina
NAP1/027.

Los cambios en el PaLoc observados en estos toxinotipos variantes son
inserciones, deleciones y mutaciones puntuales. Las consecuencias de cambios
importantes en el PaLoc son la ausencia de produccion de una o ambas toxinas, la
produccion de toxinas con propiedades alteradas o la hiperproduccion de toxinas

(Connor, Johnson & Gerding, 2009).



Entre los métodos de clasificaciéon de las distintas cepas se encuentra el
PFGE que fue uno de los primeros métodos de tipificacion molecular descritos para
C. difficile, se trabaja con enzimas de restriccion que cortan el genoma completo.
Se utiliza la enzima Smal que genera de 7 a 15 fragmentos de restriccion que van
de 10 a 1.100 kbp, o la enzima Sacll que genera de 10 a 20 fragmentos en el mismo
rango de tamafo, a partir de los perfiles de banda se pueden analizar las cepas que
con 80% de similitud en el patron de banda generalmente se consideran como un
solo pulsotipo. América del Norte utiliza NAP y numero de tipo para la designacion

de pulsotipos (Janezic & Rupnik, 2010).

También existe el método por ribotipado por PCR se basa en la amplificacion
de la region espaciadora intergénica (ITS) entre 16S y 23S rDNA. Debido a que este
operon esta presente en varias copias en el genoma de C. difficile y las copias
también difieren en la longitud de ITS, un solo cebador puede dar como resultado
un patron de bandas que van desde 200 a 700 pb. Las bandas generalmente se
visualizan en un gel de agarosa. Una sola diferencia de banda representa un nuevo

ribotipo (Janezic & Rupnik, 2010).

Por su parte los estudios filogendmicos que utilizan la tipificacion de
secuencias multilocus (MLST por sus siglas en inglés) y la comparacion gendmica
completa de cepas de C. difficile han identificado 6 clados principales. Las cepas
que causan enfermedades humanas se encuentran dentro de todos los clados, lo
que indica que, a pesar de la amplia diversidad genética, existe un gran grupo de

cepas de C. difficile potencialmente patdégenas que contienen loci de virulencia (Lim,
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et al., 2014). La produccion de toxinas varia segun el clado; el mas divergente, C-I,
no produce ni toxina binaria, ni las dos toxinas principales, la toxina Ay la TcdB. Las
cepas pertenecientes a los clados 2, 3 y 5 producen toxina binaria, mientras que la
mayoria de los genotipos dentro de los clados 1-3 producen toxinas A y B. El clado
4 es en gran parte no toxico, excepto por las cepas de toxinotipo VIII ST37 y ribotipo

017 que solo producen TcdB (Elliott et al., 2014).

2.7. Cepas del genotipo NAP1/027

Las cepas de NAP1/027 se han extendido ampliamente en los ultimos afos.
Estas cepas han sido responsables de brotes epidémicos graves en todo el mundo.
En el caso de los hospitales a lo largo de Estados Unidos se informé de un aumento
en el numero de casos graves de CDI entre 2001 y 2003; se determind que estos
correspondian a CDI asociada a la cepa NAP1/027. Esto fue seguido por brotes de
CDI en 2003—-2004 y luego en 2004—-2005, en Reino Unido. Posteriormente, se han
seguido documentado casos causados por NAP1/027 en Estados Unidos, Canada
y humerosos paises europeos, (Killgore et al., 2008).

En el caso de Costa Rica entre 2009 y 2010, se produjo un brote de C. difficile
en un hospital de atencion terciaria. En un estudio preliminar realizado con una
coleccién parcial de aislamientos de este brote, se informé la presencia del genotipo
NAP1/027. Posteriormente se determind la presencia en dicho brote de un genotipo
emergente altamente resistente a las fluoroquinolonas con una delecion en tcdC

similar a las cepas NAP1/027. Este genotipo fue clasificado como una variante de
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C. difficile con alto potencial de virulencia, y fue denominado NAPcr (Quesada-

Gbémez et al., 2015).

2.8. Cepas hipervirulentas y virulentas

Los fenotipos de las cepas hipervirulentas e histéricas de C. difficile
presentan diferencias fenotipicas importantes ya que C. difficile NAP1/027 produce
mas toxinas y esporula con mayor eficiencia que las cepas historicas y son
resistentes a las fluoroquinolonas debido a mutaciones en los genes de la ADN
girasa (Lanis et al., 2010).

Ademas, los aislamientos de la cepa NAP1/027 producen una proteina
TcdBnar1, que se ha demostrado que es mas citotdéxica y muestra un tropismo tisular
mas amplio que la TcdB producido por cepas histéricas. Estas diferencias
fenotipicas pueden permitir que la TcdB de la cepa NAP1/027 (TcdBnar1) inflija dafio
mas grave y generalizado al hospedero después de la infeccion con estas cepas
particulares de C. difficile (Awad et al., 2014).

Lanis et al. (2010) sugirieron que el aumento del potencial citotoxico de TcdBnar1
se explica por su capacidad para ingresar a las células blanco mas rapidamente y
en una etapa mas temprana de la endocitosis y por el hecho de que el
autoprocesamiento ocurre de manera mas eficiente en TcdBnapr1. Esta toxina sufre
cambios conformacionales hidrofébicos a un pH mas alto que la toxina de la cepa
clasica, y esto se correlaciona con una entrada celular mas rapida.

Los primeros estudios de Stabler et al., (2009) mostraron que las TcdBs de las

cepas NAP1/027 exhiben una variacion significativa en su secuencia en
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comparacién con las TcdB producidas por cepas clasicas no epidémicas. Luego en
ensayos con pez cebra y ratones, se sugiri6 que TcdB de cepas de C. difficile
NAP1/027 es mas citotoxica que TcdB de cepas clasicas.

Lopez-Urena et al. (2019) compararon a las dos toxinas, TcdBvriy TcdBnart en
diferentes pasos de la intoxicacion, determinando que el autoprocesamiento y los
sustratos modificados son iguales. Contrario a Lanis et al. (2010 y 2012), que
sugirieron que el aumento del potencial citotdxico de TcdBnar1 se explica por su
capacidad de ingresar a las células objetivo mas rapidamente, en una etapa mas
temprana de la endocitosis y que el autoprocesamiento ocurre de manera mas
eficiente en TcdBnap1.

Al inyectar ambas toxinas en el modelo de asa ligada se observé que in vivo
TcdBnap1 €es mas potente que TcdBvei. También utilizaron una toxina variante de
NAP1/027 previamente reportada que difiere solo en el dominio de
glucosiltransferasa (TcdBnariv) para hacer el experimento de competencia donde
se vio que existen diferencias en la utilizacion y unién de factores de entrada en las
células del hospedero (Lopez-Ureia et al.,2019).

En el caso de otras bacterias se ha visto una relacion directa en el efecto que
poseen sus receptores con respecto a la actividad biolégica como es en el caso del
estudio realizado por Etxaniz et al. (2019), donde las toxinas adenilato ciclasa (ACT)
de Bordetella pertussis pueden diferir en su potencia con base en variaciones de la
interaccion toxina-célula. Esta toxina utiliza su dominio C-terminal, el cual se
encarga de interactuar con la membrana celular del hospedero, para formar poros

en las células que conduce a la lisis celular, pero al aplicar iguales concentraciones
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de una toxina mutante que no posee ese dominio C-terminal, las toxinas también
formaron poros, pero estos fueron reparables por la célula infectada y no conducen
a la lisis celular.

También existe una similitud de cerca del 71% entre la TcdB de C. difficile y la
toxina letal de C. sordelli, a pesar de esto no utiliza ni los receptores FZD ni CSPG4,
en su lugar se une a semaforinas, de una forma similar a la que utiliza la TcdB de la
cepa de referencia VPI10463 con los receptores FZD (Chen y Jin, 2021).

En estudios realizados sobre la estructura de la TcdB, existen cerca de un 8%
de variacion entre las secuencias de cepas virulentas e hipervirulentas, esta
diferencia parece generar un impacto sobre la actividad y patogénesis de la TcdB,
alterando la capacidad de unidon a receptores de estas. Entre las diferencias
detectadas se encuentra la sustitucion de un residuo de fenilalanina por una serina,
lo que podria significar la perdida de la capacidad de union a receptores FZD, que
si tiene la TcdB de la cepa de referencia (Chen y Jin, 2021).

Por lo tanto, se propone la hipétesis que TcdBnar1 utiliza receptores diferentes o
adicionales para ingresar a las células, lo que proporciona una posible explicacion

de su mayor actividad biolégica.

2.9. Justificacion

C. difficile causa enfermedades gastrointestinales graves, que pueden
incluso llevar a la muerte, y es la causa mas importante de diarrea adquirida en los
hospitales en muchos paises, o que supone una carga economica considerable

para los sistemas de salud (Carter et al., 2015).
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Se ha determinado que existen diferencias biolégicas en la actividad de las
toxinas B entre las cepas clasicas (VPI1 10463) y cepas hipervirulentas (NAP1/027).
De igual forma existen diferencias en las secuencias de los dominios de unién al
receptor de las toxinas B entre ambas cepas (Lépez-Urefa et al., 2019).

Las variaciones de secuencia en uno o mas de los dominios funcionales de
TcdB podrian explicar las diferencias en la citotoxicidad entre aislados histéricos e
hipervirulentos (Lanis et al., 2010).

Hay evidencias preliminares de que las toxinas B de cepas virulentas e
hipervirulentas utilizan un receptor diferente de union a las células en el intestino de
mamiferos (Lopez-Urena et al., 2019). Entonces, este trabajo pretende contribuir a
entender si en efecto el receptor es diferente.

Ante esto se plantea como pregunta de trabajo: ¢se utilizan receptores
diferentes entre cepas virulentas e hipervirulentas, de forma que las toxinas B de C.
difficile presenta actividad bioldgica diferente en modelos de patogenicidad?

2.10. Hipétesis

Las toxinas B de la cepa clasica VPI 10463 de Clostridioides difficile y de la
cepa hipervirulenta, LIBA-5758 del genotipo NAP1/027, usan distintos receptores
de membrana para ingresar a la célula lo cual explicaria las diferencias en el efecto
biolégico en modelos de virulencia de ambas toxinas.

2.11. Objetivo general
Determinar si las diferencias en el efecto bioldgico de las las toxinas B de las
cepas VPI 10463 y NAP1/027 de C. difficile esta relacionado con los receptores que

utilizan para para reconocer su célula blanco.
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2.12. Objetivos especificos

2.13.1. Obtener mediante ingenieria genética los dominios de union al receptor de
las toxinas B, de las cepas VPI 10463 y NAP1/027

2.13.2. Determinar si las toxinas B de las cepas VPI 10463 y NAP1/027 utilizan
receptores diferentes mediante experimentos de competencia con los RBD
recombinantes.

2.13.3. Determinar si el patrén de union de los dominios de unién al receptor en

cultivos celulares de las toxinas B para ambas cepas de C. difficile es diferente.
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3. Metodologia
3.1 Generacién del dominio de unién al receptor recombinante

3.1.1. Recombinacién de vectores

Se realizo la extraccion de ADN gendmico de C. difficile de acuerdo con la
metodologia propuesta por Sim et al., (2015), con el fin de amplificar los dominios
de uniodn al receptor de las toxinas B de ambas cepas utilizando los primers que se
disefiaron especificamente para la cepa LIBA-5758 del genotipo NAP1/027 (5'-
GGAAGGTGGCTCAGGTCATA-3 y 3-TTGTTTCTCCGACTGAAGCA-5") y para la
cepa VPI 10463 (ATGGAAGGTGGTTCAGGTCA y
CGCCTACAGTCACAAATCCA).

Estos dominios se clonaron en vectores PCR8GW (Invitrogen) y se
transfirieron a plasmidos pDest17 (Invitrogen) con el fin de obtener en el mismo
marco de lectura una fusion con una secuencia codificante para seis residuos de
histidina, estos se expresaron en células competentes top 10 para generar un stock
de bacterias que se pudieran conservar a -80°C, luego los plasmidos se extrajeron
con el kit QlAprep spin miniprep de QIAGEN, para producir proteinas recombinantes
con células BL21Al de E.coli.

A partir de cultivos en medio liquido con ampicilina, se indujo la produccion
de los RBDs con L-Arabinosa, para luego purificarlos por columnas de resina
quelante de niquel (Ni-NTA) y almacenadas en alicuotas de 1 ml para su posterior
uso.

Se midio la concentracion de proteina de cada alicuota y se determind la

pureza por medio de SDS-PAGE, y se realiz6 Western blot para confirmar la
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identidad de las proteinas obtenidas, utilizando anticuerpos que reconocen los

residuos de histidina que acompanan los RBD.

3.1.2. Sintesis de plasmidos

Se disend mediante bioinformatica la secuencia optimizada de aminoacidos
que codifica por el RBD de ambas cepas, los cuales se sintetizaron en plasmidos
pET30a+, unidos a una secuencia que codifica por seis residuos de histidina
localizada en el extremo N terminal. Estas secuencias se enviaron a un servicio de
sintesis de plasmidos (GenScript USA Inc.). A partir de estos plasmidos se
transformaron células BL21 DE3.

A partir de cultivos en medio liquido con kanamicina, se indujo la produccion
de estos dominios con IPTG, los cuales fueron purificadas con de columnas de
resina quelante de niquel (Ni-NTA). Se realiz6 una ultrafiltracion para reemplazar el
imidazol, del medio en el que se encuentran los RBD, por PBS al 1%.

Se midio la concentracion de proteina de cada alicuota y se determind la
pureza por medio de SDS-PAGE, ademas se analizaron las proteinas obtenidas
medio de espectrometria de masas en tandem las proteinas obtenidas, al Instituto

Clodomiro Picado, para confirmar la identidad de estas.

3.2 Produccién de TcdBs
Se sigui6 la metodologia propuesta por Yang et al., (2008), para la expresion

y purificacion de la holotoxina TcdB de C. difficile a partir de Bacillus megaterium, a
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partir de cultivos en medio liquido con tetraciclina. Para esto, se indujo la produccién
de las proteinas con xilosa, las cuales fueron purificadas con de columnas de resina
quelante de niquel (Ni-NTA). Se realizé una ultrafiltracion para remplazar el imidazol
del medio en el que se encuentran las proteinas con 20mM Tris y 150 mM NaCl a
pH 7,5.

Se midi6 la concentracion de proteina de cada alicuota y se determind la
pureza por medio de SDS-PAGE. Ademas, se analizaron las proteinas obtenidas
medio de espectrometria de masas en tandem las proteinas obtenidas, al Instituto

Clodomiro Picado, para confirmar la identidad de estas.

3.3 Ensayos de citotoxicidad

Se utilizaron células HeLa, CHO y 3T3 confluentes, cultivadas en placas de
96 pocillos, a las que se les aplicaron RBD recombinantes y luego de incubarlas por
30 minutos a 4 °C, se intoxicaron con TcdB de las diferentes cepas y se realizaron
diluciones seriadas. El porcentaje de células redondas en cada pocillo se evaluo de
forma visual con un microscopio 6ptico invertido, cada hora durante un periodo de
4 horas. Para obtener el porcentaje de efecto citopatico a lo largo del tiempo.
También se realizaron un control para cada experimento en el que se aplico solo la

toxina y solo el RBD utilizado.

3.4 Ensayos de modificacion de sustrato
Se utilizaron células CHO y 3T3 confluentes, cultivadas en placas de 24

pocillos, a las que se les aplicaron 13 nM de RBDvri 0 9 nM de RBDnap1 Yy luego de
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incubarlas por 30 minutos se intoxicaron con 11 pM TcdB de las diferentes cepas,
en las mismas concentraciones que se utilizaron en los experimentos de
citotoxicidad. Se obtuvieron lisados celulares, se separaron las proteinas lisadas en
geles de SDS-PAGE al 10% vy luego se transfirieron a membranas de PVDF para
hacer Western blot.

La glucosilacion de Rho A se determind con anticuerpos monoclonales
(ab54835, Abcam, Cambridge, UK), que no reconocen las isoformas modificadas,
anti-Rho A. Como control se detecté actina con anti-actina de conejo (A2066;

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

3.5 Marcaje fluorescente de proteinas

Los RBD purificados fueron marcardos fluorescentemente mediante los kits:
FluoReporter® FITC Protein Labeling de invitrogen y el kit Alexa Fluor ® 647
Microscale Protein Labeling (Invitrogen). Lo cual generé un conjugado con las
aminas primarias de cada proteina, pero ambas metodologias produjeron una
fluorecencia muy tenue.

También, se realizé marcaje de RBD purificados con el kit EZ-Link™ Sulfo-
NHS-LC-BiotinylationThermo Scientific) que generd un conjugado entre biotina con
las aminas primarias de cada proteina. Las proteinas biotiniladas a su vez se unen
a estreptavidina, la cual puede estar conjugada a Alexa Fluor 546. Todos los
marcajes se llevaron a cabo en células confluentes de CHO, 3T3 y Hela, con
portaobjetos de vidrio, en placas de 24 pocillos y se observaron en un microscopio

de fluorescencia.
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3.6 Ensayo de competencia de union a receptores

En células 3T3 confluentes, cultivadas en placas de 24 pocillos con slides de
vidrio, se aplicaron 1,25 yM RBDvei marcado con biotina y se compitieron con RBD
sin marcar de VPI110463 y de NAP1/027 y para esto se emplearon estos ultimos 10
y 15 veces mas concentrado, (12.55 uM y 18.75 pM). Se utilizé estreptavidina con
Alexa Fluor 546 en una dilucion 1:100. Los cambios en el aumento o disminucion
de la fluorescencia se observaron en un microscopio de fluorescencia.

El mismo procedimiento se realiz6 en células CHO confluentes, cultivadas en
placas de 24 pocillos con slides de vidrio, pero con concentraciones distintas. Para
lo cual, se aplicaron 3.04 yM de RBDnapt marcado con biotina y se compitieron con
RBD sin marcar de VP110463 y de NAP1/027 10 y 15 veces mas concentrado, (30.4
MMy 45.6 uM).

Para ambos experimentos se realizaron controles aplicando solo la
estreptavidina con Alexa Fluor 546, sin los RBDs biotinilados para detectar cualquier

sefal de fondo que se pudiera obtener.
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4.Resultados

4.1 Generacion de los dominios de union al receptor por recombinacion de
vectores

Para poder determinar si las cepas VPI10463 y la cepa LIBA-5758 que se
indica como NAP1/027 utilizan receptores distintos para ingresar a las células se
empezo por tratar de generar el dominio de union al receptor de ambas cepas por
medio de recombinacion de vectores. Dicha técnica consistio en la amplificacion de
ambos segmentos de los RBD al disefar imprimadores que abarcaran la region de
interés y que ademas le agregaran seis histidinas en el extremo N terminal. Los
productos se analizaron mediante un gel de agarosa al 1,5%, de forma que se
observaron bandas correspondientes a 2068 pares de bases para la cepa VPI
10463 y 2123 pares de bases para NAP1/027. Estos productos de PCR se clonaron
en vectores PCR8GW, para luego ser recombinados a plasmidos pDest17.

A partir de estos plasmidos se realizé una PCR con otros imprimadores para
determinar que la direccion de los dominios RBD se hubieran insertado
correctamente en el plasmido, la comprobacion de ambas cepas se dio por medio
de un gel de agarosa al 1,5% donde se detectaron bandas de 876 pares de bases
para el plasmido con el segmento de VPI 10463 y de 1034 pares de bases para el
segmento de NAP1/027.

Se generaron células competentes BL21Al para ser transformadas con los
plasmidos pDest17 con los dominios de interés, las cuales fueron cultivadas en
medio LB y se indujo la produccion de las proteinas de interés con L-Arabinosa,

para ser detectadas por medio de la técnica de Western blot, utilizando anticuerpos
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que se unieran a la cadena de seis histidinas. Las proteinas correspondientes a el
dominio de unién al receptor tanto para TcdBnapt como para TcdBvei no fueron

detectadas por los anticuerpos (figura 3).
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Figura 3. Generacion de RBDve por recombinacion de vectores. A y B) Se
disefaron plasmidos a partir de las secuencias que se encuentran en amarillo, que
amplifican para la region del RBD que se encuentra marcado en verde. C) Para
llevar a cabo la clonacion del segmento de interés en un vector PCR8GW se
amplificé la secuencia por PCR, D) Se recombiné la secuencia en un vector pDest17
utilizado para transformar células BL21Al y producir la proteina de interés. E) Se
realizd el analisis por Western blot, para identificar las proteinas de interés,
utilizando anticuerpos para histidina, la flecha indica el lugar esperado de la proteina
RBDvei (76.516 kDa) y la proteina RBDnapt (78.551 kDa) que estan ausentes en

este proceso.

En el caso de ambas cepas el disefio de imprimadores viables en cuanto a
marco de lectura y temperatura para hacer los PCRs implicé la amplificacion de
segmentos mayores al dominio de interés, tanto corriente arriba como corriente

debajo de la secuencia (figura 3A 'y 4A).
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Figura 4. Generacion de RBDnap1 por recombinacion de vectores. A y B) Se
disefaron plasmidos a partir de las secuencias que se encuentran en amarillo, que
amplifican para la region del RBD que se visualizan marcado en verde. C) Para
llevar a cabo la clonacion del segmento de interés en un vector PCR8GW se
amplificé la secuencia por PCR, D) Se recombiné la secuencia en un vector pDest17

utilizado para transformar células BL21Al y producir el RBD de interés.

4.2 Generacion de los dominios de union al receptor por sintesis de
plasmidos

Al no lograr obtener los resultados esperados por la metodologia de
recombinacidn de vectores, se realizo la sintesis de plasmidos para generar los RBD
de cada cepa. A partir de la secuencia de aminoacidos se diseid la secuencia
optimizada de codones para producir los RBD en un vector pET-30a+, de forma que
se produjeran la secuencia de aminoacidos de cada RBD con seis histidinas en el

extremo amino terminal (Fig. 5y 7)
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Figura 5. Generacién de RBDnap1 por sintesis de plasmidos. A y B) Se sintetizé
la secuencia correspondiente al segmento del RBDnap1, a partir de la secuencia de
aminoacidos se genero la secuencia optimizada de nucleétidos. C) Se sintetizo la
secuencia de interés en el plasmido pET30a+ con la que se transformaron células
BL21DE3 para la produccion de las proteinas correspondientes al RBDnap1.

El plasmido generado se utilizé para transformar células BL21 DE3, las
cuales se crecieron en volumenes de 1 litro de medio de cultivo y adquirieron por
medio del plasmido resistencia a kanamicina. A partir de los lisados obtenidos se
realizé la purificacidon de los RBD de interés por medio de columnas de afinidad. Las
alicuotas obtenidas se ultrafiltraron para eliminar el imidazol presente y se corrieron
en gel de SDS-Page al 10% y luego la banda de interés (Fig. 9C) fue cortada del
gel y analizada por espectroscopia MS/MS en el Instituto Clodomiro Picado Twight
de la UCR, esto permitio analizar las secuencias con respecto a los aminoacidos de

la toxina correspondiente (Fig. 6)
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MSLVNRKQLEKMANVRFRVQEDEYVAILDALEEYHNMSENTVVEKYLKLKDINSLTDIYIDTY

KKSGRNKALKKFKEYLVTEVLELKNNNLTPVEKNLHFVWIGGQINDTAINYINQWKDVNSDY

NVNVFYDSNAFLINTLKKTIVESATNDTLESFRENLNDPRFDYNKFYRKRMEITYDKQKNFINY
YKTQREENPDLIIDDIVKIYLSNEYSKDIDELNSYIEESLNKVTENSGNDVRNFEEFKGGESFK
LYEQELVERWNLAAASDILRISALKEVGGVYLDVDMLPGIQPDLFESIEKPSSVTVDFWEMVK
LEAIMKYKEYIPGYTSEHFDMLDEEVQSSFESVLASKSDKSEIFSSLGDMEASPLEVKIAFNS

KGIINQGLISVKDSYCSNLIVKQIENRYKILNNSLNPAISEDNDFNTTTNAFIDSIMAEANADNG

RFMMELGKYLRVGFFPDVKTTINLSGPEAYAAAYQDLLMFKEGSMNIHLIEADLRNFEISKTNI
SQSTEQEMASLWSFDDARAKAQFEEYKKNYFEGSLGEDDNLDFSQNTVVDKEYLLEKISSL
ARSSERGYIHYIVQLQGDKISYEAACNLFAKTPYDSVLFQKNIEDSEIAYYYNPGDGEIQEIDK
YKIPSIISDRPKIKLTFIGHGKDEFNTDIFAGLDVDSLSTEIETAIDLAKEDISPKSIEINLLGCNMF
SYSVNVEETYPGKLLLRVKDKVSELMPSISQDSIIVSANQYEVRINSEGRRELLDHSGEWINK
EESIIKDISSKEYISFNPKENKIIVKSKNLPELSTLLQEIRNNSNSSDIELEEKVMLAECEINVISN
IDTQVVEGRIEEAKSLTSDSINYIKNEFKLIESISDALYDLKQQNELEESHFISFEDILETDEGFSI
RFIDKETGESIFVETEKAIFSEYANHITEEISKIKGTIFDTVNGKLVKKVNLDATHEVNTLNAAFF
IQSLIEYNSSKESLSNLSVAMKVQVYAQLFSTGLNTITDAAKVVELVSTALDETIDLLPTLSEGL
PVIATIIDGVSLGAAIKELSETSDPLLRQEIEAKIGIMAVNLTAATTAIITSSLGIASGFSILLVPLAG
ISAGIPSLVNNELILRDKATKVVDYFSHISLAESEGAFTSLDDKIMMPQDDLVISEIDFNNNSITL
GKCEIWRMEGGSGHTVTDDIDHFFSAPSITYREPHLSIYDVLEVQKEELDLSKDLMVLPNAP

NRVFAWETGWTPGLRSLENDGTKLLDRIRDNYEGEFYWRYFAFIADALITTLKPRYEDTNIR]
NEBSHERSFIVPVITTEYIREKLSYSFYGSGGTYALSLSQYNMNINIELNENDTWVIDVDNVVR

DVIESBRIRKGDLIEN|L SKISIEDNKIILDNHEINFSGTLNGGNGFVSLTFSILEGINAVIEVDLL
SKSYKVISEERKT. MANSNSVQQKIDNISENSEBGRNIPY SFMDDKGKENGFINCSTKEGEE
VSEESDYAISK ' Y MDNSKPLFGYCSNDLKDVK KD DVIINIGERDDIKISLSFTIQDENTI
KENEVNEDENGVABIER - MNKKGSTNTSDSLMSFLESMNIK SIEINSEOSNINL LDTNFIISGT
TSIGQFEFICDK DNNIGENEIRFNTL E T FINENRQONMIVEPNYDLDDSGDISSTVINFSQK
YLYGIDSCVNKY

IISPNIYTDEINITPIYEAN INININDLSI
BEIVISTDEENKVSQVKIRETNVEKGNTISDKISFN ISTETPSYYVEGLLNY

DLGLISLYNEKFYINNFGMMVSGLVYINDSLYYFKPPIKNLITGFTTIGDDKYYFNPDNGGAAS
VGETIIDGKNYYFSQNGVLQTGVFSTEDGFKYFAPADTLDENLEGEAIDFTGKLTIDENVYYF
GDNYRAAIEWQTLDDEVYYFSTDTGRAFKGLNQIGDDKFYFNSDGIMQKGFVNINDKTFYF
DDSGVMKSGYTEIDGKYFYFAENGEMQIGVFNTADGFKYFAHHDEDLGNEEGEALSYSGIL
NFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGISIINDGKYYFNDSGIMQIGFVTI
NNEVFYFSDSGIVESGMQNIDDNYFYIDENGLVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAV
EYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFDPETKKAYKGINVIDDIKYYFDENG
IMRTGLITFEDNHYYFNEDGIMQYGYLNIEDKTFYFSEDGIMQIGVFNTPDGFKYFAHQNTLD
ENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

Figura 6. Péptidos detectados en la muestra purificada de RBDnap1, analizado
por MS/MS. La secuencia de aminoacidos corresponde a la toxina completa, el
texto subrayado es el segmento del RBD y los péptidos encontrados estan
resaltados en amarillo y rojo, en verde se encuentran los segmentos donde se da

traslape entre péptidos.
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Como se observa en la figura 6, todos los segmentos detectados por el
analisis protedmico se encuentran dentro de la region que corresponde con el
RBDnap1.

En el caso de la produccion y purificacion de la region del RBDvpi, también
se genero un plasmido para transformar células eucariotas BL21 DES3, las cuales se
crecieron en volumenes de 1 litro de medio de cultivo. A partir de los lisados
obtenidos se realizé la purificacion de las proteinas de interés por medio de
columnas de afinidad.

Las alicuotas obtenidas se ultrafiltraron para eliminar el imidazol presente y
se corrieron en gel de SDS-Page al 10% y luego la banda de interés (Fig. 9C) fue
cortada del gel y analizada por espectroscopia MS/MS en el Instituto Clodomiro
Picado Twight de la UCR, esto permitié analizar las secuencias con respecto a los

aminoacidos de la toxina correspondiente (Fig. 8)
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ATGAATTGGTCACACCCCCAATTTGAAAAATCGAGCGGCTCCTCTGGCGGTCATCACCATCACCACCACGGCGGTAGCGGCGGTAGCGGCAG
CACGAATATTCGTATTAACTTGGACTCTAACACCCGTAGCTTCATCGTTCCGATTATTACGACCGAATATATCCGCGAAAAACTGAGCTACAGCT
TCTACGGTAGCGGTGGCACCTATGCACTGTCCTTGTCCCAATATAACATGGGTATTAATATTGAGCTGTCTGAGAGCGACGTGTGGATTATCGA
CGTTGATAACGTCGTGCGCGATGTGACTATTGAATCTGACAAAATTAAGAAGGGCGATCTGATTGAAGGTATTCTCTCGACGCTATCTATCGAG
GAAAATAAAATCATCCTGAATAGCCACGAGATCAACTTTAGTGGTGAGGTTAACGGCTCCAACGGCTTCGTGTCTCTGACTTTTTCCATCCTCGA
GGGTATCAACGCGATTATTGAGGTCGATCTGTTATCCAAAAGCTACAAGCTGCTTATCAGCGGAGAACTGAAGATACTGATGCTGAACAGCAAT
CATATTCAGCAGAAAATCGATTATATTGGTTTTAACTCCGAACTGCAAAAAAATATACCGTACTCTTTCGTGGACTCAGAGGGTAAAGAAAATGG
CTTTATCAACGGTTCTACCAAAGAGGGTCTGTTTGTCTCCGAGCTGCCTGATGTGGTGTTGATCAGCAAAGTGTATATGGATGATAGCAAACCG
AGCTTTGGTTACTACAGCAATAACCTGAAAGACGTTAAAGTAATCACCAAGGACAACGTGAACATCTTGACCGGTTATTACCTTAAGGATGATAT
CAAGATCTCTCTGAGTTTGACCTTACAGGATGAGAAGACCATTAAGTTGAATAGCGTTCATCTGGACGAATCGGGCGTGGCCGAAATTCTGAAA
TTCATGAATCGTAAAGGTAACACCAATACCAGCGACTCACTGATGAGCTTCCTGGAGAGTATGAATATTAAGTCTATCTTTGTTAATTTCCTGCAA
AGCAACATCAAGTTTATCCTGGATGCGAACTTCATTATTTCCGGCACCACGAGCATCGGCCAGTTTGAATTTATTTGTGATGAGAACGACAATAT
CCAACCGTACTTCATCAAGTTCAACACTTTGGAGACGAATTATACCTTATACGTTGGTAACCGTCAGAATATGATTGTGGAACCGAATTATGATCT
GGACGACAGCGGTGACATTAGCAGCACCGTTATCAACTTCAGCCAGAAGTACCTGTACGGCATCGATAGCTGCGTTAACAAGGTCGTGATCTC
CCCGAACATTTATACCGATGAGATCAACATCACCCCGGTTTATGAAACCAACAACACATACCCGGAAGTGATTGTCCTGGATGCGAACTACATTA
ACGAAAAGATCAACGTGAACATTAATGACTTGTCTATCCGCTATGTTTGGAGCAATGACGGCAACGACTTTATCCTGATGAGCACCAGCGAGGA

AAACAAAGTTTCGCAAGTTAAGATCCGTTTTGTGAATGTGTTCAAAGACAAAACCCTTGCTAACAAGCTGTCCTTCAACTTCTCGGACAAGCAGG
ATGTTCCGGTTAGCGAGATCATTTTGTCCTTCACGCCAAGCTACTAC
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Figura 7. Generacion de RBDvpi por sintesis de plasmidos. A yB) Se sintetizo la
secuencia correspondiente al segmento del RBDnap1, estos utilizaron la secuencia
de aminoacidos para generar la secuencia optimizada de nucledtidos. C) Se
sintetizd la secuencia de interés en el plasmido pET30a+ con la que se
transformaron células BL21DE3 para la produccion de las proteinas

correspondientes al RBDnap1.

En ambos casos los fragmentos detectados por espectrometria MS/MS se
encuentran dentro de las secuencias de aminoacidos que corresponden a cada

RBD.
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MSLVNRKQLEKMANVRFRTQEDEYVAILDALEEYHNMSENTVVEKYLKLKDINSLTDIYIDTYK
KSGRNKALKKFKEYLVTEVLELKNNNLTPVEKNLHFVWIGGQINDTAINYINQWKDVNSDYNV
NVFYDSNAFLINTLKKTVVESAINDTLESFRENLNDPRFDYNKFFRKRMEIIYDKQKNFINYYKA
QREENPELIIDDIVKTYLSNEYSKEIDELNTYIEESLNKITQNSGNDVRNFEEFKNGESFNLYEQ
ELVERWNLAAASDILRISALKEIGGMYLDVDMLPGIQPDLFESIEKPSSVTVDFWEMTKLEAIM
KYKEYIPEYTSEHFDMLDEEVQSSFESVLASKSDKSEIFSSLGDMEASPLEVKIAFNSKGIINQ
GLISVKDSYCSNLIVKQIENRYKILNNSLNPAISEDNDFNTTTNTFIDSIMAEANADNGRFMMEL
GKYLRVGFFPDVKTTINLSGPEAYAAAYQDLLMFKEGSMNIHLIEADLRNFEISKTNISQSTEQ
EMASLWSFDDARAKAQFEEYKRNYFEGSLGEDDNLDFSQNIVVDKEYLLEKISSLARSSERG
YIHYIVQLQGDKISYEAACNLFAKTPYDSVLFQKNIEDSEIAYYYNPGDGEIQEIDKYKIPSIISDR
PKIKLTFIGHGKDEFNTDIFAGFDVDSLSTEIEAAIDLAKEDISPKSIEINLLGCNMFSYSINVEET
YPGKLLLKVKDKISELMPSISQDSIIVSANQYEVRINSEGRRELLDHSGEWINKEESIIKDISSKE
YISFNPKENKITVKSKNLPELSTLLQEIRNNSNSSDIELEEKVMLTECEINVISNIDTQIVEERIEE
AKNLTSDSINYIKDEFKLIESISDALCDLKQQNELEDSHFISFEDISETDEGFSIRFINKETGESIF
VETEKTIFSEYANHITEEISKIKGTIFDTVNGKLVKKVNLDTTHEVNTLNAAFFIQSLIEYNSSKES
LSNLSVAMKVQVYAQLFSTGLNTITDAAKVVELVSTALDETIDLLPTLSEGLPIIATIIDGVSLGAA
IKELSETSDPLLRQEIEAKIGIMAVNLTTATTAIITSSLGIASGFSILLVPLAGISAGIPSLVNNELVL
RDKATKVVDYFKHVSLVETEGVFTLLDDKIMMPQDDLVISEIDFNNNSIVLGKCEIWRMEGGS
GHTVTDDIDHFFSAPSITYREPHLSIYDVLEVQKEELDLSKDLMVLPNAPNRVFAWETGWTPG
LRSLENDGTKLLDRIRDNYEGEFYWRYFAFIADALITTLKPRYEDTNIRINEBSEERSFIVPITTE
YIREKLSYSFYGSGGTYALSLSQYNMGINIELSESDVWIIDVDNVVR BNIESBRIRKGDL EGIL
STLSIEENKIILNSHEINFSGEVNGSNGFVSLTFSILEGINSIENDEESKS YKL L ISGELKIEMENS

NEI@EKIDYIGFNSELQKNIPY EEVBSEEBRENGFINGSTKEGLEVSENBDYNSKY Y MDDSKP
SFGYYSNNLKDVKVINKDNVNIEEYNEKDDIK SL SLTLQDEKT | K ENSYHEDESESVAEIEK- VN
RKGNTNTSDSLMSFLESMN IKSIENNEESSNIKEF L DANFIISGTTSIGQFEFICDENDNIQPYFIK
ENTLETNYTLYVGNRONNIVERNVPEDDSERISSIVINESEKY Y G!DSCVNKINISENINGIDEI
NIIBVEINNTYPEVIVLDANYINEKINNVNINBDESIRY VWSNDGNDFILMSTSEENKVSQVKIRE
ERNVERDKTLANKLSFNFSDKQDVENSEIESEIBSNN - DGLIGYDLGLVSLYNEKFYINNFGMM
VSGLIYINDSLYYFKPPVNNLITGFVTVGDDKYYFNPINGGAASIGETIIDDKNYYFNQSGVLQT
GVFSTEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHYFS
PETGKAFKGLNQIGDYKYYFNSDGVMQKGFVSINDNKHYFDDSGVMKVGYTEIDGKHFYFA
ENGEMQIGVFNTEDGFKYFAHHNEDLGNEEGEEISYSGILNFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLE
DGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGFVTINDKVFYFSDSGIIESGVQNIDDN
YFYIDDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETG
WIYDMENESDKYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMQF
GYINIEDKMFYFGEDGVMQIGVFNTPDGFKYFAHQNTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRYYF
TDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

Figura 8. Péptidos detectados en la muestra purificada de RBDvpi, analizado
por MS/MS. La secuencia de aminoacidos corresponde a la toxina completa, el
texto subrayado es el segmento del RBD y los péptidos encontrados estan
resaltados en amarillo y rojo, en verde se encuentran los segmentos donde se da

traslape entre péptidos.
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Como se observa en la figura 8, todos los segmentos detectados por el
analisis protedmico se encuentran dentro de la region que corresponde con el
RBDve!.

Todas las alicuotas purificadas y ultrafiltradas fueron cuantificadas por el método de
Bradford para obtener la concentracion molar de cada alicuota. Lo mismo se realizé
con las toxinas utilizadas.

En el caso de las toxinas se contaba con lotes producidos en 2017, con la
metodologia indicada por Lopez-Urena, (2019), de las TcdBnap1, TcdBnaptv y la
TcdBvei recombinante producida a partir de B. megaterium (Fig. 9 A 'y B) y

conservados a -80°C.
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Figura 9. Analisis electroforético de toxinas B y RBDs de diferentes cepas de
C. difficile purificadas. A) gel SDS-PAGE 7.5% TcdBvei 10463 (270 kDa) y
TcdBnapt (270 kDa), también se observan los TcdAvei y TcdAnapt que no fueron
usados en este trabajo. B) gel SDS- PAGE 7.5% TcdBvri. C) gel SDS- PAGE 10%
RBDvpi (62 kDa) y RBDnap1 (61 kDa).

En el caso de la TcdBvpi también se produjo un lote durante el 2021, el cual
fue escalado a un volumen de 3 litros medio de cultivo. El lisado obtenido fue
purificado por medio de una columna de afinidad y se analizé por medio de SDS-
PAGE, para luego cortar la banda de peso esperado (Fig. 9B) y analizarla por
espectroscopia MS/MS en el Instituto Clodomiro Picado Twight de la UCR, todos los
péptidos detectados se compararon con la secuencia de aminoacidos

correspondiente a la TcdBvei (Fig. 10).
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MSLVNRKQLEKMANVRFRTQEDEYVAILDALEEYHNMSENTVVEKYLKLKDINSLTDIYIDTYKK
SGRNKALK KERENINIEVEERRNNNEIRVERN L HFVWIGGQINDTAINYINQWK BNINSBNNVIVE
NDSNARBINIERE 1V ESAINDTLESFRENLNDP REBNNKEERKRMEIIYDKQKNFINY Y < HEIREE

NEEBIDBIVE Y _SNEYSKEIDELNTYIEESLNKITQNSGNDVRNFEEFKNGESFNLYEQELVER

INEAAASEIER | SALKEIGGMYLDVDMLPGIQPDLFESIEKPSSVTVDFWEMTKLEAIMKYKEYIR

EYTSEHFDMLDEEVQSSFESVLASKSDKSEIFSSLGDMEASPLEVKIAFNSKGIINQGLISVKDSY

CSNLIVKQIENRYKILNNSLNPAISEDNDFNTTTNTFIDSIMAEANADNGRENINIEEEK Y LRVGFFP

DVKTTINLSGPEAYAAAYQDLEMFKE GSMNIHLIEADLRNFEISKTNISQSTEQEMASLWSFDDA

REKAGREENRRNY FEGSLGEDDNLDFSQNIVVDKEYLLEKISSLARSSERGYIHYIVQLQGDKIS
NIEDSEIAYYYNPGDGEIQEIDKYKIPSIISDRPKIKETEIGHGKDEF

NTDIFAGFDVDSLSTEIEAAIDLAKEDISPKSIEINLLGCNMFSYSINVEETYPGKLLLKVKDKISEL
MPSISQDSIIVSANQYEVRINSEGRRELLDHSGEWINKEESIIKDISSKEYISFNPKENKITVKSKN
MLTECEINVISNIDTQIVEER| LI
ESISDALCDLKQQNELEDSHFISFEDISETDEGFSIRFINKETGESIFVETEKTIFSEYANHITEEIS
KIKGTIFDTVNGKLVKKVNLDTTHEVNTLNAAFFIQSLIEYNSSKESLSNLSVAMKVQVYAQLFST
GLNTITDAAKVVELVSTALDETIDLLPTLSEGLPIIATIIDGVSLGAAIKELSETSDPLLRQEIEAKIGI
MAVNLTTATTAIITSSLGIASGFSILLVPLAGISAGIPSLVNNELVLRDKATKVVDYFKHVSLVETEGV
FTLLDDKIMMPQDDLVISEIDFNNNSIVLGKCEIWRMEGGSGHTVTDDIDHFFSAPSITYREREES
INDVEEVOREEEDESKDLMVLPNAPNRVFAWETGWTPGL
RYFAFIADALITTLKPRYEDTNIRINEDSNIRSFIVPIITTEYIREKLSYSFYGSGGTYALSLSQYNM
GINIELSESDVWIIDVDNVVRDVTIESDKIKKGDLIEGILSTLSIEENKIILNSHEINFSGEVNGSNGF
VSLTFSILEGINAIIEVDLLSKSYKLLISGELK|INENSNEIBERIDYIGFNSEEQKNIPYSFVDSEGK

ENGFINGSTKEGERVSERRDVVIISK Y MDDSKPSFGYYSNNLKDVKVITKDNVNILTGYYLKDDI

KISLSLTLQDE K IKENSVEEDESGVABIERF INRKGNTNTSDSLMSFLESMNIKSIFVNFLQSNIK
FILDANFIISGTTSIGQFEFICDENDNIQPYFIK EIEETNNIENR QN M VEPNYDLDDSGDIS

STVINFSQKYLYGIDSCVNKVVISPNIYTDEINITPVYETNNTYPEVIVLDANYINEKINVNINDLSIR

IRFVNVFKDKTLANKESENESBEQDVPVSEIILSFTPSYY
EDGLIGYDLGLVSLYNEKFYINNFGMMVSGLIYINDSLYYFKPPVNNLITGFVTVGDDKENENEIN
LIIDENIY

GEGAASIGETIIDBKNYYFNQSGVLQTGVFSTEDGFKYFAPANTEDENEEGEAIDETGK
YFDDNYRGAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKNNENSDEVIMBR G \/SINDNKHY

FDDSGVMKVGYTEIDGKHFYFAENGEMQIGVFNTEDGFKYFAHHNEDLGNEEGEEISYSGILNE
DLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGFVTINDK

VFYFSDSGIIESGVQNIDDNYFYIDDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVR
VGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYENPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFE
NNNYYFNENGEMQF GYINIEDKMFYFGEDGVMQIGVFNTPDGF K iESEENIIDENEESESINN

IEWEDEBERR Y Y F TDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

Figura 10. Péptidos detectados en la muestra purificada de TcdBvei
recombinante, analizado por MS/MS. Los péptidos encontrados estan resaltados
en amarillo y rojo, en verde se encuentran los segmentos donde se da traslape entre
péptidos.

Como se observa en la figura 10, todos los segmentos detectados por el
analisis protedmico se encuentran distribuidos en la secuencia de aminoacidos

correspondiente a la TcdBve.
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4.3. Ensayos de citotoxicidad

Para determinar si las toxinas B de las cepas VPI| 10463 y NAP1/027 utilizan
receptores diferentes se realizaron experimentos de competencia con los RBD
recombinantes. Se inici6 ensayando el redondeo celular obtenido en diferentes
lineas celulares eucariotas al aplicar cada RBD, antes de aplicar cada toxina. En
todos los casos también se realizo un control aplicando solamente la toxina (Fig. 11
y 12). También se observo que la aplicacion de cada RBD por si solo no generaba

ningun efecto de redondeo celular (CPE).
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Figura 11. Titulacion de TcdBvri en presencia de RBDveiy RBDnar1, luego de 4

horas.

Al aplicar la TcdBvpi se logran obtener un efecto similar en las cepas Hela y

3T3.
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Figura 12. Titulacion de TcdBnap1 en presencia de RBDveiy RBDnar1, luego

de 4 horas.

Al aplicar la TcdBnap1 se logran obtener un efecto mayor al de la TcdBvei sobre
las mismas lineas celulares en el mismo tiempo de incubacion.

Se aplicaron en las diferentes lineas celulares: CHO, Hela y 3T3, cada una de
las toxinas que se habian producido TcdBvei (cuadro 2 y 3), TcdBnapt (cuadro 4) y
TcdBnaptv (Cuadro 5), para determinar si habia un retraso en el redondeo celular al
aplicar un RBD correspondiente a la toxina y si se necesitaba igual o mayor cantidad
de toxina para observar el mismo efecto que en las células eucariotas a las que no

se pre-incub6 con ningun RBD.
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Cuadro 1. Promedio de TcdBvri (pM) capaz de inducir 50% CPE en ausencia o

presencia de los RBDs indicados luego de 4 horas en diferentes lineas celulares.

Linea RBDve D.E. RBDnapt D.E. Sin RBD D.E
celular

Hela 0,94 0,62 0,04 0,03 0,04 0,03
CHO 1,64 1,27 0,016 0,03 0,016 0,03
3T3 1.93 1,7 0,08 0,03 0,08 0,03

*D.E.=Desviacion Estandar

Cuadro 2. Promedio de TcdBnapt (pM) capaz de inducir 50% CPE en ausencia

o presencia de los RBDs indicados luego de 4 horas en diferentes lineas celulares.

Linea RBDnap1 D.E. RBDvpi D.E. Sin RBD D.E.

celular

Hela 0,00033 4X10* 8,4 X107 1X108 8,4 X107 1X106
CHO 0,00683 0,008 0,000033 0 0,000033 0

3T3 0,013 0 0,00035 4X10% 0,00035 4X10%

*D.E.=Desviaciéon Estandar
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Cuadro 3. Promedio de TcdBnaptv (pPM) capaz de inducir 50% CPE en ausencia

o presencia de los RBDs indicados luego de 4 horas en diferentes lineas celulares.

Linea RBDnNap1 D.E. RBDvpi D.E. Sin RBD D.E.
celular
Hela 0,0049 0 0,000106 0,0001 0,000106 1X103

CHO 0,002456 0,003 3,2 X10° 4X10° 3,2 X106 4X10°

3T3 1,96 0 0,0049 0 0,0049 0

*D.E.=Desviacion Estandar

Con la aplicacion de las diferentes toxinas se observa en todos los
experimentos la utilizacion de una mayor cantidad de toxina en las células
eucariotas que se incubaron con el RBD correspondiente a la toxina utilizada, para
obtener el mismo efecto que en las células que no se incubaron con ningun RBD.
De acuerdo con los resultados obtenidos las células Hela y 3T3 necesitan 24% mas
de la TcdBvei para obtener resultados iguales en las células cuando se utiliza el

RBDve, respecto a las células sin ningun RBD.

4.4 Ensayos de modificacion de sustrato

Para determinar si los RBD eran capaces de bloquear la unién de la TcdB de
las diferentes cepas de C. difficile a los receptores en la superficie celular de
diferentes lineas celulares eucariotas por un método independiente al anteriormente

utilizado, se determiné el efecto de glicosilacion de la proteina RhoA. Para este
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proceso se incubaron diferentes lineas celulares con los RBDs recombinantes antes
de aplicar la TcdB, se generaron lisados de las células a diferentes tiempos y se
detecto la presencia de RhoA sin glicosilar por medio de Western blot. Para esta
deteccidn se utilizaron anticuerpos que detectan la proteina Rho solamente cuando
se encuentra sin glicosilar.

Se utilizé la linea celular 3T3 con 0.013 pM de la TcdBnapt (Fig. 13 B), para
determinar si el RBDnap1 era capaz de retrasar la glicosilacion de RhoA y se utilizd
la linea celular CHO con 0.009 pM de la TcdBvei. En ambos casos se utilizé la
presencia de actina como control de que cada pozo se habia cargado con la muestra
para realizar el Western blot.

De forma que se logra observar (Fig 13), que al aplicar uno de los TcdBs
utilizados, esta entra en la celula y glicosila a la proteina RhoA, en ambos casos se
logra observar la presencia de una banda al aplicar el RBD correspondiente al
mismo TcdB.

También, al avanzar la incubacion ese efecto de bloqueo que genera cada
RBD disminuye, por lo que en ambos casos se evidencia una disminucién
considerable de las bandas detectadas entre los 90 y los 120 minutos. Mientras que
al aplicar un RBD contrario al TcdB con el que se incubaron las células fue posible
detectar una concentracion menor de las proteinas RhoA, en comparaciéon con los
pozos control o en los que se aplicé un RBD que si lograra bloquear la toxina.

Se eligio utilizar la TcdBvpi con la linea celular 3T3 y la TcdBnap1 con la linea

celular CHO, debido a que cada una presenta una mayor afinidad de unién a los
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receptores en la superficie celular, de acuerdo con lo reportado por Lopez- Urefa,

(2019).
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Figura 13. Determinacion de competencia entre RBD recombinantes y las
respectivas toxinas mediante ensayo de glicosilacién de Rho. A) Células CHO
se incubaron con RBDvri y RBDnNap1 antes de incubarlas con 11 pM de la TcdBve.
Posteriormente se lisaron las células y se analizaron por Western blot utilizando un
anticuerpo que detecta la proteina RhoA, pero no su forma glicosilada. Se utilizd
como control células a las que no se aplicé toxina ni RBD B) Células 3T3 se
incubaron con RBDvpri y RBDnap1 antes de incubarlas con 11 pM de la TcdBnap1, para
obtener lisados que fueron analizados por Western blot utilizando un anticuerpo que
detecta la proteina RhoA, pero no su forma glicosilada. Se utilizé como control

células a las que no se aplicé toxina ni RBD.

4.5 Marcaje fluorescente de los dominios de unién al receptor

Para determinar un patrén de union a las diferentes lineas celulares se aplico
cada uno de los RBD generados los cuales se unieron covalentemente a biotina y
se aplico estreptavidina unida a un fluorocromo para poder visualizar la unién a los
receptores de cada linea celular. Debido a que el fluorocromo esta unido a la
estreptavidina y no directamente al RBD se realizaron controles para determinar el
ruido de fondo de la sefal fluorescente (Fig.14). De forma que fue posible
determinar que existia union de estos RBDs marcados a la superficie celular en
todas las lineas celulares que se probaron y ademas la unién de ambos RBDs se
dan de forma similar en las células Hela, pero hay un notable aumento en la union
entre el RBDvpi con los receptores de la superficie en las células 3T3 y entre el

RBDnap1 con los receptores de la superficie en las células CHO.



VPI 1:20 Sin RBD Nap1:20

Hela

3T3

CHO

Figura 14. Determinacion de la unién de RBDs de las toxinas B de distintas
cepas de C. difficile a diferentes lineas celulares. Se incubaron las distintas

lineas celulares con los RBD biotinilados, para revelar la union de estos se utilizé
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estreptavidina-Alexa Fluor 546, lo que permitié observar los RBDs que se unieron a
receptores en la superficie de las células eucariotas, como fluorescencia verde,
coloreada digitalmente. Los nucleos se marcaron con Hoesht que se observa con

fluorescencia azul.

4.6 Ensayo de especificidad de la unién a receptores

Para determinar si el aumento de la senal fluorescente al unir cada RBD con lineas
celulares, puede interpretarse como la presencia de mayor numero de receptores
superficiales para ese RBD, se probd la especificidad de estos receptores. Para
esto, se realizaron ensayos de competencia aplicando cada RBD sin biotinilar en
mayores concentraciones antes de aplicar los RBD marcados para determinar si
habia cambios en la fluorescencia al incubar las células. En el caso de que estos
RBD tuvieran preferencia por un receptor, al competir contra su mismo RBD sin
marcar se deberia ver una disminucion significativa de la fluorescencia, lo que no
ocurriria si no se tuviera una especificidad hacia los receptores en la superficie de
las distintas lineas celulares.

En primer lugar, se aplic6 el RBDvei en distintas concentraciones junto al RBDvei
biotinilado, en células 3T3, (Fig. 15) lo que generd una disminucion evidente de la
sefal fluorescente, mientras que al aplicar el RBDnap1 N0 tuvo ningun efecto
observable sobre la fluorescencia percibida. Se realizé en ambos casos controles,
sin los RBDs, solo con el conjugado de estreptavidina- fluorocromo, para determinar

el ruido de fondo de la sefial fluorescente, debido a que el fluorocromo esta unido a
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la estreptavidina y no directamente al RBD y asi obtener la fluorescencia por la unién

del conjugado con la superficie celular.

RBD VPI-
Biotina/RBD
RBD VPI- Nap1 10X
Biotina/ RBD
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RBD VPI- Sin RBD
Biotina
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Biotina/ RBD ..
VPI 15X Biotina/RBD
Nap1 15X
Sin RBD
RBD VPI-
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Figura 15. Determinacién de la especificidad de la unién de los RBDs de las
toxinas B de C. difficile en la linea células 3T3. Se incubaron las células 3T3 con
los RBDvpi biotinilados junto con concentraciones mayores de los RBDvpiy RBDnap1
sin biotina, para revelar la especificidad de la union de estas proteinas se utilizd
Estreptavidina- Alexa Fluor 546, color verde, coloreada digitalmente, lo que permitié
observar los RBDs que se unieron a receptores en la superficie de las células 3T3.
Para cada concentracion probada se realizé un control positivo y un control negativo

independiente.

Luego se realizaron ensayos de competencia aplicando cada RBD sin
biotinilar en mayores concentraciones antes de aplicar los RBDnap1t marcados para
determinar si habia cambios en la fluorescencia al incubar las células CHO (Fig.16),
lo que generd una disminucién evidente de la sefal fluorescente, mientras que al
aplicar el RBDvpisin marcar, no tuvo ningun efecto observable sobre la fluorescencia
percibida, en ninguna de las dos concentraciones que se probaron. Se realizé en
ambos casos controles para determinar el ruido de fondo de la sefal fluorescente,

debido a que el fluorocromo esta unido a la estreptavidina y no directamente al RBD.
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RBD Nap1- RBD Nap1-Biotina/
Biotina/ RBD RBD Nap1 10X
VPI 10X P

Sin RBD

RBD Nap1-
Biotina

RBD Nap1- RBD Nap1-Biotina/
Biotina/ RBD RBD Nap1 15X
VPI 15X

RBD Nap1-

Biotina Sin RBD

Figura 16. Determinacién de la especificidad de la unién de los RBDs de las

toxinas B de C. difficile en la linea células CHO. Se incubaron las células CHO
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con los RBDnap1 biotinilados con concentraciones mayores de los RBDvpri y RBDnNap1
sin biotina, para revelar la especificidad de la union de estas proteinas se utilizd
Estreptavidina- Alexa Fluor 546, color verde, coloreada digitalmente, lo que permitié
observar los RBDs que se unieron a receptores en la superficie de las células CHO.
Para cada concentracion probada se realizé un control negativo y un control positivo

independiente.

En ambos experimentos (Fig. 15 y 16) se pierde la senal fluorescente al
aplicar RBD biotinilado en competencia con el RBD de la misma cepa, lo que no

ocurre en ninguna de las concentraciones probadas al aplicar el otro RBD.
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5. Discusion

La hipotesis que se manejo durante este trabajo es que la TcdBnap1 de C.
difficile utiliza receptores distintos o adicionales a los de la TcdBvei para ingresar a
la célula y empezar el proceso de intoxicacién. Para poder realizar metodologias
que confirmaran o descartaran esta hipotesis se empezd por generar los RBDs ya
que al tener solo este segmento de cada toxina resulto sumamente util para
desarrollar distintas metodologias planteadas, donde se podia trabajar directamente
con los receptores en distintas lineas celulares eucariotas.

Obtener altas cantidades de una proteina especifica directamente de fuentes
nativas a menudo es un desafio. Para superar este obstaculo se suele aprovechar
los sistemas de expresidn heterélogos clonando genes en vectores artificiales
disefados para operar dentro de células facilmente cultivables, como Escherichia
coli, que suele ser la primera opcion para la expresion de muchas proteinas
heterdlogas debido al vasto conocimiento sobre su genética, bioquimica y biologia
molecular. Dentro de las ventajas de emplear este tipo de vectores estan que las
manipulaciones genéticas son sencillas, los cultivos se obtienen de manera facil y
econdmica, y muchas proteinas extrafas son bien toleradas y pueden expresarse
en niveles altos (Kielkopf et al., 2021).

Para realizar la recombinacion de vectores se amplificd directamente la secuencia
nucleotidica original de C. difficile, para luego ser introducida sin alteraciones en E.
coli para producir cada proteina. En este escenario los RBDs esperados no pudieron
ser detectadas por Western blot al finalizar cada purificacion. Caso contrario la

sintesis de plasmidos, gener6 cada RBD esperado a partir de una secuencia
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optimizada. Sin embargo, los codones que la originaban eran distintos por lo que el
obtener o no los RBDs no dependia de su plegamiento sino de la transcripcion de
sus respectivos codones para generar estos dominios. Como lo indica Hia y
Takeuchi (2020), el codigo genético tiene 61 codones que generan 20 aminoacidos
diferentes, por lo que hay distintos codones que actian como sinénimos para
generar el mismo aminoacido. Debido a que las mutaciones sinbnimas no afectan
la identidad del aminoacido codificado, originalmente se pensé que no tenian
consecuencias para la funcién de la proteina o la aptitud de cada organismo. Sin
embargo, el andlisis de secuencia comparativa revelé una distribucidon no aleatoria
de codones sindbnimos en genes de diferentes organismos. Cada organismo parece
preferir un conjunto diferente de codones sobre otros; que se conoce como sesgo
de codon (Quax et al., 2015). Por lo que estos codones sinbnimos no son
completamente equivalentes y existen diferencias en la frecuencia de los codones
que confieren diferentes tasas de traduccion y, generan una presién de seleccion
para mantener ciertas proporciones entre los codones sinénimos, (Hia y Takeuchi,
2020).

De forma que, los codones Optimos se decodifican mas rapido y de manera
mas eficiente que sus contrapartes no optimas, lo que afecta la eficiencia de
traduccién de las transcripciones. Como la eficiencia de la traduccion es modulada
por la composicion de codones de la transcripcion, las transcripciones enriquecidas
con codones Optimos se traducen de manera mas eficiente que las enriquecidas

con codones no 6ptimos (Hia y Takeuchi, 2020). Cada una de las razones anteriores
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podrian explicar que no se logré obtener las proteinas esperadas al utilizar la

secuencia original de C. difficile directamente en E. coli.

Desde una perspectiva economica, el sintetizar un plasmido de novo requiere
una alta inversion econdmica. Dicho costo podria ser justificable al comparar en el
caso de la recombinacién de vectores, el tiempo utilizado, los reactivos, equipo y
mano de obra calificada podria tener un costo mayor.

Se considera exitosa la obtencion de ambos RBDvei y RBDnapt Ya que en
ambos casos se logra que las proteinas obtenidas mimifiquen el dominio nativo de
cada proteina al ser funcionales y unirse a los receptores en la superficie de
diferentes lineas celulares.

Al generar ambos RBDs por medio de la sintesis de plasmidos no se logré una
purificacion completamente efectiva ya que se obtuvieron distintas bandas en los
geles de agarosa al 10% pero la banda de mayor intensidad en todos los casos se
encontré sobre el marcador de 55 kDa, lo que corresponde con el tamafo esperado
de cada proteina, 62 kDa para el RBDvpi y 61 kDa para el RBDnap1.

De igual forma se puede afirmar que estos RBDs producidos presentan una
actividad bioldgica compatible con los RBD de las toxinas B completos ya que por
si mismos no generan un proceso de intoxicacion, pero si son capaces de competir
contra su propia toxina completa. La competencia de estos RBD contra su propia
toxina se evidencia durante el retraso en el redondeo de las diferentes lineas
celulares durante los ensayos de citotoxicidad y también al generar un retraso en el

proceso de glicosilacion de RhoA. En ambos casos se evidencié que este efecto de
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bloqueo de los receptores se presenta al utilizar cada RBD contra su toxina
completa correspondiente pero no ocurre al utilizar la toxina completa de la otra
cepa.

También este efecto de cada RBD sobre su toxina se evidencia en la detencion
temporal que ocurre en la glicosilacion de la GTPasa monomérica Rho A, lo que
determina un claro retraso en el ingreso de la toxina a la célula. Estos RBD
eventualmente se desligan a los receptores de la superficie celular ya que se logra
la entrada de la toxina en la célula, o que genera la glicosilacion de las proteinas
Rho, que dejan de ser detectadas por el anticuerpo. Esto indica que los RBDs
utilizados unicamente generan un retraso en el proceso de uniéon de su toxina
correspondiente y no un bloqueo permanente de los receptores en la superficie
celular. De acuerdo con Schorch et al., (2014) el segmento de unién a receptores
de superficie de distintas toxinas glicosilantes de varias especies de clostridios,
tienen la capacidad de generar endocitosis en las células a las que se unen, lo que
podria explicar el eventual inicio de la intoxicacion observado en los experimentos
de este trabajo.

También fue posible demostrar la union de estos RBD generados con la
superficie de distintas lineas celulares, al marcarlos con biotina. Durante los distintos
ensayos se evidencié una constancia en los resultados con controles negativos
donde la ausencia del RBD genera un cambio evidente en la fluorescencia que se
detecta con respecto a los controles positivos que incluyen RBDs biotinilados de

cualquiera de las dos cepas utilizadas.
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De igual forma durante los ensayos de fluorescencia fue posible detectar una
diferencia en la sensibilidad de la unién de los RBDvri y RBDnapt generados que
coincide con lo descrito por Lépez-Urefia (2019), en cuanto a la sensibilidad de las
toxinas B correspondientes de cada cepa de C. difficile. De forma que fue evidente
lo indicado por Lépez-Urefia (2019), que la TcdByypi es capaz de generar redondeo
celular de forma mas eficiente en células 3T3, ya que de acuerdo con lo observado
en este trabajo se da una mayor uniéon de los RBDnap1 a la linea celular CHO y la
union de los repvei a la linea celular 3T3. Lo que no se logra observar en la linea
celular Hela, ya que ambos RBDs parecen tener una sensibilidad similar a los
receptores en la superficie de estas células.

Como se menciond en parrafos anteriores cada uno de los RBDs utilizados
presenta un efecto competitivo sobre su propia toxina, pero no sobre la otra, esto
se evidencia en los ensayos de citotoxicidad donde hay un evidente retraso en el
redondeo celular que ocurre en todas las lineas celulares utilizadas.

Todas las evidencias obtenidas ayudan a confirmar que la TcdBnap1 utiliza
receptores adicionales o completamente distintos a los que utiliza la TcdBvei. De
hecho, en ambos casos se obtienen resultados similares a los controles que no
utilizan RBD del todo, de forma que estos no estan interfiriendo con el proceso de
intoxicacion al utilizar toxinas distintas al RBD. Incluso se necesita aplicar
concentraciones mayores de la toxina correspondiente al RBD utilizado para
obtener porcentajes de redondeo similares a los del experimento control, esto es

aplicable a ambas toxinas B y todas las lineas celulares utilizadas, debido a que la
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toxina debe competir con cada RBD para poder unirse a los receptores en la
superficie celular.

También fue posible asociar la sensibilidad de cada linea celular con respecto
a la cantidad de receptores en la superficie celular como se menciond
anteriormente la linea celular CHO es mas sensible a la TcdBnap1 y parece
relacionarse con una mayor cantidad de receptores a nivel de su superficie, como
se observo al aplicar los RBDnapt con biotina- estreptavidina -Alexa Fluor 546.
También se evidencia una cantidad mucho menor de receptores que se unen a los
RBDvri en esta linea celular. Caso contrario ocurre en la linea celular 3T3 que
parece tener mayor numero de receptores en su superficie para los RBDvei. Como
se ha evidenciado en el trabajo de Pan et al., (2021), las diferentes lineas celulares
presentan diferentes niveles de expresion de CSPG4 y FZD en la superficie
celular.

Se ha probado que la TcdB de la cepas hipervirulentas no reconoce las
proteinas Frizzled, por el remplazo de una cisteina 2232 por una tirosina en la
secuencia de la toxina, como si ocurre con la TcdB VPI (Chung et al., 2018). De
forma que se podrian asociar los resultados obtenidos en este trabajo con el uso
de receptores adicionales para el ingreso en la célula de las toxinas de ambas
cepas.

Lo cual coincide con lo expuesto por Chen et al., (2021), que demostraron que
tanto las cepas virulentas como hipervirulentas utilizan el receptor CSPG4 para
ingresar en células intestinales de ratones. Aunque a diferencia de las proteinas

Frizzled, los homdlogos CSPG4 estdan menos conservados entre los distintos
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animales. Por ejemplo, la identidad de la secuencia primaria entre CSPG4 humano
y Cspg4 de hamster es solo del 84,5%. Por lo que las toxinas pueden tener
diferentes afinidades hacia CSPG4 de diferentes animales, como es el caso de
CHO y 3T3, se derivaron de diferentes fuentes animales (Pan, et al.,2021).
También se ha presentado al receptor TFPI como uno de los receptores
utilizados por las cepas hipervirulentas de C. difficile para ingresar a las células
(Lou et al, 2022), mientras que se ha demostrado que la toxina clasica también

utiliza el receptor PVRL3, para ingresar a las células (LaFrance, et al., 2015).
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6. Conclusiones

En conclusion, se disefiaron los RBDnapt y RBDvei con la estrategia de
sintesis de plasmidos que generd los dominios que se esperaba estructuralmente.
Estos dominios se comportan bioldgicamente con las caracteristicas esperadas de
un RBD.

De igual forma se logré confirmar la hipotesis que la TcdBnapt de C. difficile utiliza
receptores distintos o adicionales a los utilizados por la TcdBvpi para su union a la
célula blanco y posterior efecto citopatico.

Estos RBD podrian utilizarse para continuar comprendiendo el proceso de
intoxicacion de las toxinas TcdB en distintas lineas celulares. Ademas, se puede
llevar a cabo la union de estos a tejidos para poder determinar si existe un patrén
de unién e intensidad a diferentes tipos de células.

También se podrian clonar estos RBDs directamente unidos a una GFP o a
una peroxidasa para facilitar su uso en ensayos como ELISA o Western blot,

ademas de la deteccidn en tejidos.
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Anexo 1. Cuantificacion de RBDs utilizados

68

Concentracion Molar

Muestra Concentracion (ug/ml)

(UM)

RBDnap1 del 14/12/20 2103,63 33,9
RBDnap1 del 11/01/21 3550,21 57,30
RBDnap1 del 22/01/21 9396,68 151,65
RBDnap1 del 01/02/21 4122,82 66,54
RBDnap1 del 09/02/21- 1 3533,61 57,03
RBDnap1 del 09/02/21-2 3811,62 61,52
RBDnap1 del 17/02/21 -1 4093,78 66,07
RBDnap1 del 17/02/21-2 3878,01 62,59
RBDnap1 del 08/06/21 1498,55 24,19
RBDnap1 del 16/06/21 3767,27 60,80
RBDnap1 del 23/06/21 2974,96 48,01
RBDnap1 del 29/06/21 3699,04 59,70
RBDvpi del 14/12/20 2374,95 38,7
RBDvei del 11/01/21 3014,94 48,60
RBDvpi del 22/01/21 8081,33 130,27
RBDvri del 01/02/21 221411 35,69
RBDvpi del 09/02/21- 1 3525,31 56,83
RBDvpi del 09/02/21-2 4019,09 64,79
RBDvei del 17/02/21 -1 3313,69 53,42



RBDvri del 17/02/21-2

RBDvri del 08/06/21

RBDvri del 16/06/21

RBDvri del 23/06/21

RBDvri del 29/06/21

3861,41
1187,01
1561,91
2717,89

3510,52

62,24
19,13
25,18
43,81

56,59
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Anexo 2. Secuencia optimizada utilizada para la sintesis del plasmido del
RBDvepi
ATGAATTGGTCACACCCCCAATTTGAAAAATCGAGCGGCTCCTCTGGCGGTC
ATCACCATCACCACCACGGCGGTAGCGGCGGTAGCGGCAGCACGAATATTC
GTATTAACTTGGACTCTAACACCCGTAGCTTCATCGTTCCGATTATTACGACC
GAATATATCCGCGAAAAACTGAGCTACAGCTTCTACGGTAGCGGTGGCACCT
ATGCACTGTCCTTGTCCCAATATAACATGGGTATTAATATTGAGCTGTCTGAGA
GCGACGTGTGGATTATCGACGTTGATAACGTCGTGCGCGATGTGACTATTGA
ATCTGACAAAATTAAGAAGGGCGATCTGATTGAAGGTATTCTCTCGACGCTAT
CTATCGAGGAAAA
TAAAATCATCCTGAATAGCCACGAGATCAACTTTAGTGGTGAGGTTAACGGCT
CCAACGGCTTCGTGTCTCTGACTTTTTCCATCCTCGAGGGTATCAACGCGATT
ATTGAGGTCGATCTGTTATCCAAAAGCTACAAGCTGCTTATCAGCGGAGAACT
GAAGATACTGATGCTGAACAGCAATCATATTCAGCAGAAAATCGATTATATTG
GTTTTAACTCCGAACTGCAAAAAAATATACCGTACTCTTTCGTGGACTCAGAG
GGTAAAGAAAATGGCTTTATCAACGGTTCTACCAAAGAGGGTCTGTTTGTCTC
CGAGCTGCCTGATGTGGTGTTGATCAGCAAAGTGTATATGGATGATAGCAAAC
CGAGCTTTGGTTACTACAGCAATAACCTGAAAGACGTTAAAGTAATCACCAAG
GACAACGTGAACATCTTGACCGGTTATTACCTTAAGGATGATATCAAGATCTC
TCTGAGTTTGACCTTACAGGATGAGAAGACCATTAAGTTGAATAGCGTTCATC
TGGACGAATCGGGCGTGGCCGAAATTCTGAAATTCATGAATCGTAAAGGTAA
CACCAATACCAGCGACTCACTGATGAGCTTCCTGGAGAGTATGAATATTAAGT

CTATCTTTGTTAATTTCCTGCAAAGCAACATCAAGTTTATCCTGGATGCGAACT
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TCATTATTTCCGGCACCACGAGCATCGGCCAGTTTGAATTTATTTGTGATGAG
AACGACAATATCCAACCGTACTTCATCAAGTTCAACACTTTGGAGACGAATTAT
ACCTTATACGTTGGTAACCGTCAGAATATGATTGTGGAACCGAATTATGATCT
GGACGACAGCGGTGACATTAGCAGCACCGTTATCAACTTCAGCCAGAAGTAC
CTGTACGGCATCGATAGCTGCGTTAACAAGGTCGTGATCTCCCCGAACATTTA
TACCGATGAGATCAACATCACCCCGGTTTATGAAACCAACAACACATACCCGG
AAGTGATTGTCCTGGATGCGAACTACATTAACGAAAAGATCAACGTGAACATT
AATGACTTGTCTATCCGCTATGTTTGGAGCAATGACGGCAACGACTTTATCCT
GATGAGCACCAGCGAGGAAAACAAAGTTTCGCAAGTTAAGATCCGTTTTGTGA
ATGTGTTCAAAGACAAAACCCTTGCTAACAAGCTGTCCTTCAACTTCTCGGAC
AAGCAGGATGTTCCGGTTAGCGAGATCATTTTGTCCTTCACGCCAAGCTACTA

C



Anexo 3. Mapa del plasmido utilizado para generar la proteina RBDvp
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Anexo 4. Secuencia optimizada utilizada para la sintesis del plasmido del
RBDnNap1
ATGAATTGGTCACACCCCCAATTTGAAAAAAGCTCCGGCAGCAGCGGCGGTC
ATCACCACCACCACCATGGTGGTAGCGGCGGTAGCGGCTCTACCAACATCCG
TATTAACCTGGACAGCAATACCCGTAGCTTCATTGTTCCGGTGATCACCACCG
AATATATCCGCGAGAAGCTATCTTACAGCTTCTATGGAAGCGGGGGCACGTA
CGCGCTGAGCCTGTCCCAATATAACATGAACATTAACATTGAGTTAAACGAGA
ATGACACCTGGGTTATCGACGTTGACAACGTGGTTCGTGATGTCACCATTGAG
AGCGATAAAATCAAGAAAGGTGATTTAATTGAGAACATTCTGTCGAAATTAAGC
ATCGAAGACAA
CAAGATCATCCTGGACAACCATGAAATCAACTTTAGCGGCACTCTGAACGGTG
GTAATGGCTTTGTTTCTCTGACCTTCTCTATTTTGGAGGGTATCAACGCTGTGA
TTGAGGTTGATTTGCTGTCCAAATCATACAAAGTGCTGATCTCCGGTGAACTG
AAAACCTTGATGGCCAACTCTAACAGCGTGCAGCAGAAGATTGATTATATTGG
TCTGAACTCCGAACTGCAAAAAAATATCCCGTATAGCTTCATGGATGACAAAG
GCAAAGAGAATGGCTTTATCAATTGTTCCACGAAAGAAGGTTTGTTCGTGAGC
GAGTTGAGCGACGTCGTGCTGATCTCGAAAGTGTATATGGACAACAGTAAAC
CGCTGTTTG
GTTACTGCAGCAATGACCTGAAGGACGTGAAGGTTATCACCAAGGATGATGT
AATTATCCTGACGGGTTACTATTTGAAGGACGACATCAAGATCTCCCTTTCGTT
CACCATCCAAGACGAAAACACCATTAAGCTGAATGGCGTTTACCTGGATGAGA
ACGGTGTTGCAGAAATCCTGAAGTTCATGAACAAAAAGGGTTCGACGAACAC

CAGCGATAGCCTGATGAGCTTCCTGGAAAGCATGAATATCAAGTCCATTTTTA
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TTAACTCACTTCAAAGCAACACCAAGCTGATTTTGGACACCAACTTCATCATCA
GCGGCACCACCAGCATCGGCCAGTTTGAGTTCATCTGCGATAAGGACAACAA
CATTCAGCCGTATTTTATCAAATTCAACACCTTGGAGACAAAATATACCCTCTA
CGTGGGTAATCGTCAGAATATGATTGTGGAACCGAATTATGATTTGGACGACT
CAGGTGATATTTCTAGTACGGTGATAAACTTCTCTCAGAAATACCTGTACGGC
ATTGATAGCTGCGTGAATAAAGTCATCATCTCTCCGAATATCTACACTGATGA
GATCAACATTACTCCGATTTATGAAGCGAATAATACTTACCCGGAAGTCATTGT
CCTGGATACCAACTACATTAGCGAGAAAATTAACATTAACATCAACGATCTCA
GTATTCGTTATGTTTGGTCAAACGACGGCAGCGATTTTATCCTGATGAGCACC
GATGAGGAAAATAAGGTAAGCCAAGTTAAAATTCGCTTTACGAATGTTTTTAAA
GGCAACACGATTTCTGACAAGATCTCGTTCAATTTCTCCGACAAGCAGGACGT

TTCCATCAACAAGGTGATTTCTACCTTCACCCCAAGCTACTAC



Anexo 5. Mapa del plasmido utilizado para generar la proteina RBDnap1.
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