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RESUMEN

Clostridium perfringens, uno de los patdégenos de humanos y animales mds ampliamente
distribuido en la naturaleza, es el agente causal mas frecuente de la gangrena gaseosa en
humanos. En la patogénesis de esta enfermedad, la fosfolipasa C y la perfringolisina O
producidas por C. perfringens, actian de manera sinérgica induciendo una severa
mionecrosis. La regeneracion del tejido muscular posterior a la mionecrosis ocurre en cuatro
fases interrelacionadas: degeneracion, inflamacién, regeneracion y remodelacion; de ellas, la
inflamacién es claramente un componente critico del proceso regenerativo. El objetivo de
este trabajo fue caracterizar la respuesta inflamatoria durante el dafio vy la regeneracion
muscular, en un modelo murino de gangrena gaseosa inducida con un indculo subletal de
1x10® UFC de C. perfringens. Se determiné que el uso de dicho inéculo induce una lesién
que es controlada antes de 24 horas. La infeccién genera dafio vascular significativo durante
las primeras 6 horas, lo que limita la migracion de células inflamatorias. Un aumento
significativo de las citoquinas proinflamatorias IL1p, IL6 y TNFa, desde las 6 horas hasta las
48 horas postinfeccion, se asocia a la presencia de infiltrado inflamatorio; sin embargo, la
ausencia de la expresion de IFNy, un bajo nimero de macréfagos M1 en su pico maximo
(142.60+18.21 células por mm?) en comparacion con el de PMNs (548.40+56.40 células por
mm?) y macréfagos M2 (616.20+179.40 células por mm?), una deficiente actividad fagocitica
y la prolongaciéon de la permanencia de células proinflamatorias hasta por 5 dias, implican
alteraciones en la respuesta inmune y la regeneracién muscular. Aungue la infeccién induce
extravasacion de infiltrado inflamatorio, la bacteria permanece viable en el tejido hasta por
al menos 9 dias, lo cual tiene implicaciones clinicas importantes. Un aumento en la expresion
del TGFP1 a los 6 dias después del dafio muscular y la consecuente acumulacion de coldgeno
en un 23.5+5.6% del tejido total a los 30 dias, provoca que el proceso de regeneracion
muscular sea deficiente después de una infeccion con un inéculo subletal de C. perfringens.
Estos resultados proveen nueva informacién sobre la patogénesis la gangrena gaseosa
causada por C. perfringens y abren perspectivas para el desarrollo de nuevas terapias en esta

enfermedad.
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ABSTRACT

Clostridium perfringens, one of the most widely distributed human and animal pathogens in
nature, is the most frequent causative agent of gas gangrene in humans. In the pathogenesis
of this disease, phospholipase C and perfringolysin O produced by C. perfringens act
synergistically inducing severe myonecrosis. The regeneration of muscle tissue after
myonecrosis occurs in four interrelated phases: degeneration, inflammation, regeneration and
remodeling, among them, inflammation is clearly a critical component of the regenerative
process. The objective of this work was to characterize the inflammatory response during
muscle damage and regeneration in a murine model of gas gangrene induced with a sublethal
inoculum of 1x10° CFU of C. perfringens. It was determined that a sublethal inoculum
induces a lesion that is controlled before 24 hours. The infection causes severe damage during
the first 6 hours, which limits the migration of inflammatory cells. A significant increase in
the proinflammatory cytokines IL1p, IL6 and TNFa, from 6 hours to 48 hours post-infection
is associated with the presence of an inflammatory infiltrate; however, the absence of IFNy
expression, a low number of M1 macrophages at their maximum number (142.60+18.21
cells per mm?) compared with that of PMNs (548.40+56.40 cells per mm?) and M2
macrophages (616.20£179.40 cells per mm?), a deficient phagocytic activity and the
prolongation of the permanence of proinflammatory cells for up to 5 days, imply alterations
in the immune response and in the muscle regeneration process. Although the infection
causes extravasation of inflammatory infiltrate, the bacterium remains viable in the tissue for
at least 9 days, which has important clinical implications. An increase in the expression of
TGFB1 6 days after muscle damage and the consequent accumulation of collagen in a
23.5£5.6% of the total tissue at 30 days, causes the process of muscle regeneration be
deficient after an infection with a subletal inoculum of C. perfringens. These results show
new information on the pathogenesis of gas gangrene caused by C. perfringens and open

perspectives for the development of new therapies in this disease.
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ANTECEDENTES
L.1. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens es un bacilo Gram-positivo, formador de esporas, anaerobio,
distribuido de manera ubicua en la naturaleza, presente en suelos, alimentos, aguas
residuales, asi como en el tracto gastrointestinal y heces de humanos y muchos animales
(Flores-Diaz y Alape-Giron, 2003; Li ef al., 2013; Bryant y Stevens, 2015). Esta bacteria es
uno de los patdgenos mas comunes e importantes para el ser humano vy el ganado, implicada
en un espectro de enfermedades que incluye: la enteritis necritica, enterotoxemia, celulitis
anaerobica y las infecciones histoioxicas como la gangrena gaseosa (mionecrosis por
clostridios) (Flores-Diaz y Alape-Girdn, 2003; Li er al., 2013; Uzal et al., 2014).

El genoma completo de C. perfringens fue analizado en el 2002 por Shimizu ef al., quienes
reportaron que dicho genoma estd constituido por 3 031 430 pb, con 2660 regiones
codificantes para proteinas. Dentro de estas Gltimas, la bacteria sintetiza enzimas sacaroliticas,
asi como aquellas tipicas de fermentacion que conducen a la produccion de gas; sin embargo,
carece de enzimas para la biosintesis de aminodcidos, por lo que mediante la produccion de
toxinas y enzimas degradativas, obtiene los nutrientes esenciales a partir de su hospedero

(Shimizu et al., 2002; Flores-Diaz y Alape-Giron, 2003).

C. perfringens se distingue de otras bacterias pertenecientes a su género al tener un gran
ntimero de genes para factores de virulencia (Shimizu ef al., 2002), y aunque la virulencia de
esta bacteria depende de su habilidad prolifica de producir toxinas y enzimas extracelulares,
una unica cepa no produce todas las toxinas conocidas para la especie (Li e/ al., 2013). Por
lo anterior, se ha establecido un sistema de clasificacion que asigna los aislamientos de C.
perfringens a tipos de la A a la E, con base en su habilidad de producir cuatro toxinas: alfa,

beta, épsilon e iota (Li ef al., 2013).

De las cinco cepas, las tipo A son las que se encuentran asociadas con la gangrena gaseosa

en humanos y producen las cantidades mas elevadas de la a-toxina o fosfolipasa C de C.
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perfringens (Cp-PLC) (Flores-Diaz y Alape-Giron, 2003). La a-toxina junto con la 0-toxina
(perfringolisina O o PFO), son las principales toxinas extracelulares de C. perfringens

implicadas en la gangrena gaseosa (Bryant y Stevens, 2010; Stevens er al., 2012).
1.1.2. Fosfolipasa C de C. perfringens

La fosfolipasa C de C. perfringens, considerada el factor de virulencia mas importante
en la patogénesis de la gangrena gaseosa, se encuentra codificada a nivel cromosémico en
todos los toxinotipos de C. perfringens, y muesira solo variaciones minimas de secuencia
entre las distintas cepas de la bacteria (Flores-Diaz y Alape-Giron, 2003; O’Brien ef al., 2007,
Li et al., 2013). Consiste en una metalofosfolipasa dependiente de zinc con actividad
fosfolipasa C y esfingomielinasa; corta grupos fosfatidilcolina de la superficie externa de la
bicapa lipidica de las células del hospedero, lo que genera perturbacion de la funcion de las

membranas celulares, conduciendo a la lisis v necrosis celular (Li er al., 2013).

Segin su analisis estructural, la CpPLC posee dos dominios unidos por una regiéon de
enlace flexible: el dominio N-terminal, constituido por nueve a-hélices que incluye el sitio
activo de la enzima, y el dominio C-terminal que consiste de ocho motivos [i-sandwich y que
es responsable de la union a membrana dependiente de calcio (Naylor er al., 1998; Flores-
Diaz y Alape-Giron, 2003; Bryant y Stevens, 2015). Se ha sugerido que la union del dominio
C-terminal a la membrana blanco induce un cambio conformacional en el dominio N-
terminal, lo que le permite al sitio activo hidrolizar el agregado de fosfolipidos (Eaton er al.,
2002; Flores-Diaz y Alape-Girén, 2003). Aunque ambos dominios se requieren para la
toxicidad celular y son inmunogénicos, solo el dominio C-terminal estimula una respuesta

protectora (Li er al., 2013; Bryant y Stevens, 20135).

Respecto a su actividad biologica, in vive la CpPLC disminuye la contractibilidad
cardiaca, aumenta la permeabilidad capilar, induce la agregacion de plaquetas, hemolisis,
mionecrosis y es letal. En altas concentraciones de esta toxina, se da una degradacion masiva
de fosfolipidos, la disrupcién de la membrana y citolisis (Tidball et al., 1999; Flores-Diaz y
Alape-Giron, 2003).
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La CpPLC posee efecto sobre células endoteliales, plaquetas y leucocitos,
conduciendo a la carencia de infiltrado inflamatorio en los tejidos infectados por C
perfringens (Stevens, 2000). Puede estimular la produccion de interleucina-8 (IL8) derivada
de células endoteliales; a concentraciones fisiologicas, la IL8 en la gangrena gaseosa puede
amplificar el reclutamiento de leucocitos y prepararlos para aumentar la actividad del
estallido respiratorio (Smith er al., 1993; Kitayama et al., 1997). Sin embargo, en altas
concentraciones esta citoquina atenia la transmigracion de leucocitos a través de la
monocapa de células endoteliales, debido a la inhibicion de la polimerizacion de la F-actina

de los polimorfonucleares (PMNs) (Smith er al., 1993; Kitayama ef al., 1997).

Adicionalmente, esta toxina sobrerregula la produccion de moléculas de adhesion en
células endoteliales y leucocitos, incluyendo la molécula de adhesion leucocitaria al
endotelio, la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y la P-selectina en la superficie
de células endoteliales cultivadas, alterando el proceso de adherencia de leucocitos y su
extravasacion (Stevens, 2000; Bryant y Stevens, 1996; Bunting ef al., 1997, Flores-Diaz y
Alape-Giron, 2003). La CpPLC induce la formacion de agregados entre plaquetas y PMNs
que causan la oclusién vascular, mejora las condiciones para el crecimiento anaerobio y
promueve una rapida difusion de la infeccion en los tejidos del hospedero (Flores-Diaz y
Alape-Giron, 2003).

Si bien el efecto mionecrotico de la CpPLC depende de la capacidad de hidrolizar
fosfolipidos de membrana, la disrupcion de las membranas del hospedero no es el tlnico
mecanismo mediante el cual esta toxina genera dafio celular (Li er al., 2013). Producto de
una hidrolisis limitada de fosfatidilcolina y esfingomielina, a bajas concentraciones, la
CpPLC conduce a la produccion de los segundos mensajeros diacilglicerol y ceramida,
importantes en rutas de sefializacion del hospedero (Flores-Diaz y Alape-Giron, 2003). Se
ha demostrado que la CpPLC activa la via MEK/ERK, que induce estrés oxidativo en las
células afectadas (Monturiol-Gross ef al., 2012) y que estd implicada en la produccion de IL8
por la estimulacion de las vias ERK1/2 y de la proteina quinasa activada por mitégeno p38
(Oda et al., 2012).
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El contenido de ganglidsidos en la membrana plasmatica puede afectar la extension
de la degradacion de fosfolipidos, de modo que a menor cantidad de ganglidsidos, aumenta
la capacidad de la CpPLC para unirse y adquirir su conformacion activa (Flores-Diaz et al.,
1998). En células musculares, caracterizadas por un bajo contenido de gangliosidos (Flores-
Diaz, 2001), el dafio generado por la CpPLC a las membranas, es evidenciado por un rapido
aumento en los niveles plasmaticos de la actividad creatina quinasa (CK) después de la

inyeccion intramuscular (Alape-Giron et al., 2000).

Varias lineas de evidencia indican que la CpPLC es el principal factor de virulencia
en la gangrena gaseosa: primero, la inyeccion intramuscular de la CpPLC recombinante causa
mionecrosis y reproduce caracteristicas histopatologicas de la gangrena gaseosa en ratones
(Bunting et al., 1997); segundo, la inmunizacion con el fragmento C-terminal de la CpPLC
protege ratones del reto con 10° células vegetativas viables de C. perfringens inyectadas
intramuscularmente (Williamson y Titball, 1993); tercero, una cepa mutante de C.
perfringens para el gen plc, es incapaz de producir gangrena gaseosa y recuperan la virulencia
cuando se complementan con un plasmido que contiene el gen ple silvestre (Awad ef al.,
1995).

1.1.3. Perfringolisina O

La perfringolisina O (PFO) es un miembro de las citolisinas dependientes de
colesterol que incluye la estreptolisina O de los estreptococos del grupo A, la neumolisina de
Streptococcus pneumoniae y muchas mds (Stevens et al., 2012). Una vez en contacto con el
colesterol de la membrana celular, los monomeros de la toxina oligomerizan, se insertan en
la membrana y forman un poro que produce lisis celular (Shepard et al., 1998). Ademas, en
cantidades subliticas, la PFO contribuye a la patogénesis de la gangrena gaseosa mediante la
modulacion de la respuesta inflamatoria a la infeccion (Bryant ef al., 1993; Stevens et al.,
1997).

En contraste ala CpPLC, la PFO causa un aumento modesto en el ICAM-1 endotelial,

no tiene efecto en la expresion de E-selectina y no induce una sintesis detectable de IL8
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(Bryant y Stevens, 1996; Stevens y Bryant, 2002). En ratones, la inyeccion intramuscular de
PFO produce una marcada leucostasis vascular adyacente al sitio de la inyeccion de la toxina
(Bryant et al., 1993; Stevens y Bryant, 2002), por lo que en la modulacién de la respuesta
inflamatoria, la PFO afecta mas a los PMNs que a la funcion de las células endoteliales. De
hecho, concentraciones subliticas de PFO dependientes de la dosis, estimulan una migracion
azarosa de PMNs y disminuye la migracién directa hacia el quimioatrayente de origen
bacteriano N-formil-metionil-leucil-fenilalanina o a quimioatrayentes derivados del
complemento, debido a que previene la polimerizacion de la F-actina en los PMNs (Stevens
et al., 1987; Stevens y Bryant, 2002).

Estudios en los que se utilizd una cepa 13 mutante nula para la PFO y sus derivados
complementados, demostraron que la PFO no es esencial para el desarrollo de la enfermedad
causada por C. perfringens, pero si afecta la respuesta inflamatoria del hospedero por medio
de la contribucion a la carencia de infiltrado inflamatorio al sitio de la lesion, y a la
acumulacion vascular de los PMNs alrededor del sitio de la infeccion (O’ Brien et al., 2004).
Mas ain, la PFO parece ser la principal toxina responsable de la muerte de macrofagos
peritoneales in vitro y junto con la CpPLC, permite a C. perfringens escapar del fagosoma

de macrdfagos (O'Brien er al., 2004).

1.1.4. Gangrena gaseosa generada por C. perfringens

La gangrena gaseosa es la enfermedad necrotizante mas fulminante que afecta a los
humanos (Bryant er al., 2000). La infeccion se puede establecer completamente en 6 a 8
horas, y la destruccion del misculo sano adyacente puede progresar varios centimetros por
hora a pesar del uso de antibioticos (Bryant er al., 2000). Se caracteriza por fiebre, aparicion
repentina de dolor prominente, edema local masivo, mionecrosis severa y la acumulacion de

gas en el sitio de la infeccion (Flores-Diaz y Alape-Giron, 2003).

La enfermedad causada por C. perfringens requiere la penetracion de formas
vegetativas o esporas en una herida o trauma (Stevens er al., 2012; Li er al., 2013). El dafio
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por laceracion de arterias grandes o medianas, fracturas abiertas de huesos largos
contaminadas con suelo, la lesiones en el abdomen penetrantes (por ejemplo, cuchillo, bala)
o cirugia de intestino/vias biliares donde el contenido del intestino se filtra en los tejidos
blandos, predisponen a la gangrena gaseosa por C. perfringens; también puede estar asociada
con el aborto, placenta retenida o muerte fetal intrauterina, entre otras (Bryant y Stevens,
2010). En ocasiones, la gangrena gaseosa se puede asociar con diabetes mellitus, enfermedad
vascular periférica o una malignidad subyacente gastrointestinal o hematolégica (Flores-Diaz
v Alape-Girdn, 2003).

Independientemente de la causa, la herida genera la disrupcion del flujo sanguineo a
los tejidos y como consecuencia una isquemia localizada en los mismos (Li ef al., 2013). De
esta manera, se dan las condiciones requeridas para la germinacion de las esporas de C.
perfringens, el subsecuente crecimiento de las células vegetativas v la produccidn

extracelular de las toxinas (Li ef al., 2013).

En el transcurso de la infeccion, la mionecrosis es acompafiada por fascitis
necrotizante y necrosis cutdnea; pese al uso de antibidticos, en muchos casos de gangrena
gaseosa inducida por C. perfringens, la inica opcion para tratarla es la amputacion radical
(Flores-Diaz y Alape-Giron, 2003). De no ser tratada, la gangrena gaseosa es fatal debido a
la disrupcion de las funciones cardiacas vy el fallo multiorganico, producto de la liberacion de

las toxinas al torrente sanguineo (Flores-Diaz y Alape-Giron, 2003; O’ Brien ef al., 2007).

A nivel histopatologico, esta enfermedad se caracteriza por la ausencia de PMNs
infiltrados en el tejido necrético v su acumulacion entre los planos faciales y dentro de
pequefios vasos sanguineos en los bordes del drea necrosada (Flores-Diaz y Alape-Giron,
2003; Stevens ef al., 2012; Bryant y Stevens, 2010). La rapida progresion de la infeccion y
la extension de la necrosis se asocia a la perfusion deficiente del tejido que resulta de la
disfuncion vascular, la ausencia de una respuesta inflamatoria tisular aguda, asi como a la

produccion de potentes citotoxinas y proteasas por la bacteria (Stevens er al., 2012).



1.2. Regeneracion muscular

El misculo esquelético comprende entre el 40 y 50% de la masa del cuerpo humano
(Turner vy Badylak, 2012). Las fibras musculares, rodeadas por tejido conectivo y agrupadas
en haces musculares, son las unidades contractiles basicas del musculo esquelético, el cual
s¢ encuentra altamente vascularizado para proveer nutrientes esenciales para la funcion
muscular (Chargé y Rudnicki, 2004). Conforme la miofibra madura, entra en contacto con
una sola neurona motora y expresa moléculas caracteristicas para la funcién contrictil; el
musculo esquelético adulto estd compuesto de una mezcla de miofibras con distintas
propiedades fisiologicas y la proporcion de cada tipo de fibra dentro de un miisculo determina
su propiedad contrictil total (Chargé y Rudnicki, 2004). A pesar de tener distintas
propiedades fisiologicas, el mecanismo bésico de la contraccion muscular es similar en todos
los tipos de miofibras y es el resultado de un mecanismo corredizo de los filamentos gruesos
de miosina sobre los filamentos delgados de actina, después de la activacién neuronal
(Chargé y Rudnicki, 2004). De esta manera, las propiedades funcionales del musculo
esquelético dependen del mantenimiento de una compleja estructura de miofibras, neuronas
motoras, vasos sanguineos y la matriz del tejido conectivo extracelular (Chargé v Rudnicki,
2004).

En heridas musculares que resultan en un trauma del musculo sin una pérdida
significativa del tejido, el muisculo puede activar una respuesta compleja que conduce a la
reparacion exitosa y regeneracion del tejido dafiado (Turner y Badylak, 2012; Tidball, 2011).
La regeneracion y reparacion muscular ocurre en cuatro fases interrelacionadas:

degeneracion, inflamacion, regeneracion y remodelacion (Figura 1) (Carosio ef al., 2011).

Inicialmente en la degeneracion, la lesién permite la entrada de calcio extracelular
que induce la activacion de proteasas dependientes de calcio, conduciendo a la rapida
desintegracién de las miofibras que conduce a una rapida necrosis (Carosio ef al., 2011;
Turner y Badylak, 2012). Este evento se caracteriza por la disrupcion del sarcolema de la

miofibra y resulta en el incremento de la permeabilidad de las mismas; como consecuencia,
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los niveles séricos de proteinas musculares normalmente restringidas al citosol de la
miofibra, como la CK, incrementan (Karalaki et al., 2009). La presencia de fibras necréticas
activa la respuesta inflamatoria en la que el misculo es invadido por poblaciones de células
inflamatorias especificas de manera secuencial (Carosio et al., 2011). Paralela a la respuesta
inflamatoria, la fase regenerativa se caracteriza por la activacion de células madre o células
satélite (SCs) y por la presencia de fibras regenerativas, identificadas por un nucleo central
(Carosio er al., 2011). La fase final es un periodo durante el cual ocurre la maduracion de las
miofibras regeneradas (remodelacion de la matriz extracelular) y la recuperacion del

rendimiento funcional del musculo dafiado (Carosio er al., 2011).
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Fig. 1. Representacion esquematica de las fases de la regeneracion muscular.

Adaptado de Carosio et al., 2011.

A pesar de la capacidad regenerativa del musculo, su habilidad para repararse a si
mismo después de un dafio depende del tipo y severidad de la herida, siendo dificil un proceso
de reparacion eficiente en su totalidad (Turner y Badylak, 2012). Si la magnitud o frecuencia

del dafio muscular es muy grande, como cuando se asocia con un dafio traumdtico, el masculo
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nicleos totales de las miofibras, posteriormente el nimero disminuye al 2-7% del total del

nucleos de la miofibra en la edad adulta (Fu er al., 2015).

Las SCs son activadas en respuesta a estimulos fisiologicos, como ejercicio, ¥ bajo
condiciones patologicas, como una herida y enfermedades degenerativas, para generar una
poblacion de mioblastos capaces de fusionarse y diferenciarse (Carosio er al., 2011). Son
capaces de fusionarse con miofibras existentes, reparar fibras musculares dafiadas o

alternativamente, fusionarse entre si para formar nuevas miofibras (Carosio et al., 2011).

Fibra muscular intacta con
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Fig. 2. Representacion esquemitica del ciclo de activacion, proliferacion y
diferenciacion de las células satélite después de una lesion muscular. La fase “A”
corresponde a la etapa de activacion y proliferacion de las SCs, donde algunas de las células
salen del ciclo celular y regresan a su estado quiescente para mantener la poblacion de SCs.
La etapa temprana de diferenciacion celular en la regeneracion se indica en “B”, las células
miogénicas mononucleadas se pueden fusionar con fibras existentes para su restauracion, o
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lesion (Figura 3), y entonces, regresan nuevamente a su niumero normal (Karalaki er al.,
2009; Tidball, 2011; Tidball, 2017). Este reclutamiento es vital tanto para la accion
microbicida, como para atraer otros linfocitos capaces de resolver la inflamacién y mediar el
proceso de regeneracion (De Filippo er al., 2008). Los macréfagos residentes del tejido
(F4/80+, LY6C+) promueven el flujo marcado de PMNs mediante la liberacion de
quimioatrayentes (lidball, 2017), entre ellos, las quimiocinas murinas KC (CXCL1) y MIP2
(proteina inflamatoria de macréfagos 2 6 CXCL2) son los principales quimioatrayentes para
el reclutamiento de PMNs (Lee er al., 1995; De Filippo, 2008). Los PMNs inician el proceso
de digestion de las miofibras necroticas y restos celulares por fagocitosis y liberan
ripidamente altas concentraciones de radicales libres y proteasas (Turner y Badylack, 2012
Carosio et al., 2011). Ademas, los PMNs secretan citoquinas proinflamatorias que reclutan
SCs al sitio de la lesion y estimulan la llegada de macréfagos, promoviendo ain mas la

inflamacion del tejido (Turner y Badylack, 2012; Carosio et al., 2011).

PMNs MI

M2

Numero de celulas
{% Miximo)

L |
0 1 2 3 4 5

Dias después del daio agudo

Fig. 3. Tiempo relativo de invasion de las distintas células inflamatorias después de una
lesion muscular. Elaborado con base en lo descrito por Tidball, 2008 y Tidball, 2011. PMNs:
Polimorfonucleares; M1: Macréfagos M1; M2: Macrofagos M2.
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v Villalta, 2010). Los macrofagos no fagociticos CD6B-/CD163+/F480+/206+, conocidos
como macrofagos M2, invaden el tejido y alcanzan su pico maximo cerca de los cuatro dias
después de la lesion, pero el nimero de estas células permanece elevado en el muisculo
dafiado por periodos de hasta dos semanas (Tidball, 2011). Estos macrofagos remodeladores
del tejido disminuyen la respuesta inflamatoria y promueven la angiogénesis, la proliferacion
de los mioblastos, su crecimiento y diferenciacion (Carosio er al., 2011; Turner y Badylack,
2012). La produccion diferencial de citoquinas es una caracteristica clave de los macrofagos
polarizados: el fenotipo M1 expresa CD68, altos niveles de interleucina-12 (IL12) v bajos
niveles de interleucina 10 (11.10), mientras que los macrofagos M2 expresan CD163, altos

niveles de [LL10 y bajos niveles de I1.12 (Carosio et al., 2011).
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Fig. 4. Diagrama de los macrdfagos activados al fenotipo M1 por citoquinas Thl (parte
superior) o al fenotipo M2 por citoquinas Th2 (parte inferior). Adaptado de Tidball,
2008.
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Adicionalmente, la actividad de los macréfagos como células efectoras o
inmunoreguladoras, depende del metabolismo de arginina que es prevalente en la respuesta
inmune en curso (Rath et al., 2014). Los macréfagos M1 expresan la enzima 6xido nitrico
sintasa (NOS), la cual metaboliza la arginina a 6xido nitrico (NO) y citrulina; el NO puede
ser metabolizado a otras especies reactivas del nitrégeno, mientras que la citrulina puede ser
reutilizada en la sintesis eficiente de NO (Rath er al., 2014). Por su parte, los macréfagos M2
expresan la enzima arginasa, la cual hidroliza la arginina a ornitina y trea; esta ultima via
limita la disponibilidad de arginasa para la sintesis de NO, y la ornitina puede ser utilizada
en otras rutas que conducen a la proliferacion celular y a la reparacion del tejido (Rath er al.,
2014).

Notablemente, la activacion y la afluencia de PMNs fagociticos y macrofagos M1
coinciden cercanamente con la activacién, proliferacién, y migracion de SCs, sugiriendo el
rol de estos fagocitos en estos procesos (Tidball, 2011). De modo similar, la presencia de
invasores tardios no fagociticos M2, concuerda con el periodo terminal de diferenciacion de
las SCs en ¢l misculo dafiado, lo cual puede reflejar su funcién en la modulacion de la
regeneracion y crecimiento del misculo lesionado (Tidball, 2011). La forma mas probable
en la que estas células regulen ¢l proceso regenerativo es a través de la liberacion de factores
que influyen en el rol regenerativo de otras células, como las SCs (Tidball, 2008). Ademas,
secretan citoquinas v factores de crecimiento que facilitan la reparacion vascular y de fibras
musculares, mediante el aumento de la expresion de genes que estan involucrados en la
remodelacion del tejido conectivo y fibrosis, como procoligenos I y III, metaloproteinasas y
arginasas (Tidball, 2008; Carosio et al., 2011).

La estimulacién por IFNy es esencial para la activacion clasica del fenotipo Thl
(Tidball, 2008). El IFNy es una citoquina prototipica de la respuesta Thl y un poderoso
activador de PMNs y de macréfagos del fenotipo M1 (Tidball, 2017). Aunque el IFNy es
visto como un producto solamente de células “natural killer” y de células T, los macrofagos
M1 pueden ser inducidos para expresar altos niveles de IFNy en reacciones del sistema

inmune innato; de modo que el IFNy puede tener un rol autocrino en la activacion de
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macrofagos M1 (Tidball, 2011; Tidball, 2017). Mas atn, la estimulacion de IFNy puede
aumentar la respuesta de PMNs a citoquinas quimiotacticas, aumentando potencialmente su
invasion a los sitios de la lesion (Tidball, 2011). Asi, los niveles elevados de la expresion de
IFNy que acompafian las lesiones musculares agudas y cronicas, tienen el potencial de
amplificar la respuesta inmune innata v de exacerbar el dafio muscular que ocurre durante la

respuesta inflamatoria temprana Thl (Tidball, 2011).

El IFNy puede también tener efectos positivos directos en la reparacion y
regeneracion de las células musculares (Tidball, 2017). Estudios han demostrado que el
incremento de la expresion de IFNy puede ser beneficioso en la reparacion del musculo; de
manera particular, la administracién de anticuerpos neutralizantes al receptor de IFNy en
ratones con lesiones musculares reduce significativamente el nimero de fibras con nicleo
central y reduce el numero de células que expresan MyoD (Tidball, 2011). Ademas, debido
a que el IFNy es un fuerte activador de PMNs y de macrofagos M1, es de esperar que
reducciones en la sefializacién de IFNy, disminuya el nimero y activacion de células
mieloides citotdxicas, afecte de este modo la respuesta inflamatoria y el proceso de

regeneracion muscular (Tidball, 2011).

Por su parte, el TNFu es otra citoguina Thl altamente expresada por macrofagos M1,
con potencial mitdgeno y motogeno para las células del misculo esquelético (Tidball, 2017).
Sin embargo, de manera similar a los efectos mediados por IFNy, el TNFa también puede
promover dafio muscular; la expresion de TNFa en el musculo alcanza su pico
aproximadamente 24 horas después de la lesion, el cual coincide con la invasion de PMNs y
macrofagos M1, y con el aumento del dafio muscular secundario generado por células
mieloides (Tidball, 2011). Parte del dafio mediado por células mieloides a las fibras
musculares es causado por el NO derivado de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y el
TNFa puede estimular a los macréfagos M1 a elevar la expresion de iINOS y asi promover la

lisis de las fibras musculares (Tidball, 2011).
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El potencial del TNFua de promover la reparacién y regeneracion muscular, radica en
su accion directa sobre las células musculares (Tidball, 2017). Estudios in vitro han mostrado
que el TNFa dirige en parte la migracion de SCs a los sitios de la lesion muscular e
inflamacion; también puede influir en la reparacion y regeneracion muscular mediante la
modulacion de la proliferacion y diferenciacion de SCs en el tejido danado (Tidball, 2011).
La aplicacion de TNFa a células precursoras del musculo in vitro, aumenta su proliferacion
¢ inhibe su fusién, indicando que el TNFu puede mantener las SCs en un estado proliferativo,
mientras migran al sitio de la lesion muscular para participar en la reparacion del tejido
(Tidball, 2011). Observaciones in vive también indican un papel para TNFa en el
mantenimiento de las células musculares en el ciclo celular; por ejemplo, mutantes nulos para
TNFua y su receptor, muestran menores niveles de expresion de MyoD en comparacion con

el control, después de una lesion aguda del musculo (Tidball, 2011).

Muchos de los efectos del TNFa en células musculares durante las etapas tempranas
de la reparacion muscular pueden resultar de la activacion del factor de transcripcion NFxB
en las células musculares (Tidball, 2011). Este dltimo se encuentra en el citoplasma en una
forma inactiva cuando se une a inhibidores enddgenos; la estimulacion de las células con
citoquinas Thl, como TNFu o IL1, causa la disociacidn de NIFxB inactivo de sus inhibidores
y entonces se transloca al nicleo celular, donde puede inducir la transcripcion de citoquinas

Thl y otras moléculas proinflamatorias incluyendo iNOS, TNFa e IL1 (Tidball, 2011).

Otro de los factores importantes en el proceso de regeneracion muscular es el TGFf,
el cual ha sido reconocido como modulador de la actividad de mioblastos (Chargé y
Rudnicki, 2004). Las funciones de TGF[1, -p2, y -p3 durante la regeneracion muscular son
complejas, involucran la fusion de mioblastos, la regulacion de la respuesta inmune y la
supervivencia de las neuronas motoras (Chargé y Rudnicki, 2004). En general, la
sefializacion del TGP juega un rol negativo en la regulacion de la miogénesis mediante la
represion de la expresion de MyoD y miogenina, se encuentra altamente expresado en SCs

quiescentes y reprime el progreso del ciclo celular (Fu et al., 2015).
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Los PMNs y los macrofagos poseen actividad antimicrobiana incluso bajo
condiciones anaerobias, por lo que en teoria, deben ser capaces de eliminar C. perfringens de
las heridas contaminadas si el tejido es hipoxico (O’Brien er al., 2007). En el caso de la
gangrena gaseosa establecida por C. perfringens, el papel que juegan los PMNs y los
macrofagos en la prevencion del inicio de la infeccion, no ha sido definido claramente
(O’ Brien et al., 2007).

Se necesita un indculo de 1x10” bacterias para establecer gangrena gaseosa por C.
perfringens experimentalmente en animales, lo que sugiere que los fagocitos pueden jugar
un papel en la inhibicion de la gangrena gaseosa con indculos menores (O’ Brien et al., 2007);
experimentos en los que los ratones son depletados de monocitos circulantes o PMNs antes
de la infeccion con C. perfringens, han demostrado que los monocitos juegan un rol en la
inhibicion del inicio de la gangrena gaseosa pero que, aunque los PMNs pueden ralentizar el
inicio de la infeccion con indculo intermedio, no son protectores (O Brien ef al., 2007). Por
otra parte, la examinacion de secciones del tejido de ratones infectados con un indculo letal
(1x10° UFCs) o subletal (1x10° UFCs) de C. perfringens, ha revelado que la infiltracién de
fagocitos en las primeras 3 horas postinfeccion es inhibida con un inéculo letal pero no con

un indculo subletal (O’ Brien ef al., 2007).

El uso de un indculo subletal permite simular las etapas iniciales de una infeccion en
humanos (O’Brien & Melville, 2004; O’Brien et al., 2007); clinicamente, el inicio de la
infeccion es una fase importante, debido a que una vez que la enfermedad progresa al punto
donde esta es visualmente aparente, el debridamiento extensivo del tejido o la amputacion en
conjunto con el uso de antibioticos, serdn los tratamientos de eleccion para prevenir la muerte

del paciente (O’Brien et al., 2007).

Dado que poco se conoce sobre la respuesta inflamatoria ante la infeccion generada
por C. perfringens y no existen reportes sobre su influencia en el proceso de regeneracién

muscular posterior al dafio generado por este patogeno, el presente trabajo tuvo como
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objetivo caracterizar la respuesta inflamatoria y el proceso de regeneracion muscular después

de un reto intramuscular con un indculo subletal de C. perfringens.
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JUSTIFICACION

La pangrena gaseosa causada por C. perfringens es una de las infecciones
necrotizanics mas severas que afectan a los humanos (Stevens er al., 2004). El choque
multiorganico ocurre en el 50% de los pacientes y de éstos el 40% muere (Stevens ef al.,
2012). Actualmente, el tratamiento de la gangrena gaseosa se limita a la terapia con
antibioticos, al debridamiento del tejido infectado y en muchos casos, a la amputacion del
miembro afectado (Chakravorty ef al., 2014). Inoculos de 1x10®* a 1x10? bacterias inducen
riapidamente la infeccion en ratones (O’Brien ef al., 2007), e impiden estudiar procesos
relacionados con la infeccion por mas de 24 horas, lo cual si se puede lograr con un indculo
subletal de 10° UFC.

Dado que los PMNs y los macrofagos poseen actividad antimicrobiana incluso bajo
condiciones anaerobias, tedricamente deben ser capaces de eliminar C. perfringens de las
heridas contaminadas; sin embargo, se ha sugerido que en la infeccion generada por C.
perfringens, las actividad bactericida de las células fagociticas juega un modesto papel en el
control del progreso de la infeccion (O’Brien er al.. 2007). Por otra parte, existe una
importante relacion entre la respuesta inflamatoria y el proceso de regeneracién muscular, no
obstante, este proceso se desconoce en el caso de la mionecrosis generada por C. perfringens.
Por lo anterior, en el presente trabajo se plantea caracterizar la respuesta inflamatoria
inducida por un reto con un indculo subletal de C. perfringens, asi como el subsiguiente
proceso de regeneracion muscular, lo cual permitiria conocer mas sobre la patogénesis de C.

perfringens y rendir nuevos blancos para la intervencion de esta enfermedad.
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HIPOTESIS

La regeneracién muscular en un modelo murino de gangrena gaseosa inducida con
un indculo subletal de C. perfringens es deficiente, producto de una respuesta inflamatoria

aguda alterada.

OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar las fases aguda y cronica del dafio muscular en un modelo murino de

gangrena gaseosa inducida por un reto con un inéculo subletal de Clostridium perfringens.

Objetivos especificos

1. Caracterizar la lesion histopatolégica inducida por un reto intramuscular con
un indculo subletal de C. perfringens.

2. Caracterizar la respuesta inflamatoria aguda inducida por un reto
intramuscular con un inéculo subletal de C. perfringens.

3. Caracterizar el proceso de regeneracién muscular después de un reto

intramuscular con un indculo subletal de C. perfringens.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Animales de experimentacion

Se emplearon ratones CD1 de 18-20 g, segin los protocolos establecidos por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUA-098-17) de
la Universidad de Costa Rica.

2.2. Modelo murino de gangrena gaseosa

Se utilizo la cepa de C. perfringens JIR325, una cepa resistente a rifampicina y a acido
nalidixico derivada por mutacion espontinea de una cepa silvestre de C. perfringens (cepa
13), la cual es cominmente utilizada en estudios de patogenicidad de este microorganismo
(Liristis er al., 1994; Brynestad et al., 2001). El modelo de gangrena se realizd segln se ha
descrito previamenie (Awad er al., 1995; Monturiol-Gross ef al., 2012). Cultivos de C.
perfringens en caldo infusién cerebro-corazén (BHI), crecieron dentro de una cdmara de
anaerobiosis a una densidad 6ptica con la cual se alcanzé un recuento de 1x10° unidades
formadoras de colonias (UFC) por cada 100 ul. Posteriormente, los cultivos se centrifugaron,
se les realizaron dos lavados con buffer fosfato salino (PBS) estéril frio y el boton obtenido
se resuspendié en PBS estéril frio. Se realizaron recuentos en placas de agar BHI
suplementado con yema de huevo para verificar el nimero y pureza del cultivo. Se trabajaron
dos grupos de ratones, el primero inoculado con 1x10° UFC de C. perfringens y el segundo,
un control negativo inyectado con PBS estéril para evaluar alteraciones por el dafio mecanico.
Los grupos fueron inyectados intramuscularmente en el misculo gastrocnemius de la pata
izquierda con 100 pL del inéculo de C. perfringens, o con 100 uL de PBS estéril en el caso

del control negativo.
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2.3. Caracterizacion del dafio muscular agudo después de un reto intramuscular con un

indculo subletal de C. perfringens
2.3.1 Determinacién de CK en plasma

Se tomaron muestras de sangre de los dos grupos de animales durante la fase aguda
de la infeccion (5 h y 24 h) y se determiné la actividad CK en plasma con el kit comercial

“CK-NAC UV Unitest” (Wiener Lab, Argentina), seglin las indicaciones del fabricante.
2.3.2 Anilisis histologico del daiio muscular agudo mediante microscopia de luz

Animales de los dos grupos fueron sacrificados en tiempos que cubrieron la fase
aguda de la infeccion (1 hy 5 h, 1 d y 3 d). Cada musculo gastrocnemius inyectado se diseco
y se colocd en solucion fijadora de zinc a 4°C durante al menos 48 h. Posteriormente, el tejido
se deshidratd en etanol, se coloco en xileno y finalmente en parafina. Se realizaron 3 cortes
de la region media de cada musculo de 4 pm de grosor y se colocaron en portaobjetos. Se
procedio a desparafinar las secciones en xileno, a hidratar con agua destilada y a realizar una
tincion con hematoxilina y eosina (HE), para su evaluacién en un microscopio OLYMPUS
BX51. Se capturaron imagenes aleatorias de cada seccién haciendo uso de una camara
“Evolution MP” (Media Cybernetics, USA) para su andlisis mediante el programa
computacional “Image Pro 6.3" (Media Cybernetics, USA).

2.3.3. Determinacién de la persistencia de C. perfringens en el misculo

Animales de los dos grupos fueron sacrificados a los 1 d, 5 d y 9 d después de la
infeccion. Cada misculo gastrocnemius inyectado se diseco en condiciones asépticas, se peso
y se corto finamente en una placa de Petri con navajas estériles, se suspendio en PBS estéril,
se agitd con ayuda de un vortex y se realizaron diluciones seriadas; 100 ul de cada dilucion
se sembraron por duplicado en placas de agar BHI suplementado con yema de huevo y se

determiné el nimero de UFC por mg del tejido infectado.
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2.4. Caracterizacion de la respuesta inflamatoria aguda después de un reto

intramuscular con un indculo subletal de C. perfringens
2.4.1. Determinacion de la expresion de moléculas inflamatorias mediante PCR-RT

Se determino la expresion relativa de transcritos codificantes para IL1J, 116, TNFq,
INFy, TGFB1, IL13, 1110, MIP2, KC y MCP1. Para ambos grupos de animales, se disecaron
los musculos en tiempos definidos (6 h, 1 d, 2d, 3 d vy 6 d) bajo condiciones asépticas y se
realizd la extraccion de ARN. De manera general, cada misculo se cortd finamente en una
placa de Petri en el reactivo “TRIzol®Reagent” (ambion, Invitrogen) y la suspension
obtenida se recupero y se colocé en TRIzol. Posteriormente se adicioné cloroformo frio, se
agito vigorosamente y se incub6 en frio durante 20 min. Transcurrido el tiempo, se centrifugd
la mezcla a 4°C, se recuperd el sobrenadante y se adicioné isopropanol frio, se agité y se
incubd a -20°C durante al menos 16 h. Se prosiguié con la precipitacion de ARN, para la cual
se centrifugd la mezcla a 4°C, se descarto el sobrenadante y se lavo el pellet con etanol frio
para volver a centrifugar a 4°C. Posterior a la centrifugacion, se elimindé completamente el
etanol de las muestras para resuspender el ARN en agua libre de nucleasas y determinar su
pureza mediante la relacion 260/280 en el “NanoDrop 2000¢ Spectrophotometer” (Thermo
Scientific, USA). Aquellas muestras con una relacién 260/280 igual o mayor a 1.8 fueron
scleccionadas para continuar con la retrotranscripcion. Para la reaccion de retrotranscripcion
se utilizo el kit comercial “RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit” (Fermentas,
Thermo Fisher Scientific), segin las indicaciones del fabricante, haciendo uso de un

termociclador 2720 Thermal Cycler” (Applied Biosystems).

Para la cuantificacion relativa de los genes de interés se utilizaron los primers
especificados en el Cuadro 1 y el kit comercial “LightCycler® 480 SYBR Green I Master”
(Roche Diagnostics), adicionando para cada mezcla de reaccion 160 ng del respectivo ADNc.
I.as reacciones se procesaron en un equipo “LightCycler® 480™ (Roche Diagnostics) con el
siguiente programa de amplificacién: 95 °C durante 10 s, 60 °C durante 10 s, 72 °C durante

10 s; lo anterior por 40 ciclos. Para cada gen de interés, se compar su expresion en animales
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infectados con C. perfringens respecto a su expresion en animales control, haciendo uso de
la cuantificacion relativa. Se tomaron como genes de referencia genes utilizados previamente
es estudios realizados con musculos murinos: la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) (Sachdev er al., 2014), la proteina 81 de unién al acido ribonucleico (RNSP1)
(Villalta et al., 2011a) y la proteina ribosomal L13A (RPL13A) (Villalta et al., 2011a)
(Cuadro 1), y se realizé un promedio con los resultados obtenidos de los tres genes de

referencia, para los diferentes tiempos.
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Cuadro 1. Oligonucledtidos utilizados en el analisis de la respuesta inflamatoria

inducida con un indculo subletal de C. perfringens mediante PCR-RT

Gen Secuencia (5°-3") AmmARGiE Referencia
amplicén (pb)
Fwd AGGGCGGTCAAAAAGTTTGC Palomo et al. 2016
MIP2 Rev CGAGGCACATCAGGTACGAT i ’
Fwd GCTGGGATTCACCTCAAGAA Lee er al.. 2015
KC Rev TCTCCGTTACTTGGGGACAC L
Fwd ATGCAGTTAATGCCCCACTC Thacker et al., 2009
MCP1 Ry TTCCTTATTGGGGTCAGCAC w1
Fwd GAACAACGATGATGCACTTGC Villalta f al., 2011b
L6 Rev CTTCATGTACTCCAGGTAGCTATGGT e
Fwd CAAGGAGCATTTGAATTCCC Villalta ef al. 2011a
IL10 Rev GGCCTTGTAGACACCTTGGTC = 1
Fwd CTTCTGTCTACTGAACTTCGGG 2 Villaha ef al.. 2011b
TNFa  Rev CACTTGGTGGTTTGCTACGAC 163
Fwd TGCTGATGGGAGGAGATGTCT Han er al., 2012
IFNY  Rev TTTCTTTCAGGGACAGCCTGTT =
Fwd TGACGTTCCCATTAGACAACTG Cheng ef al., 2008
IL1p Rev CCGTCTTTCATTACACAGGACA sl
Fwd GAGACGGAATACAGGGCTTTC Arnold e al.. 2007
TGFBl ey TCTCTGTGGAGCTGAAGCAAT =
Fwd  TCTTGCTTGCCTTGGTGGTCTCGC Rarbara et al.. 2001
IL13  Rev  GATGGCATTGCAATTGGAGATGTTG -
Fwd AACCTGCCAAGTATGATGAC 191 Sachdev et al., 2014
GAPDH  pey ATACCAGGAAATGAGCTTGA
iy SASOICTOTAAGS TG T 14s Villla et al, 20112
Rev CGATAGTGCATCTTGGCCTTT
_1;15?1 Fwd AGGCTCACCAGGAATGTGAC = e Villala er al., 20112
Rev CTTGGCCATCAATTTGTCCT
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2.4.2. Determinacion de la expresion de moléculas inflamatorias mediante ELISAs de

captura

Se realizaron pruebas de ELISA para cuantificar IL1, IL6, TNFa, INFy, TGFB1. IL4
e IL10. Para los dos grupos de animales, se disecaron los misculos gastrocnemius inyectados
en tiempos definidos (6 h, 1 d, 2 d, 3 d vy 6 d), se congelaron inmediatamente con nitrogeno
liquido y se maceraron en solucion salina estéril libre de pirégenos con un inhibidor de
proteasas (“Complete, EDTA-free”, Roche Diagnostics). Posteriormente, se centrifugaron
los lisados a 4°C y el sobrenadante se congeld a -70°C hasta su analisis haciendo uso de kits
comerciales para ELISA segin las indicaciones del fabricante (R&B Systems, USA;
eBioscience, San Diego, CA, USA). De manera general, después de cubrir la placa con el
anticuerpo de captura (segin se indicara), se adicionaron el estandar, control o muestra en el
respectivo diluyente al pozo respectivo y se incubd durante 2 h a temperatura ambiente.
Posterior a la incubacion, se aspird el contenido de cada pozo, se realizaron 5 lavados y se
adicioné el anticuerpo de deteccion respectivo para incubar durante 2 h. Transcurrido el
tiempo de incubacion, se realizaron 5 lavados, se adiciond la solucion sustrato y se incubo
durante 30 min. Seguidamente, se adiciond solucidn de detencion, para determinar la
densidad optica utilizando un lector de microplacas a 450 nm. El calculo de la concentracion
de cada factor o citoquina se realiz6 seglin las indicaciones del fabricante del kit, mediante
la creacion de una ecuacion lineal a partir de la concentracion de los estéandares utilizando el

programa computacional “Microsoft Excel” (Microsoft® Office), con R? mayores a 0.98.

2.4.3. Deteccion de distintas células inflamatorias mediante inmunohistoquimica de

fluorescencia

Para determinar la presencia y permanencia de distintas células inflamatorias,
animales de los dos grupos experimentales fueron sacrificados durante la fase aguda (1 h, 3
hy5h, 1dy3d)y durante la fase cronica (5 d, 7 d y 14 d) de la infeccion. Se disecaron los
misculos gastrocnemius inyectados y se incluyeron en parafina como se describid

previamente. Se realizaron tres cortes de la region media de cada musculo de 4 pm de grosor,
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se colocaron en portaobjetos cargados positivamente para luego desparafinar las secciones
histolégicas en xileno e hidratarlas en agua destilada. Se procedié a realizar la tincion segin
correspondiera a PMNs con anticuerpos “Anti-Neutrophil Elastase Rabbit pAb™ (Cat. No.
481001: EMD Millipore), macréfagos M1 con anticuerpos “anti-iNOS™ (Cat. No. ab15323;
Abcam, USA) y macrdfagos M2 con anticuerpos “anti-arginase™ (Cat. No. ab60176; Abcam,
USA). En el caso de la tincion de PMNS, la exposicion de antigenos fue realizada en buffer
citrato pH 6 a 50°C durante 10 min; se bloquearon los cortes con “Dako Cytomation Biotin
Blocking System™ (Dako, USA) asi como con el reactivo “Protein Block Serum-Free™ (Dako,
Denmark). El anticuerpo primario se diluyé 1:50 en “Antibody Diluent with Background-
Reducing Components” (Dako, Denmark) y se incubd durante toda la noche a 4°C;
posteriormente las secciones se incubaron con un anticuerpo “Polyclonal Goat Anti-Rabbit
Immunoglobulins/Biotinylated™ (Cat. No. E0432; Dako, Denmark) diluido 1:200 durante 1
h, y luego durante 30 min con un conjugado “Streptavidin, Alexa Fluor™ 488" (Amaxima de
exitacion/emision: 495/519 nm) (Cat. No. S11223; Invitrogen) diluido 1:200. Finalmente, se
realizo la tincion de micleos con “bis BENZIMIDE Hoechst™ (Ahméxima de exitacion: 343
nm) (Cat. No. 33258; Sigma, USA) a una concentracion de 0.5 pg/mL. Para la tincién de
macrofagos M1, se realizo el protocolo descrito para PMNs con las siguientes variaciones:
la exposicion de antigenos se realizd con “Proteinase K™ (Fermentas, Thermo Fisher
Scientific) a una concentracion de 0.6 U/mL durante 5 min, ademas, el anticuerpo primario
respectivo se diluyo 1:75. En la tincion de macrofagos M2, la exposicion de antigenos se
realiz6 con “Proteinase K™ (Fermentas, Thermo Fisher Scientific) y el bloqueo con “Protein
Block Serum-Free” (Dako., Denmark). Posteriormente, se incubaron los cortes con el
anticuerpo primario correspondiente, diluido 1:50 durante toda la noche a 4°C. Lucgo se
procedié a incubar con el anticuerpo secundario “Donkey F(ab')2 Anti-Goat IgG H&L (Alexa
Fluor®488) preadsorbed™ (Améaxima de exitacion/emision: 495/519 nm) (Cat. No. ab150137;
Abcam, USA) diluido 1:200, durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se realizo una
tincion nuclear con “bis BENZIMIDE Hoechst” (Sigma, USA).
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Para las tres tinciones, se incorpord como control un corte histolégico de cada
musculo infectado, el cual se sometié al mismo protocolo de tincion a excepeion de los
anticuerpos primarios, los cuales fueron sustituidos por PBS para descartar cualquier tincion
inespecifica. Ademas, secciones histologicas de musculos sanos (controles negativos),
también fueron sometidas a los protocolos de tincion sin variacion alguna, para verificar que

las células observadas en los musculos lesionados fuesen inducidas por la infeccion.

Se tomaron imagenes de la totalidad de cada seccidn haciendo use de una camara
“Evolution MP” (Media Cybernetics, USA) para su analisis con el programa computacional
“Image Pro 6.3” (Media Cybernetics, USA). Para los tres tipos celulares, se determiné el
nimero de ¢élulas por mm? de tejido en zonas donde eran evidentes, tanto dispersos como

en agregados.

2.5. Caracterizacion del proceso de regemeracion muscular después de un reto

intramuscular con un indculo subletal de C. perfringens

2.5.1. Anilisis histolégico de la regeneracion muscular mediante microscopia de luz

Para caracterizar el proceso de regeneracion se realizo el analisis histologico mediante
microscopia de luz descrito previamente, durante la fase cronica de la infeccion (5 d, 7 d, 14
d y 30 d). A partir de secciones tefiidas con HE, se determind el porcentaje del drea necrotica
a las 24 h, el drea no regenerada y regenerada a los 14 d y 30 d, asi como el niimero y didmetro
de las fibras regenerativas a los 30 d. Se considerd como area necrética el tejido abarcado
por fibras dafiadas, hialinas e hipercontraidas, con dreas citoplasmaticas aparentemente
carentes de miofibrillas; el 4rea no regenerada se definié por la presencia de restos celulares
y tejido fibroso, mientras que para el drea regenerada se tomo en cuenta el drea abarcada por
fibras regenerativas con nucleo central. El analisis se realizo observando la totalidad de las
secciones histologicas y delimitando dreas segin los criterios definidos con el programa
computacional “Image Pro 6.3” (Media Cybernetics, USA). Ademas, se determiné de manera

especifica el incremento en coldgeno (fibrosis) con la tincion rojo sirio segun el protocolo
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optimizado por Hemandez er al. (2011), en el cual secciones histologicas de todos los
tiempos, se tifieron con Direct Red 80 (Sigma-Aldrich, USA) (0.1% en una solucion saturada
de dcido picrico) y Fast Green FCF 0.1% (Sigma-Aldrich, USA), durante | h a temperatura
ambiente. Posteriormente, las laminas fueron lavadas en agua acidificada (5 mL de acido
acético glacial por litro de agua destilada), deshidratadas y aclaradas en xileno. Se cuantifico
el porcentaje del tejido total relacionado con deposicion de colageno (fibrosis) a los 30 d,
haciendo uso del programa computacional “Imagel) 1.51K” (National Institutes of Health,
USA).

2.5.2. Aniilisis de la densidad de vasos capilares y nervios mediante inmunohistoquimica

de fluorescencia

Animales de los dos grupos experimentales fueron sacrificados durante la fase aguda
de la infeccion (6 h, 1 d y 3 d) y durante la fase cronica (30 d). Se disecaron los misculos
gastrocnemius inyectados y se incluyeron en parafina como se describié previamente. Se
realizaron tres cortes de la region media de cada misculo de 4 um de grosor, se colocaron en
portaobjetos cargados positivamente para desparafinar las secciones histologicas en xileno e
hidratarlas en agua destilada. Se procedi6 a realizar la tincion segun correspondiera a nervios
con el anticuerpo “Anti-200 kD Neurofilament Heavy antibody-Neuronal Marker™ (Cat. No.
ab8135; Abcam, USA), o a vasos capilares con el anticuerpo “Purified anti-mouse Flk-1
(IHC)” (Cat. No. 555307; BD Pharmigen™).

Para la tincion de nervios, se utilizo el protocolo descrito previamente para la
inmunotincion de PMNs, modificando la exposicion de antigeno, la cual se realizdé con
“Proteinase K" (Fermentas, Thermo Fisher Scientific). y la dilucion del anticuerpo primario
respectivo (1:1000). Posterior a la tincién se determiné el nimero de nervios por mm? en la
totalidad del tejido y el mimero de axones por pm? en cada nervio, considerando estructuras
con un érea entre 50 y 8000 pm?, y excluyendo aquellas localizadas en la periferia del tejido,
haciendo uso de una camara Evolution MP (Media Cybernetics, USA) y del programa

“Image Pro 6.3 (Media Cybernetics, USA).
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En el caso de los vasos sanguineos, se utilizo el kit comercial “Biotin-XX Tyramide
SuperBoost™Kit” (Invitrogen) segiin las indicaciones del fabricante. Brevemente, después
de desparafinar las secciones histoldgicas, se realizd la exposicion de antigeno con
“Proteinase K™ (Fermentas, Thermo Fisher Scientific) y posteriormente se evitaron uniones
inespecificas con H202 (3%) durante 30 min, con el “Dako Cytomation Biotin Blocking
System” (Dako, USA) durante 10 min por solucién y con el “Protein Block Serum-Free”
(Dako. Denmark) durante 1 h. Se realizé la incubacién con el anticuerpo primario
correspondiente diluido 1:50. durante toda la noche a 4°C. Posteriormente. se adiciond el
“Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins/Biotinylated™ (Cat. No. E0432; Dako,
Denmark) diluido 1:200, durante 1 h a temperatura ambiente, seguido por el conjugado
“HPR-streptavidin™ durante 30 min a temperatura ambiente. Finalmente, se adiciono la
“Tyramide working solution™ durante 5 min, el “stop reagent” y el “Streptavidin, Alexa
Fluor™ 488 (Cat. No. S11223; Invitrogen) diluido 1:300 durante 30 min. Los vasos
capilares se identificaron como estructuras redondas y huecas, ubicadas en la periferia de las
células musculares, con un didmetro mdximo de 12 pm; se determind el nimero de vasos
capilares por mm?® en la totalidad del tejido y la relacion entre vasos capilares y fibras
musculares, haciendo uso de una camara Evolution MP (Media Cybernetics, USA) y del

programa “Image Pro 6.3 (Media Cybernetics, USA).

Para ambas tinciones, se incorporé como control negativo un corte histologico de
cada musculo infectado, el cual se sometié al mismo protocolo de tincion a excepeion de los
anticuerpos primarios, los cuales fueron sustituidos por PBS para descartar cualquier tincion
inespecifica. Ademas, secciones histologicas de musculos sanos (controles negativos),
también fueron sometidas a los protocolos de tincién sin variacion alguna, para verificar que

las alteraciones observadas en los musculos lesionados fuesen inducidas por la infeccidn.
2.6. Anilisis estadistico

Para los anlisis de la actividad CK y de la respuesta inflamatoria mediante PCR-TR y

ELIS As, se determino si hubo o no diferencias significativas en diferentes tiempos respecto
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al control, mediante pruebas de Kruskall Wallis v un analisis posthoc con la prueba de Dunn.
En los estudios del proceso de regeneraciéon muscular que involucraron medicion de dreas,
cuantificacion de fibras musculares, vasos capilares y nervios, se aplicaron pruebas de Mann-
Whitney. Lo anterior haciendo uso de los programas estadisticos IBM*SPSS Statistics® y
GraphPad Prism version 5.00 para Windows. Se reportan los resultados como las medias +
el error estandar (SE).
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RESULTADOS

3.1. Caracterizacion del dafio muscular agudo después de un reto intramuscular con un

indculo subletal de C. perfringens
3.1.1. Daiio muscular inducido por un indculo subletal de C. perfringens

La CK es un indicador caracteristico del dafio al misculo (Kristjansson er al., 2016),
por lo que se utilizo para determinar la lesion muscular inducida por una dosis subletal de C.
perfringens. En animales retados con C. perfringens se observé un aumento significativo de
la CK 5 h después de la infeccion (p<0.01), mientras que a las 24 h la actividad se redujo y

no mostré una diferencia significativa respecto al control (Figura SA).

Analisis histologicos del musculo infectado mediante microscopia de luz, mostraron
areas de mionecrosis caracterizadas por material miofibrilar hialino y contraccién de las
miofibras desde las 5 h (Figura 5B); ademas, fueron evidentes agregados bacterianos entre
las fibras musculares ¢ infiltrado inflamatorio distribuido de manera no homogénea en el
tejido. sin acumulacién de leucocitos dentro de las vénulas (Figura 5B). Caracteristicas
similares se observaron a las 24 h y 3 d, con mayor cantidad de células inflamatorias
dispersas en el tejido y otras en grandes agregados, colocalizadas en algunas areas con la
bacteria (Figura SB). En el grupo control, los misculos de los animales inyectados con PBS

estéril mostraron un patron histologico normal.
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Fig. 5. Mionecrosis causada por la infeccién con un indculo subletal de C. perfringens.
Grupos de 6 ratones CD-1 fueron inyectados intramuscularmente con 1x10° UFC de C.
perfringens. (A) La actividad CK se determiné en plasma 5 h y 24 h después de la infeccién.
Los resultados representan las medias + SE. *p<0.01 para muestras que difieren
estadisticamente del control. (B) Misculos inyectados fueron evaluados histologicamente en
la fase aguda de la infeccion, las secciones fueron teflidas con HE. Las flechas sefialan
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Fig. 7. Expresion de citoquinas en gastrocnemius de animales después de una infeccion
experimental con un inéculo subletal de C. perfringens. Grupos de 4-6 ratones CD-1
fueron inyectados intramuscularmente con 6x10° UFC de C. perfringens y se determind la
expresion de citoquinas en los muisculos infectados mediante PCR-RT (A) y ELISAs (B), en
distintos tiempos. En (A) se consideraron en conjunto los resultados de normalizacion con
GAPDH, RNSP1 y RPLI3A. El control fue inyectado con PBS estéril. Los resultados
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representan las medias £ SE. *p<0.01; **p<0.05. para muestras que difieren estadisticamente
del control.

El IFNy s6lo mostrd un aumento significativo a nivel de expresion génica a las 6 h
postinfeccion (p<0.01), mas no a nivel proteico (datos no mostrados). No se evidenciaron
diferencias significativas en la expresion de IL4, mientras que para la IL13, en el analisis a
nivel de expresion génica se observaron diferencias significativas a los 6 d postinfecion

{p<0.05) (datos no mostrados).

Cuando se analizd la expresion de las moléculas quimioatrayentes, las quimiocinas
MIP2 y KC mostraron niveles de expresion elevados significativamente respecto al control,
desde las 6 h hasta las 48 h analizadas (p<0.01) (Figura 8). Igualmente MCP1, aunque
mostro una disminucion a las 24 h postinfeccion, mantuvo una expresion significativamente

superior a la observada en el control (Figura 8).
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Fig. 8. Expresién de quimioatrayentes en gastrocnemius de animales después de una
infeccién experimental con un inéculo subletal de C. perfringens. Grupos de 4-6 ratones
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Fig. 9. Reclutamiento de PMNs al sitio de la lesion después de una infeccion
experimental con un indculo subletal de C. perfringens. Grupos de 3 ratones CD-1 fueron
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Fig. 10. Presencia de macrdfagos de los fenotipos M1 y M2 en el sitio de la lesion después
una infecciéon experimental con un inéculo subletal de C. perfringens. Grupos de 3 ratones
CD-1 fueron inyectados intramuscularmente con 1x10° UFC de C perfringens v se
determind la presencia de macrdfagos M1 con anticuerpos anti-iNOS y M2 con anticuerpos
anti-arginasa, mediante inmunofluorescencia en distintos tiempos. Se muestra la mayor
intensidad observada para cada tincion, relacionada con el maximo niimero de células en el
tejido (A). Para cada tiempo, el nimero de células correspondientes a macrofagos M1 y M2
fue determinado (B). La escala de la barra corresponde a 50 um.
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3.3. Caracterizacion del proceso de regeneracion muscular después de un reto

intramuscular con un indculo subletal de C. perfringens

3.3.1. Descripcion histologica del proceso de regeneracion muscular después de un reto

con un indculo subletal de C. perfringens

Para caracterizar el proceso de regeneracion muscular se realizé un analisis
histolégico de los misculos infectados a partir de los 7 d, tiempo en el que se puede prever
una buena o mala regeneracion del musculo (Hernandez ef al., 2011). A los 7 d se observé la
presencia de miofibrillas regenerativas caracterizadas por un nucleo central (Figura 11),
cercanas o impregnadas en una matriz fibrosa. Ademas, se observaron restos celulares no
removidos a pesar de la presencia de infiltrado inflamatorio. Dichas caracteristicas se

mantuvieron en el tiempo, siendo evidentes aun a los 14 y 30 d (Figura 11).

Fig. 11. Alteraciones en el proceso de regeneracion muscular después una infeccidn
experimental con un inéculo subletal de C. perfringens. Grupos de 3 ratones CD-1 fueron
inyectados intramuscularmente con 1x10° UFC de C. perfringens y seccionesde 7d, 14d y
30 d fueron tefiidas con HE. En el recuadro a los 7 d se observan células regenerativas con
nicleo central; los asteriscos sefialan la presencia de restos celulares impregnadas en una
matriz fibrosa, en los diferentes tiempos. La escala de la barra corresponde a 100 pm.
Debido a la presencia tanto de células regenerativas como de restos celulares y areas
fibrosas, se cuantificaron las dreas de regeneracion y necrosis a los 14 d y 30 d. A las 24 h,
el area de mionecrosis fue de un 48.33+6.5% de la totalidad del tejido (lesion inicial); a los
14 d el porcentaje de tejido no regenerado fue de un 22.12+4.5%, mientras que un 27.9£5.3%

del tejido se regenero. Porcentajes similares se evidenciaron a los 30 d, donde un 27.5+4.0%
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del tejido fue regenerado (Figura 12A). Pese a que idealmente el drea regenerada deberia
aumentar significativamente en el tiempo hasta que se repare el 100% de la lesion inicial, no
hubo diferencia significativa entre el porcentaje de 4rea regenerada y el drea no regenerada a
los 14 y 30 d (p<0.05), evidenciando un proceso de regeneraciéon muscular retardado o

deficiente.
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Fig. 12. Eficiencia de la regeneracion muscular y tamaifio de las fibras regenerativas
después de una infeccion experimental con un inéculo subletal de C. perfringens. Grupos
de 3 ratones CD-1 fueron inyectados intramuscularmente con 1x10° UFC de C. perfringens
y secciones de 1 d, 14 d y 30 d fueron tefiidas con HE. (A) La extension de la mionecrosis
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Fig. 13. Tincién de coligeno en gastrocnemius después de una infeccién experimental
con un indculo subletal de C. perfringens. Grupos de 3 ratones CD-1 fueron inyectados
intramuscularmente con 1x10° UFC de C. perfringens. (A) Secciones de 7d, 14 dy 30d
tefiidas con Rojo Sirio; las dreas rojas corresponden a fibras de coldgeno, mientras que las
verdes a las demis proteinas. El control fue inyectado con PBS estéril. La escala de la barra
corresponde a 100 um. (B) El tejido fibrético se determind a los 30 d como el porcentaje del
drea examinada correspondiente a coldgeno. Los resultados representan las medias + SE.
*p<0.05, para muestras que difieren estadisticamente del control.
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Debido a que el TGFp es un factor que se ha asociado a la fibrosis en el proceso de
regeneracion muscular, se analizd su expresion génica y proteica posterior a una infeccion
con una dosis subletal de C. perfringens. Tanto a nivel génico como proteico, se observo que
este factor presenta un comportamiento bimodal; cuando se analizé la expresion relativa del
ARNm, se observd un aumento significativo un dia después de la infeccion (p<0.05) con
relacion al control, su expresion disminuyé a los 2 d pero aumenté nuevamente a los 3 d

(p<0.01) y se mantuvo elevado al menos hasta los 6 d (p<0.05) (Figura 14A).
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Fig. 14. Expresion de TGFp en homogenizados de gastrocnemius de animales después
de una infeccion experimental con un indculo subletal de C. perfringens. Grupos de 4-6
ratones CD-1 fueron inyectados intramuscularmente con 6x10° UFC de C. perfringens y se
determiné la expresion de TGFPl en los musculos infectados mediante PCR-RT (A) y
ELISAs (B), en distintos tiempos. El control fue inyectado con PBS estéril. Los resultados
representan las medias + SE. *p<0.01; **p<0.05, para muestras que difieren estadisticamente
del control.

Similar a lo observado en los experimentos de PCR-RT, se observaron diferencias
significativas en la expresion proteica de TGFp respecto al control un dia después de la
infeccién (p<0.01), y pese a que hubo una disminucion a los 3 d, a los 6 d la concentracién

de la proteina continué siendo significativamente mayor al control (p<0.05) (Figura 14B).

3.3.2. Alteraciones en la densidad muscular de vasos capilares y nervios después de un

reto con un indeulo subletal de C. perfringens

Para determinar si C. perfringens es capaz de dafiar el endotelio que forma parte del

tejido muscular, se realizé una inmunotincién con anticuerpos especificos para el receptor
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del factor de crecimiento endotelial Flk-1. A las 6 h posterior al reto, fue evidente una
disminucion en el namero de los vasos capilares, con resultados similares a las 24 h (Figura
15A). La carencia de vasos capilares se observo principalmente en zonas de mionecrosis;
ademas, las estructuras que mostraron una sefial positiva para la tincion en estas zonas, eran
de menor tamafio a las del control, por lo que probablemente eran vasos capilares no

funcionales o restos de células endoteliales (Figura 15A).

Cuando se cuantificaron los vasos capilares por area, el control mostré un promedio
de 805.3+43.8 capilares por mm?, mientras que en los muisculos afectados por C. perfringens
el nimero efectivamente disminuy6 de forma significativa a 201.3+51.5 capilares por mm*
a las 6 h (p<0.05) y 203+52.9 capilares por mm*a las 24 h postinfeccion (p<0.05) (Figura
15B). Resultados similares se obtuvieron al reportar el niimero de vasos capilares por fibra
muscular, ya que mientras que el control mostré una media de 1.14=+0.13 capilares por fibra
muscular, en los musculos infectados la media disminuy6 significativamente a 0.37+£0.09 a

las 6 h (p<0.05) y a 0.30+0.05 a las 24 h (p<0.05) (Figura 15C).

Pese a la significativa disminucion de la densidad de vasos capilares en tiempos
tempranos después de la infeccion, a los 30 d no se encontraron diferencias significativas en
el nimero de capilares por area o por fibra muscular respecto al control (Figura 15By C), v

los mismos fueron evidentes incluso en tejido fibroso (Figura 15A).
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Fig. 15. Namero de vasos capilares en gastrocnemius después de una infeccion
experimental con un indeulo subletal de C. perfringens. Grupos de 3 ratones CD-1 fueron
inyectados intramuscularmente con 1x10® UFC de C. perfringens. Secciones histologicas de
6 h, 1 dy 30d fueron tefiidas con anticuerpos anti-Flk-1 mediante inmunofluorescencia. La
punta de flecha sefiala secciones de 6 h v 1 d posterior a la infeccidon que carecen de vasos
capilares; la flecha sefiala la presencia de vasos capilares en dreas fibrosas a los 30 d (A). La
escala de la barra corresponde a 100 pm. Se determiné el nimero de capilares por drea (B) y
por fibra muscular (C) en diferentes tiempos posterior a la infeccion. El control fue inyectado
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Fig. 16. Inervacion en gastrocnemius después de una infeccién experimental con un
inéculo subletal de C. perfringens. Grupos de 3 ratones CD-1 fueron inyectados
intramuscularmente con 1x10° UFC de C. perfringens. Secciones 3 d y 30 d fueron tefiidas
con anticuerpos anti-proteina del neurofilamento pesado mediante inmunofluorescencia. La
flecha sefiala alteraciones en secciones histologicas a los 3 d posterior a la infeccién (A). La
escala de la barra corresponde a 100 pm. Se determiné el nimero de nervios por drea (B) y
los axones dentro de cada nervio (C) en diferentes tiempos posterior a la infeccion. El control
fue inyectado con PBS estéril. Los resultados representan las medias + SE. *p<0.05, para
muestras que difieren estadisticamente del control.
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tiempo, ligados a la expresion de arginasa y de la citoquina anti-inflamatoria IL10 (Figura

17).
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Fig. 17. Comparacion del tiempo de llegada de células inflamatorias después de una
infeccion experimental con un inéculo subletal de C. perfringens con los tiempos de
llegada de células inflamatorias reportados en la literatura. (A) Tiempos de llegada segin

























































