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RESUMEN

Contribucidén de la Activacion del Receptor Dectin-1 en la Inmunidad Innata

frente a Candida albicans, en Sistema Nervioso Central.

La candidiasis invasiva es una infeccion importante por hongos asociada a la
atencion médica. Es ampliamente reconocida como una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en el entorno sanitario, representando un gran
impacto socio-economico en la salud publica. Puede ser causada por varias
especies de levaduras del género Candida, siendo Candida albicans la especie
mas comun. La diseminacion hematégena de este hongo es un elevado factor
de riesgo para el desarrollo de neurocandidiasis, una complicacion grave
potencialmente mortal. Pese a los grandes avances en las investigaciones sobre
las micosis humanas, el conocimiento en la patogénesis de las infecciones
fungicas en SNC es muy limitado. Es ampliamente conocido que el
reconocimiento de microorganismos por parte de las células inmunes innatas es
un evento crucial para la defensa frente a patégenos fangicos. Sin embargo, las
interacciones entre el hongo y las células residentes de cerebro, asi como los
mecanismos inflamatorios e inmunomoduladores inducidos durante la infeccion
cerebral, no se comprenden en su totalidad. En este escenario, el rol del receptor
Dectin-1 y su interaccion con los B-glucanos presentes en la pared C. albicans
en el desarrollo de la respuesta inmune innata en cerebro, permanecen sin
dilucidar.

En este trabajo de tesis caracterizamos la infeccion sistémica por C. albicans
y evaluamos la respuesta inmune innata desarrollada en el microambiente local
del SNC y el desarrollo de procesos neurodegenerativos asociados a la
presencia del hongo. Estudiamos ademas, la participacién de Dectin-1 en estos
procesos, utilizando un modelo de infeccién con una cepa defectiva en la
produccion de B-glucanos o animales deficientes en ese receptor.

Nuestros resultados demuestran que la rapida colonizacién cerebral de C.
albicans se correlaciona con la activacién de células gliales y la secrecion de
citoquinas proinflamatorias. Mientras que en este 6rgano es posible el control de
la infeccion, el clearance en rifidn no puede lograrse, provocando el deterioro en

la salud del animal y la mortalidad observada. En ausencia total o parcial de la



via de sefializacion de Dectin-1, la infeccion sistémica es mas severa, siendo la
carga fungica renal y la mortalidad significativamente mayores. La rapida
respuesta inflamatoria en cerebro de estos animales, podria ser la causa del
mayor control fangico del hongo al comienzo de la infeccidn, mientras que el
deterioro neurolégico y la mayor neurodegeneracion observada en ausencia de
Dectin-1, estaria asociado a la incapacidad de eliminar a C. albicans de cerebro

y a la disfuncionalidad de las células inmunes innatas.



ABSTRACT

Contribution of Receptor Dectin-1 Activation in Innate Immunity response

against Candida albicans, in the Central Nervous System.

Invasive candidiasis is an important health-care-associated fungal infection. It
is widely recognized as a major cause of morbidity and mortality in hospitalized
patients, representing a high socio-economic impact on public health. It can be
caused by several Candida spp, being Candida albicans the most common
species. Its bloodstream dissemination is a high risk factor for the development
of neurocandidisis, a serious life-threatening complication. Despite the great
advances in research on human mycoses, the knowledge on the pathogenesis
of fungal infections in the CNS is very limited.

The recognition of microorganisms by innate immune cells is a crucial event
for the defense against fungal pathogens. However, the interaction between the
fungus and immune cells in brain, as well as the inflammatory and
immunomodulatory mechanisms induced during CNS infection, are not fully
understood. In this context, the role of Dectin-1 in the development of the local
immune response after the recognition of B-glucans present in the wall of C.
albicans, remains unclear.

In this study, we characterized the systemic infection by C. albicans and
evaluated the innate immune response developed in the local microenvironment
of the CNS and the progress of the neurodegenerative processes associated with
the fungus presence, in a model of systemic candidiasis. We also studied the
participation of Dectin-1 in these processes, using an infection model with a
defective strain in B-glucans production or knockout animals in this receptor.

Our results show a rapid cerebral colonization of C. albicans, which correlates
with the activation of glial cells and proinflammatory cytokines secretion. While in
this organ it is possible to control the infection, clearance in the kidney cannot be
achieved, and may be associated with the deterioration in health and the mortality
observed. In total or partial absence of Dectin-1 signaling pathway, the systemic
infection is more severe, with renal load and mortality being more important. The

rapid inflammatory response in the brain of these animals, would explain the



greater fungal control observed of the fungus at the beginning of the infection,
while the neurological deterioration and the greater neurodegeneration observed
in the absence of Dectin-1, could be associated with the inability to eliminate C.

albicans of the brain and the dysfunction of the innate immune cells.
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INTRODUCCION

“Nada en la vida debe ser temido, solamente comprendido.
Ahora es el momento de comprender mas, para temer menos”
Marie Curie



Introduccién
Infecciones fungicas

Los hongos patdgenos afectan a millones de personas anualmente, pudiendo
provocar desde una colonizacion superficial de la piel o mucosas hasta
infecciones severas de tejidos profundos. La mayor parte de estos hongos son
microorganismos oportunistas, por lo que generalmente no causan enfermedad
en individuos sanos. Sin embargo, frente a un desbalance en la homeostasis
inmune, pueden volverse patogénicos e infectar al huésped (1,2).

Las infecciones fangicas sistémicas se asocian a elevadas tasas de
mortalidad. Si bien la epidemiologia no se conoce con exactitud debido la falta
de protocolos de registro y seguimiento de pacientes a nivel mundial, estudios
actuales estiman que provocan mas de un millén y medio de muertes por afio,
similar a los valores hallados para malaria y tuberculosis (1-3).

En las ultimas décadas, la frecuencia de infecciones fingicas nosocomiales
(asociadas a la atencidbn médica) ha aumentado drasticamente, debido a las
intervenciones médicas modernas, al surgimiento de cepas resistentes a los
antifingicos actuales y al aumento de la poblacion en riesgo por
inmunosupresion inducida por enfermedades o farmacos, o por mutaciones
génicas naturales (2,4,5).

Debido a la creciente incidencia de esta patologia y al cambio epidemioldgico
observado en los Ultimos afios, es evidente la necesidad de un conocimiento mas
profundo de los patdégenos fangicos y su interaccidén con el sistema inmune del
huésped en la interface comensal-patdgeno, a fin de mejorar los métodos
diagnésticos y los tratamientos frente a cada hongo en particular.

En este trabajo se estudian aspectos de la infeccion sistémica por Candida
albicans, la respuesta inmune innata desarrollada en cerebro frente a la invasion
y la contribucién que la sefial mediada por el reconocimiento inmune de los B-
glucanos de la pared del hongo por el receptor Dectin-1, en la patogenia de la

forma sistémica y cerebral de la micosis.
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Candida albicans

Caracteristicas generales

C. albicans es un hongo eucariota diploide, que reside en la piel y mucosas
de entre el 30 y 70% de los individuos sanos (6,7).Como comensal, normalmente
coloniza la mucosa intestinal, oral, vaginal y piel de manera asintomatica,
manteniéndose bajo control gracias a los mecanismos inmunes innatos y
adaptativos del huésped, y al microbioma bacteriano de la flora normal, que
regulan su crecimiento (6,8). Sin embargo, cuando el sistema inmunologico se
encuentra debilitado o frente a una disbiosis microbiana, C. albicans puede
comportarse como patégeno oportunista e infectar un amplio espectro de
organos y tejidos (7,9-11).

Las infecciones por este hongo se clasifican en candidiasis mucocutaneas
(CMC) o invasivas. La primera puede presentarse como una colonizacion
orofaringea, también conocida como candidiasis bucal, o como infecciones en la
superficie de la piel, ufias, es6fago o mucosa vulvovaginal. Por otro lado, la
candidiasis invasiva se caracteriza por la diseminacion a través del torrente
sanguineo (candidemia) y por la infeccion de 6rganos profundos normalmente

estériles, como higado, bazo, rifidn, corazon y cerebro (8,12).

Factores de virulencia

Hace décadas se pensaba que las levaduras participaban de forma pasiva en
la patogénesis de dichas infecciones, por lo que la inmunocompetencia del
huésped se consideraba la Unica responsable del desarrollo de las infecciones
oportunistas. En la actualidad este concepto ha cambiado, y hoy se sabe que
estos microorganismos participan activamente en la fisiopatologia del proceso
infeccioso, a través de la produccién de factores de virulencia y diversas
estrategias de evasion (13-15).

Los factores de virulencia le permiten al hongo infectar diversos nichos en el
huésped, pudiendo adaptarse a sefiales ambientales (pH, temperatura, hipoxia,
hormonas, presiones parciales elevadas de diéxido de carbono, limitacién de

nutrientes y de suero), sefiales de estrés (estrés oxidativo, nitrosativo y osmotico)
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y sefiales provenientes de otros microorganismos residentes (7). Algunas de
estas moléculas le permiten al hongo evadir o inhibir la respuesta inmune del

huésped, prolongando su supervivencia (10,16,17).

C. albicans expresa una amplia gama de factores de virulencia, tales como la
transicion morfoldgica entre levadura e hifa (18), la expresion de adhesinas e
invasinas en la superficie celular (19,20), la formacién de biofilms (21), el
tigmotropismo (crecimiento direccional) (22), y la secrecion de enzimas
hidroliticas (23). Ademas, poseen capacidades fisicas que incluyen una rapida
adaptacion a las fluctuaciones del pH ambiental (24), la flexibilidad y adaptacion
metabdlica (25), los potentes sistemas de adquisicion de nutrientes (26) y los
mecanismos robustos de respuesta al estrés (27) (Figura 1).

La transicion entre levadura e hifa se denomina dimorfismo y se considera uno
de los factores de virulencia mas importantes para la patogenicidad de C.
albicans. Este mecanismo estrictamente regulado a nivel génico, posee
importantes funciones relacionadas a la transformacién del microorganismo de
comensal a patdgeno. Los estados morfolégicos intermedios participan en
diferentes etapas de la interaccion con su hospedador: la faz levaduriforme, al
ser la mas pequenfa, esta involucrada principalmente en la colonizacion de las
superficies mucosas y la diseminacion hematégena, la emisidén de la pseudohifa
se relaciona a la penetracion de los tejidos, y la faz hifal a la invasion y dafio
tisular. Ademas, los complejos eventos moleculares que acompafan a los
cambios fenotipicos del hongo (activacion de Egfl y Bcrl), dan inicio a la
expresion o aumento de la transcripcion de genes relevantes, que codifican entre
otros, para las adhesinas fungicas (Als3, Hwpl), invasinas (Als3 y Ssal),
produccion de enzimas hidroliticas (lipasas y, proteinasas, fosfatasas) y genes
que participan en la formacion de biofilm (14-16,28,29). La plasticidad de este
hongo también involucra su habilidad de regular su perfil metabdlico y la
produccion de sus factores de virulencia de acuerdo a la disponibilidad de
nutrientes requeridos para garantizar su sobrevida y las caracteristicas del nicho
biolégico que coloniza. Este concepto evidencia la necesidad de establecer su
comportamiento en cada sitio particular susceptible de ser infectado, la
respuesta tisular y el impacto de estos procesos en la fisiologia del 6rgano
(16,28).
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Figura 1. Factores de Virulencia de Candida albicans. Principales factores de virulencia de C.
albicans en humanos [Adaptado de Da Silva Dantas, 2016 (6)].

Composicion de la pared celular de C. albicans

La pared celular fungica es una estructura mecanicamente robusta, que
contribuye a la estabilidad morfolégica y le permite al hongo mantener su
integridad celular. Al mismo tiempo, su composicion es dinamica y se encuentra
altamente regulada por las condiciones ambientales a las que se somete en los

diferentes nichos que coloniza (28,30). Participa activamente en los procesos de
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adhesion y se la asocia a muchos de los factores de virulencia descriptos
anteriormente, resultando esencial para la sobrevida y patogénesis (16,31,32).
La pared celular de C. albicans esta compuesta principalmente por
polisacéaridos, que se disponen en una capa estructural interna constituida por
quitina (5%), B-1,3-glucanos (40%) y B-1,6-glucanos (20%), que actuan como
andamio molecular, soportando proteinas, lipidos y componentes superficiales.
La capa externa estd compuesta principalmente por proteinas altamente
glicosiladas por polisacaridos de manosa, llamadas mananoproteinas, invasinas,
adhesinas y glicosilfosfatidilinositol (glycosyl phosphatidyl inositol, GPI), y se la
relaciona con la patogenicidad, adherencia y fagocitosis (17,33,34) (Figura 2).
En general, estos componentes son necesarios para la sobrevida de la
mayoria de las especies de hongos, por lo que han sido conservados a lo largo
de la evolucion (35). En su conjunto, estas moléculas se denominan patrones
moleculares asociados a patégenos o PAMPs (por sus siglas en inglés Pathogen
Associated Molecular Patterns) y pueden encontrarse en una gran variedad de

microorganismos no relacionados.
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Figura 2. Estructura de la pared celular de C. albicans. Principales componentes de la pared celular de C.
albicans y su distribucién. En la capa interna se localizan los principales componentes estructurales, mientras
gue la capa externa se conforma por moléculas involucradas en la patogenia y virulencia fangica. Las
ramificaciones de (-1,6-glucano flexibles permiten el entrecruzamiento de ambas capas [Adaptado de Gow NA,
2011(36)].

Los PAMPs actuan como ligandos de un conjunto de receptores inmunes

innatos, agrupados bajo la denominacion de receptores de reconocimiento de
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patrones o PRRs (por sus siglas en inglés Pattern Recognition Receptors) (37).
Esta interaccion desencadena una respuesta inmune rapida, que va a depender
del conjunto de PRRs activados, lo cual a su vez esta definido por los PAPMs
fungicos expuestos, el microambiente donde ocurre el reconocimiento y las
células inmunes innatas involucradas (38). Sin embargo, los hongos han
desarrollado estrategias para evitar el reconocimiento por parte de las células
inmunes, modulando la cantidad de ciertos componentes de la pared celular o la

accesibilidad de ellos en la superficie de la célula fungica.

B-glucanos: componente principal de la pared fungica

Los B-glucanos son los componentes mayoritarios de la pared celular,
sintetizados por el complejo enzimatico 1,3-B-D Glucan Sintasa (GS), el cual esta
conformado por al menos dos componentes, Fksp y Rholp. La subunidad Rholp
corresponde a un elemento regulatorio relacionado a una gran cantidad de
procesos celulares, mientras que la subunidad Fksp contiene el sitio activo de
biosintesis, que cataliza la transferencia de azlUcares de moléculas donantes
activadas (Glucosa UDP) a moléculas aceptoras especificas (1,3-p-D-
glucosil(N)) formando enlaces glucosidicos (39,40).

La subunidad Fksp es codificada por tres genes relacionados, FKS1, FKS2 y
FKS3, donde el primero se considera esencial en la mayoria de las especies de
Candida. FKS2 se expresa cuando FKS1 es delecionado o bajo condiciones de
estrés, como ausencia de glucosa o altas temperaturas. Los niveles de expresion
de FKS3 son bajos en comparacion con los otros genes, y no parecen contribuir
significativamente en la sintesis de B-glucanos (39).

Dentro del gen FKS1 existen dos regiones altamente conservadas,
denominadas hot-spots, en las cuales se han encontrado altas tasas de
mutaciones. El hot-spot 1 codifica para 9 aminoacidos desde las posiciones 641
a 649, mientras que el hot-spot 2, codifica para 8 aminoacidos, desde el 1357 al
1364. Las sustituciones en Ser645 y Phe641 son las mutaciones mas
abundantes encontradas en cepas clinicas, y se asocian a alteraciones en la
proporcién de B-glucanos y cambios en la virulencia con respecto a las cepas

parentales (40). Ademas, se han relacionado con el desarrollo de resistencia al
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tratamiento con antifangicos de la familia de las equinocandinas, cuyo
mecanismo de accién es la inhibicién de la GS, siendo responsable de una
elevada frecuencia de la falla terapéutica (39—41).

El reconocimiento de los B-glucanos por el receptor Dectin-1, es necesario
para el desarrollo de una respuesta inmune antifungica efectiva (42,43). Por este
motivo, el enmascaramiento o la menor expresion de estos polisacéridos se
considera una estrategia de evasion fungica, ya que previene una interaccion
patogeno-huésped eficiente y la activacion de los mecanismos de respuesta
protectores (44). Ademas, se ha reportado que la expresion de los B-glucanos
difiere segun la morfologia, encontrdndose estructuras ciclicas en las hifas y
formas lineales en las levaduras (7), lo que sugiere un reconocimiento diferencial
asociado al estado patogénico o comensal del hongo. Asimismo, la organizacion
tridimensional que presenten estos polisacaridos, también va a condicionar la
respuesta inmune generada. En este sentido, se ha observado que tanto los -
glucanos solubles como particulados pueden ser reconocidos por Dectin-1 (45),
aungue la activacion de la cascada de sefalizacion solo ocurre en presencia del
polisacarido en forma de particulas (46). Esto sugiere un mecanismo de
regulaciéon mediante el cual los receptores inmunes innatos podrian distinguir
entre el contacto directo con un patdgeno y la deteccidbn de particulas
microbianas modulando las respuestas segun el entorno particular.

Por otro lado, los B-glucanos son considerados potentes inmunomoduladores,
pudiendo dirigir las respuestas inmunes del huésped, de acuerdo al
microambiente y a las células involucradas durante el reconocimiento. Se ha
demostrado que la interaccion ligando-receptor en macréfagos (47,48) y células
dendriticas (DCs) (49,50) es importante para el desarrollo de una respuesta
inmune efectiva, que involucra la secrecion de citoquinas proinflamatorias y la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen
species); sin embargo, estudios in vitro realizados sobre microglia de retina
murina, indican que el reconocimiento de B-glucanos particulados por Dectin-1
activa las células sin inducir cantidades significativas de citoquinas y
quimiocinas, por un mecanismo que implica la inhibicion del factor de
transcripcion NFkB (51,52).
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La mayor evidencia sobre el reconocimiento de B-glucanos proviene de
estudios de infecciones sistémicas en ratones, donde se centran en las
respuestas inmunes generadas en la periferia frente a hongos patdgenos, o bien
estudios ex vivo o in vitro, desafiando a determinadas células de la inmunidad
innata con B-glucanos sintéticos o ligandos fungicos. En pacientes, el estudio se
facilita por identificacion de mutaciones o polimorfismos genéticos en su receptor
0 moléculas adaptadoras de su sefializacion. En la actualidad, el conocimiento
sobre la interaccién de C. albicans en cerebro y los mecanismos involucrados en
la respuesta inmune frente a B-glucanos en SNC en modelos in vivo, es muy
limitado. Un estudio reciente de Drummond y col. (2019) demuestra que un
componente del hongo, candidalisina, induce la secrecion de IL-13 en microglia
a través de CARDY9, conduciendo a la expresion de la integrina CXCL1, que

provoca en ultima instancia el reclutamiento correcto de neutréfilos (53).

Candidiasis invasiva

Epidemiologia

Las infecciones sistémicas causadas por Candida spp son consideradas las
micosis mas comunes (4,54), aunque Aspergillus spp y Cryptococcus spp
también son responsables de provocar fungemias graves, con altos indices de
mortalidad asociados (55,56). Dentro de las infecciones nosocomiales, se
ubican en cuarto lugar, luego de Enterococcus, Staphylococcus
epidermidis y Staphylococcus aureus (4,54).

Debido al creciente uso de dispositivos médicos propensos a la contaminacion
fungica, asi como la implementacion de terapias inmunosupresoras modernas
gue debilitan la inmunidad del huésped, la poblacién en riesgo para las micosis
invasivas ha aumentado considerablemente en las Ultimas décadas. Asimismo,
el limitado repertorio de drogas antifungicas, el surgimiento de nuevas especies
patogenas y el desarrollo de cepas resistentes a los farmacos actuales, ha
llevado a un aumento drastico en la frecuencia de esta patologia, reportandose

mas de 750.000 casos de candidiasis invasiva por afio en todo el mundo (3,5,57).
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C. albicans es la especie prevalente asociada a la candidiasis diseminada,
representando un 50% de los aislados clinicos en todo el mundo (4,54,58). Sin
embargo, la epidemiologia puede variar considerablemente segun la region
geografica, pudiendo encontrarse otras especies como C. tropicalis, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. krusei y C. lusitaniae (59-62).

En nuestro pais, las enfermedades causadas por hongos no son reportadas
sisteméticamente, y son escasos los estudios sobre la epidemiologia y
distribucion de especies de Candida como agente causal de infecciones
sistémicas graves, dificultando el diagndéstico y tratamiento de los pacientes.
Datos obtenidos por nuestro grupo en estudios multicétricos locales de micosis,
demuestran que C. albicans es el agente etiologico mas frecuentemente
aislado de sangre de pacientes internados en las UCI (unidad de cuidados
intensivos), con una prevalencia de 48,60% (63). La segunda especie
identificada en nuestra region es C. parapsilosis con una prevalencia de 28.57%,
usualmente asociada a la colonizacién previa de catéteres venosos, a la nutricion
parenteral, a practicas sanitarias deficientes y su elevada capacidad de formar
biofilm (63,64). Esta especie figura en segundo lugar como agente de
candidemia en Asia y América Latina (65—69).

La candidemia es una patologia que presenta elevadas tasas de mortalidad,
que oscilan entre un 36 y 63% de los pacientes infectados. Pese a las
exhaustivas investigaciones en el desarrollo de farmacos antifingicos, estas
cifras no han variado significativamente, y alun representan un importante
problema de salud publica (63,70,71). Los datos obtenidos en nuestro pais
arrojan una mortalidad del 50% (63,70), poniendo en evidencia la severidad de
esta enfermedad y su relevancia médica. Un factor no menor es el elevado gasto
econémico que significa la internacion y el tratamiento, ya que se estiman
inversiones de millones de ddlares anuales (4,10,72).

Las drogas antifungicas con accion frente a Candida que se utilizan como
tratamiento son la Anfotericina B, los triazoles (fluconazol, voriconazol) y
principalmente las equinocandinas (anidulafungina, caspofungina y micafungica)
(73-76). La mayor eficacia y menor toxicidad han posicionado a las
equinocandinas como drogas de primera eleccion; sin embargo su costo es muy
elevado y carecen de actividad frente a algunos hongos oportunistas de

importancia clinica. De manera similar a lo que ocurre con otros agentes
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patogénicos, Candida ha desarrollado diferentes mecanismos de resistencia
frente a estos farmacos. Siendo las GS el target molecular sobre el cual actdan
las equinocandinas, las mutaciones puntuales en el gen FKS1, particularmente
en el hot-spot 1, estan asociadas a la resistencia frente a este antifingico,
presentando valores de CIM (concentracion inhibitoria minima) muy elevados
(39,41).

Factores de Predisponentes

Debido a la naturaleza oportunista de C. albicans, existen varios factores de
riesgo, propios del hospedador o asociados al manejo clinico, que aumentan la
susceptibilidad frente a candidiasis invasivas.

El estado inmunoldgico debilitado del huésped o fallas en los mecanismos
homeostaticos de control, favorecen el crecimiento desmedido del hongo y la
invasion tisular a partir de fuentes enddgenas, como los nichos que coloniza
normalmente (14,15,77). La inmunosupresion del paciente puede deberse a
defectos genéticos intrinsecos que afecten el reconocimiento o el desarrollo de
respuestas efectivas (78-81), o a factores exdégenos como el uso de corticoides,
quimioterapia, = malnutricion,  diabetes  mellitus y  pacientes con
inmunodeficiencias adquiridas, como SIDA (4,78,82). Varios estudios han
demostrado que la disminucién o ausencia de neutréfilos en sangre, es una
condicion fundamental para la diseminacion de Candida en la mayoria de los
casos, colocando a la neutropenia como un factor de riesgo primario (83—85).

En pacientes sin enfermedades subyacentes inmunosupresoras, la
contaminacion exdgena por C. albicans también puede provocar candidiasis
diseminada, ligada principalmente al manejo clinico y a las condiciones
intrahospitalarias (12,86). En este sentido, los factores predisponentes incluyen
el uso de antibidticos de amplio espectro, cirugias gastrointestinales o cardiacas,
trasplante de dérganos, la utilizacion de catéteres venosos centrales, el uso de
drogas inyectables, nutricion parenteral, hospitalizacion prolongada, internacion
en la UCI, quemaduras y también en edades extremas de la vida, como ocurre

en neonatos prematuros y ancianos (5,59,82,87-92).
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Candidiasis cerebral

Si bien la neurocandidiasis se considera una entidad clinica inusual, la
incidencia de micosis oportunistas en SNC ha aumentado considerablemente en
los dltimos afios (93). La presencia de Candida en cerebro implica una
complicacion potencialmente mortal, agravando el prondéstico de pacientes con
infeccion sistémica. EI compromiso de este 6érgano ocurre mayoritariamente en
individuos con algun tipo de inmunodeficiencia o en presencia de los factores de
riesgo descriptos (79,80,94-97), y se asocia a elevadas tasas de mortalidad
(96,97). Se encuentra fuertemente asociada a la Enfermedad Granulomatosa
Crédnica y, como se hara referencia mas adelante, a ciertas fallas en receptores
de la inmunidad innata.

Ademas de las complicaciones neuroquirurgicas, en la mayoria de los casos
esta patologia se origina como consecuencia de la diseminacion hematdégena
del hongo desde un foco distante de infeccion primaria (83,90,98,99).

Debido a las limitaciones de los métodos diagndésticos actuales y al transcurso
asintomatico de la infeccion cerebral en muchos casos, no existen registros de
la frecuencia real de esta enfermedad. En adultos, la relevancia de esta patologia
se manifiesta en estudios post-mortem, donde las autopsias revelan que casi el
50% de los pacientes que mueren por candidiasis invasiva, presentan hongos en
el cerebro (83,100,101). En los neonatos prematuros con peso extremadamente
bajo al nacer, la incidencia de infecciones sistémicas por Candida es
preocupante, pudiendo alcanzar un 50% en lactantes con pesos menores a
750g, asociados a altos indices de mortalidad y causando secuelas neuroldgicas
permanentes en los individuos que sobreviven (91,102-105).

La llegada de C. albicans al parénquima cerebral provoca diferentes
manifestaciones clinicas, que incluyen meningitis, micro y macroabscesos y
complicaciones vasculares (106-109). Durante la infeccion avanzada, la
meningitis es frecuente en pacientes con SIDA, con bajo promedio de linfocitos
T CD4+ (58). Los procedimientos neuroquirdrgicos también pueden inducir
meningitis por Candida, y la severidad de la infeccion se correlaciona con la
magnitud del inéculo (106). Pacientes inmunosuprimidos con candidemia e

invasion del SNC, pueden presentar microabscesos cerebrales, lo cual se
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considera una complicacion severa. En estos individuos, el diagnostico suele
establecerse poco antes de morir y en la necropsia puede observarse un elevado
ndamero de microabscesos con un tamafio menor a 3mm, diseminados en el
parénquima cerebral (110).

La presencia de macroabscesos es menos frecuente y no esta
necesariamente relacionada con desordenes inmunologicos. Pueden presentar
una unica o multiples formas histolégicas y usualmente se encuentran focos de
necrosis (106,108). Las lesiones pueden causar pérdida de masa tisular y signos
neuroldgicos asociados al aumento de la presion intracraneal. También se han
descripto zonas hemorragicas y alteraciones vasculares, como aneurismas
micoéticos. Los diferentes morfotipos de Candida pueden visualizarse en las
secciones histolégicas, hallandose levaduras, pseudohifas e hifas, en grupo o
formando masas compactas en el parénquima cerebral. Estas lesiones suelen
estar rodeadas por neutréfilos, aunque en casos severos de inmunodeficiencias,
se observan hifas de Candida invadiendo el parénquima cerebral en ausencia de
reaccion inflamatoria (108).

Las manifestaciones neurolégicas en adultos son principalmente
encefalopatias difusas y perdida de la conciencia; sin embargo, en recién
nacidos y particularmente en aquellos neonatos que presentan un peso <1500g,
las consecuencias son mas graves. El 57% de los sobrevivientes presentan
signos de deterioro neurolégico con secuelas permanentes, como paralisis
cerebral, alteraciones motoras, fallas en el lenguaje, problemas auditivos,
ceguera y deterioro cognitivo (99,111).

Entre los factores de riesgo de esta poblacion, se considera la colonizacion
previa de la piel y las mucosas como una fuente importante de infeccion,
adquirida ya sea por transmision materna como por infeccion intrahospitalaria en
las UCI neonatales (112). Estudios multicéntricos determinan que la mortalidad
en la poblacién pediatrica es proxima al 30% y aumenta al 50% en neonatos de
muy bajo peso (91,102-105,112-114). Estos reportes también establecen que
los indicadores de deterioro neuroldgico empeoran con el grado de prematurez
y el bajo peso (113,115).

El desarrollo de estudios moleculares sistematizados permitiran un

entendimiento mas profundo de la interaccion patdgeno-huésped durante la
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infeccion cerebral con C. albicans, permitird un diagndstico temprano y un
adecuado manejo médico, mejorando el prondstico de los pacientes infectados.
Mecanismos de Tréfico al Cerebro de Candida albicans

Para invadir SNC, los hongos deben ser capaces de atravesar la barrera
hematoencefélica (BHE), constituida por células endoteliales, pericitos y
astrocitos (116,117). Las células del endotelio microvascular del cerebro humano
no presentan fenestraciones, y forman una capa celular continua unida por
uniones estrechas, otorgando una elevada selectividad en el transporte de
particulas. En el area ventricular, los capilares estan formados por células
endoteliales fenestradas y no tienen contacto directo con los astrocitos
(116,118). La BHE protege al SNC frente a injurias en individuos sanos; sin
embargo, en ciertas circunstancias como traumatismo, cirugia o disfuncion
inmune, los patégenos fungicos pueden superarlas e invadir cerebro (119).

Pese al creciente conocimiento sobre los factores de virulencia de C. albicans
y los receptores implicados en la adherencia a células epiteliales, los
mecanismos por el que este patdgeno atraviesa la BHE no han sido dilucidados
completamente. Actualmente, se describen tres posibles mecanismos: (i) a
través de una ruta paracelular, cruzando entre las células endoteliales
adyacentes, (ii) por invasion transcelular de las células endoteliales y la posterior
liberacion del lado basolateral, o (iii) indirectamente a través de la migracién de
monocitos infectados por levaduras a través de la barrera endotelial (mecanismo
de caballo de Troya). También es posible el ingreso de patégenos al cerebro a
través de una BHE con integridad deteriorada (120,121).

Estudios in vitro realizados sobre ceélulas endoteliales microvasculares de
cerebro humano (HBMEC) demostraron la capacidad de C. albicans para
adherirse e invadir cerebro, mediante las invasinas flngicas Als3 y Ssal (122),
gue se unen a un receptor expresado exclusivamente en esas células. Ademas,
utilizando microscopia electronica de transmision, se han observado los
diferentes morfotipos del hongo unidos a la monocapa o en el interior de las
células endoteliales, siendo capaces de transcitosar las HBMEC sin alterar su
integridad (16). No obstante, estudios in vivo mediante microscopia intravital,
demostraron que en una infeccion avanzada ocurre la pérdida de la integridad

de la BHE, con elevada respuesta inflamatoria (119). Actualmente, existen
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fuertes evidencias de que la internalizacién de C. albicans por vacuolas que
contienen ICAM-1, proteina de union a integrinas, es esencial para la transcitosis
de levaduras e hifas al parénquima cerebral a través de la BHE (122).

Inmunidad innata frente a C. albicans

El sistema inmune innato constituye la primera linea de defensa del huésped
frente a una gran variedad de patdgenos. Las barreras fisicas y los elementos
que la componen desempefian un rol central mediante la activacion temprana de
mecanismos efectores, en el reconocimiento de agentes infecciosos y la
amplificacion de respuestas locales mediante el reclutamiento de poblaciones
celulares. Este sistema de reconocimiento innato permite discriminar entre
aquellos elementos flungicos de hongos comensales, frente a los que el sistema
inmune debe permanecer tolerante, y aquellos provenientes de agentes
patogénicos, frente a los cuales debe ejercer una eficiente proteccion. El
reconocimiento de los PAMPs fungicos por los PRRs provoca en las células
inmunes la induccién de vias intracelulares que promueven su activacion, la
produccion de diferentes mediadores y la induccion de funciones efectoras. La
etapa de reconocimiento también es importante en el establecimiento del inicio
de la respuesta inmune adaptativa siendo fundamental en la definicion de su
perfil (15,123,124).

Dentro de las poblaciones celulares de la inmunidad innata los neutrofilos son
consideradas una poblacién esenciales durante la respuesta temprana frente a
C. albicans. Se ha demostrado que su ausencia o la falla en los mecanismos
de activacion o reclutamiento, provoca a una mayor susceptibilidad frente a
infecciones fungicas invasivas, menor control del crecimiento del hongo y una
mortalidad acelerada, tanto en humanos como en modelos animales (85,125).

Estas células son reclutadas rapidamente al sitio de infeccion, contribuyendo
al control fungico mediante fagocitosis, estallido respiratorio, degranulacion,
liberacion de citoquinas pro y antiinflamatorias, y liberacion de trampas
extracelulares (NETs) (85,88,92,126,127). Participan especialmente en el
inicio de la infeccién, en las primeras 24-48h, donde una respuesta inmune

efectiva es crucial para evitar el progreso de la enfermedad (88,92,127). No
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obstante, su activacion debe ser estrictamente controlada, a fin de evitar
lesiones tisulares severas y procesos inmunopatoldgicos, resultando

perjudicial para la funcionalidad de los 6rganos involucrados.

Receptores innatos y activacion de la respuestainmune

Las complejas interacciones entre el hongo y su hospedador comienzan en la
interface célula-célula. La composicion de la pared fangica puede variar
dependiendo del morfotipo levaduriforme o crecimiento micelial, como asi
también después de la division celular, la morfogénesis o la exposicion a drogas
antifangicas. El reconocimiento de los PAMPs fungicos por parte de los PRRs
presentes en células inmunes innatas es un evento esencial para la defensa
frente a estos patdgenos (128,129).

Los PRRs descriptos al presente, pueden agruparse en cuatro grandes
familias: TLRs (del inglés Toll-like receptors), CLRs (del inglés C-type lectin
receptors) , NLRs (del inglés NOD-like receptors) y RLRs (del inglés RIG-I-like
receptors) (130). Los TLRs y los CLRs desempefian un papel central en la
respuesta inmune frente a C. albicans; algunos estudios demuestran que los
NLRs también estan involucradas en su reconocimiento, aungue se conoce poco
acerca de los elementos del hongo que participan en esta interaccion
(53,130,131) (Figura 3).

La familia de los TLRs esta compuesta por diez miembros de receptores
transmembrana en humanos que reconocen diversos ligandos. Segun su
ubicacion, se clasifican en dos grupos: los que se localizan en la membrana
plasmética y los encontrados en compartimentos intracelulares como
endosomas. El reconocimiento por parte de los TLRs es seguido por la activacion
de diferentes vias de sefializacion intracelular, que generalmente involucran la
molécula adaptadora MyD88, aunque también pueden utilizar las proteinas
TRIF. La cascada finaliza con la activacién del factor de transcripcion NFkB y
factores reguladores del interferon (IRF), que inducen la expresion de genesy la
consecuente produccion de diferentes citoquinas como IL1(3, IL-6 y TNF,

guimiocinas y moléculas requeridas para la presentacién antigénica y expresion
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de moléculas coestimulatorias, importantes en la induccion de la inmunidad

adaptativa (15,130,132).
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Figura 3. Receptores de Reconocimientos de Patrones involucrados en la interaccion con C. albicans. PRRs de
las familias TLR, CLR, NLR y RLRs y reconocimiento de PAMPs de C. albicans. Luego de la unién a sus ligandos, se
activan cascadas de sefalizacion para inducir diversas respuestas inmunes, como la fagocitosis, produccién de especies
reactivas del oxigeno (ROS) y secrecion de citoquinas [Adaptado de Goyal, Surabhi, 2018(43)].

Los NLRs se encuentran en el citosol celular y son capaces de responder a
un conjunto diverso de estimulos, desde patdogenos microbianos a través de los
PAMPs, hasta patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs), como ATP o
cristales de acido urico, que son liberados por las células cuando mueren y son
reconocidos como sefiales de peligro para perpetuar la inflamacion (133). El
receptor mas estudiado de esta familia es el NLRP3 (del inglés NACHT, LRR
and PYD domains-containing protein 3), quien al activarse se ensambla con la
proteina adaptadora ASC, formando un complejo multimolecular citoplasmatico
denominado inflamasoma. Esta estructura recluta y activa a la enzima
proteolitica Caspasa-1, provocando en ultima instancia al clivaje de pro-IL-1B y
pro-IL-18, para liberarlas como citoquinas activas. La transcripcion de la pro-IL-
1B estd asociada a sefales generadas a partir de TLR2/TLR4 y Dectin-1, y la
liberacion de la IL-1B a la actividad de los inflamasomas (134). NLRP3 se
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encuentra expresado en macrofagos, monocitos, microglia, DCs y células
epiteliales (135-137).

Numerosos estudios han demostrado que NLRP3 desempefia un papel
importante en la inflamacion inducida por C. albicans (138). El ligando que
produce el ensamble de este inflamasoma aln no se encuentra identificado
totalmente. Se ha reportado, tanto en modelos animales como en estudios en
pacientes con candidiasis vulvovaginal, que las enzimas SAP2 y SAP6 de C.
albicans participan en su activacion (139,140). En la actualidad, otros NLRs se
han relacionado con la respuesta frente a este hongo, asi como NLRP10,
requerido para controlar la infeccion diseminada de C. albicans y NLRC4 en el
estroma de la mucosa para controlar la infeccion oral (141,142). Un estudio
reciente demuestra que una toxina fungica podria estar involucrada en la
regulacion transcripcional de IL-1B y en la activacién del inflamasoma por parte
de la microglia (53).

Los CLRs son una superfamilia heterogénea de receptores transmembrana y
solubles, que se definen por contener dominios conservados de lectina tipo C.
Son los PRRs mejor caracterizados en la respuesta frente a patdogenos fangicos
y reconocen polimeros de carbohidratos (manano, glucanos, y quitina) presentes
en la pared celular de los hongos (43,143-145). Son necesarios para el
reconocimiento y la fagocitosis, la induccion de mecanismos efectores
antimicrobianos y mediadores inflamatorios, y dirigen y modulan la inmunidad
adaptativa, incluidas las respuestas Th17 y Th1 (145).

Los principales miembros de este grupo que participan en la actividad
antifangica son Dectin-1, Dectin-2, Dectin-3, Mincle, CR3, el receptor de
manosa (MR) y DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion
molecule-3-Grabbing Non-integrin), que se expresan principalmente en células
mieloides. Ademas, se ha demostrado que CLRs solubles como la lectina de
unién a manosa (MBL) y las proteinas surfactantes Ay B (SP-A y SP-D), también
desempefian un papel en la inmunidad antifingica (146). Los ligandos de Dectin-
1y CR3 son los 3-(1,3) glucanos de la pared del hongo, mientras que los demas
receptores reconocen estructuras glucidicas como manosa, presentes en la
pared de Candida (147).

Generalmente los PRRs no actian en forma independiente, y son frecuentes

las respuestas inmunes donde participa mas de un receptor, ya sea
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perteneciente a la misma familia o no, generando sinergismo, redundancia o
respuestas antagonicas (81,132,143,148,149). De hecho, se ha planteado que
uno de los principales roles de los TLRs en la inmunidad anti-fungica, es la
modulacién de las respuestas dependientes de CLRs (134). Algunos estudios
muestran que la estimulacion simultanea de TLR-2 y Dectin-1 en macréfagos
murinos, tiene un efecto sinérgico en la produccion de citoquinas
proinflamatorias y la fagocitosis, aunque puede regular de manera negativa la

induccion de respuestas adaptativas en determinada condiciones (132,143).

Dectin-1

Dectin-1 es un receptor transmembrana de la familia de los CLRs que se
expresa principalmente en células mieloides, como macréfagos, monocitos,
microglia, neutrofilos, mastocitos, CDs, pero también puede encontrarse en
células del epitelio pulmonar y bronquial, entre otras (43,48,51,150,151).

Numerosos estudios han permitido establecer el rol de Dectin-1 en la
inmunidad innata frente a C. albicans y en el condicionamiento que ejerce su
activacion en la inmunidad adaptativa. La contribuciéon de este recetor en la
induccion de la inmunidad adaptativa es actualmente un area de investigacion
intensa, debido a su importancia en la resolucién eficaz de las infecciones
fungicas. Se ha demostrado que Dectin-1 induce respuestas humorales (131) y
estimula las células T citotoxicas tanto en ratones (152) como en
humanos (153). La activacion de este receptor también se ha relacionado con la
induccion de respuestas T CD4*, promoviendo la diferenciacion de Thl/Th17
(154). Humanos deficientes en Dectin-1 parecen tener respuestas Thl7
disminuidas y esto puede estar relacionado con su susceptibilidad a la
candidiasis mucosa observada en estos pacientes (81).

Si bien se ha demostrado un rol protector de este receptor en infecciones
fungicas sistémicas por C. albicans y A. fumigatus, en procesos infecciosos
provocados por Coccidioides immitis y Pneumocistis carinii, la ausencia del
receptor sélo tuvo impacto sobre el control de la carga fangica (15,155,156). En
referencia a los dos primeros, su participacion es ampliamente discutida, y

depende considerablemente del microambiente inflamatorio, el background
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genético del huésped, la especie y cepa del patégeno fungico, el tipo de célula
huésped activada y el 6rgano donde se desarrolle la respuesta (81,125,143,157).
La diferencia entre la susceptibilidad observada entre los modelos murinos de
infeccion y los pacientes con esta micosis puede deberse a que en contraste a
lo que ocurre en los seres humanos, Candida spp. no es un organismo comensal
en ratones.

El reconocimiento de los B-glucanos de la pared fuangica, induce la
dimerizacion del receptor Dectin-1, seguido de la activacion de vias de
sefalizacion que conducen a diversas respuestas celulares, como la fagocitosis,
la producciéon de citoquinas, el estallido respiratorio y la activacion de
inflamasomas (143) (Figura 4).

El dominio citoplasmatico de Dectin-1 posee una secuencia similar al motivo
de activacion basado en tirosina (ITAM), constituida por una serie de
aminoacidos. Luego de la union al ligando, este dominio es fosforilado por las
quinasas de la familia Src, lo cual induce el reclutamiento de tirosina quinasas,
tales como la proteina Syk. Posteriormente, se induce la formacion y activacion
de un complejo multimolecular compuesto por la proteina CARD9, Bcl10 y
MALT1, fundamental para la defensa frente a C. albicans. La cascada de
activacion que involucra Syk-CARD9 se considera la via canonica de este
receptor, e induce en ultima instancia la activacion y translocacién al nucleo del
factor de transcripcion NF-kB (130,143,145). Muchos de los CLRs que participan
en el reconocimiento PAMPs flingicos, convergen en este punto y utilizan esta
via como el mecanismo de defensa principal frente a hongos.

La activacion candnica de Dectin-1 induce la liberacion de citoquinas
proinflamatorias que involucran IL-12, TNF, IL-6,IL-18, IL-2, en algunos casos en
colaboraciéon con el TLR2 (49,50,158). Asimismo, el reconocimiento de C.
albicans por este receptor también puede dar lugar a respuestas
antiinflamatorias, como la liberaciéon de IL-10 y TGF (159-161). La via Dectin-
1-Syk-CARD-9 también puede activar IRF5 (Interferon regulatory factor 5) para
producir IFN-B (interferon-B), inducir la produccion de ROS, activar el
inflamasoma NLRP3 y mediar la fagocitosis independiente de opsonizacion,
dependiente de (-1,3-glucano (43). También puede activar otros factores de
trascripcion como AP1 y NFAT, involucrados en la expresion de diversos genes

inmunes (132).
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Figura 4. Via de sefalizacion de Dectin-1. Dectin-1 reconoce selectivamente a (3-1,3-glucanos e
induce la activacion de diversas cascadas de sefializacion. La formacién del complejo CARD9-Bcl10-
MALT1 corresponde a la via de activacién candnica més importante, la cual es dependiente de Syk.
Este complejo media la activacion del factor de transcripcion NFkB y la consecuente expresién génica.
Otros factores de transcripcién son activados por vias alternativas. Dectin-1 también media la
fagocitosis y la producciéon de ROS y del inflamasoma NLRP3 [Adaptado de Gordon Brown, 2013

(151)].

Otra via no candnica importante, es la que involucra a la proteina Raf-1, y la

consecuente activacion de la via de sefalizacion MAPK/ERK, quinasas que

inducen respuestas proinflamatorias contra C. albicans (132).

Un hito en el conocimiento de la respuesta inmune antifingica lo constituye

sin duda el descubrimiento de polimorfismos 0 mutaciones genéticas del receptor

Dectin-1 y su vias de sefalizacion en individuos susceptibles a la infeccién por

Candida spp. La deteccion de mutaciones puntuales en Dectin-1 (Tyr238X) y en

CARD9 (Q925X), condujo a fallas severas en la via de activacién de las células
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fagociticas, produccion deficientes de citoquinas y de péptidos antimicrobianos
en respuesta a Candida en pacientes con CMC cronica (43,78,81). Estudios
efectuados con sangre periférica de pacientes con alteraciones en Dectin-1,
revelaron una disminucién en la produccion de IL-17 en cultivo cuando sus
linfocitos fueron expuestos a C. albicans. Por otra parte, individuos que
presentan mutaciones o deficiencia en CARD9, tienen un alto riesgo de
desarrollar infecciones fangicas graves, y se los ha relacionado fuertemente con

la diseminacion hematdgenay la presencia de C. albicans en el cerebro (83,162).

Respuesta inmune en Sistema Nervioso Central

Durante décadas, el SNC fue definido experimentalmente como un sitio
inmunoprivilegiado, debido a la escasa respuesta inmune observada frente a
injertos u otros estimulos, sumado a la ausencia de drenajes linfaticos
convencionales y al aislamiento fisico otorgado por la BHE (163). Ademas, la
expresion de moléculas fundamentales para el inicio de respuestas inmunes
adaptativas, como MHC-II (complejo mayor de histocompatibilidad tipo II), es
escasa en condiciones normales y no se han detectado células presentadoras
de antigeno profesionales en cerebro de individuos sanos (164). Sin embargo,
investigaciones mas recientes indican que el cerebro es un 6rgano
inmunocompetente que interactia activamente con la periferia, y cuyas células
residentes se relacionan de manera constante, permitiendo la homeostasis y el
correcto funcionamiento del 6rgano (165,166).

La respuesta inflamatoria en cerebro es fundamental para el mantenimiento
de la homeostasis, la reparacion tisular y la defensa frente a patdégenos e injurias.
No obstante, estos mecanismos deben estar estrictamente controlados, a fin de
lograr resolver las situaciones, sin causar dafio tisular excesivo. La
neuroinflamacion es un proceso complejo, y tiene aspectos tanto

neuroprotectores como neurotdxicos (163,167,168).

El SNC tiene un alto grado de heterogeneidad anatomica y celular, por lo que
la respuesta inmune inicial frente a patégenos va a depender de la ruta de acceso

de los microorganismos (169). EI SNC esta compuesto principalmente por tres
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tipos de células: neuronas, células gliales y células vasculares, cuya distribucion
es heterogénea dentro del parénquima cerebral (169,170). Las células gliales o
neuroglia, comprenden un conjunto de células con diversas funciones, que
incluyen los astrocitos, la microglia, las células ependimarias y los
oligodendrocitos. En condiciones homeostaticas, las neuronas y los astrocitos se
comunican con la microglia a través de vias paracrinas y autdcrinas mediante la
expresion de receptores (171). Particularmente las neuronas y los astrocitos
desempeiian un rol integral en la regulacion fenotipica de las células
microgliales, regulando negativamente la microglia y reduciendo la inflamacion
en el SNC (166). Algunos neurotransmisores tienen efectos moduladores
inmunes al suprimir la produccién de citoquinas proinflamatorias, mediante la

inhibicion del factor de transcripcion NFkB (172).

Microglia

Las células microgliales comprenden aproximadamente entre el 10-20% de la
poblacion glial en el SNC en humanos y se mantienen solamente por auto-
replicacion (171,173). Si bien se pueden encontrar en todo el parénquima
cerebral (174), pueden tener funciones variadas segun las regiones donde se
encuentran, y desarrollan caracteristicas Unicas basadas en sefiales
moleculares especificas de tejido (175,176).

En condiciones normales se encuentran en reposo, mostrando un perfil
homeostéatico de inmunovigilancia (177). Frente a lesiones cerebrales como
resultado de traumas, infecciones o enfermedades neurodegenerativas, son las
primeras células en activarse y participan activamente en la respuesta inmune
innata cerebral (171,178). Poseen PRRs para el reconocimiento de patégenos,
mediante los cuales inducen la produccion de citoquinas proinflamatorias como
IFN-y, TNF, IL-1B, IL-18, IL-6 e IL-12, asi como la produccion de ROS (94,179).
La expresion de mudltiples receptores de quimiocinas y citoquinas en su
superficie, indica su rapida capacidad de respuesta y migracion a los sitios de
inflamacion, coincidente con los procesos de hiperramificacién, que aumentan la
motilidad y locomocién (178). Al igual que los macréfagos, presentan el marcador

CD36 y otros receptores tipo “scanvengers” (SR), por los que median la
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fagocitosis activa de células apoptoticas, microbios y desechos celulares en el
SNC. Frente a una injuria, el IFNy puede inducir la expresion moléculas de MHC
II'y de moléculas co-estimuladoras como CD54, CD80 y CD86, sugiriendo la
participacion en el desarrollo de respuestas adaptativas por presentacion
antigénica a los linfocitos T CD4+. Por otra parte, la microglia activada también
induce la produccion de las citoquinas antiinflamatorias, tales como I1L-10, IL-4,
IL-13 vy TGFB (51,180,181), que desempefian papeles importantes en la
reparacion de tejidos y cicatrizacion de heridas (182).

Las técnicas inmunohistoquimicas son muy utilizadas actualmente para el
estudio de microglia, gracias a la identificacibn de un marcador microglial
especifico que permiti6 desarrollar un protocolo universal para su deteccién,
descubierto por un grupo japonés en 1996 y denominado mas tarde como Iba-1
(183-185). Poco se conoce sobre las funciones de esta proteina, pero se ha
relacionado con procesos de reorganizacion del citoesqueleto, mediante la
interaccién con moléculas de actina (186—188). Iba-1 tiene una gran estabilidad
inter-especie, lo cual ha permitido el estudio de SNC en diferentes mamiferos y
humanos (189-191). Ademas, esta proteina se distribuye de manera
considerablemente uniforme en el citoplasma y en los procesos de la microglia
ramificada, asegurando su visualizacién en los diferentes estadios de activacion
(185).

En el SNC de individuos sanos, la morfologia de la microglia en reposo
presenta procesos ramificados refinados, orientados radialmente desde un
pequefio soma eliptico. Tras su estimulacion, estas células se activan y
adquieren una forma ameboide y fagocitica, con hipertrofia del soma celular,
retraccion de ramificaciones y regulacion positiva o sintesis de novo de
moléculas de superficie e intracelulares (171).

Si bien la activacion microglial es fundamental para mantener la homeostasis
en el SNC, durante condiciones inflamatorias crénicas, la activacion persistente
de estas células puede resultar perjudicial. La continua liberacién de citoquinas,
guimiocinas y ROS, conducen a la activacion de otras células microgliales y
astrocitos circundantes, lo que resulta en la progresion de la enfermedad debido
a la produccion sostenida de sustancias toxicas para las neuronas (51). A su vez,
la liberacion de DAMPs por células dafiadas, pueden aumentar aln mas la

inflamacion y la activacion glial, desencadenando un ciclo inflamatorio de auto
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propagacion (173,192-195). Por este motivo, en el SNC se establecen
complejas interacciones entre la microglia y las demas células residentes de
cerebro, que regulan la actividad celular y le permiten adquirir fenotipos pro o
antiinflamatorios, dependiendo del estimulo presente (196).

Si bien hallazgos recientes indican que la microglia tiene un linaje distintivo y
una firma molecular particular, todavia se la considera el macréfago del SNC
(173,181,197). Por este motivo, al igual que los macréfagos periféricos, la
activacion microglial se puede clasificar en dos fenotipos principales, definidos
como "activacion clasica” o M1y "activacion alternativa™ o M2 (182,198,199). Sin
embargo, esta clasificacion ha sido muy cuestionada, ya que no refleja la
complejidad de los estados intermedios de activacién microglial. Asimismo, el
concepto M1/M2 se ha propuesto basandose en experimentos in vitro, que
exponen a células aisladas a estimulos purificados, por lo que es cuestionable
gue estos datos representen las condiciones reales in vivo (181).

Numerosos estudios han demostrado la contribucion de la activacion
microglial en procesos neurodegenerativos (199-202); sin embargo, los
mecanismos involucrados en regular la funcion de estas células y su
participacion en la reparacion neuronal, no se comprenden completamente.

Los mecanismos involucrados en la respuesta inmune frente a C. albicans por
la microglia en SNC no han sido explorados profundamente al presente. Estudios
in vitro utilizando células microgliales de retina murina, demostraron que el
reconocimiento de B-glucanos particulados a través del receptor Dectin-1 en la
superficie celular, atenta la secrecion de citoquinas proinflamatorias, a través de
la inhibicion de la translocacion de NF-kB mediada por TLR2 (51,52,171). Esto
sugiere un mecanismo de control de la inflamacion frente al patégeno fungico,
ya sea como mecanismo de evasion del hongo, o como una manera de controlar
la inflamacion cerebral. Recientemente, se demostré que el reclutamiento de
neutrofilos a SNC no se encuentra alterado en ratones deficientes en Dectin-1
infectados con C. albicans, aunque su capacidad fagocitica se encuentra
disminuida. En consecuencia, la carga fangica en cerebro de estos animales es
mayor que en los ratones WT (53).

Por otro lado, el rol inmunoprotector del receptor Dectin-1 en la superficie de
la microglia, se ha sugerido en un estudio in vivo, en un modelo de lesion del

nervio o6ptico por aplastamiento, donde observan que la administracion de (-
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glucanos particulados, promueve la respuesta regenerativa y mejora la
recuperacion axonal (203).

Actualmente, sin embargo, existe un conocimiento limitado sobre la
modulacién de los procesos inflamatorios por parte de la microglia en el contexto
de la infeccion por hongos en el SNC, por lo que este trabajo aporta evidencia
importante para una mayor comprension de la neuropatologia causada por C.

albicans.

Astrocitos

Los astrocitos son las células gliales mas abundantes, constituyendo entre el
30 y el 50% de las células en el SNC (204,205). Su forma estrellada
caracteristica posee un soma central, a partir del cual se extienden sus procesos
formando verdaderas redes en el cerebro, que los mantienen en constante
comunicacién con las demas estructuras celulares (204,206). Junto con la
microglia, se consideran componentes principales de la respuesta inmune en
cerebro, y sus principales funciones incluyen la secrecion de factores de
crecimiento, la liberacién de citoquinas (IL-6, IL-10, IFNB, TNF) y quimiocinas
(como la proteina quimioatrayente de monocitos, MCP-1), y la modulacién de la
transmision sinaptica, mediante la eliminacién de neurotransmisores como el
glutamato de la hendidura sinaptica (204,207-209).

Los astrocitos responden a todas las formas de dafio y enfermedad del SNC
al sufrir cambios estructurales, celulares, moleculares y funcionales, en un
proceso denominado astrogliosis reactiva. La gran diversidad de alteraciones
fenotipicas dependen del microambiente y pueden resultar protectivas o
neurotoxicas segun el entorno (210,211). Aunque estas respuestas son
necesarias para la eliminacion de patdgenos, también pueden afectar
negativamente la funcidon neuronal, deteriorando la neurogénesis y causando
neurotoxicidad (169). La activacion excesiva y prolongada de los astrocitos
durante la infeccion o inflamacién puede dar lugar a cicatrizacion de los
astrocitos, lo cual es en parte responsable del dafio tisular a largo plazo
(137,206,210,212). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la

formacion de cicatrices favorece la regeneracion axonal en lesiones del SNC
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(213). Su marcador especifico, GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), es una
proteina componente principal del citoesqueleto de estas células gliales. La
distribucién homogénea en todo el citoplasma, la presencia en todas las especies
de mamiferos estudiados y los cambios en los niveles de expresion luego de la
activacion celular, han posicionado a esta proteina como un marcador util para
evaluar la reactividad de los astrocitos en modelos animales de injuria y

enfermedad, y en muestras patoldgicas humanas (205,214,215).

La estrecha relacion entre los astrocitos y la microglia tanto en condiciones
fisiologicas o patoldgicas, le permite modular su actividad (216). Al ser los
principales productores de TGF[3 y secretar ademas galectina-1, los astrocitos
pueden reducir la activacion microglial, disminuyendo la produccion de
moléculas asociadas a la presentacién antigénica, la liberacién de citoquinas
proinflamatorias, NO, ROS y TNF (207,210). Tanto los astrocitos como la
microglia se activan rapidamente en respuesta a altos niveles de actividad
neuronal e injuria tisular, pero este proceso difiere segun la etapa de desarrollo
en la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas y fendmenos
neurotoxicos (207). La activacién de microglia y astrocitos ocurre con un patron
espacial y temporalmente distinto. La microglia, activada antes que los
astrocitos, promueve la activacién de estos ultimos. Por otro lado, los astrocitos
activados no solo facilitan la activacion de la microglia distante, sino que también
regulan con un tono inhibitorio las actividades microgliales. Las principales
moléculas que contribuyen a su intercomunicacion incluyen la IL-13, el ATP
(trifosfato de adenosina) y el TGF- (207).
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OBJETIVOS

“La utopia esta en el horizonte. Camino dos pasos y se aleja dos
pasos. Camino diez y el horizonte se corre diez pasos mas alla.
Entonces ¢para qué sirve la utopia? Para eso, sirve para caminar”
Eduardo Galeano
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Las infecciones fungicas invasivas constituyen un grave problema en la salud
a nivel mundial. La presencia de C. albicans en SNC agrava el pronéstico en
pacientes con candidemia, siendo responsable de un elevado indice de
mortalidad. En poblaciones vulnerables como los neonatos, aquellos pacientes
gue sobreviven a la infeccion presentan severas secuelas neurolégicas. A pesar
de los avances en el conocimiento de esta patologia en los ultimos afios, poco
se conoce sobre los mecanismos que rigen las interacciones entre el hongo y las
células residentes de cerebro, y la respuesta inmune local desarrollada en este
nicho frente a C. albicans. Se ha demostrado que el receptor de (B-glucanos,
Dectin-1, es crucial para la defensa antifungica durante la infeccion sistémica;
sin embargo, su rol en SNC resulta controversial, siendo en algunos casos
beneficioso y en otros perjudicial para un control efectivo de los patégenos
fangicos.

Por lo anteriormente expuesto, se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo General
Estudiar la contribucién de la activacion del receptor Dectin-1 durante la infeccion
sistémica y su participacion en la respuesta inmune innata desarrollada en SNC
frente a C. albicans, evaluando su participacion en la inmunopatogenia y en los

procesos neurodegenerativos y de muerte neuronal.

Objetivos Especificos

l. Caracterizar la infeccién diseminada y estudiar la respuesta inmune innata

en cerebro murino durante la infeccion sistémica por C. albicans.

. Estudiar el impacto del reconocimiento inmune [(-glucanos/Dectin-1
durante la candidiasis diseminada y su rol en el desarrollo de la respuesta

inmune innata en cerebro murino durante la infeccidn sistémica por C. albicans.

Il. Evaluar la contribucion de la activacion del receptor Dectin-1 durante la
infeccion cerebral por C. albicans en procesos neurotdxicos y de muerte

neuronal.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

“La ciencia esta hecha de errores, pero de errores Utiles de
cometer, pues poco a poco conducen a la verdad” Julio Verne
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Materiales y Métodos

Modelo Experimental

Animales

Se utilizaron ratones machos de entre 8 y 12 semanas de edad. Las cepas
empleadas en este trabajo fueron:

e Ratones C57BL/6 (B6) o wild type (WT), adquiridos de la Facultad de
Ciencias Veterinaria, Universidad Nacional de La Plata.
o Ratones deficientes en el receptor Dectin-1, Clec7a-/- (B6.129S6-Clec?
atm1Gdb/J) o ratones Knock-out (KO), donados gentilmente por el Dr. Gordon
Brown (Institute of Infectious Disease and Molecular Medicine, University of Cape
Town, Cape Town 7925, South Africa) (217). La expresion del receptor en estos
animales fue nula. En todos los modelos se evalud la expresion constitutiva de
Dectin-1. Todos los animales se endocriaron en el Bioterio del Departamento de
Bioquimica Clinica - CIBICI-CONICET, de la Facultad de Ciencias Quimicas,
Universidad Nacional de Coérdoba, bajo condiciones libres de patégenos
especificos y de acuerdo con los requisitos del Comité de Etica Institucional. Los
animales se mantuvieron con agua y alimento ad-libitum, con ciclos de 12 h
luz/oscuridad a 20°C bajo humedad controlada. El mantenimiento de los ratones
fue en concordancia con las recomendaciones de la Guia para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio publicado por el Concejo Canadiense de Cuidado
Animal (OLAW numero de certificacion A5802—-01).

Candida albicans

En el presente estudio se utilizé la cepa de C. albicans SC5314 (ATCC MYA-
2876), considerada una cepa de referencia. Fue aislada en 1984 de un paciente
con candidemia (218,219), y desde entonces ha sido ampliamente utilizada en
estudios de todo el mundo.

También se utilizaron cepas de C. albicans defectivas en el hot-spot 1 del gen
FKSL1. Este codifica para una de las subunidades del complejo beta-1,3-D-glucan
sintasa, que cataliza la sintesis de beta-glucanos, componente principal de la
pared del hongo. Las mutaciones se generaron a partir de la cepa parental
SC5314 por mutagénesis sitio-dirigida o transformacion integrativa

(39,41,220,221). Se aislaron aquellas cepas con mutaciones dominantes,
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mostrando fenotipo de resistencia a equinocandinas, incluso en su forma
heterocigota (221). En este trabajo se utiliz6 la cepa homocigota para la mutacién
puntual por sustitucion de serina por prolina en la posicion 645 (FKS1 S645P),
que presenta una menor proporcion de $-glucanos con respecto a su parental.
Ambas cepas fueron gentilmente cedidas por el Dr. Guillermo Garcia-Effron
(Laboratorio de Micologia y Diagnostico Molecular, Facultad de Bioquimica y
Ciencias Biologicas Universidad Nacional del Litoral, Argentina) (39).

Las levaduras se mantuvieron mediante repiqgues semanales en medio Agar
Sabouraud Glucosado (ASG) (Britania, Argentina) con Extracto de Levadura al
7% a temperatura ambiente (TA). Su virulencia se conservé a través de pasajes
peridédicos en animales y posterior recupero del microorganismo a partir de los

higados infectados (retro-cultivos) (222,223).

Condiciones de crecimiento de C. albicans

Antes de cada experimento, las cepas de Candida se cultivaron 24h en ASG
a 37°C, a fin de asegurar la fase exponencial de crecimiento del hongo. La
suspensién de levaduras para la infeccion se prepard en buffer fosfato (PBS)
estéril, se contaron en camara hemocitométrica de Neubauer y se llevaron a la
concentracion establecida (1,25.10° levaduras/ml). La viabilidad y la
concentracion del inoculo se verificaron mediante el plaqueo de la suspension y
posterior recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) (224).

Todos los procedimientos anteriormente descriptos fueron realizados bajo

campana y en condiciones de esterilidad.

Modelo Murino de Candidiasis Cerebral

Infeccion sistémica

Durante la candidiasis diseminada, C. albicans ingresa al torrente sanguineo,
siendo capaz de colonizar practicamente todos los érganos y tejidos del cuerpo,
incluyendo el sistema nervioso central (SNC). Por este motivo, para desarrollar

nuestro modelo murino de infeccidon cerebral, los ratones se inocularon a través
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de la vena lateral de la cola, a fin de establecer una infeccion sistémica,
simulando lo que ocurre durante la diseminacion hematdégena del hongo
(candidemia) en la practica clinica.
Se utilizaron tres grupos experimentales:
e Grupo WTscss14: animales wild type (WT) infectados con C. albicans SC5314
(cepa parental).
e Grupo WTrksess: animales WT infectados con la cepa modificada
genéticamente C. albicans (FKS1 S645P).
e Grupo KOscss14: animales deficientes del receptor Dectin-1 (KO) infectados
con C. albicans SC5314.
Para establecer las condiciones basales de trabajo, se utilizaron también ratones
sin infectar (SI) para ambos background génicos:
e Grupo Slwr
e Grupo Slko
Los ratones de los grupos infectados se inmovilizaron mediante un restrainer
y se inyectaron al dia O del protocolo experimental por via intravenosa (iv),
dilatando la vena de la cola por calor. El inoculo administrado fue de 2,5x10°
levaduras viables de C. albicans por raton, resuspendidas en 200ul de PBS
estéril. Los animales se pesaron a las 0, 4, 12, 24, 48 h o 7 dias post-infeccién

(pi), y el indice de peso corporal (IPC) se determin6 usando la siguiente férmula:

IPC= [(PC cinética- PC inicial)/PC inicial] x 100.

Este nimero es adimensional e indica la cantidad de peso ganado o perdido
a cada tiempo con respecto a su peso inicial (225).

Obtencidon de muestras

Los animales se sacrificaron segun la cinética establecida mediante la
inhalacion del anestésico isofluorano y posterior sangrado a blanco por puncion
cardiaca. Se obtuvieron muestras de sangre, riidn y cerebro a fin de evaluar no
solo la respuesta local en cerebro, sino también el perfil sistétmico que se

manifiesta durante la infeccién. Los 6rganos se disgregaron mecanicamente
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utilizando mallas metdlicas (tamafio de poro 0,1mm?) con 3ml de PBS estéril y el
homogenato de cerebro asi obtenido se centrifugé por 5 min a 2500 rpm. El
sobrenadante (SN) se guardd a -80°C para posteriores ensayos de ELISA,
mientras que el pellet se resuspendid en TRIzol, permitiendo preservar el
material génico para realizar luego ensayos de PCR cuantitativa.

La colonizacion fungica se determin6 por recuento de UFC a partir de sangre
entera (fungemia) o en homogenatos de rifidn y cerebro.

En otros experimentos, el rifion y el cerebro de ratones infectados de la misma
forma se obtuvieron para realizar estudios histopatologicos y ensayos de
microscopia de fluorescencia.

La calidad de la infeccion sistémica por C. albicans se valoré por el recuento
de UFC en rifidn, ya que es considerado el “6rgano centinela” debido a su
conocido mecanismo de filtracion sanguinea, permitiendo monitorear el éxito de
la misma (125).

El disefio experimental empleado en este trabajo tiene la aprobacion del
Comité de Etica y Protocolos Experimentales de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Nacional de Codrdoba. CICUAL: EXP-UNC:
0024951/20109.

Recuento de Unidades Formadoras de Colonias

Para evaluar la colonizacién de C. albicans durante la cinética planteada en
los diferentes grupos experimentales, se procedio a realizar el recuento de UFC
en muestras de sangre, cerebro y rifidn.

Los érganos se adquirieron y se pesaron en condiciones de esterilidad, y se
obtuvo el homogenato por disgregacion mecanica con 3ml de PBS estéril. El
volumen de muestra cultivado se determino por el método de dilucion en placa
(226). Para rifion se establecioé un volumen de siembra de 50ul de la suspension
pura en placas de Petri, mientras que para cerebro y sangre el volumen de
muestra plaqueado fue de 100ul. Estos volumenes contienen entre 30 y 300
UFCl/placa, rango considerado estadisticamente representativo y confiable para
esta técnica.

En todos los casos, cada muestra se cultivd por duplicado en medio ASG y se

incubaron en estufa a 37°C durante 24h, para permitir el desarrollo de las
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colonias. La carga fungica en sangre y homogenatos se informé como el nimero
total de colonias por mililitro (ml) o por gramo (g) de tejido respectivamente.
Debido a que el cerebro se encuentra rodeado por la barrera
hematoencefalica y por ende tiene un acceso restringido frente a patégenos, se
debid realizar un control para asegurar que las UFC presentes en el homogenato
de este tejido se encontraban efectivamente en el parénquima y no eran producto
de la carga fungica presente en la sangre circundante de las meninges. Para
esto, 4h después de la infeccibn los animales se perfundieron
intracardiacamente con 30ml de PBS estéril, a fin de eliminar la sangre
circulante. Luego se removieron los 6rganos como se explicé anteriormente, y la
carga fungica determinada mediante UFC se compar6 con las de los animales

infectados sin perfundir.

Estudios Histopatoldgicos

En este trabajo, se desarrollaron diferentes técnicas para la visualizacion del
patégeno y para el estudio de los cambios tisulares asociados a la infeccion. Los
cerebros y rifiones de todos los grupos estudiados se obtuvieron como se detallé
anteriormente, y se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS por mas
de 24h.

Se deshidrataron por pasajes en alcohol, luego en xilol y se embebieron en
parafina. Los preparados se seccionaron en cortes de 10um de espesor para
luego ser tefidos por las siguientes técnicas:

e Coloracion de &cido peryodico de Schiff (PAS): determina la presencia de
moléculas glucosiladas, como las existentes en la pared de C. albicans. Esta
técnica se realiza con contra-tincion con hematoxilina (PAS/H), a fin de poder
visualizar, ademas del hongo, los nucleos de las células (227).

e Tincibn Hematoxilina-Eosina (HE): mediante la tincién diferencial de
nacleos celulares y citoplasma, permite visualizar la distribucion celular, la
estructura tisular, las caracteristicas morfologicas, y distinguir infiltrados
leucocitarios en un proceso inflamatorio. Los cortes tefiidos se analizaron por
microscopia Optica y las fotografias se tomaron con Microscopio de
Fluorescencia AXIOPLAN, Zeiss con camara digital DXM 1200, Nikon.
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Determinacion de Parametros Moleculares

Enzimoinmunoensayo (ELISA)

A fin de evaluar la cinética de produccion local de mediadores proinflamatorios
y antiinflamatorios durante la infeccion sistémica, se procedié a realizar la
determinacion de la concentracion de citoquinas mediante la técnica de ELISA
tipo sandwich, a partir del SN de homogenatos de cerebro obtenidos como se
explico previamente. Las moléculas estudiadas fueron las citoquinas
proinflamatorias Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF), interleuquina-1 beta (IL-
1B), interleuquina-6 (IL-6), y las citoquinas antiinflamatorias Factor de
Crecimiento Transformante beta (TGFp) e interleuquina-10 (IL-10).

Las placas de 96 pocillos (Greiner Bio-One) se sensibilizaron con el anticuerpo
de captura diluido en el buffer correspondiente (PBS pH7,2 para anti-TNF, anti-
IL-18, anti-IL6; carbonato de sodio 0,1 M pH 9,4 para anti-TGFp o fosfato de
sodio- 0,2 M pH 6,5 para anti-IL-10) y se incubaron ON a 4°C en camara humeda.
Luego se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0,05% y se procedioé a
realizar el bloqueo con las soluciones correspondientes (PBS-Tween al 5% para
TGFB o PBS-SFB al 10% para el resto de las citoquinas) a TA durante 1h, a fin
de evitar reacciones inespecificas. Luego de lavar 3 veces, se sembraron 25l
de muestra por pocillo (placas de medio volumen) y se incubaron durante 2h a
TA u ON a 4°C. Para realizar la curva de calibracién de cada citoquina, se
hicieron diluciones seriadas del estandar (proteina recombinante de
concentracion conocida) en la correspondiente solucion de bloqueo, dejando dos
pocillos sin reactivo para ser usados como blancos.

TGFBse encuentra en la matriz extracelular formando complejos
multimoleculares con otras proteinas (228). Por este motivo, para su
determinacion, las muestras deben ser activadas antes de la siembra,
permitiendo su liberacién. Para ello se colocaron 50ul de SN en una placa de 96
pocillos y se trataron con 10ul de HCI 1N durante 10min a TA. Luego se
neutralizé con 10ul de NaOH 1,2N/Hepes 0,5M. Las muestras asi activadas, se
sembraron en placas de ELISA junto con las demas.

Posteriormente, las placas se lavaron 5 veces e incubaron durante 1h a TA

con sus respectivos anticuerpos de deteccion biotinilados, diluidos en solucion
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de bloqueo. Se realizaron 5 lavados y se incubd durante 30min a TA con el
conjugado enzimatico SAV-HRP (Streptavidina-Peroxidasa). A continuacion las
placas se lavaron 7 veces, y se agregdé el sustrato de la enzima TMB
(Tetrametilbencidina) y H202. Se dejo reaccionar por 30min o hasta que los
blancos comenzaron a mostrar color. La reaccion se frend con H2SO42N (12,5ul)
y la absorbancia se determind en un espectrofotometro (lector de microplacas
BIO-DAP modelo 680) a una longitud de onda de 450 nm, utilizando A=540nm

como valor de referencia.

Biologia Molecular

Obtencion de muestras

Los ratones de todos los grupos experimentales se sacrificaron a las 0, 4, 12,
24 y 48h pi y se les extrajo el cerebro. Se obtuvieron los homogenatos de los
mismos como se explicd anteriormente y se centrifugaron a 5000 rpm durante
5min a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y el pellet se resuspendié en TRIzol
(Thermo Fisher Scientific) en una proporcion de 1ml/cerebro, a fin de preservar

el material genético de las células.

Extraccion de ARN

Para obtener el ARN, las muestras guardadas en TRIzol se dejaron
descongelar a TA durante 5min aproximadamente, para luego ser tratadas con
0,1ml de cloroformo (Taurus, Argentina) por cada 0,5ml de TRIzol.
Posteriormente se centrifugaron a 12.000g por 15min a 4°C, obteniendo de esta
manera dos fases, quedando el ARN en la fase acuosa (superior). La misma se
separd en otro eppendorf y el ARN se precipité con 0,25ml de alcohol isopropilico
(Sintorgan, Argentina). Se centrifugd nuevamente a 10.000rpm por 10’
Finalmente, el pellet obtenido se lavé con etanol (Dorwil, Argentina) 75% en
agua, y luego se resuspendio en 30-50ul de agua destilada libre de ARNasa y
ADNasa (Invitrogen).

La concentracion de ARN se determiné por espectrofotometria, midiéndose la
absorbancia de la muestra a 260nm (BioTek, EEUU). Las muestras se
mantuvieron a -80 °C hasta su utilizacion(229).
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La integridad del material genético obtenido se analizé corriendo 2ug de RNA
en un volumen final de 10ul a 95V por 20-25min y observando la presencia de

bandas definidas en el transiluminador.

Tratamiento con ADNasay Retrotranscripcion (RT)

Para evitar la posible contaminacion de la muestra de ARN con vestigios de
ADN que pudieran haber quedado del proceso de extraccion, se decidio realizar
un tratamiento con ADNasa. Para ello se tomaron 2ug de ARN y se trataron con
2U de ADNasa (Invitrogen) durante 15 minutos a TA. La reaccion se detuvo con
2ul de EDTA 25mM vy luego se llevaron al termociclador 10 min a 65°C. A partir
de las muestras asi tratadas se llevé a cabo la reaccion de retrotranscripcion
para obtener el DNA copia (cDNA).

En todos los casos el cDNA se sintetiz0 a partir de 2ug de ARN en un volumen
final de 15ul. Se establecio la siguiente Mix 1x para las reacciones de RT: 0,25l
de oligo (dT) (Biodynamics), 0,625ul de inhibidores de ARNasas (Promega),
0,5ul de dNTPs (Invitrogen), 1ul de la transcriptasa reversa Moloney Murine
Leukemia Virus (M-MLV) (Promega), 5ul de su buffer (buffer 5x M-MLV) y se
llevé a volumen final con agua destilada RNasa/ADNasa free. El ciclado térmico
se llevd a cabo en un termociclador MPI//02 y fue el siguiente: 5min a 65°C, 1
hora a 42°C y 10min a 70 °C. Las muestras de cDNA se almacenaron a -20°C

hasta su utilizacion (230).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (QPCR)

El ADNc obtenido a partir de tejidos y células se amplific6 por qPCR. Para
llevar a cabo la reaccion, se preparé la siguiente Mix1x: 7,5ul de SYBR® Select
Master Mix (Life Technologies), 0,5ul de primer Fw 1uM y 0,5ul de primer Rv
1uM de los genes de interés y se llevéd a 10ul con agua destilada libre de ADNasa
y ARNasa. Se sembraron 5ul de cDNA diluidos 1/5 y los 10ul de Mix en placas
de 96 (Applied biosystems).
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En la siguiente tabla se describen los primers especificos de ratdn utilizados:

Tabla 1.
Gen Forward Primer (Fw) Reverse Primer (Rw) Longitud (pb)
IL-1 B 5'CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG 5'GATCCACACTCTCCAGCTGCA 152
Dectin-1 5 CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG 5 TGCATTAATACGGTGAGACGATGT 100
RPLPO* 5 GGGCATCACCACGAAAATCTC 5CTGCCGTTGTCAAACACCT 168

*RPLPO: gen de referencia

La reacciéon se realiz6 en un termociclador StepOneTM System (Life
Technologies), donde el programa utilizado fue: 15seg a 95°C, 30seg a 60°C, 30
seg a 72°C, 40 ciclos. Para la obtencion de la curva de disociacion las
condiciones fueron: 60seg a 95°C, 60seg a 65°C. Los resultados se analizaron

con el software StepOne 2.2.2 (Applied biosystems).

Analisis para la cuantificacion relativa de genes

La amplificacion de genes por PCR en tiempo real permite cuantificar la
expresion de un determinado gen de interés. En este caso, se recurrio a la
cuantificacion relativa, utilizando un gen de referencia que presente una
expresion constitutiva. EI método aplicado para esto fue el de AACT (230). En el
mismo, se establece un pardmetro denominado CT, que se define como el
namero de ciclo de la reaccion de PCR en el cual la sefial de fluorescencia
supera un umbral arbitrario, determinado en la zona de fase exponencial de la
reaccion de amplificacion. Para cada gen evaluado, los valores de CT se
normalizan con los valores de CT correspondientes al gen de referencia en cada
muestra, utilizando la siguiente férmula: ACT =CT (gen de interés) — CT (gen de
referencia). Luego, se obtiene la expresion relativa del gen de interés en una
muestra determinada expresando el ACT como 272CT, El método también se
aplica para determinar la expresion relativa de un gen en dos condiciones o
muestras diferentes: AACT =ACT (condicion A) — ACT (condicion B). De la

misma manera, la expresion relativa del gen de interés se expresa como 2724CT,

41



Materiales y Métodos
Técnicas de Inmunomarcacion y Degeneracion Neuronal

Fijacidn in vivo por perfusion y obtencion de muestras

La fijacibn ex vivo, se realiza por inmersibn del oOrgano entero en
paraformaldehido (PFA), el cual penetra lentamente desde la superficie hacia el
interior, hasta alcanzar la totalidad del tejido. Para los estudios histologicos
descriptos anteriormente, esta técnica de fijacion resulta adecuada, ya que no
afecta significativamente las estructuras de interés. Sin embargo, para algunos
ensayos mas sensibles es necesario que la fijacion ocurra inmediatamente, a fin
de conservar la estructura del 6rgano con la mayor integridad posible. En tejidos
grandes como el cerebro, el fijador no llega a todas las regiones a la misma
velocidad (231,232) y a menudo los cambios producidos en respuesta a la
hipoxia pueden comenzar antes de que el tejido se pueda conservar (233).

Para el estudio de células gliales y dafio neuronal, el cerebro debe encontrarse
altamente conservado y con elevada integridad estructural. Por este motivo, se
decidio realizar la fijacion in vivo por perfusién a través del sistema circulatorio,
a fin de que la solucion llegase a todo el tejido rapida y uniformemente,
preservando la estructura natural de los mismos.

Los animales se anestesiaron por via intraperitoneal (ip) con 200ul de
Ketamina/Xilacina (Ketonalso/Xilacinazo Richmond, Buenos Aires, Argentina) en
la proporcion establecida por el fabricante, o con hidrato cloral al 6% (400 mg/kg),
hasta llegar al plano quirirgico de anestesia (ausencia total de respuesta a
estimulos). En estas condiciones, se expuso el corazén de los ratones, se
introdujo una aguja de calibre 279 en el ventriculo izquierdo y luego se realiz6 el
corte de las venas cavas a la altura de la auricula derecha, permitiendo la salida
de la sangre y del liquido inyectado.

Se realizaron dos protocolos de perfusion, resultando indistinto al momento
del analisis. En algunos casos se hizo circular un volumen de 20ml de PBS para
eliminar la sangre circundante y luego se administraron 30ml de PFA 4%. En
otros, en cambio, se hizo circular una solucién de lavado que contenia glucosa
0,4%, sucrosa 0,8% y cloruro de sodio 0,8%, seguido de 300 ml de PFA al 4%
en buffer borato 0,2 M pH 7,6. En este ultimo protocolo, la solucién inicial podria
preservar mejor las células de la glia, por lo que este fue el método elegido para

la posterior evaluacién de dafio y muerte neuronal. El procedimiento se realiz6 a
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una velocidad controlada y constante, teniendo en cuenta las presiones
fisiologicas de la especie (234,235), para lo cual se utilizé una bomba
hidrostatica.

Los cerebros permanecieron 12h en el craneo del ratdn antes de ser
removidos. Posteriormente, se guardaron en PFA 4% durante 24-48h y luego se
colocaron en una solucion de sacarosa al 30% hasta su deshidratacion.
Transcurrido ese tiempo, los 6rganos se incluyeron en el crioprotector OCT
(CRYOPLAST® medio de montaje para congelacion. Biopack, Buenos Aires,
Argentina) y se congelaron rapidamente con nitrégeno liquido o con spray
congelante. Una vez obtenido el taco, se mantuvieron a -80°C hasta el momento
de cortarlos.

Se realizaron cortes coronales de 15um o 50um de espesor, segun el ensayo
a realizar, mediante el uso del criostato (SHANDON CRYOTOME E. Thermo
Scientific), abarcando la diferentes areas del cerebro (16,236). Los cortes de todo
el érgano se realizaron en serie, destinando las secciones consecutivas a cada
una de las técnicas a realizar, lo cual permite tener cortes representativos de

cada é&rea estudiada en particular.

Semicuantificacion

Para los ensayos de marcacion, se eligieron cortes al azar y se seleccionaron
aleatoriamente un total de seis u ocho campos de cada seccion, a fin de incluir
las diferentes areas del tejido. Para la cuantificacion, se tomaron fotos de estas
regiones con un aumento de 10x en el microscopio 6ptico o de fluorescencia,
segun el ensayo. Entre dos y tres cortes seriados de cerebro se montaron en
portaobjetos tratados con hidruro de silicio (Star Frost® Adhesive Knittel Glass),
gue asegura la fijacion de los tejidos mediante atraccion electroestatica o en
vidrios tratados con una solucién de gelatina al 1%. También se obtuvieron cortes
en suspensiéon para la realizacién de inmunofluorescencia (IF) por free floating,
los cuales se conservaron en una solucion crioprotectora constituida por
etilenglicol 30%, glicerol 30%, buffer fosfato 0,2M 10% y H20 destilada 30%. En
cualquiera de los casos, las muestras se guardaron en freezer a -20°C hasta su

tincion.
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Para la tincion A-Cu-Ag, los cortes se almacenaron en fijador hasta su uso,
mientras que los destinados a tincion de FJB se mantuvieron en buffer fosfato
0,01 M pH 7,4.

La visualizacion de los cortes se realizé en microscopio de fluorescencia Leica
DMI 8, con camara monocromatica y platina motorizada, utilizando el software
Las-X, o en el microscopio 6ptico Nikon Eclipse TE 2000 U equipado con una
video camara digital para la toma de fotografias, de acuerdo a la técnica de
marcacion utilizada. Las imagenes se evaluaron mediante el programa FIJI
ImageJ, y la cuantificacion se expresé como la intensidad media de expresion

por area de tejido.

Estudio de la Activacion de Células Gliales

Microgliosis y Astrogliosis

Para evaluar la activacion de las células gliales se procedio a estudiar por
inmunomarcacion los cambios producidos en astrocitos (As) y microglia (Mi)
luego de la infeccién. Los ratones de todos los grupos experimentales descriptos
se sacrificaron a las 4, 24 y 48h y se obtuvieron los cerebros como se explico
anteriormente. La técnica se llevdé a cabo indistintamente a partir de cortes
montados en portaobjetos o cortes en suspension.

Las técnicas utilizadas fueron inmunofluorescencia (IF) o inmunohistoquimica
(IHQ), segun el grado de sensibilidad requerida para cada ensayo, y se describen

a continuacion:

- Inmunofluorescencia en portaobjetos

Los vidrios se retiraron del freezer y se los dejo reposar durante 5min a TA.
Luego se lavaron 2 veces por 5 min con PBS y se permeabilizaron con una
solucion de 0,3% de tritdbn y 1% de suero fetal bovino (SFB) en PBS durante
35min. Transcurrido ese tiempo, los cortes se bloquearon con SFB al 1% en PBS
por 1h a TA en camara humeda.

Para determinar la astrogliosis, se llevé a cabo una IF directa utilizando un

anticuerpo anti-GFAP de ratén (raton anti-raton), especifico para el marcador de
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linaje GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) (Millipore), conjugado con el
fluorocromo Alexa Fluor-488 en la dilucién correspondiente (1/500), en Triton al
0,1% y SFB al 1% en PBS. Se incub6 over night (ON) a 4°C en oscuridad.

Para estudiar microgliosis, en cambio, se realiz6 una IF indirecta utilizando un
anticuerpo primario especifico para microglia (185), anti-lba-1 (cabra anti-raton)
(abcam) (1/200) y, luego de la incubacion ON a 4°C, se lavo dos veces con PBS
y se procedid a la incubacién con el anticuerpo secundario (anti-cabra)
(ThermoFisher), marcado con Alexa Fluor-568 (1/500) por 2h a TA.

Para ambas determinaciones, luego de las incubaciones correspondientes,
las muestras se lavaron 3 veces con PBS para eliminar el anticuerpo excedente.
A fin de visualizar la estructura nuclear de las células estudiadas, se tifieron
también con DAPI (Diclorhidrato de 4", 6-Diamidino-2-Fenilindol) (Molecular
Probes) por 20min a TA, al resguardo de la luz. Durante todos los pasos, es de
suma importancia que las muestras permanezcan hidratadas, por lo que se
mantuvieron siempre en camara humeda. Finalmente los vidrios se lavaron con

PBS y se montaron con FluorSave (Calbiochem).

- Inmunofluorescencia en secciones de tejido libre flotante (free floating)
Para los cortes en suspension, se desarrollé el protocolo de IF free floating.
Los cortes conservados en la solucion crioprotectora se lavaron con PBS 3
veces, y se permeabilizaron durante 1h a TA en una solucion de peréxido de
hidrégeno 10%, metanol 10% y PBS 80%. Luego se lavaron 3 veces con PBS y
se incubaron con el Ac primario descripto, en este caso utilizando una dilucién
mayor (1/500), en PBS-SFB 1%, durante toda la noche a 4°C en agitador.
Posteriormente se lavd 3 veces con PBS y se incubd con el Ac secundario en
una dilucion de 1/1000 durante 2h en agitador a TA. Luego los cortes se lavaron
nuevamente y se tifieron con DAPI. Finalmente se montaron en portaobjetos

adecuados y se dejaron secar a TA.

- Inmunohistoquimica en secciones de tejido libre flotante (free floating)
Esta técnica se utilizo para revelar la expresion de Iba-1 en cortes de cerebro
de ratones a las 4h luego de la infeccion, los cuales se encontraban almacenados

a -20°C en una solucion crioprotectora, como se describid. Para realizar la IHQ
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en estas muestras, los cortes se incubaron con el anticuerpo primario anti Iba-1,
de igual forma que para la técnica de IF explicada anteriormente.

El sistema de revelado ABC-DAB permite amplificar la sefial mediante el uso
de diaminobencidina (DAB) con un anticuerpo secundario biotinilado. Se preparé
la solucion ABC (VECTOR laboratorios), que corresponde al complejo
Avidina/Biotina. Para esto, se colocaron cuatro goas del reactivo Ay cuatro gotas
del reactivo B en una solucion de PBS-SFB al 1% y se dejo reposar 20min antes
de usar. Se coloc6 1ml de esta solucion en cada pocillo con los cortes
correspondientes y se incub6 durante 1h a TA en agitacion. Se lavé 3 veces con
PBS y se procedi6 a preparar la solucion de revelado, para lo cual se mezclaron
3 partes de solucién madre de DAB (100mg de DAB en 150ml de agua) en 10ml
de buffer fosfato 0,4 molar. Inmediatamente antes de sumergir los cortes en esta
solucion, se colocaron 10ul de peréxido de hidrégeno puro. Los cortes de cerebro
se incubaron por 10min en el agitador, y luego se sumergieron en PBS hasta su
montaje. Una vez colocado en el portaobjetos, se dejaron secar a 37°C durante
24h. Finalmente, se coloco sobre cada corte una gota de xilol durante 5-10min y

se los mont6 con DPX o liquido de montaje (balsamo de Canada).

Expresion de Arginasa-1y NOS2

A fin de evaluar la polarizacién hacia los distintos perfiles de respuesta frente
a la infeccion, se estudi6 la expresion de NOS2 y Arginasa-1 (Arg-1), enzimas
caracteristicas del fenotipo M1/M2, respectivamente. En este trabajo se realizé
un ensayo preliminar, utilizando dos animales por grupo estudiado. Los ratones
WTscs314 ¥ KOscs314 se sacrificaron a las 48h pi y el cerebro se obtuvo por
perfusién y fijacion in vivo. Ademas se utilizaron animales control sin infectar de
ambos background genéticos. Se realizaron cortes de 30um de espesor
mediante el uso del criostato y se llevd a cabo el protocolo de IF free floating
descripto. Se utilizaron anticuerpos primarios anti-NOS2 (conejo anti-raton)
(Santa Cruz Biotechnology) en una dilucion de 1/200, revelando con un
anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor-633 (1/1000); para la deteccién
de Arg-1, se utilizé un anticuerpo primario anti-Arginasa-1 (ratén anti-ratén) (BD)

en una dilucion 1/250, y se reveld con un anticuerpo Alexa Fluor 488 (1/1000).
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Estudio de la Degeneracion y Muerte Neuronal

Para determinar la presencia de procesos neurodegenerativos, se llevaron a
cabo dos técnicas inespecificas complementarias: la Técnica Amino-Cupro-
Argentica (A-Cu-Ag) y Fluoro-Jade B (FJB) (237-239). Ademas, se evalud la
muerte celular por apoptosis mediante la técnica de IHQ utilizando un marcador
especifico para este proceso. Los ratones de los grupos experimentales WT y
KO se perfundieron con fijador in vivo, como se describio anteriormente. También
se obtuvo el cerebro de los correspondientes controles sin infectar para ambos
background genéticos. Para estos ensayos, los cortes debieron ser de un

espesor de 50um.

- Tincion A-Cu-Ag

Es una técnica muy sensible para tefiir pericarion, dendritas, axones del tallo
y sus ramificaciones terminales degeneradas en el cerebro. Las secciones se
enjuagaron en agua doblemente destilada y se incubaron en una solucion de
impregnacion previa de nitrato de plata a 50°C. Después de enfriar a temperatura
ambiente, se enjuagaron con acetona y se transfirieron a una solucién
concentrada de diamina de plata durante 40min. Luego se sumergieron en una
solucion de formaldehido/acido citrico durante 25min y transcurrido ese tiempo
la reaccion se detuvo con &cido acético al 0,5%. El blanqueamiento se realiz6 en
dos pasos para eliminar los depésitos no especificos de plata en el tejido: primero
en ferricianuro de potasio al 6%, se lavaron en agua doble destilada y luego se
transfirieron a permanganato de potasio al 0,06% durante 20s. Después de lavar
las secciones nuevamente, se estabilizé en tiosulfato sédico al 2%, se lavaron,
se transfirieron a una solucion fijadora durante 1 minuto y luego las secciones se
montaron y se colocaron en un calentador deslizante (30°C) hasta que
estuvieron completamente secas. Los portaobjetos secos se aclararon por

inmersion en xileno durante 10min antes de cubrirlos.

- Tincién Fluoro-Jade B (FJB)

Es un derivado de fluoresceina que tifie las neuronas que experimentan

degeneracion. Las secciones del cerebro se montaron en portaobjetos y se
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sumergieron en una solucién de hidroxido de sodio al 1% (etanol al 80%) durante
5min. Los portaobjetos se colocaron en etanol al 70% durante 2min y luego se
enjuagaron con agua destilada 2min adicionales. Posteriormente, se transfirieron
a una solucion de permanganato de potasio al 0,06% por 10min y se sumergieron
nuevamente en agua destilada 2min. La solucién de tincidon se preparo a partir
de una solucibn madre de FJB al 0,01%, realizada de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La solucion stock se diluy6 afiadiendo acido acético
al 0,1%, dando como resultado una concentracion final de colorante de 0,0004%.
La solucion de trabajo se prepar6 dentro de los 10min antes de su uso y no se
reutilizé. Los portaobjetos se tifieron durante 20min y luego se enjuagaron en
agua destilada (3min). Luego, los vidrios se colocaron en un calentador
deslizante (50°C) hasta que estuvieron completamente secos. Posteriormente,
se aclararon por inmersion en xileno durante 2min, antes del montaje.

El analisis microscopico de los preparados se efectué por microscopia optica
y las fotografias se tomaron con Microscopio de Fluorescencia AXIOPLAN, Zeiss
con camara digital DXM 1200, Nikon o con el microscopio de fluorescencia Leica
DMI 8, con camara Leica monocromatica, con platina motorizada y con el

software Las-X, respectivamente.

- Inmunohistoquimica: deteccidon de apoptosis in situ

Para evaluar la apoptosis neuronal, se realizé la técnica de IHQ utilizando
anticuerpos para detectar caspasa-3 clivada, un indicador especifico de muerte
celular programada.

Los ratones WT y KO se infectaron y sacrificaron a las 24 y 48h, como se
describié anteriormente, se recuperaron los 6rganos y se realizaron los cortes en
el criostato. La técnica se llevo a cabo en suspension (free floating) como se
detall6 anteriormente.

Las secciones se incubaron primero durante 1h a TA en una solucion de
peréxido de hidrogeno al 3% y metanol al 10% en PBS 0,01 M, para extinguir la
peroxidasa endogena. Luego las secciones se lavaron en 0,01 M de PBS y se
incubaron en una solucion de bloqueo de 5% de SFB durante 1 h. Después del
blogueo, las secciones se incubaron durante 48 h a 4°C con un anticuerpo
policlonal anti-caspasa-3 clivada (conejo anti-raton) (Cell Signaling Technology,
Inc. Beverly, MA), en una dilucion 1/800 en PBS-SFB 1% y se incub6 ON a TA
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en agitador. A continuacion, las secciones se lavaron en PBS 0,01 M y se
incubaron durante 2 h en anticuerpo secundario biotinilado (anti conejo) (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, Estados Unidos) en una dilucion 1/500 en la
misma solucion y se incub6 2h a TA. Finalmente, las secciones se incubaron
durante 5 minutos con una solucién que contenia 0,05% de 3-30 -diamino-
bencidina tetrahidrocloruro y 0,01% de peroxidasa de hidrogeno. Las secciones
se montaron en portaobjetos gelatinizados, se deshidrataron y se cubrieron con

cubreobjetos.

Analisis Estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado, a menos que se especifique lo
contrario. Los datos se expresaron como la media * Error Estandar de la Media
(SEM). Las diferencias entre los grupos se evaluaron usando: T-Test, ANOVA
de una o dos vias, segun el experimento, seguido por el post test de multiples
comparaciones de Dunnett o de Bonferroni usando el software Prism (GraphPad,
San Diego, CA). Valores de *p<0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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RESULTADOS

“La mente que se abre a una nueva idea, jamas volvera a su
tamario original” Albert Einstein
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CAPITULO 1

“La educacion es el arma mas poderosa que puedes usar para
cambiar el mundo” Nelson Mandela
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Caracterizacion de la infeccion diseminada y estudio de la
respuestainmune innata en cerebro murino durante lainfecciéon

sistémica por C. albicans.

La infeccion sistémica con C. albicans, se caracteriza principalmente por tres
etapas: la diseminacion hematdgena, la salida del torrente sanguineo a través
del endotelio y la colonizacion de tejidos profundos (60,240). Numerosos
estudios sefialan la importancia de los mecanismos inmunes innatos en la
respuesta antifungica y el impacto de este primer contacto con el patégeno en la
evoluciéon y condicionamiento del proceso infeccioso (155,162,241-243). Con
esta premisa, nuestros estudios estuvieron dirigidos a evaluar los eventos
tempranos de la interaccion, ocurridos entre las 4 y 48h posteriores a la infeccion
y a tiempos mas prolongados como 7 y 15 d.

En el presente trabajo, se utiliz6 un modelo de infeccion in vivo por inoculacion
de levaduras viables de C. albicans en ratones de la cepa C57BL/6. Una vez
establecido el modelo experimental, caracterizamos la progresion de la infeccion,
evaluando parametros fenotipicos asociados a la evolucion del proceso, la
colonizacion fangica y la respuesta inflamatoria tisular.

Debido a la ausencia de conocimientos respecto a la patogenia de la infeccién
en SNC, nuestro estudio se orientd a evaluar la activacion de los mecanismos
innatos locales, el estudio del perfil de citoquinas y la activaciéon temprana de
células residentes en cerebro durante las primeras 48h posteriores a la infeccion.
A tiempos mas prolongados, se estudi6 la carga fungica en cerebro y rifion y la
sobrevida de los animales. Los resultados obtenidos permitieron definir el

comportamiento de la infeccion en un hospedador normal.

Infeccion sistémica por C. albicans y colonizacion renal

Manifestaciones clinicas y sobrevida

Con el objetivo de evaluar la progresion de la infeccién sistémica por C.
albicans, se utilizaron ratones machos adultos de la cepa C57BL/6 (WT)
inyectados por via intravenosa (vi) con un inoculo infectivo de 2,5.10° levaduras

viables de C. albicans de la cepa de coleccion SC5314. Como controles se
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incluyeron animales sin infectar (Sl). Durante el desarrollo de este trabajo, estos
grupos seran identificados como WTscssis y WTsi, respectivamente.
Transcurridas 4, 12, 24, 48h y 7d de la infeccién, los animales se pesaron y
posteriormente se sacrificaron para llevar a cabo los estudios propuestos. Para
evaluar la sobrevida de los animales durante el transcurso de la micosis, los
ratones se monitorearon durante 15d posteriores a la inoculacion del hongo.

Los procesos de infeccidn sistémica conducen a la generacién de mediadores
inflamatorios que producen cambios metabdlicos y de comportamiento, como
letargo, pérdida de apetito y fiebre. Citoquinas proinflamatorias como IL-13 o
TNF, participan activamente en los mecanismos de induccion de anorexia y
disminucion de masa corporal (244). Para evaluar las manifestaciones asociadas
a la progresion de la patologia, se determiné la cinética de variacion de peso
corporal luego de la inoculacién del hongo, y se los comparé con el grupo WTsi.
Los resultados se expresaron como el IPC, que indica la variacion de peso
corporal de los animales en cada tiempo evaluado, con respecto al peso inicial.
Se puede observar que los ratones infectados sufren una marcada disminucion
del IPC en relacion al grupo WTs, principalmente a tiempos prolongados (7d),
donde la disminucion de la masa corporal es proxima al 15% (p<0,001) (Figura
5A).

El rifidn es uno de los 6rganos mas comprometidos durante la diseminacion
hematdgena de C. albicans y su compromiso refleja la severidad de la infeccion
(245). En diferentes modelos de candidiasis sistémica, la falla renal constituye
un agravante de la patologia y es considerada una posible causa de muerte
(246,247). En el presente modelo, y a los tiempos estipulados, se obtuvieron
muestras de sangre para evaluar los niveles de fungemia, y el rifidn para
establecer la magnitud de la infeccidn en este érgano.

La carga fangica en sangre se determiné mediante recuento de UFC por ml.
Los resultados revelan una elevada fungemia a las 4h pi con respecto al grupo
WTsi (p<0,001), que disminuye en forma gradual hasta su completa desaparicion
a las 48h pi (WTscss144h vs WTscs31412h p<0.005; WTscs31412h vs WTscs31424h
p<0.001) (Figura 5 B).
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Figura 5. Caracteristicas de la infeccion sistémica por C.albicans SC5314. Ratones machos adultos
de la cepa C57BL/6 se infectaron iv con 2.5x108 levaduras viables de C. albicans de la cepa SC5314
(WTscs314). Determinacion de la variacion del indice de peso corporal (IPC) durante la cinética de infeccién
comparado con animales sin infectar (WTsi) (A). Recuento de UFC en sangre (B) y rifion (C), a las 4, 12,
24, 48 hy 7 dias post-infeccion (pi), informadas por ml o por gramo de tejido, respectivamente. Analisis del
peso de los rifiones durante la cinética de infeccion (D). Porcentaje supervivencia de los animales durante
15 dias pi (E). WTscss14 Vs WTs *p<0,05; ****p<0,001. Comparacion entre grupos de animales infectados:
#p<0,05; ##p<0,01; ##p<0,001. Los valores representan la media + SEM. n24 para cada punto de la
cinética.
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La cinética observada en sangre coincidié con un aumento progresivo en el
recuento de UFC a nivel renal, donde se observaron concentraciones
significativas del hongo a partir de las 4h pi (Figura 5C); la carga fangica en el
organo se mantuvo elevada y constante hasta las 48h pi (p<0,05).

Interesantemente, al evaluar la infeccion renal a los 7d pi, los niveles de C.
albicans continlan siendo elevados, presentando valores de UFC incluso
mayores que los observados a las 48h pi (p<0,0001) (Figura 5 C). Estos
resultados evidencian la dificultad del animal de controlar eficientemente el
crecimiento del hongo en este tejido y la persistencia de la infeccion.

Para determinar si la presencia sostenida de C. albicans en rifidn provoca la
hipertrofia y aumento del peso del 6rgano, los riflones provenientes de los grupos
de animales WTscss14y WTsi Se extrajeron y se pesaron a los tiempos indicados.
Se puede observar que luego de la infeccion, el peso del riidbn no experimenta
variaciones con respecto a los valores obtenidos en animales normales durante

toda la cinética de estudio (Figura 5D).

La evolucion y severidad de esta micosis se ve reflejada en el compromiso y
dafio en determinados 6rganos que comprometen la sobrevida del animal. En el
presente modelo experimental se procedio a la evaluacién de este parametro.
Durante los 15d posteriores a la infeccidén, los animales se monitorearon
diariamente y se registré la muerte de los mismos. Los resultados se expresaron
como porcentaje de sobrevida. Se puede observar que este parametro
disminuye gradualmente conforme transcurre la evolucion del proceso; el 50%
de sobrevida en este grupo de animales infectado se produjo en el dia 11
posterior a la inoculacion con C. albicans (Figura 5 E). Al finalizar el ensayo, a

los 15d pi, solo el 16% de los animales del grupo WTscs314 sobrevivié.

Invasion renal y caracteristicas histopatoldgicas
La virulencia de los hongos patégenos se debe a la presencia de multiples

componentes fungicos que permiten su crecimiento y desarrollo en el huésped.
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Para poder invadir tejidos profundos y establecer una infeccion diseminada,
C. albicans posee numerosos factores de virulencia altamente adaptados a los
diferentes entornos y etapas de la infeccion (16,17,248,249). Uno de los atributos
mas importantes de este hongo es su naturaleza polimérfica. Se ha demostrado
que la capacidad de transicion desde levadura a una morfologia de hifa en
respuesta a sefiales externas esta implicada en su patogenicidad. Las hifas son
consideradas como la forma invasiva del hongo y es el morfotipo que se identifica

con mayor frecuencia en el tejido infectado (36,248,250).

En respuesta a la llegada del agente patogénico a un determinado tejido se
induce el reclutamiento de células inflamatorias, siendo los neutrofilos
fundamentales para el control del crecimiento de C. albicans (60,123). Sin
embargo, el infiltrado y activacion excesivos de los mismos, se asocian al dafio
tisular e insuficiencia funcional de los 6rganos afectados en forma severa
(60,125). Con el fin de evaluar los cambios tisulares asociados a la infeccion en
este modelo experimental, realizamos estudios histopatolégicos en cortes de
rifndn tefiidos con PAS/H, técnica que pone de manifiesto no solo la presencia de
los morfotipos fangicos, sino también los focos de infiltrado inflamatorios
desarrollados en respuesta a la presencia del patdgeno (Figura 6).

Las microfotografias muestran la estructura normal de un rifidn,
correspondiente a un animal del grupo WTs), donde se aprecia la arquitectura
tipica del érgano y la morfologia de los glomérulos (GR) y los tabulos renales (T)
(Figura 6 A). A las 48h pi se puede observar la presencia de lesiones
hemorragicas (Figura 6 B, panel superior) e infiltrado inflamatorio (flechas
amarillas) en la proximidad de los GR, los cuales muestran su estructura
conservada a este tiempo de infeccion (Figura 6 B, panel superior). En los T,
también pueden visualizarse neutrofilos (flechas amarillas) formando
microabscesos o rodeando a las hifas de Candida (flechas rojas) (Figura 6 B,

panel inferior).
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WTscs314 48h

WTscsa14 7d ‘

Figura 6. Hallazgos histopatolégicos durante lainfeccidn renal por C. albicans. Imagenes
representativas de cortes histoldgicos de rifion tefiidos con PAS/H. Animales del grupo control
sin infectar (WTsi) (A). Ratones machos adultos infectados iv con 2.5x10° levaduras viables
de C. albicans SC5314 (WTscs314) sacrificados 48h post-infeccion; se observa presencia de
focos hemorragicos e infiltrados inflamatorios (flechas amarillas) (panel superior), presencia
de hifas de C. albicans (flecha roja) y neutréfilos (flechas amarillas) (panel inferior), localizados
principalmente en los tlbulos renales (B). Fotografias representativas de animales del grupo
WTscs314 @ los 7d pi; se observa abundante presencia de hifas de C. albicans en la pelvis renal
(flechas rojas) (C).GR: glomérulo renal T: tdbulo renal.
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Al dia 7 pi pudo observarse la presencia del morfotipo invasivo de C. albicans
formando empalizadas o grandes acumulos en la pelvis renal, evidenciando el
sobrecremiento fangico y la pérdida en la arquitectura del 6rgano, con

compromiso de estructuras vitales para su funcionalidad (Figura 6 C).

En su conjunto, los resultados obtenidos indican que, luego de la inoculacion
endovenosa, C. albicans se disemina por el torrente sanguineo y es capaz de
invadir érganos profundos como el rifidn. Durante el transcurso de la infeccion
se reclutan células inflamatorias, principalmente neutrofilos, aunque resultan
incapaces de controlar el crecimiento del patégeno de manera eficiente. La
persistencia del hongo, la marcada invasion tisular, la presencia de zonas
hemorragicas y la activacion prolongada de las células inmunes, conducen a un
dafio renal inexorable. Como consecuencia de la severidad del proceso, la
sobrevida de los animales se encuentra severamente comprometida durante la

evolucion de la forma diseminada de esta micosis.

Colonizacion del Sistema Nervioso Central por C. albicans

Invasion cerebral

La presencia de abscesos cerebrales causados por hongos productores de
micosis profundas suele ser poco frecuente y generalmente esta ligado a
factores de riesgo predisponentes (251). Sin embargo, en pacientes que
presentan candidiasis diseminada la probabilidad de encontrar hongos en el
parénquima cerebral aumenta considerablemente (110,252).

Teniendo en cuenta esta premisa, se evalud la capacidad de C. albicans para
colonizar SNC durante el curso de una infeccion sistémica en el modelo
experimental desarrollado. Para esto, ratones del grupo WTscs3s14 Se sacrificaron
a tiempos tempranos 4, 12, 24 y 48h pi y mas prolongados, 7d pi, con el fin de
obtener los cerebros y evaluar parametros de respuesta local a la infeccion. La
carga fungica intracerebral se determiné6 mediante el recuento de UFC. Los
resultados revelan una invasién cerebral temprana, pudiendo hallarse niveles
elevados de UFC desde las 4h pi (p<0,001) (Figura 7 A). A las 12h pi la carga
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fungica aumenta significativamente (WTscs3144h vs WTscs31412h p<0,05) y se
mantiene elevada a las 48h pi. Luego de una semana de infeccion, el
comportamiento de los animales fue variable; mientras que algunos pudieron
efectuar la remocion completa del hongo, otros resultaron ineficientes en este

proceso. El clearance promedio a los 7d pi fue de 85,6%.
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Figura 7. Cinética de colonizacién del SNC durante la infeccién sistémica por C. albicans. Ratones
machos adultos de la cepa C57BL/6 se infectaron iv con 2.5x10° levaduras viables de C. albicans SC5314
(WTSC5314); a las 4, 12, 24, 48h y 7d pise determind la carga fangica en homogenatos de cerebro mediante
el recuento de UFC por gramos de tejido. Animales del grupo control sin infectar (WTs)) (A). Recuento de
UFC/g de cerebro a las 4h pi en animales perfundidos y no perfundidos in vivo (p=NS) (B). WTSC5314 vs
WTs****p<0,001. Comparacion entre grupos de animales infectados: #p<0,05.Los valores representan la media
+ SEM. n24 para cada punto de la cinética.

Con el objetivo de establecer si la carga fungica detectada a las 4h pi en
cerebro corresponde a la invasion tisular por C. albicans y no a una
contaminacion hematdégena por hongos presentes en la circulacion sanguinea
de las meninges, se procedio a determinar la carga fangica intracerebral en un
lote de a animales perfundidos con PBS, previo a la determinacion. Esto permitio
eliminar la sangre circundante para realizar posteriormente el recuento de UFC,
por lo que los valores obtenidos luego del tratamiento, corresponderan solo a
aguellos hongos que se encuentran invadiendo el parénquima cerebral. Se pudo
observar que la carga fungica hallada en el cerebro de ratones perfundidos, no

tuvo diferencias significativas con la que se obtuvo en animales sin perfundir
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(Figura7 B). Estos resultados confirman que 4h posteriores a la diseminacion

hematdgena, C. albicans es capaz de infectar el tejido cerebral.

Hallazgos histopatologicos

A fin de poder evidenciar la presencia del patégeno en el tejido cerebral
infectado, se llevaron a cabo estudios histolégicos utilizando la tincidbn con
PAS/H. Se muestra una microfotografia representativa de un animal del grupo
WTs), correspondiente a la estructura normal del cerebro (Figura 8A).

A las 4h pi no pudieron visualizarse formas fungicas (Figura 8B), mientras que
a partir de las 12h pi se pudo observar el morfotipo invasivo del hongo en zonas
profundas del parénquima cerebral (Figura 8C, flecha amarilla). A las 24h, se
encontraron hifas de C. albicans dispersas en el tejido y, mientras que en algunas
secciones no se observaron células infiltrantes, en otros cortes la presencia del
hongo se asocia a neutrofilos que se encuentran localizados en las proximidades
o rodeando al patégeno (Figura 8D). Las flechas negras indican la presencia de
neutroéfilos (panel medio) y la flecha amarilla sefiala una hifa del hongo (panel
derecho).

A las 48h este fendmeno resulta mas evidente y las hifas de C. albicans se
observan en los acumulos de células infiltrantes (Figura 8E, flechas amarillas y
negras respectivamente). Transcurrida una semana de la infeccion, no pudieron
visualizarse claramente formas fungicas, aunque si se observaron focos
inflamatorios (Figura 8F, flechas negras).

Finalmente, es importante destacar que a las 4 y 12h pi no se observo
infiltrado inflamatorio, indicando que en la respuesta primaria frente al patégeno,
estarian participando los mecanismos locales, en los que las células residentes

de la glia poseen un rol fundamental.
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Figura 8. Hallazgos histopatolégicos y visualizacién de C. albicans en cerebro durante
la infeccién sistémica. Microfotografias representativas de cortes de cerebro tefiidos con la
técnica de PAS/H de animales sin infectar (WTs)) (A), y animales infectados iv con 2.5x10°
levaduras viables de C. albicans SC5314 (WTscsz14) a las 4h (B), 12h (C), 24h (D), 48h (E) y
7d pi (F). Los neutrdfilos infiltrantes y las hifas del hongo se sefialan con flechas amarillas y
negras, respectivamente.
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A fin de estudiar con mas detalle los cambios en la histologia del cerebro de
ratones infectados y la presencia de células infiltrantes, se realizaron cortes de
cerebro y se tifieron con H-E. La Figura 9 A corresponde al corte histolégico del
cerebro de un raton del grupo WTsi, donde puede observarse la arquitectura
normal del 6rgano. Tanto a las 4h como a las 12h pi, no pudieron hallarse focos
de infiltrado inflamatorio en el parénquima cerebral (Figura 9 B y C,
respectivamente).

A partir de las 24h pi se observaron microabscesos tisulares caracteristicos
(Figura 9D), que también se visualizaron en los estudios efectuados a las 48h pi
(Figura 9E). La observacion sistematica de las muestras permitié establecer que
el infiltrado no se encontrd asociado a regiones o areas cerebrales determinadas,
sino que se hallaron dispersos por todo el tejido, tanto proximos a capilares, en
las zonas paraventriculares, cercanos a las meninges o profundos en el
parénquima cerebral, en concordancia con lo descripto en pacientes (83). Pese
a que el estudio de las UFC al dia 7 revelé una marcada disminucion de la carga
fungica en cerebro (Figura 7A), el analisis histolégico sefialo la persistencia de
neutréfilos organizados en microabscesos luego de la semana de infeccién
(Figura 9F, flechas negras), indicando que los procesos inflamatorios

permanecen activos.

Estos resultados en su conjunto permiten establecer que luego de la
diseminacién hematdgena, el hongo invade rapidamente el parénquima cerebral,
donde posiblemente son las células residentes de la glia las primeras en tomar
contacto con el hongo, hasta la aparicion de células infiltrantes que contribuyen

a orquestar una respuesta inflamatoria local mas compleja.
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WTsc531448h

WTscs3147d

Figura 9. Hallazgos histopato
infeccion con C. albicans. Microfotografias representativas de cortes histoldgicos de cerebro
tefiidos con la técnica de HE de animales del grupo de animales sin infectar (WTsi) (A), y
animales infectados iv con 2.5x10¢ levaduras viables de C. albicans SC5314 (WTSC5314) a
las 4h (B), 12h (C), 24h (D) 48h y (E) y 7d (F) pi. Los neutrdfilos infiltrantes se sefialan a mayor
aumento o con flechas.
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Mediadores inmunes en el microambiente cerebral

El SNC es un tejido con poca capacidad regenerativa, por lo que es
indispensable proteger al cerebro de una inflamacion exacerbada durante una
infeccion o injuria. El inmunoprivilegio a menudo se le atribuye principalmente a
la presencia de una barrera fisica, constituida por la BHE. Sin embargo, cada vez
es mayor la evidencia sobre el rol de las células residentes del SNC y el
microambiente cerebral para la regulacion y mantenimiento de una respuesta
inmune controlada (171,253,254).

En el SNC existe una expresion constitutiva de citoquinas antiinflamatorias
(TGFB e IL-10) que permiten mantener un microambiente regulador. Sin
embargo, en presencia de antigenos desconocidos o patdgenos, las células de
la glia son capaces de liberar concentraciones significativas de citoquinas
proinflamatorias (TNF, IL-1j e IL-6), poniendo en riesgo el delicado balance entre
la eliminacion del patégeno y el control de la inflamacion (171,255).

Con el propésito de describir los cambios locales ocurridos durante las
primeras horas de la infeccion y evaluar el comportamiento de las células
residentes de la glia, en el presente trabajo se evaluo6 el perfil de citoquinas
intracerebrales durante la infeccion sistémica con C. albicans. Para ello, se
determind la concentracién de TGFf, IL-10, TNF, IL-1p e IL-6 mediante la técnica
de ELISA, a las 4, 12, 24 y 48h pi (Figura 10). Puede observarse que, tanto a
nivel de proteina (panel izquierdo) como en su expresion génica (panel derecho),
IL-1B aumenta significativamente a las 12h pi y se mantiene elevada hasta las
24h pi. A las 48h pi se observa una disminucién en la secrecion, alcanzando
niveles cercanos al basal (Figura 10 A). La secrecion de IL-6 sigue una cinética
similar a la descripta anteriormente, con una elevada secrecion a las 12 h'y una
disminucién significativa a las 48h (Figura 10 B). Por su parte, el estudio de TNF
revela una maxima concentracion a las 12h, recuperando los niveles basales a
las 24h pi (Figura 10 C). En relacion a los mediadores antiinflamatorios
evaluados, los valores obtenidos para TGFp indican una marcada disminucion a
tiempos tempranos, 4 y 12h pi, recuperando los niveles basales a las 24h
posteriores de la llagada del hongo (Figura 10 D). Debido al rol relevante de esta
citoquina en el balance homeostatico y en la regulacion del nicho, este resultado

constituye un interesante hallazgo y presenta marcado interés. Ademas, durante
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la cinética estudiada no se observan picos de secrecion de esta citoquina. En
relacion a los niveles intracerebrales de la otra citoquina antinflamatoria
evaluada, se observo que la concentracion de IL-10 no se ve modificada por la

infeccion en ninguno de los tiempos planteados (Figura 10 E).
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Figura 10. Perfil de citoquinas en cerebro durante lainfeccién con C. albicans. Andlisis de citoquinas
en muestras de homogenato de cerebro en animales sin infectar (WTs)) y en animales infectados
(WTscsa14) alas 4, 12, 24 y 48 h post-infeccion. Determinacion de los niveles de proteina (panel izquierdo)
y mRNA (panel derecho) de IL-1p mediante la técnica de ELISA y gPCR, respectivamente (A).
Concentracion de IL-6 (B), TNF (C), TGF (D) e IL-10 (E) determinada por la técnica de ELISA. WTscsa14
vs WTs *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,001. Comparacion entre grupos de infectados: #p<0,05; ##p<0,001.
Los valores representan la media + SEM. n=4 para cada punto de la cinética.
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Los resultados obtenidos indican que, coincidente con la maxima carga
fungica intracerebral producida a las 12h posteriores a la infeccion sistémica
(Figura 7A), se observa el pico maximo de produccion de citoquinas
proinflamatorias, que no fue modificado significativamente por la presencia del
infiltrado inflamatorio detectado a partir las 24h. Interesantemente, el ingreso del
hongo al parénquima cerebral a las 4h de la infeccion sistémica evidenciado por
el recuento de UFC, estuvo acompafado por una significativa disminucion de
TGF, citoquina considerada clave en la homeostasis del inmunoprivilegio local
y en la inmunoregulacion del microambiente cerebral. A las 48h posteriores a la
infeccién y aun en presencia de una respuesta tisular organizada, el balance

entre mediadores inmunes pro vs antiinflamatorios retorna al equilibrio inicial.

Activacion de células gliales

La respuesta inmune innata en el cerebro se atribuye principalmente a la
activacion de la microglia, aunque muchos estudios publicados indican que los
astrocitos también pueden jugar un papel relevante (256,257).

Durante la infeccion cerebral, las células residentes de SNC sufren cambios
tanto estructurales como funcionales. La morfologia de la microglia en reposo
muestra procesos ramificados finos, orientados radialmente desde un pequefio
soma eliptico (171). Tras el reconocimiento del patdégeno, la microglia adopta
una forma ameboide y fagocitica, con hipertrofia del soma celular, retraccién de
ramificaciones y up-regulacion o sintesis de novo de moléculas de superficie o
intracelulares.

Por otro lado, frente a una infeccion, los astrocitos se someten a un proceso
complejo denominado "astrogliosis reactiva”, considerado el sello patologico de
las lesiones estructurales del SNC. Durante este proceso, los astrocitos sufren
un aumento en la expresion de GFAP, hipertrofia, proliferacion y superposicion
pronunciada de procesos, que da como resultado la alteracion de los dominios
de astrocitos individuales (256-258).
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Con el objetivo de evaluar los cambios tempranos en las células residentes
producidos luego de la infeccion cerebral y durante la primera interaccion con el
hongo, se procedié a realizar técnicas de inmunomarcacién con el fin de
visualizar los cambios morfoldégicos asociados a su activacion, tanto en los
astrocitos como en la microglia. A tal fin, se realizaron cortes histoldgicos de
cerebro de ratones WTsi y de animales WTscs314 a las 4h posteriores a la
inoculacion de C.albicans, y se marcaron con anticuerpos especificos para cada

una de las poblaciones de células gliales residentes de tejido.

La activacion de la microglia se evalué mediante la técnica de IHQ, utilizando
un anticuerpo especifico para esta poblacion, anti-lba-1. Para detectar la
inmunomarcacion se utilizd6 un sistema de amplificacion de sefial empleando
DAB, que permiti6 una mayor sensibilidad y mejor visualizacién de las células
Iba-1+ y sus cambios morfolégicos, que la obtenida cuando la técnica de
inmunofluorescencia fue utilizada.

El analisis de la inmunomarcacion se efectud por un lado, haciendo referencia
a los cambios morfolégicos experimentados por la microglia en estado de
activacion (190,259), y por otro lado, mediante la semicuantificacion del
marcador, expresado como la intensidad media de expresion para Iba-1.

En la Figura 11 A se muestran microfotografias representativas de cortes
histologicos de cerebro de animales WTsi (panel izquierdo) y de ratones del
grupo WTscs314 (panel derecho) obtenidos a las 4h pi. Las imagenes revelan
engrosamiento de los procesos de la microglia luego de la infeccion, coincidente
con la morfologia ameboide caracteristica de la activacion; también se observan
zonas donde la inmunomarcacion revela células microgliales ramificadas o en
reposo. En los cortes histoldgicos correspondientes al grupo WTsi, la microglia
se encuentra en su estado fisiologico con morfologia tipica de células

principalmente en reposo.
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Figura 11. Expresién de Iba-1 en cerebro de ratones WT infectados con C. albicans. Imagenes
representativas de cortes de cerebro marcados con anticuerpo especifico para Iba-1 y revelado con DAB.
Analisis morfolégico de la microglia de animales WT infectados con la cepa SC5314 (WTscs314) a las 4h pi
(panel derecho) vs ratones sin infectar (WTsi) (panel izquierdo) (A).Cuantificacion la media de expresion para
el marcador de microglia en diferentes areas del cerebro, expresado como intensidad media de expresién para
Iba-1 (B).Los valores representan la media + SEM. n=3 Fotografias obtenidas con un microscopio de
fluorescencia LEICA DMi8, con el software Las-X. La semicuantificacion de la fluorescencia se realizé con el
software ImageJ FIJI. (Ver Materiales y Métodos).

El estudio semicuantitativo de la intensidad de expresion para lba-1, efectuado
sobre distintas zonas del cerebro a fin de determinar la intensidad de expresion
total, no permitié observar diferencias significativas entre los grupos de ratones
estudiados (figura 11B). La distribucion heterogénea de esta poblacion y la
ausencia de un tropismo de C. albicans por algun area del cerebro en patrticular,

no permiten establecer diferencias en el fendmeno global.

Se evalud también la activacion de astrocitos mediante la técnica de

inmunofluorescencia, utilizando un anticuerpo dirigido contra GFAP, marcador
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especifico de estas células, conjugado con Alexa Fluor-488. Los nucleos

celulares se tifieron con el colorante DAPI (Figura 12).
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Figura 12. Expresién de GFAP en cerebro de ratones infectados con C. albicans. Imégenes
representativas de inmunofluorescencia de cortes de cerebro de ratones sin infectar (WTsi) (panel
superior) vs ratones WT infectados con C. albicans SC5314 (WTscs314) a las 4h luego de la infeccién
(panel inferior) (A). Semicuantificacion de la expresion del marcador de astrocitos en diferentes areas
del cerebro, informado como intensidad de media de expresién de GFAP (B). Los valores representan
la media + SEM. n=3. Fotografias obtenidas con un microscopio de fluorescencia LEICA DMi8, con el
software Las-X. La semicuantificacion de la fluorescencia se realizd con el software ImageJ FIJI. (Ver
Materiales y Métodos).
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GFAP es una proteina fibrilar, componente principal del citoesqueleto de los
astrocitos. Tras su activacion, esta proteina aumenta la expresion gradualmente,
al mismo tiempo que ocurren cambios morfoldgicos, como hipertrofia celular,
proliferacion de astrocitos dispersos y cierta pérdida de los dominios individuales,
con superposicion de procesos de astrocitos vecinos (214).

La Figura 12 A muestra microfotografias representativas de cortes de cerebro
de animales del grupo control WTs (panel superior) y ratones WTscss14 a las 4h
pi (panel inferior). La observacion sistematica de los cortes permitio observar
cambios caracteristicos de la activacion de los astrocitos luego de la infeccion,
caracterizado principalmente por una mayor expresion de la proteina GFAP en
algunas éareas del cerebro. Sin embargo, el estudio semicuantitativo de la
intensidad de fluorescencia media para este marcador indica que, si bien existe
una tendencia a la activacion de los astrocitos y en varios cortes la expresion fue
mayor, el andlisis global no arroja diferencias significativas con respecto al grupo
control WTs (Figura 12B).

Los resultados obtenidos luego de efectuar estos estudios, sugieren que el

ingreso del hongo al parénquima cerebral es detectado por las células gliales,

promoviendo cambios morfolégicos compatibles con su activacion.
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Durante la patogenia de la infeccion sistémica por C. albicans:

o La infeccion sistémica induce una progresiva disminucion de peso
corporal, siendo muy marcada a los 7d pi. El rifion es infectado durante las
etapas tempranas de la diseminacién hematégena del hongo (4h), presentando
una sostenida y elevada carga fangica a la semana de infeccion.

o En respuesta a la elevada carga fungica en rifién, los ratones desarrollan
una robusta respuesta inflamatoria, caracterizada por la presencia de infiltrados
de neutrofilos. Sin embargo, esta respuesta no es suficiente para permitir la
remocion y el control del hongo. El crecimiento y la invasion tisular por C.
albicans provocan severos dafios en el tejido renal con pérdida de la arquitectura
del 6rgano y compromiso de estructuras relevantes para su funcion.

o A los 11d posteriores a la infeccion el 50% de los animales fallecen a
consecuencia de la micosis y solo un 16% sobrevive a los 15 dias.

Durante la patogenia de la infeccién cerebral por C. albicans:

o La infeccion cerebral ocurre rapidamente luego de la diseminacién
sistémica del hongo (4h). El morfotipo invasivo de C. albicans se observa desde
las 12h posteriores a la infeccién y en ausencia de infiltrado inflamatorio.

o En respuesta a la elevada penetraciéon de C. albicans en el parénquima
cerebral, se reclutan células de la inmunidad innata periférica, principalmente
neutrofilos (24h), que permiten la remocion del hongo en la mayoria de los
animales y el control de la infeccion en este 6rgano.

o La infeccion cerebral induce la secrecion local de citoquinas
proinflamatorias a partir de las 12h posteriores a la infeccion; sélo la citoquina
antinflamatoria TGFp experimenta cambios significativos a las 4h. A las 48h
posteriores a la infeccion, los mediadores inmunes evaluados retornan a los

valores homeostaticos aun en presencia de infiltrado inflamatorio. Los cambios
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observados entre las 4 y 12h posteriores a la infeccion sugieren una respuesta
de las células residentes hacia C. albicans.

o A la 4h de la infeccion las células gliales residentes del tejido cerebral,
microglia y astrocitos, experimentan cambios morfolégicos que indican su

activacion.
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CAPITULO 2

“Si uno queda atrapado en una idea creyendo que es ‘cierta’
pierde la oportunidad de conocer la verdad” Buda
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Estudio del impacto del reconocimiento inmune B-glucanos/Dectin-1
durante la candidiasis diseminada y su rol en el desarrollo de la
respuesta inmune innata en cerebro murino durante la infeccion
sistémica por C. albicans.

El reconocimiento de B-glucanos presentes en la pared de los hongos por el
receptor Dectin-1, juega un rol crucial en la inmunidad innata antifingica
(155,243,260,261). Tras su activacion se induce el estallido respiratorio, la
fagocitosis, y la produccién de citoquinas y quimiocinas en células clave para la
respuesta inmune, como macréfagos y células dendriticas (150,155,262). Sin
embargo, también se describié que la habilidad de este receptor para inducir
dichas respuestas, depende del tipo de célula involucrada y de la cooperacién
de otros receptores como los TLRs. Al presente, estas diferencias y
particularidades no son completamente comprendidas. Mientras muchas de sus
funciones clasicas son descriptas en macrofagos periféricos, el mismo
comportamiento no seria predecible para los macrofagos del SNC. El grupo de
Keshvara y col. reportaron la presencia de Dectin-1 en células de la microglia y
aportaron evidencia que indica que los 3-glucanos son capaces de activar esta
poblacién celular, sin producir concentraciones significativas de citoquinas ni
guimiocinas (263). A nivel molecular, el mecanismo propuesto es la inhibicién de
la sefial generada por los TLRs, via NFkB (51), lo que determinaria una
hipofuncién en respuesta a la interaccion con los B-glucanos.

Por su parte, los B-glucanos son compuestos ampliamente reconocidos como
inmunomoduladores, y son capaces de modificar las respuestas biolégicas
segun las condiciones en las que ocurra la interaccién con su receptor. Estos
polisacéaridos pueden influir de manera positiva en la inmunidad del huésped
actuando como potenciadores, 0 negativamente, suprimiendo la respuesta
inmune (264-266).

Teniendo en cuenta esta dualidad respecto al rol biolégico de los B-glucanos,
la diversidad de respuestas que pueden desencadenarse a partir de su
reconocimiento por el receptor Dectin-1, y en conocimiento de que el
microambiente condiciona fuertemente el perfil de la respuesta, se decidid
estudiar el rol de la activacion del receptor Dectin-1 y su impacto en la respuesta

antifungica en cerebro durante la infeccion sistémica por C. albicans.
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Su estudio se abordd desde dos perspectivas opuestas y complementarias:
en primer lugar haciendo el enfoque desde el ligando (expresion en el patdgeno)
y en segundo lugar desde su receptor (expresion en el huésped). Con este
proposito, en el primer abordaje experimental se utilizé una cepa de C. albicans
defectiva en la expresion de B-glucanos, C. albicans FKS645 (FKS1 S645P). En
el segundo abordaje experimental, se utilizé una cepa de ratdn en base genética
C57BL/6 deficiente en el receptor Dectin-1 (CLEC7A-/-). Los resultados
obtenidos se presentan en dos secciones independientes, ya que en su
desarrollo, se evalud la contribucidn del patégeno o del huésped, y su impacto

en la contribucién de la infeccion.
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El patégeno: C. albicans defectiva en B-glucanos

Los B-glucanos son los polisacaridos estructurales mas importantes de la
pared celular de C. albicans. Su sintesis es catalizada por un complejo
enzimatico situado en la membrana plasmatica, la p-1,3-glucan-sintasa (GS), la
cual esta constituida por dos subunidades, denominadas FKS1 y FKS2
(267,268). Mutaciones génicas en dominios altamente conservados de estas
proteinas provocan una reduccion en la actividad de la GS, con la consecuente
disminucién del porcentaje de B-glucanos en la pared del hongo (41). Ademas,
provoca cambios en la velocidad del crecimiento, puede alterar la morfologia e
inducir resistencia a algunos antifungicos (39,41,267).

En este trabajo se utilizé una cepa de C. albicans que presenta una mutacion
puntual por sustitucion del aminoacido Serina por Prolina en la posicion 645,
ubicada en el “hot-spot 1” de la regién FKS1 del gen fks1 (S645P), a partir de la
cepa parental de C. albicans SC5314. Esta cepa presenta menor proporcién de
B-glucanos en comparacion con su contraparte parental. La importancia de esta
mutacion se evidencia en estudios de aislados clinicos de C. albicans que
presentan sustituciones de aminoacidos en Fksl en Ser645, los cuales son
resistentes a equinocandinas, tanto en levaduras con mutaciones homocigotas

como en heterocigotas (267,269).

Infeccion sistémica por C. albicans FKS645 y

colonizacioén renal

Para establecer la infeccion sistémica en este modelo, ratones machos
adultos se inyectaron por via iv con un inoculo infectivo de 2,5.10° levaduras
viables de C. albicans modificada genéticamente como se describié. El grupo de
ratones C57BL/6 infectados con la cepa de C. albicans con menor proporcion de
B-glucanos en su pared, sera nombrado durante el desarrollo de este capitulo

como grupo WTrksea4s.
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A fin de describir los parametros de infeccion en este modelo, los resultados

hallados seran planteados en primera instancia evaluando el comportamiento de

los animales del grupo WTrksess, con respecto al grupo control WTs) (ratones

C57BL/6 sin infectar). Posteriormente, con el objetivo de determinar el impacto

de la menor proporcion de B-glucanos en la pared fungica durante la candidiasis

diseminada, los resultados obtenidos en el grupo WTrksess seran comparados

con su contraparte parental, correspondiente a los animales WTscs314 (ratones
C57BL/6 infectados con la cepa de C. albicans SC5314).

Manifestaciones clinicas y sobrevida

La infeccion sistémica en el grupo WTrksess Se evalud durante la cinética
establecida. A las 4, 12, 24, 48h y 7 dias pi, los ratones se pesaron y se
sacrificaron para obtener sangre y riidn. Para evaluar los parametros asociadas
a la progresion de la patologia, se determind el IPC para cada tiempo establecido
y se los comparé con los valores obtenidos en ratones WTs.

En la Figura 13 A se muestra la cinética de variacion del peso corporal de los
animales de ambos grupos en el transcurso de la infeccion. Puede observarse
una disminucién significativa del IPC a partir de las 4h pi (p<0,05) en
comparacion con los ratones WTs|, que permanece significativa a las 12 y 24h
posteriores a la inoculacién del hongo (p<0,05). A tiempos mas prolongados (7d),
la variacion de este parametro es mayor, con una marcada disminucion de la
masa corporal cercana al 18% (p<0,001).

Como se mencion6 anteriormente, para que se establezca una infeccion
sistémica, es necesaria la diseminacion del hongo por el torrente sanguineo. Por
este motivo, se evalué la carga fungica en sangre mediante el recuento de UFC
por ml. Se puede observar una elevada fungemia a las 4h pi (p<0,0001), que
decae gradualmente a lo largo del estudio, logrando el clearance completo del
hongo en la circulacion a las 48h pi (Figura 13 B). En estudios efectuados a los
7d posteriores a la infeccion, el microorganismo no fue detectado.

El rindn constituye el principal 6rgano blanco durante la diseminacion
hematdgena del hongo; es por ello que se evalud las caracteristicas de la

infeccidn renal con la nueva cepa en estudio (Figura 13 C). Se puede observar
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que la cepa de C. albicans FKS645 es capaz de invadir rdpidamente rifidn,
encontrandose en niveles significativamente elevados a partir de las 4h pi
(p<0,001). El recuento de UFC se mantuvo sostenido a lo largo de toda la cinética
estudiada, sugiriendo que el animal es incapaz de eliminar al hongo

eficientemente de este 6rgano luego de una semana de infeccion (7d p<0,001).
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Figura 13.Caracteristicas de la infeccién sistémica por C.albicans FKS645. Ratones machos adultos de
la cepa C57BL/6 se infectaron iv con 2.5x10° levaduras viables de C. albicans de la cepa mutante FKS645
(WTrksess). Determinacion de la variacion del IPC durante la cinética de infeccion en ratones del grupo
WTrksess comparado con animales sin infectar (WTs)) (A). Recuento de UFC en sangre (B) y rifion (C), a las
4,12, 24, 48h y 7d pi, informadas por ml o por gramo de tejido, respectivamente. Porcentaje de supervivencia
de los animales durante 15 dias pi (D). WTsivs WTrkseas *p<0,05; ****p<0,001. Comparacion entre grupos de
infectados: #p<0,05. Los valores representan la media + SEM. n = 4 para cada punto de la cinética.
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El impacto de la severidad de la infeccion con esta nueva cepa de C. albicans
en estudio, se evaluo determinando la sobrevida de los animales infectados
durante la progresion de la micosis, para lo cual los ratones se observaron
diariamente por un periodo de 15 dias y se registré su muerte. Los datos revelan
una rapida disminucién en el porcentaje de sobrevida, observandose un 50% de
muerte en el dia 7 pi. Al finalizar este ensayo a los 15d pi, el porcentaje de muerte

alcanzo el 100% de los animales (Figura 13D).

Invasion renal y caracteristicas histopatoldgicas

La invasion de los tejidos se caracteriza principalmente por la presencia de
hifas del hongo y por el reclutamiento de células inflamatorias, siendo los
neutrofilos considerados esenciales para la respuesta antifUngica. En estas
condiciones, tanto los factores de virulencia propios del hongo, asi como una
inflamacion exacerbada por parte de las células inmunes, pueden inducir dafio
tisular y provocar insuficiencia funcional de los 6érganos afectados.

Debido a la elevada carga fangica hallada a nivel renal y al porcentaje de
muerte observado en el grupo WTrksess, Se decidio estudiar los cambios tisulares
asociados a la infeccion con la cepa de C. albicans mutante, en cortes
histoldgicos obtenidos a los 7d posteriores a la infeccion empleando la técnica
de PAS/H.

La Figura 14 A muestra microfotografias de rifién del grupo de animales WTs,
donde puede observarse la estructura tipica del tejido, con presenciade GRy T
con morfologia normal (flechas negras). Al evaluar los cortes histologicos del
grupo de ratones WTrksess, Se observa una pérdida severa de la estructura
tisular, con degeneracion tubular y atrofia de los glomérulos. Las fotografias
muestran ademas, abundantes masas de hifas ramificadas que ocupan gran
parte de la pelvis renal (flechas amarillas), y se encuentran rodeadas por una
abundante cantidad de células infiltrantes (flechas rojas) (Figura 14B).

El hallazgo de un aumento significativo en el peso del rifién a la semana de
infeccion en comparacion con el grupo WTs) (media del peso de rifion: WTs) 0,20
vs WTrksess 0,48) (p<0,001), indica hipertrofia del érgano en respuesta a la cepa

de C. albicans mutante (no mostrado).
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Figura 14. Hallazgos histopatoldégicos durante la infeccion renal por C. albicans FKS645. Fotografias
representativas de cortes histolégicos de rifién tefiidos con PAS/H. Ratones del grupo control sin infectar (WTs)). La
amplificacion corresponde a un GR (A). Ratones machos adultos infectados iv con 2.5x108 levaduras viables de C.
albicans FKS645 (WTrksess) sacrificados 7d pi. Se observa perdida de la arquitectura del 6rgano, destruccion glomerular
(panel superior), presencia de abundantes hifas del hongo en la pelvis renal (flechas amarillas) y células infiltrantes
(flechas rojas) (panel inferior) (B). GR: glomérulo renal; T: tubulo renal. Fotografias obtenidas con un microscopio Nikon
Eclipse TE 2000 U, equipado con una video camara digital.
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En la Figura 15 se muestra el andlisis comparativo de los diferentes
parametros evaluados durante la infeccion sistémica producida con las cepas de
C. albicans SC5314 y C. albicans FKS645, grupos WTscss14 Y WTrkse4s.

El estudio de la variacion de peso corporal indica que, si bien a las 4h pi los
animales infectados con la cepa defectiva en la expresion de B-glucanos
presentan un IPC menor (p<0,05), en el resto de los tiempos evaluados no se
observaron diferencias significativas en este pardmetro (Figura 15 A).

El estudio de las UFC en sangre revela un comportamiento similar entre
ambos grupos experimentales. Los resultados muestran una elevada fungemia
a las 4h para las dos cepas de hongo utilizadas, que decae gradualmente a lo
largo de la cinética evaluada, observandose el clearance del hongo a las 48h pi
(Figura 15B).

La comparacion de la carga fungica a nivel renal entre ambos grupos de
animales WTscss14 Y WTrksess, N0 mostré diferencias en el recuento de UFC en
las primeras horas de la infeccion (4 y 12h pi). Sin embargo, los ratones
infectados con la cepa mutante presentaron mayores niveles del hongo a las 24h
pi (p<0,005), mientras que a los 7d pi el perfil observado fue inverso,
encontrandose una carga fungica significativamente mayor en animales
infectados con la cepa de C.albicans parental SC5314 (p<0,05) (Figura 15C). No
obstante, durante la infeccion con las distintas cepas del hongo, las UFC se
mantienen elevadas durante toda la cinética estudiada, indicando que el raton
es incapaz de controlar la infeccién y eliminar por completo a C. albicans a nivel
renal, independientemente de la proporcion de B-glucanos presentes en la pared

del hongo.

La evolucion y severidad de esta micosis desarrollada en los grupos de
animales infectados con las diferentes cepas del hongo también fue analizada
comparando la sobrevida de los dos grupos experimentales. El estudio indica un
mayor porcentaje de muerte en el grupo WTrkseas, donde el 50% de los animales
infectados muere a los 7d pi, mientras que el tiempo medio de supervivencia en
los animales inoculados con la cepa de C. albicans SC5314, corresponde a los

11d pi. Al tiempo final del estudio, el 100% de los ratones infectados con la cepa
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mutante mueren, mientras que el grupo WTscss14 presenta una sobrevida del
16% al dia 15 pi (Figura 15D).

La hipertrofia del rifidn en animales infectados con la cepa mutante fue mas
evidente a la semana de infeccion en comparacion con el grupo WTscs314, donde
el peso del 6rgano resultd ser significativamente mayor en el grupo WTrkse4s
(media del peso de rifidbn: WTscss14 0,22 vs WTrksesas 0,48), con un incremento
de 2,2 veces (p<0,0001).
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Figura 15. Estudio comparativo entre las caracteristicas dela infeccién sistémica con la cepa de C.
albicans SC5314 y FKS645. Variacion del IPC durante la cinética de infeccién en animales C. albicans FKS545
(WTrksess) comparado con animales infectados con la cepa de C. albicans SC5314 (WTscss14) (A). Recuento
de UFC en sangre (B) y rifion (C), a las 4, 12, 24, 48h y 7d pi. Porcentaje de supervivencia de los animales de
los grupos experimentales WTscsz1ay W Trkseas durante 15 dias pi (D). WTscss14vs W Trkseas*p<0,05; **p<0,005.
Los valores representan la media + SEM. n = 4 para cada punto de la cinética.
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En su conjunto, los resultados obtenidos indican que, la infeccion provocada
por la cepa de C. albicans defectiva en la expresion de [(3-glucanos presenta
caracteristicas similares en relacién a la variacion del IPC, fungemia y carga
fungica renal, a las obtenidas con la cepa parental. Sin embargo, la evolucion del
proceso mostré cambios relevantes. El rifién de los animales infectados con C.
albicans FKS645 presentd severos dafios en estructuras claves para la
funcionalidad del 6rgano y una masiva invasion por el hongo. El 50% de los
animales fallecio 4 dias antes que los animales infectados con la cepa C.albicans
SC5314 y la mortalidad global fue mayor. Estos resultados sugieren que la
presencia de cambios en la proporcion de pB-glucanos presentes en la pared del
hongo, condicionan fuertemente la interaccion entre el patdgeno y el hospedador

modificando la evolucion del proceso.

Colonizacién del Sistema Nervioso Central por
C. albicans FKS645

Invasion cerebral

A fin de determinar si los B-glucanos presentes en la pared de C. albicans
alteran su capacidad para colonizar SNC, se evaluo la carga fungica cerebral en
animales del grupo WTrkss4s durante la cinética de infeccion establecida.

Se puede observar que la cepa de C. albicans FKS645 es capaz de invadir
rapidamente cerebro, encontrdndose en niveles significativamente elevados a
partir de las 4h pi (p<0,001) (Figura 16 A). El recuento de UFC en este 6rgano
aumenta a las 12h pi (p<0,001), manteniéndose en niveles elevados y
constantes en el resto de los tiempos evaluados. A los 7d pi se observa todavia
un alto nimero de UFC, sin mostrar cambios significativos respecto a tiempos
menores de la cinética, evidenciando la presencia sostenida del hongo a nivel
cerebral.

El estudio comparativo de la carga fungica en cerebro entre los grupos
experimentales WTscss14 VS WTrksess, revelo diferencias significativas tanto a

tiempos tempranos como en la infeccion avanzada (Figura 16 B).
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Figura 16. Cinéticade colonizacion del SNC y hallazgos histopatolégicos en cerebro frente a C. albicans
FKS645 Determinacion de la carga fungica en homogenatos de cerebro a las 4, 12, 24, 48h y 7d pi mediante
el recuento de UFC en el grupo animales infectados con C.albicans FKS645 (W Trksess) (A). Estudio comparativo
de la carga fungica en cerebro de animales WTrkse4s comparado con los animales infectados con la cepa de
C.albicans SC5314 (WTscss14) (B). Microfotografias representativas de cortes de cerebro de animales del grupo
WTrkseas a las 24h pi tefiidos con la técnica de PAS/H. Las hifas se sefialan con flechas amarillas. WTs) vs
WTrkseas **p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001. WTrksess 4h vs WTrksess 12h #p<0,001. WTscsz1a VS WTrksess
*p<0,05; **p<0.01. Los valores representan la media + SEM. n = 4 para cada punto de la cinética. Fotografias
obtenidas con un microscopio Nikon Eclipse TE 2000 U, equipado con una video camara digital.
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A las 4h pi el recuento de UFC es significativamente menor en cerebro de
animales WTrkseas en comparacion con el grupo infectado con la cepa parental
(WTscs314) (Figura 16 B). No obstante, a los 7d pi, mientras que los ratones
infectados con C. albicans SC5314 son capaces de controlar el crecimiento del
hongo, la carga fungica intracerebral encontrada en los animales del
grupoWTrksess €S 5,6 veces mayor, sugiriendo que la severidad de la infeccion

cerebral es superior frente a la cepa mutante.

Hallazgos histopatolégicos

A fin de poder visualizar el hongo en el tejido cerebral durante la infeccién, se
realizaron estudios histoldgicos utilizando la técnica de tincion PAS/H (Figura 16
C). Se pueden observar una marcada respuesta inflamatoria tisular a las 24h pi,
caracterizada por la presencia de microabscesos (panel superior, amplificacion).
La evaluacion de diferentes areas del cerebro permitié determinar que las células
infiltrantes se distribuyen de manera heterogénea, encontrandose tanto en el
parénquima cerebral como alrededor de vasos sanguineos. El morfotipo invasivo
del C. albicans FKS645 se puede observar como largas hifas del hongo

penetrando en el tejido.

Estos resultados obtenidos a nivel cerebral muestran que aun cuando los
parametros de la infeccidn sistémica evaluados en las etapas iniciales fueron
similares e independientes de la cepa utilizada, a nivel cerebral las diferencias
entre los grupos fueron evidentes. En cerebro se observé un comportamiento
distinto durante la cinética de infeccion establecida. A tiempos tempranos, donde
la respuesta depende de células residentes del tejido, el control fungico fue
mayor en el grupo WTrksess que en el WTscss14. Por el contrario, en la infeccion
avanzada, donde participan en la respuesta las células inflamatorias periféricas,
el perfil se invirtio, hallandose mayores niveles de hongo en los animales
infectados con la cepa defectuosa en la produccién de B-glucanos.

Finalmente, la incapacidad de eliminar la infeccion de este 6rgano frente a la
cepa mutante a los 7d, podria indicar que el reconocimiento de los -glucanos

de la pared fungica y la respuesta mediada por el receptor Dectin-1 es crucial
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para la resolucion de la infeccion a largo plazo, donde no solo intervienen las

células gliales residentes, sino también las células infiltrantes de la periférica.

Mediadores inmunes en el microambiente cerebral

Durante el proceso de transformacion morfoldégica de levadura a hifa,
C.albicans expone los B-glucanos de su pared en forma de “parches”, lo cual
facilita el reconocimiento por el receptor Dectin-1, favoreciendo el desarrollo de
una respuesta inflamatoria antifngica (270). Sin embargo, los B-glucanos
también son conocidos como potentes inmunomoduladores, y en algunas
situaciones pueden atenuar la liberacion de citoquinas regulando la inflamacién,

tal como ocurre en células microgliales (51,263).

En el capitulo 1 se observé que la llegada del infiltrado inflamatorio al tejido
cerebral ocurre a partir de las 24h pi, por los que en las primeras horas de
infeccion, la activacion de las células residentes desempefia un rol fundamental
en la respuesta inmune local. Con el fin de evaluar la participacién de las células
gliales en el desarrollo de la respuesta frente al hongo en las etapas iniciales de
la infeccion, se decidio estudiar la produccion local de los mediadores inmunes
a tiempos tempranos, antes del reclutamiento de los neutrdfilos.

Alas 4y 12h pi se evalud la expresion y secrecion de la citoquina IL-1f por
gPCR y ELISA, respectivamente. Ademas, se estudiaron las citoquinas TGFp,
IL-10, TNF, e IL-6 mediante la técnica de ELISA (Figura 17). Los resultados
obtenidos muestran que la secrecion de IL-1p en su forma activa, aumenta
significativamente a tiempos tempranos (p<0,001) en los animales WTrkses4s, cON
respecto a la expresion basal (Figura 17 A, panel izquierdo). Asimismo, se
observa una mayor expresion génica de esta citoquina, tanto a las 4h (p<0,01)
como a las 12h pi (p<0,001), en comparacion con el animal WTs (Figura 17 A,
panel derecho).

El estudio de la secrecion de TNF, otra relevante citoquina proinflamatoria,
también muestra un aumento significativo a las 4h pi (p<0,05), siendo mayor a

las 12h pi (p<0,001) (Figura 17 B). La cinética de secrecion de IL-6 muestra un
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perfil opuesto a las citoquinas anteriores, donde los niveles hallados disminuyen

significativamente en ambos tiempos, con respecto al WTs (Figura 17C).
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Figura 17. Perfil de citoquinas en cerebro durante la infeccion con C. albicans FKS645.
Andlisis de citoquinas en muestras de homogenato de cerebro en animales sin infectar (WTsi)
y en animales infectados con C. albicans FKS645 (WTrksess) a las 4 y 12 h pi. Determinacion
de los niveles de proteina (panel izquierdo) y mRNA (panel derecho) de IL-1p mediante la
técnica de ELISA y gPCR, respectivamente(A). Estudio de concentracion de TNF (B), IL-6 (C),
TGF-B (D) e IL-10 (E) utilizando la técnica de ELISA. WTsivs WTerksess* p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001.Comparacion entre grupos de infectados ##p<0,001. Los valores representan la
media + SEM. n = 4 para cada punto de la cinética.
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Los niveles de las citoquinas antiinflamatorias evaluadas, TGFp e IL-10,

también aumentan significativamente a las 4h pi (p<0,05), pero su concentracion

desciende rapidamente, llegando a valores similares a los basales a las 12h
(p<0,05) (Figura 17 Dy E).

La Figura 18 muestra los resultados obtenidos al comparar la cinética de
expresion de citoquinas de animales pertenecientes al grupo WTrksess 0 a Su
contraparte parental del grupo WTscs314. Se puede observar que la secrecion de
IL-1pB es significativamente mayor en ratones infectados con la cepa mutante a
las 4h pi, mientras que a las 12h pi los niveles de esta citoquina aumentan en
ratones WTscs314 (p<0,05) (Figura 18 A, panel izquierdo). Sin embargo, la
expresion de mRNA de esta proteina no muestran diferencias entre cepas de C.
albicans en ninguno de los tiempos evaluados (Figura 18 A, panel derecho). El
estudio de la concentracion intracerebral de TNF, revela también mayores
niveles de esta citoquina proinflamatoria en animales del grupo WTrksess a las
4pi, mientras que a las 12h pi este perfil se observa como una tendencia (Figura
18 B).

El estudio de la cinética de produccion de IL-6 muestra una secrecidn
significativamente menor en ratones WTrkssss €n comparacion con el grupo
WTscs314, tanto a las 4h (p<0,01) como a las 12h pi (p<0,0001) (Figura 18 C).
Por el contrario, la concentracion de TGF- es significativamente mayor en
animales infectados con la cepa mutante en todos los tiempos estudiados
(p<0,001) (Figura 18 D). Los niveles de IL-10 son similares entre cepas de C.
albicans a las 4h, disminuyendo significativamente a las 12h pi en ratones

WTrkseas (p<0,05), con respecto al grupo WTscs314 (Figura 18 E).

Estos resultados demuestran que una menor proporcion de pB-glucanos en la
pared de C. albicans, induce durante la infeccion cerebral, un aumento
significativo en la secrecion de las citoquinas proinflamatorias IL-13 y TNF a las
4h pi, indicando la participacion activa de las células residentes en su produccién

y como respuesta a la presencia del hongo.
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Figura 18. . Estudio comparativo del perfil de citoquinas intracerebrales durante la infeccion con
C. albicans FKS645 y SC5314. Determinacion de los niveles de proteina (panel izquierdo) y mRNA
(panel derecho) de IL-1p mediante la técnica de ELISA y gPCR, respectivamente, en cerebro de ratones
infectados con la cepa de C. albicans FKS645 (WTrksess) 0 su contraparte SC5314 (WTscssi4) (A).
Estudio de la concentracion de TNF (B), IL-6 (C), TGF-B(D) e IL-10 (E) por la técnica de ELISA, en
ambos grupos experimentales. WTscssia VS WTrksess*p< 0,01; **p<0,001; ****p<0,0001. Los valores
representan la media + SEM. n = 4 para cada punto de la cinética.
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Ambas citoquinas potencian la actividad microbicida de la microglia,
contribuyendo al control del patégeno. En este sentido, la deficiente produccion
de B-glucanos, podria condicionar la magnitud de la respuesta inflamatoria local
y conducir a una mayor activacion de esta poblaciéon de células residentes,
favoreciendo una eliminacion mas eficiente del hongo en cerebro. Estas
observaciones podria explicar el mayor control de la carga fungica encontrado
en cerebro de ratones infectados con la cepa de C. albicans FKS645 en ese
tiempo, donde la fungemia y la carga renal fueron similares en ambos modelos
experimentales. Por otro lado, es interesante también destacar la elevada
produccion de TGFB en ratones WTerksess, citoquina considerada altamente
inmunoregulatoria.

Lo anteriormente expuesto sugiere que, cambios en la expresién de -
glucanos de la pared fungica pueden ser capaces de modificar marcadamente el
microambiente cerebral. Bajo esta premisa, la interaccion temprana entre las
células inmunes residentes de cerebro y el hongo, determinaria la respuesta

local y podria condicionar la evolucion del proceso infeccioso.

Activacion de células gliales frente a C.albicans FKS645

Los resultados anteriores plantean la importancia del estudio de los eventos
ocurridos durante las primeras interacciones entre el patdogeno y las células de
la glia y los efectos de la proporcion de B-glucanos de la pared fungica en la
activacion de las células residentes de cerebro.

A fin de visualizar los cambios morfolégicos asociados a la activacién glial en
este modelo, se realizaron técnicas de inmunomarcacion para estudiar microglia
y astrocitos en cortes de cerebro de ratones WTrksess a las 4h pi, y se los
comparé con el grupo WTsiy WTscs3ia.

La microglia se evalué mediante la técnica de IHQ utilizando el anticuerpo anti
Iba-1, especifico para esta poblacion celular. Con el objetivo de mejorar la sefial
y facilitar el estudio en este tiempo, se empled el sistema de amplificacién
utilizando DAB. La Figura 19 A (panel izquierdo) corresponde a una

microfotografia representativa de cortes de cerebro de ratones WTsi, donde la

90



Resultados. Capitulo 2
Parte |

microglia se encuentra principalmente ramificada, morfologia caracteristica del

estado de reposo.
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Figura 19. Expresion de lba-1 en cerebro de ratones infectados con C. albicans FKS645. Imagenes
representativas de inmunohistoquimica de cortes de cerebro de animales del grupo WTs (panel izquierdo) y
WTrksess (panel derecho) a las 4h pi, marcados con anticuerpo especifico para Iba-1 y revelado con DAB (A).
Cuantificacion de la expresion para el marcador de microglia en diferentes areas del cerebro a las 4h pi,
expresado como la intensidad media de expresion para Iba-1 (B). Los valores representan la media + SEM.
Fotografias obtenidas con un microscopio Nikon Eclipse TE 2000 U, equipado con una video camara digital.
Las imagenes se evaluaron mediante el programa FIJI ImageJ.

En animales del grupo WTerksess, las microfotografias revelan un elevado
namero de células con morfologia ameboide y engrosamiento de los procesos,
caracteristica del estado de activacion de la microglia (Figura 20 A, panel
derecho). El estudio semicuantitativo de la expresion media de Iba-1, efectuado

sobre distintas areas del cerebro con el fin de determinar la expresion total de
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este marcador, no permitié6 observar diferencias significativas entre los grupos
de ratones estudiados (Figura 19 B).

En la figura 20 se muestra el analisis comparativo de la activacion de la
microglia entre el grupo de animales WTrkseas y WTscs314. Se pueden observar
cambios morfoldgicos tipicos de la activacion celular experimentados por la
microglia luego de la infeccion, caracterizados por la presencia de células
ameboidales, con engrosamiento de dendritas en ambos modelos

experimentales (Figura 20 A).
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Figura 20. Estudio comparativo de laexpresion de Iba-1 en cerebros de animales infectados con C. albicans
FKS645 o SC5314. Imégenes representativas de la activacion de la microglia en cortes de cerebro de ratones
WTscss14 (panel izquierdo) o WTrksess (panel derecho) obtenidos a las 4h pi (A). Semicuantificacion de la expresion
para el marcador de microglia en diferentes areas del cerebro a las 4h pi, expresado como la intensidad media de
expresién para lba-1 (B). Los valores representan la media + SEM. Fotografias obtenidas con un microscopio Nikon
Eclipse TE 2000 U, equipado con una video camara digital. Las imagenes se evaluaron mediante el programa F1JI
Imaged.
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El andlisis semicuantitativo de la intensidad de expresion media de células
para lba-1 efectuado en ambos grupos de animales infectados, no revela
diferencias significativas en la expresion este marcador, mostrando perfiles

similares (Figura 20 B).

Los cambios morfologicos asociados a la activacion de astrocitos en cerebro
de ratones WTrksess también se evaluaron a las 4h pi mediante la técnica de IF,
utilizando un anticuerpo contra GFAP, marcador especifico de estas células,
conjugado a con Alexa Fluor-488 y tincion con DAPI para identificar los nucleos
celulares.

La observacion sistematica de varios cortes permitié evidenciar un aumento
en la expresion de GFAP en algunas areas de cerebro de ratones infectados con
la cepa de C. albicans FKS645 (Figura 21 A, panel inferior), en comparacién con
el grupo control WTs) (Figura 21 A, panel superior). En el grupo WTrkseas se
visualizaron cambios morfolégicos caracteristicos de la astrogliosis, tales como
proliferacion de astrocitos dispersos en el parénquima cerebral, pérdida de
dominios individuales y superposicion de procesos con astrocitos vecinos,
principalmente en areas cercanas a los vasos o paraventriculares. Sin embargo,
debido a la distribucién heterogénea de estas células, la semicuantificacion de la
intensidad de expresion media de GFAP en el tejido cerebral, no permitié
evidenciar cambios significativos cuando los valores obtenidos para ambos

grupos fueron comparados (Figura 21 B).
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Figura 21. Expresién de GFAP en cerebro de ratones infectados con C. albicans FKS645. Imégenes
representativas de inmunofluorescencia de cortes de cerebro de animales infectados con la cepa mutante
(WTrksess) (panel inferior) o el control sin infectar (WTs) (panel superior), revelados con anticuerpo anti-GFAP a
las 4h pi. Los nucleos celulares se tifieron con el colorante DAPI (A). Semiuantificacion de la expresion del
marcador de astrocitos en diferentes areas del cerebro, a las 4h luego de la infeccion. Los resultados se informan
como intensidad media de expresion para el marcador GFAP (B). Los valores representan la media *
SEM.Fotografias obtenidas con un microscopio invertido de fluorescencia LEICA DMi8. La semicuantificaciéon de
la fluorescencia se realiz6 con el software ImageJ FIJI.
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Al comparar los cambios observados en activacion de astrocitos entre ratones

WTrkseas Y WTscs314 Se observa una expresion de GFAP similar en los cerebros

de animales infectados con ambas cepas de C. albicans (figura 22 A), mostrando

evidentes cambios morfolégicos y la sobrexpresion del marcador. Su distribucién

fue aleatoria en el tejido. Si bien el andlisis de la intensidad media de expresion

muestra una tendencia al aumento del marcador GFAP en animales del grupo

WTrkseas con respecto al grupo WTscsai14, el estudio no muestra diferencias
estadisticamente significativas (Figura 22 B).

Los resultados obtenidos a las 4h pi indican que la llegada del hongo a cerebro
induce la activacibn de ambas poblaciones de células (gliales,
independientemente de la composicion de la pared flngica. No pudo
establecerse zonas particulares para la localizacion de la microglia y astrocitos
activados en concordancia con la ausencia de tropismo de C. albicans por ningin

area del cerebro en particular.
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Figura 22. Estudio comparativo de la expresion de GFAP en cerebros de animales infectados con C.
albicans FKS645 o SC5314. Fotografias representativas de inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo
especifico para el marcador de astrocitos GFAP, en cortes de cerebro de ratones infectados con la cepa de C.
albicans SC5314 (panel superior) o con la cepa mutante (WTrksesas) (panel inferior) a las 4h luego de la infeccién
(A). Semicuantificacion de la expresion media del marcador de astrocitos en diferentes areas del cerebro (4h pi),
informado como intensidad media de expresién para GFAP (B). Los valores representan la media + SEM.
Fotografias obtenidas con un microscopio de fluorescencia LEICA DMi8. La semicuantificacion de la fluorescencia
se realizo con el software ImageJ FIJI.
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Durante la patogenia de la infeccion sistémica por C. albicans FKS645:

o La infeccidn sistémica diseminada provoca una marcada disminucion de
peso corporal, con elevada carga fangica a nivel renal durante toda la cinética
evaluada, y un porcentaje de mortalidad del 50% a la semana de infeccion.

o En comparacion con el grupo infectado con la cepa parental (WTscs314),
el IPC y la fungemia fueron similares durante los tiempos estudiados, y no se
observaron grandes diferencias en la colonizacién renal a las 4h y 12h pi. A la
semana de la infeccién (7d) el 50% de los animales infectados con C. albicans
FKS645 murié, mientras que ese porcentaje de muerte ocurre a los 11d pi en los
ratones inoculados con la cepa SC5314 (11d). La mortalidad global fue mayor.
o A la semana de infeccion, el dafio tisular en rifidn del grupo WTrksess fue
severo, con franco deterioro de glomérulos y tubulos renales, y abundantes
formas fangicas invasivas, localizadas principalmente en la pelvis renal. Se
observd una robusta respuesta inflamatoria caracterizada por la presencia de

neutroéfilos (7d pi), que no fue suficiente para el clearance del hongo.

Durante la patogenia de la infeccién cerebral por C. albicans FKS645:

o Luego de la infeccion sistémica, el hongo invade rapidamente cerebro
(4h), observandose niveles significativos de UFC, que aumentan hacia las 12h
pi. A las 24h se observaron hifas del hongo invadiendo el parénquima cerebral y
una robusta respuesta inflamatoria caracterizada por la presencia de abscesos
dispersos en diferentes zonas del cerebro. A una semana de infeccion la carga
fungica cerebral se mantiene elevada y el hongo puede observarse en el tejido.
o A pesar de que la fungemiay las UFC en rifion fueron similares durante el
curso de la infeccidn sistémica con ambas cepas de C. albicans, a las 4h la carga
fungica intracerebral fue significativamente menor en animales infectados con
C.albicans FKS645 que aquellos infectados la cepa parental. En la infeccion
avanzada (7d pi), los animales inoculados con la cepa de hongo defectiva en la
expresion de B-glucanos presentan mayor dificultad para eliminar al hongo del

cerebro comparados con los animales infectados con C. albicans SC5314.
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o La infeccion cerebral con C. albicans FKS645 induce un aumento en la
secrecion de citoquinas proinflamatorias, IL-18 y TNF, a tiempos tempranos (4 y
12h pi), sugiriendo una respuesta mediada por células residentes del tejido. El
analisis comparativo permitio establecer que los niveles de IL-1B y TNF (4h)
fueron mayores cuando la infeccién se produjo con la cepa C.albicans FKS645
respecto al grupo infectado con la cepa parental. La citoquina IL-6 presentd un
perfil inverso.

o Durante la infeccion con C.albicans FKS645 los niveles de las citoquinas
antinflamatorias TGFp e IL-10, aumentan significativamente a las 4 h. El andlisis
comparativo de la expresion de TGFB mostré un aumento en la concentracion
de esta citoquina cuando la infeccion fue provocada por la cepa mutante respecto
a la infeccidén provocada con la cepa parental (4 y 12h pi).

o A las 4h de la infeccion diseminada por el hongo, las células gliales
residentes de cerebro, microglia y astrocitos, muestran caracteristicas de
activacion celular frente a ambas cepas del hongo, no pudieron establecerse
diferencias cuantitativas entre la infeccién provocada por C. albicans FKS645 y
C. albicans SC5314.
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El huésped: ratones deficientes en el receptor Dectin-1

El reconocimiento de B-glucanos por las células de la inmunidad innata esta
mediado principalmente por el receptor Dectin-1, considerado esencial en el
desarrollo de una respuesta inmune protectiva frente a C. albicans.

Dectin-1 puede inducir una amplia gama de efectos celulares, incluyendo
fagocitosis, activacion del estallido respiratorio mediante la produccion de ROS,
endocitosis, maduracion de DCs y cambios en los patrones de expresion de
citoquinas y quimiocinas, tales como TNF, IL-1a, IL-1p, IL-6, CXCL2, CCL3 y GM-
CSF(151,155,159,261,271,272), IL-10 (50,272,273) y TGFB (274).

Los resultados obtenidos en los capitulos anteriores sugieren que la
proporcién de B-glucanos en la pared de C. albicans puede condicionar la
respuesta inmune, segun el nicho donde ocurra el primer encuentro con el
hongo. En rifién, el crecimiento del hongo fue dificil de controlar, y la presencia
de una robusta reaccion inflamatoria ineficiente, provocan un franco deterioro del
organo. En cerebro, la menor proporcion de B-glucanos dirige la respuesta
inmune hacia un perfil proinflamatorio a tiempos tempranos (4 y 12h), donde
participan principalmente las células residentes de tejido. Sin embargo, a
tiempos prolongados la deficiencia de estos polisacaridos determina una
infeccion mas severa (7d), con mayor porcentaje de muerte e incapacidad para
eliminar al hongo de cerebro.

A fin de dilucidar la contribucién de Dectin-1 en la respuesta frente a C.
albicans, para los siguientes ensayos se utilizaron ratones deficientes en este

receptor.

Infeccion sistémica por C. albicans SC5314 en

ratones Dectin-1 KO

Para describir el modelo de infeccion sistémica en ausencia de Dectin-1, se
utilizé el protocolo descripto anteriormente y se inyectaron por via iv ratones

machos adultos C57BL/6 Clec7a-/-, deficientes en Denctin-1 (KO), con un
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inoculo infectivo de 2,5.10° levaduras viables de C. albicans de la cepa de

coleccion SC5314. Durante el desarrollo del trabajo, este grupo sera identificado

como KOscssi4. Ademas se utilizaron como controles ratones KO sin infectar,
denominados KOs.

Siguiendo la estrategia planteada en este capitulo para la presentacion de los
resultados, se realizara primero un analisis comparativo entre animales KOscs314
y KOsy, a fin de determinar si el background genético de estos ratones presenta
algun efecto per sé en la evolucién de la infeccién. Por otro lado, para estudiar
los efectos de la via de sefalizacion de Dectin-1, se planteara el analisis
comparativo entre los grupos de ratones WT y KO, infectados con la cepa de C.
albicans SC5314 (WTscs314 VS KOscs314).

Manifestaciones clinicas y sobrevida

A fin de establecer los parametros de la infeccion sistémica en este modelo,
ratones Dectin-1 KO se infectaron como se describié anteriormente. A las 4, 12,
24, 48h y 7 d, los animales se pesaron, se sacrificaron y se obtuvo sangre y
rifién, para determinar la carga flngica.

La variacion de peso corporal es una medida importante para definir el
progreso de una infeccion. El estudio de este macro parametro revel6 una rapida
pérdida de peso corporal en ratones del grupo KOscs314 en comparacion con el
grupo de animales KOs, observandose una marcada disminucién del IPC a los
7d pi (p<0,05), que corresponde aproximadamente a un 26% de la masa corporal
durante el desarrollo de la infeccion (Figura 23 A).

Se evalué también la diseminacion hematdégena de C. albicans mediante
recuento de UFC en sangre durante la cinética de infeccion planteada. La
fungemia fue variable y sostenida hasta las 48h y a la semana de infeccion, no
se observan UFC en sangre (Figura 23 B).

El estudio de la colonizacion renal en este modelo muestra una elevada carga
fungica a partir de las 12h pi (p<0,0001), que se mantiene de manera sostenida
a lo largo del estudio. A los 7d pi, C. albicans persiste en este 6rgano en altos
niveles, sugiriendo que los ratones KOscss14 son incapaces de eliminar al hongo

eficientemente a tiempos prolongados (p<0,01) (Figura 23 C).
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Conociendo el impacto que la colonizacion renal severa posee en la calidad
de vida del animal, se evalu6 también la sobrevida de los ratones deficientes en
Dectin-1 luego de la inoculacion del hongo. Los resultados muestran una elevada
mortalidad frente a la infeccidn diseminada, con un 50% de muerte a los 6d pi,

alcanzando el 100% de muerte a los 8d pi (Figura 23 D).
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Figura 23.Caracteristicas de la infeccion sistémica por C.albicans en ratones deficientes en Dectin-1.
Ratones machos adultos C57BL/6 deficientes para el receptor de B-glucanos Dectin-1 se infectaron iv con
2.5x108 levaduras viables de C. albicans de la cepa SC5314 (KOscsz14). Determinacion de la variacion del IPC
entre el grupo de animales sin infectar (KOs|) y KOscs314 (A). Recuento de UFC en sangre (B) y rifién (C), a
las 4, 12, 24, 48h y 7d pi, informadas por ml o por gramo de tejido, respectivamente. Estudio del porcentaje
de supervivencia de los animales durante 15d luego de la infeccién (D). KOsi vs KOscs3a14 *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001; ****p<0,0001. Los valores representan la media + SEM. n = 3 para cada punto de la cinética.

La Figura 24 muestra el analisis comparativo de la infeccion sistémica entre
animales de los grupos WTscss14 Y KOscs314 a lo largo de la cinética planteada.
El estudio del IPC revela que, si bien entre las 4 y 24h la pérdida de peso es
similar entre los grupos, a las 48h pi los ratones deficientes en Dectin-1 sufren

una marcada disminucién del peso corporal con respecto a los ratones WTscs314
101



Resultados. Capitulo 2

Parte I

(p<0,01) que es aun mas severa a los 7d pi (p<0,0001) (Figura 24 A). Mientras

que en el grupo de animales WTscs314 la disminucion del IPC fue cercana al 15%,

en los ratones KOscss14 este pardmetro mostré una reduccion del 26% a la
semana de infeccion.

Se compararon también niveles del hongo en sangre. Los resultados revelan
una fungemia mayor a las 4 (p<0,001) y 12h pi (p<0,01) en ratones WTscs314,
con una disminucion gradual hacia las 48h, mientras que en los animales
deficientes en Dectin-1, las UFC mostraron niveles sostenidos en el tiempo, y la
carga fungica en ambos grupos se equiparé a tiempos prolongados, donde no

se observaron diferencias significativas (Figura 24 B).
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Figura 24. Estudio comparativo entre las caracteristicas de la infeccidn sistémica en animales WT
y Dectin-1 KO. Ratones machos adultos C57BL/6 WT y deficientes en Dectin-1 (KO) se infectaron iv con
2.5x108 levaduras viables de C. albicans SC5314. Variacion del IPC durante la cinética de infeccion en
animales WTscsa14 Y deficientes en el receptor Dectin-1 (KOscss14) (A). Recuento de UFC en sangre (B) y
rifién (C), alas 4, 12, 24, 48h y 7d pi. Porcentaje de supervivencia de los animales durante 15 dias pi (D).
WTscs314 VS KOscs314 *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. Los valores representan la media +
SEM. n = 3 para cada punto de la cinética.
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El estudio de la colonizacion renal de C. albicans, muestra mayores niveles
del hongo en animales KOscs314 a las 4h (p<0,01), 12h (p<0,001), 24h (p<0,5) y
48h (p<0,001) pi, en un porcentaje de incremento que oscilé entre 32 y 54%
comparado con la carga fungica obtenida en los animales WTscs314, mientras que
a los 7d no se observan diferencias entre ambos grupos experimentales (Figura
24 C).

El analisis de la sobrevida indica un mayor porcentaje de muerte en los
animales deficientes en Dectin-1, donde el 50% de los ratones infectados muere
a los 6d pi, mientras que en los animales WTscs314 este porcentaje de
supervivencia se alcanz6 a los 11d pi. En el grupo KOscs314 se observa el 100%
de muerte a los 8d pi, evidenciando la severidad de la infeccion en este modelo
(Figura 24 D).

Invasion renal y caracteristicas clinicas e histopatoldgicas

Ademas de la marcada disminucidn de peso observada en los ratones
KOscss14, S€ pudieron evidenciar otras caracteristicas clinicas que sugieren la
gravedad de la infeccion en este modelo experimental. A los 7d pi, algunos de
los animales deficientes en el receptor Dectin-1 presentaron inmovilidad, letargo,
dificultad respiratoria, disminucién de la temperatura corporal, afecciones
neurolégicas con paralisis de las extremidades posteriores, posicion encorvada
(posible indicio de dolor), movimientos involuntarios y temblores. Ademas,
algunos ratones mostraros ceguera en ambos 0jos y hematuria. Las alteraciones
descriptas son presentadas en el panel A de la Figura 25 y agrupadas de acuerdo
a sus caracteristicas en sistémicas o neuroldgicas.

Se evidencio también, la hipertrofia del rifion a la semana de infeccion, donde
el peso del 6rgano fue significativamente mayor en el grupo KOscs3i4 en
comparacion con los ratones WTscss14 (p<0,01) (Figura 25 B). El rifién de los
animales deficientes en Dectin-1 presentd cambios macroscopicos, asociados a

los cambios circulatorios, parenquimales y la presencia del hongo.
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Figura 25. Caracteristicas clinicas y neuroldgicas de lainfeccién sistémica por C. albicans
en ratones deficientes en Dectin-1. Tabla descriptiva de las manifestaciones sistémicas y
neurolégicas en animales deficientes del receptor Dectin-1 (KOscs314) a los 7 dias luego de la
infeccion con C. albicans SC5314 (A). Estudio comparativo del peso de los rifiones de ambos
grupos experimentales (WTscs314 VS KOscs314) a los 7d pi, expresado en gramos de tejido (panel
superior). Andlisis macroscoépico del rifion de animales WTscsz14 VS KOscss14, sacrificados a los 7d
pi (panel inferior) (B). WTscs314 VS KOscs314 **p<0,01. Los valores representan la media £+ SEM. n
= 4 para cada punto de la cinética.

La diseminacién hematdégena de C. albicans, puede presentar complicaciones
clinicas en los pacientes infectados, tales como acumulos de hongos en la pelvis
renal, el uréter o la vejiga, obstruccion de las vias urinarias, necrosis papilar y
abscesos perinefriticos, afectando el funcionamiento de los tejidos involucrados
(275). Como se explicé anteriormente, el rifion es el principal 6rgano blanco
durante la candidiasis sistémica y su invasién ha sido asociada al aumento de
morbilidad y mortalidad.

Debido a la elevada carga fungica hallada a nivel renal luego de una semana
de infeccion y al mayor porcentaje de muerte en animales deficientes en el
receptor Dectin-1, se decidi6é estudiar los cambios histopatolégicos en cortes de
rion a los 7d pi, mediante la técnica de PAS/H. La Figura 26 A corresponde a
un animal del grupo control KOsi y muestra la histologia normal del tejido, donde
pueden diferenciarse los GR y T renales con su estructura integra. A los 7d pi,
los ratones KOscs314 sufren una atrofia estructural del 6rgano, con pérdida de la
morfologia normal tanto en GR como T renales (Figura 26 B, panel superior).
Ademas, pueden observarse empalizadas del hongo en la pelvis renal,
numerosos neutréfilos dispersos en la proximidad de las hifas y grandes
abscesos (Figura 26 B, panel inferior).
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Figura 26. Hallazgos histopatolégicos durante la infecciéon renal en ratones deficientes en Dectin-1.
Microfotografias representativas de cortes histolégicos de rifién de animales deficientes en el receptor Dectin-
1 (KOscsa14), tefiidos con PAS/H. Ratones del grupo control sin infectar (KOsi). Se muestra la estructura
glomerular y tubular normal del 6rgano (A). Ratones KO infectados con la cepa de C.albicans SC5314 a los 7d
pi (KOscs314). Se observa la pérdida en la integridad tisular (panel superior) y la presencia de hifas del hongo
en la pelvis renal (flechas amarillas) y células infiltrantes (flechas rojas) (panel inferior) (B). GR: glomérulo renal;
T: tubulo renal. Fotografias obtenidas con un microscopio Nikon Eclipse TE 2000 U, equipado con una video
camara digital.
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La severidad de las manifestaciones clinicas observadas en este modelo,
corroboran la importancia de Dectin-1 para el desarrollo de una respuesta
inmune eficiente frente a C. albicans a nivel sistémico descriptas por otros
autores (143,276), y aportan nuevas evidencias en relacion al background
genético de los ratones y a la cepa del hongo utilizada en este estudio. En
ausencia de este receptor la patologia es mas severa, observandose un menor
control de la carga fungica renal, durante la cinética evaluada, que predispone al
ratbn a una mayor pérdida de peso corporal y una marcada morbilidad y

mortalidad.

Colonizacion del SNC por C. albicans en ratones Dectin-1 KO

Invasion cerebral

Los resultados obtenidos en el modelo de infeccion con la cepa de C. albicans
FKS645 demostraron que pequefios cambios en la proporcion de -glucanos
pueden modificar el curso de la infeccion cerebral y la respuesta inmune
desarrollada en este 6rgano. A fin de determinar si la ausencia de Dectin-1
presenta caracteristicas similares a ese modelo, los ratones del grupo KOscs314
se infectaron como se describié anteriormente, y se sacrificaron en los tiempos
establecidos para obtener el cerebro. A modo de control, se utilizaron también
ratones del grupo KOsi.

Con el objetivo de evaluar si el receptor Dectin-1 desempefia un rol relevante
durante la colonizacién cerebral, se determind la carga fungica en este érgano a
lo largo de la cinética planteada. Se puede observar que la llegada del hongo a
este tejido ocurre rapidamente, pudiendo encontrarse niveles significativos
desde las 4h (p<0,01) y 12h (p<0,0001) pi. A las 24h pi ocurre el pico de
colonizacion, donde la carga fungica alcanza su mayor nivel (12h vs 24h
p<0,0001) (Figura 27 A). A los 7d pi las UFC en cerebro aun son elevadas, lo
gue demuestra la dificultad de los ratones deficientes en Dectin-1 para
desarrollar una respuesta eficiente que permita controlar el crecimiento del

hongo en este érgano.
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El analisis comparativo de las caracteristicas de la infeccion cerebral entre los

grupos de animales WTscss14 Yy KOscsai4, revela que la carga fungica es

significativamente menor en ratones deficientes del receptor Dectin-1 durante las

primeras horas del proceso, a las 4 (p<0,05) y 12h (p<0,01) pi (Figura 27 B). Sin

embargo, a las 24h pi este perfil se invierte (p<0,01), hallandose un mayor

recuento de UFC en el grupo KOscss14. A los 7d pi los niveles de C. albicans en

estos animales son significativamente mas elevados que en los animales
WTscs314 (p<0,01) (Figura 27B).

Loa UFC/ml en cerebro

51 4h 12h 24h 48h 7d pi 4h 12h 24h 48h 7d

pi

Figura 27. Cinética de colonizacion del SNC durante la infeccién sistémica en ratones deficientes en Dectin-
1. Ratones machos adultos deficientes en Dectin-1 infectados iv con 2.5x10°¢ levaduras viables de C. albicans
SC5314 (KOscs314). Determinacion de la carga fangica en homogenatos de cerebro a las 4, 12, 24, 48h y 7d pi,
mediante el recuento de UFC, con respecto al grupo control sin infectar (KOs)) (A). Estudio comparativo de la carga
fungica en cerebro de animales C57BL/6 WT y Dectin-1 KO infectados con C. albicans SC5314 (2.5x10¢ levaduras)
(WTscss14 vs KOscs314) durante la cinética de infeccion establecida (B). KOsi vs KOscssia *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001; ****p<0,0001.Comparacion entre grupos infectados: #p<0,05; #*p<0,01; ##p<0,001. Los valores
representan la media £ SEM. n = 4 para cada punto de la cinética.

Hallazgos histopatologicos en cerebro

Para poder visualizar el morfotipo invasivo del hongo y los dafios tisulares
asociados a la infeccion, se realizaron estudios histologicos mediante la tincion
con la técnica de PAS/H. En la Figura 28 A se puede observar la histologia
normal del cerebro de un ratén del grupo KOsi. A las 24h pi se hallaron
microabscesos, rodeando a las hifas del hongo (flechas amarillas) (Figura 28 B,

panel superior).
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Figura 28.Hallazgos histopatoldgicos durante lainfeccion cerebral en ratones
deficientes en Dectin-1. Microfotografias representativas de cortes de cerebro de
ratones deficientes en el receptor Dectin-1 sin infectar (KOsj) (A), o infectado a las
24h (KOscs31424h) (B) y a las 48h (KOscs31448h) (C). Se pueden observar las
células infiltrantes (recuadros amplificados) y el morfotipo invasivo del hongo
(flechas amarillas). Fotografias obtenidas con un microscopio Nikon Eclipse TE
2000 U, equipado con una video camara digital.
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Algunos focos de infiltrado inflamatorio se observaron en las cercanias de los
vasos sanguineos, en ausencia de formas visibles de C. albicans (Figura 28 B,
panel inferior). A las 48h pi se pudieron identificar hifas del hongo (flechas
amarillas) localizadas en el parénquima cerebral, en ausencia de células
infiltrantes cercanas (Figura 28 C), y en otras regiones en el interior de

microabcesos.

A nivel cerebral, los resultados sugieren que en las primeras horas de la
interaccidon entre el hongo y el huésped, la ausencia de Dectin-1 permite un
mayor control en la carga fdngica. Sin embargo, en una infeccion avanzada
donde las células infiltrantes periféricas intervienen en la respuesta inmune
antifangica, el perfil se invierte, hallandose un elevado nivel de hongos en los
animales deficientes en el receptor, incluso trascurrida una semana de la
inoculacion de C. albicans.

Se ha descripto que sefiales inducidas por B-glucanos particulados via
Dectin-1, conduce a una disminucion en las funciones de la microglia en cultivo
(51,263); por lo tanto, en ausencia de esta sefial, la funcion de esta poblacion
seria mas eficiente. Nuestros hallazgos durante las primeras horas de la
infeccién estarian de acuerdo con estas observaciones. Por otro lado, en la
infecciébn prolongada, la ausencia de este receptor en células infiltrantes,
principalmente neutréfilos, podria afectar la funcionalidad de los mismos,

dificultando el control de la carga fungica en cerebro (53)dddr.

Mediadores inmunes en el microambiente cerebral

Los ensayos realizados con la cepa de C. albicans FKS645 (mutante) en la
primera parte de este capitulo, demostraron un mayor control de la carga fungica
en las primeras etapas de la infeccion, coincidente con un aumento en la
secrecion de citoquinas proinflamatorias en los mismos tiempos (Figura 16 B y
18 respectivamente). Una interaccion defectuosa con Dectin-1 a raiz de
modificaciones en los ligandos expresados en la pared del hongo, condicionaria
la sefal del receptor luego del reconocimiento fungico, afectando la respuesta

de las células residentes.
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En el desarrollo de esta seccidén, donde los estudios se enfocaron en un
huésped deficiente en este receptor, grupo KOscs314, también se observo una
menor carga fangica a las 4 y 12h pi. Al igual que en la infeccion con la cepa de
C.albicans defectiva en la produccion de 3-glucanos, en ausencia de Dectin-1 se
podria estar desarrollando una respuesta inmune inflamatoria exacerbada en las
células residentes, favoreciendo de esta manera los mecanismos locales de

control y eliminacion del hongo observados.

Con el objetivo de evaluar la contribucién de Dectin-1 en el desarrollo de la
respuesta antifingica en células gliales durante la invasion cerebral por C.
albicans, se estudiaron los mediadores inmunes a las 4 y 12h pi, tiempos
anteriores a la aparicion de los abscesos cerebrales.

Se evalué la secrecion y la expresion génica de IL-1p en cerebro mediante la
técnica de ELISA 'y gPCR, respectivamente. Se puede observar que en animales
del grupo KOscs314, l0s niveles de proteina liberada aumentan significativamente
luego de la infeccién, tanto a las 4 (p<0,05) como a las 12h (p<0,001), en
comparacion con animales KOs (Figura 29 A, panel izquierdo). Sin embargo, la
expresion de mRNA de IL-1B, no se vio modificado por la presencia de C.
albicans en ninguno de los tiempos estudiados (Figura 29 A, panel derecho).

Se evalu6 también la secrecion de la citoquina proinflamatoria TNF, la cual no
se vio modificada luego de la infeccion (Figura 29 B). Sin embargo, la
concentracion de IL-6 aument6 significativamente luego de la llegada del hongo
a cerebro, tanto a las 4 (p<0,001) como a las 12h pi (p<0,0001), con respecto al
grupo control KOs (Figura 29 C). Las citoquinas antiinflamatorias, TGFj e IL-10,
tampoco sufrieron cambios en su expresion en los tiempos estudiados (Figura
29DYyE).
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Figura 29. Perfil de citoquinas en cerebro durante la infeccion sistémica por C. albicans
SC5314 en ratones deficientes en Dectin-1. Expresion de citoquinas en cerebro de animales
Dectin-1KO sin infectar (KOs)) o infectados (KOscss14) @ las 4 y 12 h pi. Determinacion de los
niveles de proteina (panel izquierdo) y mRNA (panel derecho) de IL-13 mediante la técnica de
ELISAy qPCR, respectivamente (A). Estudio de concentracion de TNF (B), IL-6 (C), TGFp (D)
e IL-10 (E) utilizando la técnica de ELISA. KOsivs KOscss14 *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001.
Los valores representan la media + SEM. n 2 4 para cada punto de la cinética.
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Por otro lado, se realizo el andlisis comparativo en la expresion de citoquinas
entre animales de los grupos WTscss14 Yy KOscsz14. Al comparar los niveles de IL-
1B presentes en cerebro, se puede observar que la secrecion de esta proteina
es significativamente mayor a las 4h pi (p<0,05) en aquellos animales que
carecen del receptor Dectin-1. A las 12h pi, la concentracion de esta citoquina
fue mas elevada en ratones del grupo WTscss14, mientras que en los animales
deficientes en Dectin-1, se mantuvo constante en el tiempo (Figura 30 A, panel
izquierdo). La comparacion de los niveles de transcripto de IL-1p revela una
mayor expresion basal en animales KOscssi4 (p<0,05), aunque no presentan
diferencias entre ambos grupos de animales luego de la infeccion (Figura 30 A,

panel derecho).
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Figura 30. Estudio comparativo de la expresién y secrecion de IL-1f entre animales WT y deficientes
en Dectin-1 infectados con C. albicans SC5314. Determinacién de los niveles de proteina (panel
izquierdo) y mRNA (panel derecho) de IL-1p en animales WT (WTscsz14) 0 deficientes en el receptor Dectin-
1 (KOscs314) @ las 4 y 12h post-infeccion (A). Recuento de UFC en cerebro de ratones deficientes del
receptor NLRP3 inoculados iv con 2.5x10° levaduras viables de C. albicans SC5314, a las 4h post-infeccién
comparado con los grupos WTscss14 Y KOscsz14 (B). Comparacion entre grupos infectados: *p < 0,05; **p <
0,01. Los valores representan la media + SEM. n = 4 para cada punto de la cinética.
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A fin de evaluar la relevancia de la IL-13 en el control de la carga fangica
cerebral durante la interaccion primaria con el hongo, se utilizé un lote de ratones
C57BL/6 deficientes en NLRP3, inflamasoma involucrado en el clivaje del pro-
péptido de IL-1f para su liberaciébn como citoquina activa (277). Los animales se
infectaron por via iv con la cepa de C.albicans SC5314 y se sacrificaron a las 4h
pi, para evaluar la carga fungica intracerebral (grupo NLRP3scs314). La Figura 30
B muestras que los animales NLRP3scs314 presentan una mayor carga fangica a
las 4h pi con un incremento de 1,32 veces comparado con a los ratones WTscs314
(WTscss14 vsS NLRP3scs314 p<0,05). También se observa un aumento de 1,54 en
el numero de UFC en cerebro respecto a los animales KOscs314 infectados con
la misma cepa del hongo (KOscs314 vS NLRP3scs314 p<0,05).
Estos resultados sugieren que la secrecion de IL-1B seria necesaria para el
control del crecimiento C. albicans en este nicho, durante el primer contacto entre

las células gliales residentes con el hongo.

El estudio de la secrecion de TNF revela mayores niveles de esta citoquina
en ratones KOscs314 a las 4h pi, en comparacion con los animales WTscs314
(p<0,01), manteniéndose elevada hacia las 12h pi, aunque en este tiempo ya no
presenta diferencias significativas entre los grupos evaluados (Figura 31 A).

La secrecion de IL-6 es marcadamente menor en animales deficientes en
Dectin-1, tanto a nivel basal (p<0,0001) como a las 4h (p<0,001) y 12h
(p<0,0001) pi, comparado con los ratones WTscssi4 (Figura 31 B).
Interesantemente, la secrecion de TGFB, considerado un potente
inmunoregulador, se encuentra aumentada en los ratones Dectin-1 KO en todos
los tiempos evaluados durante la infeccion, incluso en condiciones basales,
como puede observarse cuando se comparan los niveles constitutivos de esta
citoquina en ambas cepas de animales ( WTs| vs KOs p<0,05) (Figura 31 C).

En ambos grupos de ratones, el nivel constitutivo de IL-10 es similar. A las
12h pi se observa una menor secrecion de esta citoquina en ratones deficientes

del receptor estudiado (p<0,05) (Figura 31 D).
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Figura 31. Estudio comparativo del perfil de citoquinas intracerebrales durante la infeccién sistémica
con C. albicans en animales WTscs314 VS KOscssi4. Andlisis de la concentracion de TNF (A), IL-6 (B), TGFB
(C) e IL-10 (D) mediante la técnica de ELISA. Comparacion entre grupos infectados: *p<0,05; **p<0,01;
****n<0,0001. Los valores representan la media + SEM. n = 4 para cada punto de la cinética.

En conjunto, estos resultados sugieren que en un primer contacto con el
hongo, las células residentes de cerebro son capaces de inducir una mayor
secrecion de las citoquinas proinflamatorias TNF e IL-1B en ausencia del
receptor Dectin-1. Esta respuesta inmune mas robusta podria estar vinculada a
la menor carga fangica observada en ratones KOscssi14 a tiempos tempranos. La
menor secrecion de IL-6 refuerza el concepto de la importancia de la via de
sefalizacion de Dectin-1 en la induccion de esta citoquina, mientras que los
elevados niveles de TGFf sugieren un microambiente regulado.

Un resultado importante de enfatizar derivado de estos experimentos es que
estos hallazgos coinciden con lo observado durante la infeccion cerebral por la
cepa de C. albicans defectuosa en la produccion de B-glucanos, ligando del
receptor en estudio, lo que refuerza el concepto de la importancia de la sefial
dependiente de Dectin-1 en las primeras etapas de la interaccion con el patégeno
fungico.
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Activacion de células gliales

El mayor control de la carga fungica en cerebro de animales KOscs314 asociado
a la elevada secrecion de citoquinas proinflamatorias a tiempos tempranos,
plantean la necesidad de evaluar el estado de activacion de las células gliales
en la primeras etapas de interaccion con el hongo, en ausencia del receptor
Dectin-1.

Para poder evidenciar los cambios que sufren las células residentes de
cerebro luego de la invasion por el hongo (4h), se realizaron técnicas de
inmunomarcacion para visualizar microglia y astrocitos en cortes histologicos de
ratones del grupo KOscss14 y los resultados obtenidos se compararon con la
expresion observada en animales KOsy WTscs314.

Las células microgliales se evaluaron mediante IHQ utilizando el anticuerpo
especifico anti Iba-1, revelando con DAB por su elevada sensibilidad (Figura 32).

Se puede observar la morfologia normal de estas células en estado de reposo
en cortes de cerebro de animales KOsi, donde se encuentran principalmente
procesos finos ramificados, distribuidos de manera heterogénea por diferentes
areas del tejido (Figura 32 A, panel izquierdo). A las 4h pi pudieron visualizarse
células microgliales con cambios morfologicos caracteristicos de la activacion
celular, tales como engrosamiento de las dendritas y formas ameboidales,
localizadas en diferentes areas del cerebro (figura 32 A, panel derecho).

El andlisis semicuantitativo muestra un aumento significativo en la media de
expresion para el marcador Iba-1 en el grupo KOscs314 con respecto al control
KOs, evidenciando la magnitud de este fendbmeno luego de la interaccion

temprana con el hongo y el estado de activacion (p<0,0001) (Figura 32 B).
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Figura 32. Expresion de Iba-1 en cerebro de ratones deficientes en Dectin-1. Imagenes
representativas de inmunohistoquimica de cortes de cerebro de animales deficientes en el receptor
Dectin-1, sin infectar (KOs|) (panel izquierdo) o a las 4h post-infeccion (KOscss14) (panel derecho),
marcados con anticuerpo especifico para microglia anti Iba-1 y revelado con DAB (A). Semiuantificacion
de la expresion del marcador de microglia en diferentes areas del cerebro a las 4h pi, expresado como
la intensidad media de expresién para Iba-1 (B).Los valores representan la media + SEM. n = 3. KOs vs
KOscs314 ****p<0,0001.Fotografias obtenidas con un microscopio Nikon Eclipse TE 2000 U, equipado con
una video camara digital. Las imagenes se evaluaron mediante el programa FI1JI ImageJ.

La Figura 33 A muestra imagenes representativas de cortes de cerebro de
animales WTscs314 Y KOscss14, donde pueden observarse células de microglia
con morfologia de activacion en ambos grupos experimentales. En la
amplificacion del recuadro, se pueden observar células microgliales
ameboidales, con engrosamiento del soma y de las dendritas.

El andlisis semicuantitativo demostré una expresion basal de Iba-1
significativamente mayor en el grupo WT en comparacion con los ratones
deficientes en Dectin-1, previo a la inoculacion del hongo (WTsi vs KOsi)
(p<0,01). Mientras que la intensidad media de expresion en animales deficientes

en el receptor fue de 0,08, en ratones WT fue de 0,6 (Figura 33 B).
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Al evaluar la expresion de Iba-1 en ambos grupos experimentales, se observo
que los ratones deficientes en el receptor Dectin-1 presentan una intensidad
media de expresion del marcador de microglia tres veces mayor respecto a los
animales del grupo WTscs314 (p<0,001), evidenciando claramente la activacion

de esta poblacion celular (Figura 33 B).
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Figura 33. Estudio comparativo de la expresién de Iba-1 entre ratones WTscs314vS KOscssia. Imagenes
representativas de cortes de cerebro de ratones WTscssi14 (panel izquierdo) o KOscss14 (panel derecho), marcados
mediante la técnica de inmunohistoquimica a las 4h post-infeccion, utilizando el anticuerpo especifico para
microglia antilba-1 y revelado con DAB (A). Semicuantificacién de la expresiéon del marcador de microglia en
diferentes areas del cerebro a las 4h pi, expresado como la intensidad media de expresion para Iba-1 (B). WTscss14
vs KOscss14 ***p<0,001. Los valores representan la media + SEM. n = 3. Fotografias obtenidas con un microscopio
Nikon Eclipse TE 2000 U, equipado con una video camara digital. Las imagenes se evaluaron mediante el
programa FI1JI ImageJ.

En los animales deficientes en Dectin-1 también se evaluaron los cambios
experimentados en la poblacion de astrocitos a las 4h de la infeccion con C.
albicans SC5314 (Figura 34).
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Figura 34. Expresion de GFAP en cerebro de ratones deficientes en Dectin-1. Imagenes representativas
de inmunofluorescencia de cortes de cerebro de animales deficientes en el receptor Dectin-1 sin infectar
(KOs)) (panel superior) o infectado (4h) (KOscss14) (panel inferior), revelados con anticuerpo especifico para
astrocitos anti-GFAP (A). Semicuantificacion de la intensidad media de expresion de GFAP en diferentes
areas del cerebro, a las 4h luego de la infeccion. Los ndcleos celulares se tifieron con el colorante DAPI.
Los recuadros corresponden a la magnificacion de estructuras en las figuras correspondientes. KOs vs
KOscs314 **p<0,01. Los valores representan la media = SEM. n = 3. Fotografias obtenidas con un microscopio
invertido de fluorescencia LEICA DMi8. La cuantificacion de la fluorescencia se realizé mediante el software
ImageJ FIJI.
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La activacion temprana de estas células se estudio mediante la técnica de IF,
utilizando anticuerpos contra la proteina estructural GFAP, marcador especifico
de astrocitos. Se utilizé ademas el colorante DAPI a fin de visualizar los nucleos
celulares. La Figura 34 A (panel superior) muestra la expresion basal de GFAP,
correspondiente a un ratén de la cepa en estudio y en ausencia de infeccion,
grupo KOsi. Luego de 4h pi, pueden visualizarse cambios caracteristicos de la
activacion de los astrocitos en animales KOscsai4, principalmente la proliferacion
y distribucion heterogénea por el tejido, aunque también se observaron areas
con superposicion de procesos que imposibilita la diferenciacion entre células, y
un aumento en la expresion de la proteina estructural GFAP (Figura 34 A, panel
inferior).
El andlisis semicuantitativo revela que la infeccion con C. albicans induce una
marcada astrogliosis en los animales KOscs314, comparado con la expresion

observada en el grupo de animales KOs (p<0,01) (Figura 34 B).

La observacion sistematica de varios cortes histologicos de cerebro permitié
revelar una mayor frecuencia en la expresion de GFAP en animales deficientes
del receptor Dectin-1 (panel inferior), en comparacion con los ratones del grupo
WTscs314 (panel superior) a las 4h luego de la infeccion (Figura 35 A).

La semicuantificacion de la intensidad media de expresion para el marcador
GFAP en distintas areas del cerebro, revela una mayor activacion de astrocitos
en ratones del grupo KOscs314 (p<0,01) (Figura 35 B), siendo 1,3 veces mayor en
este grupo que en los animales infectados que expresan el receptor. La
expresion basal de GFAP fue significativamente mayor en animales KOs en

comparacion con el grupo WTs) (Figura 35 B).
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Figura 35. Estudio comparativo de la expresiéon de GFAP entre cerebro de ratones WTscssi4 Y KOscs3zia.
Iméagenes representativas de inmunofluorescencia de cortes de cerebro de animales deficientes en Dectin-1
(KOscs314) (panel inferior) o ratones WT (WTscs314) (panel superior), a las 4h post-infeccién, revelados con
anticuerpo anti-GFAP, especifico para astrocitos (A). Semicuantificacion de la intensidad media de expresion del
marcador de astrocitos GFAP en diferentes areas del cerebro (4h pi) (B).El colorante DAPI tifie los nudcleos
celulares. Los recuadros corresponden a la magnificacion de un area de las figuras correspondientes. WT scs314
vs KOscs314 **p<0,01. Los valores representan la media + SEM. n =3. Fotografias obtenidas con un microscopio
invertido de fluorescencia LEICA DMi8. La semicuantificacion de la fluorescencia se realiz6 con el software
ImageJ FIJI.
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En su conjunto, estos resultados sugieren que, 4h posteriores a la
diseminacidon hematégena de C.albicans, el hongo infecta el parénquima
cerebral provocando la activacion temprana de células gliales en ratones
deficientes en Dectin-1 caracterizada por la presencia de microgliosis y
astrogliosis. Estas observaciones, asociadas a una menor carga fungica
intracerebral y mayor produccion de citoquinas proinflamatorias, IL-18 y TNF,
observada en este modelo, sugiere que la ausencia del receptor en este nicho
particular, permite una activacion temprana de las células residentes, que resulta
mas eficiente que en animales WT, donde la respuesta inflamatoria se encuentra

regulada negativamente en el primer contacto con el patdégeno fungico.
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Durante la patogenia de la infeccidén sistémica por C. albicans SC5314 en

animales deficientes en el receptor Dectin-1:

o Luego de la infeccion sistémica, el peso corporal de los animales
disminuye rapidamente, coincidente con un aumento en la carga fungica a nivel
renal y una elevada mortalidad que llega al 50% a los 6d pi. El 100% de los
animales mueren a los 8d pi.

o El IPC es significativamente menor en ratones deficientes en Dectin-1 a
las 48h y 7d, en comparacion con los valores obtenidos en los animales WT
infectados con C. albicans SC5314. La infeccion renal mostré una carga fangica
notablemente mayor a las 4, 12, 24 y 48h pi en los animales Dectin-1 KO, con
respecto a los ratones que poseen el receptor. A los 6 dias pi el 50% de los
animales Dectin-1 KO infectados murié, observandose un descenso precoz
comparado con los animales WT (11d). La mortalidad global fue mayor.

o A los 7d pi se observé un franco dafio en el rifibn, con marcado deterioro
estructural y abundantes cumulos de hifas, localizadas principalmente en la
pelvis renal. Se observé presencia de infiltrado inflamatorio aunque no fue

suficiente para controlar el crecimiento del hongo.

Durante la patogenia de la infeccién cerebral en animales deficientes en el

receptor Dectin-1:

o Tras la inoculacion sistémica de C. albicans, el hongo infecta rapidamente
cerebro, pudiendo hallarse en concentraciones significativas a partir de las 4h pi,
con un pico a las 24h pi. A la semana de infeccién, los animales del grupo
KOscs314 N0 son capaces de eliminar al hongo del cerebro.

o En comparacion con los animales WT, la carga fangica fue menor en
ratones deficientes a las primeras horas pi (4 y 12), mientras que en tiempos mas
prolongados (24h y 7d) el perfil se invirtio.

o A las 24h y 48h pi pudieron observarse hifas del hongo en el parénquima

cerebral, rodeados por neutréfilos que se encuentran formando abscesos en
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diferentes regiones del tejido. También se encontraron algunos hongos con

morfologia invasiva en ausencia de células infiltrantes.

o La colonizacion cerebral de C. albicans en ratones KOscs3i14 induce la
secrecion de la citoquina IL-1 B e IL-6, en comparacion con animales deficientes
en Dectin-1 sin infectar. Las demas citoquinas evaluadas no mostraron
diferencias significativas con respecto a la expresion basal.

o El analisis comparativo permitié establecer mayores niveles de citoquinas
proinflamatorias, IL-1B y TNF, a tiempos tempranos (4 pi), correspondiente a la
respuesta mediada por células residentes, con respecto al grupo WT scs314.

o La secrecion de la citoquina antiinflamatoria TGF@, fue mayor en
condiciones basales en ratones deficientes en Dectin-1 y aumentd
significativamente luego de la infeccion (4 y 12h pi), en comparacién con el grupo
WTscs314. LOS niveles de IL-6 fueron significativamente menores en animales KO
en todos los tiempos evaluados, mientras que la IL-10 mostré una menor
secrecion a las 12h pi en ratones deficientes en Dectin-1.

o Las células microgliales residentes de cerebro muestran caracteristicas
de activacion celular en ratones KOscs314, con respecto al control KOsi. A las 4h
pi, y tanto el marcador de microglia Iba-1, como el de astrocitos GFAP, aumentan
significativamente frente al hongo.

o En comparacioén con los ratones WT, la activacion de microglia y astrocitos
fue significativamente mayor en el grupo KOscss14 a las 4h pi.
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CAPITULO 3

El talento es el hombre en libertad, nace en cualquier persona que se sienta
capaz de volar con sus ideas” Luis A. Spinetta
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Evaluar la contribucion de la activacion del receptor Dectin-1
durante la infeccion cerebral por C. albicans en procesos

neurotéxicos y de muerte neuronal.

Durante la mayor parte del siglo pasado, el SNC se consideraba
tradicionalmente como un dérgano inmunolégicamente privilegiado, definido
experimentalmente por la presencia de una barrera tisular local y un
microambiente inmunosupresor (163). Sin embargo, durante la dltima década
este concepto ha sido ampliamente cuestionado. De hecho, hoy se sabe que es
un sitio de vigilancia activa, donde existe una comunicacion bidireccional
continua entre el SNC y el sistema inmune (278), siendo capaz de generar una
respuesta inflamatoria bien definida frente a lesiones infecciosas y traumaticas
(163,279).

El SNC puede ser infectado por una amplia gama de microorganismos,
incluyendo bacterias, virus, parasitos y hongos. Sin bien las infecciones fangicas
cerebrales son entidades raras en la clinica, representan una amenaza especial
para los pacientes inmunocomprometidos (93,280). En la actualidad, muchos de
los mecanismos inmunoldgicos que controlan la infecciébn del SNC no se
comprenden en su totalidad, especialmente en infecciones causadas por
hongos. Las respuestas inmunes frente a patdgenos en cerebro en las etapas
tempranas de la infeccion, estan mediadas principalmente por microglia y
astrocitos, células residentes de SNC (169,257).

Frente a una infeccidn, la microglia se activa y migra al sitio de la lesién, donde
es capaz de secretar citoquinas, quimiocinas, ROS, y fagocitar activamente
células apoptéticas, microbios y restos celulares (51). Por su parte, los astrocitos
activados contribuyen a los procesos inflamatorios a través de la expresion de
proteinas del complemento y la liberaciébn de otros factores inmunolégicos
(281,282).

El desarrollo de respuestas inmunes en cerebro ante cualquier tipo de lesion
es fundamental para mantener la homeostasis en el SNC, ya sea en el control
de infecciones asi como en los mecanismos de reparacion tisular. Sin embargo,
existe un fino equilibrio entre los efectos beneficiosos y perjudiciales durante los
procesos inflamatorios, donde la activacion celular sostenida puede provocar

dafios en las células neuronales circundantes (51). Resulta necesario entonces,
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que existan mecanismos inmunomoduladores que Ilimiten la respuesta
inflamatoria en este 6rgano. Los B-glucanos son polisacaridos ampliamente
reconocidos como inmunomoduladores, y se ha demostrado que, mediante la
unién al receptor Dectin-1, pueden atenuar la produccién de citoquinas por la
microglia, mediante un mecanismo que involucra TLR2, por inhibicion de la

activacion del factor de transcripcion NFkB (51).

En los capitulos anteriores se pudo determinar que la rapida llegada de C.
albicans a cerebro en animales WTscss14, induce procesos de activacion de las
células residentes, pudiendo observarse niveles significativos de citoquinas en
este 6rgano a tiempos tempranos (4 y 12h pi). Ademas, los resultados obtenidos
mostraron una respuesta inmune mas robusta en animales infectados con la
cepa defectiva en la produccién de B-glucanos y mas aun en ausencia total de
Dectin-1, coincidente con el menor recuento de UFC en las primeras etapas de
interaccién con el patégeno (animales WTrksess Y KOscss14). NO obstante, en
estos modelos experimentales, los animales no fueron capaces de controlar
eficientemente al hongo en la infeccion avanzada, encontrandose niveles
elevados de C. albicans incluso a la semana de infeccion. Estos ratones
mostraron un mayor porcentaje de muerte con respecto al observado durante la

infeccion con la cepa C. albicans SC5314 en un huésped normal (WTscs314).

Por todo lo expuesto, en este capitulo se decidié evaluar el estado de
activacion de las células gliales en etapas mas avanzadas de la infeccion por C.
albicans, estudiando el impacto la respuesta local en los procesos de
degeneracion y muerte neuronal. Por sus caracteristicas, estos procesos
requieren de un tiempo de induccidén para su manifestacion en el tejido, que
oscila entre 24 y 48h posteriores a la aparicion de la noxa o0 mecanismo de injuria.
A fin de evaluar la contribucion del rol del receptor Dectin-1 en estos eventos, se
trabajo con animales que expresan el receptor (WT) y animales deficientes en el
mismo (KO), los cuales se infectaron con C.albicans SC5314. A las 24 y 48h pi
se evaluo el estado de la activacion de las células residentes y los procesos de

dafio y degeneracion neuronal.

126



Resultados. Capitulo 3

Activacion de Células Gliales

Infeccion sistémica en ratones WT con C. albicans SC5314

Con el objetivo de determinar el estado de activacion de las células gliales en
huéspedes normales luego de la infeccion con C. albicans SC5314, ratones del
grupo WTscs314 se infectaron como se describié anteriormente y se sacrificaron
a las 24 y 48h pi. Para evaluar el estado de activacion basal, los ensayos se
realizaron ademas en animales del grupo control WTs.. Los ratones se
perfundieron in vivo (materiales y métodos) a fin de preservar las estructuras
celulares, y se obtuvo el cerebro para realizar cortes histolégicos. Las
poblaciones celulares se identificaron utilizando anticuerpos especificos para
microglia, anti lba-1, y para astrocitos, anti-GFAP, empleando técnicas de
inmunofluorescencia.

En la figura 36 se muestran imagenes representativas de cortes de cerebro
de animales WTsi (panel izquierdo), WTscssi14 infectados a las 24h (panel medio)
y a las 48h pi (panel derecho).

La activacion de células microgliales pudo observarse tanto a las 24 como a
las 48h pi, evidenciada por el aumento en el nimero de estas células en algunas
regiones cerebrales, y la presencia de microglia con forma ameboidal y
engrosamiento de los procesos, mientras que en los animales WTs la morfologia

observada fue tipica de células en reposo.
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Figura 36. Expresion de Iba-1 y GFAP en cerebro de ratones WT. Imagenes representativas de
inmunofluorescencia de cortes de cerebro de animales sin infectar (WTsi) (panel izquierdo) o infectados (W Tscss14)
a las 24h (panel medio) y 48h (panel derecho), revelados con anticuerpo anti-GFAP (verde) y anti-lbal (rojo),
especificos para astrocitos y microglia respectivamente. Los nucleos celulares se tifieron con el colorante DAPI
(azul). Los recuadros representan la magnificacion de areas de las figuras correspondientes. Fotografias obtenidas
con un microscopio invertido de fluorescencia LEICA DMi8.
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Los astrocitos también sufrieron cambios propios de la activacion celular a las
24 y 48h de la inoculacion de C. albicans. Puede visualizarse un aumento en el
namero de estas células en varias areas del parénquima cerebral, acompafado
del aumento en la expresion de la proteina estructural GFAP y areas con
superposicion de procesos, que impide la diferenciacion entre células
individuales (Figura 36).

El andlisis semicuantitativo de la intensidad media de expresion de Iba-1 a
partir de microfotografias de diferentes areas cerebrales, muestra un pico de
microgliosis a las 24h pi (p<0,05), con un incremento de una magnitud 10 veces
mayor que la encontrada en el animal normal. La expresion del receptor Iba-1
mostré una pronunciada disminucion a las 48h pi, permaneciendo elevada con
respecto al grupo WTsi (p<0,01) (Figura 37 A). Por su parte, la semicuantificacion
de la intensidad media de células positivas para GFAP revela que la astrogliosis
aumenta significativamente a las 24h pi (p<0,05), en comparacién con los
animales WTsi, con un incremento relativo de 3 veces. La expresion de este
marcador se mantuvo constante a las 48h posteriores a la inoculacion del (Figura
37 B).

-]
o

5. Microglia 15 . Astrocitos

&

10 10 |

expresion de GFAP

Intensidad media de
expresion de |ba-1
Intensidad media de

WTs  24h 48h pi WTs,  24h 48h  pi
WTscsa14 WTscs314

Figura 37. Semicuantificacion de la expresion de Iba-1 y GFAP en cerebro de ratones
WT. Activacién de microglia (A) y astrocitos (B) en diferentes areas del cerebro a las 24h y
48h luego de la infeccion con C. albicans SC5314 en animales WT, expresado como la
intensidad media de expresion para el marcador Iba-1 o GFAP, respectivamente. WTs vs
WTscs314 *p<0,05; **p<0,01. Los valores representan la media £+ SEM. n=3 animales. La
semicuantificacion de la expresion se realizé con el software ImageJ FIJI.
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Infeccidn sistémica en ratones Dectin-1 KO con C. albicans
SC5h314

Los resultados anteriores demuestran que en un huésped normal, en el
periodo comprendido entre las 24 y 48h posteriores a la llegada del hongo al
cerebro, se induce la activacion de las células gliales residentes de este érgano.
Con el objetivo de establecer la contribucion del receptor Dectin-1 en estos
eventos, se evaluo la astrogliosis y microgliosis en cortes de cerebro de animales
deficientes en dicho receptor luego de la inoculacion sistémica con C. albicans.
Para ello, ratones del grupo KOscssi4 se infectaron como se describid
anteriormente y se sacrificaron a las 24 y 48h pi. Los ensayos se realizaron
ademas en animales del grupo control KOsi. Los resultados obtenidos se
compararon con este ultimo grupo, a fin de establecer las condiciones basales
de expresion en este background genético (Figura 38).

La observacion sistematica de cortes histologicos en diferentes areas del
cerebro a las 24h pi, permitié visualizar células de microglia con morfologia de
activacion, caracterizadas principalmente por la hipertrofia del soma celular y el
acortamiento de las dendritas (Figura 38, panel medio). A las 48h pi, la activacién
de estas células fue mas evidente, pudiendo distinguirse formas claramente
ameboidales y un mayor niumero de células en las diferentes areas del cerebro
evaluadas (Figura 38, panel derecho).

La identificacion de células GFAP+ revela también astrocitos activados tanto
a las 24 (panel medio) como a las 48h pi (panel derecho), comparado con la
escasa marca observada en animales del grupo KOs (panel izquierdo).
Principalmente se evidencié un aumento en el numero de estas células, con

marcada superposicion de procesos (Figura 38).
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Figura 38. Expresion de lba-1 y GFAP en cerebro de ratones deficientes en Dectin-1.
Imagenes representativas de inmunofluorescencia de cortes de cerebro de animales deficientes
en el receptor Dectin-1, sin infectar (WTsi) (panel izquierdo) o infectados (WTscss14) a las 24h
(panel medio) y 48h (panel derecho). Los astrocitos se revelaron con un anticuerpo especifico
para GFAP (verde), mientras que la microglia se visualiza con un anticuerpo anti Ibal (rojo). Los
nucleos celulares se tifieron con DAPI (azul). Los recuadros representan la magnificacion de
areas de las figuras correspondientes. Fotografias obtenidas con un microscopio invertido de
fluorescencia LEICA DMi8.
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El andlisis semicuantitativo de la intensidad media de expresion para el
marcador Iba-1, revelé una marcada microgliosis a las 48h pi (p<0,0001), con
respecto a la expresion basal, observada en animales del grupo KOs (Figura 39
A). Por su parte, la semicuantificacion de la activacion de astrocitos, muestra un
aumento significativo en la expresion del marcador GFAP a las 24h pi
(p<0,0001), que se mantiene elevado a las 48h pi (p<0,05), en comparacion con

el grupo control KOs (Figura 39 B).

El estudio comparativo entre los grupos WTs| y KOs indica que la expresion
constitutiva del marcador Iba-1 es diferente entre ambos grupos de animales,
observandose una intensidad media de expresién de lba-1 significativamente
menor en animales deficientes del receptor (p<0,01) (figura39 C). A las 24h pi,
la activacion de la microglia es mayor en animales WTscs314, cOn una magnitud
de 10 veces superior a los ratones del grupo KOscs314 (p<0,001). A las 48h pi, la
intensidad media de expresion de lba-1 en ambos grupos experimentales
presenta valores similares (figura 39 C).

El andlisis comparativo del marcador GFAP previo a la inoculacién del hongo,
muestra que la expresidon constitutiva es similar en ambas cepas de animales.
Posterior a la infeccion, no se observaron diferencias significativas en la
intensidad media de expresion de esta proteina entre animales WTscs3i4 y
KOscs314 en los estudios efectuados a las 24h, mientras que a las 48h la
expresion de GFAP fue menor en los animales carentes del receptor (p<0,05)
(Figura 39 D).

Estos resultados demuestran que la presencia de C. albicans en cerebro
induce la activacion de las células residentes de este Organo, microglia y
astrocitos, de manera significativa y sostenida en el tiempo. En ausencia del
receptor Dectin-1, el hongo es capaz de activar las células gliales, pero en una

magnitud considerablemente menor que en un animal normal.

132



Resultados. Capitulo 3

Microglia Astrocitos
A 8 B 10;
ik

o Sk Ly B

o3 © e

2 89 61

Eo 4 E% *

TE =

o7 89 4.

28 28

£5 2 £5 21

0 0
KOg 24h 48h  pi KOg  24h 48h  pi
KDSGSSM KDSCSSM
c 15- - D 15 . W WTscs314
— |_*| B KOscsa14

o Do
5% 10 o
% 5
ES ES

= o=
39 5. 2
2% 20

Sl 24h 48h  pi Sl 24h 48h pi

Figura 39. Semicuantificacién de la expresion de Iba-1 y GFAP en cerebro de ratones WT y Dectin-1 KO.
Activacion de microglia (A) y astrocitos (B) en cortes de cerebro de ratones deficientes en el receptor Dectin-1
sin infectar (WTs)) o infectado (WTscs314) a las 24 y 48h con la cepa de C. albicans SC5314. Estudio comparativo
de microgliosis (C) y astrogliosis (D) entre animales WT y Dectin-1 KO, a los mismos tiempos. La
semicuantificacion se expresa como la intensidad media de expresidon para el marcador Iba-1 o GFAP,
respectivamente. KOs vs KOscs314 *p<0,05; ****p<0,0001. WTscs314 VS KOscs314 *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
Los valores representan la media + SEM. n = 3. La semicuantificacion de la expresion se realizé con el software
ImageJ FIJI.

Neurodegeneracion

La activacion de la microglia ha sido implicada en procesos neurotoxicos,
mediante la liberacion de factores nocivos que incluyen aniones superoxido,
oxido nitrico y citoquinas inflamatorias, induciendo o exacerbando la
degeneracion neuronal. Sin embargo, evidencias actuales han demostrado que

estas células tiene actividad neuroprotectora, mediante mecanismos que

133



Resultados. Capitulo 3

involucran la eliminacibn de neurotoxinas del espacio extracelular, y la
produccion de moléculas neurotréficas y neuroprotectivas, que promueven la
supervivencia neuronal en casos de lesion cerebral (283-285). En un estudio de
Baldwin et al., demuestran que el tratamiento con B-glucanos particulados,
permite la regeneracion axonal mediante la neuroinflamacién desencadenada
por la activacion del receptor Dectin-1 en la superficie de la microglia residente
(203).

Asimismo, los astrocitos también expresan una gran variedad de receptores
involucrados en la inmunidad innata y pueden responder frente a una lesion en
SNC (286). Al igual que la microglia, estudio recientes han proporcionado
evidencia de que la astrogliosis reactiva puede ejercer efectos beneficiosos y
perjudiciales dependiendo del contexto. A su vez, la respuesta va a estar definida
por mediadores moleculares provenientes de células presentes en el
microambiente local, incluyendo neuronas, microglia, células de linaje
oligodendrocitico, endotelio, leucocitos y otros astrocitos, en respuesta a
lesiones del SNC (212,287,288).

En una astrogliosis severa, puede ocurrir una proliferacion excesiva de estas
células, con la consecuente formacion de cicatrices. Si bien estas estructuras
eran consideradas dafinas para el tejido cerebral, existen en la actualidad
numerosos hallazgos que indican un efecto beneficioso de las mismas,
principalmente debido a la expresion de moléculas de superficie y produccion de
diversos factores neurotréficos y citoquinas por los astrocitos reactivos que la
componen (212,286). Ademas, se los considera importantes para restringir la
inflamacion y proteger a las neuronas y oligodendrocitos, ayudando a limitar la
degeneracion del tejido y preservar su funcién después de la lesiébn del SNC
(289).

Con el objetivo de evaluar el dafio neuronal inducido luego de la infeccion
cerebral con C. albicans, ratones C57BL6 WT se infectaron como se describio
anteriormente y se sacrificaron a las 24 y 48h por perfusiéon in vivo, a fin de
mantener la integridad estructural y evitar procesos de muerte neuronal durante
la obtencién de la muestra. Para estudiar el rol de Dectin-1 en procesos de
neurodegeneracién, se utilizaron ademas ratones deficientes en este receptor

infectados de la misma manera. Se obtuvieron cortes de cerebro y se realizo la
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tincion A-Cu-Ag como se explica en materiales y métodos, la cual es altamente
sensible para tefiir pericarion, dendritas, axones y ramificaciones terminales

degeneradas en el cerebro.

Neurodegeneraciéon en ratones WT infectados con C. albicans SC5314

A fin de poder observar simultdneamente los procesos de degeneracion
neuronal junto a las estructuras celulares del tejido cerebral, los cortes
histoldgicos de animales infectados con C. albicans SC5314 a las 24h pi, se
tifleron con la técnica de plata y una contratincion con el colorante HE. A bajo
aumento, se puede apreciar la estructura del érgano, con una elevada frecuencia
de dafio por campo, con numerosos focos positivo para plata dispersos
aleatoriamente (Figura 40 A y B, flechas amarillas). A mayor aumento, se
observan somas de neuronas motoras Yy fibras densas aglomeradas (Figura 40

Cy D, flechas amarillas).

Figura 40. Degeneracion neuronal en animales WT infectados con C. albicans SC5314. Imégenes
representativas de cortes de cerebro de ratones WT tefiidos con la técnica A-Cu-Ag y contratinciéon con
el colorante HE, alas 24h luego de la infeccion. Las microfotografias corresponden a diferentes aumentos
microscépicos (A-D). Las flechas indican estructuras positivas para plata. Fotografias obtenidas con un
microscopio Nikon Eclipse TE 2000 U, equipado con una video cadmara digital.

La observacion sistemética de los cortes histolégicos provenientes de estos
animales (24h pi), permitid visualizar focos argiréfilos correspondientes a
estructuras celulares degeneradas, distribuidos aleatoriamente en diferentes
regiones del cerebro (Figura 41).
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Figura4l. Degeneracion y apoptosis neuronal en animales WT infectados con C. albicans SC5314. Fotografias
representativas de cortes de cerebro de ratones WT infectados con C. albicans SC5314 (WTscss14) a las 24h pi,
tefiidos con la técnica de A-Cu-Ag (A-D) o inmunohistoquimica especifica para caspasa-3 clivada, especifica para
apoptosis celular (E). Las flechas indican estructuras celulares degeneradas, descriptas en el texto. Fotografias
obtenidas con un microscopio de fluorescencia Leica DMI 8, con camara monocromatica, utilizando el software Las-
X, 0 en el microscopio Nikon Eclipse TE 2000 U con una video cAmara digital.
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En la corteza cerebral se observan neuronas motoras con degeneracion
axonal (Figura 41 A, flecha roja), rodeadas de fibras dendriticas densas y
depdsitos granulares apoptoticos, que hacen imposible distinguir procesos
individuales (Figura 41 A, flecha amarilla). Si bien no se hallaron depdsitos
granulares gruesos correspondientes al soma neuronal degenerado, se pueden
observar depdsitos granulares terminales bien definidos (Figura 41 B, flechas
amarillas). Ademas, pudieron visualizarse neuronas estrelladas degeneradas,
rodeadas también por granulos argiréfilos (Figura 41 C, flecha roja). En general,
se hallaron abundantes focos densamente tefidos, dispersos por diferentes
zonas del parénquima cerebral (Figura 41 D). Para confirmar la presencia de
apoptosis, se realiz6 una inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo anti
caspasa-3 escindida, marcador especifico de este tipo de muerte celular. Se
pudieron observar focos positivos en diversas areas del cerebro (Figura 41 E),

ilustrandose en la figura con una imagen representativa.

A las 48h pi se observan resultados similares a los descriptos para las 24h pi,
encontrdndose depdsitos granulares, neuronas corticales degeneradas y focos
con superposicion de procesos (Figura 42 A, By C, respectivamente).

10x

10x

Figura 42. Degeneracion neuronal en animales WT infectados con C. albicans SC5314. Imagenes
representativas de cortes histoldgicos de diferentes regiones de cerebro en ratones WT tefiidos con la técnica A-
Cu-Ag, a las 48h post-infeccién (A, B, C). Fotografias obtenidas con un microscopio de fluorescencia Leica DMI

8, con cAmara monocromatica, utilizando el software Las-X.
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Como se explicd anteriormente, la tincion A-Cu-Ag es una técnica
inespecifica, por lo que el dafio neuronal debe corroborarse con otras
metodologias complementarias. Por este motivo, se realiz6 la tincién con la
técnica de FluoroJade en cortes de cerebro consecutivos, a fin de marcar las
neuronas en proceso neurodegenerativo (figura 43).

La figura 43 A corresponde a un corte de cerebro de raton WTscs314 a las 48h
pi, con doble tincion de plata y HE.
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Figura 43. Degeneracion neuronal y visualizacién de C. albicans en animales WT.
Fotografias representativas de cortes de cerebro de ratones WT (WTscsz14) tefiidos con la
técnica de A-Cu-Ag y HE, a las 48h post-infeccion (A y B). Imagen correspondiente al corte
consecutivo del corte anterior, tefiido con la técnica de FJIB (C). Fotografia representativa
de corte de cerebro con doble tincion, A-Cu-Ag y PAS (D). Las flechas negras indican focos
argiréfilos y las flechas amarillas, hifas del hongo. Fotografias obtenidas con un
microscopio Nikon Eclipse TE 2000 U, equipado con una video cadmara digital.
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Pueden observarse focos argirdfilos distribuidos aleatoriamente en el
parénquima cerebral (flechas negras), caracterizados principalmente por
depdsitos granulares. Una microfotografia a mayor aumento de uno de los focos
argiréfilos (figura 43 B) permite demostrar que esta area coincide con la marca
hallada en cortes de cerebro tefiidos con FJB (figura 43 C), observados como
cuerpos celulares apoptéticos densamente tefiidos, que revelan condensacion
nuclear.

Finalmente, para evaluar si la presencia del patdbgeno esta asociada a los
dafios neuronales observados, se realizd una tincion de PAS sobre cortes de
cerebro de animales de 48h pi, previamente tefiidos con la técnica de plata. La
Figura 43 D muestra los resultados obtenidos, donde puede observarse la
colocalizacion de focos argirdfilos con las hifas de C. albicans (flechas amarillas).
Este hallazgo resulta relevante en el marco de este estudio, puesto que permite
establecer en un mismo sitio particular del tejido, al agente patogénico y a la
injuria tisular.

La observacién sistematica de las diferentes areas del cerebro permitio
establecer que la degeneracion neuronal no estuvo asociada a ninguna region

particular, coincidente con la ausencia de tropismo caracteristica de C. albicans.

A fin de establecer un parametro que permita definir la magnitud del dafio
tisular presente durante la infeccion cerebral se realiz6 el estudio
semicuantitativo del porcentaje de area de degeneracién neuronal con respecto
al area total del corte a los tiempos evaluados (Figura 44). El analisis no reveld
diferencias significativas al comparar el grupo de animales WTscs314 a las 24h y
a las 48h luego de la infecciobn. En animales WTsi no se observaron focos

positivos para plata en ninguna region evaluada.

Estos resultados demuestran que, en un animal normal, la infeccion sistémica
con C. albicans SC5314, induce un severo dafio neuronal y muerte apoptotica
en el tejido cerebral, que en algunos casos coincide con la presencia del

morfotipo invasivo del hongo.
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1,2 1 Figura 44. Cuantificacién del area
de degeneracién neuronal en
animales WT frente C. albicans
SC5314. Determinacion del area de
dafio neuronal por area de tejido
cerebral en ratones WT sin infectar
(WTs)) o infectados con la cepa
SC5314 (WTscss14), sacrificados a
las 24 y 48h luego de la inoculacién
del hongo y revelados con la técnica
de plata. nd: no determinado. n=3
. animales por grupo. La
WTg _ 24h 48h P! semicuantificacion del area se
WTscs314 realizé con el software ImageJ FIJI.
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Neurodegeneracidon en ratones Dectin-1 KO infectados con C. albicans
SC5314

Para evaluar la contribucion de Dectin-1 y establecer el impacto de su
ausencia en los procesos de degeneracién y muerte neuronal observados
durante la infeccion, los ratones deficientes en este receptor se inocularon con
la cepa de C. albicans SC5314 como se describid, y se sacrificaron a los tiempos
estipulados para estos estudios. A las 24h pi se pueden observar depésitos
granulares gruesos correspondientes a somas neuronales degenerados (figura
45 A, flechas rojas), rodeados por depdésitos granulares terminales, distribuidos
en cumulos al azar en diferentes areas del cerebro (figura 45 A, flechas
amarillas). Estos focos argiréfilos, de mayor o menor tamafio, pudieron
distinguirse en la mayoria de los campos evaluados, mostrando una marcada
diferencia con lo observado en los ratones WTscss14 para el mismo tiempo de
infeccion. Por otro lado, tanto en zonas corticales como en el tejido cerebral
profundo, se pueden encontrar focos con una fuerte reaccién argiréfila, donde la
densidad de las fibras impide distinguir los procesos y cuerpos celulares
individuales (figura 45 B). Ademas, en la corteza cerebral se revelaron varios
patrones degenerativos, neuronas piramidales con somas definidos (figura 45 C,
flecha roja), con contornos suaves, impregnacion homogénea de los cuerpos
celulares y ramas dendriticas en tirabuzéon (Figura 45 C, flecha amarilla),

rodeadas por neuronas similares a las apoptoticas.
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Figura 45. Degeneracion neuronal en animales Dectin-1 KO infectados con C. albicans SC5314.
Fotografias representativas de cortes de cerebro de animales deficientes en el receptor Dectin-1 (KOscs314),
tefiidos con la técnica A-Cu-Ag, a las 24h post-infeccidon (A-C). Las flechas indican estructuras celulares
degeneradas, descriptas en el texto. Fotografias obtenidas con un con un microscopio de fluorescencia
Leica DMI 8, con camara monocromatica, utilizando el software Las-X.

La presencia de apoptosis en ratones KOscssi4 a las 24h pi, se confirmé por
inmunohistogimica en cortes consecutivos de cerebro mediante la marcacion

especifica para caspasa-3 clivada. Se pudieron observar focos positivos para

141



>

KOSC531424h

Resultados. Capitulo 3

este marcador distribuidos en el tejido, coincidentes con las estructuras tefiidas
con plata (Figura 46, A y B respectivamente).

10x 40x

Figura 46. Degeneracion y apoptosis neuronal en animales Dectin-1 KO infectados con C. albicans SC5314.
Fotografias representativas de cortes de cerebro consecutivos de animales deficientes en el receptor Dectin-1
(KOscs314) a las 24h post-infeccion, tefiidos por inmunohistoguimica con anticuerpos anti caspasa-3 clivada,
especifica para apoptosis celular (A), o por la técnica A-Cu-Ag (B). Fotografias obtenidas con un con un microscopio
de fluorescencia Leica DMI 8, con cadmara monocromética, utilizando el software Las-X, o en el microscopio Nikon
Eclipse TE 2000 U con una video camara digital.

Los ratones KOscssi14 sacrificados a las 48h pi también mostraron dafio
neuronal severo, donde el 100% de los campos evaluados present6 algin patron
degenerativo. La imagenes obtenidas a partir de cortes de cerebro de estos
animales, revelan grandes focos argiréfilos intensamente marcados (Figura 47).
En algunas zonas, la elevada densidad de las fibras impide distinguir procesos
individuales (flechas rojas), aunque en otros casos es posible identificar ndcleos
neuronales degenerados (flechas amarillas). En el area cortical, se pueden
observar axones enteros de neuronas piramidales totalmente degenerados, que
presentan forma de tirabuzon (flechas naranjas). Se visualizaron también una
gran cantidad de cumulos de neuronas estrelladas positivas para plata,
distribuidas aleatoriamente por diversas areas del cerebro, principalmente en el
tejido profundo (flechas verdes).
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Figura 47. Degeneracion neuronal en animales Dectin-1 KO infectados con C. albicans SC5314. Fotografias
representativas de cortes de cerebro de ratones deficientes en el receptor Dectin-1 (KOscs314), sacrificados a las 48h post-
infeccién y tefiidos con la técnica A-Cu-Ag. Las flechas indican estructuras celulares degeneradas, descriptas en el texto.
Fotografias obtenidas con un con un microscopio de fluorescencia Leica DMI 8, con cdmara monocromatica, utilizando el
software Las-X.

Si bien los hallazgos encontrados en los animales deficientes en Dectin-1
sugerian un dafio neuronal mas severo a las 48h con respecto a las 24h pi, no
se observaron diferencias significativas del porcentaje de area de degeneracion
neuronal en ambos tiempos estudiados cuando se realiz6 la semicuantificacion,
evidenciando la precoz y sostenida injuria producida a nivel cerebral durante la

diseminacion hematdgena del C. albicans (Figura 48).
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Figura 48. Cuantificacion del area de
degeneracidon neuronal en animales
3 | Dectin-1 KO frente C. albicans
SC5314. Determinacion del &rea de
dafio neuronal por éarea de tejido
2 A cerebral en ratones deficientes en el
receptor Dectin-1 sin infectar (KOs)) 0
infectados con la cepa SC5314

Dafio neuronal por area de tejido (%)

1 (KOscs314), sacrificados a las 24 y 48h
post-infeccion y revelados con la
0 nd técnica de plata. nd: no determinado.

) n=3 animales por grupo. La
KOs, 24h 48h _ pi semicuantificacion del area se realizo
KOscsa1s con el software ImageJ FIJI.

Los procesos neurodegenerativos se corroboraron utilizando, en paralelo, la
técnica de FJIB sobre cortes de cerebro consecutivos de animales KOscs314 a las
48h pi, tiempo en el que se observo una tincion argirofila mas marcada (Figura
49).

Figura 49. Dafio neuronal en cerebro de ratones Dectin-1 KO infectados con C. albicans. Imagenes representativas
de varias secciones de cerebro de animales deficientes en el receptor Dectin-1 (KOscss14), tefiidos con la técnica de FIB a
las 48h post-infeccion. En el panel superior se observan fotografias con un aumento de 10x, mientras que en el panel
inferior se presentan sus respectivos aumentos a 20x, en cada columna respectivamente. Fotografias obtenidas con un
microscopio de fluorescencia Leica DMI 8, con camara monocromatica, utilizando el software Las-X.
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El analisis de varias secciones del cerebro y diferentes regiones en cada corte,
permitié evidenciar numerosos focos positivos, donde se observan cuerpos de
células nerviosas degeneradas, distribuidas al azar por todo el tejido (figura 49).
Si bien no pudieron realizarse estudios cuantitativos debido a las limitaciones
propias de la técnica, la cantidad e intensidad de &reas marcadas presentan una
magnitud mayor en estos animales, con respecto al grupo WTscss14 en el mismo

tiempo.

La apoptosis celular fue confirmada por inmunohistoquimica para la expresion
de caspasa-3 clivada en cortes de cerebro de animales KOscs314 a las 48h pi. Se
pudieron observar focos intensamente tefiidos para este marcador de apoptosis,
dispersos en el tejido cerebral. Aqui se observa una microfotografia

representativa de un area con marca positiva (figura 50).

KOSC5314 48h
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Figura 50. Muerte neuronal por apoptosis en cerebro de ratones Dectin-1 KO
infectados con C. albicans. Microfotografia representativa del corte de cerebro de ratén
deficiente en el receptor Dectin-1 (KOscss14), revelado con anticuerpo especifico para
caspasa-3 clivada, marcador de apoptosis celular, a las 48h luego de la infeccion.
Fotografias obtenidas con un con un microscopio Nikon Eclipse TE 2000 U, con una
video camara digital integrada.

Finalmente, a fin de establecer el impacto de la ausencia del receptor Dectin-

1 en los procesos neurodegenerativos evaluados durante la patogenia de la
candidiasis cerebral, se realiz6 un analisis comparativo del dafio neuronal
hallado en los ensayos anteriores para la técnica A-Cu-Ag. La cuantificacion del
porcentaje de area relativa de dafio revela que los procesos neurodegenerativos
son marcadamente mayores en animales KOscs314, tanto a las 24 como a las 48h
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pi, en comparacion con el grupo WTscs314 (figura 51 A). Estos resultados
coinciden con la mayor carga fungica observada durante la infecciébn avanzada

en estos animales, descripta en el capitulo, 2 parte 1l (figura 51 B).
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Figura 51. Estudio comparativo del dafio neuronal y crecimiento fingico en cerebro entre ratones
WT y Dectin-1 KO. Semicuantificacion del area de dafio neuronal por area de tejido cerebral en cortes
de cerebro de ratones WT (WTscss14) Vs deficientes en el receptor Dectin-1 (KOscss14), tefiidos con la
técnica A-Cu-Ag a las 24 y 48h luego de la infeccién con C. albicans SC5314 (A). Estudio comparativo
de la carga fungica en cerebro de animales del grupo WTscss14 VS KOscs3i4, @ las 24 y 48h pi (B). Los
valores representan la media £+ SEM. n 2 3. WTscss14a vs KOscssis **p<0,01; ****p<0,0001. La
semicuantificacion del area se realiz6 con el software ImageJ FIJI.

Estos resultados demuestran que la ausencia del receptor Dectin-1 frente a la
infeccion cerebral por C. albicans, induce procesos neurodegenerativos mas
marcados que en el animal normal. La frecuencia de focos indicadores de dafio
y muerte neuronal, fue mayor en ratones Dectin-1 KO en todos los tiempos
evaluados, coincidente con la mayor carga fungica hallada en estos animales en

los mismos puntos de la cinética.

146



Resultados. Capitulo 3

Expresion de Arginasa-1/NOS2 en ratones WT vs Dectin-1 KO
infectados con C. albicans SC5314

Los efectos beneficiosos o perjudiciales de la neuroinflamacion en el contexto
de las infecciones fangicas cerebrales aun no han sido definidos. Tanto la
microglia como los macréfagos, son células altamente plasticas que pueden
transitar rapidamente entre diferentes estados de activacion, cuyos extremos
pueden clasificarse en aspectos generales como: activacion clasica o M1,
involucrada en procesos inflamatorios y citotoxicos, o activacion alternativa o M2,
que participa en la reparacién y regeneracion, con propiedades antiinflamatorias
(181,256). La polarizacion M1/M2 puede definirse a partir del metabolismo de la
arginina, a través de dos vias enzimaticas distintas y antagonicas, la de 6xido
nitrico sintasa (NOS), caracteristica de M1, y la de arginasa-1, correspondiente
a M2 (290,291).

Debido a la marcada diferencia en los procesos neurodegenerativos
observados en animales WT y KO, consideramos necesario evaluar la
polarizacion de la respuesta inmune innata frente a C. albicans, a fin de definir
una relacién entre estos eventos. Realizamos ensayos preliminares para
determinar la expresion de Arg-1 y NOS2 mediante la técnica de IF.

En la figura 52 se muestran imagenes representativas de cortes de cerebro
de animales WTscs314 (panel superior) y KOscsai4 (panel inferior), a las 48h pi.
Se puede observar que tanto la expresion de NOS2 (columna izquierda) como la
de Arg-1 (columna media), es mayor en ratones WT en comparacion con los
animales deficientes en el receptor. Teniendo en cuenta la morfologia de las
células NOS2+, podemos sugerir que la microglia adquiere un perfil
principalmente M1, mientras que las células infiltrantes, probablemente
monocitos/macrofagos, presentan polarizacion prevalente a M2. La expresion de
estas enzimas no pudo visualizarse en cortes de cerebro de ratones sin infectar,

en ninguno de los background genéticos (resultados no mostrados).

Estos resultados muestras indicios de un microambiente altamente regulado
durante la infeccién en los animales WT, donde existe una elevada respuesta

inflamatoria mediada por las células residentes, que coincide con el
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reclutamiento de células periféricas con caracteristicas antiinflamatorias, que
convergen en una respuesta eficiente para lograr la eliminacion del patégeno y
el control del dafio neuronal. En ausencia de Dectin-1, y a las 48h de la infeccion,
la expresion de NOS2 en la microglia es menor, asi como la regulacion
dependiente de las células infiltrantes. Estos resultados en su conjunto podrian
explicar el menor control de crecimiento fingico y la mayor neurodegeneracion

observada en los animales Dectin-1 KO durante la infeccion cerebral.

NOS2 Arginasa-1

Figura 52. Estudio comparativo de la expresion de NOS2 y Arg-1 en cerebro de ratones WT y Dectin-
1 KO. Imagenes representativas de inmunofluorescencia de cortes de cerebro de animales WTscss14 (panel
superior) y KOscs314 (panel inferior) a las 48h post-infeccion, revelados con anticuerpo anti-NOS2 (rojo) y
anti-Arg-1 (verde). Los recuadros representan la magnificacion de areas de las figuras correspondientes, y
las fotos del panel inferior corresponden a un zoom de la imagen original. Fotografias obtenidas con un
microscopio confocal Olympus-FV1200 y procesadas con el programa ImageJ FIJI.

Un analisis cuantitativo, asi como el estudio de la cinética de activacion, serian
necesarios para definir la polarizacion de la respuesta inmune durante el

progreso de la infeccion cerebral con C. albicans. Asimismo, el analisis de las
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células involucradas en cada perfil de respuesta, aportaria informacién

importante a estos hallazgos.

La tabla 2 resume los resultados obtenidos en este capitulo, y permite
comparar la respuesta generada en ratones WTscs314 Y KOscs314 €n respuesta a
C. albicans en SNC.

Tabla 2. Estudio comparativo de los parametros evaluados entre animales WT y deficientes en el receptor Dectin-1

Iba-1+ GFAP+ A-Cu-Ag FIB Caspasa-3 UFC M1/m2

Animales
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h Argl NO52

Wisszs  +++  ++ +++ +++ ++ 4+ nd  ++ ++ 4+ H 4 HH

KOscs31a -+ 1+ A+ A+ H nd A+
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Conclusiones capitulo 3

Activacion de células gliales durante la infeccién sistémica por C. albicans:

o En las etapas avanzadas de la infeccion (24h y 48h) tanto la microglia
como los astrocitos sufren cambios morfolégicos caracteristicos de la activacion
celular en animales WTscs314.

o La activacion de las células gliales en estos animales se corroboro por el
aumento en la expresion de lba-1 y GFAP, correspondiente a microglia y
astrocitos respectivamente.

o La infeccién también indujo la activacion de células residentes de cerebro
en ratones KOscss14 durante la cinética estudiada, demostrada por los cambios
morfoldgicos y la cuantificacion del porcentaje de células positivas para Iba-1y
GFAP.

o La activacion de las células gliales es significativamente menor en ratones

deficientes en Dectin-1, con respecto al grupo WTscs314, incluso a nivel basal.

Procesos neurodegenerativos y de muerte celular:

o La infeccion sistémica indujo dafio neuronal durante la cinética estudiada
en ratones WTscs314, 0bservando focos argirofilos en diversas areas del cerebro.
La apoptosis se confirmd mediante tincion con anticuerpo anti-caspasa-3 clivada.
o Las estructuras positivas para plata coinciden con las marcas obtenidas
mediante la técnica de FJB, metodologia confirmatoria para el dafio neuronal.

o Pudieron hallarse focos argiréfilos colocalizando con hifas de C. albicans
en el parénquima cerebral.

o En ratones KOscs314 Se observaron grandes areas de neurodegeneracion
y muerte neuronal luego de la infeccion, confirmado por la técnica de A-Cu-Ag,
FJB y caspasa-3 clivada en cortes consecutivos (24h y 48h).

o El dafio neuronal es significativamente mayor en ratones deficientes en
Dectin-1 en comparacion con el grupo WTscs314, durante los tiempos evaluados.
o La elevada neurodegeneracion en estos ratones coincide con la mayor

carga fungica hallada en ausencia de Dectin-1 a tiempos prolongados.
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Discusion

DISCUSION

“No existe la verdad, solo la interpretacion”
Nietzsche
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Infeccidn sistémica

La incidencia de infecciones sistémicas causadas por hongos ha aumentado
considerablemente en los dltimos afos, principalmente como consecuencia del
creciente uso de dispositivos biomédicos implantados y catéteres venosos
centrales en el manejo del paciente, asi como el aumento de la poblacion
inmunosuprimida y la mayor esperanza de vida en edades extremas (5).

Bongomin y col. (2017) recopilan datos sobre la incidencia global de micosis
invasivas graves, demostrando que las enfermedades fangicas provocan la
muerte de mas de 1,5 millones y afectan a mas de mil millones de personas por
aflo en todo el mundo (3). Los patégenos fangicos oportunistas se han
convertido en una de las principales causas de mortalidad humana en
pacientes hospitalizados, representando un desafio para la salud publica con
gran importancia clinica y socioeconémica.

Un estudio reciente de Riera y col. (2018), reunen datos epidemioldgicos
sobre la incidencia y prevalencia de enfermedades fungicas en Argentina,
revelando que al menos un 2,01% de la poblacion total sufre un episodio de
micosis grave cada afio, con una morbilidad y mortalidad considerables (70).
En Argentina, el pronéstico de esta patologia es complicado, y se estima que
alrededor del 50% de los individuos internados muere durante la infeccion (70).
Datos epidemiolégicos locales obtenidos por nuestro grupo, arrojan un indice de
mortalidad para candidemia que alcanza un 36 % en la ciudad de Coérdoba (63).

Si bien el uso de farmacos antifungicos ha permitido un mejor prondstico en
la recuperacion de pacientes con micosis sistémicas, la elevada incidencia de
especies emergentes como potenciales patégenos humanos, sumado a la
creciente aparicidn de cepas resistentes a las drogas actuales, aumenta las
tasas de fallo terapéutico en individuos hospitalizados (71,292—-294). Pese a las
exhaustivas investigaciones durante los ultimos 15 afios en el desarrollo de
farmacos antifangicos, en la actualidad solo se dispone de tres clases de drogas
aprobadas para el tratamiento de estas infecciones. El hallazgo de
medicamentos eficientes y con baja toxicidad, se dificulta por las estrechas
relaciones evolutivas entre estos patdégenos eucariotas y sus hospedadores
humanos (294).
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El tratamiento frecuentemente empirico, profilctico y prolongado de agentes
antifangicos, el ndmero limitado de farmacos y su caracter principalmente
fungistético en lugar de fungicida, facilita la seleccién de cepas resistentes y ha
conducido a la adquisicion gradual de resistencia antifungica en hongos
inicialmente sensibles (292). El grupo de Van Wijngaerden y col., public6 en 2018
un estudio sobre la incidencia y la distribucion de especies asociadas a la
candidemia en un periodo de 12 afios (2004-2015), donde demostraron que la
exposicion previa a fluconazol y equinocandinas se asocia con un cambio en la
epidemiologia de los pacientes, mostrando candidemias causadas por especies
menos susceptibles y un aumento en la frecuencia de esas infecciones (293).
Revie y col. (2018) por otra parte, identifican los numerosos mecanismos de
adaptacion que llevan a la sensibilidad reducida frente a las drogas antifungicas
actuales (294). Usualmente, los mecanismos de resistencia involucran
adaptaciones metabdlicas y la alteracion en la expresiébn génica, como los
cambios o sobreexpresion de la diana terapéutica, la regulacién positiva de los
transportadores de farmacos y la activacion de las respuestas al estrés.

En este escenario, la candidiasis diseminada emerge como una enfermedad
severa de elevada mortalidad, dificil tratamiento y numerosos interrogantes a
explorar. Su agente etioldgico mas frecuente, C. albicans, esta dotado de
diversos atributos de virulencia y posee la capacidad de infectar diferentes nichos
en su hospedador. A estas caracteristicas particulares, debe sumarse la
capacidad de regular su perfil transcripcional de genes de acuerdo al sitio que
coloniza, encontrandose en continua relacion con los mecanismos locales de
respuesta, las poblaciones celulares reclutadas y la biologia del érgano infectado
en cada contexto. Del resultado de estas complejas interacciones, depende la
resolucién del proceso infeccioso y, en el balance de la respuesta local, el dafio
tisular colateral emerge como consecuencia del equilibrio prevalente entre una
respuesta protectora y una respuesta exacerbada, cuya magnitud puede
comprometer estructuras vitales para la funcionalidad del 6rgano donde se

produce el encuentro.

El presente trabajo aborda el estudio de este fendmeno, explorando en la
interaccién patodgeno/huésped, la contribucion de la sefial generada por el

reconocimiento de los B-glucanos expresados en la pared del hongo, y el
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receptor innato Dectin-1 en la inmunopatogenia de esta micosis durante el curso

de la infeccién diseminada y, en particular, en la infeccion del SNC.

Candidiasis invasiva

Casadevall y Pirofski definieron la patogénesis microbiana como el resultado
de una interaccion entre el huésped y el microorganismo (295). En este contexto
C. albicans es clasificada como un patdgeno particular, que se adapta de forma
Unica al hospedador humano, y que puede existir tanto como comensal inocuo,
0 como patébgeno oportunista en individuos inmunocomprometidos e
inmunocompetentes (10). Como parte de la microbiota humana comensal, C.
albicans coloniza de manera asintomética la piel y la mucosa del tracto
gastrointestinal (TGI), la cavidad oral y el tracto reproductivo de un alto
porcentaje de individuos sanos. Su crecimiento esta estrictamente controlado por
el sistema inmune del huésped y los mecanismos regulatorios que proporciona
la microbiota normal. Cambios en este balance determinan el sobrecrecimiento
del hongo (11) y C. albicans puede infectar las superficies donde habita
normalmente de manera asintomatica, o causar infecciones sistémicas severas,
con compromiso multiorganico. Este hongo puede colonizar virtualmente
cualquier tejido, exhibiendo diversas manifestaciones clinicas segun el sitio
afectado; no obstante la preferencia por un rgano en particular depende en gran
medida de la via de infeccidn, las caracteristicas intrinsecas del patégeno y las
enfermedades subyacentes del paciente(296).

En una extensa revision Knauer y col. (1976), recolectan datos de estudios
post-mortem en un periodo de 12 afios y reportan que el 54% de los pacientes
con cultivos positivos para C. albicans presentaban candidiasis invasiva
caracterizada por lesiones profundas en los érganos, involucrando generalmente
al rifndn (80%), cerebro (52%) y corazén (48%), enfatizando que cualquier tejido
puede resultar susceptible su infeccion (98). En un estudio mas reciente,
Kontoyiannis y col. (2013) a partir de autopsias de pacientes de un centro de
tratamiento oncoldgico en un periodo de 20 afios (1989-2008) (84) reportan un
aumento de candidiasis sistémicay la presencia de C. albicans en distintos sitios
anatomicos como pulmon (79%), sangre (37%), TGI (35%), rifidn (34%), higado
(20%) y bazo (19%). La presencia del hongo en cerebro no fue evaluada en esta
serie de casos (10,84). Otros reportes sefialan que los pacientes con neutropenia
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persistente son los méas propensos a la invasion renal y cardiaca en comparacion
con los pacientes no neutropénicos (84).

Una poblacion particularmente en riesgo la constituyen los neonatos. La
candidiasis invasiva afecta al 5-10% de recién nacidos prematuros con peso
extremadamente bajo al nacer (<1Kg), causando altos indices de mortalidad y
morbilidad en los individuos afectados, que alcanza el 50% en lactantes con peso
menor a 750g (91,102-105). La incidencia de esta patologia aumenté en la
década del 80 y 90, con la mejora en la supervivencia de los nifios prematuros y
la mayor frecuencia en el uso de catéteres de via central para su cuidado,
facilitando de este modo el acceso del patdgeno y la formacién de biofilm en los
dispositivos de sostén (113,297,298). Otro factor de riesgo importante en esta
poblacidén es el uso de antibiéticos de amplio espectro, que disminuyen la presiéon
competitiva ejercida por las bacterias comensales, permitiendo el
sobrecrecimiento de Candida (113,298).

Si bien ha habido avances en las terapias antifingicas, los datos obtenidos en
adultos no pueden ser extrapolados a esta poblacién. En la actualidad, los
antifingicos recomendados para candidiasis neonatal son anfotericina B,
fluconazol y micafungina (299); sin embargo, aun no existen farmacos
autorizados por la FDA para el uso profilactico en recién nacidos prematuros de
alto riesgo (300). Las indicaciones y dosificacion neonatal deben considerar el
compromiso renal y, de acuerdo a las guias internacionales de tratamiento, se
debe presuponer la infeccibn del SNC en recién nacidos con candidiasis
diseminada, ya que la incidencia supera el 15% de los casos y el diagnostico a
partir de liquido cefalorraquideo, imagenes o hemocultivos es poco fiable
(102,111).

Los recién nacidos con candidiasis invasiva con frecuencia presentan
caracteristicas que sugieren sepsis, como letargo o apnea, intolerancia a la
alimentacion, inestabilidad cardiorrespiratoria e hiperbilirrubinemia (90). Los
neonatos que sobreviven a la candidiasis invasiva, con frecuencia presentan
deterioro neurolégico a largo plazo, incluyendo paralisis cerebral, deficiencia
auditiva, ceguera, déficit cognitivo y leucomalacia periventricular (muerte de
tejido cerebral alrededor de los ventriculos). Dentro del SNC, Candida puede
causar meningoencefalitis, abscesos cerebrales y ventriculitis con hidrocefalia
obstructiva (99,111).
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La mayor predisposicion de los nifios prematuros a la forma cerebral de esta
micosis se debe a la inmadurez en el desarrollo de las barreras fisicas frente a
Candida spp, donde la BHE no constituye la acepcion (102). Bliss y col. (2012)
observaron caracteristicas de virulencia mejoradas en la mayoria de los
aislamientos clinicos provenientes de neonatos con candidiasis invasiva,
demostrando la importancia de los factores de virulencia de las cepas para
determinar el riesgo de infeccion. Todos los aislamientos de liquido
cefalorraquideo de C. albicans tuvieron una mayor virulencia, en comparacion
con los aislamientos de sangre (301).

A pesar de la elevada incidencia de candidiasis cerebral asociada a graves
secuelas neuroldgicas y a las altas tasas de mortalidad en las poblaciones de
alto riesgo, el conocimiento sobre los mecanismos que rigen las interacciones
entre el hongo y las células del huésped, asi como el desarrollo de una respuesta
inmune eficaz y sus consecuencias, aun permanece sin ser comprendidas en su
totalidad. El desarrollo del presente trabajo aporta valiosa evidencia sobre la
cinética y progresion de los eventos inmunes que subyacen a la infeccién
cerebral, la magnitud y tipo de injuria tisular y la contribucion que la sefial
dependiente del reconocimiento de los B-glucanos por el receptor Dectin-1,

posee en este fenémeno.

Modelo murino candidiasis diseminada
El uso de animales de laboratorio para el estudio de infecciones por Candida
data de finales del siglo XIX (302) y representa una herramienta fundamental en
las investigaciones biomédicas. La posibilidad de inducir candidiasis sistémica
en modelos de ratén ha sido esencial para comprender los mecanismos de
patogenicidad y virulencia de las distintas cepas de Candida (303,304), asi como
explorar la respuesta inmune antifungica desarrollada en el huésped frente al
hongo y los factores predisponentes y agravantes de esta patologia
(125,217,305,306). Los estudios in vivo también han contribuido al desarrollo de
meétodos diagndsticos mas rapidos y certeros, y terapias antifungicas mas
efectivas (307). En la actualidad, estos modelos permiten manipulaciones
genéticas o farmacoldgicas que imitan a los huéspedes susceptibles,
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aproximandose a las condiciones clinicas reales de la enfermedad (308). El
desarrollo de modelos murinos en animales WT aporta evidencia sobre el
desarrollo de la patologia en un huésped normal, y el uso de animales con
deficiencias en componentes o elementos del sistema inmune permite generar
conocimiento sobre su rol en los mecanismos de respuesta desencadenados
durante la infeccion.

Numerosos son los grupos de investigacion que optan por el modelo de
infeccion endovenoso por la vena de la cola para inducir candidiasis diseminada,
debido a la reproducibilidad (309,310) y a la gran similitud que presenta con la
diseminacién hematégena del hongo y las manifestaciones clinicas observadas
en humanos (125,240,241,304,305,307,311,312). En este modelo, la
diseminacién hematogena de C. albicans progresa particularmente a la invasion
en los rifiones, y los eventos criticos que determinan la infeccion progresiva de
este organo se producen dentro de las primeras horas y dias luego de la
inoculacioén (246,310,313). El rifion constituye entonces el érgano de eleccion
para monitorear la progresion de la infeccion sistémica y la evolucién y severidad
de la infeccién en los modelos murinos, en estrecha correlacion con lo descripto
en humanos (314).

En este trabajo desarrollamos un modelo de infeccion sistémica que emula
la clinica de los pacientes con candidiasis diseminada, a fin de poder aportar
nuevas evidencias sobre la patogenia de esta enfermedad. Infectamos ratones
machos adultos C57BL/6 por via endovenosa, con un inéculo de 2.5x10°
levaduras viables de C. albicans de la cepa SC5314 por raton. Antecedentes de
nuestro grupo, mostraron que el comportamiento durante la infeccion sistémica
es diferente en machos y hembras. Por este motivo, en este trabajo se utilizaron
solo ratones machos, a fin de evitar variabilidad dependiente del sexo. Para
evaluar las diferentes etapas del proceso infeccioso a nivel sistémico,
efectuamos el estudio cinético de los eventos ocurridos durante las primeras
48h luego de la inoculacion de C. albicans, tiempo crucial en el montaje de una
respuesta inflamatoria eficiente; por otro lado, los efectos de la candidiasis a
largo plazo se estudiaron a los 7 y 15 dias.

Después de una infeccién, el organismo reacciona con un ajuste metabdlico
gue incluye anorexia y pérdida de peso con el fin de afrontar el costo energético

requerido para el desarrollo de una respuesta inmune eficiente. La sincronizacion
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de eventos de las vias de inflamacion y metabdlica, garantiza la redistribucion de
los recursos de manera eficiente. En nuestro modelo, la progresion de la
candidiasis estuvo asociada a una severa disminucion de peso corporal
posterior a la inoculacion del hongo que continu6 siendo marcada a los 7d pi,
evidenciando la persistencia del impacto de los cambios metabdlicos mas alla
del periodo inicial de la infeccion. La pérdida de masa corporal en los animales
WTscss14 @ este tiempo fue del 15% (Figura 5A). La carga fangica en sangre
fue elevada al tiempo inicial evaluado, disminuyendo gradualmente hacia las
48h de la infeccién (Figura 5B). La invasién renal ocurri6 muy temprano,
encontrandose a las 4h pi un elevado nimero de UFC en este drgano, en
concordancia con la marcada fungemia inicial y el predominio de la
colonizacion renal tanto en modelos murinos como en pacientes (246,310,313).
Los niveles de UFC se mantuvieron aumentados y constantes durante las 48h
siguientes a la inoculacion del hongo (Figura 5C). El impacto de la invasion
renal fue claramente manifiesto por los hallazgos histopatolégicos observados
a este tiempo, caracterizados por lesiones hemorragicas y microabscesos en
proximidad a los glomérulos y tubulos renales que mostraron su morfologia
conservada (Figura 6). Pese al rapido reclutamiento de los neutrofilos y su
establecido rol efector en la eliminacion del hongo, la carga fangica renal no
mostré cambios significativos a las 48h. Estas células se localizaron alrededor
de las hifas del hongo, y fueron halladas preferentemente en la regién de los
tubulos renales. A tiempos avanzados de la infeccion (7d), el sobrecrecimiento
fungicos e caracterizé por la presencia de abundantes hifas de C.albicans,
conformando grandes empalizadas en la zona de la pelvis renal, y escasa
presencia de neutrofilos cercanos. A este tiempo, la elevada colonizacion renal
y la dificultad para lograr un clearance exitoso por parte de los mecanismos
efectores del control del hongo, se tradujo en la pérdida de estructuras
anatémicas vinculadas a la funcionalidad renal comprometiendo la sobrevida
del animal. Durante el curso de la candidemia en este huésped normal, solo
en 16% de los animales C57BL/6 infectados con C. albicans SC5314

sobrevivieron a los 15 dias de la infeccion (Figura 5E).

El crecimiento fuingico en empalizada o grandes acumulos genera un

microambiente protegido para el microorganismo y de dificil acceso a las
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células del sistema inmune. Peters y col. (2014) a través del uso de cepas de
C. albicans con deleciones en reguladores transcripcionales que participan en la
transicion de levadura a hifa (bcr1A/A, efg1A/A, cph1A/A 'y efg1A/A cph1A/A),
revelaron el rol crucial de la sefializacidn originada por el cambio de morfotipo en
las vias de Egfl y Bcrl durante la invasiéon y el curso de la CVV murina (315).
Estos reguladores transcripcionales controlan la expresién de genes asociados
al crecimiento hifal (HWP, ECE1, HYR1) y la produccion de proteinasas de la
hifa como Sap 4-6 (316). La produccién activa de factores de virulencia como
Sapy Lip durante la infeccion por C.albicans ha sido bien documentada. Estudios
de nuestro grupo, aportan evidencia sobre la capacidad de Lip de C.albicans
para inducir injuria tisular y apoptosis de hepatocitos y macréfagos (317,318).
Por lo tanto, el sobrecimiento fungico no solo es deletéreo para el huésped por
la invasion y ocupacion de regiones anatdmicas vinculadas a la funcién del
organo (renal en este caso), sino por la liberacion continua de factores de
virulencia con capacidad de dafar células parenquimales e inmunes (317,318).

Lionakis y col. (2011) estudiaron el reclutamiento leucocitario y la evolucion
en la infeccién en distintos 6rganos en un modelo murino de candidiasis
sistémica en hembras C57BL/6 infectadas con C.albicans SC5314 (125). El
control de la infeccion en higado y el bazo estuvo asociado a un elevado
reclutamiento de neutrofilos Ly6c™ CD11b+ a las 24h posteriores a la infeccion.
A nivel renal, el nimero de neutrdéfilos reclutado en ese tiempo fue 15 veces
menor al observado en bazo. El pico maximo en rifién presentd una cinética
retrasada, y a tiempos mas avanzados de la infeccién sélo este rgano continué
acumulando leucocitos Ly6¢c™ CD11b+. La formacion de grandes abscesos fue
exclusiva de rifidn y se observo, a partir de las 24h la presencia de abundante
cantidad de filamentos de Candida, lo cual no ocurri6 en bazo e higado. La
acumulacion de neutréfilos predomino en todos los 6rganos evaluados, que se
observaron rodeando los focos de hifas invasivas. Los autores postulan que las
primeras 24h son criticas en el proceso y que el menor reclutamiento al rifién de
una célula clave con potente actividad candidicida como el neutrofilo, le permite
al hongo iniciar sus cambios morfogénicos y la invasion tisular. En este
escenario, el control del hongo seria menos eficiente por dos causas: la primera,
las hifas son mas resistentes a los procesos de muerte, y la segunda, su longitud

dificulta la fagocitosis por parte de los neutrofilos, promueve su degranulacion, y
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la liberacibn de compuestos toxicos favoreciendo la injuria tisular (319). La
evolucion de la patologia renal en este modelo es similar a la encontrada en
nuestro estudio en ratones machos. Sin embargo, la severidad de la infeccidn
fue mayor en las hembras, donde el mismo in6culo (2,5x10°) provocé la muerte
del 100 % de los animales al dia 10 post infecciébn, mientras que nuestros
estudios de sobrevida al dia 15, mostraron un porcentaje del 16%.

MacCallum (2009) describe los mecanismos subyacentes a la generacion de
una respuesta del huésped a C. albicans, que resulta perjudicial para los tejidos,
en particular los rifiones (320). La incapacidad para eliminar al hongo constituye
un estimulo para la continua expansién de los neutrofilos amplificando la
respuesta inmunopatogénica. En periodos avanzados, la acumulacién
persistente y el estado de agotamiento de los neutréfilos, favorecen la sobrevida
del patégeno (321). Las fallas en la remocion del hongo también pueden
relacionarse con otras causas que deterioran la funcion de los neutrofilos, como
la alta osmolaridad y el contenido de urea de los tubulos renales (322). En este
contexto la condicién fisica de Candida para causar la invasion, se encuentra
facilitada en un claro desbalance de la interaccion con su huésped, favoreciendo
al hongo (316).

Reconocimiento inmune de C. albicans. Contribuciéon de la

interaccion B-glucanos/Dectin-1 en la respuesta periférica.

Desde que Medzhitov y Janeway propusieron el concepto de reconocimiento
de patrones en 1997 (323), se han identificado una gran cantidad de receptores
(PRR) que interactian con los llamados patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMP). La importancia en la participacion de estos receptores en
enfermedades fungicas, se evidencia en humanos y ratones con mutaciones
en PRRs o0 en alguno de los componentes de sus vias descendentes, con la
elevada predisposicion a sufrir infecciones mucosas y sistémicas graves,
incluidas las del SNC (324). En una revision del grupo de Holland (2014)
describen como factores de riesgo intrinsecos, a determinados defectos
genéticos innatos en las células efectoras antifungicas o en moléculas de
sefalizacion, que resultan en mayor susceptibilidad frente a hongos oportunistas

en diferentes 6rganos. Algunas de ellas involucran mutaciones en NADPH
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oxidasa (EGC) o deficiencia en MPO, que llevan a fallas en la fagocitosis,
trastornos en la sefalizacion de citoquinas como IL-17 o defectos en la via
Dectin-1/CARD9 (78).

En 2001, Gordon D. Brown y Siamon Gordon describieron por primera vez
a Dectin-1 como un nuevo receptor para 3-glucanos, componentes esenciales
de la pared fangica, presente en macrofagos (45), definiéndolo afios mas tarde
como el polisacarido responsable de la activacion inducida por zymosan,
dilucidando un enigma de mas de cinco décadas (48). El reconocimiento de -
glucanos en la pared de los hongos desencadena una serie de respuestas
antifangicas celulares tales como estallido respiratorio, fagocitosis, trampas
extracelulares de neutrofilos, produccion de diversas citoquinas, e influye en el
desarrollo de la inmunidad adaptativa (145,155,325).

La activacion intracelular del receptor Dectin-1 es muy compleja e involucra
diferentes cascadas de sefalizacion con funciones sinérgicas o independientes,
segun las moléculas que participan. La via candnica involucra el reclutamiento
de la quinasa Syk, el ensamblaje del complejo CARD9-MALT1-Bcl10 y la
translocacion nuclear del factor de transcripcion NFkB (143). Por otro lado, la
fagocitosis mediada por este receptor es independiente de Syk, asi como la
secrecion de IL-10 y la produccién de ROS (143). La secrecion de IL-1B requiere
la participacion del inflamasoma NLRP3 y caspasa-1, en cuya activacion también
participa Dectin-1 (326). Una via no canonica alternativa independiente de Syk,
involucra a Raf-1 (327), aunque ambas se integran a nivel de la activacion de
NF-kB, contribuyendo a mejorar las respuestas de Th1y Th17, esenciales para
la defensa frente a C. albicans.

Sobre células efectoras encargadas del clearance del hongo, como
neutrofilos y macrofagos, funciones claves como la fagocitosis y los mecanismos
candidicidas, se ven afectados durante las interacciones defectuosas entre este
RRP y su ligando, con un impacto directo en el control de la carga fungica y la
invasion tisular. En células como macréfagos y CD, la activacion de Dectin-1
lleva a la secrecion de citoquinas, que involucran IL-10, TNF, IL- 2, IL-6, IL-1B y
TGFp (50,158). De este modo, el balance entre citoquinas pro y antinflamatorias
condicionan le evolucion del proceso en estrecha correlacién con las poblaciones

activadas durante el reconocimiento del patdogeno, su participacion en la
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respuesta tisular, la interaccion con las poblaciones inmunes reclutadas y la

biologia del érgano infectado.

A fin de dilucidar el rol de la interaccion B-glucano/Dectin-1en la progresion de
la infeccion sistémica y su impacto en la invasion cerebral, utilizamos dos
estrategias experimentales complementarias. En primera instancia,
profundizamos nuestro estudio sobre las caracteristicas de la infeccion cuando
el PAMP fungico experimenta modificaciones respecto al PAMP salvaje, y su
impacto en la interaccion ligando-receptor. Para ello, la candidiasis sistémica se
indujo con una cepa de C. albicans mutante en el gen FKS1 (FKS1 S645P), que
presenta una menor proporcion de B-glucanos en su pared, en animales
C57/BL/6 con expresion normal del receptor Dectin-1 (CLEC7A**) (grupo
WTrkse45). Por otro lado, a fin de evaluar el impacto de la delecion completa de
esta via de sefalizacion, infectamos animales deficientes en el receptor Dectin-
1(CLEC7AT) con C. albicans SC5314, cepa salvaje con expresion normal de B-
glucanos de su pared (grupo KOscss14). Se evaluaron parametros macroscopicos
y sistémicos para definir la infeccidn periférica a tiempos tempranos y durante la
infeccion prolongada, a fin de establecer diferencias en el curso de la micosis

con respecto al huésped normal (grupo WTscsa14).

En nuestro estudio encontramos que la inoculacion de la cepa de C. albicans
SC5314 y su contraparte mutante FKS645 en animales machos C57BL/6,
tuvieron un comportamiento similar a nivel sistémico. La infeccion provocé una
disminucién marcada del peso corporal a partir de las 4h posteriores a la
inoculaciéon del hongo y se mantuvo acentuada a la semana de la infeccién
(figura 5A y 13A, respectivamente); la pérdida de masa corporal a este tiempo
de infeccion fue del 18% comparado con el 16% observado en los animales
WTscs314, indicando que la variacion de este parametro fue independiente de la
cepa utilizada (Figural5A). La fungemia en ambos modelos experimentales fue
similar (Figura 15B), al igual que la colonizacion renal durante las primeras horas.
La carga fungica en rifion se mantuvo elevada frente a ambas cepas durante
todos los tiempos evaluados (Figura 15C). Sin embargo, las manifestaciones
tisulares experimentaron cambios de interés. La hipertrofia del riidén en los

ratones infectados con la cepa mutante fue mas evidente a la semana de
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infeccion, con un incremento de 2,2 veces respecto al peso del rifion en los
animales infectados con la cepa salvaje. El sobrecrecimiento de C. albicans
FKS645 se caracterizd por la presencia de abundantes hifas invadiendo la
corteza y la medula renal, marcada atrofia de los tubulos y glomérulos y una
robusta respuesta inflamatoria caracterizada por la presencia de abscesos y
elevada concentracion de células infiltrantes en el parénquima renal y en
contacto con el hongo. La respuesta tisular fue comparativamente mayor que la
observada con la cepa salvaje, sin embargo pese a la elevada presencia de
neutrofilos, las hifas del hongo halladas principalmente en la pelvis renal, no
pudieron ser eliminadas. La severidad y progresion de la candidemia provocada
por la cepa C. albicans FKS645 en los animales C57BL/6, presentd un indice
de mortalidad 50% mayor que cuando la cepa utilizada para la infeccion fue C.
albicans SC5314 (7d vs 11d) y la mortalidad global a los 15d fue del 100%,
mientras que el grupo WTscs314 present6 una sobrevida del 16% (Figura 15D).
En nuestro modelo, y a pesar de la inflamacion tisular y el franco infiltrado
neutrofilico, la respuesta innata resulté ineficiente para el control del hongo.
Diferentes estudios sefialan la variacion de la respuesta de los neutréfilos en
relacion al morfotipo del hongo y a la virulencia de la cepa (321,328). Neutrofilos
recuperados de ratones infectados con la cepa agerminativa e hipovirulenta C.
albicans PCA-2, produjeron principalmente IL-12, mientras que los neutrdfilos
recuperado de animales inoculados con la cepa virulenta CA-6 secretaron
importantes concentraciones se la citoquina antinflamatoria IL-10 (321,328). En
este mismo sentido, también se demostré que el perfil de respuesta de estas
células varia en relacién al morfotipo del hongo; neutréfilos expuestos in vitro a
levaduras de Candida producen IL-12, mientras que en contacto con la hifa
liberan principalmente IL-10 (329). Estos hallazgos demuestran que durante
procesos invasivos severos donde los atributos de virulencia del hongo se
encuentran exacerbados, C. albicans posee la capacidad de modular la actividad
de la células efectoras y condicionar el microambiente local a un perfil alternativo
de respuesta, favoreciendo de esta manera su establecimiento y permanencia.
En este trabajo, se utilizé una cepa de C. albicans que presenta una mutacion
puntual homocigota en el aminoacido 645 del hot-spot 1 del gen FKS1 (FKS
S645P), obtenido a partir de la cepa parental SC5314. Ben-Ami y col.,

demostraron que esta cepa, al igual que muestras clinicas con mutaciones
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similares, presentaban una CIM elevada para caspofungina (41), y una
disminucion media del 51% en la velocidad catalitica maxima de la enzima
glucan-sintasa. Perlin y col., reportaron que tales mutaciones pueden disminuir
la sensibilidad de la equinocandina en mil veces 0 mas, y que las cepas mutantes
requieren un marcado aumento del farmaco para reducir la carga fungica en
modelos animales de infeccion (330).

Ben-Ami y col. evaluaron la evolucion de la candidiasis diseminada en
hembras BALBC, inoculadas con 5x10° blastosporos de las cepas CLY16996
(FKS1-S645F), CLY16997 (FKS1-S645P), y la cepa CLY16998 clonal para la
expresion de FKS1. A las 48h de la infeccion la carga fungica renal y la presencia
de hifas fue significativamente menor en los ratones infectados con cepas
fkslmutantes que los animales infectados con la cepa WT, y su impacto en la
sobrevida de los animales estuvo en concordancia con este hallazgo. El estudio
de la composicién de la pared fungica de estas cepas demostré que la mutacion
S645P condujo a una mayor expresion de quitina en esta cepa respecto a la
mutante S645F y a la cepa parental (41). Un estudio desarrollado sobre cepas
con alto contenido de quitina demostré6 que poseen una tasa de crecimiento
reducida y la capacidad de filamentacién disminuida, por lo que son
consideradas hipovirulentas (41). En forma contrapuesta a estos resultados, la
cepa mutante en fks1 S645P utilizada en nuestro estudio, produjo una temprana
infeccion renal, abundante presencia de hifas y una mayor mortalidad
comparado a la infeccién con la cepa parental. A diferencia del modelo utilizado
por Ben-Amiy col., el background genético de los ratones empleados en nuestro
estudio fue C57BL/6, el sexo diferente y el indculo mayor.

El reconocimiento inmune innato y la eficiente activacion de las poblaciones
efectoras frente al hongo anteceden a una respuesta antifiingica exitosa. En este
sentido, Beyda y col. (2015) observaron una menor respuesta inflamatoria en
macrofagos expuestos a aislados clinicos con mutacion en FKS, obtenidos de
pacientes con candidemia persistente, comparado con aislados de pacientes no
persistentes, sugiriendo que ciertas cepas de C. glabrata pueden exhibir una
mayor propension a la inmunoevasion y el desarrollo de resistencia antifungica.
Este estudio in vitro y otros efectuados con macrofagos RAW reporteros de
muestran la importancia de una sefial defectiva gatillada por el patdgeno y su

impacto sobre el reconocimiento de un CLR particular. En acuerdo con estas

164



Discusioén

evidencias, nuestro trabajo extiende estas observaciones a un escenario real y
complejo, estableciendo las implicancias de esta interaccion in vivo.

El enmascaramiento de los componentes de la pared es una estrategia comun
empleada por los hongos con el fin de evadir el reconocimiento de los CLRs y
modular la respuesta antifungica. En este contexto, se ha demostrado que
Histoplasma capsulatum, evita la interaccion con Dectin-1 a través de la
eliminacién enzimatica de los B-glucanos de la pared celular (44). C.
neoformans remodela activamente su pared celular en respuesta al entorno
del huésped, tanto en tamafio como en composicion, para evitar la deteccion
inmune (331-335). Ademas, condiciones del microambiente como la hipoxia,
pueden promover la evasion inmune al desencadenar el enmascaramiento de
B-glucanos en la superficie de C. albicans, alterando el reconocimiento via
Dectin-1, lo cual le permite modular las respuestas inmunes locales y promover
la colonizacion fungica. Este fendmeno conduce a una fagocitosis reducida por
parte de macrofagos y a la menor produccion de IL-10 y TNF por las células

mononucleares de sangre periférica (336).

Los resultados obtenidos permiten aportar conocimiento sobre el impacto de
una interaccion defectiva la dupla PAMP-RRP, como consecuencia de cambios
en la sefal gatillada por el patégeno y sus efectos en la inmunopatogenia y
severidad de la candidiasis diseminada. El perfil de respuesta observado en
estas condiciones, donde la interaccion ligando/receptor es defectiva (grupo
WTrkseas) presenta una patologia exacerbada respecto a la interaccion natural
(grupo WTscs314), en la que tanto el patdgeno como el huésped expresan

condiciones normales de expresion del RRP y del PAMP en estudio.

Estudios en ratones deficientes en Dectin-1, han demostrado un rol
protector durante la infecciébn con patdégenos fungicos de importancia clinica,
tales como C. albicans (155) y A. fumigatus (156). Sin embargo, el rol de este
receptor es controversial, pudiendo presentar caracteristicas redundantes o
contradictorias segun el proceso evaluado. Varios estudios han ayudado a
establecer el papel de Dectin-1 en la inmunidad tanto innata como adaptativa, y
han resaltado como la dependencia de Dectin-1 puede variar con las condiciones

externas, como el background genético del huésped, el patégeno fungico y los
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tipos de célula involucradas (263,337,338). A pesar de esto, los modelos
animales, pero fundamentalmente el hallazgo de mutaciones en los RRP y 0 en
sus moléculas de sefalizaciéon en individuos con mayor susceptibilidad para
estas infecciones, han sido de gran importancia para determinar las
perturbaciones inmunoldgicas que conducen a la enfermedad fangica mucosa y
sistémica, e intentar comprender los mecanismos que determinan un control de
la infeccidn o una respuesta inmune desenfrenada.

Ferwerda y col. (2009) identificaron una mutacion en el gen que codifica para
el receptor Dectin-1 humano, resultando en una expresion escasa o nula de la
molécula. La mutacion Y238X estuvo asociada con una frecuencia elevada de
candidiasis vulvovaginal recurrente u onicomicosis en los miembros de una
misma familia. Ensayos in vitro efectuados con células mononucleares de sangre
periférica de estos individuos presentaban fallas en el reconocimiento de los B-
glucanos de la pared de C. albicans, provocando una disminucién en la
secrecion de citoquinas, principalmente IL-17, TNF e IL-6. En contraste, la
fagocitosis y muerte de los hongos fueron normales (81), sugiriendo una
funcion redundante que puede restablecerse mediante opsonizacion (155). En
el mismo afio fue descripta la deficiencia en la molécula adaptadora de la sefial
intracitoplasmatica generada por el reconocimiento de Dectin-1 y otros CLRs. La
deficiencia de CARD9 humana se asocia con el desarrollo espontaneo de
infecciones fungicas persistentes y graves que se localizan principalmente en la
piel y el tejido subcutaneo, las superficies mucosas o el SNC. Esta deficiencia
fue descripta por primera vez por Glocker y col. (2009) en una gran familia
consanguinea irani compuesta por 43 miembros. La mutaciéon Q295X, estuvo
asociada a la aparicion de multiples casos de CMC cronicay en ciertos individuos
una mayor susceptibilidad a la forma diseminada y a la forma cerebral de la
micosis (162). Desde entonces, se han identificado otras mutaciones en
CARD9 asociadas con infecciones mucosas y sistémicas, causadas por
diferentes de hongos (94,95,339-349). Estos reportes demuestran
inequivocamente la dependencia critica de CARD9 en la inmunidad antifungica
humana.

Plantinga y col. estudiaron la incidencia de candidiasis diseminada en
pacientes receptores de trasplantes de médula 6sea y con un polimorfismo en

Dectin-1 (Y238X). Esta mutacion en pacientes inmunocompetentes predispone
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el desarrollo de candidiasis mucocutanea; sin embargo, en pacientes
iInmunocomprometidos, como los sometidos a tratamientos intensivos de
tumores hematolégicos malignos, se asocia con la mayor susceptibilidad a la
invasion sistémica por C. albicans (350). Si bien esta mutacion no es considerada
causa predisponente para la candidiasis sistémica, podria constituir un factor de
alto riesgo en pacientes criticos cuando la infeccion se establece debido a
intervenciones  quirdrgicas, tratamientos subyacentes u infecciones
concomitantes. Asimismo, la mutacion Y238X ha sido asociada a la mayor

predisposicion la aspergilosis invasiva en pacientes inmunocompetentes (351).

Por otra parte, Goodridge y col. (2011) demostraron que la activacién de
Dectin-1 depende de la estructura tridimensional de sus ligandos. A pesar de que
este receptor reconoce B-glucanos solubles, la cascada de sefalizacién
intracelular se activa por la interaccion con ligandos particulados, induciendo la
fosforilacién de la quinasa Syk, la fagocitosis, la produccion de TNF y de ROS.
A diferencia de otros RRP como los TLR, Dectin-1 discrimina entre los ligandos
solubles y particulas mediante la formacién de una “sinapsis fagocitica”, que
agrupa varios receptores induciendo su activacion solo cuando es necesaria
(46). Esto determina la importancia de tener en cuenta los ligandos utilizados en

los diferentes estudios, para la correcta interpretacion de los resultados.

Taylor y col. (2007) usando ratones 129Sv, reportaron que Dectin-1 es
esencial para controlar la infeccion sistémica con C. albicans SC5314 (217). En
contraste, el grupo de Iwakura (2007) demostrd que la respuesta mediada por
Dectin-1 no es requerida para el control de este patégeno en un modelo de
infeccion sistémica en ratones C57BL/6 infectado con la cepa de C. albicans
ATCC18804 (352). Marakalala y col. (2013), utilizando modelos de infeccion in
vivo, demostraron que la contribucion Dectin-1 en el control de infecciones
sistémicas por C. albicans esta asociado las caracteristicas de la cepa fangica,
y a la adaptacion variable que las cepas del hongo experimentan en el huésped,
hechos que no pueden ser recapitulados in vitro. Cambios en la composicion,
naturaleza y arquitectura de la pared de C. albicans se encuentran relacionados
a este fenomeno. Por otra parte Carvalho y col. reportaron que Dectin-1 es

necesario para el control eficiente de la candidiasis gastrointestinal y vaginal en
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ratones C57BL/6, mientras que animales BALB/c deficientes en el receptor
fueron més resistentes. Este estudio demuestra la importancia del background
genético del huésped en la respuesta local. De este modo, las diferencias
reportadas en la literatura evidencian las controversias descriptas para este
receptor en los modelos murinos de infeccion por Candida, y establecen la
necesidad de explorar y definir el entorno especifico en el que se va a desarrollar
un estudio particular, con el fin de complementar la informacion existente en
relacion a la inmunopatogenia de la candidiasis diseminada y aportar nueva
evidencia sobre la contribucion del reconocimiento de B-glucanos por Dectin-1

en la forma cerebral de esta micosis.

En este trabajo utilizamos animales Dectin-1 KO, en background genético
C57BL/6 generados por el grupo de Gordon D. Brown y cedidos para el presente
estudio. Estos ratones fueron viables, mostraron una expresion nula del receptor,
no presentaron anormalidades y los recuentos de leucocitos periféricos fueron
normales (155).

La inoculacion endovenosa de C.albicans SC5314 en ratones deficientes en
el receptor Dectin-1 muestra un perfil similar a la infeccion desarrollada que su
contraparte WT. Mientras que durante las primeras 24h de la infeccion la pérdida
de peso fue similar en ambos grupos, a tiempos mayores la variacion de este
parametro fue marcada, observandose una reduccién del 26% de la masa
corporal en ratones Dectin-1 KO (Figura 24 A). La fungemia presento niveles
menores que la observada en los animales del grupo WTscss14 durante las
primeras 12h pi y una carga fungica elevada y conservada hacia las 48h pi. La
infeccién renal temprana presentd un perfil inverso al observado durante la
diseminaciobn hematdgena en animales KOscs314, sugiriendo que la menor
presencia del hongo en sangre esta asociada con la rapida invasién renal (Figura
24 By C). La severidad del compromiso renal se evidencié por la elevada carga
fungica, la marcada hipertrofia del 6rgano y la presencia de hematuria a la
semana de infeccion en la mayoria de los ratones evaluados. El dafio tisular y la
pérdida de arquitectura de estructuras claves para la funcién renal correlacionan

con la invasion y el abundante crecimiento de hongo (Figura 25y 26).
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La contribucion del reconocimiento de Dectin-1 en los neutrofilos ha sido
explorada in vitro e in vitro. Neutréfilos en cultivo expuestos a C. albicans
demostraron que la ausencia de Dectin-1 lleva a la pérdida de reconocimiento
de B-glucanos y a una respuesta de ROS atenuada frente a la levadura; este
efecto no pudo ser revertido por el uso de opsoninas, evidenciando su
importancia en las funciones efectoras de esta poblacion celular (217). En un
estudio del grupo de Brown, utilizando ratones 129/Sv y un modelo de infeccién
intraperitoneal con 1x108 particulas de zymosan o 1x10° de C. albicans,
demostraron que ratones Dectin-1 KO presentan menor reclutamiento temprano
de neutrofilos y monocitos inflamatorios al peritoneo (4h), asi como menor
migracion de macréfagos residentes. ElI menor reclutamiento de células
inflamatorias se asocié a defectos en la produccién de citoquinas especificas y
factores de crecimiento en la lesién inflamatoria, como en la produccién de IL-6,
las quimiocinas CCL2 y CCL3, y GM-CSF.

En nuestro modelo, la persistente presencia de neutroéfilos reclutados al sitio
de la infeccion en los animales del grupo KOscssi14 y la ausencia de un receptor
clave para su actividad fagocitica y candidicida, determinan la incapacidad de
estas células de efectuar el clearance del microorganismo y contribuyen a
exacerbar el dafio tisular. En animales C57BL/6 Dectin-1 KO, el progreso de la
infeccion diseminada se vio acompafiado de severas manifestaciones clinicas
sistémicas y neuroldgicas, evidenciando el deterioro en la salud del animal. Estos
pardmetros en su conjunto, pueden explicar la elevada mortalidad que
observada en estos animales al dia 8pi en el que este parametro fue 100 %.

En concordancia con nuestros hallazgos, el uso de ratones hembra 129/Sv
Dectin-1 KO infectados iv con una dosis subletal (1x10%) o una dosis letal (1x10°)
de C. albicans SC5314, provocé una infeccion severa con elevada mortalidad y
un fuerte compromiso gastrointestinal. La elevada diseminacion sistémica de C.
albicans se evidencio incluso a las 24h pi, concordante con el deficiente
reconocimiento y control innato del patégeno fungico. En este modelo no se
detectaron diferencias significativas en la produccion de citoquinas, y la
colonizacion renal al finalizar el ensayo (28d pi) fue mayor en animales
deficientes en Dectin-1, con predominio en la region pélvica y extension hacia

los tubulos renales, mientras que en los animales WT el hongo fue eliminado
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exitosamente. Las hifas fungicas se extendieron a través del epitelio tubular
hacia el intersticio y estaban rodeadas por una inflamacion neutrofilica aguda,
caracteristica de la candidiasis invasiva(155).

Estudios efectuados con C. glabrata, en un modelo murino (C57BL/6) de
infeccion sistémica, demostraron que ratones deficientes en Dectin-1 eran mas
susceptibles a desarrollar la enfermedad. Este CLR fue necesario para el
reconocimiento inmune de células mieloides, para la destruccion del hongo y el
desarrollo de una respuesta inmune adaptativa mediada por células Thly Thl7.
En estos animales la respuesta inflamatoria fue deficiente, con escaso

reclutamiento de neutrdfilos y liberacion de citoquinas (157).

En el presente trabajo el uso de animales WT y los modelos de infeccion
utilizando las cepas de C.albicans SC5314 y FKS645 y animales Dectin1-KO,
permiten evidenciar las caracteristicas de la infeccidn sistémica y la progresion
y severidad creciente de la patologia, conforme la sefal B glucano/Dectin-1 se
ve deteriorada. La ausencia total o parcial de este receptor intensifica la
severidad de la enfermedad, caracterizada por una mayor invasion fangica renal
y deterioro de la arquitectura del rifién, con agravados sintomas clinicos

manifiestos.

C. albicans en SNC

Si bien las infecciones en el SNC generalmente se atribuyen a bacterias y
virus, cada vez es mas la evidencia de patdgenos fungicos responsables de la
colonizacion cerebral, aunque la epidemiologia y la distribucién de especies en
este nicho, ain no han sido establecidas. Debido a las limitaciones de los
meétodos diagnosticos actuales, la mayoria de los datos epidemiolégicos sobre
invasion de SNC corresponden a estudios post-mortem en individuos con
infecciones fungicas sistémicas (101).

Aunqgue el principal 6rgano diana de C. albicans es rifidn, este hongo puede
hallarse con frecuencia en SNC durante las infecciones agudas, mayormente en
pacientes inmunocomprometidos. De hecho, se ha demostrado que el 50% de
los pacientes con candidiasis diseminada, presentan invasion fungica en

cerebro, asociada con una tasa de mortalidad que alcanza el 90% de los casos
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(96,97). Las infecciones fangicas del SNC son dificiles de tratar, requieren de
terapias prolongadas y con frecuencia resultan en secuelas neuroldgicas o

muerte, si no son diagnosticadas y tratadas rapidamente.

A fin de contribuir al entendimiento de los procesos involucrados durante la
infeccion fungica en SNC y describir la patogénesis de la candidiasis en este sitio
anatomico en un huésped normal, en este trabajo estudiamos la progresion de
la invasion cerebral a partir de la diseminaciéon hematdgena de C. albicans
SC5314 en ratones C57BL/6 WT (grupo WTscss14). Pudimos identificar una
rapida invasion cerebral en el 100% de los animales desde tiempos muy
tempranos (4h), la que fue corroborada por los estudios de perfusién in vivo no
observandose diferencias significativas luego del tratamiento (Figura 7). La
maéaxima carga fungica cerebral en estos animales se observé a las 12h luego de
la infeccion, tiempo al cual los estudios histologicos revelaron claramente la
presencia del hifas del hongo en el parénquima cerebral. La observacion
sistematica de los cortes tisulares nos permitié establecer la ausencia de células
infiltrantes durante las primeras horas de la infeccién (4-12h) implicando a las
células residentes de cerebro en la respuesta temprana al hongo.

En las siguientes 24 y 48h pi, la carga fungica permanecié elevada en
cerebro, con niveles menores a los observados a las 12h, sugiriendo el comienzo
de un clearance exitoso. Los estudios histopatol6gicos revelaron la presencia de
infiltrado inflamatorio caracterizado principalmente por neutréfilos, que se
organizaron en microabscesos cerebrales rodeando a las hifas de C. albicans
(Figura 8). La mayoria de los animales pudieron eliminar completamente al
hongo de cerebro luego de una semana de la infeccion, y los que no lograron un
clearance total, fueron capaces de controlar su crecimiento de manera eficiente.
Con una cuantificacion nula de UFC en el tejido, algunos ratones presentaron
focos inflamatorios persistentes, en ausencia de formas fungicas evidentes.

Acorde a nuestros resultados, Lionakis y col. (2011) identificaron la presencia
de neutrofilos y monocitos/macréfagos periféricos en cerebro a partir de las 24 h
de la inoculacién sistémica con C. albicans SC5314 en ratones hembra. Estas
células formaron pequeios abscesos multifocales, dispersos
predominantemente en la materia gris, y colocalizaron con las hifas del hongo

(125). También demostraron que el proceso inflamatorio no fue progresivo ni
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destructivo en el cerebro, observandose la estructura del érgano intacta una vez
resuelta la infeccion, y escasa o ausencia total de células infiltrantes a los 7d de
la inoculacion del hongo. En estos animales la carga fungica aumento hasta los

4 dias, pero hubo un clearance total cuando transcurrié una semana.

El uso de la microscopia intravital de alta resolucion en el area de la
neurociencia, se ha convertido en una importante herramienta para definir los
procesos involucrados en las enfermedades infecciosas en tiempo real
(120,353). En el afio 2013, Navarathnay col., utilizaron esta técnica para estudiar
la infeccidn cerebral por C. albicans en ratones. Observaron una rapida entrada
al parénquima cerebral, solo 30 minutos después de la inoculacién iv, que ocurrid
inicialmente sin rotura grave de la BHE; sin embargo, a los 3 dias de la infeccién
la acumulacion de levaduras e hifas del hongo fue significativa y los signos de
dafio en la barrera endotelial se asociaron con una elevada respuesta
inflamatoria. El aumento en la permeabilidad vascular fue atribuido a la presencia
de leucocitos (119).

Para invadir SNC, C. albicans debe ser capaz de atravesar la BHE, barrera
anatdmica y funcional que regula el transporte de cualquier sustancia al cerebro
en individuos sanos. Jong y col. (2001), utilizaron un modelo in vitro de la BHE
humana para investigar las interacciones entre C. albicans y las células
endoteliales microvasculares de cerebro humano (HBMEC), y demostraron por
primera vez que este hongo es capaz de adherirse, invadir y efectuar la
transcitosis a través de la monocapa celular sin afectar su integridad (121). Mas
adelante, se demostré que la invasion de células endoteliales cerebrales por C.
albicans esta mediada por las invasinas fungicas Als3 y Ssal (122), que se unen
a un receptor expresado exclusivamente en células del endotelio cerebral y
promueven el desplazamiento a través de las mismas (122). Estas células
recubren los capilares del cerebro constituyendo la BHE y se encuentran
distribuidas por todo el tejido, por lo que C. albicans podria acceder a distintas
areas del parénquima cerebral sin impedimento alguno. Otros estudios han
demostrado que la activacion microglial y las citoquinas liberadas, como el TNF,
también son capaces de interrumpir las uniones estrechas de la BHE y permitir

el paso de infiltrado inflamatorio durante la colonizacion cerebral (354).
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Un estudio de Nakayama y col. (2010) examina lesiones del SNC a partir de
autopsias de pacientes con candidiasis sistémica (355). Los autores reportan
que las lesiones se forman principalmente en la capa profunda de la corteza
cerebral en la region supratentorial, aunque algunos individuos mostraron
lesiones simultaneas en el tronco encefalico y en cerebelo. Previamente, otro
estudio habia informado que las lesiones por candidiasis en SNC ocurrian con
frecuencia en la union corticomedular (107). No obstante, aunque aun no se ha
dilucidado la relacion entre la estructura normal de los vasos sanguineos con la
localizacion del hongo, se plantea la posibilidad de que la arquitectura vascular
especifica del tejido y los cambios en el flujo sanguineo son factores esenciales
involucrados en la colonizacion por Candida, asi como en la formacion y
distribucion de los focos del hongo (355). La ausencia de un tropismo definido
para C. albicans dificulta el estudio histologico de marcadores especificos en un
area particular del cerebro como ocurre en otras infecciones. En estas
circunstancias los cambios ocurridos como consecuencia de la interaccion
patdogeno/huésped durante la infeccion natural, podrian estar siendo
enmascarados por esta heterogeneidad en la distribucion, dando valores

globales irrelevantes.

Reconocimiento y respuesta inmune local frente a C. albicans
Pese a la elevada incidencia de la candidiasis cerebral en pacientes de alto
riesgo y considerando la gravedad de la infeccién, el conocimiento sobre los
mecanismos que rigen esta patologia en SNC no han sido dilucidados
totalmente. El SNC es un nicho particular, que presenta un microambiente
estrictamente controlado. Frente a una infeccién o injuria, el balance entre una
respuesta inmune inflamatoria y antiinflamatoria es crucial para la resolucion del
problema, evitando el dafio tisular. Romani y col. (2011) establecen la
importancia del balance entre la eliminacion del patégeno y el control de la
inflamacion en el desarrollo de una respuesta inmune antifingica eficiente,
evitando el dafo colateral excesivo (11). Esto es particularmente relevante en
cerebro, donde una respuesta inflamatoria exacerbada tiene consecuencias
severas, debido a las caracteristicas fisiologicas y anatomicas de este organo y
a la escasa capacidad de las neuronas para regenerarse. Es evidente la
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necesidad de comprender los mecanismos que rigen el reconocimiento de C.
albicans por las células inmunes del cerebro y los procesos inflamatorios

involucrados en el control fungico, asi como la proteccion o muerte neuronal.

En este trabajo desarrollamos un modelo de infeccion sistémica que emula
la clinica de los pacientes con candidiasis diseminada, a fin de poder aportar
nuevas evidencias sobre la patogenia de la infeccion cerebral y ampliar el
conocimiento sobre las interacciones entre el hongo y el sistema inmune del
huésped en las diferentes etapas del proceso infeccioso. Como estrategia de
trabajo, enfocamos el estudio de la infeccién temprana por un lado a las 4 y
12h pi, con el fin de evaluar la participacién de las células residentes de
cerebro, y por otro lado a las 24 y 48h pi, tiempo en el cual las células
periféricas son reclutadas. Ademas, complementando los eventos periféricos
evaluados, estudiamos algunos parametros de la infeccion prolongada, a los
7 y 15 dias.

Pese a la elevada carga fungica encontrada en cerebro de ratones WTscs314
a las 4h luego de la infeccidn, en ese tiempo no hubo produccion de citoquinas
proinflamatorias en cerebro, encontrandose una secrecion de IL-13, TNF e IL-6,
en un nivel similar al basal (Figura 10). A las 12h de la infeccion, se observo un
aumento significativo de las citoquinas las proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF.
Debido a que en este tiempo no se hallaron células periféricas infiltrantes, estos
resultados otorgan a las células gliales un rol protagénico en el desarrollo de la
respuesta inmune inicial frente a C. albicans en este nicho. La marcada
disminucion de TGFB en los primeros tiempos (4 y 12h), podria indicar la
necesidad de desarrollar una respuesta inflamatoria rapida y contundente, que
resulte eficiente para el control inmediato del patégeno.

Numerosos estudios han confirmado el rol de TGFB en el control de la
activacion microglial (356—358). Norden y col. (2014) demostraron que la
administracion intracerebral de un inhibidor de la via de senalizacién de TGF(
en ratones estimulados sistémicamente con LPS, prolongaba la enfermedad
inflamatoria, induciendo altos niveles de IL-18 y TNF (358). Por otra parte el
aumento en la secrecion de IL-6 observada en respuesta a C. albicans resulta
de elevado interés. Esta citoquina puede ser liberada por las células del cerebro,

incluyendo microglia, astrocitos y neuronas (359), y desempefia un papel en el
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secuestro de hierro libre intracelular, una importante fuente nutricional para el
crecimiento microbiano dentro de los fagocitos (360). Chai y col. (2011)
demostraron que ratones KO para IL-6 eran mas susceptibles a la aspergilosis
invasiva que los animales WT (361).

Conforme avanza el proceso infeccioso, la presencia de neutrdfilos en el
parénquima cerebral se hace evidente. Koutsouras y col. (2017), exponen que el
reconocimiento in vitro de hongos por receptores de la inmunidad innata
presentes en la microglia inducen la secrecion de citoquinas, tales como TNF,
IL-1B, IL-6 e IL-12, ademas de potenciar la fagocitosis y la produccion de ROS
(171). Por otra parte, se ha informado que algunas citoquinas proinflamatorias,
como IL-6, IL-8 y TNF, son responsables del reclutamiento de neutrofilos al sitio
de infeccidn (362—364). La secrecion de citoquinas proinflamatorias en respuesta
a la interaccion temprana con C. albicans, podria estar involucrada en el
reclutamiento de neutréfilos observada en los animales WTscs314. De hecho, la
presencia de estas células infiltrantes se evidencié poco después del aumento
de citoquinas, mediante estudios histologicos (figura 7 y 8). No obstante, la
llegada de neutrofilos no indujo un aumento considerable de citoquinas, y los
niveles de citoquinas proinflamatorias hallados a las 24 y 48h luego de la
inoculacioén, se mantuvieron o incluso disminuyeron rapidamente, mientras que
el TGFp recupero su concentracion basal. A las 48h, la homeostasis en el tejido
habia logrado reestablecerse, alcanzando los niveles constitutivos para estas
citoquinas. Estos resultados demuestran el estricto control de la inflamacion en
este nicho altamente regulado, siendo suficiente la rapida respuesta inmune
generada en el primer contacto entre el hongo y las células residentes de
cerebro, para inducir el reclutamiento de neutréfilos efectores y controlar el

crecimiento del hongo a nivel local, evitando un dafio tisular exacerbado.

La microglia y los astrocitos son las poblaciones residentes encargadas de
sensar la presencia de estimulos y noxas en el cerebro. Su distribucion y
temprana activacion condiciona el perfil y la evolucion de las respuestas locales.
En este trabajo, encontramos que, a pesar de la ausencia de respuesta mediada
por citoquinas a las 4h de la infeccion, C. albicans indujo una rapida activacion
glial, definida por los cambios morfolégicos experimentados por las células

residentes de cerebro. La presencia de engrosamiento de los procesos y la forma
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ameboidal evidenciada por la expresion de Iba-1 se observo en los animales
infectados (Figura 11). Si bien no pudo establecerse diferencias en la
cuantificacion de la expresion respecto a la expresion basal en acuerdo con la
dificultad planteada para el estudio de marcadores histolégicos y la falta de
tropismo de C. albicans por una region particular, la expresion del marcador en
la microglia activada, sugiere que estas células podrian estar respondiendo al
hongo por mecanismos alternativos, como la fagocitosis (365,366). Los
astrocitos también mostraron aumento en la expresion del marcador GFAP,
evidenciando su capacidad de detectar la presencia del hongo. De manera
similar a lo descripto para la microglia, la cuantificacion de intensidad de

fluorescencia no mostro diferencia con el animal sin infectar (figura 12).

Reconocimiento inmune de C. albicans. Contribuciéon de la

interaccion B-glucanos/Dectin-1 en la respuesta cerebral.

La contribucion del reconocimiento de los B-glucanos por el receptor Dectin-1
en la patogenia de la forma cerebral de la micosis, ain no ha sido claramente
establecida. Numerosos estudios adjudican un rol a este receptor o a moléculas
involucradas en su sefalizacion, en la susceptibilidad a micosis sistémicas,
predisponiendo al huésped a la invasion del SNC.

La primera evidencia sobre susceptibilidad a la infeccién cerebral por C.
albicans y fallas genéticas en los pacientes fue reportada por Glocker y col.
quienes identificaron una mutacién puntual homocigota en la molécula CARD9
(162). Drummond y col. (2015) observaron que el reclutamiento defectuoso de
neutréfilos a cerebro en pacientes deficientes en CARD9, presentaban una
mayor carga fungica en SNC (94). Resultados similares se obtuvieron en
modelos animales, donde la deficiencia de dicha molécula adaptadora derivo en
un menor reclutamiento de neutroéfilos y menor control fangico (94). La elevada
incidencia de candidiasis cerebral en pacientes con mutaciones con pérdida de
funcién de CARDY, plantea la posibilidad de que este receptor participe durante
la colonizacién del SNC. De hecho se ha demostrado que la participacion de
CARD9 downstream de Dectin-1 en respuesta a polisacaridos fungicos, es
necesaria para la produccion de citoquinas por parte de la microglia y requerido

para el reclutamiento de neutréfilos (94).
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Para evaluar la contribucién del reconocimiento inmune B-glucanos/Dectin-1
en la patogenia de la micosis en SNC, estudiamos las caracteristicas de invasion
fungica en cerebro durante la infeccion sistémica con C. albicans FKS645 (grupo
WTrksess) Y en ratones deficientes en el receptor infectados con C. albicans
SC5314 (grupo KOscs314), Y la respuesta inmune innata desarrollada en este
organo durante las primeras horas de la infeccion.

Al igual que en el grupo de animales WT, en los animales del grupo WTrkse4s
y KOscs314 la invasién cerebral ocurrié rapidamente, observdndose una elevada
carga fungica desde las 4h luego de la infeccion. Interesantemente en ambos
modelos experimentales observamos que a pesar de encontrar niveles similares
de fungemia, la ausencia parcial o total de la sefializacién via Dectin-1, se asoci6
a una menor carga fungica en cerebro. Esta diferencia se produjo a las 4h en los
animales infectados con C. albicans FKS645 (Figura 16 B) y alas 4y 12h en los
animales deficientes en Dectin-1 (Figura 27 B). A fin de determinar los
mecanismos involucrados en el control inicial del hongo, evaluamos la respuesta
inmune inducida tras la interaccion patdgeno-huésped, considerando a las
células gliales como las protagonistas en estos eventos tempranos.

La infeccién de los animales con la cepa de C. albicans con menor proporcién
de B-glucanos, indujo una respuesta inflamatoria inmediata, caracterizada por el
aumento de las citoquinas proinflamatorias IL-18 y TNF a las 4 y 12h (Figura 17).
Asimismo, la ausencia total de Dectin-1, provocé una elevada secrecion
temprana de IL-1B e IL-6, con respecto a su control basal. En comparacion con
el grupo WT, la secrecion de las citoquinas proinflamatorias, IL-18 y TNF, fue
mas rapida, observandose mayores niveles a las 4h pi (Figura 30 y 31). En este
trabajo se demostro también que ratones deficiente en el inflamasoma NLRP3,
responsable de la maduracion y liberacion IL-13 presentan dificultad en el
control de la carga fungica intracerebral (Figura 30). Este evidencia esta de
acuerdo con trabajos que muestran que una defectuosa produccién de IL-18
se asociada a una mayor susceptibilidad a la candidiasis superficial y sistémica
(326,367—-369). Nuestros resultados en su conjunto indican que la elevada
secrecién temprana de esta citoquina, podria explicar el mayor control de
crecimiento del hongo observado en los ratones infectados con la cepa

FKS645 y animales Dectin-1 KO. En ambos grupos de animales, la ausencia
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parcial o total de la sefilal mediada por este CLR favorece un perfil
proinflamatorio en el periodo comprendido entre las primeras 12h luego de
infeccibn donde las células residentes de la glia desempafan un rol

protagonico.

Los B-glucanos son considerados importantes inmunomoduladores, aunque
el conocimiento sobre su capacidad antiinflamatoria en SNC es escaso y se
limita a ensayos in vitro. Jung y col. (2007) demostraron que estos
polisacaridos podian reducir la secrecion de TNF en cultivos de microglia
estimuladas con LPS, a partir de la supresion de NFkB en la linea celular BV2
(370). Shah y col. (2008) trabajando con cultivos primarios o lineas de microglia,
demostraron que la activacién de estas células frente a B-glucanos particulados
inducia una respuesta Unica, diferente a la observada en los macrofagos
periféricos. Luego de la interacciéon se indujo la fagocitosis de las particulas y la
produccion de ROS, sin embargo la secrecién de citoquinas resultdé atenuada
(52). Estos autores también demostraron el receptor Dectin-1 suprime la
translocacion al nucleo de NFkB, atenuando la secrecién de citoquinas mediada
por TLR2 (51). Esta evidencia in vitro estaria en estrecha correlaciéon con
nuestros hallazgos in vivo en los animales WTrkseas y KOscs314 en los que la
escasa 0 nula activacion del receptor Dectin-1, podria explicar la mayor
respuesta inflamatoria observada durante el primer contacto con el hongo luego

de la invasion cerebral.

En relacién al perfil de los otros mediadores inmunes evaluados a nivel local
durante la infeccién en ambos modelos experimentales, la secrecién de IL-6
fue significativamente menor en los animales WTrkseas y KOscssi14 comparado
con ratones WT (Figura 18 y 31), evidenciando la importancia de la sefal
dependiente de Dectin-1 en las células residentes para su produccion.
Interesantemente, mientras que la infeccién cerebral con C. albicans SC5314
provoco una importante disminucién de los niveles de TGF[3 a las 4h pi, a este
mismo tiempo C. albicans FKS indujo un abrupto incremento de esta citoquina
demostrando que cambios en la composicion de la pared del hongo modifican
significativamente la produccion local de los mediadores inmunes. La sefial

defectiva en el reconocimiento B-glucanos/Dectin-1 condiciona fuertemente la
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produccion de este mediador antiinflamatorio, y afecta el balance del
microambiente local. En ausencia total de la sefal de este CLR, los niveles
constitutivos de TGF[3 estuvieron elevados y continuaron aumentados durante la
infeccion.

Transcurridas 24 y 48h de la inoculacion, observamos hifas invasivas de C.
albicans acompafiadas de una robusta respuesta inflamatoria y elevado dafio
tisular, con presencia de zonas necréticas y abscesos cerebrales dispersos en
el paréngquima. Pese a la presencia de los neutrdfilos, el control del hongo no fue
efectivo, y la carga fungica inicialmente controlada (primeras 12h), aumenté
significativamente a lo largo de la cinética evaluada. Estos resultados podrian
indicar que, aunque el reclutamiento de neutrofilos no parece modificarse en gran
medida, la ausencia o defectos en la sefializacion de Dectin-1, podria alterar la
capacidad fungicida de estas células (53). En este mismo sentido, Kennedy y
col. (2007) reportaron que el receptor Dectin-1 promueve la actividad fungicida
en neutrofilos humanos mediante la induccion de la fagocitosis, produccion de
ROS vy fusion de los granulos a los fagosomas, favoreciendo la muerte de C.
albicans (371). Li y col. (2011) demuestran en experimentos in vitro, que el
reconocimiento de B-glucanos por Dectin-1 en neutréfilos, es necesario para el
clearance de C. albicans al favorecer la activacion de integrinas y moléculas
citoplasmaticas involucradas en el desarrollo de las respuestas citotoxicas de
estas células (372).

A pesar del aumento en los niveles de citoquinas proinflamatorias
involucradas en el control del crecimiento fungico en las primeras 12h de la
infeccion, el reclutamiento de neutrofilos y la respuesta inflamatoria tisular
desarrollada en los animales con defecto parcial o total en el reconocimiento 3-
glucanos/Dectin-1 no pudieron controlar el crecimiento de C. albicans. A la
semana de infeccidon se encontré una elevada carga fungica, acompafada de

signos clinicos severos que indican un fuerte deterioro de la salud del animal.

Los astrocitos y la microglia de ratones infectados con la cepa defectiva en la
proporcion de B-glucanos, mostraron cambios morfologicos evidenciados por la
expresion de los marcadores especificos GFAP e Iba-1 (Figura 19 y 21), sin
embargo no pudieron observarse diferencias cuantitativas con los animales WT

a las 4h luego de la infeccion. No obstante, cuando la ausencia de la sefial
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mediada por Dectin-1 fue total, una franca microgliosis y astrogliosis pudo ser
observada marcadamente (Figura 33 y 35). Estos resultados en su conjunto
demuestran la importancia de este CLR en el control de la activacion temprana
de estas poblaciones residentes, en la reactividad glial y en la evolucion del

proceso local.

En la actualidad se sabe que la mayoria de los PRRs muestran algun grado
de redundancia en determinados microambientes. Los datos obtenidos a partir
de investigaciones en raton sugieren que tanto los TLRs como los CLRs son
importantes en la generacién de respuestas antifungicas (148). Los distintos
CLRs como Dectin-1 (81,162), Dectin-2, Dectin-3 y Mincle sefializan a través de
CARDY9, lo que explica que pacientes con deficiencia en esta molécula presentan
infecciones fungicas mas severas. La naturaleza redundante de estos
receptores, puede explicar el fenotipo leve en individuos defectuosos en un solo
CLR, enmascarando la participacion de receptores individuales (143,149). En
nuestro estudio el hallazgo de diferencias evidentes en la activacion de células
gliales, generacion de respuesta inmune y control fungico frente a la falla de un
solo receptor, revela la importancia de Dectin-1 en este sitio anatomico frente a
C. albicans.

Procesos neurodegenerativos

En la actualidad, existen numerosos estudios sobre las enfermedades
neurodegenerativas asociadas a virus, bacterias y parasitos, pero la patogénesis
cerebral desencadenada por las infecciones fangicas, es un campo que aun no
ha sido explorado en profundidad. Comprender los mecanismos y la patogenia
de las enfermedades neurodegenerativas asociadas a hongos, permitira el
desarrollo de estrategias para detectar enfermedades neuroldgicas en etapas
tempranas y antes de la aparicion de sintomas manifiestos e irreversibles.

Este trabajo aporta evidencia importante sobre las manifestaciones
neuroldgicas asociado a la colonizacion cerebral por C. albicans. Este es el
primer estudio que explora el dafio neuronal establecido en el contexto de una

infeccidon fungica en SNC.
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Para estudiar los procesos neurodegenerativos que pudieran ponerse en
marcha en respuesta al hongo, fue necesario evaluar un punto de la cinética mas
avanzado, a fin de poder visualizar las consecuencias del progreso de la
infeccion. Por este motivo, los ensayos se realizaron a las 24 y 48h luego de la
inoculacién sistémica, donde la carga fangica cerebral en animales WT
permanece elevada y constante, y los procesos de dafio tisular pueden
manifestarse a nivel cerebral. Pudimos observar que la infeccion con C. albicans
en ratones WT indujo una franca activacion de astrocitos y microglia (Figura 36).
El pico de microgliosis se observo a las 24h y la astrogliosis evolucioné de
manera progresiva y creciente hacia las 48 h luego de la inoculacion del hongo.

Tanto los astrocitos como la microglia se activan rapidamente en respuesta a
lesiones cerebrales o injuria, aungue su activacion ocurre con un patron espacial
y temporalmente distinto (207). La primera poblacién en activarse es la microglia,
promoviendo la activacion de los astrocitos. Estos a su vez, no solo facilitan la
activacion de la microglia distante, sino que también modulan las respuestas de
las células microgliales cercanas. Las principales moléculas que contribuyen a
su intercomunicacion incluyen la IL-13, el ATP y el TGF-B (207). En nuestro
modelo, la infeccion de animales C56BL/6 con C. albicans provocé una franca
reactividad del componente glial y un marcado reclutamiento de neutrdfilos, en
el que la activacion de las diferentes poblaciones en respuesta al hongo y a los
mediadores inmunes liberados, convergen en la generacion de un
microambiente inflamatorio capaz de promover la injuria tisular.

El dafio neuronal en el SNC generalmente provoca pérdidas funcionales
permanentes, debido a la baja capacidad de regeneracion axonal. A fin de
evaluar los efectos de la inflamacion cerebral sobre las neuronas en el contexto
de la infeccién por C. albicans, realizamos ensayos para la visualizacion de
procesos  neurodegenerativos, mediante  técnicas inespecificas vy
complementarias, A-Cu-Ag y FluoroJade. Ademas, la inmunomarcacion con
caspasa-3 clivada fue utilizada para evidenciar células apoptéticas en el tejido
cerebral. La utilizacion simultanea de las tres técnicas en cortes consecutivos de
cerebro, nos permite asegurar que los resultados hallados corresponden
fehacientemente a dafio neuronal (Figura 41 y 42). Pudimos observar evidentes

signos de degeneracion y apoptosis neuronal a las 24 y 48h luego de la infeccion

181



Discusioén

en animales WT. Un hallazgo relevante fue la observacion de hifas del hongo
colocalizadas con focos argiréfilos permitiendo establecer en un sitio particular
del tejido al agente patogénico y al dafio neuronal (Figura 43).

La induccién de apoptosis asociada a la infeccion por C.albicans ha sido
reportada por nuestro grupo (224,317,318,373). La apoptosis de células
parenquimales fue descripta a nivel hepatico durante el curso de la infeccion
diseminada por el hongo. Este estudio evidencio la muerte de los hepatocitos
mediante un mecanismo inmune que involucra el reclutamiento de linfocitos
efectores y favorece la sobrevida del hongo en un claro fenémeno de evasion
inmune (224,373). También reportamos que factores de virulencia como las Lip
de C. albicans tiene la capacidad de inducir apoptosis de macréfagos in vitro y
gue la magnitud del dafio sobre esta poblacién es dependiente de su estatus de
activacion (317,318). En estudios in vitro con fibroblastos gingivales humanos
cultivados con C. albicans, el agregado de inhibidores de Lip y Sap redujo el
dafio celular (374).

Las caracteristicas histopatoldgicas halladas son coherentes con el dafio
neuronal severo observado en los tiempos en que la carga fungica fue elevada.
Las respuestas inmunes mediadas por las células residentes activadas o por los
neutroéfilos reclutados, también podrian desencadenar procesos perjudiciales
para las neuronas. Si bien los animales resuelven la infeccion, la exposicion al
hongo podria dejar secuelas permanentes, aunque el clearance sea
relativamente rapido y efectivo. El estudio de los procesos neurodegenerativos
o cambios comportamentales a largo plazo, seria necesario para confirmar tal
premisa.

El dafio a las redes neuronales en el SNC generalmente resulta en déficits
funcionales permanentes. Numerosos son los estudios que demuestran las
consecuencias de la infeccion en prematuros y lactantes de bajo peso. Los
neonatos que sobreviven a la candidiasis invasiva, con frecuencia presentan
severo deterioro neurologico y cognitivo (99,111). Nuestro trabajo aporta nueva
y valiosa evidencia sobre los mecanismos de degeneracion y muerte neuronal
que subyacen a la invasion cerebral por C.albicans y los fendmenos locales

intervinientes.
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Debido a las severas manifestaciones neuroldgicas observadas en ratones
deficientes en Dectin-1, decidimos evaluar si la ausencia del receptor tenia
consecuencias mas drasticas en los procesos neurodegenerativos. Observamos
que, mientras que los astrocitos se encontraban activados a las 24 y 48h, la
microgliosis se observo a las 48h pi (Figura 39). Al comparar el perfil de
activacion del componente glial con el obtenido en los animales WT, las células
residentes mostraron un perfil general de activacion inferior en ausencia de
Dectin-1 a este tiempo de infeccidn. Estos resultados podrian explicar el menor
control del crecimiento fungico por parte de las células residentes, que favorecen
el crecimiento del hongo y la progresion de la infeccion. Coincidente con los
sintomas clinicos observados en este modelo (Figura 25), el dafio y muerte
neuronal fueron notoriamente mayores en ausencia de la sefial dependiente del
reconocimiento de 3-glucanos por el receptor Dectin-1 (Figura 45-51).

Estos resultados sugieren que la neurodegeneracion observada en los
animales deficientes en Dectin-1 es consecuencia, al menos en parte, del
crecimiento descontrolado del hongo, probablemente por una menor activacion

glial, la que promueve una respuesta deficiente frente a C. albicans.

Es sabido que la ausencia de CARD9 puede llevar a un reclutamiento de
neutroéfilos tardio en SNC. Considerando que es una molécula involucrada en la
cascada de sefalizacion de Dectin-1, se podria sugerir una falla similar en
nuestro modelo. Por otra parte, los neutréfilos deficientes en Dectin-1 presentan
una capacidad disminuida para reconocer y fagocitar las particulas de B-
glucanos en la pared de C. albicans. En este sentido, la severidad de la infeccién
observada en este modelo, podria deberse a la presencia persistente y elevada
del hongo en este nicho, donde los neutrdfilos reclutados serian ineficientes en
su clearance (53). Por otro lado, recientemente Branzk y col. (2017) demostraron
qgue la fagocitosis mediada por Dectin-1 en neutrdfilos limita la translocacién
nuclear de la elastasa, enzima involucrada en la NETosis (375). Aunque se ha
demostrado que las NETs desempefian un papel importante durante la infeccion,
también pueden tener efectos perjudiciales en el tejido circundante. Urban y col.
(2009) observaron que estas trampas extracelulares eran importantes en la
defensa frente a C. albicans (376), pero cuando su produccion o degradacion no

esta controlada, tienen un potencial patégeno y participan en numerosas
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enfermedades y la neurodegeneracion (377). En este escenario, la ausencia del
receptor Dectin-1 en nuestro modelo, podria contribuir a la falla en la modulacion

de la actividad de los neutrdfilos.

Finalmente y en busqueda de una mejor comprensién sobre los complejos
mecanismos desencadenados durante la invasion cerebral por C. albicans
evaluamos el balance M1 vs M2 en animales WT y en animales deficientes en el
receptor Dectin-1. Al tiempo en el que los procesos de degeneracion neuronal y
apoptosis fueron mas evidentes la identificacién funcional de ambos perfiles se
efectué basados en la expresion de NOS2 y Arg-1. En el cerebro de ratones
WTscs314 observamos una alta frecuencia de microglia NOS2+ y numerosos
focos positivos para Arg-1, a las 48h de la infeccion. La morfologia y localizacion
de Arg-1 sugiere que los monocitos/macrofagos infiltrantes podrian ser los
responsables de esta respuesta. En los animales KOscs314 la presencia de
microglia NOS2+ se observé disminuida y la frecuencia de células infiltrantes
asociadas al perfil M2 también fue menor (Figura 52).

Si bien en este estudio no se aborda la caracterizacion fenotipica del perfil M1
y M2, los resultados obtenidos evidencian la presencia de un microambiente
altamente regulado durante la infeccion en los animales WT. El perfil de
reactividad y la cinética de activacion de las poblaciones gliales, la presencia de
células efectoras con capacidad candidicida y el reclutamiento de células
periféricas con caracteristicas antiinflamatorias, convergen en el microambiente
cerebral en respuesta a la invasién del hongo. En este contexto el crecimiento
fangico y la injuria neuronal asociadas a la infeccion ocurren en un
microambiente regulado, minimizando la magnitud del dafio. Por el contrario,
cuando la infeccion cerebral se produce en ausencia de la sefial de Dectin-1, la
activacion de las poblaciones residentes y el perfil de las células reclutas
determina un control defectuoso de la respuesta local favoreciendo claramente

el crecimiento fungico en detrimento de su hospedador.
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