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Resumen

Los dermatofitos son hongos hialohifomicetes, queratinofilicos y patégenos primarios causantes
de infecciones superficiales de la piel denominadas dermatofitosis, tifias o tineas. Microsporum
canis es el agente etioldgico mas frecuente de tinea capitis en la poblacion infantil en Argentina
y produce lesiones no inflamatorias o inflamatorias, con diferente grado de compromiso cutaneo
dependiendo de la respuesta inmune del hospedador.

La piel es la barrera del organismo con el medio ambiente por lo que la presencia de células de la
inmunidad innata y adaptativa es crucial para el correcto desarrollo de una respuesta para resolver
un dafo, controlar una infeccién o para mantener la homeostasis del tejido. Las células de
Langerhans (LC) son las Unicas células dendriticas de la epidermis y podrian tener un rol durante
las dermatofitosis. Ademas, la respuesta mediada por interleuquina 17 (IL-17) es clave en la
defensa frente a patdgenos extracelulares, como las bacterias y los hongos, y es esencial en la
proteccién de las mucosas. Sin embargo, no se conocen los efectos de los dermatofitos en las
funciones de las células dendriticas en el contexto de la piel y la participacion de la respuesta
mediada por IL-17 en la inmunidad anti-dermatofitica.

El objetivo general de esta tesis fue investigar la respuesta inmune generada luego de la infeccién
de la piel por el dermatofito M. canis y evaluar la funcién de las LC en la induccién de la
inmunidad protectora en la dermatofitosis.

En esta tesis, los estudios in vitro demostraron que hifas vivas de M. canis activan a las células
XS106 (linea celular derivada de LC murinas) y a LC localizadas dentro de la epidermis. Ademas,
ambos tipos celulares fueron capaces de inducir un perfil Th1l7 en cultivos con linfocitos
alogénicos.

Por otra parte, se desarroll6 un modelo de infeccion epicutanea con M. canis en ratones C57BL/6,
los cuales presentaron caracteristicas clinicas e histopatoldgicas similares a la tinea capitis no
inflamatoria en humanos. En este modelo, se demostr6 que durante la dermatofitosis predomina
una respuesta adaptativa antigeno-especifica tipo Thl7. Ademas, la sefializacion de la via IL-
17/IL-17R es necesaria para suprimir la proliferacion fungica en la piel y para controlar la
respuesta inflamatoria exacerbada mediada por IFN-y. Sin embargo, el reclutamiento de
neutrdfilos en la piel y su funcionalidad es independiente de la sefializacion por IL-17. A su vez,
en ausencia de IL-17 e IFN-y, se activarian mecanismos protectores eficientes que inhiben la
proliferacion de M. canis en la piel.

Finalmente, mediante la infeccion con M. canis de ratones transgénicos Lang-EGFPDTR
depletados de LC, se demostré la participacion in vivo de las LC en la induccién de la respuesta
Th17 especifica frente al hongo.

Esta tesis abre diferentes perspectivas de investigacion para comprender la inmunidad de la piel

en el contexto de la infeccidn dermatofitica.



Abstract

Dermatophytes are hyaline keratinophilic hyphomycetes fungi and primary pathogens that cause
skin superficial infections named dermatophytosis, ringworm or tineas. Microsporum canis is the
most prevalent etiological agent of tinea capitis during childhood in Argentina and generates non-
inflammatory or inflammatory lesions, with different tissue compromise depending on the host
immune response.

Skin is the barrier between the body and the environment and the presence of innate and adaptive
immune cells is key to a proper development of skin response to resolve an injury, control an
infection or maintain tissue homeostasis. Langerhans cells (LC) are the only dendritic cells in
epidermis and could have a role in the induction of the immune response in dermatophytosis.
Furthermore, interleukin 17 (IL-17)-mediated response is crucial in the defense against
extracellular pathogens like bacteria and fungi, and is essential for skin and mucosal protection.
However, dermatophyte effects on dendritic cell functions in the skin and IL-17 participation in
the anti-dermatophytic response are still unknown.

The principal aim of this thesis was to investigate the immune response generated after skin
infection with M. canis and to evaluate LC function in the induction of protective immunity
against dermatophytes.

In this thesis, in vitro studies demonstrated that M. canis live hyphae activate XS106 cells (cell
line derived from murine LC) and LC localized in epidermis. Also, both cell types were capable
of inducing a Th17 response in allogeneic lymphocyte co-cultures.

Meanwhile, an experimental model of epicutaneous infection with M. canis was developed in
C57BL/6 mice, which presented clinical and histopathological features similar to non-
inflammatory human tinea capitis. In this model, it was demonstrated that, during
dermatophytosis, there is an antigen-specific adaptive Th17 response. Moreover, IL-17/IL-17R
signaling is necessary to suppress skin fungal proliferation and to control an exacerbated immune
response mediated by IFN-y. However, neutrophil function and recruitment to skin are
independent of IL-17 signalling. Moreover, in IL-17 and IFN-y absence, there is an activation of
efficient protective mechanisms that inhibit M. canis proliferation in skin.

Finally, M. canis infection in Lang-EGDPDTR transgenic mice depleted of LC demonstrated the
in vivo LC participation in the induction of the described Th17 specific response.

This thesis unravels different research perspectives to comprehend skin immunity in the

dermatophyte infection context.



Abreviaturas

CD207: langerina.

CEpM: células epidérmicas migrantes.
CEpT: células epidérmicas totales.
CLR: Receptor tipo Lectina C.

d.p.i.: dias post-infeccion.

DAMP: Patron molecular asociado a
dafo.

DC: células dendriticas.

DCEF: diclorofluorescina.

DCF-DA: diclorofluoresceina diacetato.
DETC: Células T dendriticas
epidérmicas.

DO: densidad optica.

EpCAM: molécula de adhesion de
células epiteliales asociada al cancer.
HKMc: heat-killed M. canis, suspension
de M. canis muerto por calor.

HPLC: cromatografia liquida de alta

eficacia.

[FN-y: interferébn gamma.

IL-17: interleuquina 17.

ILC: células linfoides innatas.

LC: células de Langerhans.

M. canis: Microsporum canis.

MHC-II: moléculas de tipo II del
complejo mayor de histocompatibilidad.
p.i.: post-infeccion.

PAS: 4cido periddico de Schiff.

ROS: especies reactivas del oxigeno.
RPMI: Roswell Park Memorial Institute
Medium.

RPMIc: RPMI completo.

TCR: receptor de célula T.

TD: Toxina diftérica.

TGF-B: factor transformador del
crecimiento beta.

TNF: factor de necrosis tumoral.



Capitulo 1: Introduccion




1. Las infecciones flingicas

Los hongos son organismos eucariotas que presentan diferentes morfologias y se
desarrollan como organismos unicelulares (levaduras) o pluricelulares (hongos
filamentosos). Debido a su alta capacidad de adaptacion al ambiente en el que se
encuentran, los hongos pueden interaccionar con plantas, animales y/o humanos y
establecer relaciones simbioticas, comensales, latentes o patdgenas (Romani 2011). Las
especies capaces de generar infecciones en los humanos, pueden ser patogenas primarias
u oportunistas y causan infecciones que abarcan invasiones superficiales de la piel y las
mucosas, infecciones subcutaneas y micosis profundas que afectan a tejidos vitales (Hohl
2006, LeinbundGut-Landmann 2012).

Dentro de los microorganismos patdgenos que afectan al hombre, los hongos pertenecen
al grupo menos estudiado. Sin embargo, en los ultimos afnos ha ocurrido un aumento
dréstico en la incidencia de las infecciones fingicas, asociado al aumento de la frecuencia
de individuos inmunosuprimidos por causas como VIH/SIDA, trasplantes, cancer,
quimioterapia, enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias primarias o individuos
sometidos a procedimientos quirirgicos invasivos (Romani 2004, Romani 2011, Brown
2012, Rouzaud 2016). Ademas, las infecciones fingicas que afectan a la piel y mucosas
son tan frecuentes que se estima que afectan a cada persona al menos una vez en la vida,
con una incidencia global estimada en un 25% (Havlickova 2008, Achterman 2012, Hube
2015). En individuos sanos pueden establecerse como infecciones cronicas y en pacientes
inmunosuprimidos evolucionan como formas cutdneas diseminadas, resistentes al

tratamiento antifiungico convencional (Vermout 2008a).

1.1. Los dermatofitos y las dermatofitosis

Los dermatofitos son patdgenos primarios y los principales causantes de las infecciones
superficiales de la piel, afectando tanto a individuos inmunocompetentes como también
a pacientes inmunosuprimidos, en los cuales tienen presentaciones atipicas y/o graves
(Tirado Gonzélez 2012). Son hongos filamentosos que infectan a animales mamiferos,
dentro de los que se encuentran los humanos. Son organismos altamente especializados y
se caracterizan por ser queratinofilicos, por lo que colonizan estructuras queratinizadas
como la piel (capa cornea de la epidermis), el pelo y las uias de humanos como también
las garras, piel o plumas de los animales (Weitzman 1995, Brasch 2008).

La cantidad de especies patogenas dentro de este grupo son aproximadamente cuarenta y

pertenecen a tres géneros taxondmicos morfologica y fisiologicamente relacionados:



Microsporum sp., Trichophyton sp. y Epidermophyton sp. Inicialmente, los dermatofitos
eran hongos del suelo, pero a lo largo de la evolucion se adaptaron a diferentes nichos
ecoldgicos, permitiendo la clasificacion en especies geofilas, zoodfilas y antropofilas.
Generalmente, las micosis por especies antropdfilas producen infecciones levemente
inflamatorias y/o crénicas mientras que las especies zoodfilas, que suelen encontrarse en
los animales como gatos, perros, conejos, etc., pueden ser transmitidas a los humanos y
pueden causar infecciones inflamatorias que por lo general se auto-resuelven (Brasch
2008, Hay 2016). En el caso de las especies geofilas, estan involucradas en la
descomposicion del suelo por lo que no es muy comin que infecten a los humanos y, de
ser asi, las presentaciones clinicas pueden ser variadas (Achterman 2013, Havlickova
2008, Hube 2015).

Las dermatofitosis pueden clasificarse de acuerdo con la zona anatémica donde se
presenta la infeccion, de esta manera se denominan tinea capitis (dermatofitosis del cuero
cabelludo y pelos de la cabeza), tinea corporis (cuerpo), tinea unguium (uias), tinea pedis
(pies), etc. (Hayette 2015). La sintomatologia depende de la zona afectada como también
de la especie de dermatofito involucrada, la cual puede presentar una predileccion por la
zona del cuerpo que infectan.

En cuanto a la epidemiologia de estas infecciones, ha variado mucho en las tltimas
décadas y es posible que la prevalencia real sea subestimada (Hayette 2015). Segln la
Organizacion Mundial de la Salud, las dermatofitosis tienen una alta prevalencia en la
poblacion y se estima que casi todos los humanos van a ser infectados por un dermatofito
en algin momento de su vida (Griaser 2008). Ademas, algunas formas clinicas se
presentan con un alto indice de recurrencia luego del tratamiento con antifingicos
(Achterman 2012) y, aunque raramente estan asociadas con mortalidad, son infecciones
con una alta morbilidad (White 2008).

Mundialmente, 7. rubrum es el dermatofito mas comun mientras que M. canis es el
dermatofito mas predominante en la nifiez, con la presentacion clinica de tinea capitis.
(Hay 2016a, Zhan 2017). De manera similar, en nuestra region, se ha reportado una
elevada prevalencia de las dermatofitosis (Carballo 2011, Telechea 2011, Spesso 2013) y
M. canis es el agente etiologico mas frecuentemente encontrado en lesiones de tinea
capitis en la poblacion infantil en Argentina (Mazza 2011, Spesso 2013).

El diagnostico de las dermatofitosis se basa en la observacion directa de las hifas o

artroconidias en la muestra clinica (escamas de piel, pelos, ufias o biopsias de tejidos



tratados con KOH 10-40%), el aislamiento y la identificacion del hongo en cultivos (Pihet

2017).

1.1.1. Microsporum canis

Microsporum canis es un dermatofito zoo6filo que coloniza la piel de animales como gatos,
perros y cobayos. Debido a que sus huéspedes naturales son animales domésticos, hay
una alta transmision entre animal-humano. Inclusive se han reportado casos de brotes
epidémicos en colegios o guarderias, con transmision entre humanos por contacto directo
o0 a través de elementos flingicos en el ambiente o en fomites (Bonifaz 2012, Grunwald
2014).

Dentro de los dermatofitos, Microsporum canis es una de las especies mas prevalentes en
el mundo e infecta mayoritariamente a la poblacion infantil causando principalmente
tinea capitis y también tinea corporis. De forma menos frecuente, puede afectar a
personas adultas que presenten factores de riesgo asociados, pero las presentaciones
clinicas de tinea capitis en estos pacientes son atipicas y polimorficas (Bonifaz 2012,
Ahmed 2016, Khosravi 2016). M. canis tiene la capacidad fisiologica de invadir el
foliculo piloso por fuera y por dentro del pelo (invasion ectotrix) y causar tinea capitis no
inflamatoria o formas inflamatorias leves o muy supurativas, denominadas kerion de
Celso (Hay 2016a, John 2016).

En cultivos en agar Sabouraud, este hongo presenta una colonia algodonosa y blanquecina
y emite un pigmento amarillo en el reverso (Figura 1a). Microscopicamente, M. canis
presenta hifas hialinas y tabicadas con elementos de fructificacion conformados por
macroconidias abundantes de aspecto fusiforme y escasas microconidias (Figura 1b). En
el caso de un examen directo realizado con KOH, solamente se observan hifas hialinas

tabicadas (Figura 1c).



Figura 1. (a) Colonias blancas algodonosas de M. canis (anverso) y produccion de pigmento
amarillo con difusion al medio de agar Sabouraud (reverso). (b) Observacion microscépica de
microconidias y macroconidias de M. canis obtenidas de cultivo en agar Sabouraud. (c) Presencia
de hifas hialinas tabicadas en un examen directo con KOH de una escama de piel.

1.2. Fisiopatologia de la dermatofitosis

El primer paso necesario para la infeccion de los dermatofitos es la adherencia de las
artrosporas al estrato corneo. Este proceso es rapido, sucede en las horas posteriores al
contacto y es mediado, posiblemente, por adhesinas fingicas que extienden fibrinas que
anclan la artroconidias a la superficie del tejido. Luego de 24 horas, las esporas germinan
y comienza el desarrollo de la hifa en multiples direcciones (Duek 2004). Mediante la
produccion de enzimas proteoliticas, transportadores de sulfuros y secrecion de sulfitos,
los hongos degradan la queratina y la hifa penetra de forma longitudinal y perpendicular
en el estrato corneo, generando un dafo marcado en la epidermis (Baldo 2011, Grumbt
2011, Grumbt 2013) (Figura 2a). En el caso particular de la tinea capitis y de la infeccion
de los pelos, el hongo genera una estructura especializada, a partir de la hifa, que se llama
organo perforador. Esta estructura se observa en el foliculo piloso como un area, con
disolucion de la cuticula y corteza, por donde penetra la hifa (Kanbe 1982, Hay 2006,
Hay 2017) (Figura 2b y ¢). Finalmente, las lesiones caracteristicas de las tineas aparecen

alrededor de los 10 dias.



Figura 2. (a) Biopsia de piel de una lesion con presencia de hifas PAS+ (indicado con flechas)
en el estrato corneo e infiltrado inflamatorio en la dermis (indicado con asteriscos) (Brasch 2010).
(b) Corte longitudinal de un pelo perforado por Microsporum sp. (6rgano perforador indicado con
flecha) (Kanbe 1982). (c) Microscopia electronica de un pelo con pérdida de cuticula alrededor
del 6rgano perforador (Kanbe 1982).

La tifia de la cabeza por Microsporum canis puede tener diferentes presentaciones
clinicas: tinea capitis no inflamatoria o tinea capitis inflamatoria. La forma no
inflamatoria se caracteriza por empezar como una papula eritemato-escamosa que suele
aparecer alrededor de un foliculo piloso y luego se disemina de forma centrifuga. Son
lesiones bien circunscriptas, de aspecto seco y levemente descamativas, en las que el pelo
se debilita y puede llegar a presentarse alopecia temporal (Figura 3a). Por el contrario,
la tinea capitis inflamatoria suele comenzar con lesiones secas que evolucionan hacia una
tinea inflamatoria con lesiones himedas, placas pustulosas y alopecia. La forma mas
grave de tinea capitis inflamatoria se denomina kerion de Celso, con lesiones tipo
abscesos profundos con aumento de volumen, dolorosas y con presencia de costras sero-
hematicas melicéricas cubriendo el cuero cabelludo (Figura 3b, ¢ y d). El pelo se
desprende facilmente, los foliculos pueden encontrarse purulentos y con una respuesta

granulomatosa y supurativa, y pueden detectarse linfoadenopatias adyacentes. A pesar de



que el kerion puede resolverse, sin tratamiento puede causar alopecia definitiva con
fibrosis (Stephens 1989, Arenas 2006, Chiapello 2011, Bonifaz 2012, Nenoff 2014, John
2016, Hay 2016). Los micetomas dermatofiticos son formas muy raras de la infeccion
cutanea donde el hongo puede formar granos subcutaneos y lesiones tumorales (Figura
3e) (Chiapello 2011).

a)

Figura 3. (a) Parasitacion ectotrix del pelo por M. canis, con artrosporas dentro y fuera del
foliculo piloso (indicadas con flechas) (Chiapello L.S., no publicada). (b) Presentacion seca de
tinea capitis por M. canis (Bonifaz 2012). (c) Presentacién inflamatoria de tinea capitis por M.
canis (Bonifaz 2012). (d) Presentacion inflamatoria de tinea capitis por M. canis, tipo kerion con
presencia de lesiones hematico-serosas (Bonifaz 2012). (e) Presentacion clinica inflamatoria rara

de tinea capitis por M. canis, tipo micetoma dermatofitico (Chiapello 2011).
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2. La piel como barrera inmunologica

La piel es la barrera del organismo con el medio ambiente, por lo que es la zona mas
expuesta al medio externo y actia como defensa de primera linea frente a agresiones
quimicas y fisicas, como también frente a patogenos (Nestle 2009, Belkaid 2016). El
sistema inmune residente en la piel es muy dinamico y complejo. Esta formado por células
de la inmunidad innata y adaptativa cruciales para el correcto desarrollo de una respuesta
para resolver un dafio, controlar una infeccion o para mantener la homeostasis del tejido
(Roediger 2013). Ademas, posee una abundante microbiota residente involucrada en la
defensa adicional frente a patdgenos primarios u oportunistas (Di Meglio 2011, Belkaid
2016).

La epidermis es la capa mas externa y se encuentra unida a la membrana basal que la
divide de la dermis. Se compone, mayoritariamente, de células epiteliales especializadas
denominadas queratinocitos que son fundamentales para el inicio de la defensa cutanea.
Estas células se encuentran en diferentes estadios de diferenciacion y ordenados en
empalizada: estrato basal, estrato espinoso, estrato granuloso y estrato corneo. La capa
mas externa es la capa cornea, la cual se conforma por queratinocitos muertos, queratina
y lipidos hidrofobicos junto con péptidos antimicrobianos que funcionan como barrera
ante el ambiente y potenciales patdgenos (Kabashima 2016). El resto de las capas de la
piel poseen queratinocitos con receptores de reconocimiento de patrones: receptores tipo
toll (TLR), receptores de lectinas tipo C (CLR), receptores NOD (NLR), y receptores tipo
RIG-1 (RLR). Estos receptores permiten la deteccion de patogenos y la induccion de la
sintesis de citoquinas, quimiocinas y péptidos antimicrobianos (catelicidinas, defensinas)
que modulan localmente el reclutamiento y comportamiento de las células inductoras y
efectoras de la inmunidad (Gallo 2012, Mueller 2014). A su vez, también poseen
receptores que permiten que estas células respondan frente a citoquinas como TNF, IL-
17A e IL-22, entre otras. Entre los queratinocitos, se encuentran otras células como los
melanocitos, células de Merkel y poblaciones de células inmunes situadas
estratégicamente para la inmuno-vigilancia del tejido, tales como las células de
Langerhans (LC), las células T dendriticas epidérmicas (DETC) y células T CD8" de
memoria. A su vez, también hay apéndices como los foliculos pilosos que son estructuras
continuas con la epidermis y llegan hasta la dermis (Heath 2013, Kabashima 2016,

Kashem 2016).
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La dermis, en cambio, esta conformada por tejido conectivo con fibroblastos y una matriz
extracelular de fibras de coldgeno y elastina con una gran variedad de células de la
inmunidad. Esta capa de la piel, a diferencia de la epidermis, es vascularizada y hay
presencia de diferentes poblaciones de células dendriticas (CD103"CDI11b" y CD103"
CD11b"), macrofagos, mastocitos, células linfoides innatas, células T gamma-delta,
células T CD4" y CD8" residentes de memoria, células T regulatorias (Merad 2013,
Clausen 2015, Artis 2015). Ademas, se encuentran las terminales nerviosas que inervan
la piel y los vasos linfaticos, por donde las células inmunes migran hacia los ganglios

linfaticos (Figura 4).
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Figura 4. Estructura y células inmunes encontradas en la piel de ratones (Mueller 2014).

En general, existe una gran homologia entre la piel humana y la piel murina. Sin embargo,
hay algunas diferencias anatdmicas e inmunologicas. Por un lado, la piel del raton se
encuentra cubierta de una capa de pelo, mientras que la piel humana tiene pelo mas
escaso. A su vez, la piel murina es mas fina. Con respecto a las células de la inmunidad,
se han descripto las contrapartes humanas de las subpoblaciones de células dendriticas
dérmicas (CD103" DDC murinas son las CD141" DDC humanas y CD11b" DDC murinas
son las CD1¢" DDC humanas) y las células DETC no se encuentran en humanos (Di

Meglio 2011, Pasparakis 2014, Belkaid 2016).

2.1. Las células de Langerhans
Las células de Langerhans (LC) son células dendriticas especializadas de la epidermis.
En condiciones homeostaticas, son las unicas células presentadoras de antigenos y

representan entre un 3-5% de las células epidérmicas (Merad 2008). Estas células
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hematopoyéticas estan ontogénicamente relacionadas con los macrofagos, se renuevan
localmente en la piel y son radio-resistentes. Fenotipicamente, se caracterizan por la
expresion de CD45, MHC-II, langerina (CD207), EpCAM, CD11b, CD205, CXCR1 y
SIRPa y la presencia de granulos de Birbeck (Merad 2013, Doebel 2017, Kaplan 2017,
Kashem 2017).

Las LC se encuentran localizadas en el estrato granuloso y forman una red entre los
queratinocitos y otras células de la epidermis (Mulholland 2006) (Figura Sa). Su
ubicacion y morfologia les permite poder extender sus dendritas lateral y verticalmente,
por medio de las uniones estrechas del epitelio y los queratinocitos, hacia el estrato cérneo
y sensar la parte exterior de la piel sin romper la integridad de la epidermis (Nishibu 2006,

Kubo 2009, Gaiser 2012, Kabashima 2016) (Figura 5b y c¢).

a)

Figura 5. (a) Células de Langerhans (MHC-II* EGFP*) en hoja de epidermis de piel de ratones.
Inserto con doble marcaciéon de células de Langerhans con MHC-II (fluorescencia verde) y
langerina (fluorescencia roja) y contra tincion con DAPI (fluorescencia azul) (Romani 2010). (b)
Células de Langerhans (MHC-I11*, fluorescencia roja) activadas exhiben mayor fluorescencia que
las LC sin activar (Kubo 2009). (c) Dendritas de células de Langerhans penetrando las uniones

estrechas de la epidermis (Kubo 2009).

Las LC tienen una funcion dual en la piel ya que estan involucradas en la generacion de
tolerancia inmunologica y en la induccion de la respuesta inmune. En condiciones
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basales, estas células constantemente migran a los ganglios linfaticos drenantes de piel,
donde presentan antigenos epidérmicos a los linfocitos T para inducir anergia y promover
la tolerancia periférica (Lutz 2010, Shklovskaya 2011). En cambio, cuando entran en
contacto con un patogeno, las LC tienen cambios fenotipicos que indican su activacioén
(aumentan la expresion de MHC-I y II y las moléculas co-estimulatorias CD80, CD86,
CD40, disminuyen la expresion de langerina y de E-cadherina) y migran desde la
epidermis, a través de la dermis, hacia los ganglios linfaticos drenantes de piel donde son
responsables de presentar los antigenos y direccionar la respuesta inmune adaptativa (de
Jong 2010).

En modelos de infecciones experimentales en raton, se ha observado que las LC pueden
inducir diferentes tipos de respuestas en los linfocitos T virgenes por lo que se ha
considerado que las respuestas inmunes inducidas por las LC son versatiles y dependen
del patdgeno y las sefales del microambiente, y no tanto de una especializacion funcional
como sucede con las células dendriticas convencionales (Schlitzer 2014). En el caso de
la infeccion cutanea con la levadura oportunista Candida albicans, las LC inducen un
perfil Th17 dependiente de la produccion de IL-6 (Igyarté 2011, Kashem 2015) y las LC
también inducen respuestas de tipo IL-17 por células Taf y células Tyd frente a la bacteria
Staphylococcus aureus (Kobayashi 2015), Sin embargo, en leishmaniasis cutanea, las LC
inducen una expansion de las células T regulatorias que suprimen la respuesta Thl
protectora favoreciendo la infeccion parasitaria (Katz-Neu 2011). Aunque las LC son
requeridas para las respuestas en las que el antigeno se encuentra en la epidermis, pueden
tener funciones redundantes con algunas subpoblaciones de células dendriticas dérmicas
(Kaplan 2017).

Soélo dos trabajos se han publicado referidos a las LC en dermatofitosis. En la década de
1980, Braathen y Kaaman (Braathen 1983) describieron, en experimentos in vitro, que
células de Langerhans humanas (células epidérmicas HLA-DR') estimulan la
proliferacion de linfocitos, aislados de pacientes con dermatofitosis, frente a tricofitina,
un antigeno de 7. rubrum. Posteriormente, se observo que las LC se acumulan en el sitio
de lesion de la tinea corporis (Brasch 1993). Estos estudios, y el hecho que los
dermatofitos invaden el estrato cérneo y se mantienen en la epidermis, sugieren que las
LC serian importantes en la inmunidad anti-dermatofitica. Sin embargo, todavia no se ha
estudiado el rol de las LC en la induccion de la respuesta antifiingica en estas micosis

(Heinen 2017).
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3. Interleuquina 17 y la respuesta mediada por Interleuquina 17

La interleuquina 17 (IL-17) es una citoquina inflamatoria clave en la defensa frente a
patogenos extracelulares, como las bacterias y los hongos, y es esencial en la proteccion
de las mucosas (Pappu 2012).

La familia de IL-17 comprende seis proteinas con una alta homologia estructural: IL-17A,
IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (o IL-25) (Figura 6). Estas seis proteinas componen
homodimeros, aunque IL-17A e IL-17F pueden ser secretadas, ademas, como
heterodimeros IL-17AF. Estas citoquinas sefializan a través de una familia de receptores
diméricos: IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD, IL-17RE, siendo la subunidad A un
requisito para la sefalizacion de IL-17A, IL-17C, IL-17E e IL-17F (Figura 6). Estos
receptores actiian activando una via de sefializacion intracelular mediada por Actl que
involucra MAP quinasas y NF-kB. La expresion diferencial de determinados receptores
y citoquinas en diferentes células y tejidos determina la diversidad funcional y la
participacion en la respuesta inmune (Gaffen 2009, Iwakura 2011, Pappu 2012, Song
2013a). IL-17A e IL-17F han sido asociadas a respuestas antifungicas y antibacterianas,
mientras que IL-17E participa en la respuesta antiparasitaria e IL-17C en la regulacion de
la inmunidad epitelial. IL-17B e IL-17D son las menos estudiadas, aunque estarian

relacionadas con efectos pro-inflamatorios (Pappu 2012, Song 2013a).

IL-17A IL-17F

o0 00 00

Autoimmunity Autoimmunity

Inflammation Inflammation Th2 Response

Host Defense Host Defense

Figura 6. Familia de citoquinas de IL-17 y receptores (Song 2013).

La respuesta mediada por IL-17 se considera como una interfase entre la respuesta inmune

innata y adaptativa. Las células innatas como las células T y9, células T asesinas naturales
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(NKT), células asesinas naturales (NK) y cé€lulas innatas linfoides tipo 3 (ILC3) expresan
IL-17 al ser inducidas por productos derivados de patdégenos o citoquinas como IL-1f o
IL-23 (Song 2013, Veldhoen 2017). También se ha reportado la produccion de IL-17 por
monocitos, neutrdfilos, células linfoides inductoras de tejido (LTi) y linfocitos B (Cua
2010). En el caso de la inmunidad adaptativa, la polarizacion a linfocitos Th17 es inducida
por la combinacion de IL-6 y TGF-f, aunque las citoquinas requeridas son dependientes
del microambiente del tejido (Hu 2011). Ademas, el linaje de linfocitos Th17 se
caracteriza por la expresion de los factores de transcripcion RORyt y STAT3 (Espinosa
2012) y es dependiente de IL-23 para el mantenimiento in vivo (McGeachy 2009).
También se ha reportado que las células T CD8" pueden producir IL-17 y se denominan
Tcl17 (Nanjappa 2012).

La IL-17A es la citoquina mas caracteristica de la familia de [L-17 y a la que se le otorgan
la mayoria de las funciones reportadas. Los mecanismos efectores de IL-17A son
pleiotropicos y tienen el objetivo de defender las barreras epiteliales de la invasion de
patogenos. Principalmente, IL-17A induce la expresion de citoquinas inflamatorias como
IL-1, IL-6, y TNF, aumenta la expresion de quimiocinas que atraen neutrofilos y
monocitos como también otras células inmunes productoras de IL-17, induce la
produccion de péptidos antimicrobianos (como B-defensinas y catelicidinas) por células
epiteliales, incrementa la induccidon de metaloproteasas que favorecen el reclutamiento de
células inmunes a través de la matriz extracelular, estimula la produccion de
ciclooxigenasa 2 (COX-2) que produce prostaglandina E2 (PGE2) y favorece la
vasodilatacion e induce la expresion de G-CSF y GM-CSF que median la expansion y
supervivencia de células polimorfonucleares (van der Berg 2013, Amatya 2017, Veldhoen
2017). Ademas, IL-17 puede actuar, de forma aditiva o en sinergia, con otras citoquinas
pro-inflamatorias como TNF o IL-22 y potenciar la respuesta en el tejido (van der Berg
2013).

En modelos experimentales en ratones, como también en humanos, se ha reportado que
las deficiencias en el eje IL-17/IL-17R estan relacionadas con una alta susceptibilidad a
infecciones bacterianas y fungicas (Hirota 2012). A su vez, pacientes con fallas en las vias
de sefializacion de receptores de reconocimiento de patogenos que inducen Thl7
presentan una mayor susceptibilidad a infecciones por dermatofitos y Candida sp., 1o cual
sugiere un rol no redundante de la respuesta mediada por IL-17 en las infecciones

fungicas mucocutaneas (Lanternier 2013, Gladiator 2013).
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Sin embargo, todavia no se ha estudiado particularmente la funcién de la respuesta
mediada por IL-17 en las infecciones de la piel por dermatofitos y no hay evidencias
experimentales directas de su participacion en la proteccion frente a estos hongos (Heinen
2017).

4. Respuesta inmune frente a los dermatofitos

Cuando un dermatofito toma contacto con el tejido cutaneo, hay mecanismos
antimicrobianos no inmunoldgicos que actiian tempranamente como los acidos grasos del
sebo o la presencia de transferrina, péptidos antimicrobianos o microflora que interfieren
en el crecimiento del hongo (Brasch 2010). Concomitantemente, se activan mecanismos
inmunologicos innatos frente a los dermatofitos: los queratinocitos aumentan la expresion
de los péptidos antimicrobianos (como P-defensina 2 o RNAsa 7), incrementan la
proliferacion celular para inducir la descamacion del tejido y la eliminacion del hongo, y
producen citoquinas pro-inflamatorias (como IL-8) y quimiocinas que son quimiotacticas
de neutrofilos y macrofagos (Brasch 2010). Estudios in vitro demuestran que neutréfilos
humanos se unen a las conidias y a las hifas de dermatofitos y disminuyen la viabilidad
del hongo por fagocitosis, derivados toxicos del oxigeno o formacion de trampas
extracelulares (Calderon 1987, Calderon 1987a, Heddergott 2012). Ademas, Cambier et
al. demostrd que neutrofilos felinos aumentan el ARN mensajero de TLR-2 y TLR-4 y
producen citoquinas como TNF, IL-1 e IL-8 frente al estimulo con artroconidias vivas
de M. canis (Cambier 2013). Por lo tanto, los neutrofilos estarian involucrados en la
eliminacion del hongo como también en el reclutamiento de otras células inmunes al
tejido (Cambier 2013, Cambier 2017). Todos estos mecanismos innatos en el tejido llevan
a un estado altamente pro-inflamatorio con dafio en la barrera epidérmica e infiltracion
de las células fagociticas (Almeida 2008, Mignon 2008, Brasch 2009).

En cuanto a la respuesta inmune adaptativa, se conoce que la inmunidad mediada por
células T es necesaria para la recuperacion clinica y la proteccion en la dermatofitosis
humana y en modelos experimentales en cobayos y ratones (Rasmussen 1978, Hay 1983,
Koga 2005, Jensen 2007, Vermout 2008, Brasch 2009, Fritz 2012, Cambier 2014).
Pacientes con defectos en la respuesta mediada por linfocitos T CD4", tales como los
pacientes con VIH/SIDA o con leucemias, son muy susceptibles a las dermatofitosis
presentando infecciones cutdneas diseminadas y/o recurrentes (Gupta 2000, Johnson

2000, Smith 2001, Nnoruka 2007, Sawada 2012). En un modelo de dermatofitosis
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experimental en ratones con el patdgeno murino Trichophyton quinckeanum, se reportd
la induccion de una respuesta antigeno-especifica de linfocitos T CD4" durante la
infeccion. Estos linfocitos, al ser transferidos adoptivamente a un ratéon irradiado,
generaban proteccion frente a la infeccion primaria o frente a una reinfeccion (Hay 1983,
Calderon 1984, Hay 2017). Ademas, en lesiones en humanos se demostro la presencia de
linfocitos T CD4" y T CD8" que infiltran la piel en proximidad a la lesion dermatofitica
(Brasch 1993, Koga 2001). Coincidentemente, se detectaron células productoras de IFN-
v en lesiones de tinea corporis y produccion de esta citoquina en células mononucleares
de sangre periférica de pacientes con dermatofitosis, luego de un estimulo antigeno-
especifico (Koga 1993, Koga 2001, Koga 2001a, Bressani 2013). Estas evidencias
sugerian que la respuesta adaptativa de tipo T helper 1 (Thl) es importante para la
resolucion de la dermatofitosis (Brasch 2009, Hay 2016). Sin embargo, es importante
destacar que la mayoria de los estudios de la respuesta inmune en dermatofitosis han sido
realizados previo al descubrimiento de la respuesta T helper 17 (Th17) (Veldhoen 2017).
En un trabajo reciente, se ha descripto una sobre-expresion de ARNm de IL-1f, IL-6 y
TGF-B en lesiones de piel en un modelo de dermatofitosis murina con los dermatofitos
Arthroderma benhamiae y Arthroderma vanbreuseghemii, lo cual sugiere una posible
induccion de un perfil Th17 (Cambier 2014). Sin embargo, hasta ahora no se ha
demostrado cudl es el perfil de inmunidad adaptativa antigeno-especifica (Thl, Thl7,
Th2, etc.) que predomina en las dermatofitosis y no hay estudios que demuestren
directamente la funcion de la respuesta dependiente de IL-17 en estas infecciones (Heinen
2017). Por otra parte, algunos estudios sugieren que las células dendriticas epidérmicas,
las células de Langerhans, inducen la inmunidad celular anti-dermatofitica (Braathen
1983) y se acumulan en la zona de infeccion, lo cual se podria relacionar con su funcion
como célula presentadora de antigenos (Szepes 1993, Brasch 1993, Koga 2005).

Por lo tanto, es necesario profundizar en el conocimiento de los mecanismos precisos de

la respuesta inmune innata y adaptativa durante las dermatofitosis.
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Capitulo 2: Objetivos




El objetivo general de esta tesis fue caracterizar la respuesta inmune protectora en la
dermatofitosis experimental por Microsporum canis y evaluar la funcion de las células de

Langerhans en la induccion de la inmunidad antifiingica.

Los objetivos especificos son:
- Objetivo especifico I: Estudiar los efectos de las hifas de M. canis en la activacion
y maduraciéon de las células de Langerhans y la induccion de la respuesta

adaptativa frente a M. canis.

- Objetivo especifico II: Desarrollar un modelo de infeccion cutanea con M. canis

en ratones C57BL/6 y caracterizar la respuesta inmune celular antifungica.

- Objetivo especifico I1I: Determinar el rol in vivo de las células de Langerhans en

la respuesta adaptativa frente a M. canis.
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Capitulo 3: Materiales y métodos




3.1. Reactivos.

Los cultivos celulares fueron realizados en medio RPMI 1640 suplementado con suero
fetal bovino (SFB), L-glutamina, Gentamicina, PenStrep®, buffer HEPES, Piruvato de
sodio y Soluciéon de Aminoacidos No Esenciales (MEM-NEAA) (obtenidos de Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos) y 2-mercaptoetanol, obtenido de Merck (Alemania).
Para la estimulacion celular inespecifica en cultivo se utilizo PMA e lonomicina (Sigma-
Aldrich, Alemania). Para la deteccion de citoquinas intracelulares se utilizo GolgiPlug®
(Brefeldina A) de BD Biosciences (Estados Unidos).

Para experimentos con citometria de flujo se utilizaron los anticuerpos superficiales anti-
FcR (anti-mouse CD16/CD32, Fc Block®), anti-CD3, anti-CD4, anti-CDS8, anti-Ly6G,
anti-CD11b, anti-Gr-1, anti-IA/IE, anti-CD45, anti-CD40, anti-CD80, anti-CD86
marcados con diferentes fluorocromos (BD). Los anticuerpos para deteccion de
citoquinas intracelulares anti-IL17A y anti-IFN-y fueron obtenidos de BD Biosciences
(Estados Unidos) y de EBioscience (Estados Unidos). Para la fijacion y permeabilizacion
de las células se utilizo6 Cytofix/Cytoperm y Perm Wash (BD Biosciences). En los
experimentos de medicion de especies reactivas del oxigeno en epidermis, se utilizd una
sonda fluorescente de 2'-, 7'-diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA) (Fujita 2014),
obtenida de Sigma-Aldrich (Alemania).

Los kits para la deteccion de citoquinas por ELISA de IL-12p70, IL-6, IL-10, TNF e IFN-
vy fueron adquiridos de BD Biosciences (Estados Unidos) y para la deteccion de IL-17AF
e IL-23 de EBioscience (Estados Unidos).

Las enzimas para el procesamiento de piel, Dispasa Il y Colagenasa D fueron obtenidas
de Roche (Suiza), Tripsina fue obtenida de Sigma-Aldrich (Alemania), EDTA fue
obtenido de Cicarelli (Argentina).

Para la purificacion de las células de Langerhans, Epidermal Langerhans Cells Microbead

kit fue adquirido de Miltenyi Biotec (Alemania).

3.2. Medios de cultivo.

En todos los cultivos celulares, salvo que se indique, se utiliz6 RPMI completo (RPMIc).
El mismo estd compuesto por RPMI 1640, suero fetal bovino (10%), L-glutamina (2
mM), buffer HEPES (25mM), Piruvato de sodio (10uM) y Soluciéon de Aminoacidos No
Esenciales (MEM-NEAA, 100 uM), 2-mercaptoetanol (50 uM), Gentamicina y PenStrep
(50 pg/ml).
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3.3. Cepa flingica, condiciones de cultivo y preparacion de indculo para la infeccion.
La cepa clinica de Microsporum canis (M. canis, UNCMc01, Universidad Nacional de
Cordoba) fue originalmente aislada de un paciente con tinea capitis (Chiapello 2011) y
mantenida en agar Sabouraud glucosado (Britannia, Argentina), con o sin cicloheximida.
Con el fin de que el hongo sea metabdlicamente activo, las suspensiones de M. canis se
han utilizado dentro de los 15 dias de cultivo obtenido mediante sucesivos repiques,

cultivos del cepario en agua o retrocultivos provenientes de animales infectados.

3.4. Estandarizacion del inéculo de M. canis.

Teniendo en cuenta que los dermatofitos son hongos filamentosos, lo cual hace dificil la
cuantificacion de las estructuras fungicas y, por lo tanto, el establecimiento de una
concentracion de indculo reproducible, fue necesario estandarizar la cantidad de hongo
para utilizar en los ensayos in vitro y para el modelo de infeccidon epicutanea.

La concentracion de una suspension de un hongo filamentoso puede determinarse como
peso de micelio por volumen en una suspension y/o por medida de la turbidez como
densidad optica (DO) a 450 nm, entre otras (Pujol 1996). En este sentido, diferentes
concentraciones deben tener diferencias en la turbidez. Al inicio de esta tesis, las
preparaciones de hifas de M. canis se realizaron a partir del cultivo de la cepa UNCMcO01
en RPMI 1640 en agitacion a 28°C durante 5 dias. Posteriormente, los micelios fueron
lavados con agua estéril y se liofiliz6 el hongo para poder pesarlo y generar suspensiones
de diferentes concentraciones (peso de micelio/volumen de solucion fisioldgica). Sin
embargo, las suspensiones obtenidas no fueron homogéneas y, como se detalla en la Tabla
1, las diferentes concentraciones (de acuerdo con la relacion peso/volumen) no
presentaron diferencias en la turbidez medida como densidad oOptica a 450 nm. Se
concluyd que la re-suspension de hifas luego de la liofilizacion, no es un buen método

para preparar las suspensiones de M. canis.
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Microsporum canis

Concentracion DO DO promedio SD

1 mg/ml 0,068 0,073333333 0,006
0,072
0,08

10 mg/ml 0,061 0,064333333 0,008
0,059
0,073

50 mg/ml 0,063 0,072 0,012
0,085
0,068

100 mg/ml 0.082

0,075 0,075 0,077
0,075

Tabla 1. Densidades Opticas medidas a 450 nm de soluciones de UNCMcO1 a diferente
concentracion determinadas por la relacion peso de micelio/volumen: 1 mg/ml, 10 mg/ml, 50

mg/ml y 100 mg/ml.

Por lo tanto, se estandarizaron las suspensiones de hongo partiendo de una suspension de
DO 0,2 y realizando diluciones 1/10 y 1/100. Como se observa en la Figura 7a, las
diferentes diluciones se correlacionaron con la DO a 450 nm y, a su vez, la DO se
correlacion6 con la produccion de unidades formadoras de colonias (UFC) (Figura 7b y
¢). Considerando estos resultados, se decidio utilizar la DO como medida de
concentracion de la suspension fungica. La Figura 7¢ muestra que la DO 0,08 (dilucion
1:10) produjo 4.280+21 UFC/ml, luego del cultivo en placas de agar Sabouraud, y no
alter¢ la viabilidad de las células XS106 luego de 48 hs. de cultivo (Figura 7d).
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Figura 7. (a) Absorbancia de suspensiones de M. canis a diferentes diluciones. (b) Unidades
formadoras de colonia (UFC) en agar Sabouraud de 1 ml de suspension de M. canis en diferentes
diluciones. (c) Correlacion de la densidad dptica con la generacion de UFC. (d) Viabilidad medida
con el ensayo de MTT en células XS106 sin estimulo (S/E) o cultivadas con M. canis (DO 0,08)
por 48 hs.

De acuerdo con estos resultados, la preparacion del inoculo fungico se estandarizo de la
siguiente manera:

Para la preparacion de la suspension de M. canis, la cepa UNCMcO1 fue obtenida luego
de cultivos de 10-15 dias en picos de flauta de agar Sabouraud con cicloheximida. Se
colocaron 3 a 4 ml de solucion fisiologica en el tubo de pico de flauta y la superficie del
micelio se raspd con un ansa, posteriormente la suspension del hongo fue filtrada por una
malla metélica. La concentracion fue determinada por densidad 6ptica (DO) a 450 nm en
espectrofotometro y por unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml) con
ensayos de dilucion en placa.

Para los experimentos in vitro, se utiliz0 una suspension con una DO=0,08
(aproximadamente 4000 UFC/ml) mientras que para los experimentos in vivo, se utilizd

una suspension de M. canis con una DO=0,2 (aproximadamente 11.100 UFC/ml). Para
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generar la suspension de HKMc (heat-killed Microsporum canis, M. canis muerto por
calor) utilizada como estimulo antigeno-especifico en los cultivos celulares, la suspension

de DO=0,08 fue incubada por 1 hora a 60°C y utilizada en el momento.

3.5. Animales.

Las cepas C57BL/6 y BALB/c fueron compradas a la Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional de La Plata, Argentina. Las cepas modificadas genéticamente
tienen un background C57BL/6 y han sido amablemente provistas por diferentes
investigadores. La cepa ILI7RA” por Amgen Inc. (MTA N° 2015647778, Estados
Unidos), la cepa IL17AF” por el Dr. Prinz (Hannover Medical School, Alemania) y la
cepa Lang-EGFPDTR por el Dr. Malissen (INSERM, Francia). Todas las cepas han sido
mantenidas en el Bioterio de la CIBICI-CONICET de la Facultad de Ciencias Quimicas,
Universidad Nacional de Cordoba, bajo las guias de Cuidado y Uso de Animales
Experimentales publicada por el Consejo Canadiense de Cuidados Animales (A5802-01).
A su vez, todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica
de Protocolos Experimentales en el uso de animales en los proyectos cientificos (Res.

908/2015) y realizados dentro de las instalaciones del Bioterio.

3.6. Lineas celulares.

Las lineas celulares XS106 y NS47 fueron provistas por el Dr. Takashima (University of
Toledo, Ohio, Estados Unidos). La linea celular J558-GM-CSF fue provista por la Dra.
Cervi (Universidad Nacional de Cérdoba).

Las células XS106 son una linea celular de células dendriticas establecida de la epidermis
de ratones A/J. Poseen un fenotipo maduro caracterizado por Ia*, CD80", CD86" y
exhiben una capacidad para activar inmunoldgicamente células T virgenes en una
reaccion linfocitaria alogénica mixta. Esta linea celular es fenotipicamente (MCH-
II"/CD45"/CD16*/E-cadherina”/CD207") y funcionalmente similar a las células de
Langerhans murinas (Timares 1998, Takashima 2001). Las células NS47 son una linea
celular de estroma, establecida de la epidermis de ratones BALB/c recién nacidos, que se
utiliza para generar el sobrenadante NS47 como suplemento del medio para cultivar las
células XS106. Las células NS47 se cultivaron en RPMIc y las células XS106 en RPMIc
suplementado con el sobrenadante de la linea celular NS47 (5%) y GM-CSF (10%). GM-
CSF fue obtenido del sobrenadante de cultivos de células J558-GM-CSF.
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3.7. Viabilidad celular.

Para medir la viabilidad celular se utiliz6 la prueba de reduccion del metil-tiazol-
tetrazolio (MTT) que se basa en la capacidad de las deshidrogenasas succinicas
mitocondriales de las células vivas para reducir el metiltiazoltetrazolio a formazan
(Mossman 1983). Brevemente, al cultivo de células en una placa de 96 pocillos de fondo
plano se agrega una solucion 5 mg/ml de MTT (Sigma) en RPMI 1640 al 5% y se deja
incubar por 4 horas en estufa de cultivo a 37°C y 5% CO». Pasado el tiempo de
incubacion, se agrega dimetilsulfoxido (DMSO) a los pocillos para re-suspender los
cristales de formazan y se detecta en espectrofotometro a 595 nm. La densidad optica

correspondiente a las células en RPMIc fue considerada como el 100% de viabilidad.

3.8. Cultivos de células XS106 con M. canis.

Las células XS106 (2x10%/ml) fueron estimuladas por 24 o 48 h con hifas de M. canis (50
ul/ml de la suspension DO 0,08) o con LPS (1 pg/ml) en ausencia o presencia de
polimixina B (10 pg/ml). La expresion de CD207 (langerina), CD80, CD40 y MHC-II se
detectd por citometria de flujo a las 24 h de cultivo y las citoquinas (IL-6, IL-12, IL-10,
IL-23, TNF, IL-4 y TGF-B) se cuantificaron por ELISA de sobrenadantes de cultivo de
48 hs.

3.9. Co-cultivo de células XS106 con células mononucleares de bazo de ratones
alogénicos.

Las células XS106 (2x10°/ml) fueron estimuladas con M. canis o HKMc (50 pl/ml) o en
medio solo por 24 horas, se lavaron con PBS 1X y se incubaron con mitomicina C por 30
minutos para inhibir la proliferacion celular. Luego de dos lavados con RPM]I, las células
XS106 fueron co-cultivadas con células mononucleares de bazo (2x10%/ml) de ratones
BALB/c. Como controles, se cultivaron células mononucleares de bazo sin estimulo o en
presencia de anti-CD3. A los 5 dias, la proliferacion celular de las células mononucleares
de bazo fue medida por incorporacion de timidina tritiada y determinacion de cuentas por
minuto (cpm) en contador de centelleo. La produccion de citoquinas por las células

mononucleares de bazo se cuantifico en sobrenadantes de cultivo por ELISA de captura.

3.10. Explantes de epidermis de orejas de ratones.
Las orejas de ratones C57BL/6 de 8 a 10 semanas de edad se obtuvieron por incision recta
en la base de cada oreja. Luego de la desinfeccion con etanol 70%, se colocaron en PBS
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para hidratarlas. Posteriormente, se separo la piel de la cara dorsal de la oreja del cartilago
y se coloco en placas de 24 pocillos con una solucidon de Dispasa II (Roche) en RPMI
1640 (2 U/ml) con el lado dérmico hacia abajo para separar la epidermis de la dermis.
Luego del tiempo de incubacion (durante la noche, a 4°C y con agitacion leve), se separd

la hoja o explante de epidermis completa con pinzas.

3.11. Obtencion de células epidérmicas totales (CEpT) de orejas.

Los explantes de epidermis de ratones C57BL/6, obtenidos posterior al tratamiento con
Dispasa 11, fueron disgregados con tijera y colocados en una solucion de Colagenasa D
(1 mg/ml en RPMI 1640) por 2 horas a 37°C. Posteriormente, se filtr6 a través de nylon
para formar una suspension homogénea de células. Las células epidérmicas totales
(CEpT) fueron cultivadas en RPMIc en ausencia o presencia de M. canis (50 pl, DO 0,08)
por 24 horas. La expresion en superficie de MHC-II y CD40 fue medida por citometria
de flujo.

3.12. Obtencion de células epidérmicas migrantes (CEpM) de orejas.

Los explantes de epidermis de ratones C57BL/6, obtenidos por el tratamiento con Dispasa
I, se cultivaron en placas de 48 pocillos en RPMIc con el agregado de 50 pl/pocillo de
solucion fisiologica (sin estimulo), suspension de M. canis de DO 0,08 (Mc,
aproximadamente 4000 UFC/ml) o suspension de HKMc por 24 hs. Posteriormente, los
explantes se lavaron con PBS 1X y se colocaron en una placa de 48 pocillos con RPMIc
por 48 hs para la migracion de las células desde el explante al medio de cultivo. Luego
del tiempo de cultivo, las células epidérmicas migrantes (CEpM) se recogieron (2000
rpm, 5 min) y se re-suspendieron en RPMIc para conteo celular. La viabilidad celular fue
evaluada con el ensayo de MTT.

La expresion en superficie de MHC-I1 y CD40 de las CEpM fue medida por citometria
de flujo. En otros experimentos, 4 hs antes de finalizar el cultivo, se realizd una re-
estimulacion con PMA/Ionomicina/GolgiPlug® y posterior marcacion con MHC-II y

marcacion para citoquinas intracelulares como anti-IL-6.

3.13. Purificacion de células de Langerhans.
Las células migrantes de la piel contienen aproximadamente un 8% de células de
Langerhans, por lo que estas células se pueden purificar por cell sorting o por perlas

inmunomagnéticas a partir de suspensiones de células epidérmicas (Stoitzner 2010). Para
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la purificacion por cell sorting, se utilizo el anticuerpo anti IA/IE (BD Biosciences,
Estados Unidos). Para la purificacién por perlas inmunomagnéticas se utilizo el kit de
Epidermal Langerhans Cells Microbead kit (Miltenyi Biotec, Alemania) y se siguieron

las instrucciones del protocolo del fabricante.

3.14. Co-cultivo de células de Langerhans con células mononucleares de bazo de
ratones alogénicos.

Las LC se purificaron con perlas inmunomagnéticas a partir de explantes de epidermis de
ratones C57BL/6 incubados por 48h con M. canis (Mc), HKMc o con solucion fisiologica
(1as cuales se denominaron LC “pre-activadas”). Posteriormente, las LC purificadas “pre-
activadas” fueron co-cultivadas con células mononucleares de bazo obtenidas de ratones
BALB/c. Brevemente, se extrajo el bazo de ratones BALB/c y se homogeneizaron en una
malla metalica. Previo lavado (2000 rpm, 5 minutos), los esplenocitos se cultivaron en
una placa de cultivo de 10 cm de didmetro con RPMIc por 4 horas para la adherencia de
linfocitos B, macrofagos y células dendriticas. Las células mononucleares (no adherentes)
fueron separadas y cultivadas (3x10° células) en placas de 96 pocillos de fondo en “u”,
en presencia de las LC (1x10%) purificadas “pre-activadas” (como se describe mas arriba),
en presencia de anti-CD3 (1 mg/ml) como control de estimulacion de linfocitos T (datos
no mostrados) o en medio solo (sin estimulo). A los 5 dias, la proliferacion celular de las
células mononucleares de bazo fue medida por incorporacion de timidina tritiada y
determinacion de cuentas por minuto (cpm) en contador de centelleo. La produccion de
citoquinas de los sobrenadantes del co-cultivo de LC con células mononucleares de bazo

se cuantificd por ELISA de captura.

3.15. Modelo de infeccion epicutanea con M. canis.

Para el disefio y estandarizacion del modelo de dermatofitosis por M. canis se
consideraron procedimientos previamente descriptos en modelos de infeccion en ratones
(Hay 1983) y de vacunacion epicutanea en humanos (Toke 2014). Se utilizaron 6 a 8
ratones machos de 8-10 semanas de vida como grupos control (no infectados) o
infectados.

Los grupos de animales se anestesiaron con inyeccion intraperitoneal de
Ketamina/Xilazina (100/10 pg/kg por peso), se removid el pelo del lomo con una
afeitadora eléctrica y posterior depilacion con crema depilatoria (Monegar). Sobre el drea

depilada, se rasp6 suavemente con una esponja de fibra (50 veces) para remover el estrato

29



corneo (Toke 2014), se desinfecto con etanol 70% y, luego de su evaporacion, se aplicaron
sobre la piel 200 pl de solucion fisiologica estéril (grupo control) o 200 pl de suspension
de M. canis (DO 0,2). Posteriormente, se colocd un parche estéril (Tegaderm, 3M) que
permite asegurar el contacto de la piel con el hongo. Este parche es permeable y no
produce oclusion de la zona tratada.

Los ratones han sido infectados dentro de las salas de infeccion del Bioterio de CIBICI-
CONICET y han sido mantenidos en salas de infeccion o en rack auto-aislantes en
condiciones normales durante distintos periodos de tiempo (4, 8, 18 y 45 dias) durante

los cuales fueron monitoreados regularmente.

3.16. Diagndstico micologico.

Para determinar la efectividad de la infeccion, se realiz6 un diagndstico micoldgico
basado en criterios clinicos, examen directo de muestras de piel con KOH (40%) y
aislamiento del hongo en agar Sabouraud luego de los diferentes tiempos post-infeccion.
También se corrobor6 la infeccion por andlisis histopatoldgico de cortes de secciones de
piel con tincion con acido periddico de Schiff (PAS) y hematoxilina y tincidon con eosina
y hematoxilina. A su vez, se cuantifico la carga flingica a través de la determinacion de la
concentracion de ergosterol (componente principal de la pared celular fungica) en piel
por HPLC (Young 1995, Taniwaki 2006) y por cuantificacion de unidades formadoras de

colonias en la epidermis.

3.17. Cuantificacion de M. canis en tejidos.

Para poder cuantificar M. canis en la piel por deteccion de ergosterol (componente
principal de la pared celular de los hongos) se adaptd y estandarizo una técnica para la
extraccion orgéanica del ergosterol de la piel de ratones infectados y luego se midié su
concentracion por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) frente a un testigo de
ergosterol (Young 1995, Taniwaki 2006). Los valores obtenidos fueron referidos como
carga fungica y expresados como microgramos (pg) de ergosterol por gramo (g) de piel.
Para poder cuantificar M. canis en la piel por el recuento de unidades formadoras de
colonias (UFC), luego de diferentes dias post-infeccion, se extrajo la piel del lomo de
cada animal. Las pieles fueron pesadas e incubadas con tripsina/EDTA (como se describe
posteriormente) para la obtencion de las células epidérmicas. Posteriormente, 100 ul de
la suspension celular fueron sembrados en placas de agar Sabouraud con cicloheximida.

Al dia 7 del cultivo, se cuantificaron las unidades formadoras de colonias y los valores
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obtenidos fueron referidos como carga fungica y expresados como unidades formadoras

de colonias (UFC) por gramo (g) de piel.

3.18. Diseminacion fungica a tejidos.

Para estudiar si luego de la infeccion epicutanea M. canis invade la dermis o se disemina
a organos profundos, se realizaron cultivos en picos de flauta en agar Sabouraud con y
sin cicloheximida de homogenatos de ganglios linfaticos drenantes de piel, bazo, higado,
rinon y cerebro. También se analizaron cortes histologicos de piel del lomo con tincion

de PAS/Hematoxilina para observar la presencia del hongo en dermis.

3.19. Obtencion y cultivo de células epidérmicas de piel del lomo.

Con el proposito de caracterizar el infiltrado inflamatorio en la piel, la produccion de
citoquinas por las células epidérmicas y la carga fangica por UFC (como se describe
anteriormente) durante la infeccion, se extrajeron las secciones de piel del lomo (area
depilada) de ratones de los grupos control e infectado. Para obtener la suspension de
células epidérmicas, la piel del lomo se incubo en tripsina/EDTA (0,2/0,075%
gramos/volumen en RPMI 1640) con la dermis hacia abajo por 2 horas a 37°C o durante
la noche a 4°C. Luego de la incubacion, se raspd la capa de epidermis y las células y
colgajos obtenidos se procesaron con una malla metélica y posterior filtraciéon con un
filtro de 100 pm para obtener una suspension celular homogénea. Las células epidérmicas
se re-suspendieron en RPMIc para el conteo celular. Para los cultivos, las células
epidérmicas fueron cultivadas en placas de 96 pocillos con fondo en “u” (1x10°
cél/pocillo/200 pul RPMIc). En los experimentos para medicion de produccion de
citoquinas en sobrenadante, las células epidérmicas fueron estimuladas con PMA por 5
horas en estufa de cultivo a 37°C y 5% COz o, alternativamente, con
PMA/Ionomicina/Golgi Plug® por 5 horas en estufa de cultivo a 37°C y 5% CO; para
medicion de producciéon de citoquinas intracelulares o caracterizacion celular por
citometria de flujo. En los experimentos de medicion de especies reactivas del oxigeno,
células epidérmicas frescas fueron incubadas con los anticuerpos anti-CD11b y anti-Ly6G
junto con la sonda de diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA). Luego de media hora, se
analizo por citometria de flujo el porcentaje de expresion de diclorofluorescina (DCF),

cuya fluorescencia se mide a 525 nm.
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3.20. Cultivos celulares de células de ganglios linfaticos drenantes de piel.

Se extrajeron los ganglios linfaticos inguinales, drenantes de piel del lomo, en los dias 4,
8, 18 y 45 post-infeccion de ratones del grupo control y del grupo infectado. Los ganglios
linfaticos se procesaron en una malla metalica con RPMIc, las células obtenidas se
lavaron (2000 rpm, 5 min) y se re-suspendieron en RPMIc para obtener suspensiones
celulares homogéneas. Luego del conteo celular, las células de ganglios linfaticos
drenantes de piel de cada animal se cultivaron en placas de 96 pocillos con fondo en “u”
(3x10° cé1/190 pl RPMIc/pocillo) y se agregaron 10 ul de solucion fisiologica estéril (sin
estimulo) o 10 pul de HKMc DO 0,08 (estimulo especifico). Los cultivos se dejaron en
estufa de cultivo a 37°C y 5% CO; por 48 o 72 hs. Para la deteccidon de citoquinas en
sobrenadante, se recolectaron los sobrenadantes haciendo un pool de células de un mismo
animal para cada condicion. Para experimentos de citometria de flujo, 4 horas antes de
finalizado el cultivo con antigeno especifico, se realiz6é un pool de las células drenantes
de nédulos linfaticos de piel del grupo control y del grupo infectado para cada condicion
(no estimulados — estimulacion antigeno-especifica) y se re-estimularon con

PMA/Ionomicina/GolgiPlug® (1x10° cél/200 pL/pocillo).

3.21. Extraccion de ARN mensajero de epidermis y analisis.

El ARN mensajero se extrajo a partir de suspensiones de células epidérmicas de piel de
lomo de ratones C57BL/6 (WT) e IL-17RA KO utilizando el kit RNeasy mini Kit
(Qiagen, Alemania). Posteriormente, el ADN copia se generd utilizando la enzima
Superscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen, Estados Unidos) y la PCR cuantitativa
fue realizada utilizando SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Estados
Unidos) en el termociclador Step One Plus (Applied Biosystems, Estados Unidos). Se
utilizo el siguiente protocolo: 95°C por 5 minutos seguido de 40 ciclos de 95°C por 15
segundos, 60°C por y 95°C por 15 segundos. Los primers fueron obtenidos de

PrimerBank.

3.22. Bloqueo sistémico de IFN-y en ratones infectados con M. canis.

Ratones C57BL/6 (WT) e IL-17RA KO infectados con M. canis fueron inyectados via
intraperitoneal con un anticuerpo monoclonal anti-IFN-y (R4-6A2, Thermo Scientific) o
control de isotipo (Rat/IgG1) en los dias 3 y 6 post-infeccion. Cada inyeccion fue de 50
pg/animal, con una cantidad total de 100 pg/animal. Luego de 8 dias post-infeccion, los

animales fueron sacrificados y se analiz6 el infiltrado inflamatorio de la epidermis por
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citometria de flujo (marcacion superficial con anticuerpos anti-CD11b y anti-Ly6G para

identificacion de neutréfilos) y la produccion de citoquinas en sobrenadante por ELISA.

3.23. Deplecion de células de Langerhans in vivo en ratones Lang-EGFPDTR.

La cepa de ratones Lang-EGPFDTR es una cepa C57BL/6 que ha sido modificada
genéticamente para que co-exprese, bajo el promotor de Langerina, el receptor de toxina
diftérica humana (DTR) y la proteina verde fluorescente (EGFP) (Kissenpfennig 2005,
Kaplan 2008). Por lo tanto, con la inyeccion de toxina diftérica (DT), estos ratones son
un modelo de deplecion condicional de las células que expresan langerina (dentro de las
cuales se encuentran las células de Langerhans). La deplecion fue confirmada por
microscopia de fluorescencia en un microscopio Leica, aprovechando la caracteristica
que las células langerina positivas expresan EGFP. Por lo tanto, en criosecciones de orejas
de ratones Lang-EGFPDTR inyectados via intraperitoneal con solucion fisiologica o con
DT, se observo la presencia de células EGFP positivas en la epidermis (Capitulo 4:
Resultados, Seccion 4.3.).

En los experimentos de infeccion de ratones Lang-EGFPDTR, cada grupo control o
infectado se compuso por 6 a 8§ ratones machos Lang-EGPDTR de 8-10 semanas de vida.
Un dia previo a la infeccion, se inyectaron 500 ng de toxina diftérica (Merck Millipore,
Alemania) via intraperitoneal. Al dia siguiente, los ratones fueron infectados con M.
canis. A los 8 dias post-infeccion, se extrajeron la epidermis y las células de ganglios

linfaticos drenantes de piel, seglin la descripcion previa.

3.24. Analisis estadistico.

Se utilizaron grupos de 6 a 8 animales. Los experimentos fueron repetidos 2 a 3 veces. El
andlisis estadistico fue realizado con prueba t de Student, ANOVA de una via 0o ANOVA
de dos vias, dependiendo de la cantidad de variables de cada disefio experimental. Valores
de probabilidad mayores al 95% (p<0,05) fueron considerados estadisticamente

significativos. Los resultados son expresados como media + ESM.

33



Capitulo 4: Resultados




4.1. Objetivo especifico I: Estudiar los efectos de las hifas de M. canis en
la activacion y maduracion de las células de Langerhans y la induccion

de la respuesta adaptativa frente a M. canis.

Las células de Langerhans son células dendriticas exclusivamente localizadas en la
epidermis, la cual es la zona de la piel donde invaden los dermatofitos. Para estudiar el
efecto de la interaccion entre M. canis y las células de Langerhans, se utilizo la linea
celular XS106, derivada de epidermis murina y con caracteristicas fenotipicas y

funcionales similares a las células de Langerhans (Timares 1998, Takashima 2001).

4.1.1. M. canis activa a las células XS106 y promueve la diferenciacion Thl7 en
linfocitos alogénicos.

En primera instancia, se caracterizo la expresion de moléculas de superficie en las células
XS106 frente al estimulo con M. canis. En la Figura 8a, se observa que, luego de 24 hs
de incubacioén con M. canis (DO 0,08), las células XS106 aumentaron la expresion de
MHC-II y de las moléculas co-estimulatorias CD80 (IFM) y CD40 (porcentaje de
expresion) de forma significativa, con respecto a las células XS106 en medio solo.
También se determinaron las citoquinas producidas en el sobrenadante de los cultivos y
se observo que las células XS106 presentan un aumento significativo en la produccion de
IL-23, TNF, IL-10 e IL-6, respecto a las células XS106 en medio solo (Figura 8b).

Para determinar si las células XS106 podian inducir un perfil de diferenciacion en los
linfocitos T virgenes, se realizaron cultivos alogénicos de las células XS106, pre-
incubadas con M. canis, junto con células mononucleares de bazo de ratones C57BL/6.
Luego de 5 dias de co-cultivo, se determind que las células XS106 pre-activadas con M.
canis inducen la proliferacion de las células mononucleares de bazo alogénicas (Figura
8¢) y, particularmente, estimulan un incremento en la produccion de IL-17AF y una
disminucién en la produccion de IL-10, respecto los esplenocitos alogénicos cultivados
con las células XS106 pre-incubadas en medio solo (control; p<0,05 y p<0,01,

respectivamente) (Figura 8d).
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Figura 8. (a) Porcentaje de expresion de MHC-I1 (*p<0,05) y CD40 (*p<0,02) e intensidad de
fluorescencia media (IFM) de CD80 (***p<0,001) y (b) citoguinas en sobrenadante de cultivos
de células XS106 sin estimulo (S/E) o estimuladas con M. canis (DO 0,08) por 24 hs, *p<0,04,

**p<0,002. (c) Proliferacién celular por incorporacion de timidina tritiada de células
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mononucleares de bazo (Li, ratones C57BL/6) en medio solo o luego de co-cultivo (4 dias) con
células XS106 sin estimulo (XS106) o estimuladas con M. canis (XS106-Mc) por 24 hs,
***n<0,0001. (d) Citoguinas medidas en sobrenadante de co-cultivos de 4 dias de células
mononucleares de bazo con células XS106 sin estimulo (XS106) o estimuladas con M. canis
(XS106-Mc), *p<0,04, **p<0,01.

Estos resultados demuestran que M. canis activa a las células XS106 y éstas pueden

inducir un perfil Th17 en linfocitos alogénicos.

4.1.2. M. canis activa a las células de Langerhans en el contexto de la epidermis y
genera un ambiente pro-inflamatorio en la piel.

Aunque la linea celular XS106 es fenotipicamente similar a las células de Langerhans
(Timares 1998, Takashima 2001), la funcidén de estas células dendriticas se encuentra
intimamente relacionada con la estructura que forman dentro de la epidermis. Por lo tanto,
se investigo el efecto de M. canis sobre la activacion de las células de Langerhans en
cultivos de explantes de epidermis de orejas de ratones C57BL/6.

En primera instancia, se estandarizaron diferentes técnicas para obtener las células de
Langerhans a partir de la piel. Se utilizé una suspension de células totales de epidermis
(CEpT) y también la obtencion de células de Langerhans a partir de la migracion desde
la epidermis hacia el medio de cultivo (Células epidérmicas migrantes, CEpM), técnica
que reproduce la migracion desde el tejido hacia los ganglios linfaticos drenantes
(Stoitzner 2010). En el caso de las CEpT, la suspension celular se obtuvo por tratamiento
de la hoja de epidermis con Dispasa Il y, posteriormente, Colagenasa D (como se describe
en Capitulo 3: Materiales y Métodos). Luego de este procedimiento, se obtuvo un
2,240,3% de células de Langerhans, las cuales se identificaron como células MHC-IT*
(Esquema 1). Este porcentaje de células se correlaciond con resultados de técnicas
similares (Stoitzner 2010).

Por otra parte, la técnica basada en la migracion de las células de Langerhans desde la
hoja de epidermis hacia el medio de cultivo, permitid la obtencidon de una poblacion con
un mayor porcentaje de células de Langerhans (7,8+0,7% de células MHC-II") respecto
a la técnica de células epidérmicas totales (Esquema 1). Para purificar las células de
Langerhans a partir de las CEpM, se realizd una seleccién positiva con perlas
inmunomagnéticas a partir de las células epidérmicas migrantes. El Esquema 1 muestra

que el cultivo de CEpM permiti6 una recuperacion del 6,1% de células de Langerhans,
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con una viabilidad superior al 90%. También se estudié la purificacion de las células de
Langerhans por separacion celular por citometria de flujo (cell sorting) con indices de
recuperacion similares, pero con una menor viabilidad celular (datos no mostrados).

Orejas de raton C57BL/6

Tratamiento con
Dispasa IT
Hoja de epidermis
I | !
Tratamiento con Colagenasa D Cultivo de 3 dias en RPMIc
l v
Células Epidérmicas Totales Células Epidérmicas Migrantes
(CEpT) (CEpM)
2,240,3%
7,8 +0,7%
g S
= s
= = Sort celul
FsC Perlas inmunomagnéticas “ EsC C];lrMLf‘ ;‘?55
CEpM: 6,5x10° (n° absoluto) ‘ pLe A
Células de Langerhans Células de Langerhans
67,7+1,9%
3 T_.
§ p——
' FSC
Poblacion enriquecida en LC: 4x10° Poblacién enriquecida en LC: 4x10°
Recuperacion: 6,1% Recuperacion: 5,7%

Esquema 1. Diagrama de técnicas para obtencion de células de Langerhans a partir de epidermis
de ratones C57BL/6.

Para determinar si las células de Langerhans podian activarse luego del cultivo con M.
canis, la hoja de epidermis se incubd por 24 horas con hifas vivas (Mc), con GM-CSF al
10% como control positivo de activacion (Heufler 1988) o medio solo (sin estimulo: S/E).
El anélisis por citometria de flujo de las células de Langerhans (poblacion MHC-IT" de
las CEpM) mostr6 que las hifas vivas de M. canis indujeron un aumento significativo en
el porcentaje de expresion (Figura 9a) e intensidad de fluorescencia media de MHC-II
(Figura 9b), con respecto a los controles. Ademads, el aumento en la intensidad de
fluorescencia media de MHC-II fue dependiente de la concentracion del indculo fingico
(Figura 9c). Para determinar si la activacion de las células de Langerhans dependia de la
viabilidad del hongo, el explante de epidermis se incubd por 24 horas con hifas vivas
(Mc), hifas muertas por calor (HKMc) o medio solo (sin estimulo: S/E). El analisis por

citometria de flujo de las células de Langerhans (poblacion MHC-II" de las CEpM)
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mostro que las hifas vivas de M. canis estimularon un aumento significativo en la
intensidad de fluorescencia media de MHC-II (Figura 9d) y el porcentaje de expresion
de CD40 (Figura 9e), con respecto a los controles. No se observaron diferencias
significativas en la expresion de CD80 (datos no mostrados).

Estos resultados se correlacionaron con el aumento en la produccion de IL-6 tanto por las
células de Langerhans (poblacion MHC-II") (Figura 9f) como en la poblacion epidérmica
total (poblacion MHC-ITI") (Figura 9g). Apoyando estos resultados, también se detecto
que M. canis promueve la produccion de IL-6, IL-1 e IL-23 en sobrenadantes de CEpM
(Figura 9h). No hubo diferencias significativas en los niveles de TNF, IL-12 e IFN-y
producidos por las CEpM frente a Mc, HKMc o medio solo (datos no mostrados).
Ademas, en cuanto a los cultivos de hojas de epidermis con M. canis muerto por calor
(HKMc), no se observaron cambios en la produccién de citoquinas o expresion de
moléculas de superficie en las células de Langerhans con respecto a las células en medio
solo (sin estimulo: S/E), por lo que seria necesario la incubacion de la piel con el hongo

vivo para la activacion de las células de Langerhans (Figura 9).
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Figura 9. (a) Porcentaje de expresion e (b) intensidad de fluorescencia media (IFM) de MHC-II
en poblacion MHC-1I* de CEpM de hojas de epidermis en medio solo (sin estimulo: S/E),
estimuladas con M. canis (Mc, DO 0,08) o con GM-CSF (10%) por 48 hs. (c) Expresion dosis-
dependiente de MHC-1I* (IFM) de CEpM sin estimulo o estimuladas con M. canis (Mc, DO 0,08
y DO 0,16) por 48 hs. *p<0,05, **p<0,004. (d) Intensidad de fluorescencia media (IFM) de MHC-
I (**p<0,003) y (e) porcentaje de expresién de CD40 en poblacién MHC-I1* (*p<0,02) de CEpM
de hojas de epidermis en medio solo (sin estimulo: S/E), estimuladas con M. canis (Mc, DO 0,08)
0 con M. canis muerto por calor (HKMoc) por 48 hs. (f) Graficos de citometria y (g) cuantificacion
del porcentaje de células MHC-I1* (*p<0,05. **p<0,006), células MHC-II* productoras de IL-6
(MHC-II"IL-6") (*p<0,03) y MHC-11™? productoras de IL-6 (MHC-1I"9IL-6*) (*p<0,01) en
CEpM de hojas de epidermis en medio solo (sin estimulo: S/E), estimuladas con M. canis (Mc,
DO 0,08) o con M. canis muerto por calor (HKMc) por 48 hs. (h) Produccion de IL-6, IL-1P e
IL-23 en sobrenadante de CEpM estimuladas con Mc (0,08) o sin estimulo (S/E) por 48 hs,
**p<0,0001, ***p<0,0001.

En conclusion, las hifas vivas de M. canis activan a las células de Langerhans en el
contexto de la epidermis e inducen la produccion de citoquinas inductoras de IL-17 por

las células epidérmicas.

4.1.3. Las células de Langerhans pre-activadas con M. canis inducen un perfil Th17
en cultivos alogénicos.

De manera anéloga a los experimentos de la linea celular XS106 y, luego de determinar
que las células de Langerhans (LC) se activan frente a M. canis, se analiz6 si las LC
activadas en la epidermis podian inducir una diferenciacion de linfocitos T virgenes
alogénicos. Para ello, se analizd la proliferacion y produccion de citoquinas de células
mononucleares de bazo de ratones BALB/c co-cultivadas con LC purificadas de CEpM
de ratones C57BL/6 (pre-incubadas con M. canis, con HKMc o sin estimulo). En la
Figura 10a, se muestra que, tanto el hongo vivo como el hongo muerto, indujeron la
proliferacion de los esplenocitos, pero sélo los esplenocitos cultivados con LC pre-
activadas con hifas vivas (Mc) produjeron un aumento de IL-17AF, respecto a linfocitos
estimulados con LC en medio solo o pre-incubadas con HKMc (Figura 10b).
Particularmente, se observo que el efecto de las hifas de M. canis muertas por calor
(HKMc) sobre las LC es diferente al del hongo vivo ya que disminuye los niveles de

produccion de IL-4 y tiende a estimular la produccion de IL-10 por los esplenocitos
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alogénicos (Figura 10b). No se observaron diferencias en la produccion de IFN-y o IL-

12 en el sobrenadante de los esplenocitos (Figura 10b).
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Figura 10. (a) Proliferacion celular por incorporacion de timidina tritiada de células
mononucleares de bazo (ratones BALB/c) luego de 4 dias de co-cultivo con células de Langerhans
purificadas de CEpM (ratones C57BL/6) en medio solo (LC), con M. canis (LC-Mc) o HKMc
(LC-HKMCc), ***p<0,0001. (b) Citoquinas producidas en sobrenadante de los co-cultivos de
células mononucleares de bazo con células de Langerhans en medio solo (LC), con M. canis (LC-

Mc) 0 HKMc (LC-HKMC), *p<0,01, **p<0,003, ***p<0,0001.

Por lo tanto, las células de Langerhans pre-activadas con hifas vivas de M. canis, en el

contexto de la epidermis, pueden diferenciar esplenocitos alogénicos a un perfil Th17.
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Objetivo Especifico I - Conclusiones

M. canis activa a las células XS106, las cuales derivan de epidermis murina y
tienen caracteristicas fenotipicas y funcionales de células de Langerhans.

Las células XS106 pre-activadas con M. canis pueden inducir un perfil Th17 en
linfocitos alogénicos.

M. canis activa la expresion de moléculas MCH-II y co-estimulatorias en las
células de Langerhans localizadas en la epidermis. Ademads, promueve la
produccion de citoquinas inductoras de IL-17 por la epidermis (IL-6, IL-18, IL-
23) y por las células de Langerhans (IL-6).

Las células de Langerhans pre-activadas con el dermatofito en la piel pueden
diferenciar esplenocitos alogénicos a un perfil Th17.

Es necesario el estimulo con hifas vivas de M. canis para obtener los efectos
observados tanto en la linea celular XS106 como en las células de Langerhans en

el contexto de la epidermis.
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4.2. Objetivo especifico II: Desarrollar un modelo de infeccion cutanea
con M. canis en ratones C57BL/6 y caracterizar la respuesta inmune

celular antifingica.

Para determinar si los fendmenos observados in vitro podian ser reproducidos in vivo
durante una infeccién dermatofitica, fue necesario desarrollar un modelo de
dermatofitosis epicutdnea con M. canis.

Considerando resultados de trabajos previos de infecciones en cobayos y ratones (Hay
1983, Cambier 2014) y de modelos de vacunacion epicutanea (Toke 2014), se desarrollo
un nuevo modelo de dermatofitosis por infeccion epicutdnea en ratones C57BL/6, el cual
podria reproducir las caracteristicas de la dermatofitosis en humanos (Esquema 2).
Como se describe en Materiales y Métodos, para lograr la infeccion fue necesario depilar
y exfoliar suavemente el lomo de los ratones para poder establecer la infeccion (Hay
1983). A su vez, la colocacion de un parche adhesivo permeable permitié asegurar el

contacto del hongo con la piel durante las primeras horas de la infeccion.

Preparacion

Rasurado Depilacion Exfoliacion Desinfeccion

Infeccidn con M. canis

Infeccion Colocaci6n parche adhesivo

Esquema 2. Esquema de infeccion de dermatofitosis experimental.
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A continuacion, se describen los resultados obtenidos in vivo.

4.2.1. La dermatofitosis experimental con M. canis en ratones C57BL/6 se asemeja a
la infeccion en humanos.

Se realiz6 una infeccion con hifas de M. canis (DO 0,2) en el lomo de ratones C57BL/6
y se estudi6 la cinética de infeccion (Figura 11). En primer lugar, se observé que todos
los ratones infectados comenzaron a tener lesiones alrededor del dia 3 y 4 post-infeccion
(p.1.) con caracteristicas tipicas de una infeccion dermatofitica como descamacion,
eritema y alopecia. Las mdximas lesiones fueron evidentes al dia 8 p.i. y, para el dia 18
p.i., ya no se observaron lesiones en la piel y el pelo creci6 nuevamente. Estas
caracteristicas clinicas y la auto-resolucion de la infeccion se asemejan a la tinea capitis

no inflamatoria en pacientes inmunocompetentes (John 2016).

Dia l Dia 4 Dia 8 Dia 18

M. canis

Control

Figura 11. Evolucion clinica de la dermatofitosis epicutanea en ratones C57BL/6 sin infectar

(control) o infectados con M. canis. Imagenes del lomo a los dias 1, 4, 8 y 18 post-infeccidn.

Como también se muestra en la Figura 11, los ratones del grupo control, que fueron

sometidos al mismo tratamiento (afeitado, depilacion, abrasion, desinfeccion y parche),
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presentaron un leve enrojecimiento sin ninguna lesion en el lomo y también recuperaron
el crecimiento del pelo para el dia 18 p.i.

El estudio histopatologico de biopsias de lesiones demostro la presencia de hifas PAS
positivas (tincion PAS/Hematoxilina) en la capa cornea de la epidermis e invadiendo los
foliculos pilosos (indicados por flechas) a los dias 4 y 8 p.i (Figura 12a, b y ¢). Ademas,
se evidenci6 un engrosamiento de la epidermis (acantosis), lo cual es una caracteristica
de la dermatofitosis y de procesos inflamatorios en la piel, observandose hasta 7 a 12
células de grosor de la epidermis en ratones infectados, comparados con 2 a 4 células de
grosor en los ratones control (Figura 12a, indicado con barras en la epidermis, y Tabla
2 en pagina 54). En cuanto a la respuesta inflamatoria asociada a las estructuras fungicas,
la histopatologia reveld la presencia de un infiltrado inflamatorio en la epidermis y dermis
conformado predominantemente por polimorfonucleares neutréfilos (Figura 12a y b,
indicados con asterisco, y Tabla 2 en pagina 54) a los dias 4 y 8 p.i. De manera similar a
lo demostrado en otros modelos de dermatofitosis experimental (Hay 1983, Cambier
2014) y en infecciones en humanos (Szepes 1993, Koga 2005), los neutréfilos infiltrantes
se encontraron formando micro-abscesos epidérmicos alrededor de las hifas (Figura 12a
y b). Este mecanismo, junto con la proliferacion de la epidermis, han sido descriptos como
mecanismos para expulsar las hifas del tejido (Brasch 2009). En la Figura 12d se
muestra, ademas, un examen directo de pelo donde se observo las artroconidias de M.
canis infectando el pelo de forma ectotrix, lo cual también es una caracteristica de tinea
capitis (Hay 2017). Para el dia de la resolucion de la infeccion (18 p.i.), no se evidenciod
la presencia de hongo en ninguna de las capas de la piel y la epidermis recuperd su
arquitectura normal (2 a 3 células) (Figura 12a y Tabla 2 en pagina 54). Las
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas también se presentan resumidas en la Tabla 2
(Pagina 54).

Por otra parte, en los dias estudiados no se observo la invasion de hifas de M. canis hacia
la dermis o diseminacion extra-cutanea, evaluada mediante el cultivo de homogenatos de

tejidos en medio de Sabouraud (ganglios drenantes de piel, rifidn, bazo, higado y cerebro).
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M. canis

Control

M. canis

Figura 12. Cortes histolégicos de biopsias de piel del lomo de ratones C57BL/6 sin infectar
(control) o infectados con M. canis al dia 4, 8y 18 p.i. tefiidos con PAS-hematoxilina (a) Imagenes
(100x), grosor de la epidermis indicado con barras, infiltrado inflamatorio indicado con asteriscos
e hifas PAS+ indicadas con flechas. (b) Ampliacion (400x) de la zona marcada en (a) al dia 4 p.i.
Hifas PAS+ indicadas con flechas. (c) Ampliacion (1000x) de la zona marcada en (a) al dia 8 p.i.
Hifas PAS+ indicadas con flechas. (d) Examen de pelos infectados con KOH (40%) demostrando
la parasitacion ectotrix de pelo del lomo, artroconidias indicadas con flechas (400x).

Para confirmar el andlisis histopatologico y caracterizar la inflamacion local en la piel, se
realizd una citometria de flujo de las células epidérmicas luego del tratamiento de la piel
con tripsina. Efectivamente, se observdo un aumento significativo del porcentaje de
neutrofilos, definidos como células CD11b"Ly6G*, en la epidermis de los ratones

infectados, comparados con los controles (p <0,0001) (Figura 13a). Coincidiendo con
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los hallazgos histopatologicos y la presencia de lesiones, en los ratones infectados se
detect6 la presencia del hongo mediante la medicion de la carga fingica a los dias 4 p. i.
(262498 UFC/g de piel) y 8 p. i. (1130+411 UFC/g de piel), mientras que no se

recuperaron colonias al dia 18 post-infeccion (Figura 13b).
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Figura 13. (a) Porcentaje de poblacién Ly6G*CD11b* (***p<0,0001) y (b) carga fungica de piel

del lomo de ratones C57BL/6 sin infectar (control) o infectados con M. canis, al dia 8 p.i.

Por lo tanto, el modelo de dermatofitosis epicutanea con M. canis en ratones C57BL/6 es
una infeccion reproducible que se caracteriza por la infiltracion de neutréfilos en la

epidermis y se correlaciona con otros modelos de dermatofitosis experimental y humana.

4.2.2. La dermatofitosis experimental en ratones C57BL/6 se caracteriza por una
respuesta Thl7.

Para evaluar la respuesta adaptativa que predomina durante la dermatofitosis
experimental, se estudio la respuesta inmune en los ganglios linfaticos drenantes de piel.
Para ello, las células de los ganglios linfaticos inguinales de ratones infectados y controles
se re-estimularon con antigenos de M. canis (HKMc) o se cultivaron sin estimulo (S/E) y
se evalud la produccidn de citoquinas en sobrenadante.

En primer lugar, reflejando la inflamacion luego de la infeccion efectiva en la piel, los
animales infectados con M. canis mostraron un aumento significativo en el nimero
absoluto de las células de ganglios linfaticos drenantes de piel durante el curso de la
infeccion, comparado con los animales control (Figura 14a).

El analisis de la produccion de citoquinas en los sobrenadantes de cultivo demostro que,
luego de la re-estimulacion con HKMc, las cé€lulas de los ratones infectados produjeron
un aumento significativo de IL-17AF respecto a los controles, particularmente al dia 8
p.i. (3.939+1.015 vs. 409,4+165,9 pg/ml, p<0,001) y 18 p.i. (1.355£250 pg/ml, p<0,01)

(Figura 14b). Ademas, no se detectd un aumento de IL-17AF en las células de animales
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control o infectados en medio solo (Figura 14b). Por otra parte, no se observaron
diferencias en la produccion de IFN-y e IL-10 durante el curso de la infeccion (Figura
14b). Sin embargo, al dia 8 p.i., se observé un aumento inespecifico de estas citoquinas,
tanto en los animales controles como infectados (en ausencia o presencia de HKMc), lo
cual podria deberse al proceso de abrasion de la piel en todos los grupos de animales. De
manera similar, no se detectaron diferencias de TNF, IL-6 e IL-23 (datos no mostrados).
Con el proposito de determinar la poblacion de linfocitos que produce IL-17, se analizd
la produccion de IL-17A en las células de los ganglios linfaticos por citometria de flujo.
Se observ un aumento significativo en el porcentaje de células CD3"'CD4"y CD3"CD8"
productoras de IL-17A sélo en los animales infectados, respecto a los controles, y luego
del estimulo con HKMc (Figura 14c¢). Ademas, el porcentaje de células productoras de
IL-17A fue mayor en la poblacion de linfocitos T CD4" (Figura 14c¢). No se observo

produccion de IL-17F en ninguno de las condiciones (datos no mostrados).
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Figura 14. (a) Numero absoluto de células de ganglios linfaticos drenantes de piel de ratones
C57BL/6 sin infectar (control) o infectados con M. canis a los dias 4, 8 y 18 p.i., *p<0,05,
***p<0,001. (b) Produccion de citoquinas en el sobrenadante de cultivos de células de ganglios
linfaticos drenantes de piel de ratones C57BL/6 infectados con M. canis (m) y ratones control (o),
sin re-estimular (S/E) o re-estimuladas con HKMc por 48 hs, **p<0,01, ***p<0,001. (c)
Produccion de IL-17A por células CD4* y CD8* (con previa seleccion de poblacién CD3*) de
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ganglios drenantes de piel sin estimular (S/E) o re-estimuladas con HKMc por 48 hs, *p<0,02,
**p<0,005.

Teniendo en cuenta que la infecciébn con M. canis promueve especificamente una
respuesta de tipo Th17, el proximo objetivo fue estudiar la importancia de las citoquinas

IL-17 en el control de la infeccion.

4.2.3. La serializacion por IL-17RA es requerida para controlar la proliferacion fungica
y modular la respuesta inflamatoria.

Para evaluar la evolucion de la infeccion en ausencia de la inmunidad mediada por IL-17,
se utilizaron ratones deficientes para la subunidad A del receptor de IL-17 (IL-17RA KO).
En la Figura 15 se muestra que, de manera similar a los animales WT, los ratones IL-
17RA KO infectados mostraron lesiones alrededor de los dias 3 y 4 p.i. Sin embargo, la
diferencia mas notable respecto a los WT fue particularmente al dia 8 p.i., cuando los
ratones IL-17RA KO infectados presentaron lesiones himedas y ulceradas, en placa y con
costras amarillentas. Estas caracteristicas clinicas se asemejan a la tinea capitis
inflamatoria en humanos, mientras que los ratones WT, como se describi6 anteriormente,
presentaron lesiones secas y descamativas, parecidas a la tinea capitis no inflamatoria
(Figuras 11 y 15). Sin embargo, para el dia 18 p.i., la mayoria de los ratones IL-17RA
KO ya no presentaban lesiones y habian recuperado el pelo, lo cual evidencia que la
cinética de infeccion, aunque levemente retardada, fue similar en ambas cepas de ratones.
Ademas, no se observaron lesiones cutdneas posteriores al dia 20 p.i., demostrando que

ambas cepas de ratones no sufrieron recidivas, al menos, hasta el dia 45 p.i.
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4 dpi 8 dpi 18 dpi

IL-17RA KO

Figura 15. Evolucién clinica de la dermatofitosis en ratones C57BL/6 (WT) y en ratones IL-
17RA KO. d.p.i: dias post-infeccion.

El andlisis histopatologico de cortes de piel del lomo de los ratones WT e IL-17RA KO
infectados mostré que los ratones deficientes en la sefalizacion IL-17/IL-17RA
presentaban una intensa invasion fungica superficial evidenciada por una mayor presencia
de hifas tanto en el estrato corneo como en los foliculos pilosos (Figura 16a, b y c,
indicado por flechas). Estos ratones presentaron ademas una fuerte reaccion inflamatoria
en la piel (Figura 16a, b, ¢, e y f indicado por asteriscos), con respecto a los ratones WT,
en los dias 4 y 8 p.i. De manera similar a los WT, los ratones IL-17RA KO presentaron
microabscesos de neutréfilos adyacentes a las hifas (Figura 16a, b, ¢, e y f, indicado por
asteriscos). Sin embargo, para el dia 18 p.i., los ratones IL-17RA KO todavia presentaron
hongo dentro de microabscesos en los foliculos pilosos (Figura 16a y d, indicado con
asteriscos) coincidiendo con la presencia de pequeias lesiones en algunos animales.

Por otra parte, los IL-17RA KO no presentaron signos de acantosis como los observados
en los ratones WT infectados, en los diferentes tiempos post-infeccion (Figura 16a). En
este sentido, la Tabla 2 muestra que, al dia 8 p.i., los ratones WT presentaron una
epidermis con 7 a 12 células de grosor de epidermis, mientras que los animales IL-17RA

KO presentaron 3 a 4 células durante el curso de la infeccion (Figura 16a, indicado por
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barras). Este resultado sugiere defectos en la proliferacion de la epidermis relacionados

con la deficiencia de sefializacion de IL-17 (Pappu 2012).
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Figura 16. Cortes histolégicos de biopsias de piel del lomo de ratones WT e IL-17RA KO
controles e infectados con M. canis al dia 4, 8 y 18 p.i. (a) Imagenes (100x) con tincién
PAS/hematoxilina. Grosor de la epidermis indicado con barras, infiltrado inflamatorio indicado
con asteriscos e hifas PAS+ indicadas con flechas. (b) Ampliacion (400x) de la zona marcada en
(a) IL-17RA KO al dia 4 p.i. Hifas PAS+ indicadas con flechas. (c) Ampliacion (400x) de la zona
marcada en (a) IL-17RA KO al dia 8 p.i. Hifas PAS+ indicadas con flechas, infiltrado inflamatorio
indicado con asteriscos. (d) Ampliacion (400x) de la zona marcada en (a) IL-17RA KO al dia 18
p.i. Hifas PAS+ indicadas con flechas. (e) Imagen (100x) con tincion hematoxilina/eosina de IL-
17RA KO al dia 8 p.i. Infiltrado inflamatorio indicado con asteriscos. (f) Ampliacién (400x) de
la zona marcada en (e) IL-17RA KO al dia 8 p.i. Hifas indicadas con flechas, infiltrado

inflamatorio indicado con asteriscos.
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La Tabla 2, muestra un analisis histopatologico comparativo de la dermatofitosis

experimental en los ratones WT e IL-17RA KO.

Acantosis  Abscesos
d.p.i Invasion Erosion/ Infiltrado en

fungica costra (N° en dermis
5 células) epidermis
4 +1 + ++(5-10) ++ ++ (PMN/Mo)
WT 8 +/-1 ++ +++ (7-12) + + (PMN/Mo)
18 - - +(3-4) - + (Mo)
4 T2 ++ +(3-7) ++ ++ (PMN)
IL-17RA ~g 2 +4++ +(2-6) +++ +++ (PMN/Mo)
KO 18 +/-! + +(2-4) + +(Mo)

Tabla 2. Descripcion semicuantitativa del analisis histologico de biopsias de piel de ratones WT
e IL-17RA KO infectados a los dias 4, 8 y 18 p.i. Referencias: 1. Hongo dentro de foliculo piloso.
2. Hongo dentro de foliculo piloso y estrato cérneo. PMN Neutrofilos. Mo células

mononucleares. Leve: +, moderado: ++, intenso: +++, muy intenso: ++++.

Para cuantificar la carga fungica, se estandarizé una técnica de extraccion de ergosterol
(componente de la pared celular de M. canis) de la piel y posterior cuantificacion por
HPLC respecto a un control estindar de ergosterol. Tal como se observo en la
histopatologia, la determinacion de ergosterol demostré que los ratones IL-17RA KO
tienen una carga flngica 5 veces mayor que los ratones WT al dia 8 p.i. (p<0,003) (Figura
17a). También se evalud la carga fungica relacionada con la cinética de la infeccion en
los ratones WT e IL-17RA KO (Figura 17b). La cuantificacion de las unidades
formadoras de colonias (UFC) a partir de suspensiones de las células epidérmicas de la
piel del lomo demostro que, luego de 4 dias p. i., ambas cepas de animales presentan una
carga fungica similar (WT: 431+183 UFC/g piel, IL-17RA KO: 621+46 UFC/g piel,
diferencia estadisticamente no significativa). Coincidiendo con los resultados de la
cuantificacion de ergosterol, al dia 8 p.i., los ratones IL-17RA KO mostraron un aumento
significativo de la carga fungica, respecto a los ratones WT (WT: 1130+411 UFC/g piel,
IL-17RA KO: 46482+15923 UFC/g piel, p<0,01) y, luego de 18 dias p.i., no se detectaron
UFC en la piel de los ratones WT mientras que todavia se aislaron colonias en la piel de
los ratones IL-17RA KO (WT: n/d, IL-17RA KO: 1182+289 UFC/g piel). A su vez, el

recuento positivo de colonias al dia 18 p.i. en la piel confirma los hallazgos histologicos
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que muestran una cinética de eliminacion fungica levemente retardada en los ratones IL-
17RA KO (Figura 16). Luego de 25 dias post-infeccion, no se aisloé el hongo en los
cultivos ni se observaron estructuras fungicas en la piel en los andlisis histologicos de
animales WT e IL-17RAKO. Ademas, independientemente de la cantidad de hongo en la
piel, en ambas cepas de ratones se observé que M. canis siempre infecta la epidermis sin
diseminacion extra-cutanea.

Al dia 8 p.i, la determinacion de la carga fungica en el tejido por cuantificacion de UFC
muestra un aumento de 10 veces en la cantidad de hongo en la piel de los ratones IL-
17RA KO frente a los ratones WT mientras que, mediante la cuantificacion de M. canis
por ergosterol, el aumento es de 5 veces. Aunque ambas técnicas sirven para detectar el
hongo en el tejido, esta diferencia podria deberse a una menor sensibilidad de la técnica
de ergosterol, ya que se basa en la eficiencia de la extraccion de este compuesto de la
membrana plasmatica del hongo presente en el tejido infectado. La determinacion de la

carga fungica por UFC demuestra, ademas, la presencia de hongo viable.
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Figura 17. (a) Determinacion de la carga fangica de M. canis en piel por (a) concentracion de
ergosterol por HPLC (**p<0,003) y por (b) cuantificacion de UFC en piel en ratones WT e IL-
17RA KO alos dias 4, 8 y 18 p.i. (*p<0,05, p<** 0,01).

Para evaluar el aumento del infiltrado de neutrofilos en los ratones IL-17RA KO, respecto
alos WT infectados, se analiz6 la poblacion CD11b"Ly6G™ en la epidermis por citometria
de flujo. Coincidiendo con lo observado en la histopatologia, los ratones IL-17RA KO
presentaron un infiltrado epidérmico tres veces mayor al observado en los ratones WT
infectados (p<0,0001) (Figura 18a). A su vez, este resultado fue apoyado por el aumento
en la expresion relativa de ARN mensajero de CXCLI1, una quimiocina que atrae
neutrofilos (Figura 18b). Ademas, se observd que la funcidon de los neutrdfilos de los
ratones IL-17RA KO es semejante a los ratones WT. En este sentido, la Figura 18¢c y d

muestran la produccion de especies reactivas del oxigeno en la epidermis de ambas cepas.
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El andlisis por citometria de flujo demuestra que no hay diferencias significativas en la
intensidad de fluorescencia media de diclorofluorescina (DCF) en la poblacion de
neutrofilos, lo cual indica su capacidad de oxidacién y se relaciona con el estallido
respiratorio. Coincidiendo con estos datos, en los cortes histologicos de la piel de los
ratones IL-17RA KO se observo que los neutréfilos efectivamente envuelven a las hifas,
sugiriendo una actividad antifingica local similar a lo reportado en los ratones WT
(Figuras 12a, b y ¢, Figura 18e). Por lo tanto, estos resultados demuestran que, en el
contexto de la infeccion epicutanea con M. canis, el reclutamiento de neutréfilos y su
funcionalidad no estarian afectados por la deficiencia en la sefializacion IL-17/IL-17R.

Para profundizar la caracterizacion de la inflamacion durante la dermatofitosis, se
analizaron las citoquinas producidas por las células epidérmicas al dia 8 p.i. en los ratones
WT e IL-17RA KO. Se observd que los ratones IL-17RA KO muestran un aumento
significativo de las citoquinas pro-inflamatorias TNF, IFN-y, IL-17AF, IL-23, IL-6 e IL-

10, con respecto a los ratones WT infectados (Figura 18f).
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Figura 18. (a) Porcentaje de células Ly6G*CD11b* y (b) expresion de ARN mensajero de
CXCL1 (relativa al gen 12srRNA) en células epidérmicas de piel del lomo de ratones WT sin
infectar (control) y ratones WT e IL-17RA KO infectados con M. canis, al dia 8 p.i, ***p<0,0001.
(c) Intensidad de fluorescencia media de diclorofluorescina (DCF) en células epidérmicas totales
de ratones WT e IL-17RA KO infectados. (d) Porcentaje de expresion de DCF en neutrdéfilos
(poblaciéon Ly6G*CD11b*) en epidermis. (e) Imagen microscépica de la epidermis (400x) de
ratones IL-17RA KO infectados, infiltrado inflamatorio indicado con asteriscos e hifas PAS+
indicadas con flechas. (f) Citoquinas producidas en el sobrenadante de células epidérmicas de
ratones WT sin infectar (control) y ratones WT e IL-17RA KO infectados con M. canis al dia 8
p.i, luego de 5 horas de re-estimulo con PMA. *p<0,01, **p<0,002, ***p<0,0001.

57



Estos datos, junto con el aumento del infiltrado de neutroéfilos, confirman que la
deficiencia en la sefializacion via IL-17/IL-17R en la dermatofitosis experimental
establece un ambiente altamente pro-inflamatorio en la piel.

Cabe destacar que, al dia 4 post-infeccion, no se detectd la produccion de citoquinas en
los sobrenadantes de cultivos de las células epidérmicas de ratones WT o IL-17RA KO.
De manera similar, la carga fangica en la piel no demostro diferencias entre ambas cepas
de ratones (Figura 17b). Por lo tanto, los datos sugieren que la inflamacion cutanea
exacerbada se relacionaria con la elevada proliferacion fangica observada en la piel de

los ratones IL-17RA KO luego de 8 dias post-infeccion.

4.2.4. Los ratones IL-17RA KO desarrollan una respuesta Thl durante la
dermatofitosis por M. canis.

Para estudiar si la respuesta adaptativa en los ratones IL-17RA KO se encuentra
relacionada con la respuesta local en la piel, se realizaron cultivos de células de ganglios
linfaticos drenantes de piel, re-estimuladas con HKMc. En primer lugar, coincidiendo con
la mayor inflamacién en la piel, se observd que los ratones IL-17RA KO infectados
presentaron un aumento significativo en el nimero absoluto de células en los ganglios
linfaticos drenantes de piel, comparado con los animales WT, en el curso de la infeccion
(Figura 19a). A su vez, estas células produjeron IL-17AF en cantidades similares a los
ratones WT (Figura 19b) pero también mostraron un aumento significativo en la
produccion de IFN-y en el sobrenadante (Figura 19¢). Particularmente, al dia 8 p.i., se
observo que las células de los ratones IL-17RA KO produjeron, aproximadamente, tres
veces mas IFN-y que las cé€lulas de los ratones WT. De acuerdo con esto, se observo un
incremento en el porcentaje de células T CD4" y CD8" productoras de IFN-y (p<0,01)
(Figura 19¢ y d). Tal como se describi6 anteriormente (Figura 14b), al dia 8 p.i., no hubo
diferencias significativas en la produccion de IFN-y entre los ratones WT controles o

infectados (Figura 19e).
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Figura 19. (a) Namero absoluto de células de ganglios linfaticos drenantes de piel de ratones WT
sin infectar (control) y de ratones WT e IL-17RA KO infectados con M. canis a los dias 4, 8 y 18
p.i., *p<0,05, ***p<0,001. (b) Produccién de IL-17AF e (c) IFN-y en el sobrenadante de cultivos
de células de ganglios linfaticos drenantes de piel de ratones WT (m) e IL-17RA KO (#) infectados
con M. canis a los dias 4, 8 y 18 p.i., re-estimuladas con HKMc por 48 hs, **p<0,01. (d)
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Porcentaje de células CD4* y CD8" (con previa seleccion de la poblacion CD3*) productoras de
IFN-y de ganglios drenantes de piel re-estimuladas con HKMc por 48 hs. **p<0,01, ***p<0,0004.
(e) Produccion de IL-17AF e IFN-y en el sobrenadante de cultivos de células de ganglios linfaticos
drenantes de piel de ratones WT control (0) o infectado (m) y ratones IL-17RA KO control (¢) o
infectado (#) por 8 dias, y re-estimuladas con HKMc por 48 hs., **p< 0,005, ***p<0,0001.

Considerando que el aumento de IFN-y podria estar relacionado con la mayor inflamacion
en la piel de los ratones IL-17RA KO, se evalu6 el infiltrado de neutroéfilos y la produccion
de citoquinas en la epidermis en ratones IL-17RA KO tratados con un anticuerpo

bloqueante de IFN-y, una vez establecida la infeccion segtn se detalla en el Esquema 3.

IL-17RA KO
M. canis Anti IFN-y
HIFAS 01gGl |
) Dia 8 p.i.
| | |
Dia 0 Dia 3 p.i. Dia 6 p.i.

Esquema 3. Esquema de inyeccion del anticuerpo monoclonal blogueante de IFN-y, o control
de isotipo IgG1, a los dias 3 y 6 post-infeccion en ratones IL-17RA KO. Los animales fueron

inyectados via i.p. EI mismo esquema se utiliz6 para los controles en ratones WT.

La Figura 20 muestra que los ratones IL-17RA KO tratados con el anticuerpo bloqueante
de IFN-y presentaron un menor infiltrado de neutréfilos (p<0,0001) (Figura 20a) y
menores niveles de produccion de TNF por la células epidérmicas (p<0,0001), con
respecto a los animales IL-17RA KO tratados con el control de isotipo (Figura 20b).
Sorprendentemente, los ratones IL-17RA KO tratados con anti-IFN-y mostraron una
disminucién significativa de la carga fungica por cuantificacion de UFC en la piel,
respecto a los ratones IL-17RA KO tratados con el control de isotipo (Figura 20c y d).
Sin embargo, los ratones IL-17RA KO tratados con anti-IFN-y mostraron una tendencia
de una carga fingica mayor que los ratones WT infectados, lo cual se puede observar en
la cuantificacion de UFC en epidermis y, también, en los cortes histologicos de piel
(Figura 20d). En ninguno de los grupos estudiados se observé diseminacion a dermis u
organos profundos (analisis histopatoldgico y cultivos en agar Sabouraud, datos no
mostrados). También se observo que la produccion de IFN-y bloquea la secrecion de IL-

10 por las células epidérmicas (Figura 20e). Por el contrario, el bloqueo de IFN-y en los
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ratones IL-17RA KO, promovié el aumento en la secrecion de citoquinas relacionadas
con la repuesta tipo 17, como IL-17AF, IL-23, IL-22, IL-1B e IL-6 (Figura 20e). El
aumento de estas citoquinas, en ausencia de sefializacion via IL-17RA e IFN-y, podria
explicar el efecto protector frente a M. canis evidenciado por la disminucion de la carga
fangica en la epidermis.
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Figura 20. a) Poblacion Ly6G*CD11b*, y cuantificacion (***p<0,0001), dentro de células
epidérmicas de piel del lomo de ratones WT e IL-17RA KO infectados y tratados con anticuerpo

bloqueante de IFN-y o control de isotipo (b) Produccién de TNF (**p<0,001, ***p<0,0001) en
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el sobrenadante en células epidérmicas de piel del lomo de ratones WT e IL-17RA KO infectados
y tratados con anticuerpo bloqueante de IFN-y o control de isotipo. Dia 8 p.i, luego de 5 horas de
re-estimulo con PMA (c¢) Carga fungica y (d) cortes histoldgicos de la piel de ratones WT e IL-
17RA KO infectados y tratados con anticuerpo blogueante de IFN-y o control de isotipo
(*p<0,05, **p<0,005 (e) produccion de IL-10 (*p<0,01, **p<0,002), IL-17AF (***p<0,0002),
IL-23 (**p<0,001), IL-22 (*p<0,05, **p<0,005), IL-1B (*p<0,1, **p<0,001) e IL-6 (*p<0,02) en
el sobrenadante de células epidérmicas de piel del lomo de ratones WT e IL-17RA KO infectados
y tratados con anticuerpo bloqueante de IFN-y o control de isotipo. Dia 8 p.i, luego de 5 horas de

re-estimulo con PMA.

Por lo tanto, en ausencia de la sefializacion de IL-17, hay un aumento en la produccion
de IFN-y que contribuye al reclutamiento de neutréfilos y produccion de TNF e IL-10 en
la piel durante la infeccion. Sin embargo, en ausencia de IL-17, IFN-y también favorece
la proliferacion del hongo en la piel, probablemente mediante la inhibicion de citoquinas

protectoras de la respuesta tipo 17 relacionadas a la respuesta inmune innata.

4.2.5. IL-17A controla la infeccion superficial y la respuesta Thl en la infeccion por
M. canis.

Considerando que la dermatofitosis en los ratones IL-17RA KO permitié evaluar los
efectos de la senalizacion de las citoquinas IL-17A, IL-17C, IL-17E, IL-17F (Gaffen
2009) en la evolucion de la infeccion, el proximo objetivo fue estudiar la dermatofitosis
experimental en ratones deficientes de los genes codificantes para IL-17A e IL-17F (IL-
17A/F KO) (Haas 2012).

Similarmente a lo observado en los ratones IL-17RA KO, los ratones IL-17A/F KO
presentaron lesiones en placa, himedas y exacerbadas, con respecto a la infeccion en los
ratones WT para el dia 8 p.i. (Figura 21a). Ademas, en concordancia con el anélisis
histopatologico de la piel de los animales IL-17RA KO, se observo una elevada carga
fingica con hifas tanto en la superficie de la epidermis como en los foliculos pilosos,
junto con un intenso infiltrado de neutrofilos (Figura 21b y ¢). También se observo la
presencia de neutrofilos formando microabscesos alrededor de las hifas de M. canis como
en la infeccion en ratones WT e IL-17RA KO (Figura 21b y ¢).

Para evaluar la respuesta adaptativa, el analisis de la produccion de citoquinas por células
de ganglios linfaticos drenantes de piel demostré que, en ausencia de IL-17A/F, también

hubo un aumento significativo de IFN-y (p<0,01) al dia 8 p.i. (Figura 21d). Ademas,
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como era de esperar, no se detectd produccion de IL-17AF en los ratones IL-17AF KO
(Figura 21e).

Estos resultados confirman la participacion de las citoquinas IL-17 en el control de la
infeccion y de la inflamacion, y establecen el rol especifico de IL-17A e IL-17F. Con
respecto a esto, es muy probable que estos fendmenos sean mediados principalmente por
IL-17A ya que se observo que los linfocitos T CD4" y CD8" s6lo producen IL-17A
(Figura 14c) y no se detecto IL-17F en los analisis por citometria de flujo de las células

de ganglios drenantes de piel durante la infeccion (datos no mostrados).
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Figura 21. (a) Lesiones en el lomo de ratones C57BL/6 (WT) o ratones IL-17AF KO infectados
con M. canis al dia 8 p.i. (b) Cortes histolégico de biopsia de piel del lomo de ratones IL-17AF

KO al dia 8 p.i., infiltrado inflamatorio indicado con asteriscos e hifas PAS+ indicadas con flechas
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(100x). (c) Ampliacién (400x) de la zona marcada en (b). Hifas PAS+ indicadas con flechas,
infiltrado inflamatorio indicado con asteriscos. (d) Produccion de IFN-y e (e) IL-17AF en el
sobrenadante de cultivos de células de ganglios linfaticos drenantes de piel de ratones WT (m),
IL-17RA KO (¢) e IL-17AF KO (A) infectados con M. canis al dia 8 p.i., re-estimuladas con
HKMc por 48 hs. *p<0,01, ***p<0,0001.

En conclusion, estos resultados demuestran que IL-17A tiene una doble funcion durante
la dermatofitosis con M. canis: inhibe la proliferacion fingica en la epidermis y regula
una inflamacién cutdnea mediada por IFN-y. En ausencia de IL-17, la desregulacion en
la produccion de IFN-y, aunque contribuye al reclutamiento de neutréfilos y la produccion
de TNF en la piel, paraddjicamente favorece la infeccion cutanea e inhibe la produccion

de citoquinas asociadas a la respuesta mediada por IL-17.
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Objetivo Especifico II — Conclusiones

El modelo de infeccion epicutanea con M. canis en ratones C57BL/6 es una
infeccion reproducible con caracteristicas clinicas e histopatoldgicas similares a
la tinea capitis no inflamatoria.
Este modelo se caracteriza por:

e Infeccion fungica restringida en la epidermis, con presencia de hifas en la

capa cornea e invadiendo foliculos pilosos
e Proliferacion epidérmica e infiltracion de neutréfilos con la formacion de
microabscesos alrededor de las hifas.

e Infeccion dermatofitica del pelo de forma ectotrix.
La senalizacion de la via IL-17/IL-17R es necesaria para suprimir la proliferacion
fungica en la piel y para controlar la respuesta inflamatoria exacerbada. La
dermatofitosis en los ratones deficientes en la inmunidad mediada por IL-17 se
asemeja a la tinea capitis inflamatoria en humanos.
En la dermatofitosis, el reclutamiento de neutrofilos en la piel y su funcionalidad
no dependen de un efecto directo de la sefializacion via IL-17.
La inmunidad mediada por IL-17A inhibe la produccion de IFN-y en ganglios
linfaticos drenantes de piel. En ausencia de sefializacion de citoquinas IL-17, IFN-
vy promueve la produccion de TNF e IL-10 y hay un mayor reclutamiento de
neutrdfilos en la epidermis. Sin embargo, en este contexto, IFN-y favorece la
infeccion superficial probablemente por inhibicion de citoquinas de la inmunidad
innata asociadas a la respuesta tipo 17.
Ante la falta de la senalizacion IL-17/IL-17R, los ratones controlan la infeccion

dermatofitica, pero a expensas de un mayor dafio en el tejido infectado.
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4.3. Objetivo Especifico I1I: Determinar el rol in vivo de las células de

Langerhans en la respuesta inmune frente a M. canis.

Luego de demostrar que M. canis induce una respuesta Th17 tanto in vitro como in vivo,
se estudid el rol de las células de Langerhans en la induccion de la inmunidad mediada
por IL-17 durante la infeccion.

Para ello, se desarrolld el modelo de dermatofitosis en ratones Lang-EGFPDTR que
permite la deplecion condicional de las células de Langerhans, luego del tratamiento con
toxina diftérica. En estos ratones, todas las células Langerina” co-expresan el receptor de

la toxina diftérica (DTR) y la proteina fluorescente verde (EGFP) (Kissenpfennig 2005).

4.3.1. Las células de Langerhans contribuyen a la induccion del perfil Thl7 durante la
dermatofitosis experimental.

En primer lugar, se estandariz6 la deplecion de células de Langerhans en los ratones Lang-
EGDPDTR mediante la inyeccion de toxina diftérica (DT) via intraperitoneal. A las 24
horas, se obtuvieron secciones de las orejas de animales tratados (Lang-EGFPDTR + DT)
y sin tratar (Lang-EGFPDTR) con toxina diftérica, para la visualizacion en el microscopio
de fluorescencia. La Figura 22, muestra que el tratamiento con toxina diftérica elimin6
las células de Langerhans (EGFP") de la epidermis y también las células que expresan

langerina de la dermis (Figura 22b).

a b
) Lang-EGFPDTR ) Lang-EGFPDTR + DT

} Epidermis

} Dermis

Epidermis { s

Dermis {
Figura 22. Microscopia de fluorescencia de cortes de piel de orejas de ratones Lang-EGFPDTR.

(a) sin tratar (LC: EGFP*, indicadas con flechas) y (b) tratados con toxina diftérica (DT) por via

intraperitoneal luego de 24 hs.

Por lo tanto, se realizo el siguiente esquema experimental, el cual permiti6 evaluar la

evolucion de la infeccion en ausencia de células que expresan langerina (Esquema 4).
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Para descartar posibles efectos adversos de la toxina diftérica, ratones WT recibieron el

mismo tratamiento que los ratones Lang-EGFPDTR.

Lang-EGFPDTR
M. canis

DT/SF ‘1 HIFAS
Dia 8 p.i.

| \ [
Dia-1 Dia0

Esquema 4. Esquema de deplecion de células Langerina* e infeccion con M. canis en ratones
Lang-EGFPDTR. Los animales fueron inyectados via i.p. con solucién fisioldgica (SF) o toxina
diftérica (DT) y luego de 24 hs, se infectaron via epicutanea con M. canis. EI mismo esquema se
utilizé para los controles en ratones WT.

En la Figura 23, el analisis por citometria de flujo de las células de los ganglios linfaticos
drenantes de piel, re-estimuladas con HKMc, demostrdé que en ausencia de células de
Langerhans (ratones Lang-EGFPDTR + DT) se observa una disminucion en el porcentaje
de células CD3"IL-17A", con respecto a los controles a los 8 dias p.i. (Figura 23a).
Especificamente, se evidencié la disminucion de la poblacion de linfocitos T CD4*
productores de IL-17A (p<0,05, con respecto a ratones WT infectados) (Figura 23b).
Ademas, se observo una tendencia de menor produccion de IL-17 en los sobrenadantes
de cultivos (Figura 23c¢). No se observaron diferencias significativas en la produccion de
IL-17A en los ratones WT inyectados con la toxina diftérica o ratones Lang-EGFPDTR
tratados con solucion fisioldgica, a los 8 dias p.i. (Figura 23c¢).

Ademas, coincidiendo con los resultados que demuestran que en ausencia de sefializacion
de IL-17 hay una elevada produccion de IFN-y en los ganglios linfaticos drenantes de piel
de los animales infectados, se observo que, luego de 8 dias post-infeccion, en los ratones
depletados de LC (Lang-EGFPDTR + DT) también hay una tendencia de niveles
incrementados de IFN-y en los sobrenadantes de los cultivos de las células de ganglios
estimuladas con HKMc, respecto a los controles competentes en LC (Lang-EGFPDTR +
SF o WT) (Figura 23d). Ademas, en los ratones depletados de LC se observa que la
produccion de IFN-y antigeno-especifica (re-estimulacion con HKMc) es
significativamente mayor que las células sin estimulo. Por el contrario, no hubo
diferencias significativas en la produccion de IFN-y en los ratones competentes de LC

(Figura 23d).
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Estos resultados confirman lo observado en los experimentos in vitro, demostrando que

las LC participan en la induccion del perfil Th17 en la dermatofitosis por M. canis.
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Figura 23. (a) Porcentaje de células CD3* productoras de IL-17A de ganglios drenantes de piel
de ratones infectados con M. canis WT (competentes en LC) o depletados de LC (Lang-
EGFPDTR + DT), sin estimulo o re-estimuladas con HKMc por 48 hs. (b) Porcentaje y nimero
absoluto de células CD4* (con seleccion previa de la poblacion CD3*) productoras de IL-17A en
ganglios drenantes de piel de ratones infectados con M. canis WT (competentes en LC) o
depletados de LC (Lang-EGFPDTR + DT), sin estimulo o re-estimuladas con HKMc por 48 hs,
**p<0,002. (c) Producciéon de IL-17AF e (d) IFN-y en el sobrenadante de cultivos de células de
ganglios linfaticos drenantes de piel, re-estimuladas con HKMc por 48 hs, de ratones WT sin
tratar (SF) o tratados con DT y ratones Lang-EGFPDTR sin tratar (SF) o tratados con DT,
***p<0,001.

Por otra parte, considerando que, en el contexto de la dermatofitosis, IL-17A controla la

invasion de M. canis en la epidermis y la inflamacion cutanea, se investigaron las
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caracteristicas histopatologicas de las lesiones y la diseminacion fingica extra-cutanea en
los ratones depletados de LC. Sorprendentemente, las lesiones en la piel de los ratones
Lang-EGFPDTR (con o sin DT) fueron similares a los ratones WT, a los 8 dias p.i.
(Figura 24a). Ademas, si bien se observd una mayor frecuencia de foliculos pilosos
infectados y alteraciones en la estructura epidérmica (Figura 24b y ¢), la invasion fungica
observada en la epidermis con ausencia de LC fue mucho menor a que en los ratones
deficientes en el eje IL-17/IL-17R (IL-17RA KO e IL-17A/F KO, Figura 16, Figura 21b
y ¢, respectivamente). Finalmente, no hubo diseminacion extra-cutanea ya que no se
observo la presencia del hongo en cultivos en agar Sabouraud de ganglios drenantes de
piel, rifion, higado, cerebro y bazo provenientes de los distintos grupos de animales

infectados (datos no mostrados).
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Figura 24. (a) Lesiones en el lomo de ratones WT tratados con DT o ratones Lang-EGFPDTR
sin tratar o tratados con DT e infectados con M. canis, al dia 8 p.i. (b) Cortes histoldgicos de
biopsias de piel del lomo al dia 8 p.i. de ratones Lang-EGFPDTR competentes de LC (Lang-
EGFPDTR) o depletados de LC (Lang-EGFPDTR + DT). Hifas PAS+ indicadas con flechas e
infiltrado inflamatorio indicado con asteriscos (100x) (c) Ampliacion (400x) de la zona marcada

en (b) al dia 8 p.i., hifas PAS+ indicadas con flechas.
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Objetivo Especifico I1I — Conclusiones

En ausencia de células de Langerhans, hay una disminucién en la produccion de
IL-17A y un aumento en la produccion IFN-y por células T CD4" antigeno-
especificas de ganglios linfaticos drenantes de piel, luego de la infeccion con M.
canis.

Los ratones deficientes en LC y los ratones competentes en LC presentaron una
invasion fungica y lesiones cutaneas similares en la piel. La invasion fingica en
ausencia de LC fue mucho menor a la observada en los ratones deficientes en el
eje IL-17/IL-17R.

Las lesiones dermatofiticas en la piel de los ratones depletados de LC, fueron
similares a las observadas en los ratones WT infectados.

No hubo diseminacion extra-cutanea en los ratones deficientes de LC.
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Capitulo 5: Discusion




Esta tesis es el primer estudio de la inmunidad mediada por IL-17 durante la infeccion
por dermatofitos in vivo. Mediante el desarrollo de un modelo experimental de infeccion
superficial con el patégeno humano Microsporum canis, se ha demostrado que la
citoquina IL-17 puede prevenir la proliferacion fungica en la piel y modular una respuesta
inflamatoria exacerbada mediada por una respuesta tipo Thl. En ausencia de 1L-17, el
aumento de IFN-y favorece la infeccion dermatofitica posiblemente al inhibir citoquinas
asociadas a la respuesta tipo 17, tales como IL-22, IL-1p, IL-23 e IL-6. Ademaés, se ha
demostrado que M. canis activa a las células de Langerhans, las cuales participan en la
induccion de la respuesta Th17 observada en la infeccion.

Las células de Langerhans son células dendriticas localizadas en la epidermis, la cual es
la zona de la piel donde invaden los dermatofitos. Alteraciones en la funcion de barrera
de la piel activan a las LC para inducir una respuesta inmune especifica (Doebel 2017).
Por lo tanto, como primera medida se estudiaron los efectos de las hifas de M. canis sobre
la activacién, maduracion y presentacion antigénica de las células de Langerhans
murinas.

Se determind que las hifas de M. canis activan a las células XS106, linea celular de LC
murinas (Timares 1998, Takashima 2001), demostrado por el aumento en la expresion de
MHC-II y de las moléculas co-estimulatorias CD40 y CD80, las cuales participan en la
presentacion antigénica (Figura 8). Estos hallazgos indican que las células XS106 son
capaces de reconocer al hongo, posiblemente de forma directa luego de la interaccion de
estructuras de la pared celular con receptores innatos en las LC o luego de sensar
productos secretados por el metabolismo fingico (Monod 2008, de Jong 2010, Baldo
2011). Ademas, las células XS106 pre-activadas con M. canis fueron capaces de
diferenciar linfocitos T virgenes a un perfil Th17, evidenciado por la estimulacion de la
proliferacion de células mononucleares alogénicas con aumento significativo en la
produccion de IL-17A/F (Figura 8c y d). Coincidentemente, las células XS106 incubadas
con el hongo mostraron un aumento en la produccidn de citoquinas, particularmente con
produccion de IL-6 e IL-23 (Figura 8b), las cuales son citoquinas inductoras de las
respuestas Th17 (Hirota 2012). Para profundizar los resultados sobre la activacion de las
LC vy, considerando que estas células se encuentran en intimo contacto con los
queratinocitos y con otras células epidérmicas (Kabashima 2016), se estudio la activacion
de las LC frente a M. canis en explantes de epidermis obtenidos de orejas de ratones
C57BL/6 (Esquema 1 y Figura 9). Esta estrategia experimental permite estudiar la

activacion de las LC en el microambiente de la epidermis, el cual también se encuentra
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modificado por la presencia del hongo durante la dermatofitosis. Ademads, en estos
cultivos de epidermis, las LC activadas son capaces de migrar al medio de cultivo, de
forma andloga a la migracion a los ganglios linfaticos de piel (Ortner 1996, Stoitzner
2010). Similarmente a lo observado con la linea celular XS106, las hifas vivas de M. canis
activaron a las LC promoviendo la expresion de moléculas MCH-II y co-estimulatorias
como también la produccion de IL-6. Ademas, se observd que las células epidérmicas
MCH-II negativas (probablemente queratinocitos) también producen IL-6 en presencia
de M. canis (Figura 9f y g). Estos resultados permiten concluir que las LC, dentro de la
epidermis, son capaces de detectar al hongo y adquirir un fenotipo de célula madura,
relacionado con la presentacion antigénica y la migracion a ganglios linfaticos drenantes
(Doebel 2017). De manera anéaloga y confirmando los resultados de citometria de flujo,
las hifas de M. canis también indujeron un aumento en la produccion de IL-6, IL-23 e IL-
1B en los sobrenadantes de los cultivos de los explantes de epidermis (Figura 9h).
Claramente, las hifas vivas de M. canis inducen un ambiente en la epidermis que estimula
la produccion de citoquinas claves para la induccion de la respuesta Th17. En este sentido,
la presencia de IL-6 ha sido demostrada como suficiente para inducir la diferenciacion
Th17 por las LC durante la infeccion experimental epicutanea con la levadura C. albicans
(Kashem 2015) y la presencia de esta citoquina, junto con IL-1f, fueron reportadas como
necesarias para la diferenciacion a Th17 en el tejido cutaneo (Hu 2011). Apoyando a esta
respuesta, el aumento en la secrecion de IL-23 podria estar relacionado con la
estabilizacion y mantenimiento de la respuesta Th17 (McGeachy 2009). Posiblemente,
estas citoquinas sean producidas por los queratinocitos dado que representan la poblacion
celular méas abundante de la epidermis (Nestle 2009). Los queratinocitos poseen
receptores que podrian reconocer estructuras fingicas, como TLR, NLR o CLR, que
gatillen la produccion de citoquinas pro-inflamatorias (Cho 2010). Ademas, estudios
previos demuestran que los dermatofitos inducen la produccion de citoquinas
directamente en cultivos de queratinocitos humanos y que distintas especies de
dermatofitos tienen diferentes capacidades para estimular la activacion de los
queratinocitos (Tani 2007, Ogawa 2010, Achterman 2015). Por lo tanto, frente al contacto
con hifas vivas de M. canis hay una produccion de citoquinas inductoras de la respuesta
Th17 por parte de las LC y el microambiente de la epidermis. En concordancia con estos
resultados y los obtenidos con la linea celular XS106, las LC purificadas de los cultivos
de epidermis con M. canis, tuvieron la capacidad de estimular la proliferacion y

diferenciacion de células mononucleares alogénicas hacia un perfil Th17 (Figura 10).

74



El reconocimiento de un microorganismo por receptores de la inmunidad innata depende
de la exposicion de determinados patrones moleculares asociados a patdgenos en la pared
celular de los hongos (B-glucanos, mananos, quitinas) o de factores de virulencia
secretados durante la infeccion (por ejemplo, proteasas) (Monod 2008, Baldo 2011, Erwig
2016). La inactivacion de un hongo con calor puede cambiar la exposicion de estructuras
de la pared o inhibir la secrecion de productos de su metabolismo (Mao 2014). Los
resultados muestran que las LC purificadas de cultivos de epidermis con el hongo vivo o
con el hongo muerto por calor inducen la proliferacion de linfocitos virgenes (Figura
10a), sin embargo, s6lo LC pre-activadas con las hifas vivas de M. canis estimularon la
sintesis de IL-17 por linfocitos alogénicos (Figura 10b). Por el contrario, las LC pre-
activadas con hifas muertas por calor mostraron una tendencia a aumentar la produccion
de la citoquina inmunosupresora IL-10. Estos efectos supresores ya se habian observado
con antigenos presentes en otros dermatofitos como Trichophyton rubrum (Blake 1991,
Dahl 1993). Ademas, una observacion similar fue reportada por Mao ef al., quien mostrd
que el tratamiento de M. canis con calor suprimia la activacion pro-inflamatoria de
monocitos humanos THP-1 (Mao 2014) y también por Achterman et al. en un tejido de
epidermis comercial, en el cual artroconidias de dermatofitos muertas por calor fallaron
en causar la invasion del tejido y el estado pro-inflamatorio en la piel (Achterman 2015).
Estos resultados permiten sospechar que los factores de virulencia podrian ser productos
de secrecion o estructuras de la pared del hongo que se exponen solamente en el hongo
vivo. En este sentido, el grupo de Mignon et al. ha estudiado diferentes enzimas de M.
canis en un modelo ex vivo de epidermis felina y en dermatofitosis experimental en
cobayos. Aunque se reportd que las proteasas, SUB3, DppV y MEP3, cumplen una
funcion en facilitar la adherencia del hongo a la capa cérnea de la epidermis, no se
demostro la participacion de estas proteasas en la invasion del tejido o en la generacion
de una respuesta protectora (Baldo 2009, Vermout 2003, Vermout 2008).

Por otra parte, los efectos de M. canis en las LC podrian ser la consecuencia de la
interaccion de B-glucanos o a-mananos de la pared celular con receptores de la inmunidad
innata como lectinas tipo C (Dectina-1, Dectina-2, MINCLE) o TLR, tal como se ha
demostrado que ocurre con diferentes hongos patdgenos (Lionakis 2017). En este sentido,
en la dermatofitosis humana se observa un aumento en la expresion de TLR-2 y TLR-4
en biopsias de piel, sugiriendo la participacién de estos receptores durante la infeccion
(Brasch 2014). Por otra parte, se ha demostrado que Dectina-2 soluble se une a la pared

celular de Microsporum audouinii (Sato 2006) y que células dendriticas murinas unen
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hifas de 7. rubrum y M. audouinii por la interaccion con una glicoproteina de
transmembrana denominada DC-HIL (Chung 2009). Ademas, se ha reportado que M.
canis promueve la produccion de IL-1p mediante la activacion del NLRP3-inflamosoma
y la participacion de Dectina-1, en macrofagos y células dendriticas murinas (Mao 2014).
Sin embargo, en este trabajo de tesis, se observo que ratones deficientes en Dectina-1
(Dectin-1 KO) (Taylor 2006) no mostraron diferencias en la susceptibilidad a la infeccion
0 en la respuesta inmune antifngica respecto a los ratones WT, durante la infeccion
epicutanea con M. canis (datos no mostrados). Por lo tanto, una perspectiva de esta tesis
es identificar los mecanismos de reconocimiento de M. canis en la piel y las moléculas
fungicas involucradas en la induccion de la respuesta inmune, desarrollando
experimentos enfocados en la exposicion de los polisacaridos de la pared celular o de
factores de virulencia secretados por el hongo (Monod 2008).

Esta tesis demuestra por primera vez los efectos de un dermatofito sobre la activacion de
células dendriticas epidérmicas y su capacidad para estimular la produccion de IL-17A/F
por linfocitos alogénicos. Estos datos apoyan los estudios iniciales publicados por
Braathen y Kaaman (Braathen 1983), que demostraron que las LC purificadas de
individuos sensibilizados con tricofitina (un antigeno del dermatofito 7. rubrum)
promovian, in vitro, la proliferacion de linfocitos T de sangre periférica aislados del
mismo paciente, sugiriendo que las LC tienen una funcion central en la induccion de la
inmunidad especifica anti-dermatofitica. Ademas, en linea con estos resultados, las LC
también inducen exclusivamente una respuesta Th17 en un modelo de candidiasis cutanea
(Igyart6 2011, Kashem 2015) e inician la respuesta de IL-17 en un modelo de infeccion
de la piel con Staphylococcus aureus (Conti 2009, Cho 2010, Kobayashi 2015). Estos
hallazgos refuerzan las evidencias que demuestran que las LC inician la inmunidad
especifica Th17 luego de que patdgenos induzcan la ruptura del estrato corneo de la piel
(Igyarto 2011, Doebel 2017).

Para poder estudiar si los fendmenos observados in vitro eran bioldgicamente relevantes
in vivo, era necesario desarrollar un modelo murino de infeccion superficial con M. canis.
Por lo tanto, se establecio un modelo experimental de dermatofitosis epicutanea con hifas
de Microsporum canis en ratones wild-type C57BL/6 (Esquema 2). En este modelo, la
infeccidn se realizo utilizando la forma infectante de los dermatofitos (hifas) (Hashimoto
1991) por via epicutanea, o transcutanea, que permite el contacto directo del hongo con
la epidermis, tal como sucede en la infeccién natural (Brasch 2008, Combadiere 2011,

Nicolas 2008).
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En primera instancia, se caracterizo6 la cinética de la evolucion de la infeccion a diferentes
puntos de tiempo: dias 4, 8 y 18 post-infeccion. Se observo que los ratones C57BL/6
infectados desarrollaron lesiones en la piel limitadas a la epidermis desde el dia 4, con un
pico a los 8 dias post-infeccion y que resolvieron para el dia 18 (Figura 11 y Tabla 2). A
su vez, se hizo un seguimiento hasta el dia 45 y no se observo la recurrencia de la
infeccion. Tal como se observa en la dermatofitosis en individuos inmunocompetentes,
los ratones C57BL/6 infectados con M. canis presentaron lesiones leves a moderadas con
presencia de descamacion, eritema, acantosis e infiltrado inflamatorio, constituido
principalmente por neutréfilos, en la epidermis y dermis (Figura 12, Figura 13a y Tabla
2). Ademas, se observaron hifas penetrando en el estrato corneo e invadiendo los foliculos
pilosos y los pelos de forma ectotrix (Figura 12b, ¢ y d). Coincidiendo con lo observado
en los cortes histologicos de piel, la determinacion de la carga fingica en la epidermis
demostré la deteccion de colonias fungicas al dia 4 y 8 post-infeccion (Figura 17b).
Todas estas manifestaciones clinicas son similares a las observadas en la tinea capitis no
inflamatoria o seca en humanos (Hay 2007). Ademas, coincidiendo con lo demostrado en
otros modelos de infeccidon con dermatofitos en ratones y cobayos (Hay 1983, Cambier
2014) y en infecciones en humanos (Szepes 1993, Koga 2005), los neutréfilos infiltrantes
se encontraron formando microabscesos epidérmicos alrededor de las hifas. En este
sentido, la actividad citotoxica de los neutrofilos y la proliferacion epidérmica (acantosis)
se han sugerido como mecanismos de expulsion de las hifas que permitirian la
eliminacion del hongo de la piel (Hay 2007).

En conclusion, el modelo de dermatofitosis epicutanea desarrollado en esta tesis es
comparable clinica e histopatologicamente con la infeccion superficial en humanos, con
invasion fungica limitada a la epidermis. El establecimiento de esta infeccion
experimental es de gran importancia ya que, a diferencia de otros modelos experimentales
(Cambier 2017), permite el estudio de la fisiopatogenia y respuesta inmune en
dermatofitosis en un sistema con relevancia biologica.

Estd ampliamente demostrado que la inmunidad mediada por células T es reconocida
como necesaria para la recuperacion clinica y la proteccion frente a la infeccion con
dermatofitos (Calderon 1984, Zahur 2014). Esta respuesta celular también fue importante
en modelos experimentales en cobayos y ratones (Rasmussen 1978, Hay 1983, Koga
2005, Jensen 2007, Vermout 2008, Brasch 2009, Fritz 2012, Cambier 2014). Estudios
previos reportaron la presencia de células IFN-y-positivas en lesiones de tinea corporis 'y

la produccién de esta citoquina en células mononucleares de sangre periférica de
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pacientes con dermatofitosis (Koga 1993, Koga 2001, Koga 2001a, Bressani 2013),
sugiriendo que la respuesta T helper 1 (Th1) representaria la inmunidad adaptativa celular
en estas infecciones. Sin embargo, la respuesta inmune especifica montada frente a los
dermatofitos no ha sido previamente caracterizada in vivo (Heinen 2017). Aunque
publicaciones recientes han sugerido la participacion de citoquinas de la familia de I1L-17
en la proteccion del huésped durante la dermatofitosis (Alves de Medeiros 2016, Cambier
2014, Lanternier 2013, Nielsen 2015), esta respuesta no ha sido directamente investigada
in vivo en un sistema biologico relevante. En esta tesis se demuestra, por primera vez, que
la respuesta Th17 es la inmunidad adaptativa que predomina en la dermatofitosis, sin
produccion de otras citoquinas caracteristicas de las respuestas Th1l, Th2 o T regulatoria
(Figura 14b). La infeccion aumenta el numero de linfocitos en los ganglios drenantes de
piel, lo que sugiere la activacion de la inmunidad adaptativa (Figura 14a). Ademas, en
concordancia con datos previos que demostraban la importancia de los linfocitos T CD4"
en la proteccion del huésped (Calderon 1984), se detecté un mayor porcentaje de células
T CD4" productoras de IL-17 que de células T CD8" antigeno-especificas (Figura 14c).
Apoyando estos resultados, un aumento en la frecuencia de linfocitos Th17 fue hallado
en la sangre periférica de un paciente con tinea capitis por M. canis (Sakuragi 2016). En
linea con estos datos, Cambier et al. reportaron que los ratones C57BL/6 infectados con
dermatofitos zoofilos del género Arthroderma sobre-expresan ARN mensajero de TGF-
b, IL-1B e IL-6 en la piel (Cambier 2014), los cuales son mediadores claves de la
diferenciacion Thl7.

Las citoquinas de la familia de IL-17 son esenciales en la inmunologia de la piel y las
mucosas ya que promueven la movilizacion de neutréfilos al sitio de infeccion, regulan
la produccion de péptidos antimicrobianos (PAM) y mantienen la integridad de la barrera
epitelial (Conti 2015). En este estudio, la contribucion de la via de IL-17 en la respuesta
protectora frente a la dermatofitosis fue investigada realizando la infeccidon epicutanea
con M. canis en ratones deficientes en la respuesta IL-17 (IL-17RA KO). Esta cepa
murina es deficiente en la subunidad A del receptor de IL-17 y afecta la sefializacion de
la mayoria de los miembros de la familia de IL-17 (IL-17A, IL-17C, IL-17E, IL-17F)
(Patel 2015). De acuerdo con lo esperado, los ratones IL-17RA KO fueron mas
susceptibles a la infeccion que los ratones WT (Figura 15) y mostraron una mayor
proliferacion del hongo en la capa cornea y los foliculos pilosos (Figura 16), evidenciado
por un aumento significativo en la carga fungica en la piel, respecto a los ratones WT

infectados particularmente al dia 8 p.i. (Figura 17). Sin embargo, de manera similar a los
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ratones WT, en ausencia de la sefializacion por IL-17RA, la invasion con M. canis fue
restringida a la epidermis y la infeccion se resolvid, con una cinética de eliminacion del
hongo levemente retardada (Figura 17b y datos no mostrados). Estos datos demuestran
que las citoquinas IL-17 son cruciales para inhibir la colonizacion superficial de los
dermatofitos, pero su ausencia no determina la diseminacion fungica a los tejidos
profundos. Esta caracteristica también fue observada en un modelo de candidiasis
orofaringea en ratones IL-17RA KO, en el cual la invasion por C. albicans se mantuvo
restringida en la epidermis. Estos resultados sugirieren que hay ciertas funciones de
barrera de la piel que son independientes de la sefalizacion por IL-17 (Trautwien-
Weidneer 2015, Sparber 2015).

Por otra parte, los ratones IL-17RA KO infectados con M. canis exhibieron exuberantes
signos de inflamacion, manifestados por un aumento en la produccion de citoquinas por
las células epidérmicas (Figura 18f) y, sorpresivamente, una mayor frecuencia de
neutréfilos en la piel y de la quimiocina que recluta neutréfilos CXCL1, comparado con
los ratones WT infectados (Figura 18a y b). Ademas, los neutréfilos de la epidermis de
los ratones IL-17RA KO fueron funcionalmente similares a los neutréfilos de los ratones
WT y se observaron alrededor de las hifas durante la infeccion (Figura 18c, d y e). Estos
resultados fueron inesperados ya que, en diferentes modelos infecciosos, la ausencia de
IL-17 se correlaciona con una disminucion en el reclutamiento de neutrofilos al sitio de
infeccion (Tosello Boari 2012, Chen 2016). Sin embargo, coincidiendo con los datos de
esta tesis, Trautwien-Weidneer et a/ demostraron que, durante un modelo murino de
candidiasis oral, el reclutamiento de neutréfilos a la mucosa fue desacoplado de la via de
IL-17 (Trautwien-Weidneer 2015). En otro modelo, la infeccion en el sistema nervioso
central con Candida tropicalis promueve el movimiento de neutrofilos mediante la
activacion de CARD9 (molécula involucrada en la via de sefializacion de los CLR) y
produccion de TNF, de forma independiente de IL-17 (Whibley 2015). En consecuencia,
durante la infeccion de la piel con M. canis evidentemente existen mecanismos
independientes de IL-17 que median el reclutamiento de neutrofilos a la epidermis. En
ausencia de IL-17RA, la infeccion con M. canis induce un incremento significativo de
IL-6, TNF y CXCLI1 (Figura 18), moléculas quimiotacticas para neutrofilos (Mantovani
2011). Ademas, otras citoquinas relacionadas con la via de IL-17 (como IL-22, CXCL2 o
IL-1B) también podrian promover el reclutamiento de neutrdfilos (El Malki 2013, Li

2013, Mao 2014, Achterman 2015).

79



La movilizacion de neutrofilos a la piel y la secrecion de citoquinas observadas en la
infeccion en ausencia de IL-17RA, podrian ser gatilladas directamente debido la alta
carga fungica en los ratones IL-17RA KO, luego del reconocimiento de las hifas de M.
canis, o sus productos, por las células epidérmicas. Como se discutié previamente, los
queratinocitos pueden producir un gran espectro de citoquinas, quimiocinas y PAM frente
a la exposicion a los dermatofitos, incluyendo los quimioatractantes IL-8 y TNF
(Nakamura 2002, Shiraki 2006, Kabashima 2016). Alternativamente, la destruccion del
tejido por la invasion del dermatofito podria generar la liberacion de patrones moleculares
asociados a dafio (DAMP, segin sus siglas en inglés) que promueven la llegada de
neutréfilos a la piel.

La presencia de neutrdfilos en la piel sugiere que estas células podrian ser importantes
para la resolucion de la micosis, sin embargo, todavia no se ha demostrado
experimentalmente la funcion de los neutrofilos en la proteccion durante la infeccion
dermatofitica. Se ha observado in vitro que los neutréfilos disminuyen la viabilidad del
hongo por diversos mecanismos (Calderén 1987, Calderén 1987a, Heddergott 2012) y
que producen citoquinas como TNF, IL-1B e IL-8 frente al estimulo con artroconidias
vivas de M. canis (Cambier 2014). Sin embargo, pacientes con deficiencias en la
funcionalidad de neutréfilos, como es el caso de la enfermedad granulomatosa crénica
(deficiencia en NADPH) o en la deficiencia de mieloperoxidasa, no muestran
susceptibilidad a las dermatofitosis. S6lo un reporte ha relacionado un cuadro de
dermatofitosis severa en un paciente neutropénico por quimioterapia (Lourdes 2014). Por
lo tanto, la infeccidon cutdnea con M. canis desarrollada en esta tesis representa un modelo
experimental que permitiria profundizar en el estudio de la funcion de los neutrofilos
durante la dermatofitosis utilizando, por ejemplo, estrategias de deplecion de estas células
durante la infeccion.

Por otra parte, la susceptibilidad a la infeccion superficial por M. canis, en ausencia de
sefalizacion por IL-17, podria ser mediada por defectos en la produccion de péptidos
antimicrobianos (PAM) (Amatya 2017). Con respecto a esto, Trautwien-Weidneer et al.
observaron que la proteccion frente a la candidiasis oral fue mediada por la produccion
de PAM, en un modelo experimental murino (Trautwien-Weidneer 2015). En esta tesis,
los PAM podrian llegar a estar involucrados en las defensas antifingicas, ya que la
expresion de B-defensinas, catelicidinas y proteinas S100 en la piel han sido asociadas
con los mecanismos protectores de la dermatofitosis humana (Brasch 2014, Jensen 2007,

Sawada 2013). A su vez, los PAM pueden tener accion fungicida directa formando poros
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en la pared celular, ser quimioatractantes o estimular la secrecion de citoquinas (Tomalka
2015, Takahashi 2017). Por lo tanto, para profundizar sobre la funcion de los PAM en la
proteccion mediada por IL-17, actualmente en nuestro laboratorio se estan realizando
experimentos para cuantificar los niveles de expresion de ARN mensajero de varios PAM
en la piel de ratones WT e IL-17RA KO infectados.

En ausencia de la sefnalizacion por IL-17, la histopatologia de la piel revelo defectos en
la proliferacion de las células epidérmicas luego de la infeccion (Tabla 2, numero de
células de la epidermis). La epidermis de los ratones IL-17RA KO infectados con M.
canis mostrd una ausencia de acantosis evidenciada por el grosor constante de la
epidermis durante toda la infeccion, mientras que los ratones WT, con una respuesta IL-
17 funcional, presentaban una marcada acantosis (Tabla 2 y Figura 16). En este sentido,
IL-17A, IL-17C e IL-17F pueden actuar directamente sobre las células epiteliales,
promoviendo la remodelacion del tejido y, en particular, IL-17A mantiene la integridad
de la barrera de la piel (Cho 2010, Pappu 2012). Por lo tanto, la falta de proliferacion
observada en la piel podria estar relacionada con la ausencia de sefnalizacion de la via IL-
17/IL-17R, lo que contribuiria a la persistencia y proliferacion fungica en el estrato corneo
y, en consecuencia, el establecimiento de una inflamacion exacerbada (Figura 16, Tabla
2 y Figura 18f). Sin embargo, la inflamacion exagerada de la piel y el aumento en el
influjo de neutrofilos también han sido observados en los ratones IL-17RA KO en un
modelo de psoriasis inducida por imiquimod (EI Malki 2013), sugiriendo que
mecanismos pro-inflamatorios, independientes de la presencia de microorganismos,
podrian estar regulados de forma positiva en la ausencia de la sefializacion por IL-17. En
el modelo de dermatofitosis epicutanea en ratones IL-17RAKO, cuando la carga fingica
de la piel es baja y similar a la de los WT (dia 4 p.i) (Figura 17b), no se detecta la
produccion de citoquinas en los sobrenadantes de los cultivos de células epidérmicas.
Estos datos sugieren que la respuesta inflamatoria exacerbada en los ratones IL-17RA
estaria gatillada por la elevada cantidad de hongo en la piel en el dia 8 p.i, momento en el
que se observa el desbalance de citoquinas en las células epidérmicas (Figura 18f).

Por otra parte, el andlisis de la respuesta inmune adaptativa en los ratones IL-17RA KO
infectados con M. canis demostré el predominio de una respuesta de tipo Thl,
caracterizada por la produccion de IFN-y antigeno-especifica por las células
mononucleares de ganglios linfaticos drenantes de piel (Figura 19). La falta de IL-17
promovi6 ademas una fuerte inflamacion en los ganglios, evidenciada por el marcado

aumento del nimero de células en los ratones IL-17RA KO, respecto a los WT, luego de
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la infeccion (Figura 19a). En este sentido, se ha reportado que IL-17A inhibe
directamente la produccion de IFN-y por supresion del factor de transcripcion T-bet en
linfocitos T, el cual es el regulador principal de la respuesta Th1. Consecuentemente, los
ratones deficientes en IL-17 desarrollan una enfermedad inflamatoria agresiva mediada
por IFN-y en la colitis autoinmune experimental (O’Connor 2009) o rechazo del injerto
contra el huésped, en un modelo de trasplante de piel (Vokaer 2013). Otro mecanismo
regulatorio de IFN-y mediado por IL-17 se demostr6 en un modelo murino de enfermedad
de Chagas en ratones IL-17RA KO, en el cual el aumento en la produccion de IFN-y por
los linfocitos T, en ausencia de IL-17, era consecuencia de un menor reclutamiento de
neutro6filos productores de IL-10 (Tosello Boari 2012). En el modelo de infeccion con M.
canis de esta tesis, es poco probable que la induccion de la respuesta Thl se deba a la
falta de reclutamiento de neutrdfilos productores de IL-10 en los ratones IL-17RA KO,
ya que por el contrario (como se discutid previamente) estos ratones presentan un
marcado aumento de neutréfilos infiltrantes de la piel luego de la infeccion (Figura 16 y
Figura 18a).

De acuerdo con los resultados presentados, se demostré que la intensa inflamacion
cutanea observada en los ratones IL-17RA KO infectados con M. canis depende
parcialmente de la respuesta Thl, ya que el tratamiento con un anticuerpo monoclonal
neutralizante de IFN-y (luego del establecimiento de la infeccion), disminuyo
significativamente la produccion de TNF y el influjo de neutréfilos a la piel en los ratones
IL-17RA KO (Figura 20a, b, ¢ y d). Sorprendentemente, el tratamiento con anti-IFN-y
también disminuyo la carga fingica en la piel en los ratones deficientes en la via de IL-
17 (Figura 20c y d). Este fenomeno podria deberse a que, en ausencia de IFN-y y de
sefializacion de IL-17, en la piel se inducen citoquinas compensatorias que activan
mecanismos protectores. De acuerdo con esto, los ratones deficientes de IL-17RA y
tratados con anti-IFN-y, efectivamente muestran un incremento significativo en la
produccién de citoquinas involucradas en la respuesta de IL-17 y una disminucion de la
citoquina supresora IL-10 por las células epidérmicas (Figura 20d). Si bien IL-17 no
puede sefializar en ausencia de su receptor, es posible que un ambiente cutineo con
elevada produccion de IL-23 y otras citoquinas del mismo perfil como IL-22, IL-1f e IL-
6 (Figura 20d), junto con bajos niveles de IL-10, contribuyan a inhibir la proliferacion
fingica en la piel. Estos datos abren una nueva perspectiva para profundizar el estudio de
los procesos que regulan la inmunidad cutédnea en ausencia de IL-17 e IFN-y. Por lo tanto,

los resultados de esta tesis demuestran que, en la dermatofitosis experimental con M.
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canis, la inmunidad por IL-17 inhibe la invasion fungica superficial y suprime la respuesta
inflamatoria Th1, la cual es poco eficiente para controlar la infeccion en la piel. Apoyando
estos resultados, experimentos preliminares en nuestro laboratorio muestran que ratones
deficientes en el receptor de TNF (TNFR KO) no muestran diferencias en la
susceptibilidad frente a la infeccion respecto a los ratones WT (datos no mostrados).
Ademas, coincidentemente con los datos presentados, un estudio publicado muestra que
ratones deficientes en IFN-y (IFN-y KO) no tienen diferencias en la carga fungica con
respecto a la cepa WT (C57BL/6), luego de la infeccion en la piel con el dermatofito 7
rubrum (de Matos Baltazar 2014).

Por otra parte, en esta tesis se demostrd que los efectos bioldgicos observados durante la
infeccion con M. canis en los ratones deficientes de IL-17RA se reprodujeron en los
ratones doble knock-out para IL-17A e IL-17F (Haas 2012) (Figura 21). Estos datos
indican que los fendmenos observados en nuestro modelo dependerian, principalmente,
de IL-17A ya que no se detectd produccion de IL-17F por los linfocitos T durante la
infeccion. De acuerdo con estas evidencias, en un modelo de infeccidon cutanea con
Candida albicans se demuestra que la respuesta protectora depende de IL-17A y no de
otras citoquinas de la familia IL-17 que sefalizan por IL-17RA (IL-17C, IL-17F e IL-
17E) (Ramirez-Carrozzi 2011, Conti 2015).

Considerando todos los resultados obtenidos de la dermatofitosis en ratones WT y
deficientes en la sefalizacion mediada por IL-17, en este estudio se ha demostrado una
funcion dual de las citoquinas IL-17 durante la infeccion en la piel por M. canis. Por un
lado, la respuesta de IL-17 controla la proliferacion de M. canis en la epidermis y, por
otro lado, regula la inflamacion exacerbada mediada por Th1. Eventualmente, los ratones
con ausencia de sefializacion por IL-17RA, fueron capaces de controlar la dermatofitosis,
pero a expensas de una mayor inflamacion y dafo tisular. Es probable que los mecanismos
protectores de la respuesta inmune mediada por IL-17 en la dermatofitosis dependan del
mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial y/o de la produccién de péptidos
antimicrobianos por la epidermis. Ademas, es claro que, en ausencia de IL-17 e IFN-y, se
disparan mecanismos de defensa cutdneos compensatorios que logran eliminar al
dermatofito de la piel y evitar la diseminacion fingica extra-cutanea.

Luego de haber estandarizado el modelo de infeccion superficial y de definir la funcion
de la inmunidad mediada por IL-17 en la proteccion frente a M. canis, se investigd la

participacion in vivo de las células de Langerhans en la inmunidad anti-dermatofitica.
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Para confirmar los resultados obtenidos in vitro, se reprodujo la infeccion epicutanea con
M. canis en ratones Lang-EGFPDTR. Estos ratones permiten la deplecion inducible de
las células que expresan langerina usando la toxina diftérica (DT) (Kissenpfennig 2005,
Bobr 2010). Los ratones depletados de células que expresan langerina (LC y una
poblacion minoritaria de células dendriticas de la dermis) (Bennet 2007, Kashem 2017),
e infectados con M. canis (Esquema 4 y Figura 22), mostraron una disminucion
significativa en la frecuencia y nimero absoluto de los linfocitos T CD4" productores de
IL-17A de ganglios linfaticos drenantes de piel y una tendencia similar en los niveles de
IL-17A/F en el sobrenadante de cultivo, luego de la re-estimulacion con antigenos del
hongo, con respecto a los ratones competentes en LC (Figura 23). Consecuentemente y
coincidiendo con los resultados que demuestran la participacion de la sefalizacion de IL-
17 en la supresion de la respuesta Thl luego de la infeccion (Figura 19 y Figura 21), los
ratones depletados de LC muestran una tendencia de niveles aumentados de IFN-y en
sobrenadantes de linfocitos T de ganglios drenantes de piel re-estimulados con HKMc¢
(Figura 23d). Estos resultados confirman los experimentos in vitro mostrados en el
Capitulo 4, Seccion 4.1.1 (Figura 8) y demuestran la participacion in vivo de las LC en
la induccion de la respuesta Th17 anti-dermatofitica.

Sin embargo, aunque la ausencia de LC se relacion6 con una disminucion de células T
productoras de IL-17 y, a diferencia de lo observado en los animales deficientes de IL-17
(Figura 16 y Figura 21), los animales depletados de LC no fueron mas susceptibles a la
invasion fingica superficial y no presentaron una respuesta inflamatoria exacerbada en la
piel, comparados con los ratones WT (Figura 24). Estos resultados son similares a los
publicados por Igyarto ef al. (Igyartd 2011) que observaron la participacion de las LC en
la diferenciacion a Th17 durante la candidiasis cutanea experimental, pero su deplecion
no promovio un aumento de la colonizacion fungica. Este fendmeno podria estar mediado
por células de la inmunidad innata residentes del tejido, tales como linfocitos Tyo o ILC,
ya que se ha demostrado que protegen contra infecciones de la piel o de las mucosas por
Staphylococcus aureus o Candida albicans mediante la produccion de IL-17A (Conti
2009, Kobayashi 2015), independientemente de las LC o del establecimiento de la
inmunidad adaptativa. En este sentido, en nuestro laboratorio se estan llevando a cabo
experimentos para caracterizar las poblaciones celulares productoras de IL-17 en la piel
durante la infeccion con M. canis. Resultados preliminares muestran que al dia 8 p.i., en
la epidermis, se detectan dos poblaciones productoras de IL-17: linfocitos Tyo y linfocitos

T convencionales (TCR) (datos no mostrados). Por lo tanto, si bien las LC inducen una
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respuesta adaptativa Th17 especifica para M. canis, otras poblaciones de células inmunes
de la piel pueden producir esta citoquina y, por lo tanto, podrian ser capaces de controlar
de la infeccion.

Las evidencias de este modelo de dermatofitosis sugieren que, en la proteccion frente a
la infeccion primaria con Microsporum canis, serian mas relevantes los mecanismos de
la respuesta tipo 17 involucrados en la inmunidad innata que la respuesta inmune
adaptativa. Experimentos focalizados en estudiar la evolucion de la infeccion en ratones
Ragl”" (los cuales no poseen linfocitos B y T maduros) podrian confirmar esta hipétesis.
En este sentido, es probable que la respuesta adaptativa Th17 sea necesaria para el control
rapido y eficiente frente a una infeccion secundaria (re-infeccion) con un dermatofito, tal
como se ha observado en candidiasis cutanea (Hernandez-Santos 2013). Para confirmar
esta hipotesis, se pueden realizar experimentos de reinfeccion con M. canis en ratones IL-
17RAKO que han resuelto la infeccion primaria o en ratones WT tratados con un
anticuerpo neutralizante de IL-17.

Por otra parte, la deplecion de LC en los ratones Lang-EGFPDTR no elimina
completamente a las células T productoras de IL-17A en los ganglios y, de hecho, se
detecta produccion de IL-17 en sobrenadantes de cultivo de células de los ganglios
drenantes de piel y re-estimuladas con HKMc (Figura 23c) Es posible que, durante la
infeccion, otras células presentadoras de antigenos también contribuyan a la
diferenciacion a Th17. Esto se ha demostrado en estados inflamatorios de la piel, donde
monocitos Grl™ de la sangre (Ginhoux 2006, Seré 2012) o provenientes de los foliculos
pilosos (Nagao 2012) pueden diferenciarse a LC y repoblar la epidermis. Ademas, en un
contexto infeccioso, células dendriticas dérmicas CDI11b" pueden reconocer a
pseudohifas de C. albicans e inducir una respuesta Th17 en ganglios linfaticos (Igyarto
2011, Kashem 2015). Inclusive se ha reportado la migracidon de neutréfilos con patdégenos
a los ganglios linfaticos drenantes de piel, lo cual permitiria la fagocitosis y presentacion
antigénica por las DC residentes de los ganglios linfaticos (Mantovani 2011).

En esta tesis se ha demostrado in vitro e in vivo que, en la dermatofitosis experimental,
las LC participan en la induccion de la inmunidad adaptativa tipo Th17 de forma similar
a otros modelos experimentales donde los antigenos se encuentran confinados a la
epidermis (Kaplan 2017). Evidentemente, la piel es un tejido con muchos mecanismos
compensatorios y redundantes que le permiten mantener eficientemente su funcion de
barrera inmunoldgica con el medio exterior. En este sentido, son necesarias mas

investigaciones para profundizar los mecanismos protectores mediados por citoquinas IL-
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17 en la piel y los fendémenos antifungicos compensatorios, en ausencia de la sefializacion
de estas citoquinas. La activacion de mecanismos innatos mediados por la molécula
adaptadora CARD-9 (Leibundgut-Landmann 2007), la produccion de péptidos
antimicrobianos en la epidermis y/o la accion directa de citoquinas relacionadas con la
respuesta tipo 17 tales como IL-22, IL-23, IL-6 e IL-1p, serian vias posibles de inmunidad
anti-dermatofitica en la piel. Recientemente, varios estudios clinicos han demostrado que
pacientes con formas raras de infecciones cronicas profundas por dermatofitos estdn
asociadas a mutaciones en el gen CARDY (Rouzaud 2016). La molécula CARD?9, junto
con Bcl10 y MALT1, esté involucrada en la sefializacion de varios receptores tipo Lectina
C (CLR) (Grumach 2015, Drummond 2016). Aunque en algunos pacientes estudiados se
encontraron varios defectos funcionales, tales como menor produccion de IL-6 por células
de sangre entera estimuladas con antigenos fungicos (Lanternier 2013), menor proporcion
de linfocitos Th17 evaluados ex vivo (Lanternier 2013) y defectos en los neutrofilos
(Grumach 2015a), no se conocen cuales son los mecanismos dependientes de CARD9

que generarian la inmunidad antifiingica.
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Capitulo 6: Conclusiones




En esta tesis de doctorado se ha establecido un modelo de infeccion superficial por M.
canis el cual revela que en la dermatofitosis predomina una respuesta adaptativa
especifica tipo Th17. Ademas, se ha demostrado, por primera vez, que la via de
sefalizacion de IL-17 es fundamental en el control de la infeccion superficial y en la
restriccion de la inflamacion exacerbada luego de la invasion de la piel por un
dermatofito. En ausencia de sefalizacion via IL-17 e IFN-y, se activarian mecanismos
protectores eficientes que inhiben la proliferacion de M. canis en la piel. Ademas, se
demostrd que las células de Langerhans son importantes en la promocion de la respuesta
Th17 especifica, pero no contribuyen significativamente en la proteccion frente a la

infeccidn primaria con M. canis.
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Modelo propuesto. Microsporum canis infecta el estrato corneo de la piel y genera la produccion
de las citoquinas IL-6, IL-23, IL-22 e IL-1p por las células epidérmicas, genera un aumento en la
proliferacion celular (acantosis) e induce el reclutamiento de neutréfilos (Ne) mediado por
CXCL1. Asu vez, el hongo es reconocido por las células de Langerhans (LC) de la epidermis que
aumentan la expresion de MHC-I1 y CD40, producen IL-6 y migran hacia ganglios linfaticos
drenantes de piel para presentar los antigenos fungicos a las células T CD4* virgenes. Estos

linfocitos T van a producir IL-17A (linfocitos Th17) que permite controlar un crecimiento
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exacerbado del hongo posiblemente mediante la actividad de péptidos antimicrobianos (PAM).
IL-17A también restringe una inflamacion cutanea exacerbada mediada por IFN-y caracterizada
por un mayor reclutamiento de Ne, la produccién de TNF e IL-10 durante la infeccion v,
sorprendentemente, un aumento en la proliferacion fungica. Ademas, IFN-y inhibe la produccién
de citoquinas de la respuesta tipo 17 por la epidermis, como IL-6, IL-22, IL-23 e IL-1p, que estan
involucradas en la proteccion eficiente frente a M. canis. Todavia no se ha estudiado el rol de
otras poblaciones de células dendriticas cutaneas que podrian estar involucradas en la induccién
de la respuesta descripta u otras células productoras de IL-17 como las células Tyd y las DETC

que participen en la respuesta tipo IL-17 reportada.
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Capitulo 7: Perspectivas




Esta tesis ha sido el primer trabajo de una nueva linea de investigacion que abre diferentes

perspectivas de investigacion para comprender la inmunidad de la piel en el contexto de

la infeccion dermatofitica. Las perspectivas se centran en varios objetivos:

1)

2)

3)
4)

5)

Definir los mecanismos antifingicos dependientes de IL-17, estudiando la
produccion de péptidos antimicrobianos y otras funciones de barrera de la piel.
Determinar los mecanismos de reconocimiento fingico, inmunidad innata e
induccién de IL-17 en la piel.

Estudiar la funcion de los neutroéfilos durante la dermatofitosis.

Investigar el impacto de la respuesta Th17 en una infeccidon secundaria y/o en una
respuesta de memoria.

Entender los mecanismos regulatorios cutdneos dependientes de IFN-y y su

relacidn con la senalizacion de 1L-17.
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