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RESUMEN

Candidiasis vaginal: estudio de receptores y mediadores inmunes innatos

locales involucrados en la patogenia de la infeccidn

La infeccidon vaginal por especies de Candida, conocida como Candidiasis Vulvovaginal
(CVV), constituye una enfermedad inflamatoria aguda y una razon frecuente de consulta
ginecoldgica. Junto con su forma recurrente (CVVR) representan un importante problema de
salud a nivel mundial. Pese a que el conocimiento sobre las causas y factores de riesgo para la
adquisicion y el desarrollo de esta micosis es extenso, los mecanismos inmunes que rigen la
respuesta antifungica protectora a nivel vaginal aun no han sido completamente esclarecidos.

A pesar de la marcada incidencia de esta patologia, varios aspectos de su
etiopatogenia aun no han sido resueltos. Se desconocen muchos de los mecanismos que rigen
las interacciones entre el hongo y las células residentes a nivel del tracto genital femenino. El
rol del dimorfismo fungico, la liberacién de factores de virulencia como enzimas hidroliticas y su
efecto en la modulacidon de mediadores inmunes por la célula del epitelio vaginal ain no estan
totalmente establecidos.

En este escenario el rol de los péptidos antimicrobianos, en particular las B-Defensinas,
su mecanismo de induccién, regulacién e impacto en la respuesta local en esta patologia
permanecen aun sin definir.

En este trabajo de tesis estudiamos la relevancia de diversos receptores de la
inmunidad innata en el desarrollo de la patologia, a través de un modelo murino de CVV.
Asimismo, fue nuestro objetivo esclarecer la participacion de péptidos antimicrobianos de la
familia de las B-Defensinas durante la infeccién vaginal por C. albicans.

Nuestros resultados demuestran un rol protector de las sefiales mediadas por el
receptor innato TLR2 y la molécula adaptadora MyD88 en la infeccién vaginal por C. albicans,
siendo necesarios para el correcto control de la invasidn tisular y de la respuesta inflamatoria
asociada. El receptor innato Dectin-1 demostrd ser importante durante esta patologia
contribuyendo en el reconocimiento del patégeno y limitando la exacerbacién de Ia

inflamacion.



Demostramos que B-Defensina 1, péptido antimicrobiano constitutivo y de relevantes
funciones en los tractos mucosos, se encuentra aumentado durante la infeccién vaginal por C.
albicans.

Estudios efectuados en pacientes con CVV y CVVR, nos permitieron establecer las
caracteristicas clinico-epidemioldgicas de esta infeccidon en nuestro medio. Evaluando el lavado
cervicovaginal de estas pacientes encontramos un perfil diferencial en la respuesta de
mediadores inmunes como citoquinas y péptidos antimicrobianos en los dos grupos en estudio,
gue aportan nueva evidencia sobre los mecanismos inmunopatogénicos y la recurrencia de la
patologia en pacientes con CVVR.

Finalmente, el uso de un modelo in vitro de interaccién Candida-célula epitelial de
tracto genital femenino humano, permitié establecer las sefiales involucradas en la modulacién

de la B-Defensina 1.



ABSTRACT

Vaginal candidiasis: receptors and local innate immune mediators involved in

the immunopathogenesis of the infection.

Vaginal infection caused by Candida species, known as Vulvovaginal Candidiasis (VVC)
is an acute inflammatory disease and a frequent cause of gynaecological consultation. VVC
and its recurrent form (RVVC) constitute an important health problem worldwide. Despite
the knowledge about the causes and risk factors for the development of this infection are
extensive, the immune mechanisms that govern the antifungal response in the vaginal tract
are not well understood.

Despite the high incidence of this disease, some aspects of its immunopathogenesis
are still unclear. The role of fungal morphogenesis, the secretion of virulence factors such as
hydrolytic enzymes and its effect on the modulation of immune mediators in vaginal
epithelial cells remain poorly understood.

In this scenario, the role of antimicrobial peptides, in particular B-Defensins, its
induction, regulation and impact on the local response of this pathology are still undefined.

In the present work we studied the relevance of different innate immune receptors in
the development of the disease, through a murine model of VVC. Likewhise, it was one of our
aims to study the participation of B-Defensins during the course of C. albicans vaginal infection.

Our results show a protective role of TLR2 and MyD88-mediated signals in the vaginal
infection by C. albicans, to the control of tisular invasion and the associated inflammatory
response. Dectin-1 innate immune receptor demonstrated to be important during VVC,
contributing to the correct recognition of the fungus and restricting the inflammation.

We demonstrate that the constitutive antimicrobial peptide B-Defensin 1 is augmented
during C. albicans vaginal infection.

Results from our study with VVC and RVVC patients allowed us to establish clinical and
epidemiological characteristics of these diseases in our city. Through the evaluation of
cervicovaginal lavage from these patients we found a different profile in the immune mediators
such as cytokines and antimicrobial peptides, which provides new evidence of the

immunopathogenic mechanisms that underlie in the recurrence of RVVC.



Finally, the use of an in vitro model of Candida-epithelial cell from the female genital

tract interaction let us establish the signals involved in the modulation of B-Defensin 1.
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Sap: Aspartato proteinasa (del inglés secreted aspartyl proteinases)

SNP: polimorfismo de un solo nucledtido (del inglés Single Nucleotide Polymorphism)
STAT-1: Factor transductor y activador de la transcripcion 1 (del inglés Signal Transducer and
Activator of Transcription)

Syk: Tirosin Kinasa de Bazo (del inglés Spleen tyrosine Kinase)

TA: Temperatura ambiente

TGF-B: Factor de crecimiento transformable beta (del inglés Transforming Growth Factor B)
Th: Linfocitos T CD4" cooperadores (del inglés T helper lymphocytes)

TIR: del inglés Toll/Interleukin-1 Receptor

TLR: Receptor Tipo Toll (del inglés Toll Like Receptor)

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa (del inglés tumor necrosis factor alpha)

TRIF: del inglés TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-6

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

WT: Ratones C57BL/6 (del inglés Wild Type)
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Introduccion

Candidiasis Vulvovaginal

La infeccion vaginal por especies de Candida, conocida como Candidiasis
Vulvovaginal (CVV), constituye una enfermedad inflamatoria aguda y una razén frecuente de
consulta ginecoldgica. Afecta al 75% de las mujeres en edad reproductiva al menos una vez

13 Esta patologia es la segunda causa mas comun de infecciones vaginales,

en su vida
antecedida por las vaginosis bacterianas.

Los sintomas clinicos no son especificos y pueden ser asociados a una gran variedad
de infecciones vaginales. Los mas frecuentes son prurito y quemazdn vulvar, acompaiado de
enrojecimiento, irritacion y secrecion vaginal .

La forma recurrente de esta micosis, conocida como CVV Recurrente (CVVR) se
define por la presencia de al menos cuatro episodios sintomaticos en los ultimos doce meses
158 En un estudio reciente que incluyé a 6000 mujeres de 5 paises (Alemania, Francia,
Italia, Reino Unido y Estados Unidos), Foxman y col. ’ determinaron que la prevalencia de la
CVVR es del 9% vy la probabilidad de que la CVV progrese a su forma recurrente es alta. Los
datos globales permiten estimar que esta forma de micosis afecta aproximadamente a 138
millones de mujeres anualmente en el mundo °. Debido a sus caracteristicas, esta patologia
es mas severa por la recurrencia de los sintomas y su naturaleza refractaria a los
tratamientos convencionales. La terapia recomendada es el uso de drogas antifungicas como
fluconazol que a largo plazo puede prolongar los periodos asintomaticos, pero no provee
una cura ¥ >. Las mujeres que padecen CVVR tienen una calidad de vida disminuida,

impactando de manera negativa en su desempefio social y laboral, por lo que esta patologia

cobra relevancia en la salud publica *®.

Distribucion de especies

Generalmente, una sola especie de Candida es identificada como responsable de la
patologia, pero en una minoria de cultivos vaginales (2-5%) se han aislado dos o mads
especies del hongo *. De las cepas de levaduras aisladas de vagina un 85-95% corresponden
a C. albicans & ° y entre los aislados restantes, clasificados como Candida no-albicans, C.
glabrata es la mas frecuente. Mujeres con diabetes mellitus tipo Il son mas propensas a

estar colonizadas por esta especie. Pese a ser poco frecuente, C. parapsilosis, C. tropicalis y
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C. krusei también son identificadas como agentes etioldgicos de esta patologia. La CVV

producida por estas especies es clinicamente indistinguible de la causada por C. albicans °.

Factores predisponentes

Una variedad de factores de riesgo, propios del hospedador o asociados a su
comportamiento, estan claramente relacionados con la aparicion de CVV, debido a la
naturaleza oportunista de esta micosis. Los episodios sintomaticos son causados por el
crecimiento desmedido de Candida *.

A nivel del tracto genital femenino el crecimiento de este hongo oportunista se
encuentra regulado por la flora residente, principalmente compuesta por bacilos Gram-
positivos del género Lactobacillus. Dentro de los mecanismos por los cuales los lactobacilos
mantienen estable la composicién de la microbiota vaginal se encuentran la produccion de
compuestos antimicrobianos (perdxido de hidréogeno, acido lactico y sustancias tipo
bacteriocinas), la competencia por los sitios de adhesion al epitelio vaginal y el

10, 11" Recientemente, Parolin y col. > demostraron que

mantenimiento de un pH 4cido
diferentes especies de lactobacilos aislados de mujeres sin sintomas de CVV presentan
actividad fungicida y fungistatica contra C. albicans y ademas tienen la capacidad de
disminuir la adhesién del hongo a la linea celular de epitelio cervical humano, Hela. En este
sentido, los diferentes cambios que comprometen el delicado equilibrio de la microbiota
local favorecen el establecimiento de la infeccién. Los episodios de CVV generalmente
ocurren luego del uso de antibiéticos de amplio espectro como consecuencia del impacto de
estos farmacos sobre la flora normal del tracto reproductor femenino ***.

La disponibilidad de nutrientes en este nicho mucoso constituye un factor
relevante. En pacientes diabéticas, los altos contenidos en glucosa favorecen la colonizacién
del tracto genital. Por otra parte, elevados niveles de estrégeno también constituyen una
causa predisponente importante ya que incrementan el contenido de glucégeno en las
células epiteliales (CE) vaginales, proporcionando una abundante fuente de carbono para
Candida. También se demostré que el estrégeno aumenta la adherencia del hongo a la
superficie de las células que conforman este tracto mucoso. Es por ello que el uso de
anticonceptivos orales con alto contenido de estrégenos y el embarazo son factores que

9, 13,14

predisponen al sobrecrecimiento del patégeno . Otro hecho que pone en evidencia la
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importancia de las hormonas reproductivas en la presentacion de la enfermedad es que la
. , .4
CVV rara vez ocurre previo a la menarquia o luego de la menopausia .
Los factores que determinan qué mujer sufrira la transicién de CVV esporadica a
CVVR son aun desconocidos. En la mayoria de los casos, las mujeres no presentan ninguno
de los factores de riesgo conocidos asociados a la patologia sugiriendo una posible

L 15 En los dltimos afios son numerosas las investigaciones que

predisposicion genética
reportan asociaciones entre la CVVR con mutaciones o fallas en el sistema inmune de estas
pacientes. Las evidencias sefialan un predominio de mutaciones en los receptores de la

16-26

inmunidad innata y en sus vias de sefalizacién . Estos conceptos seran profundizados

mas adelante.

Candida albicans: un patéogeno particular

Caracteristicas generales

Una de las caracteristicas distintivas de C. albicans lo constituye su naturaleza
saprofita y su habilidad de sobrevivir en el hospedador. Este hongo es el Unico
microorganismo capaz de colonizar, infectar y persistir en las superficies mucosas y evadir
los mecanismos de inmunovigilancia locales ¥. C. albicans es un comensal habitual de estas
superficies y debido a ello la transicion entre su estado comensal a patogénico ocurre en la
interfaz entre el hongo y las CE del tejido mucoso. En los ultimos anos, el avance del
conocimiento sobre las caracteristicas de este patégeno en cuanto a la produccién de
factores de virulencia y la respuesta protectora produjo un cambio significativo en la

2830 En el caso de este

comprension de la interaccion patégeno-hospedador en esta micosis
patégeno que posee la capacidad de colonizar diferentes tejidos, cobran importancia las
caracteristicas del sitio infectado y los mecanismos de respuesta locales 31 Durante los
procesos de invasién e infeccidn ocurren numerosos eventos transcripcionales relacionados
a la morfogénesis, expresién de moléculas y produccién de factores de virulencia. La
evidencia experimental también indica que C. albicans posee la capacidad de regular
diferencialmente sus genes en un proceso de adaptacidn al nicho biolégico que coloniza 3234
y de exhibir un perfil particular de factores de virulencia de acuerdo a que la infeccién ocurra

. . . 31
en la mucosa oral, gastrointestinal o vaginal ~".
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Composicion de la pared celular

La integridad estructural de la pared de Candida es critica para la sobrevida en su
medio natural, participando activamente en los procesos de adhesidn, contribuyendo a la
estabilidad morfolégica y actuando como barrera de resistencia frente a las drogas
antifungicas, la mayoria de las cuales tienen como blanco diversas estructuras de la pared. La
gruesa pared constituye el 30% del peso seco de la célula y esta compuesta por B-(1,3) (40%)
y B-(1,6) glucanos (20%), quitina (5%), correspondiendo el porcentaje restante a otras
proteinas fuertemente manosiladas y lipidos >> 3°.

Los B-glucanos, componentes mayoritarios de la pared, son biosintetizados por el
complejo enzimatico 1,3-B-D Glucan Sintasa, el cual presenta al menos dos subunidades,
Fksp y Rholp. La subunidad Fksp estd codificada por tres genes relacionados, FKS1, FKS2 y
FKS3y contiene el sitio activo *’. Mutaciones en FKS1, conducen a cepas con deficiencia en la
expresion de B-(1,3) glucanos en la pared fungica y estan asociadas a la resistencia a drogas
de la familia de las equinocandinas 2.

La capa externa es rica en proteinas y mananoproteinas y ha sido relacionada a la
patogenicidad, adherencia y fagocitosis. Dentro de ella, varias adhesinas fungicas fueron
identificadas y son las responsables de la interaccién con proteinas del hospedador como
laminina, fibrindgeno y el C3d del Complemento (Figura 1). El componente glucidico
organizado en polimeros conforma el exoesqueleto, que constituye un verdadero andamiaje
que le otorga rigidez a la pared y determina su forma >®. Varias de estas estructuras han sido
clasificadas como PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) *’, haciendo referencia a
estructuras altamente conservadas durante la evolucién, relevantes para la sobrevida del
patégeno. Los PAMPs son reconocidos por receptores de la inmunidad innata presentes en
las células del hospedador, agrupados bajo el nombre genérico PRRs (Pattern Recognition
Receptors). El reconocimiento de los patégenos por medio de estos sensores promueve una
rapida respuesta local, capaz de gatillar mecanismos efectores o condicionar el perfil de la
respuesta inmune adaptativa. El equilibrio que existe entre proteccidn/infeccidn resulta a su
vez, del complejo balance molecular entre los componentes del hongo accesibles al
hospedador y de los receptores innatos gatillados en la célula del hospedador ante el

encuentro con el patégeno 27 3% %

. La mayor evidencia sobre estas interacciones proviene de
estudios de infecciones sistémicas y poco se conoce sobre el impacto y la contribucién del

reconocimiento de los PAMPs fungicos a nivel del tracto genital femenino > *.
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Figura 1. Composicion de la pared celular de Candida albicans. Principales componentes de la pared
celular de C. albicans y su distribucién. B-(1,3), (1,6) glucanos y quitina son los componentes
estructurales principales ubicados en las capas mas internas de la pared celular (Adaptado de Cowen
2008 ).

Factores de virulencia

C. albicans es un microorganismo pleomorfo que puede existir en forma de
levadura, durante una relacion de comensalismo con el hospedador. Sin embargo, para
establecer una infeccién debe cambiar a la forma hifal, transicidon que se considera el mayor

factor de virulencia de C. albicans ¥

. Este cambio morfotipico se encuentra regulado por
una compleja red de elementos sensores que detectan cambios en el microambiente y que
estan acoplados a factores de transcripcion regulatorios que codifican para la formacidn de
la hifa, produccién de adhesinas, generacién de enzimas hidroliticas y factores asociados a la
formacion del biofilm *°. El mayor cimulo de conocimiento deriva de experiencias realizadas
con cepas que presentan mutaciones por deleciéon o insercidon. Estos tipos de estudios
demostraron que las adhesinas, en particular la Als3 (Agglutinin-Like Sequence),
desempenan un rol importante en la patogenia de la CVV facilitando la adherencia del hongo
al epitelio vaginal a3,

Durante la infeccidn vaginal en modelos in vivo y ex vivo es frecuente observar las
hifas del hongo fuertemente adheridas a la superficie cornificada del epitelio vaginal e
incluso infiltrando el estrato subepitelial * 4" %2,
La formaciéon de biofilm le confiere a Candida diferentes caracteristicas que

aumentan su patogenicidad: a) el crecimiento del hongo embebido en una matriz rica en

exopolisacaridos dificulta la penetracion de las drogas antifliingicas, generando resistencia; b)

9
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modifica la interaccién entre el hongo y la CE, impidiendo el adecuado reconocimiento y
activacion de los mecanismos innatos y la respuesta inflamatoria; y c) torna ineficientes los
mecanismos inmunes de defensa evadiendo de esta manera la respuesta del hospedador **
>0 La formacion de biofilm sobre la mucosa vaginal ha sido reportada en modelos in vivo de
CVV, en modelos ex vivo de tejido vaginal reconstituido y en cultivos in vitro de lineas de CE y

51, 52

el hongo . Al presente, y a diferencia de lo que ocurre con Gardnerella vaginalis, no

existen estudios concluyentes realizados en biopsias de tejidos de pacientes con CVV y CVVR

que evidencien la formacién de biofilm de Candida & *3

. A pesar del avance de los
conocimientos en esta tematica, el rol del biofilm en la patogenia de la CVVR constituye una
desafiante drea de trabajo.

Dentro de los factores de virulencia de este hongo, la producciéon de enzimas
hidroliticas, su regulacion y los mecanismos por los cuales ejercen su funcién son objeto de
estudio desde hace mucho tiempo. La evidencia clinica y experimental demuestra que las
Sap (Secretory aspartyl proteinases) desempefian multiples roles en la vaginitis por Candida
>L 34 Al menos 10 son los genes que codifican esta familia de exoenzimas (Sap1-Sap10) y su
expresion puede ser diferencialmente regulada por cambios en el microambiente, como el
pH, presencia de un determinado morfotipo y etapa del proceso infeccioso >°. Se observéd
gue el fluido vaginal de mujeres con CVV y CVVR presentan mayor concentracién de una o
varias Sap °°. En ensayos in vitro, los aislados clinicos de estas pacientes también produjeron
mayor cantidad de Sap comparado con las cepas provenientes de pacientes asintomaticas.
Respecto a los mecanismos por los cuales las Sap participan en la patogenia de la CVV y
CVVR, el consenso indica que dos mecanismos no necesariamente excluyentes pueden estar
actuando. Uno esta relacionado directamente con la actividad enzimatica de las Sap y su
capacidad de degradar tanto elementos importantes en la estabilidad de las CE del tracto
mucoso como diferentes mediadores inmunes solubles. El otro mecanismo recientemente
descripto es la activacion del inflamasoma NLRP3 (Nucleotide oligomerization domain like
receptor family, pyrin domain containing 3), estructura multimérica fundamental en la
produccién de Interleuquina (IL) 1B, citoquina clave en la patogenia de la vaginitis por
Candida >">°. Gabrielli y col. reportaron que las enzimas Sap2 y Sap6 de C. albicans

participan en la activacién del inflamasoma NLRP3. Ambos mecanismos convergen en la

induccidn y producciéon de mediadores inmunes como alarminas, péptidos antimicrobianos

10
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(PAMs) y reclutamiento de poblaciones celulares, actores esenciales en el proceso que
conlleva a la inflamacién local ®.

Ademads de las Sap, otro grupo de enzimas hidroliticas producidas por Candida, lo
constituyen las Lipasas (Lip), cuya familia también estd compuesta por 10 miembros (Lip1-
Lip10). Estas enzimas tienen la capacidad de hidrolizar lipidos, permitiendo el crecimiento de

Candida donde esta es la unica fuente de carbono ®V %2

. Sin embargo, hay evidencias de que
la funcién de estas enzimas excede los aspectos meramente nutricionales. La liberacion de
acidos grasos puede cambiar el pH del medioambiente en el que se encuentran, resultando
en la optimizacion de otras enzimas fungicas, como las Sap ®. Ademas se ha descripto que
cepas de C. albicans carentes de Lip8 son menos virulentas en un modelo murino de

infeccion diseminada ®*. Al momento el rol de las Lip como factor de virulencia durante la

CVV no ha sido estudiado.

Reconocimiento inmune y respuesta inmune efectora frente a C.

albicans

Receptores innatos y activacion de la respuesta inmune

En el reconocimiento de los PAMPs de Candida intervienen tres familias de PRRs.
Ellas son: Receptores Tipo Toll (TLRs, Toll Like Receptors), Receptores de Lectinas Tipo C
(CLRs, C-Type Lectin Receptors) y los Receptores Tipo NOD (NLRs, NOD Like Receptors) &%

(Figura 2).

11



Introduccion

seliojewejjuiold
seuinbo3iny

E€4YIN

1 odiL N4I

!
1

L]
|
]
LYl
641L

selojewepyuloid

selojewepuioid

seuinboin sepiojewepujoad

0Y3 3p ugINpold

seuinbo3iy seuinboin

t1

CR R et AR R AR R R R AR RA L] L

LELLLEEELE8888LEE8888884

des
ouesolnb
ouean|8-¢g
oueuew

NaY
NYY

e
py1L

oueuew

9/zy1L NOSIS-2d 3. 8)

Z/tdL
oueuewod||ojsoj oueuew  ouean|s-¢

sejojeweyujoid

seuinboin

Ayo4|

SELREEELEELWAEEEEEY (EEE4E

mwmwmmmwmm 797777 (77777

oueuew

sejiojeweyuiosd
seuinbojiy

seliojewejjuioid
seuinbo3n

AYo4|

teReRdRd aeeea
SEEEEEEHBEEE4E

SpUIN  g-umdaQ

oueuew oueuew

seuinbo3y
0HY3 ap uolanpoid
s|so31909e4

0Y3 8p uglanpald
sisojnodey

lliceteeat tea teteeeets
8| (BESEELETREEABESEEEEEE
sy¥d

Z-undaq T-undag

oueuew ouean|s-d  sqANVd

Figura 2. Receptores de Reconocimientos de Patrones involucrados en la interacciéon con C.

albicans. Receptores de las familias TLR, CLR y NLR presentes en diferentes poblaciones celulares

las células

ogicos en

, se producen diferentes eventos biold

involucrados en el reconocimiento de PAMPs de C. albicans. Luego de contactar con sus ligandos y a

través de diversas vias de sefializacion

blanco tales como induccién de fagocitosis, produccidon de Especies Reactivas del Oxigeno (ERO) y

de citoquinas (Adaptado de Mir6 2016 *°).

7

secrecion
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Generalmente los PRRs no actian en forma independiente, y es frecuente
encontrar respuestas en las cuales intervienen mas de uno de ellos y redundancia en las vias
de activacion ** .

La familia de los TLRs ha sido ampliamente estudiada en cuanto al reconocimiento
fungico. Esta familia estd compuesta por 10 miembros de receptores transmembrana que
reconocen diversos ligandos. Se pueden clasificar en dos grupos, dependiendo de su
ubicacidn. Un grupo, el cual incluye a TLR1, 2, 4, 5y 6, se localiza en la membrana plasmatica
de las células, mientras que el otro grupo, que incluye a TLR3, 7 y 9 se localiza en
compartimentos intracelulares como endosomas % %,

Luego de contactar con su ligando, los TLRs reclutan proteinas adaptadoras que
contienen al dominio TIR (Toll/Interleukin-1 Receptor) a la porcidn citoplasmatica del TLR. A
través de la interaccion de estos dominios TIR, se induce la activacion de cascadas de
kinasas, llevando a la activacién de factores de transcripcion como NF-kB (Nuclear Factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), AP-1 (Activator Protein-1), CREB (cAMP
Response Element-Binding) y a la familia de factores reguladores de interferén. Este proceso
induce la expresién de genes y la produccién de diferentes citoquinas como por ejemplo IL-
1B, IL-6 y TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral-a, Tumor Necrosis Factor a), quemoquinas y
moléculas requeridas para la presentacion antigénica y la coestimulacién. Ejemplos de las
moléculas adaptadoras son MyD88 (Myeloid Differentiation factor 88) y MAL (MyD88-

Adapter-Like) entre otras %% 7°

(Figura 3).
Diferentes PAMPs de Candida son reconocidos por la familia TLR: TLR2, reconoce
fosfolipomananos, TLR4 estructuras ricas en mananos, TLR7 reconoce el ARN flngico y TLR9

al ADN de Candida (Figura 2).

13
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Figura 3. Via se sefalizacion de TLR2. Los heterodimeros TLR1/TLR2 o TLR2/TLR6 se unen a sus
respectivos ligandos sobre la superficie celular. Los dominios TIR de los TLRs se acoplan a dominios
TIR presentes en proteinas adaptadoras (MyD88, MAL). Luego de una cascada de fosforilaciones, uno
de los factores de transcripcion mas importantes activados por estas vias es NF-kB. La principal
consecuencia de la sefializacién a través de los TLRs es la induccidn de citoquinas proinflamatorias IL-
1B, TNF-a e IL-6 (Adaptado de Strober 2006 ).

Los TLRs pueden actuar como homodimeros o heterodimeros (las asociaciones mas
comunes son TLR1/TLR2 y TLR2/TLR6) y pueden colaborar con otros PRRs no TLRs en el
reconocimiento de ligandos o en la iniciacién de sefiales intracelulares de activacion %% 7°,

Los CLRs y sus vias de sefializacién son esenciales para la inmunidad antifungica.
Forman parte de una superfamilia heterogénea de proteinas solubles y transmembrana que
se definen por la caracteristica de poseer un dominio de Lectina Tipo C. Dentro de esta
familia el receptor mas estudiado es Dectin-1, que posee como ligando los B-(1,3) glucanos
de la pared del hongo & 7% 73,

Este receptor es expresado principalmente por células mieloides y tiene asociadas
complejas vias de sefializacién intracelulares, de las cuales la mejor caracterizada es la de

Syk-CARD9 (Spleen tyrosine Kinase/Caspase Recruitment Domain Family, member 9), en la

cual la tirosina del inmunoreceptor ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif)

14
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es fosforilada por la familia de kinasas Src luego del reconocimiento de B-(1,3) glucanos. Los
eventos de fosforilacién permiten el reclutamiento de las kinasas Syk y la formacién del
complejo molecular compuesto por CARDY, Bcl10 (B-cell lymphoma/leukemia 10) y MALT1
(Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1). La cascada de
sefalizacion es responsable de la activacion y translocacién de diversos factores de
transcripcién al nucleo (NF-kB, AP-1). Estas vias producen una diversidad de respuestas
celulares, incluyendo la fagocitosis, produccidn de citoquinas, estallido respiratorio y

activacion del inflamasoma 7% 73 (

Figura 4).

Los demas miembros de la familia, como el Receptor de Manosa, Dectin-2, DC-SIGN
(Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin), Mincle,
entre otros, reconocen otras estructuras glucidicas como manosa presentes en la pared de

Candida > "*.

TLR1/2
TLR2/6

Dectin-1
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Figura 4. Via de seiializacion de Dectin-1. Dectin-1 reconoce selectivamente a B-(1,3) glucanos e
induce la fosforilacidon de Syk por la tirosin kinasa Src. Asi Syk es activada y promueve la formacion
del complejo CARD9-Bcl10-MALT1. Este complejo media la activacion del factor de transcripcién NF-
kB y la produccion de citoquinas proinflamatorias. El reconocimiento de Dectin-1 también sinergiza
con el reconocimiento a través del heterodimero TLR2/TLR6. Otra consecuencia de la sefializacidn via
Dectin-1 es la activacion del inflamasoma NLRP3, quien media la conversion de pro-IL-1B a su forma
biolégicamente activa (Adaptado de Drummond 2011 ™).
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Los NLRs se encuentran en el citosol celular. El receptor mas estudiado de esta
familia es el NLRP3, que forma parte del inflamasoma, un complejo multiproteico
citoplasmdtico con actividad enzimatica involucrado en la induccidon de IL-1B e IL-18. La
induccién de la actividad de Caspasa-1, enzima proteolitica activada por el inflamasoma, es
la responsable de clivar la pro-IL-1B para dar origen a la molécula activa de IL-1B. La
transcripcién de la pro-IL-1B estd asociada a sefiales generadas a partir de TLR2/TLR4 vy
Dectin-1, y la liberacién de la IL-1B a la actividad de los inflamasomas ’®. NLRP3 se encuentra
expresado en macrdfagos, monocitos, Células Dendriticas (CD) y CE. Debido a su rol en la

produccién de IL-1B estos receptores cobran relevancia en la respuesta inmune antiflingica

58, 60

Mecanismos inmunes efectores frente a C. albicans

El reconocimiento de los patégenos fungicos a través de los receptores innatos
conduce a la inmediata activacion de los mecanismos inmunes efectores, reclutamiento de
poblaciones celulares, produccion de citoquinas, induccion de fagocitosis y activaciéon de
mecanismos fungicidas. Diferentes poblaciones celulares que forman parte de la inmunidad
innata contribuyen a la respuesta antifungica como los polimorfonucleares neutréfilos
(PMN), los monocitos, los macréfagos, las CD, las células NK (Natural Killer) y las
recientemente clasificadas como células linfoides innatas (ILC, Innate Lymphoid Cells).
Algunas de estas poblaciones actuan en forma directa sobre el hongo provocando su muerte
y otras mediante la produccién de mediadores inmunes. Los mecanismos efectores innatos
contienen al patdégeno durante la maduracion de la respuesta inmune adaptativa y la
definicién hacia un perfil celular o humoral més apropiado para la proteccion > ®°.

La funcion efectora de los fagocitos incluye la muerte y la inhibicidn del crecimiento
del hongo, asi como la activacién de mecanismos que contrarresten su infectividad,
incluyendo efectos sobre el dimorfismo y el cambio de fenotipo. Aunque la actividad
antifungica es intrinseca a las células fagociticas, ésta puede ser amplificada por moléculas
como las opsoninas y las citoquinas derivadas de los Linfocitos (Li) T. La combinacién de
mecanismos oxidativos y no-oxidativos como la degranulacion y liberacién intracelular o
extracelular de moléculas efectoras, secuestro de iones, etc. son utilizados por estas células
para dafar al patégeno. Enzimas como la NADPH oxidasa (Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate) y la Oxido Nitrico Sintasa Inducible (iNOS, inducible Nitric Oxide Sintase) inician
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las vias oxidativas y la produccién de metabolitos microbicidas. El estallido respiratorio
produce ERO que provocan peroxidacion lipidica, modificacidon de proteinas y dafio del ADN
fungico * 7.

Ademads de la eliminacién del patégeno a través de las vias clasicas, otro mecanismo
fungicida utilizado por los PMNs es la formacion de NETs (Neutrophil Extracelular Tramps),
verdaderas redes bioldgicas conformadas por ADN, histonas y proteinas antimicrobianas.
Pacientes neutropénicos presentan severas manifestaciones clinicas durante la infeccién por
C. albicans evidenciando la relevancia del rol protector de los neutréfilos en la respuesta a
este hongo. Hallazgos clinicos y la evidencia experimental indican que, tanto alteraciones
cuantitativas como cualitativas en esta poblacién celular comprometen seriamente la
respuesta del individuo frente a los patégenos fungicos 2.

La inflamacidn es también un elemento clave en la infeccién fungica. La respuesta
inflamatoria en la que estdn presentes PMN, mediadores innatos y citoquinas
proinflamatorias es fundamental para limitar la infeccién. Sin embargo, una inflamacién
exacerbada o no controlada puede contribuir al dafo tisular y ser parte de los componentes
inmunopatogénicos desencadenados durante las micosis 2’ **.

Para lograr una eliminacion exitosa de los patdgenos se requiere una respuesta
coordinada entre la inmunidad innata y la adaptativa. Las CD, presentadoras de antigenos
por excelencia, son el nexo que une ambas ramas de la inmunidad. Son capaces de captary
procesar antigenos provenientes de los patdgenos y presentarlos en el contexto del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase | o clase Il a Li T virgenes. De esta manera,
mediante la secrecidon de citoquinas y la expresidn de moléculas coestimulatorias, las CD
promueven la diferenciacién de Li T CD4" virgenes en células T cooperadoras (Th, T helper)
68

Dentro de los Li T CD4" se encuentran las células Thl, que se diferencian en
presencia de la citoquina IL-12. Estas células orquestan la respuesta antifungica a través de
la liberacién de IFN-y (Interferén-y) que produce la activacion clasica del macréfago, evento

68, 69

que promueve el arresto del crecimiento de patégenos fungicos intracelulares . Esta

citoquina también es importante en la activacién y promocién de poblaciones linfoides
innatas como células NK y NKT 7% &,
Otro subtipo de Li T CD4" son los Th17, que se diferencia en presencia de citoquinas

como IL-1B, IL-6 y TGF-B (Transforming Growth Factor B) 3 #. La IL-23 es necesaria para la
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expansion, el mantenimiento, y la funcién efectora de esta poblacién celular. Las células
Th17 se caracterizan por producir IL-17A, IL-17F, IL-22 e IL-26. Las citoquinas del perfil Th17
son importantes para las defensas antifungicas del individuo puesto que promueven el
reclutamiento y la funcién de los PMNs y por su efecto sobre otras poblaciones celulares,
induciendo la liberacion de alarminas, IL-37 y PAMs como las B-Defensinas (BD) entre otros
%8 Ademas de estas células que forman parte de la inmunidad adaptativa, algunos linfocitos
innatos como las células NKT, linfocitos T y6 y las ILC3 producen IL-17 y cumplen importantes

roles en la defensa a nivel de la mucosa * &,

Errores genéticos y susceptibilidad a las infecciones por Candida

Descubrimientos de polimorfismos o mutaciones genéticas en individuos que
poseen una mayor susceptibilidad a las infecciones por Candida, han aportado nueva
evidencia sobre los receptores, las citoquinas, las vias de sefializacién y los mecanismos
efectores que participan en el control de la candidiasis en humanos.

La importancia de Dectin-1 en la defensa antiflingica en mucosas fue demostrada al
comprobarse la asociaciéon del polimorfismo Y238X en este receptor con la presencia de
infecciones mucocutaneas por Candida, entre ellas CVVR. Este polimorfismo genera un
coddn de terminacién temprano, produciendo que la forma mutante de Dectin-1 se exprese
pobremente en los individuos que lo portan. Este fendmeno provoca un deficiente
reconocimiento de B-(1,3) glucanos y una defectuosa produccion de citoquinas como IL-17,
IL-6 y TNF-a. en monocitos de sangre periférica *’ (Tabla 1). De manera interesante, el
polimorfismo Y238X no se asocia a un riesgo aumentado de padecer candidiasis sistémica
probablemente debido a que no afecta la fagocitosis ni la eliminacion de C. albicans por
parte de los leucocitos *’.

La deficiencia humana de CARD9 es una inmunodeficiencia primaria autosomal
recesiva causada por la mutacién bialélica del gen CARDY, el cual codifica una proteina que
se encuentra en la via de sefializacién de diversos CLRs (Figura 4). Esta deficiencia estd
asociada al desarrollo espontdneo de severas infecciones fungicas con localizacién primaria
en piel y tejido subcutaneo, superficies mucosas y sistema nervioso central ®’. Fue descripta
por primera vez en 2009 en una numerosa familia consanguinea, cuyos miembros
presentaban infecciones mucosas e infecciones sistémicas letales por especies de Candida *°.
En los ultimos tres afios se han reportado mas de 15 mutaciones en CARD9, asociadas a gran
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variedad de infecciones fungicas, entre ellas las mas frecuentes son causadas por Candida **
21

En relacién al receptor TLR2, el polimorfismo no sinénimo P631H estd involucrado
en un aumento en la susceptibilidad a la CVVR. Esto puede deberse a que la funcion del
receptor se ve modificada, llevando a una reduccién en la produccion de IL-17 e IFN-y en
células mononucleares de sangre periférica, luego de la estimulacién con C. albicans. ** =,

Lev-Sagie y col. ** describieron una asociacién entre polimorfismos en el gen que
codifica al NLRP3 y la presentaciéon de CVVR. Recientemente, los mismos investigadores 2>
profundizaron en este hallazgo describiendo que el genotipo 12/9 del gen se encuentra
presente de manera diferencial en pacientes con CVVR comparado con controles y que
ademds la concentracion de IL-1B en lavado vaginal de las pacientes con este genotipo se
halla aumentada de manera significativa.

A nivel de los mecanismos adaptativos se describié la asociacién entre Candidiasis
Mucocutanea Crénica (CMC) y ciertas inmunodeficiencias como el Sindrome Poliendécrino
Autoinmune tipo-l, Sindrome de Hiper IgE, mutaciones en el gen STAT-1 (Signal Transducer
and Activator of Transcription 1), fallas en el receptor de la IL-17 y deficiencia en la IL-17F 3
8 Estos defectos convergen en una respuesta defectuosa a nivel de los Li productores de IL-
17, evidenciando su importancia en la respuesta a C. albicans a nivel de la mucosa.

También se reportd que la sustitucion de un nucledtido en el gen que codifica a IL-4
provoca en las pacientes que la presentan niveles aumentados de esta citoquina, lo que lleva
a una disminucién en la producciéon de d6xido nitrico por parte de los macréfagos lo que
podria resultar en la mayor susceptibilidad a la CVVR observada en estos individuos .

La Tabla 1 incluye las mutaciones genéticas asociadas a la susceptibilidad de
infecciones mucosas por C. albicans descriptas hasta el momento. En su conjunto, estos

hallazgos clinicos demuestran la importancia del rol de los PRRs en el reconocimiento del

hongo y en el establecimiento de una eficiente respuesta antifingica.
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Tabla 1. Mutaciones genéticas asociadas a la susceptibilidad de infecciones mucosas por C.
albicans

Gen Mutacién Enfermedad
IL-4 C589T CVVR
CARD9 Q295X CMC, CVVR
NLRP3 |[Polimorfismos de longitud (Alelo 7) CVVR
CLEC7A Y238X CMC, CVVR
TLR2 P631H CVVR
IL-17F S65L CMC
IL-17RA Q284X Dermatitis por C. albicans, CVVR

CMC: Candidiasis Mucocutdnea Crdénica
CVVR: Candidiasis Vulvovaginal Recurrente

Respuesta inmune a C. albicans en tracto genital femenino

El rol establecido para la Inmunidad Mediada por Células en la proteccién frente a
infecciones por Candida en mucosa oral, gastrointestinal y en la CMC, motivé la presuncién
gue este tipo de respuesta era también crucial en la proteccidn durante la infeccién vaginal
8 Sin embargo, la evidencia clinica demostré que mujeres con CVVR no presentaban

8

defectos en esta rama de la respuesta inmune ® * y estudios en la actualidad avalan la

relevante contribucién de las células y los mediadores inmunes innatos en la respuesta local
durante la vaginitis por Candida *>*2.

Varios componentes de la inmunidad innata poseen localizaciones claves en el
tracto genital femenino y son importantes en el mantenimiento de la vigilancia inmunolégica
frente a los microorganismos, en los acuerdos bdasicos del comensalismo y en la proteccidn
durante la invasién. Diferentes poblaciones celulares como los PMN, macréfagos, CD, CE,
células NK, Li T yé y las ILC, contribuyen activamente en la respuesta antifungica local.
Algunos de estos tipos celulares poseen caracter de residentes, mientras otros son
reclutados en respuesta a los estimulos locales y su mecanismo de accién incluye un efecto
directo sobre el hongo provocando su muerte o a través de la produccion de mediadores

inmunes > 31,
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De todas las superficies mucosas del organismo, el tracto reproductor femenino
tiene requerimientos especiales para su inmunoregulacién, donde los elevados niveles de la
citoquina antiinflamatoria TGF-B desempefian un papel fundamental ® °. Las CE conforman
una barrera ininterrumpida en la mucosa vaginal que protege al tracto reproductor
femenino de la infeccidn con microorganismos patégenos y oportunistas (Figura 5). Por lo
tanto, no es sorprendente el hecho de que estas células expresen PRRs capaces de sensar la
presencia de microorganismos y enviar sefiales de activacion para la secrecion de

mediadores inmunes 77,
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Figura 5. Tracto genital femenino y células de la inmunidad. El epitelio presente en vagina y
ectocérvix es de tipo estratificado, compuesto por CE superficiales, intermedias y basales; mientras
que el endocervix presenta epitelio columnar compuesto por una sola capa de células. La zona de
transformacidon es donde ambos tipos de epitelios convergen. Sobre el epitelio estratificado del
ectocérvix se encuentra una capa de mucus. Bajo el epitelio yace una gruesa capa de fibroblastos. Las
células inmunes se encuentran a lo largo de todo el tracto. Algunas de ellas, como los Li Ty, las ILC y
las CD y células de Langerhans se encuentran entre las capas de células del epitelio estratificado,
cumpliendo una funcién de vigilancia inmunoldgica. Otras células, como los macrdéfagos, NK, Li B y
PMN se encuentran en la capa de fibroblastos y en la submucosa. Las CE se encuentran en contacto
permanente con microorganismos presentes en la flora vaginal y ante determinadas sefales
producen factores solubles que liberan al medio, entre ellos citoquinas, quemoquinas y PAMs. En
respuesta a estos mediadores pueden ser reclutadas otras poblaciones celulares que participan en
los mecanismos locales de proteccién frente a agentes patogénicos (Adaptado de Mir6 2017 °).

Las CE producen un amplio espectro de PAMs que estdn presentes en forma

constitutiva en las superficies mucosas, y responden rdpidamente a la exposicion de

d 93, 94. L

estimulos inflamatorios o patogénicos aumentando su concentraciéon y varieda a

secrecion de mediadores solubles como alarminas, PAMs, quemoquinas y citoquinas como la
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IL-1B, IL-6, IL-8, y TNF-a estan involucradas activamente en la fase inicial de la respuesta y
contribuyen al reclutamiento de otras poblaciones celulares. Las CE poseen ademads la
capacidad de discriminar entre la forma saprofitica de C. albicans y su transicidon a la fase
hifal, de esta manera, el morfotipo levaduriforme es tolerado y la emisién de la pseudohifa
es considerada una sefial de peligro ante la cual, la CE inicia la respuesta inflamatoria local >
% La liberacién de alarminas e IL-8 favorece el infiltrado de PMN y contribuye a la aparicion
de sintomas en la CVV. De esta manera la colonizacién asintomatica vaginal ocurre en
ausencia de respuesta inflamatoria, mientras que la forma sintomdtica esta acompafnada de
un abundante infiltrado de PMN (Figura 6). La evidencia acumulada al presente sugiere que
la susceptibilidad a la infeccidn esta asociada a una respuesta inflamatoria agresiva, mientras

que la resistencia, a la activacién de un perfil antiinflamatorio %" *.

Comensalismo Infeccion

®
Factores solubles

Citoquinas
Quemogquinas
PAMs

Alarminas
PRRs
Candida en faz de levadura Candida en faz de hifa
Expresion basal de PAMs f PAMSs
Citoquinas antiinflamatorias t Citoquinas proinflamatorias
y quemoquinas
t Alarminas
t PMN
ASINTOMATICO SINTOMATICO

Figura 6. Inmunopatogénesis de la Candidiasis Vulvovaginal. Durante la relacién de comensalismo
(izquierda) las levaduras de C. albicans colonizan el epitelio vaginal en presencia de numerosos PRRs
en las CE, produccion basal de PAMs y de la citoquina antiinflamatoria TGF-B que mantiene la
regulacién inmune homeostatica del tracto y la ausencia de sintomas. Ante la presencia de ciertos
factores predisponentes, se produce el cambio de morfotipo del hongo hacia su faz hifal (derecha)
expresando diferentes PAMPs y factores de virulencia que participan en la penetracion del epitelio y
provocan dafo tisular. La interaccidon de componentes flngicos con los PRRs de las CE promueven su
activacién y conducen a la liberacion de factores solubles como citoquinas proinflamatorias,
guemogquinas, alarminas y diversos PAMs, que reclutan al sitio de infeccion a PMN, fenédmenos que
en su conjunto, determinan la aparicién de los sintomas de la enfermedad (Adaptado de Miré 2017

5)_
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En estudios efectuados en pacientes con CVV donde se establecid un score de
inflamacién, se observé una correlacidn positiva entre la presencia de PMN vy la carga fungica
vaginal **. En este escenario, la contribucion del PMN estd relacionada a la respuesta
inflamatoria local mas que a su rol como célula efectora fungicida. Experiencias in vitro
demostraron que los lavados vaginales de pacientes sintomaticas poseen una elevada
actividad quimiotactica sobre los PMN. Recientemente, las alarminas S100A8 y S100A9
liberadas por las CE han sido involucradas en este proceso *°. La ausencia de estas moléculas
y la deplecién de PMN en modelos murinos no provoca un aumento de la carga fungica

| % 97. sin embargo, la deplecién de PMN disminuye la evidencia histoldgica de

intravagina
inflamacién vaginal °’. En la generacién de este proceso, la transicion de levadura a hifa y la
produccién de factores de virulencia causan la disrupcion epitelial; esta injuria celular
provoca como respuesta el reclutamiento de PMN, contribuyendo a la exacerbacién del

fenémeno %4,

Péptidos Antimicrobianos

Los PAMs probablemente representan uno de los primeros mecanismos de defensa
guimicos en células eucariotas contra bacterias, protozoos, hongos y virus. Estas moléculas
altamente conservadas en la evolucién son indispensables para la inmunidad innata *.

Son expresados en las barreras primarias de los organismos multicelulares, como la
piel y las mucosas, previniendo asi la colonizacidn de los tejidos por patégenos. En estos
sitios anatdmicos, los queratinocitos y las CE presentan un rol relevante en su produccion.
Ademas, estos péptidos son almacenados en granulos de los fagocitos, donde ayudan en la

99,100 F| reclutamiento de estas células durante

eliminacion de microorganismos fagocitados
los procesos infecciosos en el tracto mucoso contribuye a amplificar la funcién de los PAMs.

La clasificacion de los PAMs es dificultosa debido a la gran diversidad que existe. En
funcién de la composicion de aminodcidos, tamafio y conformacién estructural, pueden
dividirse en diferentes categorias como péptidos con plegamientos en a-hélices, como las
catelicidinas humanas; péptidos con plegamientos en hojas B estabilizados por puentes
disulfuro, como las BDs humanas o péptidos con estructuras ciclicas como las 8-Defensinas,
presentes en macacos ‘%,

Los PAMs son generados por procesamiento proteolitico de sus precursores y los

péptidos activos contienen de 10 a 50 aminoacidos. Estdn cargados de manera positiva
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principalmente, por la cantidad de residuos lisina y arginina que poseen, aunque también

. ., . . . L. 101
contienen una proporcion sustancial de residuos hidrofébicos *°*.

BDs e inmunidad

Dentro de la superfamilia de PAMs se encuentran las BDs, pequefios péptidos
cationicos (4-6 kDa), ricos en cisteina, estabilizados por la presencia de tres puentes
disulfuro. Estos son esenciales para su actividad inmunomodulatoria, no asi para la
antimicrobiana. Estan presentes en diversos tejidos mucosos como los tractos
gastrointestinal, respiratorio y urogenital. Su distribucién anatémica refleja la habilidad de
neutralizar diferentes patégenos y son mas abundantes en sitios propensos a las infecciones
contra las cuales poseen especificidad *® 1% 1%,

Hay una gran diversidad de BDs en humanos, sin embargo sdlo las BDs humanas
(hBD) 1, 2 y 3 se expresan en tracto urogenital. En ratdn, estos péptidos también han sido
identificados y se denominan BD murinas (mBD) 1, 3 y 14 %% 1%,

Pueden ser de expresidon constitutiva, como hBD1 o de expresién inducible por
diferentes estimulos, como hBD2 y hBD3. Componentes bacterianos como lipopolisacarido
(LPS) y peptidoglicano; citoquinas proinflamatorias, como IL-1B y TNF-a inducen la expresidn
de hBD2 *® 1% por su parte, hBD3 es inducida por TNF-a, IFN-y y por ligandos del Receptor
de Factor Epidermal (EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor) *°> 206207,

La importancia de las BDs en humanos y la capacidad de ciertos microorganismos
de regular su expresion han sido demostradas en numerosos trabajos. Patel y col. probaron
que la bacteria Helicobacter pylori persiste, en pacientes que la portan, promoviendo una
disminucién en la expresion de hBD1 en la mucosa gastrointestinal por un mecanismo en el
que participan ciertos factores de virulencia '°. Por su parte, la hBD3 posee actividad contra
H. pylori in vitro, y es rapidamente inducida durante la infeccidn temprana por esta bacteria
a través de la activacion de la via de las MAP (Mitogen-Activated Protein) kinasas mediante
sefiales en el receptor EGFR. Sin embargo, durante una infeccién prolongada, H. pylori

disminuye la expresion de hBD3 por accién del determinante de virulencia CagA **.
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Mecanismo de accion

Las BDs poseen actividad antifungica por si mismas o ejercen su accién a través de
la inmunomodulacién. Su naturaleza de moléculas anfipaticas con zonas de aminodcidos
cargados positivamente y de aminoacidos hidrofdbicos les permite interaccionar con los
fosfolipidos cargados negativamente en las membranas de los microorganismos y con las
cadenas de acidos grasos hidrofébicos. Cominmente las BDs se depositan en la interfase de
la membrana de los microorganismos hasta que se alcanza un umbral en la concentracién
del péptido. Esto lleva a la formacién de un poro en la membrana, al incremento de la

permeabilidad y a la muerte de los mismos mediante lisis osmdtica (Figura 7) %% *°,
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Figura 7. Mecanismos de accion de las B-Defensinas. Las BDs tienen dos modos de ejercer su
funcion antimicrobiana: directa e indirecta. Dentro de sus mecanismos directos de accion se
encuentran la formaciéon de poros en la pared celular de los microorganismos que poseen carga
negativa ocasionando la lisis de los mismos. También son capaces de inhibir la adhesiéon de los
mismos a superficies epiteliales, impidiendo la primera etapa en una infeccién. Dentro de los
mecanismos indirectos de accién se encuentran el reclutamiento de células de la inmunidad al sitio
de infeccidn, la activacion de las mismas, y la inhibicién de la apoptosis. La inmunomodulacién se
produce a través de la interaccidon con receptores presentes en las células (Adaptado de Ulm 2014

111
).

Se demostré que hBD1 posee actividad antimicrobiana a concentraciones
micromolares frente a bacterias Gram negativas y a levaduras del género Candida.
Proporciona la proteccidn constitutiva contra organismos potencialmente patogénicos en las
mucosas epiteliales internas y expuestas. Ademas, la expresidon insuficiente de hBD1 esta

112
.E

asociada a una pobre respuesta innata frente a agentes infecciosos en estos pacientes n
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relacion a su homdloga en ratones, recientemente se demostré que la mBD1 recombinante
posee actividad fungicida directa sobre Candida mediante la inhibicidon de la generacion del

113

tubo germinativo ~~". Otro estudio revelé que compuestos miméticos de mBD1 utilizados en

el tratamiento de ratones infectados con Candida disminuyen significativamente la carga

| 1%, Ademas ratones deficientes en mBD1 presentan fallas en la

fungica en la cavidad ora
respuesta aguda frente a Candida en un modelo de candidiasis oral. En estos animales el
reclutamiento de PMN a la mucosa oral estd significativamente disminuido **°.

Por su parte hBD2 posee actividad antimicrobiana contra bacterias Gram negativas
y también contra C. albicans **. hBD3 demostré tener actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram positivas y negativas y su capacidad candidicida sinergiza con las

117

propiedades antifungicas de la anfotericina B ~~'. Su actividad frente a Candida es cuatro

veces mayor a la reportada para la hBD2 %

. También se demostré que este PAM reduce la
capacidad de adhesiéon de Candida, evento clave que antecede la invasion tisular y
fundamental para el crecimiento en biofilm.

Ademas de su potente actividad antimicrobiana, las BD son reconocidas debido a su
funcién quimioatractante y a su capacidad inmunomoduladora sobre células de la
inmunidad adaptativa. Un importante atributo de las BDs es su capacidad de reclutar CD

inmaduras y células T de memoria a través del receptor de quemoquinas CCR6 2. L

as
células Th17 expresan CCR6 y responden a la accidon quimioatractante de las BDs. Ademas,
citoquinas como la IL-17 e IL-22 promueven la secrecion de BDs por diferentes CE,

119, 120

resultando en una amplificacién de la respuesta de las células Th17 . A nivel vaginal

este circuito podria resultar relevante y ain no ha sido explorado. La BD1 también puede
activar y madurar CD a través de CCR6 y de receptores de la familia de los TLRs % 1%
promoviendo de esta manera la induccién de los mecanismos adaptativos de defensa.

La interaccion de hBD3 con CCR6 presente en PMN inhibe la apoptosis de los
mismos, a través de sefiales que aumentan los niveles de la proteina antiapoptédtica Bcl-xL e
inhiben la actividad de caspasas. El incremento en la vida media de los PMN es un evento
inflamatorio beneficioso para la eliminacién de ciertos microorganismos 2.

Otra serie de estudios involucra a CCR2 expresado en monocitos y macréfagos
como ligando de hBD2 y hBD3 y sus homdlogos en ratén 2. Mientras que la actividad de las

hBD estd siendo activamente caracterizada en la colonizacién oral de Candida, poco se

conoce sobre el rol de estas moléculas a nivel del epitelio vaginal y su impacto en los
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mecanismos locales de control durante la CVV. De manera interesante, estos péptidos y sus

analogos sintéticos estan siendo propuestos para el tratamiento de diversas patologias ***

124,125
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Objetivos

A pesar de los avances terapéuticos, la Candidiasis Vulvovaginal (CVV) y la CVV
recurrente (CVVR) constituyen un importante problema a nivel mundial. Aunque el
conocimiento sobre las causas y factores de riesgo para la adquisicion y el desarrollo de esta
micosis es extenso, los mecanismos inmunes que rigen la respuesta antifungica protectora a
nivel vaginal adn no han sido completamente esclarecidos, y varios aspectos de su
etiopatogenia no han sido resueltos. Se desconocen muchos de los mecanismos que rigen
las interacciones entre el hongo y las células residentes a nivel del tracto genital femenino. El
rol del dimorfismo fingico y la liberacion de factores de virulencia y su efecto en la
modulaciéon de mediadores inmunes por las células del epitelio vaginal no estan totalmente
establecidos. En este escenario el rol de ciertos receptores de la inmunidad innata y de los
péptidos antimicrobianos, en particular las B-defensinas, su mecanismo de induccion,
regulacién e impacto en la respuesta local en esta patologia permanecen aun sin definir.

En base a los antecedentes expuestos y a los interrogantes abiertos en relacién a

esta micosis en esta tesis doctoral se plantearon los siguientes objetivos:

OBIJETIVO GENERAL

Estudiar las interacciones locales entre el hongo oportunista Candida albicans y las células
del tracto cervicovaginal, evaluando la contribucién de elementos de la inmunidad innata
como péptidos antimicrobianos y receptores innatos en la etiopatogenia de la Candidiasis

Vulvovaginal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
I. Estudiar la respuesta inmune innata en el tracto genital femenino murino durante la
infeccion por C. albicans: respuesta inflamatoria y contribucidon de los Receptores Innatos en

la patogenia de la enfermedad.

Il. Estudiar los péptidos antimicrobianos de la familia de B-Defensinas en el tracto genital

femenino murino en un modelo de CVV.

lll. Estudiar los mediadores inmunes y los péptidos antimicrobianos de la familia de las B-

Defensinas en tracto genital femenino de pacientes con CVV.
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CAPITULO |

Estudio de la respuesta inmune innata en el tracto genital femenino murino
durante la infecciéon por C. albicans: respuesta inflamatoria y contribucion de los

Receptores Innatos en la patogenia de la enfermedad.

Los modelos animales constituyen poderosas herramientas para el estudio de la
patogénesis molecular y celular de las candidiasis. Los modelos murinos de CVV son
ampliamente utilizados con este fin y para el estudio de estrategias terapéuticas. C. albicans
no es un patoégeno habitual del tracto genital femenino murino, por lo tanto para que se
establezca la infeccidn es necesario inducir cierta fase del ciclo estral de los animales,
denominada pseudo estro, lo que se logra mediante la inyeccion subcutdnea de valerato de
B-Estradiol ®°.

Con el objetivo de establecer un modelo valido de infeccion se evaluaron diferentes
esquemas de administracién de valerato de B-Estradiol e indculos infectivos de C. albicans,
hasta encontrar los parametros mas adecuados. Una vez establecido el modelo experimental
se procedido a caracterizar la progresién de la infeccién, evaluando la carga fulngica
intravaginal, la reaccién inflamatoria tisular en respuesta a la invasién por el hongo y la
activacidn de los mecanismos innatos locales mediante niveles de citoquinas intravaginales a
diferentes dias post infecciéon. Los resultados obtenidos permitieron definir el
comportamiento de la infeccidn en un hospedador normal.

El reconocimiento de PAMPs de Candida por PRRs presentes en las células del
hospedador, promueve una rdpida respuesta local capaz de gatillar mecanismos efectores o
condicionar el perfil de la respuesta inmune adaptativa. Estudios en pacientes demuestran la
asociacion entre mutaciones o polimorfismos en los PRRs, o en sus vias de sefializacion, con
la susceptibilidad a la CVV. La mayoria de estos reportes explora la respuesta in vitro de
monocitos y CD frente al hongo y en muchos de ellos no existen evidencias sobre la
respuesta inmune a nivel local. El uso de animales deficientes en determinados PRRs permite
aportar evidencias sobre la contribucién de un determinado receptor o sus vias de activaciéon
en la patogenia de la infeccion.

En este capitulo se propuso como objetivo evaluar el rol de ciertos PRRs en el

desarrollo y progresién de la vaginitis por Candida. En particular, se evalud la contribucion
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del receptor TLR2 y de la molécula adaptadora MyD88, imprescindible en la via de
sefializacion de los TLRs en el reconocimiento fungico (TLR2, TLR4, TLR7 y TLR9),
desarrollando el modelo de CVV en animales TLR27 y MyD88 7. Con el fin de evaluar la
participaciéon de los CLRs en la patogenia de la enfermedad se usaron dos estrategias
experimentales, la primera fue trabajar con cepas de C. albicans defectivas en la produccion
de B-(1,3) glucanos de su pared y la segunda la utilizacion de animales deficientes en el
receptor de B-(1,3) glucanos Dectin-1 (CLEC7A'/'), ensayando el modelo de CVV desarrollado

en el laboratorio.
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Establecimiento del modelo murino de infeccién vaginal por C. albicans

A fin de establecer un modelo experimental de la patologia en estudio que permita
evaluar los mecanismos inmunes innatos tempranos activados durante el curso de la
infeccidn por este hongo, debié establecerse un esquema apropiado de administracion de
valerato de B-Estradiol y del inéculo infectivo del hongo.

Diferentes protocolos, variando dias de administracion de valerato de B-Estradiol y
frecuencia, fueron ensayados y evaluados. El esquema mostrado en la Figura 8 presentd las
condiciones éptimas de respuesta y fue el seleccionado para el desarrollo de todos los
experimentos en animales. Los dias 6 y 3 previos a la infeccion, los animales de los grupos
estrogenizado e infectado se inyectaron de manera subcutanea con 100 pL de valerato de B-
estradiol 2 mg/mL, en aceite de sésamo. Al dia O del protocolo los animales se infectaron
intravaginalmente con diferentes indculos de levaduras viables de C. albicans y a los dias 2 y
4 post infeccion (pi) fueron inyectados nuevamente con la hormona, a fin de mantener la
fase pseudo estro del ciclo estral. De acuerdo al protocolo utilizado los animales se
clasificaron en: Grupo Estrogenizado, ratones que recibieron el tratamiento con estradiol;
Grupo Infectado, animales tratados con estradiol e infectados con C. albicans; y Grupo No
Estrogenizado, ratones normales que no recibieron el tratamiento con estradiol y no fueron
infectados. Segln el experimento, a los dias 2, 4 y 8 pi se llevaron a cabo lavados vaginales
con PBS estéril mediante inoculacién y aspiracion con pipeta, o los animales fueron

sacrificados y las vaginas extraidas para estudios histoldgicos o extraccidon de ARN.
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Figura 8. Modelo experimental de Candidiasis Vulvovaginal murina. Los ratones de los grupos
estrogenizado e infectado son inyectados con 100 pl de Valerato de B-Estradiol 2 mg/mL a los dias -
6,-3, 2 y 4, considerando como dia 0 al de la infeccién. La infeccion se realiza de manera intravaginal,
introduciendo con pipeta y tip 20 uL de una suspension de levaduras viables de C. albicans de
concentracién conocida. Los dias 2, 4 y 8 pi se realizan lavados vaginales con PBS estéril o se
sacrifican los animales para estudios histoldgicos o extraccion de material genético, segun el
experimento.
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Como primera aproximacion, los animales se infectaron con un indculo de 5.10°

levaduras viables de C. albicans ATCC 36801 % *2% 127 A fin de evaluar la progresién de la
infeccion y la activacion de los mecanismos innatos locales en respuesta a la misma se
procedid a determinar el recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) y los niveles
de citoquinas presentes en lavado vaginal a los dias 2, 4 y 8 pi. La infeccién se mantuvo
detectable durante todos los dias evaluados, no observdndose cambios en la carga fungica
intravaginal en los diferentes puntos estudiados (Figura 9A).

Al cuantificar los niveles locales de citoquinas intravaginales, no hubo cambios en la
expresion de las citoquinas proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-a ni de la citoquina

antiinflamatoria TGF-B en ninguno de los dias evaluados (Figura 9B).
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Figura 9. Susceptibilidad y cambios en el microambiente local durante la infeccion vaginal con
bajas dosis de C. albicans. A) Recuento de UFC por mL de lavado vaginal de animales infectados a los
dias 2, 4 y 8 pi con 5.10° levaduras viables de C. albicans ATCC 36801. n=7. B) Niveles de citoquinas
en muestras de lavado vaginal a los dias 2, 4 y 8 pi evaluadas por la técnica de ELISA. En circulos
vacios animales estrogenizados y en circulos llenos animales infectados. Los valores representan la
media £ ESM.n2>7.
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Con el indculo de C. albicans utilizado, la carga fungica en vagina se mantuvo
constante y la presencia del patégeno fue tolerada sin observarse remocién del hongo a lo
largo de los diferentes dias de estudio (p=ns). Tampoco se detectaron cambios en los niveles
de citoquinas intravaginales evaluadas. En este nicho estrictamente regulado es necesario
alcanzar un determinado umbral de estimulacién para promover una perturbacién en la

27 se decidi6

homeostasis local y permitir la activacién de la repuesta frente al hongo
entonces utilizar como dosis infectiva un indculo mayor en un orden de magnitud y se
procedid a evaluar los pardmetros antes mencionados.

Cuando el inéculo infectivo fue de 5.10° C. albicans ATCC 36801, el hongo fue
recuperado de la cavidad vaginal durante todos los dias del estudio (Figura 10A) y, acorde a
la magnitud del indculo inicial, el nimero de UFC aisladas fue superior comparado con la
dosis infectiva utilizada en el protocolo anterior. Por su parte, la carga fungica intravaginal
presentd una reduccion hacia el dia 8 pi (p<0,05 dia 4 vs 8), con un porcentaje de remocién
del 78% entre ambos dias estudiados, evidenciando que el hospedador es capaz de activar
mecanismos locales de respuesta y limitar la infeccidn.

La visualizacion de PMN en citoextendidos de lavado vaginal es un hallazgo
caracteristico de pacientes sintomaticas con CVV. Para evaluar las poblaciones celulares
presentes en lavado vaginal durante el modelo murino, se realizaron citoextendidos de
animales estrogenizados e infectados, los cuales fueron observados en fresco y tefiidos con
la técnica de May-Griinwald Giemsa. En ambos grupos se observaron CE queratinizadas
provenientes de la descamacion del estrato cérneo vaginal, y en el grupo infectado
presencia de hifas de C. albicans, (morfotipo invasivo del hongo) y PMN reclutados al lumen
vaginal (Figura 10B).

Por su parte los niveles intravaginales de las citoquinas IL-6, TNF-a y TGF-B fueron
comparables entre los grupos estrogenizado e infectado. Sélo se observé una disminucion
en los niveles de IL-1B en animales infectados a los dias 4 y 8 pi con respecto al grupo
estrogenizado (Figura 10C). La dosis infectiva mayor permitio la induccion de una respuesta
local que condujo a una remocidn significativa del hongo en la cavidad vaginal. Estos
hallazgos promovieron el estudio de otros pardmetros locales de respuesta que son
desarrollados a continuacién y en el Capitulo Il de este trabajo. La dosis infectiva de 5.10°
levaduras viables de C. albicans fue seleccionada para ser utilizada a lo largo de todo el

estudio.
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Figura 10. Susceptibilidad y cambios en el microambiente local durante la infeccién vaginal con
altas dosis de C. albicans. A) Recuento de UFC por mL de lavado vaginal de animales infectados a los
dias 2, 4 y 8 pi con 5.10° levaduras viables de C. albicans ATCC 36801. n=7. * p<0,05. B) Fotografias
representativas de citoextendidos de lavado vaginal de ratones estrogenizados (arriba) o infectados
(abajo) en fresco o tefiidos con May-Griinwald Giemsa, al dia 2 pi. Presencia de hifas (flechas) y PMN
(puntas de flechas). Magnificacion x400. C) Niveles de citoquinas en muestras de lavado vaginal los
dias 2, 4 y 8 pi evaluadas por la técnica de ELISA. En circulos vacios animales estrogenizados y en
circulos llenos animales infectados. Los valores representan la media £ ESM. n 2 7. * p<0,05. **

p<0,01.
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Invasividad y respuesta tisular durante la infeccion vaginal por C. albicans

La mucosa vaginal normal de mujeres en edad reproductiva esta constituida por
epitelio estratificado escamoso que yace sobre la lamina propia. El epitelio sufre una
diferenciacién y estd compuesto por distintas capas o estratos: la capa basal, mitdticamente
activa (estrato basal), la capa suprabasal y una capa superficial de células aplanadas y
cornificadas (estrato cdrneo). Poco se conoce sobre la diferenciacion del epitelio vaginal,
debido a ello la mayoria de los autores realizan inferencias sobre los estudios llevados a cabo
en epidermis, un epitelio escamoso estratificado que consiste en células aplanadas, muertas
y queratinizadas. *%%.

La estructura del epitelio vaginal cambia a lo largo de la vida de la mujer y es
afectado por hormonas y las condiciones del medio. En nifas antes de la pubertad, el
epitelio vaginal es delgado y se compone Unicamente de las capas basal y parabasal. Durante
los afos reproductivos, el epitelio se engrosa y desarrolla el estrato cérneo. Los niveles
hormonales influencian levemente el grosor del epitelio, pero afectan el almacenamiento de
glucégeno en las células, ya que la sintesis del mismo es dependiente de los niveles de
estrogeno. Después de la menopausia el epitelio vaginal se torna mas delgado, las reservas
de glucdgeno disminuyen y el estrato cérneo muestra diferentes grados de queratinizacion.

Los leucocitos pueden moverse libremente a través de este estrato ya que las CE
carecen de E-caderina y posiblemente de otras moléculas de adhesién que retienen células

| 128 En respuesta a la invasién por agentes patogénicos es

inmunes a la mucosa epitelia
frecuente observar la presencia de infiltrado leucocitario intraepitelial.

La cuantificacion de UFC en lavado vaginal es la técnica estandar para la
determinacién de la carga fungica intravaginal, sin embargo no refleja la invasién epitelial
por C. albicans, que es la que genera el dafio celular y la activacion de la respuesta inmune
del hospedador *.

En concordancia con este concepto, y a fin de evaluar la invasién tisular y la
respuesta inflamatoria local se realizaron estudios histolégicos de animales no
estrogenizados (Figura 11A), estrogenizados (Figura 11B) e infectados (Figura 11C). Debido a

la capacidad de respuesta de las CE hacia las hormonas sexuales, el tratamiento estrogénico

produjo un engrosamiento del epitelio (Figura 11A y B). A diferentes dias pi se observé una
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marcada presencia de hifas de C. albicans, morfotipo infectivo, en el lumen vaginal (Figura
11C, paneles superiores).

Mientras que al dia 2 pudieron visualizarse pseudohifas del hongo y blastoconidias
adheridas al epitelio cornificado, al dia 4 se observaron numerosas hifas sobre las CE e
invadiendo el tejido, fendmeno que se mantuvo hasta el dia 8 pi. Al dia 2 se encontré
infiltrado de PMN vy presencia de microabscesos de leucocitos (Figura 11C, paneles
inferiores). Hacia los dias 4 y 8 pi se produjo un incremento progresivo en la cantidad de
infiltrado inflamatorio y de microabscesos subcorneales, pudiéndose visualizar en el dia 8 pi
algunos abscesos de tamafio regular esparcidos en la mucosa vaginal conteniendo

elementos del hongo en su interior.

A  No Estrogenizado B Estrogenizado

Infectado
Dia 4

Figura 11. Hallazgos histopatoldgicos y respuesta inflamatoria durante la infeccion vaginal por C.
albicans ATCC 36801. Fotografias representativas de cortes histolégicos de vagina de animales no
estrogenizados (A) estrogenizados al dia 2 (B) o infectados con 5.10° levaduras viables de C. albicans
ATCC 36801 a los dias 2, 4 y 8 pi (C), tefiidos con PAS-HE. Presencia de levaduras e hifas de C. albicans
(panel superior). Aumento x200 y x400 en recuadros. Presencia de infiltrado inflamatorio (panel
inferior). Aumento x400.
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La proteina de superficie celular Gr-1 es expresada en altos niveles por PMN,
ademas de otras poblaciones celulares como CD plasmocitoideas, monocitos inflamatorios y

129

monocitos mieloides supresores ~*”. El estudio de las poblaciones celulares de la inmunidad

innata en modelos murinos de CVV identificé a los PMN como los leucocitos predominantes

en Vagina 41, 126, 127

. Por tal motivo evaluamos el porcentaje y nimero absoluto de células Gr-
1* reclutadas a la cavidad vaginal a lo largo del periodo de infeccién utilizando para ello
citometria de flujo.

En concordancia con la bibliografia, en animales infectados se observé un aumento
en la cantidad de PMN. Si bien la diferencia es estadisticamente significativa sélo al dia 8 pi
tanto en porcentaje de células Gr-1" como en nimero absoluto, a los dias 2 y 4 se observé
una tendencia al aumento en esta poblacion celular en el grupo infectado con respecto a los

grupos no estrogenizado y estrogenizado (Figura 12). En citoextendidos de lavado vaginal de

animales infectados también se corroboré el aumento de PMN (Figura 10B).
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Figura 12. Presencia de PMN en lavado vaginal durante la infeccidn vaginal por C. albicans ATCC
36801. Presencia de PMN (Gr-1*) en lavado vaginal de animales no estrogenizados (circulo vacio gris),
estrogenizados (circulo vacio negro) e infectados (circulo negro) a los dias 2, 4 y 8 pi en porcentaje
(izquierda) y niumero absoluto (derecha), evaluados por la técnica de citometria de flujo. Los valores
representan la media *+ ESM de tres experimentos independientes. * p<0,05 infectados vs
estrogenizados. + p<0,05 infectados vs no estrogenizados.

Durante la infeccidn vaginal con C. albicans, el hongo es capaz de invadir el tejido.
La presencia del mismo promueve el reclutamiento de PMN al sitio de infeccién, los cuales

se organizan en microabscesos a fin de contener al patégeno.
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Participacion de receptores de la inmunidad innata en la patogenia de la CVV

Contribucion de la via de sefalizacion del receptor innato TLR2 en la patogenia de la

cvww

Los receptores TLR son PRRs que participan en el reconocimiento de
microorganismos y en la iniciacion de la respuesta inmune del hospedador contra
patégenos. Estos receptores innatos son expresados por varios tipos celulares, incluyendo a
monocitos, macréfagos, CD y PMN, dentro de las células inmunes y en las CE, consideradas
actualmente no como meras espectadoras inertes o componentes de barreras anatdmicas,
sino como importantes participantes en la respuesta inmune innata y adaptativa en
superficies mucosas '°. La expresién de TLR2 en vagina ha sido previamente demostrada >
131

TLR2 reconoce fosfolipomananos presentes en la pared celular de Candida.
Resultados dispares se obtuvieron al estudiar la contribucién de este receptor en el control
de la candidiasis diseminada. Mientras que algunos autores le atribuyen un rol protector
frente a la diseminacion de la infeccién *%, otros proponen que el reconocimiento a través
de TLR2 puede ser usado por Candida como una herramienta de evasién inmune **>.

Recientemente, Rosentul y col. demostraron que la presencia del polimorfismo
P631H en el gen de TLR2 en humanos, aumenta la susceptibilidad de padecer CVVR %,
resultados corroborados por Colombo y col. 3. Estos estudios aportan informacién sobre la
susceptibilidad a padecer la patologia; sin embargo, el rol de TLR2 en infecciones en mucosas
causadas por C. albicans no ha sido estudiado en modelos animales.

Con el fin de dilucidar la participacidon de este receptor innato durante la CVV, el
modelo de infeccion se desarrolld en animales deficientes en TLR2 (TLRZ'/'). Los resultados
obtenidos indican que en estos animales la infeccién se mantuvo durante todos los dias
ensayados (Figura 13A), pero el desarrollo de la misma fue diferente entre estos ratones y
los WT (Wild Type). Animales TLR27 exhibieron una maxima colonizacién al dia 2 pi, seguido
de una progresiva disminucion hacia el udltimo dia en estudio (p<0,05). El andlisis
comparativo de la infeccidn con C. albicans entre ambas cepas reveld que la carga fungica

intravaginal fue mayor al dia 2 pi en ausencia de TLR2 (p<0,01) (Figura 13B). En los restantes
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tiempos evaluados no se observaron diferencias, encontrandose una remocién del hongo del
84% entre el dia2 y el 4y un 92% entre el dia 2 y el 8 pi.

Con respecto a las citoquinas intravaginales, los niveles de IL-1B se encontraron
aumentados en animales TLR2”" infectados a los dias 4 y 8 pi en comparacién con el grupo
estrogenizado TLR27 y con animales WT infectados (p<0,001) (Figura 13C). Por su parte, al
dia 2 pi, se observd un incremento en los niveles de IL-6 en animales infectados, que se
mantuvo a lo largo de la cinética estudiada, mostrando diferencias significativas con el grupo
estrogenizado TLR27 y con animales WT infectados (p<0,001). No se encontraron diferencias
significativas entre grupos al evaluar los niveles de TNF-a ni de TGF-B durante la infeccion

(Figura 13C).
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Figura 13. Susceptibilidad y cambios en el microambiente local durante la infeccién vaginal con C.
albicans en animales deficientes en TLR2. A) Recuento de UFC por mL de lavado vaginal de animales
infectados a los dias 2, 4 y 8 pi con 5.10° levaduras viables de C. albicans ATCC 36801. n=7. * p<0,05.
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** n<0,01. B) Recuento de UFC por mL de lavado vaginal de animales WT (negro) o TLR2”" (naranja)
infectados a los D 2, 4 y 8 pi. Los valores representan la media £ ESM. n 2 7. * p<0,05. ** p<0,01. C)
Niveles de citoquinas en muestras de lavado vaginal los dias 2, 4 y 8 pi evaluadas por la técnica de
ELISA. Los valores representan la media £ ESM. n 2 7. +++ p<0,001. ++++ p<0,0001. TLR2” infectados
vs TLR2” estrogenizados. ###t p<0,001. #### p<0,0001. TLR2” infectados vs WT infectados.

Los estudios histolégicos mostraron una invasidn significativa de C. albicans en el
epitelio (Figura 14, paneles superiores). Se encontré una presencia masiva del morfotipo
fungico invasivo penetrando el estrato cérneo y llegando hasta capas mas profundas (dias 2
y 4). Ademas, en el lumen vaginal se observé gran cantidad de debris celular. Hacia el ultimo
dia evaluado, mientras que en animales WT se encontré escasa presencia fungica, los
animales TLR2” presentaron gran cantidad de hifas adheridas al estrato cérneo o libres en el
lumen vaginal.

Con respecto a la reaccidn inflamatoria, al dia 2 pi se encontrd una robusta
respuesta tisular, con grandes abscesos intraepiteliales y numerosos PMN infiltrantes que
también se observaron al dia 4 pi. Gran cantidad de microabscesos subcorneales e infiltrado

de PMN se encontraron hacia el final del estudio (Figura 14, paneles inferiores).
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Figura 14. Hallazgos histopatolégicos y respuesta inflamatoria en animales deficientes en TLR2.
Fotografias representativas de cortes histolégicos de vagina de animales infectados con 5.10°
levaduras viables de C. albicans ATCC 36801 a los dias 2, 4 y 8 pi tefiidos con PAS-HE. Presencia de
levaduras e hifas de C. albicans (panel superior). Aumento x200 y x400 en recuadros. Presencia de
infiltrado inflamatorio (panel inferior). Aumento x400.
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Estos resultados demuestran que en ausencia del receptor innato TLR2, Candida
pudo penetrar e invadir capas epiteliales mdas profundas y generar una respuesta
inflamatoria mas robusta, evidenciada por niveles aumentados de las citoquinas IL-1B e IL-6

en lavado vaginal y una franca y organizada reaccion tisular.

Contribucion de la via de sefializacion de la molécula adaptadora MyD88 en la

patogenia de la CVV

La transduccién de sefiales a través de TLRs comienza con el reclutamiento de una
serie de proteinas adaptadoras que contienen dominios TIR que interaccionan con dominios
TIR citoplasmaticos de los TLRs. La molécula adaptadora universal, compartida por todos los
TLRs, excepto TLR3, es MyD88, que gatilla vias inflamatorias a través de la activacion de
factores de transcripcion como NF-kB y AP-1, los cuales inducen la expresién de genes que
codifican citoquinas ***.

Recientemente, se describi6 una mutacién en la molécula de MyD88 en una
paciente que durante toda su vida padecid CVVR y onicomicosis. Pruebas funcionales en
células mononucleares de sangre periférica portadoras de la mutacidn y estimuladas con C.
albicans demostraron una disminucién en la produccién de IL-17 2.

Para el estudio de la participacién de la sefializacién de la proteina adaptadora
MyD88 en la via de los TLRs durante la CVV se infectaron ratones deficientes en MyD88
(MyD88'/') siguiendo el protocolo descripto en la Figura 8.

En todos los dias estudiados fue posible la recuperacién de Candida de lavado
vaginal (Figura 15A). La carga fungica intravaginal fue superior en esta cepa de ratones
comparado con los animales WT a los dias 4 y 8 pi (p<0,05 y p<0,01). La infeccién en la cepa
WT muestra una disminucién hacia el dia 8 pi (78% de remocién), mientras que en ratones
MyD88’/’ este fendmeno no ocurre, observdndose niveles constantes y elevados de C.
albicans en la cavidad vaginal durante todos los dias evaluados (Figura 15B).

En cuanto a la produccién local de citoquinas proinflamatorias se observé un
aumento en los niveles de IL-1f al dia 8 pi en animales MyD88’/' infectados con respecto a
los animales WT infectados (p<0,01). Sin embargo, la produccidn local de IL-6 en animales

infectados deficientes se encontrd disminuida con respecto a sus controles WT infectados al
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mismo dia pi (p<0,001) (Figura 15C). No hubo cambios significativos en la produccién de

TNF-a.
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Figura 15. Susceptibilidad y cambios en el microambiente local durante la infeccién vaginal con C.
albicans en animales deficientes en MyD88. A) Recuento de UFC por mL de lavado vaginal de
animales MyD88'/' infectados a los dias 2, 4 y 8 pi con 5.10° levaduras viables de C. albicans ATCC
36801. n=7. B) Recuento de UFC por mL de lavado vaginal de animales WT (negro) o MyD88'/' (verde)
infectados a los dias 2, 4 y 8 pi. Los valores representan la media £ ESM. n 2 7. * p<0,05. ** p<0,01. C)
Niveles de citoquinas en muestras de lavado vaginal a los dias 2, 4 y 8 pi evaluadas por la técnica de
ELISA. Los valores representan la media + ESM. n > 7. ## p<0,01. ### p<0,001. WT Infectados vs
MyD88'/' infectados.

Cuando se analizaron los cortes histolégicos de vagina de animales MyD88'/'
infectados, se observaron grandes cantidades de hifas de C. albicans en el lumen e
invadiendo las capas epiteliales de la mucosa vaginal (Figura 16, paneles superiores). Este
fendmeno fue claramente visualizado en el dia 8 pi, observdandose en algunas regiones
pérdida de la arquitectura tisular y el crecimiento del hongo conformando una tupida masa

fungica. La respuesta tisular estuvo caracterizada por infiltrado de PMN y la presencia de
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abscesos organizados alrededor de formas fungicas invasivas y proximos al lumen vaginal.
Este tipo de respuesta fue observada tanto en etapas iniciales como en el dia 8 pi. Mientras
que en los animales WT la invasion epitelial del hongo pudo ser controlada, la respuesta
tisular presentd una aumento gradual y la carga flngica intravaginal fue francamente
disminuida, en los animales MyD88"/', a pesar de la robusta inflamacién tisular, C. albicans no
pudo ser removida del lumen vaginal.

La formacién temprana de abscesos intraepiteliales en respuesta a la infeccion fue
similar en ratones MyD88'/’ yTLR2'/' (Figura 13) en dias tempranos pi. Sin embargo, mientras
que la cantidad de hifas y la presencia de PMN disminuyd progresivamente en animales
TLR2'/', estos elementos se mantuvieron constantes hacia el dia 8 pi ante la ausencia de la

via de sefalizacién de MyD88 (Figura 16).

Figura 16. Hallazgos histopatoldgicos y respuesta inflamatoria en animales deficientes en MyD88.
Fotografias representativas de cortes histoldgicos de vagina de animales infectados con 5.10°
levaduras viables de C. albicans ATCC 36801 a los dias 2, 4 y 8 pi tefiidos con PAS-HE. Presencia de
levaduras e hifas de C. albicans (panel superior). Aumento x200 y x400 en recuadros. Presencia de
infiltrado inflamatorio (panel inferior). Aumento x400.

Estos resultados sugieren que la sefial generada por MyD88 no es requerida para el
desarrollo de una robusta respuesta tisular y para la produccion de IL-1B hacia tiempos
tardios pi; sin embargo, participa en la induccién de procesos que regulan el control del

crecimiento fungico en el tracto mucoso vaginal.
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Contribucion de la via de seiializacion del receptor innato Dectin-1 en la patogenia

de la CVV

Dada la importancia de la participacion de los CLRs en la respuesta antifingica, la
contribucion de Dectin-1 fue previamente estudiada. El rol esencial de este receptor fue
demostrado en modelos animales, donde la carencia de Dectin-1 resulta en la incapacidad
de montar una respuesta inflamatoria protectiva y la imposibilidad de controlar el
crecimiento fungico.

Diversas publicaciones demostraron que durante la infecciéon con C. albicans, la
ausencia de Dectin-1 resulta en una susceptibilidad aumentada a infecciones sistémicas y

127

mucosas en modelos animales, incluyendo la CVV Sin embargo, otros autores

comprobaron la falta de asociaciéon entre la carencia de Dectin-1 y una susceptibilidad
incrementada hacia infecciones por Candida **°.

Las discrepancias entre los resultados podrian explicarse debido a que en los
diferentes estudios se utilizaron ratones deficientes en Dectin-1 (Dectin—l'/') con distintos
backgrounds genéticos. Ademas se utilizaron diferentes cepas de C. albicans para realizar las
infecciones. Por lo tanto es importante tener en cuenta las caracteristicas del background
genético del hospedador y de la cepa de Candida utilizada, ya que los resultados obtenidos
pueden variar **°.

A fin de evaluar la contribucién de la sefial generada a través del receptor de B-
glucanos Dectin-1 se utilizaron dos estrategias experimentales. En la primera de ellas se
trabajo con cepas de C. albicans con mutaciones en la sintesis de B-glucanos de la pared
celular y en la segunda se trabajé desarrollando el modelo de CVV en animales deficientes
en el receptor.

Las cepas de C. albicans defectivas en la sintesis de [-glucanos presentan
mutaciones inducidas sobre la cepa de referencia C. albicans SC5314, ampliamente

estudiada en modelos de infeccién ** *°

. Con el fin de poder comparar los resultados
obtenidos con estas mutantes fue necesario establecer la susceptibilidad de los ratones
C57BL/6 a esta cepa. Para ello el modelo experimental descripto en la Figura 8 fue llevado a
cabo en ratones WT utilizando como inéculo infectivo 5.10° levaduras viables de C. albicans

SC5314.
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Observamos que esta cepa tuvo una capacidad infectiva similar a la cepa
previamente utilizada, y C. albicans pudo ser recuperada de la cavidad vaginal a lo largo de
todos los dias evaluados (Figura 17A). Las poblaciones celulares en lavado vaginal fueron
similares a lo encontrado en citoextendidos de animales infectados con la cepa ATCC 36801
(Figura 10B), pudiéndose observar abundantes CE descamadas, el morfotipo invasivo del
hongo y PMN reclutados a la cavidad vaginal (Figura 17B).

En cuanto a las citoquinas intravaginales se decidid estudiar como ejemplo de
citoquinas proinflamatorias a IL-1B y TNF-a. A diferencia de lo observado en la infeccién de
animales WT con la cepa ATCC 36801, la cepa SC5314 tiene la capacidad de generar una
respuesta mas robusta en cuanto a la produccién de estas citoquinas proinflamatorias en el
sitio de infeccion. A todos los dias ensayados, los niveles de IL-1B fueron superiores en
animales infectados respecto a los estrogenizados (p<0,0001 dia 2 y 4, p<0,05 dia 8 pi).
Similares resultados se encontraron para la citoquina TNF-a (p<0,0001 dia 2 y 4, p<0,01 dia 8
pi) (Figura 17C). Por su parte, los niveles de IL-17, IL-22 e IL-23 fueron indetectables en todas

las muestras.
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Figura 17. Susceptibilidad y cambios en el microambiente local durante la infeccién vaginal con
altas dosis de C. albicans SC5314. A) Recuento de UFC por mL de lavado vaginal de animales
infectados a los dias 2, 4 y 8 pi con 5.10° levaduras viables de C. albicans SC5314. n=6. B) Fotografias
representativas de citoextendidos de lavado vaginal de ratones estrogenizados (arriba) o infectados
(abajo) en fresco o tefiidos con May-Griinwald Giemsa, al dia 2 pi. Presencia de hifas (flechas) y PMN
(puntas de flechas). Magnificacion x400. C) Niveles de citoquinas en muestras de lavado vaginal los
dias 2, 4 y 8 pi por la técnica de ELISA. En circulos vacios animales estrogenizados y en circulos llenos
animales infectados. Los valores representan la media £+ ESM. n 2 7. * p<0,05. ** p<0,01. ****
p<0,0001 infectados vs estrogenizados.

Los cortes histoldégicos de animales infectados con la cepa de C. albicans SC5314
evidenciaron la presencia del patégeno en su forma infectiva de hifa, tanto en el lumen
vaginal, como penetrando hacia capas internas de tejido (dia 2 y 4 pi) (Figura 18, paneles
superiores). Hacia el final del estudios se observaron menos hifas de C. albicans en las capas
epiteliales mas profundas y frecuentes formas flngicas en el epitelio cornificado. La
respuesta inflamatoria estuvo caracterizada por una importante presencia de PMN en el
sitio, dispersos entre las capas epiteliales y formando numerosos microabscesos

intraepiteliales y subcorneales (Figura 18, paneles inferiores).

Figura 18. Hallazgos histopatoldgicos y respuesta inflamatoria durante la infeccién vaginal por C.
albicans SC5314. Fotografias representativas de cortes histoldgicos de vagina de animales infectados
con 5.10° levaduras viables de C. albicans SC5314 a los dias 2, 4 y 8 pi tefiidos con PAS-HE. Presencia
de levaduras e hifas de C. albicans (panel superior). Aumento x200 y x400 en recuadros. Presencia de
infiltrado inflamatorio (panel inferior). Aumento x400.
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La infeccidn vaginal con la cepa de C. albicans SC5314 estuvo caracterizada por la
presencia de elevados niveles de las citoquinas proinflamatorias IL-1B y TNF-a. en el lavado
vaginal, una robusta respuesta inflamatoria y una menor invasividad del hongo hacia el final

del estudio.

Susceptibilidad a la CVV en animales infectados con cepas de C. albicans defectivas en la
expresion de B-glucanos

Un componente importante de la pared de C. albicans son los B-(1,3) glucanos. El
complejo enzimatico 1,3-B-D Glucan Sintasa se encarga de catalizar la biosintesis de estos
compuestos. Presenta al menos dos subunidades, Fksp y Rholp, siendo este ultimo un
elemento regulatorio relacionado a gran cantidad de procesos celulares. La subunidad Fksp
es codificada por tres genes relacionados, FKS1, FKS2 y FKS3 y contiene el sitio activo que
cataliza la transferencia de azucares de moléculas donantes activadas (Glucosa UDP) a
moléculas aceptoras especificas (1,3-B-D-glucosil(N)) formando enlaces glucosidicos *’. El
gen FKS1 es esencial en C. albicans y en la mayoria de las demds especies de Candida. FKS2
se expresa cuando FKS1 es delecionado o cuando las levaduras crecen en ausencia de
glucosa y en otras situaciones de estrés como por ejemplo altas temperaturas. Por su parte,
FKS3 se expresa en bajos niveles en comparacion con los otros genes y no parece contribuir
de manera significativa a la capacidad de biosintesis de los $-(1,3) glucanos.

Hay dos regiones altamente conservadas en el gen FKS1, denominadas hot-spot, en
las cuales se han encontrado altas tasas de mutaciones. El hot-spot 1 comprende 9
aminoacidos desde las posiciones 641 a 649 y el hot-spot 2, 8 aminodcidos, desde 1357 a
1364. Las sustituciones en Ser645 y Phe641 son las mas abundantes y producen los
fenotipos mas diferentes a las cepas parentales. Estas mutaciones originan la disminucidn en
la cantidad de B-(1,3) glucanos presentes en la pared del hongo. Estas cepas ademas se
tornan resistentes al tratamiento con antifungicos de la familia de las equinocandinas cuyo
mecanismo de accién es la inhibicién de la 1,3-B-D Glucan Sintasa. Las equinocandinas son
utilizadas en el tratamiento de micosis invasivas, y las mutaciones en FKS son responsables
de la falla terapéutica 2.

Para llevar a cabo el estudio del rol que desempefian las sefiales a través de Dectin-
1, se utilizaron cepas de C. albicans con mutaciones en diferentes aminoacidos de los hot-

spot 1 y 2 del gen FKS1. Las cepas de C. albicans FKS1 S645S/P (heterocigota para la
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mutacion) y FKS1 S645P (homocigota para la mutacidn) se obtuvieron por presidon selectiva
con el agente antifungico de la familia de las equinocandinas, anidulafungina, a partir de la
cepa de C. albicans SC5314 *’. Se infectaron hembras C57BL/6 con las diferentes cepas en
estudio de acuerdo al protocolo establecido en la Figura 8, con una dosis infectiva de 5.10°
levaduras viables. La carga fungica intravaginal se evalué mediante el recuento de UFC a los
dias 2, 4 y 8 pi (Figura 19A y B). No se encontraron diferencias significativas al comparar la
carga fungica obtenida durante la infeccion con las cepas FKS1 S645S/P y FKS1 S645P, con la
cepa parental (Figura 19C).

La produccion de las citoquinas IL-1B y TNF-a se evalué en animales infectados con
la cepa FKS1 S645P, cepa homocigota para la mutaciéon, ya que presenta un fenotipo mds
alejado de la cepa parental con respecto a la mutante heterocigota. Se encontré que los
niveles intravaginales de estas citoquinas en animales infectados con la cepa defectiva en j-
glucanos fueron comparables a los encontrados en el grupo estrogenizado, y estuvieron

disminuidos de manera significativa comparados con animales infectados con la cepa

parental (Figura 19D).
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Figura 19. Susceptibilidad y cambios en el microambiente local durante la infeccién vaginal con
cepas de C. albicans con diferente expresion de B-(1,3) glucanos por mutaciones en el hot-spot 1
del gen FKS1. A) Recuento de UFC por mL de lavado vaginal de animales infectados a los dias 2, 4y 8
pi con 5.10° levaduras viables de C. albicans SC5314 FKS1 S645S/P (A) o C. albicans SC5314 FKS1
S645P (B). n=6. C) Recuento de UFC por mL de lavado vaginal de animales infectados con 5.10°
levaduras viables de C. albicans SC5314 (negro), SC5314 FKS1 S645S/P (violeta) o SC5314 FKS1 S645P
(rosa) a los dias 2, 4 y 8 pi. Los valores representan la media £ ESM. n=6. D) Niveles de citoquinas en
muestras de lavado vaginal a los dias 2 y 4 pi por la técnica de ELISA. Los valores representan la
media + ESM. n 2 7. **** p<0,001. Animales infectados vs estrogenizados. ++ p<0,01. +++ p<0,001.
++++ p<0,0001. Animales infectados con C. albicans SC5314 vs infectados con C. albicans FKS1 S645P.

Estos resultados indican que esta mutaciéon en el hot-spot 1 del gen FKS1 no
modifica la capacidad infectiva de Candida ni facilita su remocién del lumen vaginal. Sin
embargo, las cepas portadoras de la mutacidn que presentan alteraciones en la expresion de
B-glucanos de su pared son incapaces de gatillar una robusta respuesta inflamatoria
caracterizada por la producciéon de bajos niveles de IL-1B y TNF-a en el microambiente

vaginal.
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Por otro lado se procedié a evaluar el impacto de la mutacién en el hot-spot 2 del
gen FKS1 de la 1,3-B-D Glucan Sintasa y su consecuencia en la progresion de la infeccion.
Para ello se utilizd una cepa de C. albicans de origen clinico, FKS1 R1361R/H aislada de
hemocultivo de un paciente con candidiasis diseminada. Esta cepa fue utilizada para realizar
la infeccién vaginal de ratones C57BL/6 de acuerdo al protocolo establecido. Al analizar la
carga fungica intravaginal de estos ratones, se observaron al dia 2 pi mayores niveles de UFC
comparados con los recuperados cuando la infeccidn se realizé con la cepa SC5314 (p<0,01)
(Figura 20Ay B).

La produccion de TNF-a en el microambiente local se encontré ampliamente
disminuida, de manera similar a lo observado en la infeccién con la cepa FKS1 S645P
(mutacién en el hot-spot 1). Sin embargo, la disminucidn en los niveles de IL-1B no fue tan
marcada en estos animales con respecto a los infectados con la cepa de referencia,
observandose un aumento significativo al dia 2 pi con respecto al grupo estrogenizado

(p<0,05) (Figura 20C).
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Figura 20. Susceptibilidad y cambios en el microambiente local durante la infeccién vaginal con
cepas de C. albicans con diferente expresion de B-(1,3) glucanos por mutaciones en el hot-spot 2
del gen FKS1. A) Recuento de UFC por mL de lavado vaginal de animales infectados a los dias 2, 4y 8
pi con 5.10° levaduras viables de C. albicans FKS1 R1361R/H. n=7. B) Recuento de UFC por mL de
lavado vaginal de animales infectados con 5.10° levaduras viables de C. albicans SC5314 (negro) o
FKS1 R1361R/H (verde) a los dias 2, 4 y 8 pi. Los valores representan la media £ ESM. n=6. ** p<0,01.
C) Niveles de citoquinas en muestras de lavado vaginal a los dias 2 y 4 pi. Los valores representan la
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media £ ESM. n > 7. * p<0,05. *** p<0,001. **** p<0,0001. Animales infectados vs estrogenizados. +
p<0,05. ++ p<0,01. ++++ p<0,0001. Animales infectados con C. albicans SC5314 vs infectados con C.
albicans FKS1 R1361R/H.

Estos resultados indican que las modificaciones en la pared celular que presentan
las cepas defectivas en B-(1,3) glucanos impactan en la caracteristica y magnitud de la
respuesta inflamatoria local afectando la produccién de IL-1B y TNF-a por parte del

hospedador, durante el modelo de CVV.

Susceptibilidad a la CVV en animales deficientes en el receptor Dectin-1

Como segunda estrategia experimental para evaluar la contribucién de la sefial
generada a través del receptor de B-glucanos Dectin-1 en la patogenia de CVV, se infectaron
ratones hembras deficientes en este receptor (Dectin—l'/') con background C57BL/6, segun el
modelo experimental descripto en la Figura 8 con la cepa de C. albicans SC5314. Los
animales resultaron susceptibles a la infeccion por C. albicans, con UFC mayores al dia 2 piy
una disminucién progresiva de la carga fungica hacia los dias 4 y 8 pi (Figura 21A) pero sin
diferencias significativas con respecto a la carga fungica recuperada de animales WT (Figura
21B).

En el microambiente local se encontraron niveles aumentados de las citoquinas IL-
1B (p<0,0001 dia 2 y 4, p<0,001 dia 8 pi) y TNF-a (p<0,05 dia 2, p<0,001 dia 4, p<0,01 dia 8
pi) durante toda la infeccién, en comparacién con animales estrogenizados (Figura 21C). En
ambas cepas de ratones, WT y Dectin-l'/', los niveles de IL-1B en el grupo infectado fueron
disminuyendo con el tiempo. Sin embargo, en animales deficientes, esta citoquina continud
aumentada el dia 8 pi con respecto al grupo estrogenizado, a diferencia de la cepa WT.

Por su parte, las citoquinas IL-17, IL-22 e IL-23 fueron indetectables en todas las

muestras ensayadas.
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Figura 21. Susceptibilidad y cambios en el microambiente local durante la infeccion vaginal con C.
albicans en animales deficientes en Dectin-1. A) Recuento de UFC por mL de lavado vaginal de
animales Dectinl” infectados a los dias 2, 4 y 8 pi con 5.10° levaduras viables de C. albicans SC5314.
n=8. * p<0,05. ** p<0,01. B) Recuento de UFC por mL de lavado vaginal de animales WT (negro) o
Dectin1”" (rojo) infectados a los dias 2, 4 y 8 pi. Los valores representan la media £ ESM. n > 7. *
p<0,05. ** p<0,01. C) Niveles de citoquinas en muestras de lavado vaginal a los dias 2, 4 y 8 pi de
animales estrogenizados o infectados. Los valores representan la media £+ ESM. n 2 7. * p<0,05. ***
p<0,001. **** p<0,0001. WT infectados vs WT estrogenizados. + p<0,05. ++ p<0,01. +++ p <0,001.
++++ p<0,0001. Dectin1” infectados vs Dectin-17" estrogenizados.

Cortes histolégicos de animales Dectin1” mostraron la presencia de C. albicans
adherida al estrato cérneo del epitelio el dia 2 pi. La evoluciéon del proceso reveld
abundantes hifas del hongo libre en el lumen de la cavidad, junto con gran cantidad de
células descamadas e invadiendo el estrato epitelial (dias 4 y 8) (Figura 22, paneles
superiores). Ademas, se encontraron PMN infiltrando el estrato corneo (dia 2), microabcesos
en las capas epiteliales mas profundas de tejido (dia 4) y un franco infiltrado hacia el tiempo

final del estudio (Figura 22, paneles inferiores).
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Figura 22. Hallazgos histopatoldgicos y respuesta inflamatoria en animales deficientes en Dectin1”".

Fotografias representativas de cortes histolégicos de vagina de animales infectados con 5.10°

levaduras viables de C. albicans SC5314 a los dias 2, 4 y 8 pi tefiidos con PAS-HE. Presencia de
levaduras e hifas de C. albicans (panel superior). Aumento x200 y x400 en recuadros. Presencia de
infiltrado inflamatorio (panel inferior). Aumento x400.

Estos resultados indican que el receptor Dectin-1 no desempefia un rol importante
en el control de la carga fungica vaginal en ratones con background C57BL/6 cuando la
infeccién es producida por la cepa de C. albicans SC5314. Sin embargo, en su ausencia, los
niveles de IL-1B se mantienen aumentados, aun cuando en animales WT comienzan a
disminuir en el dia 8 pi, sugiriendo para Dectin-1 un rol en la modulacién de esta citoquina

durante el curso de la CVV.
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CONCLUSIONES CAPITULO |

Estudio de la respuesta inmune innata en tracto genital femenino murino
durante la infecciéon por C. albicans: respuesta inflamatoria y contribucion de los

Receptores Innatos en la patogenia de la enfermedad.

Durante la patogenia de la infeccidn vaginal aguda por C. albicans:

ela ausencia de sefiales mediadas por TLR2 determina una elevada carga fungica
intravaginal y una mayor invasividad del tracto mucoso en las etapas tempranas de la
infeccion (48 horas), demostrando la relevancia de este PRR en el control inicial del
crecimiento del hongo y en la invasidn tisular. En respuesta a la elevada penetracion de C
albicans los animales deficientes en TLR2 desarrollan una robusta reaccién tisular y un
ambiente proinflamatorio caracterizado por elevados niveles de citoquinas y presencia de
células de la inmunidad innata que permiten la remocién del hongo y el control de la

infeccion.

ela ausencia de sefiales mediadas por MyD88 determina una elevada y sostenida carga
fungica intravaginal, con un predominio masivo del morfotipo invasivo del hongo durante el
transcurso de la infeccion, demostrando la relevancia de esta via de sefalizacién en el
control sostenido del crecimiento del hongo y la invasién tisular. En respuesta a la elevada
penetracion de C. albicans los animales deficientes en MyD88 desarrollan una respuesta
tisular con escasa produccion de mediadores inmunes y aumento tardio de IL-1B, que

resultan insuficientes para remover al hongo y controlar la infeccion.

eLa expresidon defectiva de [B-(1-3) glucanos en la pared de C. albicans no modifica la
capacidad del hongo de colonizar la cavidad vaginal, observandose una infectividad similar a
la cepa parental, demostrando que el reconocimiento de estos PAMPs flungicos no es
relevante para el control del crecimiento intravaginal del hongo. La atenuada estimulacién
de Dectin-1 por las cepas de C. albicans con mutaciones en FKS1, promueven una escasa

induccién de mediadores inmunes y condicionan la produccién local de IL-1.

e Las sefiales mediadas a través del receptor Dectin-1 no contribuyen en la modulacién de la
carga fungica intravaginal, demostrando que este PRR no participa en el control del
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crecimiento del hongo en la cavidad vaginal. En respuesta a la presencia y penetracién de C.
albicans, los animales deficientes en Dectin-1 desarrollan una eficiente reaccién tisular y un
ambiente proinflamatorio caracterizado por elevados niveles de IL-1J3 y presencia de células

de lainmunidad innata que permiten la remocién del hongo y el control de la infeccién.
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CAPITULO Il

Estudio de péptidos antimicrobianos de la familia de B-Defensinas en tracto

genital femenino murino en un modelo de CVV.

Las BDs son pequefios péptidos catidnicos (4-6 kDa) que estdn presentes en
diversos tejidos mucosos como los tractos gastrointestinal, respiratorio y urogenital. Pueden
ser de expresién constitutiva o inducible por diferentes estimulos, como componentes
bacterianos o citoquinas proinflamatorias 98,102,103

Las BDs poseen actividad antifingica por si mismas o ejercen su accién a través de
la inmunomodaulacién, ya que son quimioatractantes de ciertas poblaciones celulares al sitio
de la infeccién.

Recientes estudios sobre la accion de las BDs se han abocado a la candidiasis oral.
Sin embargo, el rol de estos péptidos durante la CVV se desconoce. Con el objetivo de
esclarecer este interrogante se empleé el modelo murino de CVV, desarrollado previamente.
A través de la extraccion de material genético de vagina se determind mediante gqPCR Ia
expresion de mBD1, 3 y 14 durante la infeccidn. Debido a la importancia fisiolégica de mBD1
en tejidos mucosos, se profundizé en el estudio de este péptido en particular. Para
corroborar los resultados obtenidos por biologia molecular, se determinaron los niveles
proteicos de mBD1 en células de lavado vaginal de ratén, por citometria de flujo y la
expresion tisular en vagina, por la técnica de inmunohistoquimica.

Para determinar la participacion de las sefales a través del receptor innato TLR2 en
la induccién de la produccién de mBD1 durante la CVV se desarrollé el modelo de infeccién
en animales TLR2”". En muestras de vagina, se determiné la expresién de transcriptos del
PAM, vy se corroboré su expresion tisular en cortes histolédgicos mediante
inmunohistoquimica.

Con el fin de evaluar si las caracteristicas del patégeno pueden modular
diferencialmente la expresién de BD1 en tracto genital femenino, se llevd a cabo la infecciéon
de ratones WT con una cepa de C. albicans aislada de una paciente con CVVR. En este grupo
experimental se determinaron UFC, niveles intravaginales de IL-1B y expresién de BD1 total y

en la poblacién de PMN.
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Expresion de BDs en tracto genital femenino murino durante la CVV

Las BDs humanas 1, 2 y 3 han sido asociadas a la proteccién contra Candida en la

| 94, 137

cavidad ora . Garcia-Lopez y col. demostraron que las mismas son expresadas en tracto

reproductor femenino **¥, pero actualmente se desconoce su rol en la CVV. Los homdlogos

de estos péptidos en ratén se denominan mBD 1, 3y 14 1%+ 1%

, respectivamente.

Las BDs son producidas principalmente por CE y también por ciertas células de la
inmunidad innata. La primea linea de defensa y reconocimiento de los patogenos en la CVV
son las CE, que pueden rapidamente liberar mediadores inflamatorios entre los que se
encuentran las BDs **°.

Con el fin de estudiar la expresion de las BDs en tracto reproductor femenino
durante la CVV, hembras C57BL/6 de los tres grupos experimentales (no estrogenizado,
estrogenizado, infectado) se sacrificaron y las vaginas se removieron con el fin de extraer
ARN. Debido a la temprana liberacion de estos mediadores inmunes, es que las primeras
determinaciones se realizaron a un tiempo corto pi (48 horas). Luego de la obtencién de
ADNc y la amplificacion mediante qPCR con primers especificos, se observé un aumento
significativo de los transcriptos de mBD1 en el grupo infectado (p<0,05 con respecto al grupo

no estrogenizado) y de mBD3 (p<0,05 con respecto a los grupos no estrogenizado vy

estrogenizado) (Figura 23).
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Figura 23. Expresidn local de transcriptos de mBDs en Candidiasis Vulvovaginal. Expresion de ARNm
en vagina de mBD1, mBD3 y mBD14 en animales no estrogenizados (blanco), estrogenizados (gris) e
infectados con la cepa de C. albicans ATCC 36801 (negro) al dia 2 pi mediante gPCR. Los valores
representan la media £ ESM. n > 4. * p<0,05 Infectado vs no estrogenizado. + p<0,05 Infectado vs
estrogenizado.

Estos resultados indican que la presencia de C. albicans en el tracto genital

femenino es capaz de inducir la expresiéon de mBD1 y mBD3 durante la CVV.

Expresion de BD1 en tracto genital femenino murino durante la CVV

BD1 es considerada el PAM mas importante en la defensa de los epitelios frente a
infecciones. Es la Unica BD de expresidon constitutiva en piel, queratinocitos, tractos
genitourinario y respiratorio. Su produccidn puede ser inducida por ciertos estimulos, como

112 posee actividad directa frente a un amplio

PAMPs microbianos y mediadores inmunes
espectro de microorganismos, incluida C. albicans.

Ratones BD1 KO exhiben mayores niveles de Staphylococcus sp. en vejiga, y
resuelven pobremente infecciones pulmonares con altas dosis de Haemophilus influenzae;
por lo tanto, se considera que BD1 controla la flora microbiana presente en mucosas.
Recientemente, se demostrd la relacién existente entre un polimorfismo en el gen que
codifica a hBD1 y la susceptibilidad aumentada en pacientes a la infeccién por Virus del

Papiloma Humano 139

. En base a la evidencia existente y a la ausencia de informacién en la
CVV, se decidié profundizar el estudio de este péptido en particular.

Para corroborar los resultados obtenidos a nivel molecular con la expresién de la
proteina se evalué la presencia de mBD1 en células de lavado vaginal de animales de los tres
grupos experimentales a diferentes dias pi, mediante citometria de flujo, utilizando un
anticuerpo monoclonal especifico para mDB1 y marcacién intracelular. Teniendo en cuenta
que las BDs, asi como todos los PAMs, son liberados de manera rapida frente a una
infeccidn, es que se incluyd en la cinética de estudio un tiempo mas temprano para su
evaluacion (dia 1 pi).

Al dia 1 pi no se observaron cambios, sin embargo, de modo similar a lo observado a
nivel transcripcional, las células mBD1* de lavado vaginal se encontraron aumentadas en

animales infectados comparados con los grupos no estrogenizado y estrogenizado al dia 2 pi

(p<0,05) en porcentaje (Figura 24A) y en nimero absoluto (Figura 24B). Al dia 8 pi se observé
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un aumento en la cantidad de células mBD1" en el grupo infectado con respecto al no
estrogenizado (p<0,0001), pero no hubo diferencias entre los grupos infectado y
estrogenizado, sugiriendo que el tratamiento con estrégeno es capaz de modular la

expresion de este péptido (Figura 24A).
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Figura 24. Cinética de expresion de mBD1 durante la Candidiasis Vulvovaginal. A) Expresién de
mBD1 en lavado vaginal de animales no estrogenizados (circulos blancos), estrogenizados (circulos
grises) e infectados con la cepa de C. albicans ATCC 36801 (circulos negros) a los dias 1, 2, 4 y 8 pi
utilizando un anticuerpo primario de conejo anti BD1 de ratén y un anticuerpo secundario anti
conejo conjugado a AlexaFluor 647 y evaluadas por citometria de flujo. Porcentaje de células mBD1".
* p<0,05. **** p<0,001. Infectado vs no estrogenizado. + p < 0,05 Infectado vs estrogenizado. B)
Numero absoluto de células mBD1" en los diferentes grupos y a los tiempos especificados. Los
valores representan la media de tres experimentos independientes + ESM. * p < 0,05. Infectado vs no
estrogenizado. + p < 0,05 Infectado vs estrogenizado.

0 T

La expresion de BD1 también se evalud en cortes histolégicos de vagina de animales
de los tres grupos experimentales utilizando un anticuerpo especifico para BD1 de ratdn,
mediante la técnica de Inmunohistoquimica. Se observd una expresiéon basal en animales no

estrogenizados (Figura 25A) que se tornd mas evidente en animales estrogenizados (Figura
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25B) y mayor en el grupo infectado (Figura 25C). A nivel tisular el aumento en la expresion

de este péptido en animales infectados fue sostenido a lo largo de todos los dias evaluados.

A No Estrogenizado

\

=

Figura 25. Cinética de expresion tisular de mBD1 durante la Candidiasis Vulvovaginal. Fotografias
representativas de expresién de mBD1 en cortes histoldgicos de vagina de ratones no estrogenizados
(A), estrogenizados al dia 2 (B) o infectados con 5.10° levaduras viables de C. albicans ATCC 36801 a
los dias 2, 4 y 8 pi (C) mediante inmunomarcacion con un anticuerpo primario de conejo anti BD1 de
raton y un anticuerpo secundario anti conejo conjugado a Peroxidasa y revelados con DAB.
Magnificacion x400.

Esta técnica permitid identificar las poblaciones celulares productoras del péptido,

siendo posible observar que CE y PMN presentaron marca positiva para mBD1 (Figura 25C).

Contribucion de la seial del receptor innato TLR2 en la expresion de BD1 en

tracto genital femenino murino durante la CVV

Resultados previos demostraron la presencia de un microambiente mas
inflamatorio en tracto genital femenino durante el modelo de CVV en ausencia de las sefiales
gatilladas a través del receptor TLR2. Ratones deficientes en TLR2 presentaron niveles
elevados de las citoquinas proinflamatorias IL-1B e IL-6, ademas de una respuesta tisular
exacerbada, evidenciada por la presencia de PMN, comparada con la observada en ratones

WT (Figuras 13 y 14).
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Diferentes estudios demostraron la relacién existente entre sefales sensadas por
receptores de la familia de TLRs y la induccién en la expresién de BDs. Por ejemplo, en
células madres mesenquimales, hBD2 es inducida a través de senales provenientes de TLR4

%0 mientras que cultivos primarios de CE orales humanas producen este péptido a través de

la sefializacion via los heterodimeros TLR1/2 y TLR2/6 **.

Sin embargo, poco se conoce sobre la contribucidén de las sefiales a través de TLR2
en la expresion de mBD1 durante la infeccién vaginal por C. albicans. Con el fin de abordar
este interrogante, se desarrollé el esquema de infeccién, presentado en la Figura 8, en
ratones TLR2”" y se llevaron a cabo diferentes determinaciones. Conociendo que el pico
maximo de expresion de este péptido se produce a las 48 horas pi, a dicho tiempo se
sacrificaron animales de los tres grupos experimentales, se extrajeron las vaginas y se
purificé el ARN. Luego, mediante RT-qPCR se estudié la expresion de transcriptos de mBD1.

Al igual que en animales WT, hubo un aumento en la expresidon de estos transcriptos en

animales infectados con respecto al grupo no estrogenizado (p<0,05) (Figura 26).

mBD1

=
N
h

[ No estrogenizado
[ Estrogenizado
B Infectado

©
1

Veces de cambio de ARNm
o

o
1

Figura 26. Expresion local de transcriptos de mBDs durante la Candidiasis Vulvovaginal en animales
deficientes en TLR2. Expresidn de ARNm en vagina de mBD1 en animales no estrogenizados (blanco),
estrogenizados (gris) e infectados con la cepa de C. albicans ATCC 36801 (negro) al dia 2 pi mediante
gPCR. Los valores representan la media £ ESM. n 2 4. * p < 0,05 Infectado vs no estrogenizado.

De manera interesante, mientras que en ratones WT los transcriptos de mBD1
estuvieron aumentados 4 veces en el grupo infectado con respecto al no estrogenizado
(Figura 23), en animales TLR2” este cambio fue de 8 veces.

Para evaluar la expresidn tisular proteica de mBD1 en el sitio de infeccién se
realizaron tinciones con un anticuerpo especifico para BD1 de ratén, mediante la técnica de
Inmunohistoquimica en cortes de vagina de ratones TLR2” de los tres grupos
experimentales. Se observé una expresion basal del PAM en el grupo de animales que no
recibieron tratamiento en concordancia a su expresiéon constitutiva (Figura 27A),
encontrandose un ligero aumento en la expresién asociado el tratamiento hormonal (Figura
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27B). En respuesta a la presencia del hongo, la BD1 se encontré aumentada en cortes

histoldgicos provenientes de vaginas de animales infectados a los diferentes dias pi (Figura

270).
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Figura 27. Cinética de expresion tisular de mBD1 durante la Candidiasis Vulvovaginal en animales
deficientes en TLR2. Fotografias representativas de expresién de mBD1 en cortes histoldgicos de
vagina de ratones TLR2” no estrogenizados (A), estrogenizados al dia 2 (B) o infectados con 5.10°
levaduras viables de C. albicans ATCC 36801 a los dias 2, 4 y 8 pi (C) mediante inmunomarcacion con
un anticuerpo primario de conejo anti BD1 de ratédn y un anticuerpo secundario anti conejo
conjugado a Peroxidasa y revelados con DAB. Magnificacién x400.

Teniendo en cuenta estos resultados se puede inferir que la sefalizacién a través

del receptor innato TLR2 no seria necesaria para la expresion de mBD1 en este modelo de

infeccidn vaginal por C. albicans.

Expresion de BD1 en tracto genital femenino murino durante la infeccion con

una cepa clinica aislada de una paciente con CVVR

Con el fin de evaluar si la expresién de BD1 puede ser modulada de manera
diferente dependiendo de la patogenicidad del hongo, se llevd a cabo la infeccién de ratones
C57BL/6 con una cepa de C. albicans aislada de una paciente con CVVR reclutada en nuestro
estudio (ver Materiales y Métodos). La cepa fue identificada mediante MALDI-TOF y técnicas

moleculares y denominada en este capitulo como C. albicans CVVR.
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La carga fungica intravaginal determinada mediante el recuento de UFC presentd
niveles elevados y sostenidos en los dias 2 y 4 pi, con una disminucién hacia el dia 8 pi
(p<0,05) (Figura 28A). Cuando fue evaluada la citoquina IL-1B, considerada una de las
responsables de los sintomas asociados a la inflamacién vaginal, sus niveles se encontraron
muy aumentados en lavados vaginales provenientes de animales infectados con la cepa
clinica en comparacion con el grupo estrogenizado (p<0,0001) (Figura 28C). La produccion de
IL-1B fue maxima al dia 2 pi y su aumento se mantuvo hacia el dia 4 pi.

La comparacion entre las UFC obtenidas en ratones infectados con la cepa ATCC
36801 y la cepa C. albicans CVVR, arrojé que la carga fungica fue significativamente mayor al
dia 2 pi cuando la infeccidn fue causada por la cepa clinica (p<0,05) (Figura 28B). Ademas, la
cepa proveniente de paciente tuvo la capacidad de generar niveles mayores de IL-1B en el
tracto reproductor femenino, con respecto a la cepa de coleccién (p<0,0001) (Figura 28B).

Al estudiar la expresion de mBD1 en células de lavado vaginal de animales
infectados con la cepa C. albicans CVVR se observd un aumento en el porcentaje de células
productoras de mBD1 a dias 2 y 4 pi con respecto a los grupos no estrogenizado (p<0,001) y
estrogenizado (p<0,0001 dia 2 y p<0,01 dia 4) y un aumento en el nimero absoluto de las
mismas a dias 2 (p<0,05 vs grupos no estrogenizado y estrogenizado) y 4 pi (p<0,05 vs grupo
no estrogenizado). Al comparar los resultados en animales infectados por las cepas de C.
albicans de diferente origen (de coleccién y aislado clinico), se observo que la infeccion con

C. albicans CVVR indujo una mayor expresion de mBD1 al dia 2 pi (p<0,05) (Figura 28D y E).
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Figura 28. Susceptibilidad y produccién de mediadores inmunes y mBD1 durante la Candidiasis
Vulvovaginal utilizando una cepa de C. albicans recuperada de paciente con CVVR. A) Recuento de
UFC por mL de lavado vaginal de animales infectados a los dias 2, 4 y 8 pi con 5.10° levaduras viables
de C. albicans CVVR. n=7. * p<0.05. B) Recuento de UFC por mL de lavado vaginal de animales
infectados a los dias 2, 4 y 8 pi con C. albicans ATCC 36801 (negro) o C. albicans CVVR (verde). Los
valores representan la media + ESM. n > 7. * p<0,05. C) Niveles de IL-1B en muestras de lavado
vaginal los dias 2 y 4 pi de animales estrogenizados (blanco), infectados con C. albicans ATCC (negro)
o C. albicans CVVR (verde). Los valores representan la media £+ ESM. n 2 7. * p<0,05. Infectado vs
estrogenizado. # p<0,01. Infectado C. albicans ATCC vs C. albicans CVVR. D) Expresién de mBD1 en
lavado vaginal de animales no estrogenizados (circulos blancos), estrogenizados (circulos grises),
infectados con C. albicans ATCC (circulos negros) o C. albicans CVVR (circulos verdes) a los dias 2 y 4
utilizando un anticuerpo de conejo anti BD1 de ratén y un anticuerpo secundario anti conejo
conjugado a AlexaFluor 647 y evaluados por citometria de flujo. Porcentaje de células mBD1". Los
valores representan la media de tres experimentos independientes + ESM. * p<0,05. *** p<0,001.
Infectado vs no estrogenizado. + p<0,05. +++ p<0,001. Infectado vs estrogenizado. # p<0,5. Infectado
C. albicans ATCC vs C. albicans CVVR. E) Nimero absoluto de células mBD1" en los diferentes grupos
y a los tiempos especificados. Los valores representan la media de tres experimentos independientes
+ ESM. * p<0,05. Infectado vs no estrogenizado. + p<0,05 Infectado vs estrogenizado.
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Los resultados indican que la cepa de C. albicans de origen clinico posee una mayor
capacidad infectiva en el modelo de CVV usado en este trabajo, siendo capaz de generar una
respuesta inmune temprana mas robusta, evidenciada por mayores niveles de IL-1B y células
productoras de mBD1.

Teniendo en cuenta que el reclutamiento de PMN al tracto genital femenino
durante la CVV contribuye al dafio tisular y a la sintomatologia de la patologia, es que se
estudié la presencia de esta poblacién celular en lavado vaginal de ratones infectados con la
cepa de C. albicans CVVR, mediante citometria de flujo.

La cantidad de PMN (células Gr-1%) a los dias 2 y 4 pi no mostré cambios
estadisticamente significativos entre todos los grupos experimentales utilizados tanto en
porcentaje como en nimero absoluto (Figura 29A y B). La infeccidn con la cepa proveniente
de paciente con CVVR no generé cambios en el reclutamiento de PMN al sitio de infeccion
comparado con el perfil observado en los lavados vaginales de animales infectados con la
cepa de coleccion.

Debido a que previamente se establecié que BD1 es producida por CE y por PMN, se
estudié la expresidon del péptido en PMN reclutados a la cavidad vaginal de animales
infectados con la cepa C. albicans CVVR, mediante doble marcacién (de membrana para Gr-1
e intracelular para mBD1) y por citometria de flujo. Al dia 2 pi los PMN productores de mBD1
estuvieron aumentados con respecto a la misma poblacion aislada de animales infectados

con la cepa ATCC (p<0,05) (Figura 29C).
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Figura 29. Presencia de infiltrado inflamatorio y produccion de mBD1 por PMN durante la
Candidiasis Vulvovaginal utilizando una cepa de C. albicans recuperada de paciente con CVVR. A)
Presencia de PMN (Gr-1') en lavado vaginal de animales no estrogenizados (circulo vacio),
estrogenizados (circulo gris) e infectados con C. albicans ATCC 36801 (circulo negro) o C. albicans
CVVR (circulo verde) a dia 2 y 4 pi en porcentaje. Los valores representan la media + ESM de tres
experimentos independientes. B) Numero absoluto de células Gr-1" en los diferentes grupos y a los
tiempos especificados. Los valores representan la media de tres experimentos independientes +
ESM. C) Porcentaje de células doble positivas Gr-1°/mBD1" en lavado vaginal en los diferentes grupos
y a los tiempos especificados. Los valores representan la media de tres experimentos independientes
+ ESM. * p<0,05 Infectado vs no estrogenizado. + p<0,05. Infectado vs estrogenizado. # p<0,05
Infectado C. albicans CVVR vs C. albicans ATCC.

Estos resultados indican que los PMN reclutados al lumen vaginal durante la
infeccidn con C. albicans CVVR poseen una capacidad mayor de producir mBD1 a tiempos

cortos pi.
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CONCLUSIONES CAPITULO II

Estudio de péptidos antimicrobianos de la familia de B-Defensinas en tracto

genital femenino murino en un modelo de CVV.

e la infeccién vaginal por C. albicans modifica la expresiéon del péptido antimicrobiano
constitutivo B-Defensina 1 produciendo un incremento en su expresién a las 48 horas

posteriores a la infeccién con respecto a controles.

e La via de sefalizacidn a través del receptor innato TLR2 no se encuentra involucrada en la
induccidn de la expresion de B-Defensina 1 en el tracto vaginal de ratones infectados con C.

albicans.

e La infeccién vaginal producida por una cepa de C. albicans de origen clinico induce un
aumento en la produccion de B-Defensina 1 de manera prolongada (48 y 96 horas pi)

comparado con la infeccién causada por una cepa de coleccién.

eEn la CVV producida por una cepa de C. albicans de origen clinico se encuentra
incrementada de manera significativa la produccién de B-Defensina 1 en la poblacion de

PMN reclutados al lumen vaginal a las 48 horas pi.
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CAPITULO 1lI

Estudio de mediadores inmunes y de péptidos antimicrobianos de la familia
de las B-Defensinas en tracto genital femenino de pacientes con CVV y mecanismos

involucrados en su regulacion.

La CVV constituye una enfermedad inflamatoria aguda y una razén frecuente de
consulta ginecoldgica y su incidencia en mujeres en edad fértil es elevada (75%). Existe otra
presentacion de esta patologia caracterizada por la recurrencia de sus sintomas (4 o mas
episodios al afo), la CVVR, con una prevalencia del 9% en la poblaciéon. La probabilidad de
qgue la CVV progrese a su forma recurrente es alta y muchos aspectos de su etiopatogenia
permanecen sin definir >

Con el objetivo de abordar el estudio de la CVV y CVVR en nuestro medio, se llevo a
cabo un estudio que involucrd tres centros asistenciales y la conformacion de un grupo
interdisciplinario de trabajo. Se enrolaron pacientes con CVV o CVVR y controles sanos, de
las cuales se obtuvieron datos relacionados con la presentaciéon de la patologia, factores
predisponentes, tratamiento y eficacia del mismo. Las cepas de Candida aisladas de las
pacientes se tipificaron con el fin de evaluar la distribucién de especies. En los aislados
clinicos de pacientes con CVV y CVVR se determinaron los siguientes factores de virulencia:
hidrofobicidad celular, capacidad formadora de biofilm y la secrecién de las enzimas
hidroliticas Sap y Lip. De las mujeres enroladas en el estudio se obtuvieron muestras de
lavado cervicovaginal para el estudio de mediadores inmunes locales, entre ellos la
expresion de PAMs de la familia de las BDs y citoquinas, y suero con el fin de evaluar niveles
de citoquinas circulantes.

Con el objetivo de profundizar en el estudio de la interaccién entre Candida y las CE
de tracto reproductor femenino, se desarrollé y caracterizé un modelo in vitro de CVV con la
linea celular Hela, proveniente de carcinoma cervicovaginal, ampliamente utilizada en la

1247 para la

bibliografia para el estudio de infecciones en el tracto genital femenino
validacién de este modelo se llevaron a cabo determinaciones que incluyeron el estudio del
cambio morfotipico de C. albicans en presencia de la linea celular, la viabilidad total del
sistema, la produccién de dafio celular por parte de C. albicans y |la capacidad de activacién y

respuesta de las células frente al contacto con el hongo a través de la liberacién de ERO.
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En el modelo in vitro definido se procedid a desarrollar experiencias con el fin de
evaluar la contribucion de distintos mediadores en la modulacién de la expresidon de hBD1.
Se determinaron las vias de sefializacién involucradas en la produccion del péptido mediante
el uso de agonistas de diferentes PRRs, asi como la respuesta de las células Hela frente a
cepas de C. albicans de coleccidn, de origen clinico y con mutaciones en el gen FKSI.
Finalmente, usando inhibidores selectivos de enzimas solubles o impidiendo el contacto
entre el hongo y las CE, se determinaron los factores involucrados en la modulacién de la

expresion de hBD1 por parte de C. albicans.
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Estudio en pacientes

A pesar de la marcada incidencia de la CVV, numerosos aspectos de su patogenia
aun no fueron establecidos. La ausencia de casuistica local promovié un estudio
multicéntrico con el propédsito de establecer diferentes aspectos de esta patologia en
nuestro medio. La CVV fue diagnosticada por un cultivo positivo para Candida y de acuerdo a
criterios clinicos °.

El estudio contd con la aprobacion del Registro Provincial de Investigacion en Salud
para cada centro hospitalario involucrado y obtuvo el consentimiento informado de todas
las pacientes que formaron parte (ver Materiales y Métodos). Todos los datos de las
pacientes fueron compilados a través de un Case Report Form que fue designado segun el
nimero de paciente.

Las pacientes enroladas en este estudio, 95 en total, se clasificaron segin los
criterios preestablecidos (ver Materiales y Métodos), quedando asignadas a algunos de los
tres grupos:

Grupo Control: mujeres sanas, sin historia de vulvovaginitis por Candida.

Grupo CVVA: mujeres con manifestaciones agudas de la patologia, con signos y sintomas
positivos de vaginitis como prurito, secrecién vaginal e hisopado vaginal positivo para
Candida, sin historia previa de CVV.

Grupo CVVR: pacientes con episodios activos de CVV aguda y que hayan tenido 4 o mas
episodios clinicos de CVV aguda en los Ultimos 12 meses.

Los criterios de exclusidon considerados fueron: embarazo y lactancia, diabetes,
infeccidn por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), otras inmunodeficiencias y
otras infecciones vaginales. La cantidad de pacientes enroladas que formaron parte de este

estudio, asi como la edad media de cada grupo se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Grupos de pacientes y edades promedio

Grupo N Edad (afos)

Control 26 39,3+12,7
CVVA 20 28,6+4,7
CVVR 59 36,2+7,7
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Caracterizacion del estudio en pacientes

De las historias clinicas se extrajo la informacidn sobre la existencia de factores
predisponentes. Se incluyeron como factores predisponentes el uso de anticonceptivos
orales con alto contenido de estrégeno y el uso prolongado de antibidticos de amplio
espectro. Como factores mixtos se considerd la combinacién de uso de anticonceptivos y
antibidticos.

Se observé que en el grupo con la forma aguda de la micosis, CVVA, el 73% de las
pacientes tuvo alguno de los factores previamente descriptos (Figura 30B), mientras que en
el grupo CVVR este valor descendié al 43% (Figura 30A). El factor predisponente de mayor
incidencia en ambos grupos fue la ingesta de anticonceptivos orales, correspondiendo a un
67% de las pacientes con CVVA y a un 38% en el grupo CVVR (Figura 30). De manera

interesante, el 57% de las pacientes con CVVR no presentaron factores predisponentes.

B CVVA

[l Mixto [O] Tratamiento con antibiéticos

[ Anticonceptivos [l Ninguno

Figura 30. Distribucion de factores predisponentes en pacientes con Candididasis Vulvovaginal. Los
factores predisponentes evaluados fueron: uso de anticonceptivos orales y tratamiento con
antibidticos de amplio espectro. La combinacién de uso de anticonceptivos y antibidticos se
considerd un factor mixto. A) Distribucion de factores predisponentes en pacientes con CVVR. n=59.
B) Distribucidn de factores predisponentes en pacientes con CVVA. n=15.

Con respecto al tratamiento de la CVV, la terapia local de corta duracion, en forma
de dévulos vaginales, o el tratamiento oral de una sola dosis de antifingico, son efectivos en

el 80-90% de los casos. Las drogas usualmente empleadas en formulaciones tépicas forman
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parte de la familia de los azoles (miconazol, clotrimazol, butoconazol). La duracion
recomendada para este tipo de tratamiento es de 7 dias. Por su parte, el tratamiento oral
consiste en una Unica dosis de 150 mg de fluconazol. Ambos esquemas de tratamiento
poseen igual eficacia **%.

La terapia recomendada para la CVVR es de mayor duracién y el antifungico elegido
es el fluconazol. Las guias clinicas de Alemania del afio 2015 recomiendan el uso local de
clotrimazol (500 mg) o ketoconazol (100 mg), o fluconazol oral (150 mg). Sin embargo, se
recalca que la mitad de las mujeres tendran una recurrencia al terminar la terapia. Las guias
de la Sociedad Americana de Infectologia del 2016 recomiendan para la CVVR una terapia de
induccidn con un agente tépico o fluconazol por via oral durante 14 dias y mantenimiento
semanal durante 6 meses con 150 mg de fluconazol por via oral. La evidencia demuestra que
el tratamiento de la CVVR es de mayor duracién y complejidad que el de la CVV vy, hasta el
momento, no hay un Unico protocolo que asegure la desaparicién de los sintomas a largo
plazo > 12,

La informacién sobre la eficacia del tratamiento en las pacientes del estudio se
extrajo de la historia clinica y se muestra en la Figura 31. La eficacia del tratamiento

alcanzada en pacientes con CVVA fue del 79%, mientras que en pacientes con CVVR este

numero fue 56% (Figura 31).

A CVVR
[INo
M Si

Figura 31. Eficacia del tratamiento antifliingico. Eficacia de diferentes esquemas de tratamiento
antifungico evaluados por la desaparicion de sintomas clinicos. A) Eficacia del tratamiento en
pacientes con CVVR n=52. B) Eficacia del tratamiento en pacientes con CVVA. n=14

El porcentaje de pacientes con CVVA que resuelven la infeccién luego de Ia
aplicacién de antifingicos es mayor comparado con el grupo CVVR, observandose en este

grupo un 44% de pacientes refractarias a los tratamientos.
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Caracterizacion del agente causal

Con el fin de identificar la distribucidn de especies de Candida causantes de la
patologia en nuestro medio, los aislados provenientes de muestras de pacientes se
tipificaron mediante MALDI-TOF.

Se encontré que en ambos grupos la especie predominante identificada fue C.
albicans, siendo minoritaria la presencia de Candida no-albicans como C. guilliermondii en
pacientes con CVVR (Figura 32A) y C. glabrata en pacientes con CVVA (Figura 32B), en

concordancia con lo reportado en la bibliografia.

A CVVR B CVVA

96%

[1C. albicans [C. guilliermondii [ C. glabrata

Figura 32. Distribucidn de especies de Candida causantes de Candidiasis Vulvovaginal. Tipificacion
de especies de Candida aisladas de pacientes de ambos grupos mediante MALDI-TOF. A) Especies de
Candida causantes de CVVR. n=53. B) Especies de Candida causantes de CVVA. n=28.

Hasta hace algunos afios, se pensaba que Candida participaba pasivamente en el
establecimiento de la infeccién oportunista. Sin embargo, hoy se conoce que este hongo
utiliza multiples factores de virulencia con importantes consecuencias en el desarrollo,
evolucidn y tratamiento de las patologias que causa. Entre los factores de virulencia de
Candida se incluyen la adherencia a las células del hospedador, la formacién de biofilm y la
secrecion de enzimas hidroliticas ** '**.

La adherencia constituye la primera etapa para la colonizacién, siendo la

hidrofobicidad de la superficie celular (HSC) de un microorganismo una medida de su

afinidad a los sustratos hidrofébicos, como lo son los tejidos queratinizados. Con el fin de
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determinar la HSC de Candida aisladas de pacientes con CVVA y CVVR, se llevd a cabo el
método bifasico agua-hidrocarburo MATH (test de adhesién microbiana a hidrocarburos) **
no encontrandose diferencias en este parametro entre los grupos evaluados (Figura 33A) ni

con la cepa de C. albicans SC5314, utilizada como control.
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Figura 33. Factores de virulencia de Candida recuperadas de pacientes con CVVA y CVVR. A)
Porcentaje de hidrofobicidad de cepas de Candida provenientes de pacientes con CVVA, CVVR y de la
cepa SC5314, usada como control; determinada mediante el método bifasico agua-hidrocarburo
MATH. B) Capacidad formadora de biofilm de cepas de Candida provenientes de pacientes con CVVA,
CVVR y de la cepa SC5314, determinada por el ensayo de reduccion de XTT. En base a resultados en
nuestro laboratorio se establecio la siguiente escala: Pobre Formadora de Biofilm (PFB): Abs<0,310,
Buena Formadora de Biofilm (BFB): 0,310<Abs<0,570 y Alta Formadora de Biofilm (AFB): 0,570< Abs.
**p<0,01.

La presencia de biofilm contribuye al mantenimiento de la infeccidn al permitir que
se eludan los mecanismos de defensa del hospedador y dificulta la penetracién de las drogas
antifingicas, generando resistencia >°. Hasta el momento existen escasos estudios sobre la
formacién de biofilm durante la CVV.

Se evalué la capacidad formadora de biofilm en aislados provenientes de pacientes

145, 146 . ;.
' =™, Los aislados clinicos se

con CVVA y CVVR mediante la técnica de reduccién de XTT
clasificaron como cepa Pobre Formadora de Biofilm (PFB), Buena Formadora de Biofilm (BFB)
y Alta Formadora de Biofilm (ver Materiales y Métodos).

Los resultados demostraron que las cepas de pacientes con la forma recurrente de
la enfermedad tienen disminuida la capacidad de formar biofilm en comparacién con la cepa

de C. albicans SC5314 (p<0,01) y con cepas aisladas de pacientes del grupo CVVA (p<0,01)

(Figura 33B). Otro dato aportado por este estudio es que mientras las cepas aisladas de
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pacientes con CVVR se clasificaron como BFB, las recuperadas de pacientes con CVVA
correspondieron a la categoria de AFB (Figura 33B).

Estos resultados indicarian que mientras no hubo diferencias entre la capacidad de
adhesidn a superficies entre cepas de los grupos CVVA y CVVR, la capacidad de producir
biofilm se encuentra disminuida en cepas de Candida causantes de CVVR.

La secrecion de enzimas hidroliticas juega un rol muy importante en la invasion a los
tejidos colonizados. La hidrdlisis de lipidos por parte de las Lip produce la liberacién de
acidos grasos, los que son fuente de carbono para el hongo y responsables de una
disminucién del pH del medio que favorece la actividad enzimética de las Sap fungicas *°.

Con el objetivo de determinar la produccion de dos importantes enzimas
hidroliticas en los aislados clinicos provenientes de los diferentes grupos, se llevaron a cabo

de de

147

los métodos placas agar suplementadas con albumina sérica bovina

(semicuantificacidon de Sap) y el ensayo de Rodamina-B en placa (semicuantificacién de
Lip) 148

Con respecto a la produccidon de Sap, un 60% de las cepas del grupo CVVA
resultaron positivas para la actividad de estas enzimas con respecto a un 71% de las cepas
del grupo CVVR. Sin embargo, la actividad proteasa en el grupo CVVA fue significativamente
mayor con respecto al grupo CVVR (p<0,05) (Tabla 3).

Al evaluar la actividad lipolitica se encontré un porcentaje variable de cepas

productoras, siendo 60% en el grupo CVVA y 38% en el grupo CVVR, pero los valores medios

fueron comparables.

Tabla 3. Enzimas hidroliticas producidas por cepas de Candida recuperadas de pacientes con CVVA

y CVVR.
CVVA CVVR
N2 cepas positivas (%) | Rango (Pz) | Media (Pz) | N2 cepas positivas (%) | Rango (Pz) | Media (Pz)
Sap 15/25 (60%) 1,00-257 | 1,62+ 0,61* 17/24 (71%) 1,00-1,70 | 1,32+ 0,28"
Lip 15/25 (60%) 1,00-4,00 | 1,72+0,84 9/24 (38%) 1,00-2,66 | 1,46+0,68

Sap: aspartato proteinasa
Lip: lipasa

CVVA: Candidiasis Vulvovaginal de un solo episodio
CVVR: Candidiasis Vulvovaginal Recurrente

* p<0,05 Media Sap CVVA vs CVVR
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Estudios inmunoldgicos

Los resultados del estudio en pacientes arrojaron que en el grupo CVVR un 57% de
las mujeres no presentd una asociacién clara con ninguno de los factores predisponentes
conocidos. En los ultimos afios numerosas son las investigaciones que intentan relacionar
esta patologia con fallas genéticas en distintos componentes del sistema inmune de las

pacientes 16, 17, 22, 24-26

. Sin embargo, y en relacion a las pruebas funcionales realizadas, se
trabaja con cultivos de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con C.
albicans muertas por calor, células relacionadas a la respuesta sistémica. Estudios actuales
avalan la relevante contribucién de las células y los mediadores inmunes innatos en la

%092y en la patogenia de la CVV murina **; por

respuesta local en el tracto genital femenino
lo tanto, es de gran importancia el estudio del perfil local de respuesta frente al hongo.
Teniendo en cuenta el rol fundamental que desempefian las BDs en la inmunidad en tractos
mucosos y los resultados obtenidos en nuestro modelo murino de CVV, que demuestran que
BD1 aumenta durante el curso de infeccidén vaginal aguda por C. albicans, es que se decidié
profundizar en el estudio de este PAM en pacientes con la patologia.

Numerosos estudios han demostrado la presencia de mediadores inmunes en
secreciones del tracto genital femenino. Sin embargo, las diferencias en los métodos de
obtencidn y procesamiento de muestras usados son responsables de la variabilidad de los

149

hallazgos El lavado cervicovaginal recolectado mediante la instilacion de solucidn

fisiolégica y luego aspiracion con jeringa, es considerado el método 6ptimo para la

130 El lavado cervicovaginal es un fluido

recuperacién de mediadores inmunes solubles
biolégico complejo formado por agua, electrolitos, compuestos organicos (glucosa,
aminodcidos, lipidos), células (leucocitos y CE), gran cantidad de proteinas (PAMs,
inmunoglobulinas, enzimas proteoliticas, citoquinas) y secreciones de organismos
comensales '*°.

Con el fin de caracterizar morfolégicamente las poblaciones celulares mayoritarias
presentes en lavado cervicovaginal, se realizaron citoextendidos de muestras de pacientes
con CVVR. Luego de ser tefiidos con May-Griinwald Giemsa, se realizé la observacion

microscopica de los mismos (Figura 34). Las poblaciones celulares predominantes

correspondieron a CE descamadas acompanadas de algunos leucocitos, donde pudieron ser
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identificados PMNs. Ademads fue posible observar la presencia de la formas hifales de C

albicans (Figura 34).

Figura 34. Poblaciones celulares presentes en lavado cervicovaginal de pacientes. Fotografias
representativas de citoextendidos de lavado vaginal de pacientes con CVVR tefidos con May-
Griinwald Giemsa. Flechas negras indican la presencia de hifas de C. albicans. Magnificacién x1000.

Se pudo apreciar gran similitud entre las caracteristicas de los citoextendidos de

humanos y de ratén (Figura 10B).

Niveles de citoquinas intravaginales

Las citoquinas se pueden dividir en diferentes grupos de acuerdo a caracteristicas
generales: las proinflamatorias comprenden a IL-1B, IL-6 y TNF-a; las antiinflamatorias a IL-
10, TGF-B, IL-4 entre otras; y las citoquinas asociadas al perfil Th17, donde se encuentran IL-
17,1122 e IL-23 4,

De los lavados cervicovaginales de controles y pacientes con CVVA y CVVR se
separaron los sobrenadantes con el fin de determinar la concentracion de IL-1B, IL-6, TNF-a,
IL-17, IL-22, IL-23 y TGF-B mediante la técnica de ELISA (Figura 35). Dentro de las citoquinas
proinflamatorias se observé un aumento significativo en los niveles de IL-1B en pacientes
con CVVR con respecto al grupo control (p<0,01). Ademas, la IL-6 se encontré elevada en
este grupo comparado con controles y con el grupo CVVA (p<0,01); mientras que TNF-a fue
indetectable en todas las muestras evaluadas. La citoquina antiinflamatoria TGF-B, de
importantes funciones en tracto reproductor femenino, no presentdé cambios en los
diferentes grupos en estudio. Respecto a la produccién de citoquinas asociadas al perfil

Th17, se encontraron disminuidos los niveles de IL-23 en el grupo CVVR con respecto al
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grupo CVVA (p<0,05) y tanto IL-17 como IL-22 fueron indetectables en todos los lavados

cervicovaginales.
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Figura 35. Niveles de citoquinas intravaginales de controles, pacientes con CVVA y CVVR.
Concentracién de diferentes citoquinas en muestras de lavado cervicovaginal de controles (blanco),
pacientes con CVVA (gris) y CVVR (negro). Los valores representan la media + ESM. Grupo control
n=27, grupo CVVA n=18, grupo CVVR n=48. * p<0,05, ** p<0,01.

Estos resultados indican que en lavado cervicovaginal de pacientes con CVVR

predomina un perfil de citoquinas de tipo proinflamatorias, escasos niveles de IL-23 vy

ausencia de IL-17 e IL-22.

Niveles de citoquinas séricas

Con el objetivo de establecer si la infeccidn vaginal con Candida posee algun efecto
a nivel sistémico, se evaluaron los niveles de las mismas citoquinas previamente
mencionadas en suero de controles y el grupo CVVR.

Los resultados obtenidos mostraron un franco aumento de las tres citoquinas
proinflamatorias; IL-1B (p<0,0001), TNF-a (p<0,001), IL-6 (p<0,01), en muestras séricas de

pacientes con CVVR respecto a los controles (Figura 36). Por su parte, no hubo cambios en
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los niveles de TGF-B, IL-22 e IL-23 entre ambos grupos. Los niveles de IL-17 fueron

indetectables en todas las muestras.
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Figura 36. Niveles de citoquinas séricas de controles y pacientes con CVVR. Concentracién de
diferentes citoquinas en muestras de suero de controles (blanco) y pacientes con CVVR (negro). Los
valores representan la media * ESM. Grupo control n=14, grupo CVVR n= 22. n.d.: No Detectable. **
p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.

Este resultado indicaria que el proceso inflamatorio generado por la patologia en el
tracto genital no se suscribe Unicamente al sitio de infeccidn, sino que los cambios también

se traducen a nivel sistémico.

Estudio de PAMs de la familia de BDs en pacientes con CVV

De los lavados cervicovaginales de todos los grupos de pacientes en estudio se
recuperaron las células, que fueron fraccionadas para estudiar los niveles de transcriptos de
las BD o la expresion proteica en citoextendidos. La cantidad de células provenientes de cada
muestra fue variable. De las células recuperadas se procedio a realizar la extraccién de ARN,
a partir del cual se obtuvo ADNc y se amplificaron los transcriptos de hBD1, hBD2 y hBD3 con
primers especificos mediante la técnica de gPCR.

Los transcriptos de hBD1 se encontraron aumentados en pacientes con la forma
aguda de la patologia en comparacién con el grupo control (p<0,001) y con el grupo CVVR

(p<0,01) (Figura 37). Por su parte los transcriptos de hBD2 mostraron una tendencia al
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aumento en los grupos CVVA y CVVR sin llegar a encontrarse una diferencia significativa con
respecto al grupo control. La expresion de hBD3 estuvo aumentada sélo en el grupo CVVR

con respecto a los controles (p<0,05).
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Figura 37. Expresion de transcriptos de hBDs en células de lavado cervicovaginal de pacientes.
Expresién de ARNm de hBD1, 2 y 3 relativizado a B-Actina en células de lavado cervicovaginal de
pacientes con CVVA (gris), CVVR (negro) y controles sanos (blanco), evaluada mediante qPCR. Los
valores representan la media £ ESM. Grupo control n=14, grupo CVVA n=5 y grupo CVVR n= 15. *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Para corroborar los resultados obtenidos a nivel molecular con la expresién de la
proteina, citoextendidos de lavado cervicovaginal de pacientes con CVVA, CVVR y controles
sanos fueron inmunomarcados con un anticuerpo especifico para hBD1 y con un anticuerpo
secundario conjugado a un fluorocromo (Figura 38).

Las células provenientes de controles sanos presentaron una expresion basal de
hBD1, mientras que las CE de pacientes con CVVA exhibieron una expresion mas homogénea
en el citoplasma celular (Figura 38A). La expresion de esta proteina resultd notablemente
disminuida en muestras de pacientes con CVVR con respecto a controles sanos y a pacientes

con CVVA (p<0,05) (Figura 38B).
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Figura 38. Expresion de hBD1 en lavado cervicovaginal de pacientes. A) Fotografias representativas
de citoextendidos de lavado cervicovaginal de pacientes con CVVA, CVVR y controles sanos marcados
mediantes inmunofluorescencia indirecta con un anticuerpo primario hecho en conejo anti BD1
humana y un anticuerpo secundario anti conejo marcado con el fluorocromo AlexaFluor 647.
Coloracion de los nucleos celulares con DAPI. En columnas se muestran por separado la tincién con
DAPI, con hBD1 y la superposicion de ambas imagenes. Fotografias obtenidas con un microscopio
invertido de fluorescencia LEICA DMi8. Magnificacion x630. B) Semicuantificacién de la fluorescencia
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con el software Imagel. Los valores representan la media £+ ESM. Grupo control n=4, grupo CVVA n=6,
grupo CVVR n=5. * p<0,05.

Ademads de la BD constitutiva, se procedié al estudio de hBD3, otro miembro de esta
familia con probada actividad candidicida y quimioatractante. Citoextendidos de lavado
cervicovaginal de los distintos grupos de pacientes fueron inmunomarcados con un
anticuerpo especifico para BD3 humana y con un anticuerpo secundario conjugado a un
fluorocromo. De acuerdo a las caracteristicas de este tipo de BD, se encontrd que la
expresion basal de hBD3 en las CE fue menor que la observada para la hBD1 (Figura 39A). En
las células de pacientes con CVVA, la marca positiva mostré distribucion homogénea en el
citoplasma celular. En el caso de pacientes con CVVR, la expresion de hBD3 se encontré

disminuida de manera significativa con respecto al grupo CVVA (p<0,05) (Figura 39B).
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Figura 39. Expresion de hBD3 en lavado cervicovaginal de pacientes. A) Fotografias representativas
de citoextendidos de lavado cervicovaginal de pacientes con CVVA, CVVR y controles sanos marcados
mediantes inmunofluorescencia indirecta con un anticuerpo primario hecho en conejo anti BD3
humana y un anticuerpo secundario anti conejo marcado con el fluorocromo AlexaFluor 647.
Coloracion de los nucleos celulares con DAPI. En columnas se muestran por separado la tincidn con
DAPI, con hBD3 y la superposicién de ambas imagenes. Fotografias obtenidas con un microscopio
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invertido de fluorescencia LEICA DMi8. Magnificacidon x630. B) Semicuantificacién de la fluorescencia
con el software Imagel. Los valores representan la media £ ESM. Grupo control n=4, grupo CVVA n=6,
grupo CVVR n=5. * p<0,05.

Estos resultados muestran que mediadores importantes en la inmunidad en
mucosas como son las hBD1 y hBD3, cambian su expresion basal en respuesta a la infeccién
aguda por C. albicans. Este hallazgo coincide con el perfil de respuesta observado en los
animales infectados con una Unica dosis del hongo, en los que pudo observarse un claro
aumento de la BD constitutiva.

Un importante hallazgo aportado por estos estudios es la marcada disminucidn de

la hBD1 y hBD3 en CE de pacientes con la forma recurrente de la micosis.

Estudios in vitro

Caracterizacion del modelo in vitro de CVV

El epitelio de las mucosas cumple importantes funciones en la inmunovigilancia y
defensa del organismo y es donde ocurre el primer encuentro con la mayoria de los
microorganismos. El epitelio vaginal constituye una barrera fisica, que reconoce
microorganismos comensales y patégenos °*. C. albicans es un hongo oportunista, es decir,
comunmente se encuentra en diferentes sitios del organismo como comensal pero es capaz
de transformarse en patégeno. Por lo tanto, las CE del tracto reproductor femenino deben
ser capaces de sensar la presencia del mismo, a través de los PRRs *> y deben reconocer de
manera diferencial las formas comensales y patogénicas del hongo *°.

Con el fin de profundizar en el estudio de las interacciones patdgeno-célula
hospedadora se desarrollé un modelo in vitro de CVV. Para tal fin se utilizé la linea celular
Hela, proveniente de carcinoma cervicovaginal 12,47,

El modelo in vitro de interaccién C. albicans-célula Hela fue caracterizado segun los
cambios morfotipicos del hongo en presencia de las células, la viabilidad total del sistema, la
generacién de dafio en la linea celular y la produccidon de mediadores inmunes innatos en
respuesta al patégeno.

C. albicans es un hongo pleomorfo, capaz de crecer como levadura, emitir un

pseudomicelio o formar hifas verdaderas segun las condiciones del medio en el que se
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3% 3% para evaluar la cinética en los cambios morfoldgicos de C. albicans en

encuentre
presencia de células Hela, se llevaron a cabo cocultivos con diferentes relaciones Candida-
célula Hela (células solas; 0,5:1; 1:1 y 5:1) considerando distintos tiempos de interaccién (1,
2 y 4 horas) (Figura 40). A la hora de cultivo, la forma flngica predominante fue la
levaduriforme. Luego de 2 horas de incubacién se observd un incremento en el porcentaje

de células con emision de pseudomicelio y, a las 4 horas, el morfotipo predominante fue el

hifal.

5 Ca:1 célula
- -

1 hora

2 horas

4 horas

Figura 40. Morfologia de C. albicans en cultivos con células Hela. Fotografias representativas de
cocultivos de células Hela y C. albicans a diferentes relaciones Candida: célula (células solas; 0,5:1;
1:1y5:1) y luego de distintos tiempos de incubacidn (1, 2 y 4 horas). Magnificacidén x400.

Estos resultados demuestran que cuando las condiciones son las propicias, luego de
2 horas de cultivo, C. albicans comienza con el proceso de emision del pseudomicelio,
evento clave en la transicion entre el estado de comensal al patogénico. Este evento
continua y se profundiza a las 4 horas de cultivo, encontrdndose mayor cantidad de células

en forma de hifa. Sin embargo, la linea celular Hela presenta un aspecto normal.
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A fin de evaluar el crecimiento de Candida en cultivo y la proliferacion celular se
llevaron a cabo cocultivos con diferentes relaciones Candida-célula Hela (células solas, 0,5:1;
1:1; 5:1; 10:1 y 20:1) considerando distintos tiempos de interaccién (2, 4 y 24 horas). La
reaccion colorimétrica de reduccion de MTT permite determinar la funcionalidad
mitocondrial de las células, siendo la cantidad de células vivas proporcional a la cantidad de
formazan producido. El crecimiento fungico fue claramente visualizable, C. albicans fue
capaz de crecer en presencia de la linea celular Hela a todas las relaciones ensayadas,
observandose una cinética de desarrollo de manera dosis dependiente, llegando a las 24

horas de cultivo a sobrepasar el limite de deteccion de la técnica (Figura 41).
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Figura 41. Proliferacion celular y crecimiento fungico. Células Hela fueron cultivadas a diferentes
relaciones Candida:célula (células solas; 0,5:1; 1:1 y 5:1; 10:1 y 20:1) y a distintos tiempos (2, 4 y 24
horas). La viabilidad del sistema fue expresada como absorbancia segun el ensayo de MTT.
Experimento representativo de tres experimentos independientes. Los valores representan la media
+ ESM. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, * p<0,0001 comparado con el valor de la relacién 0:1.

Estos resultados indican que mientras avanza el tiempo de cultivo, la viabilidad del
sistema aumenta por el sobrecrecimiento de C. albicans.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se procedid a evaluar si el
sobrecrecimiento del hongo es capaz de provocar dafio sobre las CE en cultivo con el
objetivo de establecer la relacidn éptima Candida:célula Hela para futuros estudios. Para
ello se realizé el esquema experimental previamente descripto y en los sobrenadantes de
cultivo se determind la actividad de la enzima intracitoplasmatica LDH como indicador de
dano celular y expresada como porcentaje de lisis celular.

Luego de 2 horas de cultivo, sélo en la relacién mas alta ensayada (20:1) se produjo
dafio significativo en las CE (p<0,001), observandose un porcentaje de lisis del 15% (Figura
42). A las 4 horas de contacto, el dafio celular fue significativo con respecto a la condicidn

basal a partir de la relacién 1:1 (p<0,01) en adelante, variando los porcentajes de lisis en un
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rango de 11 a 17% entre las condiciones 1:1 y 20:1. Por su parte, a las 24 horas de cultivo la

presencia de C. albicans a todas las relaciones generd dafio significativo.
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Figura 42. Dano celular en la linea celular Hela. Células Hela fueron cultivadas a diferentes
relaciones Candida:célula (células solas; 0,5:1; 1:1 y 5:1; 10:1 y 20:1) y a distintos tiempos (2, 4 y 24
horas). El dafio celular se expresé como porcentaje de lisis segiin el maximo de liberacion de LDH.
Experimento representativo de tres experimentos independientes. Los valores representan la media
+ ESM. * p<0,05. ** p<0,01. *** p<0,001. **** p<0,0001 comparado con el valor de la relacién 0:1.

Para evaluar la capacidad de activacién y respuesta de la linea celular Hela, se
llevaron a cabo cocultivos segin el modelo experimental ya descripto y luego de 2, 4y 24
horas se midié la produccion de ERO mediante la técnica de reduccién de NBT y a través de
ensayos de quimioluminiscencia.

Se observd mediante ambas técnicas que a tiempos cortos (2 horas) hubo
produccién de ERO significativamente mayor con respecto al nivel basal desde la relacion
0,5:1 cuando la técnica utilizada fue la produccién de quimioluminiscencia (p<0,05) y a partir
de la relacién 1:1 para las determinaciones por reduccién de NBT (p<0,01) (Figura 43). La

produccién de ERO fue dosis dependiente y maxima luego de 24 horas de cultivo.
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Figura 43. Produccion de ERO por células Hela frente a C. albicans. Células Hela fueron cultivadas a
diferentes relaciones Candida:célula (células solas; 0,5:1; 1:1 y 5:1; 10:1 y 20:1) y a distintos tiempos
(2, 4 y 24 horas). Las ERO fueron medidas por quimioluminiscencia (A), expresadas como Unidades
Relativas de Luz, y con la técnica de reduccion de NBT (B), expresadas como aumento con respecto al
basal. Experimentos representativos de tres experimentos independientes. Los valores representan
la media £ ESM. * p<0,05. ** p<0,01. *** p<0,001. ****p<0,0001 comparado con el valor de la
relacion 0:1.

Estos resultados indican que CE humanas provenientes del tracto genital femenino
tienen la capacidad de reaccionar frente a C. albicans, de activarse y de producir mediadores
de la respuesta inmune innata con el objetivo de promover la eliminacién del hongo o
contener la infeccidn.

Esta serie de experimentos, caracterizan y validan el modelo in vitro de interaccion
Candida-célula Hela, el cual fue utilizado para el estudio de la regulacién de hBD1 por C.

albicans en esta linea celular.

Regulacion de hBD1 in vitro

Efecto de diferentes estimulos sobre la produccién de hBD1 en CE

hBD1, pese a ser de expresién constante, es capaz de ser regulada frente a la
presencia de microorganismos o estimulos inflamatorios %% 1% 133,
Con el fin de determinar si la expresién de hBD1 puede ser modulada en células

Hela, se incubd a esta linea celular con diferentes estimulos durante 4 horas y luego se
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determind la cantidad de células productoras de este péptido (CE hBD1') utilizando
inmunomarcacion intracelular y citometria de flujo para su evaluacién. Se emplearon los
siguientes estimulos: LPS, agonista de TLR4; Pam3CSK4, agonista de TLR1/2; Zymosan,
agonista de TLR2 y Dectin-1; C. albicans inactivadas por calor (Heat Killed Candida, HKC) y la
citoquina proinflamatoria IL-1.

Se observd la expresidon basal del PAM en la linea de CE y un aumento significativo
en el porcentaje de células Hela positivas para hBD1 al ser estimuladas con LPS a una
concentraciéon de 10 pg/mL (p<0,05) y posterior al tratamiento con IL-1B humana
recombinante (p<0,05) (Figura 44). Los agonistas de TLR1/2, TLR2 y Dectin-1 no fueron
capaces de modular la expresion de este péptido. Otro resultado concluyente obtenido de
este experimento fue que la exposicién de las CE al microorganismo inactivado (HKC) no

produjo cambio en la expresion de hBD1.
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Figura 44. Efecto de diferentes estimulos sobre la produccion de hBD1 en células Hela. Porcentaje
de células HeLa hBD1" luego de 4 horas de cultivo en usencia de estimulo (Basal) o tratadas con LPS
(1 pg/mL o 10 pg/mL), Pam3CK4 100 ng/mL, IL-1B 10 ng/mL, C. albicans inactivada por calor (HKC)
relacién 1:1 o Zymosan 20 pg/mL utilizando un anticuerpo primario de conejo anti BD1 humana y un
anticuerpo secundario anti conejo conjugado con AlexaFluor 647 y evaluadas por citometria de flujo.
Experimento representativo de tres experimentos independientes. Los valores representan la media
+ ESM. * p<0,05 comparado con la expresién basal.

Este resultado indica que en esta linea celular las vias de sefializacién de TLR4 y del
Receptor de IL-1 (IL-1R) estan involucradas en la regulacién positiva de hBD1. Sefiales a
través de TLR2 no producen modificaciones en la expresién de hBD1, resultado también

observado en el modelo murino de CVV, donde la infeccién vaginal en ratones TLR27

91



Resultados

produjo un incremento en mBD1 evidenciado a nivel transcripcional y proteico (Figuras 26 y

27).

Efecto de C. albicans sobre la produccién de hBD1 en CE

Con el objetivo de determinar si cepas viables de C. albicans de distinta procedencia
son capaces de regular la expresiéon de hBD1 en células Hela, se realizaron diferentes
cocultivos. Las cepas empleadas en estos ensayos fueron C. albicans ATCC 36801 y SC5314,
como ejemplos de cepas de coleccidn; la cepa FKSI R1361R/H que presenta una mutacion
en el hot-spot 2 del gen FKS1, aislada de hemocultivo de un paciente con candidemia y una
cepa recuperada de paciente con CVVR. Segun el esquema experimental ya descripto y luego
de 4 horas, se evaluaron los transcriptos de hBD1 mediante RT-qPCR y el porcentaje de
células positivas para hBD1 por citometria de flujo.

Luego de transcurridas 4 horas de cultivo no se observaron cambios en la expresiéon
de los transcriptos de hBD1 en las CE luego de la incubacién con la cepa de coleccién C.
albicans ATCC 36801 a ninguna de las relaciones ensayadas (Figura 45A). Cuando el
porcentaje de CE hBD1" expuestas a la cepa de coleccién SC5314 fue evaluado tampoco se
observaron cambios en su expresion. Sin embargo, se encontrd una disminucion significativa
en la expresion de hBD1 cuando las células estuvieron en contacto con las cepas de C

albicans FKS1 R1361R/H (p<0,01) y CVVR (p<0,05) a una relacién 5:1 (Figura 45B).
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Figura 45. Modulacién de la expresién de hBD1 en células Hela por C. albicans. A) Veces de cambio
de ARNm en células Hela cultivadas a diferentes relaciones Candida:célula (células solas; 0,5:1; 1:1y
5:1) durante 4 horas, mediante RT-qPCR, utilizando la cepa de C. albicans ATCC 36801. Experimento
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representativo de dos experimentos independientes. Los valores representan la media + ESM. B)
Porcentaje de células productoras de hBD1 luego de 4 horas de cultivo solas o con C. albicans
SC5314, C. albicans FKS1 R1361R/H o C. albicans CVVR a diferentes relaciones Candida:célula.
Experimento representativo de tres experimentos independientes. Los valores representan la media
+ ESM. * p<0,05. ** p<0,01 comparado con expresién basal.

Estos resultados indican que cepas de C. albicans provenientes de muestras clinicas
tienen la capacidad de modular de manera negativa la expresién de hBD1 en la linea celular
Hela.

Para profundizar en el estudio del mecanismo por el cual las cepas clinicas de C.
albicans tienen la capacidad de disminuir la expresiéon de hBD1 y evaluar si es necesario el
contacto directo con el hongo para provocar el efecto o si es un factor soluble el responsable
del fendmeno, se emplearon distintas estrategias. Se utilizd un sistema de transwell, con el
fin de separar fisicamente a las CE de los hongos, manteniendo la relacidn y el tiempo de
cultivo establecido anteriormente. Se observé que el porcentaje de CE hBD1" fue similar al
obtenido a la condiciéon de Candida CVVR:Hela a una relacién 5:1, es decir, una expresion
disminuida de manera significativa con respecto a la expresién basal (p<0,05) (Figura 47). En
conocimiento de este hecho, se procedié a realizar los cocultivos en presencia de inhibidores
de dos importantes enzimas fungicas asociadas a la patogenia de la enfermedad (Tabla 3). Se
utilizé Pepstatina A como inhibidor de las SAP y Acido Acetil Salicilico (AAS) como inhibidor
de las LIP. De manera interesante, la presencia de inhibidores de estos factores de virulencia
de C. albicans revirtieron la disminucién de la expresiéon de hBD1, restituyéndola a sus

valores basales (Figura 47).

<o
o
1

[22]
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% de células hBD1*
F-Y
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20+
0=
CVVR5:1 - + + O+ o+
AAS - - + - -
Pepstatina - - - + + -
Transwell - - = N - +
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Figura 47. Mecanismo de inhibiciéon de la producciéon de hBD1 en células Hela por C. albicans.
Porcentaje de células productoras de hBD1 luego de 4 horas de cultivo solas, con C. albicans CVVR a
una relacién 5:1, o con C. albicans CVVR a una relacién 5:1 junto con un inhibidor de Sap, Pepstatina
A 1 pg/mL; un inhibidor de Lip, AAS 625 uM; con ambos inhibidores o con uso de transwell.
Experimento representativo de tres experimentos independientes. Los valores representan la media
+ ESM * p<0,05 comparado con expresidn basal.

Estos resultados en conjunto indican que el contacto entre célula Hela y Candida no
es necesario para que se produzca la disminucidn en la expresidon del PAM en estudio, sino
que el efecto es mediado por un factor soluble liberado al medio por el hongo. Ambas

enzimas hidroliticas estarian involucradas en este efecto.
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CONCLUSIONES CAPITULO Il

Estudio de mediadores inmunes y de péptidos antimicrobianos de la familia
de las B-Defensinas en tracto genital femenino de pacientes con CVV y mecanismos

involucrados en su regulacion.

e La infeccidn vaginal por C. albicans produce a nivel local un aumento de las citoquinas
proinflamatorias IL-1B e IL-6 en el microambiente local en pacientes con CVVR. Asimismo, los
niveles séricos de estas mismas citoquinas junto con TNF-a se encuentran elevados en este

grupo de pacientes.

e La expresion de B-Defensina 1 y B-Defensina 3 se encuentra disminuida en células aisladas

de lavados cervicovaginales de pacientes con la forma recurrente de la enfermedad.

oEn células epiteliales de tracto genital femenino B-Defensina 1 es regulada de manera

positiva a través de las sefiales dadas por los receptores TLR4 e IL-1R.

e Cepas de C. albicans de origen clinico tienen la capacidad de disminuir la expresién de B-
Defensina 1 en células epiteliales de tracto genital femenino. La disminucidn en este péptido

es dependiente de la cantidad de hongo presente.
e La regulacién de la expresién de B-Defensina 1 en células epiteliales vaginales por parte de

cepas de C. albicans de origen clinico se produce a través de mediadores solubles liberados

al medio. Las enzimas hidroliticas Sap y Lip estarian involucradas en el fenémeno.
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Discusion

Dentro de las infecciones humanas causadas por Candida, la infeccién vaginal
conocida como CVV, es la mas frecuente *. Es una enfermedad inflamatoria aguda y una
razon frecuente de consulta ginecoldgica. Afecta al 75% de las mujeres en edad reproductiva
al menos una vez en su vida, de las cuales por lo menos la mitad experimenta un segundo
episodio. Esta enfermedad es la segunda causa mds comun de infecciones vaginales,
precediendo a las vaginosis bacterianas %,

La forma recurrente de esta micosis, CVVR, se define por la presencia de al menos 4
episodios sintomadticos en un afo. La prevalencia de CVVR es del 9% seglin un estudio
reciente que incluyé a 6000 mujeres de 5 paises donde se determiné que la probabilidad de
que la CVV progrese a su forma recurrente es alta ’. Actualmente, se estima que
aproximadamente 138 millones de mujeres en el mundo padecen esta patologia por afio °.

Con la excepcién de raros casos donde la CVV es causada por especies de Candida
resistentes a los antifungicos comunmente usados, esta patologia es facilmente tratable,
siempre y cuando los factores de riesgo que la ocasionaron sean removidos o controlados *.
Sin embargo, la CVVR es preocupante por la recurrencia de los sintomas y la escasa
respuesta a los tratamientos convencionales. Las mujeres que la presentan tienen una
calidad de vida disminuida, impactando negativamente en su desempefio social y laboral > ®.

C. albicans es responsable de entre un 85-95% de los casos de CVV. El resto
corresponde a especies de Candida no-albicans, de las cuales la mas comdn es C. glabrata °.

La apariciéon de la CVV estd relacionada a una variedad de factores de riesgo,
propios del hospedador o asociados a su comportamiento, debido a la naturaleza
oportunista de esta micosis. Los episodios sintomaticos son causados por el crecimiento
desmedido de Candida *. Dentro de los factores de riesgo se encuentran la ingesta de
anticonceptivos orales, el embarazo, el tratamiento con antibiéticos de amplio espectro y la
diabetes mellitus *°.

Los factores que determinan qué mujer sufrira la transicién de CVV esporadica a
CVVR son aun desconocidos. Una pequefia fraccidon puede deberse a la persistencia de los
factores predisponentes que desencadenan la CVV, pero en la mayoria de los casos la CVVR

L1 Esto

es idiopatica, ya que ocurre en mujeres que no presentan factores de riesgo
sugeriria la presencia de una predisposicién genética, similar a lo que ocurre con otras
infecciones por Candida, como la CMC. La alta prevalencia de la CVVR indica que

probablemente estén involucrados diferentes genes. Se han asociado polimorfismos o
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mutaciones genéticas sobre receptores de la inmunidad innata, citoquinas, vias de
sefalizacion y mecanismos efectores que participan en el control de la candidiasis en
humanos, con la presentacién de CVVR (Tabla 1) 6182225,

C. albicans es un hongo patégeno oportunista, miembro permanente de la
microbiota en humanos que esta presente en piel, mucosa oral, gastrointestinal y vaginal, de
gran porcentaje de individuos sanos. Debido a su naturaleza oportunista, si las condiciones
son las apropiadas, puede generar infecciones en los sitios que coloniza habitualmente.
Ademas, tiene la capacidad de infectar y colonizar sitios distantes del organismo en
individuos inmunocomprometidos, causando candidiasis invasiva, con alta tasa de
mortalidad %3,

Romani y col. proponen que el estado comensal de Candida en el tracto mucoso, al
igual que los platillos en una balanza, se mantiene en base al equilibrio entre la tolerancia al
patégeno y el control de la inflamacién local. Cambios en este balance determinan el
sobrecrecimiento del hongo o la aparicion de una respuesta inflamatoria exacerbada.
Durante la infeccion fungica, una respuesta inmune eficiente debe eliminar al patégeno y
evitar el dafio colateral en tejidos asociados. Mecanismos moduladores mediados por
citoquinas antiinflamatorias y las células regulatorias, mientras cumplen con su rol de
reducir el dafio producido al hospedador, podrian limitar la eficacia de la respuesta inmune
protectora. Por lo tanto, debe existir un estricto control en la calidad y magnitud de la
respuesta efectora tanto innata como adaptativa. De no mediar los mecanismos
antiinflamatorios, el dafio producido por la activacién de los mecanismos efectores seria
perjudicial para el hospedador. Por el contrario, si estos mecanismos fueran excesivos, se
favoreceria la persistencia del patégeno. Esto sugiere que las interacciones entre el hongo y
el sistema inmune del hospedador determinarian el establecimiento del microorganismo
como comensal o patégeno %’.

En la proteccién frente a infecciones por C. albicans participan diferentes ramas de
la inmunidad vy, si bien cualquiera de ellas puede contribuir en alguna medida en todos los
sitios del organismo, estas respuestas se encuentran compartamentalizadas y son

27, 126, 154

dependientes del sitio donde ocurra la infeccién . Frente a infecciones diseminadas

la proteccion la proveen las células Thl a través de la liberacién de IFN-y ?’. Por su parte,
mediante el uso de modelos intragastricos de colonizacidn se determind que células Thl7 y

154
. L

la IL-22 son los factores protectores predominantes en mucosa gastrointestinal a
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| 21 sin

inmunidad mediada por células Th17 principalmente protege en la mucosa ora
embargo, el rol de este tipo de inmunidad en las infecciones por Candida en el tracto genital
femenino es controversial. Estudios clinicos en mujeres infectadas con VIH mostraron que
mientras que la candidiasis oral era extremadamente comin en estados avanzados de
inmunosupresion, la CVV no presentaba mayor incidencia en comparacion con la poblacién
sana. Por otro lado, Fidel y col. demostraron, con un modelo murino, que el desarrollo de
una respuesta Th1l protectora frente a la candidiasis sistémica no protegia a los ratones
frente a una infeccion vaginal posterior 1> Estas observaciones sugirieron que los
mecanismos de defensa en mucosa vaginal operan de manera diferente a los de otros
tejidos mucosos ®°.

Teniendo en cuenta que la inmunidad mediada por células Th17 protege en mucosa
oral contra infecciones por C. albicans, se propuso un papel similar en mucosa vaginal. Yano
y col. usando un modelo de CVV en ratones IL-17RA” (KO para el receptor de IL-17), IL-227" e
IL-23p19’/' demostraron que ratones WT poseian igual carga fungica, infiltrado de PMN vy
niveles de alarminas en lavado vaginal que ratones deficientes. Segln estos resultados, la
inmunidad mediada por células Th17 no seria importante en la respuesta inmunopatogénica
de la vV °

Por el contrario, Pietrella y col. reportaron el aumento de los niveles de IL-17 e IL-23
en lavado vaginal de ratones infectados con C. albicans y, usando un inhibidor de Ia
diferenciacién de los Li Th17, se observd que el curso y la resolucidn de la infeccién estaba
estrictamente relacionada con la presencia de IL-17 secretada por los Li Th17 2. De acuerdo
con estos resultados, Bruno y col. mediante una secuenciacién del transcriptoma,
encontraron en vagina de ratones infectados con C. albicans ciertos genes altamente
expresados que codifican para citoquinas relacionados con la generacion o funcién de la
inmunidad de tipo Th17, como IL-22, IL-17A, IL-17F, IL-23 e IL-6 > Estos hallazgos son
discrepantes, pero plantean el interrogante de por qué las citoquinas del eje IL-17 estarian
tan aumentadas si no cumplen un rol esencial. Una posible explicacién podria ser que los
estrégenos enmascaren o disminuyan posibles contribuciones de estas citoquinas. Esto fue
demostrado por Chen y col. quienes encontraron que el estradiol inhibe la diferenciacion de
Li Th17 a través de la disminucién en la expresién del factor de transcripcion Roryt, clave en

este linaje celular **’.
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El tracto genital femenino posee una regulacién estricta debido a que, ademas de la
proteccién contra agentes infecciosos, debe adaptarse a un espectro de eventos fisioldgicos
qgue incluyen la fertilizacién, implantacion, embarazo y parto. El balance es mantenido por
las hormonas sexuales a lo largo del ciclo menstrual y por los elevados niveles de la citoquina
antiinflamatoria TGF-B, que permiten una respuesta finamente regulada frente a bacterias,

89 De manera

hongos vy virus, sin interferir con los eventos involucrados en la concepcion
similar a lo que ocurre en otros sitios del organismo expuestos a patégenos potenciales, el
medio ambiente del tracto genital femenino debe estar preparado para activar mecanismos
de la inmunidad innata y montar una respuesta adaptativa para controlar o eliminar los
patdégenos. En este nicho tan estrictamente regulado, diversos autores plantean la existencia
de un umbral de respuesta, que sélo cuando es sobrepasado por la magnitud de un

827 Este sitio estd

determinado estimulo, conduce a la activacion de los mecanismos locales
equipado con factores solubles, como PAMs y alarminas; y celulares como CD, monocitos,
macroéfagos, PMN, células NK, ILC y Li T CD4", capaces de producir citoquinas y quemogquinas
que promueven el reclutamiento de mas células desde sitios distantes del organismo > °.

En este nicho particular, un actor fundamental en la defensa frente a
microorganismos patégenos son las CE. No sdélo proporcionan una barrera fisica a través de
las uniones estrechas que presentan, sino que ademds son capaces de sensar el posible

L9 producen un amplio espectro de

peligro constituido por un patdégeno a través de PRRs
PAMs, incluyendo las BDs, los cuales pueden estar presentes en forma constitutiva en las
superficies mucosas o ser rapidamente aumentados por la presencia de estimulos

94,100, 158 | a5 CE poseen ademds la capacidad de discriminar

inflamatorios o patogénicos
entre la forma saprofitica de C. albicans y su transicion a la fase hifal, de esta manera, el
morfotipo levaduriforme es tolerado y la emisién de la pseudohifa es considerada una seial

| > %, La liberacién de

de peligro ante la cual, la CE inicia la respuesta inflamatoria loca
alarminas, IL-8 e IL-1B favorecen el infiltrado de PMN y contribuyen a la aparicién de
sintomas en la CVV. De esta manera, la colonizacién asintomatica vaginal ocurre en ausencia
de respuesta inflamatoria, mientras que la forma sintomatica estd acompafiada de un
abundante infiltrado de PMN. Recientemente, Bruno y col. demostraron la relevancia de la
activacion del inflamasoma NLRP3 en el desarrollo de la inmunopatogenia de la CVV a través

de la produccion de la forma madura de la IL-13, ante la ausencia de la cual disminuye

ampliamente el infiltrado de PMN y de la alarmina S100A9 *°. La evidencia acumulada al
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presente sugiere que la susceptibilidad a la infeccién estd asociada a una respuesta
inflamatoria agresiva, mientras que la resistencia, a la activacion de un perfil
antiinflamatorio y el adecuado balance que permita el control del crecimiento fungico % 2" *.

Al estudiar la respuesta inmune contra Candida es necesario tener en cuenta las
caracteristicas propias del patégeno, asi como el sitio donde se desarrolla la infeccién y el
tipo de respuesta predominante en ese lugar anatdmico, debido al concepto de
compartamentalizacién anteriormente mencionado. En gran cantidad de trabajos que
estudian la infeccién vaginal por Candida se realizan determinaciones para intentar explicar
los fendmenos observados con pruebas funcionales en macréfagos o CD, células que segun
lo expuesto previamente, no contribuyen de manera significativa a la patogenia y al control
de la enfermedad. Ademas, en algunos de estos experimentos se utiliza Candida inactivada
por calor para estimular a las células, proceso que altera significativamente la composicién
de la pared del hongo, cambiando los PAMPs que normalmente se expresan en su superficie
19 & impidiendo la produccién y liberaciéon de factores de virulencia. Estos fenémenos
muchas veces generan conclusiones erréneas y discrepancias de interpretacion.

Teniendo en cuenta los antecedentes existentes y los interrogantes sin resolver
sobre esta patologia, el presente trabajo de tesis se centrd en el estudio de las interacciones
locales entre C. albicans y las células del tracto genital femenino, evaluando la contribucién
de importantes elementos de la inmunidad innata como PAMs de la familia de las BDs y
PRRs en la patogenia de la CVV.

Para abordar el estudio de la relevancia de mediadores inmunes y PRRs en la
patogenia de la infeccién vaginal por C. albicans, se desarrolld en nuestro laboratorio un
modelo murino de CVV. El mismo fue ensayado en ratones WT y deficientes en diferentes
vias de sefalizacion de receptores innatos. Para evaluar la contribucién de TLRs, se
desarrolld el esquema experimental previamente establecido, en ratones deficientes en el
receptor TLR2 y en la molécula adaptadora MyD88, imprescindible en la via de sefializacién
de diversos TLRs, entre ellos TLR2, TLR7 y TLR9 y compartido por la via de activacién de TLR4.
Por otro lado, para estudiar la participacién de los CLRs en la patogenia de la enfermedad se
usaron dos estrategias experimentales: la infeccidon de animales deficientes en el receptor de
B-(1,3) glucanos Dectin-1 y la infeccidn con cepas de C. albicans defectivas en la produccién

de B-(1,3) glucanos de su pared.
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Para el estudio de las BDs durante la patologia se utilizé el modelo de CVV murino,
donde se caracterizé la producciéon de estos péptidos durante la infeccidon usando cepas de
coleccién y clinicas.

Ante la falta de datos sobre casuistica de CVV y CVVR en nuestro medio se
desarrolld un estudio con pacientes. De las mismas se obtuvo informacion relacionada a la
patologia, las cepas de Candida responsables de la infeccion y muestras de lavados
cervicovaginales y suero para la determinacién de mediadores inmunes innatos como
citoquinas y BDs.

Por ultimo, se desarrolld y caracterizé un modelo in vitro de CVV con la linea celular

38, 47

Hela, ampliamente utilizada , para el estudio de la modulacion de BD1 por C. albicans y

las vias de sefializacién involucradas en la produccién del péptido.

Respuesta inmune local segin magnitud del indéculo infectivo y

caracteristica de la cepa de C. albicans

Grandes avances en el estudio de la patogénesis molecular y celular de las
candidiasis se realizaron mediante la utilizacién de modelos animales. El modelo de CVV en
rata comenzd a utilizarse a partir de 1960, con el objetivo fundamental de probar la
actividad antifungica de nuevas drogas. Posteriormente, se desarrollé el modelo murino de
CVV, desplazando al anterior, debido a los beneficios que reportaba en comparacion, tales

%0 para

como el menor costo y la disponibilidad de animales modificados genéticamente
abordar diferentes interrogantes, en este trabajo de tesis se desarrollé un modelo murino de
CVV en nuestro laboratorio utilizando ratones C57BL/6.

Una de las consideraciones a tener en cuenta a la hora de establecer la infeccién in
vivo es el indculo infectivo inicial. Fidel y col. postulan que la CVV estd asociada a sefiales que
se producen luego de la interaccidn Candida-CE vaginal que promueve una respuesta
inflamatoria de mediadores inmunes y leucocitos no protectora, que se asocia con los
sintomas clinicos. Mientras tanto, la resistencia a la CVV estaria asociada a la ausencia de

estas sefiales o a la actividad antifiingica de las CE vaginales °. Por lo tanto, este modelo

propone la existencia de un umbral en el nimero de Candida en tracto genital femenino,
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sobrepasado el cual habria induccién de la respuesta inflamatoria local y activacion del
inflamasoma NLRP3 & °%3°,
En el presente trabajo de tesis, durante el desarrollo del modelo murino de CVV, se

47,127, 156, encontrandose que

utilizaron dos inéculos de la cepa de C. albicans ATCC 36801
una dosis menor no fue capaz de revertir los mecanismos homeostaticos locales que
aseguran la integridad fisiolégica de este nicho y en consecuencia la presencia del hongo fue
tolerada sin producirse su remocién del lumen vaginal. Tampoco se observaron cambios en
los niveles intravaginales de las citoquinas proinflamatorias IL-1B, TNF-a e IL-6 ni de la
citoquina antiinflamatoria TGF-B (Figura 9). Sin embargo, al utilizar un inéculo mayor, si bien
no hubo cambios en los niveles de citoquinas, observamos una importante remocién de la
carga fungica hacia el ultimo dia estudiado (78%), acompafiado de un aumento en el
reclutamiento de PMN vy la formacién de abscesos intraepiteliales en vagina de animales
infectados (Figuras 10 y 11), indicando que se produjo activacion de la respuesta
inflamatoria local efectiva. Estos resultados refuerzan la teoria de la existencia de un umbral
en la cantidad de Candida necesarias para promover un quiebre en los mecanismos de
tolerancia local en el tracto vaginal frente al hongo, determinando el inicio de la patologia,
como fuera propuesto por Romaniy col. 2’

Por otro lado, la infeccién vaginal también se realizd con otra cepa de C. albicans de

4,59 Cabe destacar

coleccién, denominada SC5314 ampliamente utilizada por otros autores
gue esta cepa produjo altos niveles de las citoquinas IL-1B y TNF-a en la cavidad vaginal
(Figura 17C), en comparaciéon con la cepa ATCC 36801, a un mismo indculo inicial. La
expresiéon de PAMPs, relacionada a la patogenicidad de C. albicans, puede variar entre las
distintas cepas y provocar cambios en la afinidad por parte de los PRRs y en consecuencia
promover diferentes sefiales de activacion e induccidn de distintos mecanismos efectores.
En este sentido, Zhang y col. demostraron que la actividad microbicida de macréfagos frente
a la cepa SC5314 fue menor que para otras cepas en estudio, aportando también evidencias

| %6 Por lo

sobre la resistencia de esta cepa en particular ante este mecanismo de contro
tanto, las discrepancias en la produccién de citoquinas y el tipo de respuesta inflamatoria
observada en nuestro modelo de CVV, pueden ser atribuidas a las diferencias intrinsecas
entre las cepas y su capacidad de ser reconocidas y activar de manera distinta a las células
del sistema inmune. La respuesta diferencial especifica segin la cepa utilizada también fue

descripta por Netea y col. quienes encontraron variaciones en la producciéon de IL-1B y TNF-a
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por parte de monocitos humanos de sangre periférica al ser estimulados con 14 cepas

diferentes de C. albicans °*.

Participacion de PRRs en la patogenia de la CVV

Contribucion de la via de seinalizacion de TLR2 en la patogenia de la CVVR

La iniciacién de la respuesta inmune comienza con el reconocimiento del patégeno
por parte de los PRRs, que desencadena mecanismos tempranos de respuesta criticos en la
defensa del hospedador . En el reconocimiento de los PAMPs de Candida intervienen tres
familias de PRRs, siendo los TLRs una de ellas. Estos receptores innatos son expresados por
varios tipos celulares, incluyendo células inmunes como monocitos, macréfagos, CD y PMN,

70, 134
*=>". TLR2 reconoce

y por las CE, que actian como primera linea de defensa en mucosas
fosfolipomananos presentes en la pared celular de Candida, ademds de formar
heterodimeros con TLR1 y TLR6 y sinergizar con Dectin-1. Su activacién promueve la
produccién de mediadores inflamatorios e inmunomoduladores ® %,

La bibliografia con respecto al rol que desempeia este receptor en la defensa
contra infecciones sistémicas causadas por Candida es controversial. Villamén y col.
trabajando con un modelo murino de candidiasis sistémica demostraron que ante la
ausencia de TLR2 la sobrevida de los ratones se encontraba disminuida, atribuyendo este
fendmeno a una pobre produccién de TNF-a en macréfagos estimulados con levaduras o
hifas de C. albicans y a un descenso en la migracién de PMN a la cavidad peritoneal 2.
Acorde a este resultado, Tessarolli y col. demostraron la importancia de TLR2 en la
funcionalidad de PMN luego de la infeccién intraperitoneal con C. albicans. Ante la ausencia
de este receptor, observaron una disminucién en la migracion de los PMN al sitio de la

182 por su

infeccidn, y una menor activacion y sobrevida de estas células a las 24 horas pi
parte, otros autores encontraron que ratones TLR27" fueron menos susceptibles a la
infeccion diseminada por Candida y que el reconocimiento a través de este receptor puede

133 Nuestro grupo de

ser usado por el hongo como una herramienta de evasién inmune
investigacion ha realizado aportes sobre la funcion de TLR2 en la proteccidén frente a C.

albicans, reportando que la seiial gatillada por este receptor contribuye a montar una
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respuesta protectora frente al hongo a nivel hepatico, pero que también participa en la
induccion del dafio tisular favoreciendo la infeccion 8% 163,

Con respecto a las infecciones mucosas causadas por Candida, recientemente se
propuso la participacidon de TLR2 en la proteccidn contra la colonizacidn a nivel intestinal y la
diseminacion enddgena. Segun estos trabajos, la ausencia de TLR2 promueve una
inflamacién exacerbada en intestino frente a la infeccidn por C. albicans, evaluada por

hallazgos histoldgicos y niveles aumentados de TNF-a e IL-1B en colon 6% 65

. Por su parte,
Rosentul y col. encontraron una relacidn entre el polimorfismo no sinénimo P631H en TLR2 y
un aumento en la susceptibilidad a la CVVR. Individuos con este genotipo son 3 veces mas
propensos a presentar la patologia. Andlisis computacionales y funcionales indicaron que, al
estar presente la mutacién, la funcién de TLR2 fue modificada originando una reduccién en
la produccién de IL-17 e IFN-y en células mononucleares de sangre periférica, estimuladas
con C. albicans inactivadas por calor. En el mencionado estudio sélo se encontraron dos
pacientes con la mutacidon y los autores indican que para llegar a conclusiones mas
confiables seria necesario aumentar el nimero de voluntarios con este SNP (polimorfismo
de un solo nucledtido, Single Nucleotide Polymorphism) **. Ademds, en otro estudio mas
reciente, se identificaron dos pacientes con la forma homocigota de la mutacion, las cuales
padecen CVVR desde la adolescencia. Lamentablemente, en dicho trabajo no se evaluaron
parametros de la respuesta inmune de las pacientes 2.

Ambos estudios indican la existencia de una relacién entre la mutacién en TLR2 y la
presentacion de CVVR. Sin embargo, no profundizan en los mecanismos que producen el
aumento de la susceptibilidad y los estudios in vitro han sido efectuados con poblaciones
celulares involucradas en la inmunidad durante el curso de infecciones sistémicas por el
hongo, pero no en tracto genital femenino. Al presente, hay una ausencia de modelos que
aporten evidencia sobre el rol de TLR2 a nivel del tracto genital femenino.

Nuestros resultados muestran que la ausencia de sefiales a través de TLR2
predisponen a una incrementada carga fungica inicial, seguido por una disminucién de la
misma aunque sin llegar a la erradicacién total del patégeno, alcanzando valores similares a
animales WT (Figura 13). La evaluacion de las UFC sélo ofrece una vista parcial del fenémeno
local. Es bien sabido que el cambio morfogenético de levadura a hifa es uno de los mayores
factores de virulencia de C. albicans, ya que la formacion de la hifa estd asociada a una

elevada secrecidon de enzimas hidroliticas, aumento en la adherencia a las superficies del
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166 Mientras que en animales WT el hongo se

hospedador e invasion directa del tejido
encontré adherido al epitelio cornificado, en ratones deficientes en TLR2 la barrera epitelial
fue facilmente atravesada por hifas de C. albicans de manera masiva (Figura 14).

El dafio tisular y la presencia del hongo se correlacionan con un aumento en las
sefales de la inmunidad innata durante la vaginitis. Recientemente, Peters y col. a través del
uso de cepas de C. albicans con deleciones en reguladores transcripcionales que participan
en la transicion de levadura a hifa (bcr1A/A, efglA/A, cph1A/A y efg1A/A cph1A/A), revelaron
el rol crucial de la sefalizacién originada por el cambio de morfotipo en las vias de Egfl y
Bcrl durante el curso de la CVV murina. Ademds, demostraron que la respuesta inflamatoria
observada durante la infeccién es dependiente de las vias que controlan el cambio
morfogenético, sugiriendo una asociacién entre estos fenémenos **.

Nuestra hipodtesis inicial fue que la ausencia de sefiales a través de TLR2 conduciria a
una susceptibilidad aumentada a la infeccién con mayor presencia del hongo hacia el final
del estudio. Los resultados obtenidos mostraron que la carga flngica e invasidn tisular
pudieron ser controladas en estos animales. En respuesta a la penetracion masiva ocurrida
durante los primeros dias pi, se observé una respuesta inflamatoria local caracterizada por la
presencia de grandes abscesos en el epitelio, mientras que en animales WT, el correcto
reconocimiento del hongo previno la invasién mas profunda, orquestando una respuesta
inflamatoria tisular moderada y progresiva que controlé la infeccién de manera exitosa. En
ausencia del reconocimiento por parte de TLR2, los niveles intravaginales de IL-6 e IL-1B
estuvieron aumentados durante el curso de la infeccion (Figura 13).

Estos resultados reflejan que mientras la presencia de TLR2 en animales WT
contribuye a la proteccidn en este tracto mucoso previniendo la invasién fungica masiva, en
su ausencia, C. albicans puede penetrar a capas epiteliales mas profundas y promover la
liberacion de dos mediadores inflamatorios clave, IL-1B e IL-6, relacionados con el
reclutamiento de PMN, la reaccidn tisular y la amplificacion de la respuesta local.

Los inflamasomas son receptores intracelulares involucrados en la produccion de IL-
1B e IL-18. El rol esencial del NLRP3 durante el curso de la infeccion con C. albicans ha sido

bien documentado °* ** 18

. La forma hifal de Candida se asocia con el dafio celular y la
secrecion de IL-1B durante la CVV **. Bruno y col. trabajando con ratones NLRP3”" infectados
intravaginalmente con C. albicans demostraron la presencia de niveles *** disminuidos de

PMN, alarminas y citoquinas proinflamatorias, incluyendo IL-13 en lavado vaginal. Ademds
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mostraron que la administracidn local a ratones WT de un inhibidor de NLRP3 disminuia el
infiltrado de PMN e IL-1B, a niveles similares a lo observado en ratones NLRP3'/',
comprobando asi la relacidon directa entre las sefiales a través de este receptor con la

secrecion de IL-1B durante la Cvv >’ 3% &

. Es importante destacar que la ausencia de sefiales
a través de TLR2 y la elevada presencia de formas hifales del hongo contribuyen a la
amplificacién de la respuesta del inflamasoma y a la liberacién de IL-1B en respuesta a la
infeccion fungica. Estos hallazgos refuerzan la nocion del rol relevante de la IL-1B en la
patogenia de la vaginitis por Candida.

En conjunto, estos resultados indican que TLR2 frente a la infeccion vaginal por C.
albicans protege contra la invasién y su ausencia exacerba la inflamacién, de manera similar

a lo reportado en mucosa gastrica % ®

. Ademas, estos hallazgos, hasta ahora no
reportados, sobre la funcion del receptor a nivel local explicarian la razén por la cual

pacientes con mutaciones en TLR2 poseen aumentada susceptibilidad a padecer CVVR.

Contribucion de la via de seifalizacion dependiente de MyD88 en la patogenia
de la CVVR

Luego del reconocimiento de sus ligandos, los TLRs activan una serie de sefales
intracelulares comenzando con el reclutamiento de proteinas que contienen dominios TIR
que interaccionan con dominios TIR citoplasmaticos de los TLRs. MyD88 es la molécula
adaptadora universal, compartida por todos los TLRs, excepto TLR3. Gatilla vias inflamatorias
a través de la activacion de factores de transcripcion como NF-kB y AP-1, los cuales inducen
la expresién de genes que codifican citoquinas como pro IL-1, TNF-a, IL-6, IL-12 e IFNs tipo |
69.70.134 "En el caso particular de C. albicans, los TLRs que participan en el reconocimiento de
PAMPs fungicos y utilizan esta via son TLR2, TLR7, TLR9 y TLR4 que también utiliza la via TRIF
(TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-6), de modo que su deficiencia converge
en la falta de respuesta de aquellos receptores que tiene a MyD88 como Unica via de
sefalizacion.

El rol global de los TLRs en la defensa del hospedador contra la candidiasis
diseminada se demostré por la susceptibilidad aumentada de ratones MyD88'/' a esta
infeccidn, determinada por la supervivencia de los animales y la carga fungica en rifién,
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organo blanco durante la candidemia ~°. Estos autores también demuestran una falla en la

induccidon de la respuesta de tipo Thl y una marcada disminuciéon en la produccion de
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citoquinas como TNF-a, IFN-y e IL-12 cuando los esplenocitos de animales MyD88'/' fueron
cultivados con levaduras e hifas de C. albicans. Estas tres citoquinas son claves en la
respuesta sistémica a la infeccidn y en la potenciacién de los mecanismos microbicidas
efectores frente al hongo, mediados por macréfagos y PMN. Sin embargo, Platinga y col.
evaluaron 2 SNPs en MyD88 en pacientes con candidiasis sistémica sin encontrar una

asociacién entre ambas variables 17°

. Estos hallazgos sobre la importancia de MyD88 durante
la infeccion por C. albicans a nivel sistémico no han sido estudiados en infecciones en tractos
MucOosos.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis demuestran que las sefales a
través de los TLRs que involucran a la molécula adaptadora MyD88 son necesarias para
controlar la presencia de C. albicans en tracto reproductor femenino y su persistencia.
Mientras que la ausencia de TLR2 produce una invasién masiva del tejido a tiempos cortos,
alcanzando el control de la carga fungica a tiempos prolongados, en ausencia de MyD88 no
es posible regular la cantidad de Candida (Figura 15B).

Nuestro trabajo centré su atencidn en los eventos tempranos de la infeccion y en la
contribucion de los mecanismos innatos en respuesta al hongo y en este escenario la funcién
fagocitica y candidicida de las células efectoras frente al hongo es fundamental. Bellocchio y
col. demostraron que PMN provenientes de animales MyD88'/' expuestos in vitro al hongo,
tienen una capacidad fagocitica y microbicida frente a Candida muy disminuida comparada

171 .
"1 Marr y col. reportaron el mismo

con la misma poblacidn celular aislada de ratones WT
hallazgo trabajando con macrdéfagos de animales MyD88'/'. Por lo tanto, células efectoras
claves como PMN y macréfagos, fundamentales para la remocién del hongo tienen impedida
su capacidad de fagocitar y matar a C. albicans "% Estas evidencias concuerdan con nuestros
hallazgos que demuestran que durante el curso de la CVV en estos animales, aun en
presencia de una robusta respuesta tisular y abundante cantidad de PMN infiltrantes u
organizados en abscesos, C. albicans no pudo ser eliminada del tracto vaginal. La sostenida
presencia de PMN en la cavidad vaginal, asi como niveles elevados de la citoquina IL-1B a
tiempos mas tardios de la infeccién, son elementos fundamentales en el desarrollo de
sintomas en esta patologia. Estos resultados también sugieren la participacién de otros PRRs

que involucran al adaptador MyD88, para el reconocimiento de ADN y ARN de C. albicans

por parte de TLR9 y TLR7 en CD y macréfagos periféricos *72.

108



Discusion

Nuestros hallazgos con respecto a la importancia de MyD88 en la CVV estarian en
concordancia con la reciente descripcion de una mutacidon en la molécula MyD88 en una
paciente que durante toda su vida padecié CVVR y onicomicosis causadas por dermatofitos.
En este estudio se observé que la alteracidn genética estaba aparejada a una disminucién en
la produccion de IL-17 en respuesta a C. albicans muertas por calor por parte de células
mononucleares de sangre periférica *°; sin embargo, y aunque los sintomas de la patologia
no estan asociados a fallas en los mecanismos de respuesta sistémica al hongo, no se

efectuaron estudios sobre los mecanismos locales de respuesta al patégeno.

Contribucion de la via de sefializacion dependiente de Dectin-1 en la

patogenia de la CVVR

Otra familia de PRRs la constituyen los CLRs, cuyas vias de sefializacién son
esenciales para la inmunidad antifungica ®. El receptor de esta clase mas estudiado es
Dectin-1, que reconoce como ligando los B-(1,3) glucanos de la pared flungica. La sefializaciéon
a través de este receptor regula numerosas respuestas celulares que incluyen la fagocitosis,
el estallido respiratorio y la formacidén de ERO, la produccién de mediadores lipidicos y
numerosas quemoquinas como CCL2, CXCL1 y CCL3 y citoquinas como TNF-a, IL-6, IL-23,
ademas de IL-1B a través de la activacion del inflamasoma NLRP3 ® 73,

La importancia de Dectin-1 en la proteccion del hospedador frente a infecciones por
C. albicans ha sido ampliamente reportada en modelos murinos y en estudios en humanos.
Dos publicaciones simultaneas plantearon la asociacion entre defectos en la via de
sefializacion del receptor Dectin-1 y la presentacion de CVVR idiopatica. Ferwerda y col.
identificaron el codén temprano de terminaciéon Y238X en este receptor en una familia de 5
miembros, 2 de las cuales padecian CVVR y los demas otras infecciones flngicas en mucosa.
A través de estudios funcionales, a nivel sistémico, encontraron que monocitos de sangre
periférica de pacientes con la mutacion homocigota poseian un deficiente reconocimiento
de B-(1,3) glucanos y una defectuosa produccion de citoquinas como IL-17, IL-6 y TNF-q, al
ser estimulados con C. albicans *’. Sin embargo, no se evalud la respuesta inmune local en
las pacientes con CVVR, ni se proporcionan datos sobre la produccion de IL-1B. Los autores
postulan que al encontrarse la fagocitosis y los mecanismos fungicidas normales, pacientes
que portan esta mutacion sélo son susceptibles a infecciones mucosas, ya que no reportaron

padecer otro tipo de infecciones a repeticion.
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Estos hallazgos motivaron otra serie de estudios que incluyeron mayor nimero de
pacientes con CVVR. Usluogullari y col. encontraron que una paciente presentaba la forma
homocigota de la mutacién y 7 la forma heterocigota de un total de 50 mujeres, resultado

que no diferia de lo hallado en la poblacién sana **

. Por su parte, en otro estudio que
incluyd 119 pacientes con CVVR no se encontré ninguna con la forma homocigota de la
mutacién 2. Lamentablemente, en ninguno de estos trabajos se evalud la inmunidad local
en tracto genital femenino.

Glocker y col. centraron su trabajo en el estudio de la mutacidn puntual Q295X en la
molécula adaptadora CARD9, que forma parte de la via de sefializaciéon de diversos CLRs,
entre ellos Dectin-1, Dectin-2 y Mincle. El defecto genético se encontré presente en
miembros de una familia que padecian CMC y en la cual se habian producido 3
fallecimientos por candidiasis invasiva *°. Recientemente, numerosos trabajos han asociado
mas de 15 mutaciones distintas en CARD9 con la susceptibilidad aumentada a padecer

1921 13 consecuencia de estos errores

infecciones graves, principalmente por Candida
genéticos resulta en una disminucion en el nimero de células Th17, fallas en la produccion
de citoquinas en respuesta a Candida por parte de monocitos y en PMN la formacién de
fagolisosomas anormales y defectos en la eliminacién de este patégeno *°. Por estos
motivos, las mutaciones en CARD9 se asocian a infecciones mas severas con respecto a las
mutaciones en Dectin-1.

Por su parte, Carvalho y col. trabajando con un modelo murino de CVV e infectando
con la cepa de C. albicans Vir3, determinaron que ratones Dectin-17" con background
C57BL/6 presentaron mayor carga fungica intravaginal y presencia de PMN en el sitio de
infeccion, aunque este resultado no es cuantitativo, pero encontraron resultados opuestos
en ratones BALB/c Dectin-17". Ademas, la concentracion de IL-17A, IL-17F e IL-17E estuvo
disminuida en lavado vaginal de ratones C57BL/6 Dectin-17" infectados con respecto a los
controles WT, mientras que en los animales BALB/c el perfil fue inverso, observandose un
claro aumento en estas citoquinas *?’. Los autores sefialan la relevancia del background
genético del hospedador en la sefalizacién mediada por Dectin-1 tanto en la respuesta
innata como adaptativa durante la infeccién por Candida **’.

Nuestros resultados obtenidos en ratones Dectin-17" con background genético

C57BL/6 e infectados con la cepa de C. albicans SC5314 demostraron que la sefializacién a

través de este receptor no es importante en el control de la carga fungica intravaginal ya que
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no encontramos diferencias entre las UFC recuperadas de animales WT y KO, sin embargo
pudimos observar mayor presencia de hifas invadiendo el tejido vaginal (Figura 21). En las
etapas tempranas de la infeccién tampoco detectamos produccién de IL-17, IL-22 e IL-23 en
el lavado vaginal de estos animales. Las diferencias observadas con respecto a la bibliografia
podrian explicarse teniendo en cuenta que las cepas de C. albicans usadas en ambos trabajos
fueron diferentes y ha sido reportado que el rol protector de Dectin-1 en modelos murinos
de infeccién por este patégeno es dependiente de la cepa de C. albicans utilizada *”°.

Si bien se ha demostrado que la sefializacién a través de Dectin-1 contribuye
activamente a la produccién de IL-1B, mediante la activacion clasica del inflamasoma NLRP3

y del inflamasoma no canénico caspasa-8 °% 7

, en nuestro estudio encontramos que ante la
ausencia de Dectin-1 la concentracion de IL-1B en la cavidad vaginal se mantuvo elevada
durante todos los dias ensayados (Figura 21). Esto podria explicarse por las diversas
funciones de este receptor luego de contactar a su ligando, que incluyen endocitosis,
fagocitosis, produccién de ERO, mediadores lipidicos y citoquinas y quemoquinas, que en su

conjunto contribuyen al control de la presencia de patégenos *”’

. En su ausencia, nuestros
resultados demuestran una mayor cantidad de hifas presentes en cavidad vaginal vy
penetrando en el tejido. Como ya se menciond, el cambio morfotipico de levadura a hifa es
fundamental para la respuesta inmune innata contra C. albicans vy, particularmente en tracto
genital femenino, determina la produccién de IL-1B **. Ademds, ha sido demostrado que
enzimas hidroliticas liberadas por Candida, como las Sap, activan de manera directa al
inflamasoma NLRP3 . Si bien la expresidn de las Sap no esta estrictamente vinculada a la

178 Estos fendmenos

transicion de levadura a hifa, estd gobernada por los mismos factores
podrian explicar los altos niveles de IL-1B encontrados en ratones Dectin-17" al dia 8 pi. La
ausencia de Dectin-1 genera mayor presencia de hifas en tejido, con la posible produccion
aumentada de Sap, ambos fendmenos asociados de manera directa a la produccién de IL-1p.
Por lo tanto, si bien las sefiales a través de Dectin-1 no contribuyen al control de la carga
fungica intravaginal, si lo hacen a la correcta regulaciéon de los niveles de IL-1B.
Aproximadamente un 40% de la pared de C. albicans lo conforman B-(1,3) glucanos,
y su disposicion en la pared del hongo los ubica por debajo de las mananoproteinas (Figura
1). El enmascaramiento de estas moléculas es considerado una estrategia de evasién fungica

puesto que previene el reconocimiento por parte del receptor Dectin-1y la activacion de los

mecanismos de respuesta protectores. También se ha reportado que existen diferencia
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entre la estructura de los B-(1,3) glucanos expresados en los diferentes morfotipos de C.
albicans. Asi, las hifas expresan una forma ciclica de B-(1,3) glucanos, mientras que en la
levadura la estructura predominante es de tipo lineal, sugiriendo una modificacion en el
reconocimiento inmune asociada al estado patogénico o comensal del hongo. Estos
componentes de la pared fungica son sintetizados por el complejo enzimatico 1,3-B-D
Glucan Sintasa, el cual estd conformado por al menos dos subunidades, Fksp y Rholp. La
subunidad Fksp es codificada por tres genes relacionados, FKS1, FKS2 y FKS3 y contiene el

sitio activo de biosintesis 3" 38

. Hay dos regiones altamente conservadas en el gen FKS1,
denominadas hot-spot, en las cuales se han encontrado altas tasas de mutaciones. El hot-
spot 1 comprende 9 aminoacidos desde las posiciones 641 a 649 y el hot-spot 2, 8
aminoacidos, desde 1357 a 1364. El resultado de estas mutaciones es la disminucidn en la
cantidad de B-(1,3) glucanos presentes en la pared del hongo *%.

Garcia-Effron y col. reportaron que las cepas de C. albicans con mutaciones
homocigotas en los hot-spot del gen FKS1 presentan una disminucién en la velocidad
maxima catalitica de la 1,3-B-D Glucan Sintasa, lo que provoca un engrosamiento de la pared
celular atribuible a un aumento en el contenido de quitina. Las cepas que presentan el
mayor contenido de quitina poseen una tasa de crecimiento reducida y la capacidad de
filamentacion disminuida *”°. Por otra parte, Marakalala y col. en un estudio comparativo in
vivo entre las cepas ATCC 18804 y SC5314 de C. albicans reportaron que cambios en la
arquitectura y composicién de la pared del hongo modifican el reconocimiento inmune por
parte de Dectin-1. Tratamientos con equinocandinas sobre la cepa ATCC 18804, elevaron
fuertemente la expresién del gen CHS3 involucrado en la sintesis de quitina, modificando la
composicion de su pared. La respuesta inflamatoria de leucocitos frente a esta cepa fue
menor comparada a la observada con la cepa SC5314, demostrando que el aumento de
quitina en la pared del hongo modifica la respuesta del hospedador, principalmente en la
induccién de los mecanismos innatos de respuesta *”>.

Mora-Montes y col. demostraron que células mononucleares de sangre periférica
estimuladas con quitina no producen niveles significativos de TNF-a, IL-1B e IL-6 y la
preincubacidn de estas células con quitina y posterior exposiciéon al hongo, promueve una

disminucién en la produccién de dichas citoquinas .
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Nuestros resultados mostraron que cepas defectivas en B-(1,3) glucanos por
mutaciones en el hot-spot 1 del gen FKS1 no presentan modificaciones en la capacidad
infectiva durante la CVV. Sin embargo, son incapaces de gatillar la producciéon de IL-1p y TNF-
o en el microambiente vaginal (Figura 19). En este escenario las cepas defectivas se
comportaron como pobres inductoras de la inmunidad innata. La disminucién en la
produccién de IL-1B podria explicarse porque estas cepas con mutaciones en el gen FKS1,

179 " siendo el cambio morfotipico de

presentan una menor capacidad de formar hifas
levadura a hifa fundamental para la respuesta inmune innata contra C. albicans y
particularmente en tracto genital femenino determina el reclutamiento de PMN vy la
produccion de IL-1B **. Otra explicacién podria estar relacionada a la modificacién en los
niveles de quitina en la pared celular y a la menor capacidad de induccion de respuesta
inflamatoria.

En conjunto, la modificaciéon en los niveles de quitina en la pared celular junto con la

capacidad disminuida de formar hifas de las cepas de C. albicans mutantes en el gen FKS1

produce un reconocimiento deficiente por parte del sistema inmune.

Estudio en pacientes con CVVA y CVVR

Como ya se ha mencionado previamente, la CVV afecta a aproximadamente el 75%
de las mujeres en edad fértil al menos una vez en su vida y es la segunda causa de
infecciones vaginales a nivel mundial. C. albicans es la especie aislada en el 85-95% de las
pacientes ® °. Estos datos corresponden a estudios realizados en otros paises.
Investigaciones realizadas en Argentina, indican que la incidencia de la CVV es alta y que
constituye la segunda causa de vaginitis siendo C. albicans la especie mas frecuentemente
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aislada ~°". Arechavala y col. determinaron que la distribucidn de especies, sobre un total de

94 muestras de Candida aisladas de pacientes con CVVA, fue: 86% C. albicans, 6% C.

glabrata, y en tercer y cuarto orden C. inconspicua (3%) y C. krusei (2%) *** '®.

Recientemente, Mucci y col. trabajando con pacientes con CVVA embarazadas encontraron,
con un total de 55 aislados, la siguiente distribucién de especies: 81% C. albicans, 4% C.
dubliniensis, 4% C. glabrata, 2% C. parapsilosis, correspondiendo el resto a asociaciones
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entre C. albicans con otra especie de Candida no-albicans ~*°. Ninguno de los reportes

locales incluyé a pacientes con CVVR.
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En nuestro estudio, el primero realizado en la ciudad de Cdérdoba segln nuestro
conocimiento, encontramos que el 96% de las infecciones en pacientes con CVVR son
causadas por C. albicans y el 4% restante por C. guilliermondii (Figura 32). Por su parte, en
pacientes con CVVA la distribucion de especies fue: 93% C. albicans y 7% C. glabrata. En
ambos grupos de pacientes, CVVA y CVVR, y de acuerdo a lo reportado en bibliografia, la
especie predominante es C. albicans, seguida por C. glabrata en el grupo CVVA, similar a lo
observado por Arechavala y col. en la provincia de Buenos Aires 2.

El sobrecrecimiento de Candida produce los episodios sintomaticos de CVV. Este
fendmeno se encuentra favorecido por determinados factores predisponentes como por
ejemplo el embarazo, los anticonceptivos orales, el tratamiento con antibiéticos de amplio
espectro y la diabetes mellitus > °. En este trabajo de tesis encontramos que el 73% de las
pacientes con CVVA tuvo alguno de los factores de riesgo previamente descriptos en
comparacion con un 43% de las pacientes con CVVR (Figura 30). Estos resultados son
similares a lo reportado recientemente por los grupos liderados por Sobel y Cassone,
referentes internacionales en la temdtica “ °. El alto porcentaje de pacientes con CVVR que
no presentan ninguno de los factores de riesgo asociados a la CVV indicaria que
posiblemente un componente genético sea lo que determina qué mujer sufrird la transicién
de CVV esporadica a CVVR ®°.

Como ya se menciond, la terapia antifungica local durante 7 dias o el tratamiento
oral de una sola dosis son efectivos en el 80-90% de los casos de CVV. Las drogas usualmente
empleadas en formulaciones tdpicas forman parte de la familia de los azoles y el tratamiento
oral consiste en una Unica dosis de fluconazol. La eficacia en ambos esquemas de
tratamiento es similar **%. Nuestros resultados indican que el tratamiento convencional, en
el 79% de las pacientes con CVVA, resuelve la patologia, en concordancia con lo reportado
por otros autores (Figura 31B). El porcentaje de mujeres donde la terapia no es efectiva
puede atribuirse a que la especie de Candida aislada sea resistente a los antifungicos
comunmente usados, como C. glabrata que naturalmente posee sensibilidad disminuida a
fluconazol *#" 182, Otra explicacién podria estar asociada a que los factores de riesgo que la
ocasionaron no hayan sido removidos o controlados debidamente o que en estas pacientes,
por causas desconocidas, los episodios agudos de CVV progresaran a CVVR. En las mujeres
que presentan la forma recurrente de la patologia, los tratamientos son de larga duracion,

mas complejos, incluyen con frecuencia la combinacién de diferentes drogas y la falla
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terapéutica es mas frecuente, encontrandose que la mitad de las mujeres tendran una

> 1% En nuestro estudio encontramos que en pacientes

recurrencia al terminar la terapia
con CVVR el tratamiento resuelve la presentacién de sintomas sélo en un 56% de los casos

(Figura 31A), resultados similares a lo reportado.

Perfil de virulencia de los aislados clinicos de pacientes con CVVA y CVVR

La capacidad patogénica de Candida estd directamente ligada a su extenso
repertorio de factores de virulencia selectivamente expresados acorde a las etapas de la

31,3234 Estos incluyen el dimorfismo

infeccidn y a las caracteristicas del sitio que coloniza
celular, la adhesién, la produccién de enzimas lipoliticas y proteoliticas, y la capacidad
formadora de biofilm. Con el fin de determinar si existen diferencias entre los perfiles de
virulencia de los aislados clinicos de las pacientes con la forma aguda o crénica de la CVV, se
abordé el estudio de 4 importantes factores de virulencia de C. albicans. Se evalud la
adherencia (HSC), la capacidad formadora de biofilm y la produccién de Lip y Sap en una
muestra representativa de 25 aislados clinicos de cada condicién. La adherencia es una etapa
crucial durante la invasion del tracto mucoso y en las etapas tempranas de la infeccion.
Nuestros resultados revelaron que no existe diferencia en esta propiedad cuando el hongo
fue recuperado de pacientes con un unico episodio de CVV, comparado con los aislados
clinicos recuperados de pacientes con CVVR (Figura 33).

El crecimiento de Candida en biofilm estd asociado con la persistencia y la

4950 |3 formacién del biofilm le confiere al hongo mayor

progresion de la infeccion
resistencia frente a diferentes antifingicos y a los mecanismos inmunes de defensa.
Asociado a la colonizacidon del tracto vaginal Harriot y col. demostraron la presencia de
biofilm de Candida durante la infeccién en un modelo murino y de Bernardis y col. sobre CE

en cultivo % *?

. Nuestro estudio permitié determinar que las cepas recuperadas de los
distintos grupos de pacientes presentaron entre alta y buena capacidad formadora de
biofilm (AFB y BFB) (Figura 33). Mientras los aislados clinicos de pacientes con CVVA se
clasificaron AFB, con actividad comparable a la cepa SC5314, las cepas de pacientes con
CVVR pudieron ser identificadas como BFB (Figura 33).

La produccidn de enzimas hidroliticas estd asociada a eventos de invasién tisular e
injuria celular. Las Lip constituyen una familia compuesta por numerosos miembros

conocidos por su funcién en la biologia del hongo y no tan explorados como atributos de
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virulencia de Candida *®*

. Nuestro grupo ha aportado importante evidencia sobre el rol de
estas enzimas como factores de virulencia y sobre la existencia de una relacion directa entre
los niveles de produccién de la Lip y el crecimiento fungico. La Lip de C. albicans purificada
en nuestro laboratorio fue capaz de inducir dafo en células parenquimales y aumentar la
vulnerabilidad de macréfagos activados al efecto toxico de los ERO y derivados tdxicos del

29, 30

nitrégeno . Otros estudios resefan la contribucidn de distintos miembros de esta familia

durante la transicidon de levadura a hifa y un aumento de la transcripcién de los genes de

Lip5, Lip6, Lip8 y Lip9 durante infecciones experimentales 184

. El rol patogénico de estas
enzimas también fue demostrado durante el curso de la candidiasis diseminada en ratén
donde se observé que cepas Lip84/A, presentaban una menor virulencia *®°. Stehr y col., en
estudios sobre aislados clinicos de pacientes con candidiasis oral reportaron aumento de los
transcriptos de Lip4, Lip5 y Lip8 ®. En contraposicién a la evidencia generada en la cavidad
oral, existe una ausencia de informacién en relacion a la expresién y a la contribucion de
estas enzimas tanto en modelos murinos de CVV como en la patologia humana.

Nosotros observamos que el 60% de los aislados de pacientes con CVVA exhibieron
actividad lipolitica, mientras que el porcentaje de cepas de C. albicans productoras de Lip fue
del 38% en las muestras recuperadas de mujeres con la forma recurrente de la micosis
(Tabla 3). Cuando los niveles de la actividad lipolitica se evaluaron, no detectamos
diferencias significativas entre los distintos grupos. La diferente proporcion de aislados
positivos entre los grupos sugiere un rol ain no esclarecido para las Lip durante la infeccién
vaginal. Aunque se carece de informacién sobre su capacidad de dafno e injuria tisular sobre

166, 184. Otros

CE de este tracto, la capacidad patogénica de esta familia ha sido comprobada
autores sefialan que la liberacién de acidos grasos producido por la actividad lipolitica de
estas enzimas contribuye a la modificacion del pH del medioambiente en el que se
encuentran, resultando en la optimizacion de otras enzimas fdngicas como las Sap %.

Es conocido que reguladores transcripcionales claves como CpH1 y Efgl que
coordinan los cambios morfolégicos tales como la transicién de levadura a hifa, también
regulan la expresion de genes asociados a la hifa como HWP, ECE1, HYR1 y la produccién de

proteinasas de la hifa como Sap 4-6, **°

. Por lo tanto, su expresion se encuentra aumentada
durante la invasién y los procesos infecciosos. La trancripcion de Sap5 6 y 9 estd
incrementada durante la formacion del biofilm. Schaller y col. usando epitelio oral y vaginal

humano reconstituido reportaron que Sapl-3 se expresan en las etapas iniciales de la
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colonizacidon y participan del dafio tisular indicando un papel fundamental para estas
enzimas en la infeccién por Candida en los tractos mucosos >>. Otras investigaciones
demostraron que Sap2 es un miembro dominante de la familia Sap y que se secreta en altos
niveles durante la infeccién vaginal en ratas y en pacientes. El uso de anticuerpos especificos
para la neutralizacion de Sap2 en modelos experimentales de CVV describen la actividad
protectora de los mismos, mientras que el uso de fragmentos de la proteina Sap2
recombinante incorporados a diferentes formulaciones se encuentra en etapas avanzadas de
estudio y aplicacién como vacuna *. Gabrielli y col. ®° reportaron que las enzimas Sap2 y Sap6
de C. albicans participan en la activaciéon del inflamasoma NLRP3. Bruno y col. utilizando
andlisis de secuenciamiento del transcriptoma de Candida, demostraron una robusta
expresion de Sap5 durante la CVV murina. De manera complementaria, estos autores
también reportaron que la infeccion vaginal con cepas con deleciones en Sap4, Sap5 y Sap6
produjeron bajos niveles de IL-1B y un pobre reclutamiento de PMN al lumen vaginal, °
demostrando en su conjunto la relevancia de este factor de virulencia en Ia
inmunopatogenia de la vaginitis por Candida.

En este trabajo de tesis no se abordd el estudio de los miembros de esta familia, sin
embargo en vista de la importancia de las Sap en el tracto mucoso en estudio, evaluamos la
actividad de estas enzimas proteoliticas producidas por las cepas de los distintos grupos de
pacientes (Tabla 3). Observamos que el 60% de los aislados de pacientes con un Unico
episodio produjeron Sap frente al 71% de las cepas recuperadas de pacientes con CVVR,
siendo mayor el nivel de Sap observado en los aislados de CVVA.

Nuestros resultados en su conjunto demuestran que las cepas aisladas de pacientes
con CVVA y CVVR presentan diferentes atributos de virulencia, sugiriendo que la prolongada
permanencia en este nicho particular modula su expresion. Enzimas claves en la
etiopatogenia de esta enfermedad como las Sap estdn presentes en un nimero significativo

de aislados, siendo ligeramente mayor en pacientes con CVVR.

Estudios inmunoldgicos en pacientes

Como previamente se menciond, la inmunidad mediada por células no desempefia
un rol relevante en la defensa del tracto reproductor femenino, siendo importante en este
sitio el papel de la inmunidad innata * 8. Por tal motivo, y por la relevancia que presentan
ciertas citoquinas en la patogenia de la CVV, algunos trabajos han abordado el estudio de
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estos mediadores solubles en tracto genital femenino. La muestra bioldgica mas
representativa para el estudio de estas moléculas es el lavado cervicovaginal recolectado

150 Este es un

mediante la instilacién de solucidn fisioldgica y luego aspiracién con jeringa
fluido bioldgico complejo formado por agua, electrolitos, compuestos organicos, células,
gran cantidad de proteinas y secreciones de organismos comensales %°.

Barousse y col. realizaron mediciones de citoquinas en lavado cervicovaginal de
pacientes adolescentes, clasificandolas segun la presencia o no de Candida en muestras de
hisopados vaginales. En su estudio no encontraron diferencias significativas en los niveles de
ninguna de las citoquinas evaluadas (TNF-a, TGF-B, IL-1a, IL-6, IL-10, IL-4, IL-12, IL-2, IFN-y)
entre pacientes colonizadas y no colonizadas por el hongo, ninguna de las cuales presentaba

la forma recurrente de la enfermedad *®°

. En otro estudio, Lev-Sagie y col. dosaron la
presencia de IL-6, IL-12 e IL-23 en muestras de hisopados vaginales de 17 pacientes con
CVVR encontrando un porcentaje variable de muestras positivas (6% para IL-23, 54% para IL-

187 Ya ha sido mencionado

6 y 12% para IL-12); sin embargo, no incluyeron controles sanos
el rol que desempeiia IL-1B en la presentacion de la sintomatologia de la CVV. Basso y col.,
trabajando con pacientes embarazadas, encontraron un aumento significativo en la
concentracion de esta citoquina en lavado cervicovaginal de pacientes con vaginitis, donde
no diferenciaron entre infectadas por Candida o Trichomonas vaginalis, comparado con

controles sanos &

. Por su parte, Fidel y col. intentando emular lo que sucede en la infeccion
natural por Candida en mujeres sin antecedentes de CVVR, desarrollaron un protocolo de
inoculacidn vaginal de un antigeno comercial del hongo en mujeres sanas. Entre 16 y 36
horas luego de la inoculacion vaginal del antigeno evaluaron los niveles de citoquinas (IL-2,
IFN-y, 1L-12, IL-4, IL-10, TGF-B, IL-1a, IL-6 y TNF-a) en lavados cervicovaginales, no
encontrando diferencias en los valores pre y post inoculacién *®°. Recientemente Masson y
col. establecieron una correlacién entre colonizacién vaginal con Candida y bajos niveles de
IL-17 en muestras de lavado cervicovaginal. En este trabajo se clasificd a las pacientes segin
la presencia de Candida en tracto genital femenino, y no segun el cuadro clinico, CVVA o
CVVR ',

Los resultados en nuestro estudio indican que pacientes con CVVR poseen elevados
niveles de IL-1B e IL-6 en muestras de lavado cervicovaginal en comparacién con pacientes

sanas y pacientes con CVVA. Por su parte, los niveles de TNF-a fueron indetectables en todas

las muestras. Mientras tanto, la citoquina antiinflamatoria TGF-B no modifica sus niveles en
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este tracto ante la presencia o no de infeccidn por Candida (Figura 35), resultado similar a lo
. . 186
encontrado por Barousse y col. en pacientes colonizadas por el hongo ~*".

A diferencia de lo reportado por Masson y col. %

, en ninguna de las muestras
analizadas encontramos niveles detectables de IL-17. Esto podria explicarse por la diferencia
de métodos utilizados en las determinaciones. Mientras que nosotros cuantificamos la
citoquina mediante ELISA, con un limite de deteccién de 15 pg/mL, Masson y col. utilizaron
Luminex, con un limite de deteccidon de 0,31 pg/mL, y las concentraciones de IL-17 que
reportaron en las muestras estan por debajo de 15 pg/mL. Luego de una extensa revision
bibliografica, sélo el trabajo de Masson y col. y el presente estudio aportan datos sobre la
escasa produccion local de IL-17.

Por otro lado, observamos que IL-23 se encuentra disminuida en pacientes con
CVVR en comparacién con pacientes con CVVA (Figura 35). Este resultado estaria en
concordancia con lo reportado por Ryan y col. quienes observaron que CD de pacientes con
CMC estimuladas con hifas de C. albicans presentaron bajos niveles de IL-23 comparado con
los producidos por CD de controles sanos. Ademas, estas células de pacientes con CMC, ante

191 Como se menciond

el mismo estimulo, produjeron altas concentraciones de IL-6
previamente, IL-6 junto con TGF-B e IL-1, son necesarias para la diferenciacion de las células
Th17, mientras que la IL-23 se requiere para la expansion, el mantenimiento, y la funcién

efectora de este linaje ®

. Los autores proponen que los bajos niveles de IL-23 en estos
pacientes en respuesta a Candida producen una desregulacién del eje IL-6/1L-23/IL-17, que
repercute en su habilidad de montar y sostener una respuesta antifingica Th17 eficiente que
permita remover al hongo ™.

Se ha demostrado que células mononucleares de sangre periférica de pacientes con
CMC estimuladas con Candida producen menores cantidades de IL-22. El estimulo mas
significativo para la produccién de esta citoquina es la IL-23. IL-22 cumple importantes
funciones en epitelios y su receptor se expresa en CE y estromales del tracto
gastrointestinal, higado, pulmones, tiroides, pancreas, piel y corazén, siendo algunos de
estos sitios propensos a la infeccién por Candida en pacientes con CMC. Por lo tanto, es
posible que bajos niveles de IL-22 puedan predisponer a infecciones por el hongo *°% En
nuestro estudio, este mediador fue indectectable en todas las muestras.

Se ha reportado en humanos que las células T de memoria especificas para Candida

tienen fenotipo de linaje Th17 con un patrén de expresidon de receptores de quemoquinas
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gue indican la capacidad de estas células de retornar a mucosas. Podria especularse que en
pacientes con CVVR, los bajos niveles de IL-23, que repercuten en los niveles de IL-22, se
traducirian en una incapacidad de montar y sostener una correcta respuesta antifungica de
tipo Th17, impidiendo la eficiente remocién de Candida ***.

En este trabajo evaluamos ademds la concentraciéon sérica de citoquinas en
pacientes con CVVR, encontrando aumentados los niveles de IL-1B, TNF-a e IL-6 con
respecto a controles sanos. No observamos cambios en IL-23, IL-22 ni TGF-B entre ambos
grupos y los niveles de IL-17 fueron indetectables en todas las muestras (Figura 36).
Previamente Basso y col. determinaron la concentracidn sérica de IL-1B e IL-6 en pacientes
embarazadas con vaginitis causadas por Candida o T. vaginalis, siendo los niveles de ambas

indetectables

. En dicho trabajo no diferencian entre pacientes con CVVA y CVVR, si las
hubiera. Hasta el momento, esta es la primera evidencia de aumento en la concentracion de

citoquinas proinflamatorias en suero de pacientes con CVVR.

B-Defensinas durante la Candidiasis Vulvovaginal

Los PAMs, importantes componentes de la inmunidad innata, son expresados por
CE en las barreras primarias de los organismos multicelulares, como la piel y las mucosas,

% 9 E| grupo mas numeroso

ademds de ser almacenados en granulos de los fagocitos
dentro de la superfamilia de PAMs lo constituyen las BDs. De la gran diversidad de BDs
existentes en humanos, sélo hBD1, 2 y 3 se expresan en tracto urogenital denominandose

mBD1, 3 y 14 sus contrapartes murinas %% 1%

. Acorde a lo reportado hasta el momento, en
este trabajo de tesis se encontré que mBD1, 3 y 14 se expresan en vagina de raton (Figura
23).

Probablemente el PAM mas importante en tejidos epiteliales sea BD1 debido a que
proporciona proteccién constitutiva contra organismos potencialmente patogénicos en las
mucosas epiteliales internas y expuestas 2. Si bien en un principio se creia que su expresion
era constante, recientes trabajos demostraron que puede ser regulada. Bajaj-Elliott y col.
determinaron la modulacién de hBD1 en 3 lineas celulares de epitelio géstrico y encontraron

132 por su parte, el efecto de C.

gue aumenta su expresién ante la estimulacion con IL-18
albicans en la modulacién de este péptido fue evaluado en cultivos ex vivo de membranas

amniocoridnicas obtenidas de cesdreas, encontrando que el hongo aumenta los niveles de
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hBD1 3. Estos trabajos y otros llevaron a la conclusién de que la induccién de BD1 es
altamente dependiente del tipo celular estimulado, del tiempo de estimulacidn, del estimulo
propiamente dicho y del contexto en el cual se produce esa estimulacion **°.

Por su parte hBD2 y hBD3 son de expresion inducible por diversos estimulos como
LPS, IL-1B y TNF-a para hBD2 %1% y TNF-q, IFN-y y ligandos de EGFR para hBD3 3 106 107,
Ambos péptidos demostraron poseer actividad microbicida contra C. albicans *** 7.

Trabajando con el modelo murino de CVV demostramos que, en respuesta a una
infeccidn vaginal aguda por C. albicans, mBD1 aumenta su expresion en el epitelio y en PMN
(Figuras 23-25). De manera consistente con nuestros hallazgos, ha sido previamente
reportado el rol protector de mBD1 durante la candidiasis oral, usando ratones BD17". En
este trabajo se establece que la severidad de la infeccién y la diseminacién se relacionan
directamente con la ausencia del péptido. Los PMN desempefian un importante papel en la
defensa contra la candidiasis oral y, en ausencia de mBD1, los autores encontraron una
disminucién en el reclutamiento de esta poblacién celular hacia la mucosa oral. Ademas,
identificaron la importancia de BD1 en el control de la infeccién entre los dias 2 y 3 luego de

115, resultado concordante con lo observado en nuestro

la administracién oral del hongo
estudio, donde encontramos al dia 2 pi el mayor aumento en la expresién de BD1 en células
de lavado vaginal de animales infectados con respecto a controles (Figura 24).

En el caso de PAMs como mBD3, fuertemente inducibles por estimulos
inflamatorios y la presencia del patdgeno, el efecto del microambiente es crucial en su
produccién. Detectamos un gran incremento de los transcriptos de mBD3 a nivel vaginal
luego de la infeccidn, resultado en linea con lo reportado en bibliografia, donde se describid
un aumento en la expresion de mBD3 en células de lavado vaginal aisladas de ratones
infectados °2. Por su parte, la expresion de mBD14 no fue modificada de manera significativa
(Figura 23).

Observamos que el tratamiento con estrégenos induce un aumento en la expresion
de mBD1 y mBD14, aunque no estadisticamente significativo. La modulacién hormonal de
BD1 ya fue reportada por Hickey y col. quienes encontraron que transcriptos de este péptido
aumentaban sus niveles durante la fase estro de los ratones, momento en el cual los

estrégenos presentan un pico . Este fendmeno podria explicarse ya que se encontré en la

secuencia del gen de hBD1 elementos respondedores a factores de transcripcién, entre ellos
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112y " si bien este hallazgo no ha sido reportado en ratones, la

el Receptor de Estrégenos 1
homologia entre hBD1 y mBD1 es elevada.

A fin de determinar si la patogenicidad de la cepa de C. albicans promueve un
aumento de mBD1, utilizamos el modelo murino de CVV usando una cepa aislada de una
paciente con CVVR. Observamos que la cepa de origen clinico fue capaz de inducir una
respuesta inflamatoria mds robusta, evidenciada por una mayor produccién de mBD1 en
células de lavado vaginal, ademads de incrementados niveles vaginales de IL-1p con respecto
a la cepa de coleccidn (Figura 28), evidenciando una correlacién entre la modulacién positiva
de mBD1 en el tracto vaginal y la patogenicidad del hongo.

Mientras que la informacidn existente sobre la modulacién de BD2 y BD3 esta mejor
caracterizada, poco se sabe sobre los receptores y vias que participan en la regulacion de
BD1. Nuestro trabajo aporta valiosa informacion sobre este tema. En el modelo murino de
CVV desarrollado en ratones TLR2”" observamos un incremento en los niveles de
transcriptos y en la expresion de este péptido durante la infeccién (Figuras 26 y 27),
demostrando que la via dependiente de TLR2 no esta involucrada en la induccién de mBD1.
Las evidencias generadas por nuestros estudios in vitro son coincidentes. Este mismo
fendmeno se observd en células de epitelio cervicovaginal humano, utilizando agonistas de
TLR2 como Pam3CSK4 y Zymosan, los que fueron incapaces de inducir un aumento en la
expresion de hBD1 (Figura 44). Por su parte, encontramos que en esta misma linea celular,
las sefiales a través de la citoquina IL-1B modulan de manera positiva la expresién del
péptido, resultado similar a lo encontrado por Bajaj-Elliot y col. en células de epitelio gastrico
132 Asimismo, la estimulacién con LPS, agonista del receptor TLR4 aumenta la expresién de
hBD1. Sin embargo, Han y col. trabajando con células vaginales humanas, obtenidas luego de
una vaginoplastia, estimuladas con LPS no encontraron cambios en la expresion del péptido
193 | as diferencias en los resultados pueden ser explicadas por la concentracién de LPS
usado en la estimulacién. Mientras que Han y col. estimularon con 0,5 pg/mL, nosotros
ensayamos dos concentraciones, 1 ug/mL y 10 pg/mL, encontrando aumento de hBD1 sélo
con la mas alta.

La importancia de la correcta expresion de hBD1 ha sido demostrada ya que un
aumento en la susceptibilidad a ciertas infecciones, como por ejemplo las causadas por el

Virus del Papiloma Humano **° y por la bacteria Mycobacterium leprae **2, se asocian a SNPs

en el gen que codifica para este péptido.
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Una importante contribucién de nuestro trabajo fue el hallazgo de que hBD1 se
expresa de manera diferente en pacientes con CVVA y CVVR. En pacientes con episodios
agudos, la infeccién vaginal por Candida aumenta los transcriptos de hBD1 con respecto a
controles sanos mientras que los niveles del péptido en las células de lavado cervicovaginal
se mantienen constantes. Por el contrario, la infeccién en pacientes con CVVR no genera
cambios en los transcriptos de este péptido y disminuye su expresién en células de lavado
cervicovaginal (Figuras 37 y 38). Estos hallazgos, no descriptos hasta el momento, indican
que Candida tiene la capacidad de reducir la expresion de hBD1, un PAM de gran
importancia en la defensa de tractos mucosos, fendmeno que sélo ocurre en pacientes con
CVVR. Por su parte, los transcriptos de hBD3 se encuentran aumentados en células de lavado
cervicovaginal de pacientes con CVVR; sin embargo, la expresién de la proteina estd
disminuida con respecto a lo observado en pacientes con CVVA (Figuras 37 y 39).
Recientemente, Noda-Nicolau y col., reportaron la disminucién de hBDs asociada a la
infeccion vaginal por C. trachomatis **.

Considerando el rol critico de los PAM debido a su capacidad microbicida e
inmunomoduladora en las superficies mucosas, su disminucién constituiria un modelo
altamente eficiente de evasion para los patdgenos. Durante los Ultimos afos han surgido
grupos de investigaciéon que han abordado el estudio de la regulacidon de estos péptidos
asociados a infecciones por distintos patdégenos. La expresidon constitutiva de los PAMs varia
de acuerdo al tipo epitelial. En células de la mucosa géstrica la expresidn constitutiva de
hBD1 es elevada. Recientemente, Patel y col. reportaron que biopsias gdstricas de pacientes
infectados con H. pylori presentaban niveles significativamente disminuidos de transcriptos
de hBD1. Trabajando con lineas de epitelio gastrico y diferentes cepas de la bacteria,
pudieron demostrar que el efecto era dependiente de la patogenicidad de la cepa y que
estaba mediado por un factor de virulencia de H. pylori dependiente de la presencia de la
isla de patogenicidad CagA. En el caso de esta bacteria la disminucién de hBD1 en la mucosa

198 " Chakraborty y col. evaluaron la modulacién

gastrica contribuye a su permanencia
negativa de hBD1 en CE humanas de mucosa intestinal, expuestas a dos patdgenos
entéricos, Vibrio cholerae y Escherichia coli enterotoxigénica. En ambos patégenos, dos
importantes factores de virulencia fueron responsables de producir este efecto. En
experiencias in vivo e in vitro se observé que la toxina colérica y la toxina |abil ejercieron este

efecto inhibiendo la transcripcion de hBD1 .
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En concordancia a lo reportado por Patel y col. en epitelio gastrico, nuestros
estudios in vitro nos permitieron corroborar que cepas de C. albicans de origen clinico (una
aislada de una paciente con CVVR y otra que posee una mutacién en el hot-spot 2 del gen
FKS1, aislada de hemocultivo) son capaces de disminuir la expresién de hBD1 en células de
epitelio cervicovaginal (Figura 45). El efecto bioldgico observado no requirié del contacto
entre el hongo y la CE y estuvo mediado por un factor soluble liberado por el patdégeno
(Figura 46). El uso de inhibidores enzimaticos permitié determinar que dos importantes

factores de virulencia de C. albicans, Lip y Sap estan involucrados en este fendmeno.

Los sintomas de la CVV se asocian a una respuesta inflamatoria de mediadores
inmunes y PMN no protectora, originada por las sefales de las CE, mientras que la
resistencia acontece en ausencia de las mismas. La existencia de un umbral critico en
relaciéon al numero de Candida presentes en vagina, necesarias para inducir las sefiales de
peligro, seria diferente segun el grupo de mujeres. En pacientes con CVVR, las CE son
altamente intolerantes a Candida y aun en presencia de una baja carga fungica, se
desencadena una potente respuesta inflamatoria. Por su parte, mujeres con un historial
infrecuente de CVV poseen un umbral mas alto y sélo ante la existencia de factores que
provocan fallas en el equilibrio local y favorecen el sobrecrecimiento del hongo presentan
manifestaciones clinicas & ** 1,

Nuestros resultados en su conjunto demuestran que la respuesta inmune frente a
Candida es diferente entre pacientes con episodios esporadicos de CVV con respecto a
pacientes con la forma recurrente. En mujeres con CVVA la presencia de la patologia estuvo
asociada a una mayor frecuencia de factores predisponentes, fundamentalmente asociados
a la pérdida del equilibrio con la microbiota residente. En estas pacientes la presencia del
hongo no produjo cambios significativos en los niveles intravaginales de citoquinas
inflamatorias claves como IL-6 e IL-1B, ni en las citoquinas del eje IL-23/IL-17/IL-22; sin
embargo, la transcripcion de hBD1 estuvo aumentada y su expresién permanecié constante,
evidenciando el rol critico de este PAM en la vigilancia y respuesta a la infecciéon en este
tracto.

Por su parte, en las mujeres con CVVR aun en ausencia de factores predisponentes,
la presencia de una baja carga fungica promueve una exacerbacion de la respuesta de la CE y

la generaciéon de un microambiente inflamatorio caracterizado por elevados niveles de
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mediadores inmunes como IL-6 e IL-1B, que reclutan a otras poblaciones celulares
amplificando la respuesta inflamatoria y perpetuando este circuito. En el tracto vaginal,
PAMs de la familia de las BD, tanto constitutivos (hBD1) como inducibles (hBD3), con
funciones claves en la inmunovigilancia y control se encuentran disminuidos en pacientes
con CVVR, contribuyendo de esta manera a la persistencia del hongo. A pesar de que los
niveles de IL-1B en tracto genital femenino estan aumentados, y que esta citoquina es capaz
de promover producciéon de hBD1 en CE, la expresién de este péptido se encuentra
disminuida en pacientes con CVVR. Factores de virulencia liberados por Candida, como las
enzimas hidroliticas Sap y Lip vinculados a la patogenia de la CVVR, estarian participando de
este fendmeno. La ausencia o disminucion de mediadores claves asociados al perfil Th17 y a
la proteccién frente al hongo convergen en un escenario donde C. albicans encuentra las

condiciones adecuadas para sobrevivir y perpetuarse.
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Materiales y Métodos

Animales

Las cepas de animales utilizadas en este trabajo fueron:
-Ratones C57BL/6 adquiridos de la Facultad de Ciencias Veterinaria, Universidad Nacional de
La Plata.
-Ratones deficientes en el receptor TLR2, TIr2” (86.129-Tlr2t’"1K”/J) y ratones deficientes en
la molécula adaptadora MyD88, MyD88”" (B6.129P2(SIL)-Myd88™+%/}), Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME, EEUU).
-Ratones deficientes en el receptor Dectin-1, CLEC7A” (86.12956—Clec7“t’"16db/J) donados
gentilmente por el Dr. Gordon Brown (Universidad de Averdeen, Escocia) *”°.

Todos los animales se endocriaron en el Bioterio del Departamento de Bioquimica
Clinica - CIBICI-CONICET, de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de
Cérdoba, bajo condiciones libres de patdgenos especificos y de acuerdo con los requisitos
del Comité de Etica Institucional. Los animales se mantuvieron con agua y alimento ad-
libitum, con ciclos de 12 horas luz/oscuridad a 202C bajo humedad controlada; en
concordancia con las recomendaciones de la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio publicado por el Concejo Canadiense de Cuidado Animal (OLAW nimero de

certificacion A5802-01).

Cepas de Candida

En el presente estudio se utilizaron cepas de C. albicans de diferente procedencia:

-Cepas de coleccién provenientes de la ATCC (American Type Culture Collection) (Rockville,
MD, USA), C. albicans ATCC 36801 y C. albicans SC5314 (ATCC MYA-2876).

-Cepas de C. albicans defectivas en el hot-spot 1 del gen FKS1: C. albicans FKS1/fks1 S645S/P
(heterocigota) y C. albicans fks1/fks1 S645P (homocigota), clonales con C. albicans SC5314;y
una cepa clinica, aislada de un hemocultivo, con una mutacion en el hot-spot 2 del mismo
gen: C. albicans FKS1/fks1 R1361R/H (heterocigota). Las cepas defectivas fueron gentilmente
cedidas por el Dr. Guillermo Garcia-Effron (Universidad Nacional del Litoral, Argentina) *’.
-Cepas de C. albicans de origen clinico aisladas de pacientes con CVVA y CVVR obtenidos de
hisopados de fondo de saco vaginal e identificadas por MALDI-TOF (desorcién/ionizacion
l[dser asistida por matriz-Tiempo de vuelo, del inglés: Matrix-Assisted Laser

Desorption/lonization-Time-Of-Flight) (BioMerieux, Francia).
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Condiciones de crecimiento de Candida

Antes de cada experimento, las cepas de Candida se cultivaron 48 horas en agar
Sabouraud glucosado (Britania, Argentina) a temperatura ambiente (TA), tiempo que
corresponde a la fase de crecimiento exponencial del hongo. Se resuspendieron a una
concentracién variable segin el experimento, mediante recuento en cdmara de Neubauer.
La viabilidad de la suspensién fue verificada mediante siembra de 100 pL de la misma en

placas de agar Sabouraud glucosado y posterior recuento de UFC 3.

Modelo murino de Candidiasis Vulvovaginal

Infeccidn vaginal

C. albicans no es un patégeno habitual del tracto reproductor femenino murino.
Para establecer la infeccién vaginal es necesario que los ratones se encuentren en la fase
estro de su ciclo que, que se logra con la administracién exdgena de estradiol.

Para llevar a cabo el modelo murino de CVV, ratones hembras de 8-10 semanas de
edad se inyectaron de manera subcutdanea con 0,2 mg de valerato de B-estradiol (Sigma)
disuelto en 100 pl de aceite de sésamo (Sigma) los dias -5 y -2 previos a la infeccidén vaginal
del dia 0. Los dias 2 y 4 pi recibieron otra dosis de inyecciones de estradiol para la
mantencién de la fase pseudoestro del ciclo.

Al dia 0 del protocolo los animales se inocularon intravaginalmente con 20 pl de una
suspensién de 2,5.10% levaduras viables de C. albicans/mL en Buffer Fosfato Salino (PBS), de
distintas cepas segun el experimento. A lo largo del manuscrito este grupo de ratones es
denominado Infectados. Se incluyeron ademadas otros dos grupos de animales: ratones
estrogenizados que recibieron todas las inyecciones del esquema de estradiol (dias -5, -2, 2y
4) y al dia 0 del protocolo se inocularon sélo con 20 pl de PBS, denominados grupo
Estrogenizado y ratones normales que no recibieron el tratamiento con estradiol y no fueron
infectados denominados grupo No Estrogenizado. El protocolo utilizado corresponde al

95
l.

descripto por Yano y co con modificaciones.
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Lavados vaginales

Para monitorear el curso de la infeccion y llevar a cabo diferentes determinaciones
se realizaron lavados vaginales a animales de los grupos no estrogenizado, estrogenizado e
infectado inoculando 70 pl de PBS estéril en la cavidad vaginal con pipeta y tip, realizando 10

44,47.95 Este procedimiento se repitioé cuatro veces en cada ratéon. Una

aspiraciones sucesivas
fraccion de lavado vaginal se usé para determinar la carga fungica intravaginal mediante el
recuento de UFC y para la realizacion de citoextendidos. Otra alicuota se centrifugd a 2000
rpm con el fin de separar las células del sobrenadante. El sobrenadante se guardé a -809C
hasta su posterior uso para la determinacién de citoquinas. Las células se preservaron en

Suero Fetal Bovino (SFB, Natocor) /Dimetilsulféxido (DMSO, Sigma) 10% para su posterior

tincién para citometria de flujo.

Unidades Formadoras de Colonias en lavado vaginal

La carga fungica intravaginal de cada ratén se determind cultivando 100 ul de
lavado vaginal (dilucién 1/10) en placas con agar Sabouraud glucosado. Las UFC se contaron

luego de 48 horas de incubacién a TAy se expresaron como UFC/mL de lavado vaginal *®.

Citoextendidos

Células provenientes de lavado vaginal de ratones se contaron en cdmara de
Neubauer y se resuspendieron a una concentracién de 5.10° células/mL. Un volumen de 100
UL de esa suspension se centrifugd en una citocentrifuga (Shandon Elliott) durante 5 minutos
a 2000 rpm para obtener los citoextendidos sobre portaobjetos comunes (B&C, Alemania) o

silanizados (Knittel Glass, Alemania) segtn el experimento °.

Tincion de May-Griinwald Giemsa

Los citoextendidos de lavados vaginales se cubrieron completamente con el
colorante May-Griinwald (Merck) durante 2 minutos. Luego se agregd la misma cantidad de
agua que de May-Griinwald sobre el extendido durante 2 minutos. El colorante se lavé con
abundante agua y los vidrios se cubrieron con una dilucion 1/10 de Giemsa (Merck), durante

15 minutos, luego de los cuales los portaobjetos se lavaron con agua y se dejaron secar. Los
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preparados se observaron en un microscopio Nikon Eclipse TE 2000 U equipado con una

video cdmara digital para la toma de fotografias.

Analisis histologico

Para los estudios histoldgicos, las vaginas de animales de los grupos no
estrogenizado, estrogenizado e infectados se removieron a los diferentes dias de estudio e
inmediatamente se fijaron en formol 10% (Biopack, Argentina) por 24 horas. Luego se
deshidrataron, embebieron en parafina y cortaron en secciones de 5 um de espesor). Los
cortes histolégicos se tifieron con hematoxilina-eosina (HE) o con la técnica de PAS (4cido
periddico-reactivo de Schiff) *’. Los cortes se examinaron mediante microscopia ptica a
diferentes aumentos. Las fotografias fueron tomadas con un microscopio Nikon Eclipse TE

2000 U equipado con una video camara digital para la toma de fotografias.

Inmunohistoquimica

Las secciones histoldgicas 5 pum de vagina de los distintos grupos fueron
desparafinadas y posteriormente sometidas a un protocolo de recuperacién antigénica
mediante la incubacién con buffer citrato (10 mM, pH 6) y tratadas con microondas de 800W
durante 30 segundos y 15 segundos a 160 W. Luego se procedié al bloqueo de la peroxidasa
enddgena con H,0, 3% en metanol durante 15 minutos, y las uniones inespecificas con PBS-
Albuimina Sérica Bovina 1% durante 30 minutos. Posteriormente los cortes fueron lavados
con PBS, e incubados toda la noche a 42C con un anticuerpo hecho en conejo anti BD 1 de
raton (Santa Cruz Biotechnology) a una dilucién 1/50 y luego con un anticuerpo secundario
anti conejo conjugado a biotina (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) a una diluciéon
1/130 en PBS-Albumina Sérica Bovina 1% durante 30 minutos. Los cortes fueron incubados
con el complejo ABC (VECTASTAIN Vector Labs, Southfield, MI, USA) por 30 minutos,
posteriormente con Diaminobenzidina (DAB) (Sigma) utilizado como cromégeno vy

contratefiidos con HE 7

. Los preparados se deshidrataron y montaron con medio de
montaje DPX (Sigma). Los cortes de vagina se evaluaron por observacién microscépica en un
microscopio Nikon Eclipse TE 2000 U equipado con una video camara digital para la toma de

fotografias.
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Cuantificacion de citoquinas

Modelo animal: Lavado vaginal

Las concentraciones de IL-6, IL-1B, TNF-a, TGF-B, IL-17, IL-22 e IL-23 en lavados
vaginales de ratén se determinaron por el método de ELISA utilizando kits comerciales y
siguiendo los protocolos brindados por el fabricante (R&D Systems, EEUU). El protocolo
utilizado se describe brevemente a continuaciéon. En primer lugar, se sensibilizaron placas de
96 pocillos con el anticuerpo de captura especifico para cada citoquina diluido
convenientemente en PBS; las placas se incubaron durante toda la noche a una temperatura
de 42 C. En todos los casos, luego de lavar 3 veces con buffer de lavado (PBS- Tween-20
0,05%), las placas se incubaron con buffer de bloqueo (PBS-SFB 10%) durante 1 hora en
camara humeda a TA. Luego, las muestras y los estdndares, se incubaron por duplicado toda
la noche a 4°C en cdamara himeda. Después de la incubacidn, las placas se lavaron 3 veces y
se agregé el anticuerpo secundario biotinilado que se incubd durante 1 hora a TA.
Posteriormente, se lavd el exceso de anticuerpo y se incubd con estreptavidina-HRP
(Horseradish Peroxidase) durante 20 minutos. Finalmente, se realizaron 5 lavados con buffer
de lavado y la reaccidon final se revelé agregando H,0, como sustrato y TMB (3,3’,5,5’-
tetramethylbenzidina) como cromdgeno (BD OptEIA™, EEUU). La reaccion se detuvo por al
agregado de H,SO4 2 N. La absorbancia fue medida usando un lector de placas (BIO-RAD,
EEUU); las concentraciones de las muestras se obtuvieron a partir de la extrapolacion de las
absorbancias sobre las curvas construida con los estdndares. Los datos se expresaron como

. apers . 163
picogramos por mililitro de lavado vaginal ~>~.

Pacientes: Lavado cervicovaginal y suero

Las concentraciones de IL-6, IL-1B, TNF-a, TGF-B, IL-17, IL-22 e IL-23 de lavados
cervicovaginales o suero de pacientes se determinaron por el método de ELISA utilizando
kits comerciales para citoquinas humanas (R&D Systems, EEUU) vy siguiendo el protocolo

descripto previamente.

Concentracion de muestras de pacientes

Con el objetivo de concentrar las citoquinas presentes en las muestras de lavado

cervicovaginal de pacientes para su posterior cuantificacion por la técnica de ELISA, se
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usaron concentradores Vivaspin 6 (GE Healthcare) de 5 kDa de corte de peso molecular. Las
muestras se centrifugaron durante 30 minutos a 4000 rpm y se procedid inmediatamente a
sembrar en las placas de 96 pocillos previamente sensibilizadas con los anticuerpos de

captura y buffer bloqueante para la técnica de ELISA.

Inmunofluorescencia

Los citoextendidos realizados con lavados cervicovaginales de mujeres de los
distintos grupos en estudio se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 40 minutos a TA.
Posteriormente se lavaron con PBS, se bloquearon con Albimina Sérica Bovina 10% (Sigma)-
Tritén 0,3% en PBS durante 1 horas a TA y se incubaron con un anticuerpo de IgG de conejo
anti BD 1 humana (Santa Cruz Biotechnology) o anti BD 3 humana a una diluciéon 1/50
durante toda la noche y a una temperatura de 42C. Luego, las muestras se lavaron 3 veces
con PBS y posteriormente se incubaron con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo
marcado con el fluorocromo AlexaFluor 647 (BD Bioscience) a una diluciéon 1/1000, durante
30 minutos a TA. Por ultimo, los preparados se lavaron y los nucleos celulares se tifieron con
DAPI (49-6-Diamino-2-fenylindol) 300 ng/ml (Sigma). Para montar los portaobjetos se usé
FluorSave™ Reagent (Merck Millipore) 8 . Las fotografias fueron tomadas con un
microscopio invertido LEICA DMi8. El aumento para la observaciéon y toma de fotografias fue
de 630x.

La semicuantificacion de la expresion de hBD1 y hBD3 se realizaron con el Software
Imagel. Para la misma se uso la siguiente formula:

Fluorescencia total corregida = Densidad Integrada - (Area de la célula epitelial x
fluorescencia media de lecturas del fondo)

La fluorescencia media de lecturas del fondo se calcula como un promedio de tres
areas de la imagen consideradas como negativas. De cada citoextendido se realizaron 4

mediciones que fueron promediadas.

Citometria de flujo

Células de lavado vaginal de raton

Debido a que la cantidad de células obtenidas mediante lavado vaginal por ratén no

son suficientes, para llevar a cabo la tincién para citometria de flujo, se realizaron pooles de
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células de 3-4 animales por grupo. Para determinar las células productoras de BD 1 vy la
cantidad de PMN presentes en el lavado vaginal, de los distintos grupos de ratones,
controles, estrogenizados e infectados y a diferentes tiempos del protocolo experimental se
resuspendieron en PBS-SFB 2% y luego se incubaron con un anticuerpo IgG de cabra anti Gr-
1 de ratdn conjugado a PE (Phicoeritrina) (BD Bioscience) diluido 1/1000, durante 30
minutos y a una temperatura de 49C. Las células luego se fijaron y permeabilizaron con BD
Cytofix/Cytoperm y Perm/Wash (BD Biosciences) siguiendo el protocolo provisto por el
fabricante. Posteriormente se realizé la marcacién intracelular utilizando el anticuerpo IgG
de conejo anti BD 1 de ratdn (Santa Cruz Biotechnology) diluido 1/50, durante 1 hora a TA.
Las células luego se lavaron e incubaron con el anticuerpo secundario anti IgG de conejo
conjugado a AlexaFluor 647 (BD Bioscience) diluido 1/1000, por 30 minutos a una
temperatura de 42C, se lavaron y posteriormente se resuspendieron en PBS-SFB 2% vy se
adquirieron en un citometro de flujo FACSCanto Il (BD Bioscience). El andlisis de los datos se

realizé utilizando el programa FlowJo (Tree Star, Inc.) *°.

Células Epiteliales humanas en cultivo

Las células epiteliales de la linea Hela provenientes de cocultivos con C. albicans o
expuestas diferentes estimulos se lavaron con solucién fisiologica (Roux-Ocefa, Argentina) y
se recolectaron con PBS frio. Posteriormente las células epiteliales se fijaron como fuera
indicado, se permeabilizaron y se marcaron para el estudio de BD 1, con el mismo protocolo

definido previamente.

Biologia Molecular

Extraccion de ARN

Ratones de todos los grupos experimentales y de diferentes backgrounds genéticos
se sacrificaron al dia 2 pi y se les extrajo las vaginas. Las mismas se procesaron de manera
mecdanica con un homogeneizador UltraTurrax (IKA, Alemania) en hielo, durante 1 minuto
aproximadamente. La extracciéon de ARN se realizd con el kit GenElute™ Mammalian Total
RNA Miniprep Kit (Sigma) segun indicaciones del fabricante.

El ARN de células provenientes de muestras de lavado cervicovaginal de pacientes o

células Hela se extrajo con TRIzol (Thermo Fisher Scientific) en una proporciéon de 1 mL cada
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1-2.10° células. Para extraer el ARN, las muestras tratadas con TRIZol se separaron utilizando
0,1 mL de cloroformo (Taurus, Argentina) por cada 0,5 mL de TRIzol, de esta manera se
obtuvieron dos fases, quedando el ARN en la fase acuosa. La misma se extrajo y se precipitd
con 0,25 mL de alcohol isopropilico (Sintorgan, Argentina). Finalmente, el ARN se lavd con
etanol (Dorwil, Argentina) 75% en agua y luego se resuspendio en agua destilada libre de
ARNasa y ADNasa (Invitrogen). La concentracion de ARN se determind por
espectrofotometria, midiéndose la absorbancia de la muestra a 260 nm (BioTek, EEUU). Las

muestras se mantuvieron a -80 °C hasta su utilizacién .

Tratamiento con ADNasa y Retrotranscripcion

Antes de obtener el ADNc se realizd6 un tratamiento con ADNasa para evitar la
contaminaciéon de la muestra de ARN con ADN. Para esto se utilizd6 un kit de ADNasa
Invitrogen (Invitrogen). Se tomaron 2 pug de ARN y se trataron con 2 U de ADNasa durante 15
minutos a TA, y luego 10 minutos a 652C.

En todos los casos el ADNc fue sintetizado a partir de 2 ug de ARN en un volumen
final de 25 plL. Para llevar a cabo cada reacciéon se utilizaron 0,25 pL de oligo(dT)
(Biodynamics), 0,63 pL de inhibidores de ARNasas (Promega), 0,5 pL de dNTPs (Invitrogen) y
1 uL de la transcriptasa reversa Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) (Promega). La
retrotranscripcion se llevd a cabo en un termociclador MPI//02 y fue la siguiente: 5 minutos

a 652C, 1 hora a 422C y 10 minutos a 70 2C. Las muestras de ADNc se almacenaron a -202C &.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en Tiempo Real
El ADNc obtenido a partir de tejidos y células se amplificd usando los siguientes
primers especificos de humano:
BD1 Fw 5" ATGGCCTCAGGTGGTAACTTTC, Rev 5’ TCGGGCAGGCAGAATAGAGA,;
BD2 Fw 5" CCTGGAACAAAATGCTGCAA, Rev 5" ACATGTCGCACGTCTCTGATG;
BD3 Fw 5'GTGAAGCCTAGCAGCTATGAGGAT, Rev 5’ TGATTCCTCCATGACCTGGAA; y
B-Actina 5 CTGGAACGGTGAAGGTGACA, Rev 5’TGCGTTGTTACAGGAAGTCCCTT, como gen de
referencia.
Para las determinaciones realizadas en ratones se utilizaron:
BD1 Fw 5’ AGGTGTTGGCATTCTCACAAG, Rev 5’ GCTTATCTGGTTTACAGGTTCCC;

BD3 Fw 5 GTCAGATTGGCAGTTGTGGA, Rev 5 GCTAGGGAGCACTTGTTTGC, y
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Rplp0 Fw 5" GGGCATCACCACGAAAATCTC, Rev 5 CTGCCGTTGTCAAACACCT como gen de
referencia.

Las reacciones se realizaron en un termociclador StepOne™ System (Life
Technologies). Se incubd 1 pg de ADNc con 0,5 pL de primer sentido 1 uM, 0,5 pL de primer
anti-sentido 1 uM, 7,5 puL de SYBR® Select Master Mix (Life Technologies) y agua destilada
libre de ADNasa y ARNasa para llevar a 15 pL de volumen final por pocillo de placa de 96
(Applied biosystems). El programa de PCR utilizado fue: 15 segundos a 95°C, 30 segundos a
60 2C, 30 segundos a 72°C, 40 ciclos. Para la obtencién de la curva de disociacion las
condiciones fueron: 60 segundos a 959C, 60 segundos a 652C. Los resultados se analizaron

con el software StepOne 2.2.2 (Applied biosystems).

Anadlisis para la cuantificacion relativa de genes

La amplificacion de genes por PCR en tiempo real permite realizar la cuantificaciéon
de un determinado gen de interés. En este caso, se recurrié a la cuantificacién relativa,
utilizando un gen de referencia que presente una expresién constitutiva. El método aplicado

198 En el mismo, se

para la cuantificacién relativa de un gen de interés fue el de AACT
establece un parametro denominado CT, que se define como el nimero de ciclo de la
reaccion de PCR en el cual la sefal de fluorescencia supera un umbral arbitrario,
determinado en la zona de fase exponencial de la reaccién de amplificacion. Para cada gen
evaluado, los valores de CT se normalizan con los valores de CT correspondientes al gen de
referencia, utilizando la siguiente formula: ACT =CT (gen de interés) — CT (gen de referencia).
Luego, se obtiene la expresiéon relativa del gen de interés en una muestra determinada

expresando el ACT como 274

. El método también se aplica para determinar la expresion
relativa de un gen en dos condiciones o muestras diferentes: AACT =ACT (condicion A) — ACT

(condicién B). De la misma manera, la expresion relativa del gen de interés se expresa como

-AACT
2 .

Pacientes

Las pacientes incluidas en este estudio corresponden a mujeres concurrentes al
servicio de Ginecologia y Obstetricia y al servicio de Infectologia del Hospital Privado y del
Sanatorio Allende en la ciudad de Cérdoba. El estudio contd con la aprobacion del Registro

Provincial de Investigacidon en Salud para cada centro hospitalario involucrado, Repis HP 4-
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168 para el hospital Privado. Se obtuvo el consentimiento informado de todas las pacientes
gue formaron parte de este estudio.

La seleccién e inclusidon de las pacientes fue realizada por los Dr. Juan Pablo Caeiro
médico infectdlogo en el hospital Privado de Cordoba y la Dra. Lara Vargas especialista en
Tocoginecologia en el Sanatorio Allende.

Criterios de Inclusién: a) Mujeres con al menos 18 afos, b) Mujeres con CVVA, c) Mujeres

con CVVR y d) Mujeres sanas sin historia de vulvovaginitis por Candida que concurren al
servicio de Ginecologia para controles rutinarios.

Se consideré vulvovaginitis por hongos (CVVA) cuando las pacientes presentaron signos y
sintomas positivos de vaginitis como prurito y secrecién vaginal y el hisopado vaginal
positivo para Candida. La vulvovaginitis recurrente (CVVR) fue diagnosticada con una historia
clinica de por lo menos 4 episodios en el curso de un afio °.

Criterios_de exclusidn: a) Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia, b) Mujeres

diabéticas, c) Pacientes con infeccién por VIH, d) Pacientes con inmunodeficiencias
primarias, d) Pacientes con infecciones vaginales de origen bacteriano, infecciones mixtas y
tricomoniasis.

Se consideraron como factores predisponentes para CVV: toma de anticonceptivos
orales, tratamientos prolongados o recientes con antibidticos de amplio espectro y factores
mixtos a la combinacién de uso de anticonceptivos y antibidticos En este estudio se trabajé
con total de 95 pacientes, categorizadas de acuerdo a las caracteristicas clinicas en los
siguientes grupos:

Grupo Control: 26 mujeres sanas.

Grupo CVVA: 20 mujeres con criterio de infeccién para CVVA.

Grupo CVVR: 59 mujeres con criterio de infeccidon para CVVR.

La informacion sobre tratamiento y eficacia del mismo fue proporcionada por el Dr. Caeiro y
se obtuvieron de las historias clinicas de las pacientes. Para su procesamiento y
almacenamiento, las muestras fueron anonimizadas mediante el uso de un cdédigo

especifico.
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Toma de muestras

Las muestras de pacientes para la identificaciéon del microorganismo responsable de
la infeccién se obtuvieron por hisopado de fondo de saco vaginal previa colocacién de
espéculo.

Las muestras de células epiteliales del tracto genital femenino se obtuvieron por
lavado cervicovaginal de acuerdo al protocolo estandarizado por Fidel y col. * y luego de la

obtencién del material para el estudio micoldgico **°

. Para ello 3 mL de solucién fisiolégica
estéril se instilaron en la vagina, luego de transcuridos 30-40 segundos la muestra se
recolecté mediante aspiracion con jeringa. Las muestras individuales obtenidas se
centrifugaron a 2000 rpm; luego se procedid a separar los sobrenadantes, los que se
conservaron a -802C hasta su uso y las células se preservaron en TRIzol (Termo Fischer).

De los grupos control y CVVR también se obtuvo sangre por venopuncién a fin de

conservar suero en el cual se determiné la concentracion de citoquinas.

Estudios inmunolégicos realizados en muestras de pacientes

En el sobrenadante del lavado cervicovaginal de los distintos grupos de mujeres
incluidas en este estudio se procedié a la determinacion de las citoquinas IL-6, IL-1B, TNF-a,
TGF-B, IL-17, IL-22 e IL-23. Las células recuperadas del lavado cervicovaginal se utilizaron
para extraccion de ARN con el fin de evaluar la expresién de los transcriptos de BD1, 2y 3
por gPCR o para la realizacidn de citoextendidos y posterior tincién con MGG o estudios de
inmunofluorescencia con el fin de evaluar la expresiéon de BD1 y BD3 como fue descripto

anteriormente.

Estudios realizados en aislado clinicos de pacientes

Identificacion de las levaduras
Posterior a la obtencidn de las muestras de las pacientes las levaduras se cultivaron
en agar Sabouraud glucosado por 48 horas a TA.

La identificacion del agente etioldgico causante de la infeccidn se realizd mediante

MALDI-TOF (BioMerieux).
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Estudio de factores de virulencia
Capacidad formadora de Biofilm

Antes de cada experimento, las cepas en estudio se cultivaron 48 horas en agar
Sabouraud glucosado a TA y se resuspendieron en una concentracién de 3,5.10°
levaduras/mL por recuento en cdmara de Neubauer. El biofilm de cada cepa se desarrollé en
placas de 96 pocillos (Costar), previamente tratadas con 50 uL/pocillo de SFB durante 30
minutos a 379C. Los pocillos se lavaron una vez con PBS y luego se agregd 100 plL de
suspension de Candida estandarizada. Las placas se incubaron 90 minutos a 372C a fin de
permitir el desarrollo de la fase de adherencia y luego se realizaron dos lavados con PBS.
Finalmente, se agregaron 200 pL de caldo Sabouraud glucosado a cada pocillo y se incubé la
placa durante 48 horas a 372C. La evaluacién del biofilm formado se revelé mediante el
ensayo de reduccion de XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-
Carboxanilide) (Sigma) agregando a cada pocillo 100 pL de una solucién compuesta de XTT

145,146 | a5 placas, protegidas de la luz, se

0,5 g/L y 10 pL de Menadiona 5,8 mM en acetona
incubaron a 372C durante 5 horas. La cantidad de XTT reducido a formazan se determiné
espectrofotométricamente en lector de placas a 490 nm (Bio-Rad). En base a nuestros
resultados se establecid la siguiente escala: Pobre Formadora de Biofilm (PFB): Abs<0,310,
Buena Formadora de Biofilm (BFB): 0,310<Abs<0,570 y Alta Formadora de Biofilm (AFB):

0,570<Abs.

Estudio de la actividad lipolitica
Para identificar y semicuantificar la actividad lipolitica se empled el ensayo de

%8 Ppara la induccion, se suspendieron 1.10°% levaduras de Candida con

Rodamina-B en placa
48 horas de crecimiento en 2 mL de caldo Sabouraud glucosado, 0,2 ml SFB al 10% y 0,05 mL
de Tween 80 al 2,5% (Biopack, Argentina) y se incubaron por 72 horas a 37°C.

Se sembraron 150 pL de cada suspensién en pocillos por triplicado en medio de
cultivo con rodamina B (agar al 1,5%, aceite de oliva al 1%, caldo Sabouraud glucosado al
0,35% y Rodamina B al 0,001 %, Rhodamina B, LTD, England) y se incubaron a 372C. A las 72-
96 horas se leyeron los didmetros de fluorescencia naranja de los halos de difusién de la
lipasa por exposicion a irradiacién UV empleando un transiluminador (BioDoc-IT Systems,
UV). El didmetro del pocillo fue determinado para calcular el Pz LIP (Pz LIP= didmetro de

fluorescencia/didametro del pocillo). Para la semicuantificacion de la actividad lipolitica se
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realizd una curva de calibracién, empleando como control lipasa de C. antarctica (Fluka,
Suiza), estableciéndose la relacion de linealidad existente entre el logaritmo del didmetro del
halo fluorescente y la actividad lipolitica. Todos los valores de Pz mayores a 1,0 fueron
considerados como actividad enzimatica positiva. Como control negativo se empled 150 plL

de caldo Sabouraud glucosado sin el agregado de células.

Estudio de la actividad de Sap

Para semicuantificar la actividad proteolitica de las cepas aisladas, se empleéd el
método de agar suplementado con Albumina Sérica Bovina: agar Sabouraud glucosado
adicionado con Albuimina Sérica Bobina 1%. Se inocularon 100 uL de suspensién de 1.10’
Candida/mL en agua estéril por triplicado en pocillos realizados en el medio sélido. Las
placas fueron incubadas a 372C por 72-96 horas. La actividad enzimdtica fue observada a
través de la formacién de un halo de protedlisis alrededor de la colonia y calculada como el

cociente entre el didgmetro del halo y el didgmetro de la colonia (Pz PROT) **'.

Ensayo de hidrofobicidad de la superficie celular (HSC)

La HSC de las diferentes cepas en estudio se determind utilizando el método
bifdsico agua-hidrocarburo MATH (test de adhesién microbiana a hidrocarburos). El
procedimiento consistié en enfrentar 3 mL de las suspensiones de los aislados de Candida en
PBS, con 1 mL de xileno (Cicarelli, Argentina). La mezcla se agité durante 1 minuto y se dejé
reposar 10 minutos para la separacién de las fases. Se midieron las absorbancias de las fases
acuosas a 520 nm antes y después la mezcla con xilol.

La HSC se calculé como el porcentaje de reduccion de la absorbancia de la fase
acuosa leida a 520 nm, antes y después de enfrentar la suspensiéon de Candida a la fase
organica, lo que expresa la reduccidn de células en la fase acuosa inicial, al quedar las células
hidrofébicas retenidas en el xileno. Los cdlculos se realizaron a través de la siguiente
formula:

HSC=[1 — (Abs520 NMiinar / Abs520 NMiniciay] X 100 4.
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Estudios in vitro

Se trabajo con la linea celular humana Hela (ATCC CCL-2) derivada de carcinoma
cervicovaginal, ampliamente aceptada como modelo mimético humano in vitro de CVV para

el estudio de las interacciones C. albicans-epitelio ***’.

Cultivo de células epiteliales con estimulos

Las células Hela se cultivaron a 372C con 5% de CO,, en DMEM (Gibco-BRL),
suplementado con 10% de SFB inactivado, 1% de L-glutamina (Gibco) 1% de Pen Step
(Gibco). Las células epiteliales se incubaron en placas de 24 pocillos (Costar) (2,5.10° células
por pocillo) o en placas de 6 pocillos (Costar) (1.10° células por pocillo) con suspensiones de
levaduras a diferentes relaciones hongo:célula (0,5:1, 1:1, 5:1, 10:1 y 20:1) y con estimulos
tales como: Lipopolisacarido (LPS) (agonista TLR4) (Sigma) 1 pg/mL o 10 pg/mL, Pam3CSK4
100 ng/mL (agonista TLR1/2) (Invivogen), Zymosan 20 pg/mL (Agonista TLR2 y Dectin-1)
(Sigma). En algunos experimentos las CE se estimularon con Candida inactivadas por calor
(Heat killed Candida, HKC) en una relacién hongo:célula 1:1 o con IL-1B 10 ng/mL (R&D
Systems). Las células se incubaron durante 2, 4 o 24 horas segln el experimento.

En los estudios desarrollados para evaluar la regulacién en la produccién de hBD1 se
utilizé un sistema de transwell (Costar) en placas de 24 pocillos. Se utilizaron ademas
inhibidores de la actividad lipolitica como Acido Acetil Salicilico a una concentracién de 625
uM (Sigma), y Pepstatina A 1 pg/mL (Sigma) como inhibidor de la actividad de Sap. Las

células se incubaron 4 horas.

Determinacion de la viabilidad celular y crecimiento fungico

Para evaluar la viabilidad celular se determiné la reduccidn metabdlica del MTT
(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul
(formazan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células, siendo la
cantidad de células vivas proporcional a la cantidad de formazan producido.

Para llevarlo a cabo 1.10° células Hela por pocillo se incubaron en placas de 24
pocillos con diferentes relaciones célula: Candida y luego de 2, 4 o 24 horas se agregaron

100 pL de una solucidon 5 mg/mL de MTT (Sigma) y se incubd 4 horas a 372C. Transcurrido
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este tiempo se descartd el sobrenadante, se agregaron 200 pL de DMSO vy la placa se colocé
en un agitador durante 5 minutos. Posteriormente se evalué la absorbancia a 600 nm en un

lector de placas (Bio-Rad). Los resultados se informaron como absorbancia *’.

Determinacién de daiio celular

Con el fin de determinar el dafio celular inducido en células Hela por la presencia
de Candida se midié la liberacion de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) en
sobrenadante de cultivo, con el kit comercial LDH-P UV (Wiener, Argentina).

El fundamento del método consiste en medir la actividad enzimatica de la LDH,
presente en la muestra, para catalizar la conversién de piruvato en L-lactato, reaccion en la
cual se produce la oxidaciéon de NADH a NAD". La coenzima NADH absorbe a 340 nm, por lo
tanto mientras ocurre su oxidacion, la absorcién a esa longitud de onda va disminuyendo, lo
cual es proporcional a la actividad de LDH presente.

Para llevar a cabo este método se incubaron 2,5.105 células Hela en placas de 24
pocillos con diferentes relaciones célula:Candida y luego de 2, 4 o 24 horas se recolectaron
los sobrenadantes. Inmediatamente se agregaron 20 puL de muestra a 1 mL del reactivo
provisto en el kit. Luego se evalué la absorbancia a 340 nm a los 30 segundos, 1:30, 2:30 y
3:30 minutos en un espectrofotémetro UV-1601PC (Shimadzu, Japdn). La actividad de LDH
se calculd con la siguiente formula: LDH (U/1) = AA/min x factor.

Para determinar el porcentaje de lisis se incubaron la misma cantidad de células
Hela con agua para provocar la lisis osmética de las mismas. El valor de LDH obtenido en

esta condicion fue considerado el 100% de lisis.

Produccion Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)

Para evaluar la produccién de ERO, 1.10° células Hela por pocillo se incubaron en
placas de 24 pocillos con diferentes relaciones célula: Candida y luego de 2, 4 o0 24 horas se
determind la produccién intracelular de ERO a través de la reducciéon de nitroazul de
tetrazolio (NBT) (Sigma). Se agregd 0,1 mL de NBT 1 mg/mL por pocillo y se incubd 30
minutos a 37°C. La reaccion se detuvo con 0,1 mL de HClI 0,1 M, las muestras se
centrifugaron y el pellet se traté con 0,4 mL de DMSO. La absorbancia fue medida a 540 nm
en un lector de placas (Bio-Rad) *°. Los resultados se expresaron como aumento respecto a

la produccidn basal de células en cultivo en ausencia de estimulo.
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La produccibn de ERO también fue determinada por ensayos de
guimioluminiscencia. Luego de las mismas condiciones de incubacién, a cada condicién de
agregd 0,1 mL de luminol 3,36 uM en DMEM. La emisién de luz se produce por la oxidacion
de luminol en presencia de las ERO y fue medida en un luminédmetro (BioOrbit modelo

1253). El resultado fue expresado como Unidades Relativas de Luz *°.

Analisis Estadistico

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

p<0,01; *** p<0,001 y **** p<0,0001 se consideraron estadisticamente significativos.
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