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Introduccion

1.- Candida albicans: caracteristicas generales

C. albicans es un hongo diploide unicelular que pertenece al grupo de los
Deuteromycetes, conocidos con el nombre comun de hongos imperfectos, por
carecer de ciclo de reproduccion sexual conocido, reproduciéndose asexualmente
mediante la formacion de conidios (Carile y Watkingson, 1994).

C. albicans es un hongo dimoérfico que normalmente crece como levadura
(blastospora o blastoconidio),
0 -6-8-8-(3 pero que en determinadas

condiciones ambientales emite

0-G=-C~"= tubos germinales o hifas (fase
de micelio) (Figura 1). Sin

embargo, esta especie puede

ser considerada como un

0-0 "Q= hongo polimérfico, ya que
también se han detectado otras

dos morfologias fungicas: (i)

: . . pseudohifa o pseudomicelio,
Flgura I: Morfologia celular de C. albicans-. levadura (A),

pseudomicelio (B) y micelio (C) (Calderone, 2002). que se diferencia del micelio
Microscopia de fluorescencia de formas levaduriformes

(D) y micelio (E). en el grosor y en la presencia

de una constriccion en las uniones septales, originandose células alargadas por
gemacion a partir de blastosporas o de otra pseudohifa, que permanecen unidas a
la célula parental, pudiendo llegar a parecer un verdadero micelio, (ii) las
clamidosporas (esporas asexuales), que presentan forma redondeada y son
formas de resistencia generadas a partir del micelio bajo determinadas
condiciones desfavorables (Odds, 1988; Kerridge, 1993).

C. albicans se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, hallandose
frecuentemente como comensal inocuo en la piel, mucosa bucal, faringea y
vaginal, y en el tracto gastrointestinal del hombre y otros mamiferos. En
individuos sanos suele encontrarse en forma saprofita, pero bajo determinadas

condiciones puede invadir cualquier tejido del cuerpo desde su habitat normal y
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~ manifestar cardcter patogeno, por lo que es considerada como un patégeno
oportunista (Calderone, 2002).

Aunque los Deuteromycetes carecen de ciclo sexual, recientemente se han
encontrado evidencias genéticas y fisiologicas que indican que C. albicans puede
experimentar bajo ciertas condiciones el proceso de conjugacién, generando
variantes genéticas que podrian favorecer la supervivencia del hongo durante el
proceso de infeccion en el hospedador (Gow et al., 2000; Tzung et al., 2001;
Lockhart et al., 2003).

1.1.- La pared celular de Candida albicans

La pared celular de C. albicans es una estructura dindmica y compleja que
protege a la célula de los cambios de presion osmética y le confiere su forma
caracteristica. Ademas de su funcion en la morfogénesis, por ser la estructura
celular mis externa, la pared celular tiene una funcién esencial en las
interacciones con el hospedador, tales como la adhesién y la modulacién de la
respuesta inmune (Chaffin et al., 1998; Martinez et al., 1998; Gozalbo et al.,
2004).

La pared celular estd formada mayoritariamente por carbohidratos (80-90%
del peso seco de la pared), mientras que las proteinas representan el 20% y los
lipidos son un componente minoritario (1-7%). Los principales polisacéridos de
la pared son de 3 tipos: (i) B-glucanos, que son polimeros de glucosa con uniones
B(1,3) y B(1,6), (ii) quitina, que es un polimero lineal de N-acetil-D-glucosamina
con enlaces P(1,4) y (iii) manano, conjunto de polimeros de manosa unidos
covalentemente a proteinas (manoproteinas) (Chaffin et al., 1998; Gozalbo et al.,
2004).

Glucanos y quitina forman un esqueleto que da forma y aporta rigidez a la
pared celular. Los B-glucanos son el principal polisacirido de la pared,
aproximadamente el 60% del peso seco de la misma, mientras que la quitina es

un componente minoritario (0,6-9%).
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El manano permanece unido covalentemente a proteinas (manoproteinas) y
representa el 40% de los polisacaridos de la pared celular. Los polimeros de
manosa se unen a residuos de asparagina mediante un enlace N-glicosidico con
dos N-acetilglucosaminas, o bien se unen a residuos de treonina o serina por un
enlace O-glicosidico (Chaffin et al., 1998; Gow et al., 1999). Las manoproteinas

'se encuentran asociadas a la par‘ed' celular de diferentes -fo-rm-as:. aigﬁnaé |
permanecen débilmente unidas a otros componentes de la pared y son
solubilizadas por agentes caotrépicos o con detergentes; otras estin unidas
covalentemente a polimeros estructurales y sélo son solubilizadas tras
tratamientos enzimadticos con P-glucanasas y/o quitinasas; por ultimo, un tercer
grupo se extrae con agentes reductores, indicando su unién a otras manoproteinas
de la pared celular mediante puentes disulfuro (Chaffin et al., 1998; Gozalbo et
al., 2004).

Distintas interacciones entre estos componentes (glucano, quitina y
manoproteinas) son las responsables de la arquitectura final de la pared celular.
Los glucanos forman una red tridimensional que constituye el soporte para otros
componentes celulares, la quitina se une covalentemente al glucano y se
encuentra en capas internas, y las manoproteinas se distribuyen a lo largo de toda
la estructura de la pared y son el componente mayoritario en capas externas,
pudiendo formar extensiones filamentosas denominadas fimbrias (Klis ef al.,
2001; Gozalbo et al., 2004).

Los lipidos estdn presentes formando parte del complejo fosfolipomanano
(PLM), formado por oligomandésidos asociados a moléculas lipidicas. E1 PLM es
un derivado de inositol fosfoceramida, originado por la adicién de manosas
fosfato, que dan lugar a un glicoesfingolipido altamente glicosilado, cuyo
caracter hidrofilico permite su difusién a través de la pared celular (Poulain et al.,
2002; Trinel et al., 2002).
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1.2.- Candida albicans como agente patégeno

C. albicans como patégeno oportunista puede producir distintos tipos de
patologias denominadas genéricamente candidiasis, término que se refiere a
cualquier infeccion causada por especies del género Candida, siendo la especie
C. albicans la mas frecuentemente aislada en las infecciones nosocomiales,
aunque en los ultimos afios ha aumentado el aislamiento de otras especies como
C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis. C. dubliniensis, etc. (Calderone, 2002;
Gutiérrez et al., 2002).

Las infecciones producidas por C. albicans pueden dividirse en dos
categorias: superficiales y sistémicas. En las candidiasis superficiales se ven
afectadas las mucosas del tracto gastrointestinal, oral o vaginal, por infecciones
que en ocasiones presentan un caracter cronico y que, en la mayoria de los casos,
suelen resolverse tras un tratamiento antifiingico. Sin embargo, las candidiasis
sistémicas o invasivas se diagnostican cuando se encuentran microorganismos
del género Candida en sangre, afectando o no a los tejidos, o cuando la infeccién
se ha extendido y afecta a uno o varios drganos internos; estas infecciones
aparecen fundamentalmente en pacientes inmunocomprometidos por diferentes
causas. La incidencia de las candidiasis sistémicas ha aumentado notablemente
en las Gltimas décadas debido a la concurrencia de una serie de factores, como la
terapia masiva con antibi6ticos, la utilizacion de pautas inmunosupresoras
intensivas en pacientes neoplésicos y trasplantados, la nutricién parenteral, el
empleo de practicas quirtirgicas y técnicas terapéuticas y diagndsticas agresivas,
siendo la candidiasis una de las principales causas de mortalidad en pacientes
inmunodeprimidos (Dixon et al., 1996; Garber, 2001).

Las infecciones fungicas invasivas representan una de las principales causas
de mortalidad en pacientes inmunocomprometidos debido, al menos en parte, a
que tanto el diagnodstico como el tratamiento son complicados. Las candidiasis
sistémicas son dificiles de diagnosticar, ya que la mayoria de los pacientes no
muestran signos clinicos especificos que indiquen la existencia de una infeccién

fingica. El método de diagndstico clasico consiste en aislar al microorganismo
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por hemocultivo, pero es problemético por su baja sensibilidad y porque la
presencia del microorganismo en sangre es transitoria; ademds es necesaria la
identificacion del mismo mediante varios métodos, como el test de germinacioén
en suero y tests bioquimicos de asimilacion de azicares (Bodey, 1993).
Alternativamente, los test serologlcos pueden ser utiles para el dlagnostlco
* cuando los hemocultivos son negatlvos aunque el dlagnostlco basado en lav
deteccion de antigenos o anticuerpos en sangre presenta problemas de baja
sensibilidad o especificidad (De Repentigny et al., 1994). Por otro lado, el
creciente conocimiento de la genética molecular de C. albicans y la necesidad de
un método rapido de diagndstico, han potenciado el desarrollo de técnicas de
biologia molecular para identificar especies del género Candida. Las técnicas de
PCR han sido ampliamente utilizadas para detectar e identificar diferentes
especies del género, empleando distintos genes como dianas para la
amplificaciéon (Buchman et al., 1990; Donelly et al,, 1999; Maneu et al., 2000;
Wahyuningshi et al., 2000; Kanbe et al., 2002; Arancia et al.,2004).

El tratamiento de las micosis sistémicas, incluyendo las candidiasis, se ha
basado fundamentalmente en el empleo de tres clases de farmacos: antibiéticos
poliénicos, flucitosina y azoles. No obstante, estos compuestos tienen
inconvenientes, tales como la toxicidad o la induccién de apariciéon de
resistencias y por lo tanto, es necesario el desarrollo de nuevas drogas
antifingicas (Sanglard y Odds, 2002; Odds et al., 2003). Recientemente, han
aparecido nuevos antifiingicos de aplicacion clinica: (i) triazoles de nueva
generacion (posaconazol, ravuconazol, voriconazol), (ii) nuevos antibiéticos del
grupo de las equinocandinas (caspofungina, anidulafungina, micafungina); estas
nuevas equinocandinas representan los unicos antifiingicos de interés clinico que
actian sobre una nueva diana (inhibicién de la biosintesis de glucano) tras varias
décadas de investigacion (Odds et al., 2003; Gozalbo et al., 2004).
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1.2.1.- Factores de virulencia

La virulencia de C. albicans viene determinada por un conjunto de factores
que incluyen tanto la capacidad del hongo para provocar una infeccion, como la
respuesta del hospedador ante la invasion fingica. Las infecciones por Candida
aparecen tras varias etapas secuenciales. La adhesion a la superficie de los
epitelios inicia el proceso y la colonizacion de ésta es la segunda etapa. Los
factores fingicos y del hospedador implicados en estas etapas probablemente no
son los mismos que los requeridos para la penetracién de las superficies
epiteliales. Esta penetracion marca, en muchos casos, el limite del proceso
infeccioso (dando como resultado infecciones superficiales), ya que C. albicans
normalmente no es capaz de proseguir el proceso invasivo en hospedadores
inmunologicamente sanos. No obstante, en situaciones en las que el hongo es
capaz de alcanzar la sangre, debe necesariamente expresar factores que lo
protejan contra las defensas del hospedador. Para causar una infeccién
diseminada, las células fingicas deben expresar los factores necesarios para
atravesar los endotelios e invadir los tejidos (Hostetter, 1994; Weig ef al., 1998;
Calderone, 2002).

Por lo tanto, la patogenicidad de C. albicans depende de diferentes factores de
virulencia del hongo, entre los cuales estdn el dimorfismo, la expresion de
adhesinas y receptores superficiales para ligandos de los tejidos animales y la
hidrofobicidad de la superficie celular, la produccién de exoenzimas hidroliticas,

el cambio fenotipico, asi como la inmunomodulacion de la respuesta inmune.

A.- Dimorfismo

Uno de los factores de virulencia mas estudiados en C. albicans es el
dimorfismo. La transicion morfologica levadura-micelio depende de factores
ambientales como el pH, la temperatura, la fuente de carbono, la hemina, etc., y
se inicia mediante la formacién del tubo germinativo a partir de levaduras

(Casanova et al., 1997; van Burik y Magee, 2001). Dicha transiciéon morfoldgica
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~ se ha considerado tradicionalmente como un factor de virulencia, puesto que
cuando C. albicans crece como saprofito sélo se encuentran formas
levaduriformes, mientras que en tejidos infectados pueden encontrarse tanto
levaduras como micelios y pseudomicelios (Calderone, 2002), sugiriéndose que
la forma micelial podria estar mejor adaptada que las levaduras para la adhesiéon
y penetracion de las capas epiteliales (Calderone, 1993; Gow et al., 1994;
Krestchmar et al, 1999), aunque no existe una demostraciéon inequivoca.
Mutantes monomorficos incapaces de miceliar son menos virulentos, o
avirulentos, lo que apoyaria la idea de la implicacion de la transicién levadura-
micelio en la virulencia (Lo et al., 1997; Baillie y Douglas, 1999; Ramage et al.,
2002; Romani et al., 2003). También se ha observado que la forma micelial
inhibe la liberacion de interleucina-12 (IL-12) por los monocitos, y que las
células dendriticas de ratén son capaces de discriminar entre las levaduras y los
micelios, secretando IL-12 sélo en respuesta a las levaduras (d’Ostiani et al.,
2000). La liberaciéon de IL-12 es necesaria para la apariciéon de una respuesta
inmune de células T-helper tipo 1 (Thl), que se considera protectora, mientras
que una respuesta Th2 (T-helper tipo 2) se asocia a infecciones créonicas (véase
apartado 2.3.1.).

La transicién levadura-micelio implica una respuesta celular a ciertos
estimulos ambientales que desencadenan un cambio de patrén de crecimiento y
de las caracteristicas de la pared celular. Estos cambios le confieren
particularidades propias a la forma micelial que afectan a la adhesion, la
hidrofobicidad, la expresion de antigenos y podrian estar implicados en una
mayor virulencia (Soll, 1990). Por lo tanto el dimorfismo no sélo representa un
factor de virulencia “per se”, sino también por estar corregulado junto a otros
factores de virulencia asociados a la morfologia celular (Lo et al., 1997; Emst,
2000). '

La base genética de dichos cambios morfolégicos esta siendo actualmente
muy estudiada. Se conoce que en la transicion morfolégica estdn implicadas
varias rutas de transduccion de sefial que incluyen factqres de transcripcién

especificos. Asi, determinados factores ambientales activan a través de proteinas
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_ sensores diferentes rutas ‘de transduccién de sefial. Estas rutas pueden converger
en factores de transcripcion distintos o idénticos (Tupl, Efgl, etc.) que regulan la
expresion de genes diana responsables de la transicion morfologica (Braun y
Johnson, 2000; Ernst, 2000; Liu, 2001).

B.- Adhesion

Las interacciones fisicas entre las células de C. albicans y las células del
hospedador estdan mediadas por moléculas de la pared celular del hongo, por ser
la estructura mas externa del microorganismo. La funcién de estas interacciones
en patogénesis es compleja, ya que existen una gran variedad de factores de
adhesién cuya participacion en virulencia depende de la cepa del hongo, del
tejido del hospedador infectado y del estado del paciente. Aunque componentes
de la pared celular como quitina, glucanos o moléculas lipidicas participan
parcialmente en la adhesion de C. albicans al hospedador, las proteinas y
manoproteinas son las principales responsables de tal proceso (Fukazawa y
Kagaya, 1997; Chaffin et al., 1998; Gozalbo et al., 2004).

C. albicans tiene capacidad para adherirse a células epiteliales y endoteliales,
a proteinas séricas, a la matriz extracelular y a ciertos materiales inertes como
prétesis, catéteres, etc. Los constituyentes de la pared celular implicados en esta
unidén han sido genéricamente designados con el término "adhesinas" (Calderone
y Fonzi, 2001), y su variedad podria ser un reflejo de la heterogeneidad de tejidos
que puede invadir en el hospedador (Calderone y Braun, 1991; Hostetter, 1994,
Fukazawa y Kagaya, 1997; Douglas, 2003).

La adhesion del microorganismo al hospedador implica distintos tipos de
interacciones moleculares. Ademas de las interacciones receptor-ligando, la
adhesion a pléstico y la hidrofobicidad de la superficie celular fiingica (HSC)
pueden tener también una funcién importante en patogénesis. En este sentido,
podemos destacar varios tipos de interacciones en la adhesién del hongo al

hospedador:
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Moléculas tipo lectina: Las adhesinas de C. albicans pueden interaccionar
' con receptores glicosidicos (glicoproteinas o glicolipidos) de una forma similar a
la descrita para las lectilias en diferentes mecanismos de adhesion bacterianos.
Este tipo de adhesion ha resultado ser el més utilizado en la interaccién con
células epiteliales. En C. albicans se han descrito una gran variedad de moléculas
.tiplo lectina, las cuales reconocen diferentes grupos antigenicos, como glicésidos
que contienen L-fucosa o N-acetilgalactosamina, que pueden servir de receptores
del microorganismo en células epiteliales. La unién del hongo a la superficie de
eritrocitos estd mediada por ligandos azucarados, y dicha interaccién parece estar
relacionada con la capacidad del hongo para la adquisicién de hierro. Las
fimbrias fiingicas se unen directamente a las células epiteliales de la boca,
estando implicada en esta interaccién una glicoproteina de 66kDa. Esta proteina
es la subunidad mayor de las fimbrias y media la union a glicoesfingolipidos
presentes en las células epiteliales. Ademis, entre las muchas adhesinas que C.
albicans utiliza para unirse al coldgeno de tipo IV, se encuentran algunas lectinas
capaces de interaccionar con oligosacdridos especificos presentes a nivel del
ligando. Los receptores tipo lectina de C. albicans también reconocen proteinas
de saliva, (como mucinas) o complejos bacterianos polisacaridicos (mediando la
interaccion con especies del género Streptococcus), lo que contribuye a la
colonizacién oral por el hongo (Fukazawa y Kagaya, 1997; Chaffin et al., 1998;
Gozalbo et al., 2004).

Proteinas que reconocen ligandos que presentan la secuencia arginina-
glicina-aspértico (RGD): Muchos de los ligandos reconocidos por receptores
fingicos contienen el motivo con la secuencia RGD. Asi, las adhesinas de C.
albicans presentan ciertas similitudes en cuanto a su estructura y funcién con las
integrinas de mamifero. Las secuencias RGD se encuentran en proteinas de la
matriz extracelular, en el fragmento C3 del complemento y en el fibrinégeno, y
son capaces de interaccionar con integrinas Bl y P2 de mamifero. Dichas
integrinas son proteinas transmembrana heterodiméricas que presentan un
importante papel en la adhesién de células de mamifero a la matriz extracelular
(Fukazawa y Kagaya, 1997; Hostetter, 1999).
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~ C. albicans presenta receptores para productos de conversion del fragmento
C3 del complemento (fragmentos C3d e iC3d). La deposicion de fragmentos del
complemento en determinadas superficies, como células endoteliales, epiteliales
o materiales plasticos, podria mediar la adhesion del hongo a dichas superficies.
A través de los receptores fiingicos del complemento se pueden formar agregados
de células del hongo que podrian protegerlo de la fagocitosis. Ademas, la
superficie de C. albicans es capaz de unir factores reguladores del complemento
(H y FHL-1), lo que podria regular la activaciéon de la via alternativa del
complemento e inactivar productos toxicos procedentes de la activacién del
mismo (Meri et al., 2002; Gozalbo et al., 2004).

C. albicans presenta una importante afinidad por diferentes proteinas de la
matriz extracelular, como laminina y fibronectina. Estas interacciones estdn
mediadas por receptores fiingicos tipo integrina y facilitan la colonizacién por el
hongo de las superficies endoteliales y epiteliales (Hostetter, 1994; Hostetter,
1999; Chaffin et al, 1998; Gozalbo et al., 2004). La laminina es el mayor
componente de la membrana basal y es reconocida por una gran variedad de
receptores de C. albicans. Por otro lado, estudios de adhesion del hongo al
endotelio indicaron que la fibronectina es el ligando més importante en la
adhesion de C. albicans, lo que ha llevado a la identificacion de diferentes
receptores en la pared celular del hongo, tanto de la forma levaduriforme como
micelial, habiéndose descrito una gran variedad de adhesinas tipo integrina con
multiples propiedades y diferentes afinidades por el ligando. La adhesion de C.
albicans al colageno de tipo I y de tipo IV de la membrana basal estd
completamente inhibida por la presencia de fibronectina, lo que indica que los
mismos receptores pueden ser los responsables de ambas interacciones; en este
sentido, se han descrito moléculas responsables de la union a fibronectina y
coldgeno que son similares entre si. En la unién de los receptores del hongo con
el coldgeno deben estar implicados diferentes tipos de interacciones, ya que la
presencia de péptidos RGD solamente inhibe la adhesion al coligeno tipo IV.
También se han descrito adhesinas tipo lectina capaces de ligar coldgeno
(Chaffin et al., 1998; Alonso et al., 2001). Las células de C. albicans son capaces
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de interaccionar con vitronectina, una proteina que forma parte de las paredes
. vasculares y de la dermis, y que estd presente en el suero, donde interviene en la
regulacion de la coagulacion sanguinea. En la adhesién del hongo a vitronectina
y a las células endoteliales humanas estdn implicados receptores fiingicos tipo
integrina y en ella participan ademds los dominios glicosaminoglicanos de la
.vitronectina, que parecen ser los 'respon'sables de la régulacién de la adhesion
(Chaffin et al., 1998; Santoni et al., 2001). Ademas se ha descrito la interaccion
del B-glucano del hongo y la vitronectina, en la cual también parecen estar
implicados los dominios glicosaminoglicanos de la vitronectina. Por otro lado, la
vitronectina presenta mas capacidad de adsorcién a biomateriales poliméricos
que otras proteinas de la matriz extracelular o del suero, lo que facilita la posible
adhesion del hongo a catéteres o protesis, favoreciéndose las infecciones
nosocomiales por C. albicans. Se ha demostrado que la capacidad de unién de C.
albicans a entactina, una glicoproteina presente en la matriz extracelular, estd
mediada por sitios de union de péptidos RGD. Ademas de participar en la
adhesién, las moléculas fiingicas tipo integrina tienen funciones importantes en la
fisiologia del hongo, como se ha descrito para Intp, un receptor tipo integrina
implicado en la adhesién y que participa en la transicién levadura-micelio y por
lo tanto en la virulencia (Gale ef al., 1998; Hostetter, 1999; Gozalbo et al., 2004).
Otras proteinas de unién: Varias manoproteinas de la superficie celular de

C. albicans interaccionan con fibrinégeno, y también con laminina y C3d, lo que
sugiere su relacion con integrinas de mamiferos (Fukazawa y Kagaya, 1997;
Chaffin et al., 1998; Hostetter, 1999). El receptor para el fibrin6geno mejor
caracterizado es una manoproteina de 58 kDa, que parece interaccionar con el
fibrinégeno a través de su porcién O-glicosidica. La capacidad de C. albicans de
interaccionar con fibrinégeno puede ser un factor de virulencia del hongo, puesto
que proteinas de la coagulacién sanguinea, como la fibrina, parecen actuar como
receptores de las células fungicas, permitiendo su unién a los codgulos
sanguineos in vivo, por lo que una coagulacién intravascular diseminada puede
desencadenar una septicemia por C. albicans. Ademas, la unién de C. albicans a

las plaquetas parece estar mediada por plasmindgeno. Se han descrito una
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_ variedad de proteinas de la pared celular del hongo implicadas en la uni6n al
plasmindgeno; esta unién no parece estar mediada por manano, habiéndose
determinado la participacion de residuos de lisina del extremo C-terminal de
estas proteinas (Crowe et al., 2003). La activacién, por activadores del
hospedador, del plasmindgeno unido al hongo podria originar un incremento de
la capacidad del hongo para invadir los tejidos y provocar necrosis. .

La familia de proteinas Als (codificadas por las secuencias ALS “Agglutinin-
Like Sequences™) esta formada por glicoproteinas implicadas en la adhesion a
superficies del hospedador. Estas proteinas y Hwpl, una proteina relacionada
estructuralmente con las Als, presentan un péptido sefial en el extremo N-
terminal y un extremo C-terminal con dominios que median la adicion de un
residuo glicosilfosfatidilinositol y su interacciéon con el glucano de la pared
celular (Sundstrom, 2002; Alberti-Segui et al., 2004). Las proteinas Als son
capaces de interaccionar con distintos ligandos del hospedador como laminina,
fibronectina y colageno, probablemente al reconocer determinados grupos de
aminoacidos (treonina, serina o alanina). Hwpl es un sustrato de la
transglutaminasa epitelial, lo que favorece la adhesién del hongo a la superficie
epitelial a través de enlaces covalentes (Staab et al, 1999). Algunas de estas
adhesinas, ademds de su implicacion en virulencia, juegan un papel importante
en la fisiologia de C. albicans, participando por ejemplo en la transicion
levadura-micelio y en la conjugacion (Sundstrom, 2002; Alberti-Segui et al.,
2004).

Proteinas que se unen al plastico: La capacidad que presenta C. albicans
para adherirse a materiales de plastico usados en la practica clinica (catéteres,
protesis, etc.) contribuye a la aparicion de muchas infecciones nosocomiales.
Tras la adhesion, el microorganismo puede formar “biofilms™ que favorecen o
inician la aparicién de infecciones diseminadas (Douglas, 2003). Se han descrito
numerosas especies proteicas y manoproteicas implicadas en la adhesion a
material plastico, cuya expresién depende de ml’lltiples factores ambientales
(Chaffin et al., 1998; Chandra et al., 2001). La adherencia al pléstico parece estar

relacionada con la HSC del hongo, ya que se producen interacciones hidrofébicas
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_ entre la superficie del plastico y la parte peptidica de manoproteinas, lo que
facilita la colonizacién por el hongo. Proteinas de la saliva son capaces de
adsorberse al material plastico de proétesis dentales, lo que favorece la
colonizacion por-las células fingicas (San Millan et al, 2000; Holmes et al.,
2002; Gozalbo et al,, 2004). o -
Mananos y otros polisacaridos: La porcién de manano de las manoproteinas
de la superficie de C. albicans también estd implicada en la interaccion hongo-
hospedador, ya que numerosos estudios demuestran que el manano interviene en
la adhesion del hongo a la superficie de células epiteliales o endoteliales
(Hostetter, 1994; Fukazawa y Kagaya, 1997; Chaffin et al.,, 1998; Gozalbo et al.,
2004). El manano es capaz de unirse a los gldbulos rojos humanos lo que
provoca la hemolisis, hecho que esta relacionado con la capacidad de utilizacién
de hierro y hemoglobina (Tavares et al., 1993). El manano participa también en
la adhesion a componentes salivares y en la interaccién del hongo con distintas
especies bacterianas, en las que deben participar moléculas bacterianas tipo
lectina que interaccionan con carbohidratos de la superficie del hongo. La
porcién de manano O-glicosidico de la proteina de 58 kDa implicada en la
interaccion con fibrindgeno, media la union a dicho ligando. Ademas, las
diferencias en los residuos de manosa incorporados (manosilacién) a las
proteihas de la pared celular del hongo, parecen controlar la hidrofobicidad de la
misma (Masuoka y Hazen, 1999; Alonso et al., 2001). En las membranas de
macréfagos se han detectado receptores tipo lectina, como el receptor de manosa,
el receptor de glucano y la dectina-1, los cuales estin relacionados con la
fagocitosis y la produccién de citocinas en respuesta a C. albicans (Romani et
al., 2004). E1 PLM de C. albicans se ha descrito como ligando del receptor TLR2
(“Toll-Like Receptor 2”) presente en la superficie de células fagociticas (Jouault
et al., 2003). Diferentes estudios demuestran que la quitina esta relacionada con
la adherencia a la superficie epitelial, aunque la quitina aparece en la superficie
celular en las etapas tempranas del crecimiento y su papel en la infeccién no esta

claro (Fukazawa y Kagaya, 1997).
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Hidrofobicidad: La HSC de C. albicans esta relacionada con una gran
variedad de interacciones del hongo con el hospedador, asi como con diferentes
funciones flingicas (la adherencia a las superficies endoteliales y epiteliales, a las
proteinas de la matriz extracelular y al plastico, la evasién de C. albicans de la
accion de las células fagociticas y la captacion de algunas sustancias del medio).
La hidrofobicidad depende de la expresiéon combinada de una serie de proteinas
hidrofébicas de la superficie fingica y de cambios en la glicosilacién de
proteinas de la capa mas externa, afectando a la ultraestructura de la superficie
celular del hongo y a su fenotipo (Masuoka y Hazen, 1999; Singleton et al.,
2001; Gozalbo et al., 2004).

C.- Secrecion de enzimas hidroliticas

Determinadas enzimas son secretadas al exterior de la célula fingica, donde
se encuentran sus sustratos. Cuando la accién de estas enzimas afecta a la
funcion y viabilidad del hospedador, las enzimas se consideran factores de
virulencia, ya que contribuyen al establecimiento de la infeccion (Chaffin et al.,
1998; Calderone, 2002).

La actividad proteolitica extracelular en C. albicans se debe a la accion de
una familia de enzimas denominadas aspartil-proteasas (Sap: "Secreted aspartyl
proteases"), cuya secrecion aumenta la capacidad del hongo para penetrar y
colonizar los tejidos del hospedador, permitiéndole ademés evadir la respuesta
inmune (De Bernardis et al., 1990; Ross et al., 1990; van Burik y Magee, 2001;
Naglik et al., 2003). La expresion de Saps depende tanto de la cepa fiingica como
de las condiciones ambientales. Estas enzimas tienen una gran variedad de
sustratos dependiendo del 6rgano infectado o colonizado. Varias observaciones
sugieren una funcién importante de las proteinas Sap en la patogénesis de las
candidiasis: (i) son secretadas in vivo por especies patogenas de Candida durante
la infeccidn, y existe una correlacion entre virulencia y produccion de proteinasa,
tanto en aislados clinicos de C. albicans como en cepas de laboratorio; (ii)

pueden degradar proteinas relacionadas con el sistema inmune del hospedador
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como inmunoglobulinas y complemento, y ademés son capaces de hidrolizar
'mucina, lo que facilita al hongo la penetracion a través de la mucosa
gastrointestinal; (iii) se han clonado y caracterizado diez genes SAP en C.
albicans, y se ha demostrado que mutantes nulos para alguno de estos genes
presentan una menor virulencia en modelos animales de candidiasis diseminada
(Naglik ef al., 2003). | |

Las fosfolipasas (A, B, C) son enzimas hidroliticas implicadas en la
patogénesis de C. albicans, ya que estan asociadas con dafio en las membranas
celulares del hospedador, adherencia y penetracién. Existe una correlacién entre
produccién de fosfolipasas por aislados de C. albicans, adhesion a células
epiteliales y virulencia en modelo de ratén (Ibrahim et al, 1995; Chaffin et al,
1998; van Burik y Magee, 2001).

Por 1ltimo, se ha sugerido la implicacién de otras enzimas hidroliticas en la
virulencia de C. albicans como esterasas, glucoamilasas, fosfatasa acida, factor
hemolitico, hialuronidasa, condroitin sulfatasa y metalopeptidasa. Sin embargo,
la participacion de estas enzimas en virulencia no estd tan bien caracterizada
como en el caso de las Sap o las fosfolipasas (Calderone, 2002; Gozalbo et al.,
2004).

Ademads, algunas proteinas cuya localizacién primaria es el citosol, témbién
se han detectado en la pared celular, tales como proteinas glicoliticas
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, fosfoglicerato quinasa, aldehido
deshidrogenasa, enolasa) y miembros de la familia de proteinas de choque
térmico (hsp70, hsp90 y otros). Algunas de estas proteinas podrian tener
funciones relevantes en patogénesis, bien como adhesinas o como moduladores

dz la respuesta inmune (Chaffin et al., 1998; Martinez et al., 1998).

D.- Cambio fenotipico o "switching"
Se denomina cambio fenotipico a la capacidad de muchas cepas de C. albicans

d: cambiar de forma espontdnea, reversible y a alta frecuencia, entre diferentes

fenotipos o estados morfoldgicos y fisiolégicos, distinguibles facilmente por su
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morfologia colonial. Estos cambios pueden derivarse de factores ambientales y
pueden tener un profundo efecto en la virulencia del hongo. La frecuencia del
cambio entre una forma colonial y otra puede aumentar por radiacion y
temperatura (Soll et al., 1993; Calderone, 2002). El "switching" en C. albicans es
pleiotrdpico, afectando a diferentes parametros morfolégicos y fisioldgicos, tales
como la antigenicidad, la morfologia y tamafio celular, la adhesién, la secrecion
de proteasa écida, la sensibilidad a las drogas, etc., lo que puede proporcionar a
las células una variabilidad analoga a la recombinaciéon en una poblacién que
posee ciclo sexual (Soll, 1992; Soll et al., 1993). Una misma cepa puede llegar a
presentar mas de ocho morfologias coloniales diferentes, interconvertibles entre
si a lo largo del tiempo. Como consecuencia del "switching" se altera, directa o
indirectamente, la expresion de muchos genes, tales como reguladores
transcripcionales, TUPI, EFGI, etc., y algunos implicados en virulencia (SAP,
resistencia a drogas, etc...).

Este cambio fenotipico no puede explicarse por recombinacion meiética, pues
C. albicans, siendo diploide, carece de ciclo sexual clasico conocido. Ademas, la
alta frecuencia de reversion, la existencia de miltiples fenotipos y la naturaleza
reversible del cambio son incompatibles con mecanismos normales de mutacién
(Soll, 1992; Gow, 1994). Asi pues, deben existir unos mecanismos genéticos que
le confieran a la célula un nivel de variacién fenotipica elevado (Soll, 1990). Se
han sugerido varias hipétesis, la mas reciente indica que el “switching” en C.
albicans podria estar controlado de manera similar a los genes que controlan el
tipo sexual en S. cerevisiae, de manera que los genes que controlan la morfologia
colonial y celular estarian localizados en posiciones cromosémicas que pueden
existir en dos estados alternativos: estado silencioso y estado activo, dependiendo
de la estructura de la cromatina. La transicion entre ambos estados parece
depender de los genes SIR (“Silent Information Regulator”) necesarios para
establecer el estado silencioso (Loo y Rine, 1994; Ramsey et al., 1994). Se ha
descrito que mutantes nulos para el gen SIR2 presentan niveles anormalmente
elevados de variacion morfoldgica colonial y de cambios de cariotipo, lo que

indica que la frecuencia de “switching” en C. albicans y la estabilidad

18



Introduccién

~ cromosomica, estan bajo" el control de dicho gen (Pérez-Martin et al., 1999).
Recientemente nuestro grupo ha descrito que el sistema de la ubiquitina esta
implicado en el control del “switching” (Roig y Gozalbo, 2003) probablemente
(i) mediante la ubiquitinacién de histonas a través de enzimas conjugadoras de
ubiqqitina como Rad6 (quzycl et al., .2000). y/p ‘(ii)‘ med_iame _el _co_ntol_de la
activaciéon del complejo de proteinas Sir a través de la accién de una enziiné
desubiquitinadora (Moazed y Johnson, 1996).

Uno de los sistemas de “switching” mas estudiado en C. albicans es la
transicion entre colonias blancas (W) y opacas (O); las células O son mas
grandes, alargadas y tienen una superficie granulosa, mientras que las células W
son levaduras ovoides normales, y ambos tipos difieren en muchas propiedades
bioquimicas. El “switching” entre colonias blancas y opacas que presenta C.
albicans esta controlado por MTL (“Mating Type Locus™), homélogo al locus
MAT (“Mating Type”) de S. cerevisiae, encargado del control de los genes
implicados en la conjugacion. La mayoria de cepas del hongo son heterocigotas.
para el locus MTL y en ellas no se da “switching” WO, mientras que si son
homocigotas, son capaces de experimentar este fenémeno que se ha relacionado
con la patogénesis. Durante el proceso infeccioso una parte de la poblacion de
células W, que son mas resistentes, cambia al tipo O, que es capaz‘ de
experimentar el proceso de conjugacién para generar variantes genéticas mejor
adaptadas a la supervivencia en el hospedador (Lockhart ef al., 2002; Soll, 2004).

2.- Respuesta inmune frente a Candida albicans
Tanto la inmunidad innata como la inmunidad adquirida estan implicadas en la
resistencia frente a C. albicans, siendo necesaria, en primer lugar, la intervencién

de la respuesta innata para que posteriormente se desencadene la respuesta
especifica (Calderone, 2002).
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2.1.- Barreras fisicas, bioquimicas y microbiologicas

La superficie del cuerpo estd protegida por epitelios que constituyen una
barrera fisica entre el medio interno y los agentes patogenos del exterior. Los
epitelios abarcan la piel y los revestimientos de las estructuras tubulares del
cuerpo, como el tracto gastrointestinal, respiratorio y genitourinario (Janeway et
al., 2003). La principal linea de defensa ante una infeccion microbiana es la piel,
que es impermeable a la mayoria de los agentes infecciosos cuando esté intacta.
La superficie de la piel no es un lugar donde el desarrollo de los hongos esta
favorecido, ya que esta expuesta a la luz ultravioleta, no presenta un alto grado
de humedad y tiene su propia flora con la que la especie fiingica deberia
competir. La mayoria de microorganismos no son capaces de sobrevivir durante
mucho tiempo sobre la piel, debido a los efectos inhibitorios directos del acido
lactico, los acidos grasos del sudor y las secreciones sebaceas, asi como al bajo
pH que se crea (Calderone, 2002; Roitt y Delves, 2003). Se han descrito
diferentes tipos de esfingosinas activas frente a C. albicans, y se han aislado
varias proteinas con accién antifingica en la epidermis, que pueden tener un
papel importante en la defensa frente a infecciones fingicas cutineas (Calderone,
2002).

Los epitelios internos se denominan mucosas epiteliales ya que secretan un
fluido viscoso denominado mucus que contiene glucoproteinas denominadas
mucinas. Los microorganismos envueltos por el mucus no pueden adherirse al
epitelio y a las mucosas epiteliales, y asi pueden ser expulsados en el flujo de
mucus conducido por el movimiento de los cilios epiteliales (Janeway et al.,
2003).

En el tracto intestinal las células de Paneth sintetizan péptidos bactericidas y
fungicidas denominados criptidinas o a-defensinas. Otros epitelios,
principalmente en la piel y en el tracto respiratorio, producen péptidos
antimicrobianos relacionados con las criptidinas, las [—defensinas. Las
defensinas, en general, son capaces de suprimir el crecimiento de bacterias y de

hongos a través de distintos mecanismos (Janeway et al, 2003; Tanida et al.,
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~ 2003). Ademas, se ha descrito recientemente que C. albicans es capaz de inducir

la expresion de B-defensinas, tanto en epitelios humanos (Meyer et al., 2004)
como en tejidos de ratdon (Schofield et al., 2004), lo que sugiere que estas -
defensinas jugarian un papel en la proteccion frente a las candidiasis. Por tltimo,
.cabnfa indicar que las dt_afepsinas, adgmz_is .de. tener un .efe_cto antimicrobiano
dirécto, también realizan ofras funciones relacionadas con la defensa del
hospedador frente a los microorganismos patégenos, como quimiotaxis para
diferentes tipos celulares, opsonizacion e interaccién con el complemento,
provocar la secrecion de histamina, etc. (Lehrer, 2004).

La mayoria de las superficies epiteliales estan asociadas a una flora normal de
microorganismos no patégenos con los que el microorganismo patégeno debe
competir por los nutrientes y los sitios de unién a las células. La flora normal
puede producir sustancias antimicrobianas que previenen la colonizacién por
otros microorganismos patogenos (Janeway et al., 2003). Estd demostrado que la
colonizacién por C. albicans y por otros hongos se ve incrementada en animales
a los que se les ha alterado la flora normal con antibidticos y en humanos tratados

con antibidticos de amplio espectro (Calderone, 2002).
2.2.- Inmunidad innata

La inmunidad innata estd mediada por diferentes tipos celulares como
neutréfilos, macréfagos y “Natural Killer” (NK), asi como por distintas

moléculas solubles como opsoninas, defensinas y citocinas.
2.2.1.- Activacién del complemento -

El sistema del complemento estd formado por un gran nimero de proteinas
plasmaticas, que reaccionan unas con otras para opsonizar agentes patégenos e
inducir una serie de respuestas inflamatorias que ayudan a luchar contra la
infeccion. Cierto nimero de proteinas del complemento son proteasas que se

activan a si mismas por rotura proteolitica (zimogenos). El sistema se caracteriza
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_ por producir una respuesfa rapida frente a un estimulo desencadenante, mediada
por un fenémeno de amplificacién en cascada (Janeway er al, 2003; Roitt y
Delves, 2003). El componente mas abundante y principal es C3 y la ruptura de
esta molécula constituye el centro de todos los fendmenos mediados por
complemento. Existen tres vias por las que el complemento puede activarse en la
superficie de los agentes patogenos (via clasica, via alternativa y via MBL
“Mannan-Binding Lectin”); estas vias dependen de moléculas diferentes para su
iniciacién, pero convergen para generar el mismo conjunto de moléculas
efectoras. Existen varios modos por los que el sistema del complemento protege
frente a la infeccion (opsonizacion de los microorganismos, quimiotaxis de
fagocitos, inflamacién y citolisis directa de los microorganismos) (Janeway et
al., 2003).

Estudios in vivo han demostrado que el complemento es un componente
importante en la resistencia a hongos, actuando a través de la opsonizacién e
induccion de una respuesta inflamatoria (Kozel, 1998). Estudios de
inmunofluorescencia han permitido demostrar que C. albicans activa el
complemento ir vivo, lo que conlleva a la deposicién de C3b (fragmento de
degradacion de C3) en la superficie celular fungica. Esta deposicion se ve
acelerada a través de la activacion de la via clisica del complemento por
anticuerpos anti-manano del suero del hospedador. Ademas de activarse la via
alternativa y la clasica del complemento en presencia de C. albicans, el manano
presente en la superficie celular del hongo puede tener un papel importante en la
activacién del complemento via MBL (Kozel, 1996; Meri et al., 2002; Poulain y
Jouault, 2004).

2.2.2.- Fagocitosis
Las células encargadas de fagocitar y destruir a los microorganismos,

opsonizados o0 no, son los neutréfilos y macrofagos principalmente (Janeway et
al., 2003; Roitt y Delves, 2003).
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Los neutréfilos representan la poblacion fagocitica més abundante en la sangre
pero no estdn presentes en tejidos sanos normales. En su superficie expresan
receptores de quimiocinas que al interaccionar con estas inducen el reclutamiento
de los neutrofilos al lugar de la infeccién. Se ha descrito que los neutréfilos
representan la primera linea de defensa frente a las candidiasis. En general, la
'neiutrnop‘eni‘a o defectos éongéhitbs en la funcién de los neutréfilos se han
asociado con una mayor susceptibilidad a las candidiasis (Vazquez-Torres y
Balish, 1997; Mansour y Levitz, 2002). La fagocitosis de levaduras de C.
albicans por los neutréfilos se produce en ausencia de opsoninas en el suero,
pero éstas son necesarias para la Optima muerte intracelular del hongo. Un
método no oxidativo que presentan los neutrdfilos para matar a los agentes
patégenos son las defensinas, que constituyen una familia de péptidos
antimicrobianos presentes en los granulos.de los neutréfilos. Las defensinas
humanas han resultado poseer una importante actividad anti-Candida. Por otra
parte, radicales del oxigeno producen, entre otros efectos, modificaciones en las
proteinas del hongo y rompen acidos nucleicos (Mansour y Levitz, 2002).
También se ha descrito que la destruccion de C. albicans por parte de los
neutréfilos se debe a la activacion de proteasas (Reeves et al., 2002).

Los macréfagos derivan de promonocitos de la médula dsea que, tras
diferenciarse como monocitos sanguineos, se asientan en los tejidos como
macréfagos maduros (Roitt y Delves, 2003). La fagocitosis de levaduras de C.
albicans por los macréfagos puede darse sin necesidad de que la célula esté
opsonizada, pero la opsonizacién favorece la muerte del hongo (Calderone,
2002).

Las células dendriticas también son capaces de fagocitar células de C.
albicans, aunque su funcién principal no es la de eliminar al patégeno del
hospedador, sino la de inducir una respuesta inmune especifica, actuéndo como
células presentadoras de antigenos (Torosantucci et al., 2004).

La fagocitosis es un proceso activo que se inicia tras unirse el agente patégeno
a receptores de membrana de las células fagociticas. La fagocitosis de C.

albicans tras su opsonizacién se lleva a cabo a través de los receptores de
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_complemento y de los receptores Fc de las células fagocitarias. Por otro lado, la
fagocitosis del hongo no opsonizado se ha relacionado con los llamados PRRs
(“Pattern Recognition Receptors”), capaces de reconocer moléculas muy
conservadas de los microorganismos (PAMPs “Pathogen-Associated Molecular
Patterns™) y que no estan presentes en las células de mamifero (Lee et al., 2003).

Entre los receptores del complemento estd el CR3, molécula heterodimérica
(CD11b/CD18) que pertenece a la familia de las B-integrinas, con capacidad para
reconocer diferentes ligandos como iC3b (derivado inactivo del C3b que esta
unido al agente patdgeno) o B-glucano (Lee et al., 1997; Calderone, 2002).

Los receptores Fc pertenecen a una familia de moléculas que unen la porcién
Fc de las inmunoglobulinas. La unién del receptor Fc a la superficie del agente
patégeno cubierto por anticuerpos activa la fagocitosis, la produccién de agentes
oxidantes fungicidas y promueve la produccién de citocinas y quimiocina:s
(Calderone, 2002).

El primer PRR que se describi6 fue el receptor de manosa (MR) que reconoce
glicanos especificos del hongo (Vazquez-Torres y Balish, 1997). En principio, se
describié en macrofagos, pero se ha demostrado que se encuentra en una gran
variedad de tipos celulares, incluyendo células dendriticas (Tarmowski et al.,
1988; Shepherd er al, 1991; Sallusto et al, 1995; Takahashi et al, 1998;
Linehan et al., 1999). Estudios in vitro han demostrado la implicacion de MR en
la fagocitosis de C. albicans y en la activacion de los macréfagos (Karbassi et al.,
1987; Marodi et al., 1991). Recientemente, mediante ensayos in vivo con ratones
deficientes en MR se ha demostrado que esta deficiencia no aumenta la
susceptibilidad de los ratones a una candidiasis diseminada, y ademds, que
macréfagos de ratones MR-/- son capaces de fagocitar al hongo (Lee et al,
2003). Por lo tanto, deben de existir otros receptores capaces de mediar la
fagocitosis de C. albicans. En este sentido se ha descrito la presencia de
receptores capaces de reconocer el glucano de la superficie del hongo.
Concretamente, se ha identificado un receptor, denominado dectina-1, capaz de
reconocer B(1,3)-glucanos. La expresion de la dectina-1 en células no fagociticas

es suficiente para que dichas células sean capaces de internalizar zimosan
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_ (preparacién particulada de la pared celular de S. cerevisiae, formada
fundamentalmente por glucano y manano), lo que indica que dicho receptor esta
implicado en la fagocitosis del hongo (Gantner et al, 2003; Underhill, 2003a;
Taylor et al,, 2004). También se han descrito otros receptores implicados en la
fagocitosis de C. albicans como las lectinas galectina-3, presente en macréfagos,
y el receptor DC-SIGN, présente fundamentalmente en células dendriti.cas, que
reconocen diferentes formas de manano (Cambi et al., 2003; Poulain y Jouault,
2004).

2.2.3.- Inflamacién inducida por complemento, eicosanoides y

citocinas

La inflamacion puede originarse como respuesta a un dafio tisular o al
reconocimiento de un microorganismo patégeno. La respuesta inflamatoria
desempefia varias funciones esenciales para combatir la infeccién: reclutar
células efectoras al foco de infeccion para aumentar la destruccién de los
microorganismos invasores, proporcionar una barrera fisica que impida la
extension de la infeccion y promover la reparacion del tejido dafiado. La
inflamacién en el sitio de la infeccién se inicia fundamentalmente por la
respuesta de los macrofagos a los agentes patdgenos. Los cuatro signos que
caracterizan la inflamaciéon son: dolor, enrojecimiento, calor e hinchazon,
causados por cambios en los vasos sanguineos locales. Se produce un aumento
del diametro y de la permeabilidad vascular que conlleva la salida de fluido y
proteinas de la sangre y su acumulacién en el tejido. Ademas, en las células
endoteliales que delimitan el vaso sanguineo, se activa la expresién de moléculas
de adhesion que promueven la union de los leucocitos circulantes y su posterior
extravasacion y migracién a los tejidos (Janeway et al, 2003; Roitt y Delves,
2003).

Todos estos cambios son inducidos por diferentes mediadores inflamatorios,

que se liberan como consecuencia del reconocimiento del agente patégeno: factor
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_activador de plaquetas (PAF), péptidos del complemento (C3a y C5a),
eicosanoides (prostaglandinas y leucotrienos), citocinas y quimiocinas.

Se ha demostrado, utilizando modelos de candidiasis experimental en raton,
que la capacidad endogena para generar PAF en respuesta a C. albicans es un
proceso clave implicado en la activacién temprana del factor de transcripcion
NF-kB (“Nuclear Factor-kB”), que a su vez confiere al 6rgano resistencia frente
al hongo mediante la induccién de citocinas proinflamatorias anti-Candida
(como TNF-a, “Tumor Necrosis Factor-o). Esta activacion temprana inducida
por PAF no tiene lugar en érganos susceptibles como el rifién (Choi ez al., 2001).
Los péptidos C3a y C5a producen la desgranulacion de mastocitos y contraccién
de musculo liso, y ademas C5a aumenta la permeabilidad vascular y actia como
un poderoso quimioatrayente para neutréfilos y monocitos, activando a los
neutréfilos (Janeway et al,, 2003). En modelos de candidiasis experimental en
ratén, se ha demostrado que la deficiencia en C5 produce un fenotipo complejo
caracterizado por una rdpida proliferacion fungica en los Organos diana,
incapacidad para movilizar granulocitos y desarrollo de una respuesta alérgica
letal (Mullick et al., 2004).

La prostaglandina E, (PGE,) es un mediador celular que participa en una gran
variedad de procesos fisiologicos, ademas de en la respuesta inflamatoria (Peters-
Golden, 1997; Narumiya et al, 1999). A pesar de poseer acciones
proinflamatorias, la PGE, presenta otras acciones antagénicas como la inhibicion
de la produccién de citocinas, como TNF-a, o determinadas quimiocinas,
inhibicién de la respuesta Thl y de la proliferacion linfocitaria (Kunkel et al.,
1988; Betz y Fox, 1991; Standiford et al, 1992; Strassmann et al, 1994;
Sergeeva et al., 1997; Vassiliou et al., 2003). C. albicans induce la produccion de
PGE; en células endoteliales, epiteliales y en células mononucleares de sangre
periférica (Witkin et al., 1991; Filler et al., 1994; Deva et al., 2003), y ademas se
ha descrito que la PGE; estimula la formacién de micelio en C. albicans (Kalo-
Klein y Witkin, 1990). Por lo tanto, la produccién de prostaglandinas en el lugar
de la infeccién podria favorecer la colonizacién por el hongo. Esto podria

explicar el efecto beneficioso que el tratamiento con el farmaco antiinflamatorio
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aspirina tiene sobre la candidiasis vulvovaginal (Deva et al, 2_601).
Recientemente nuestro grupo ha demostrado que un nuevo antiinflamatorio no
esteroideo (LAAE-14) que causa una inhibicidn in vitro de la produccién de
PGE, por macréfagos peritoneales de. raton estimulados con C. albicans,
incrementa in vivo la resistencia de los ratones a una candidiasis diseminada

' (Lucas etal. , 2003; Lucas et al, 2004).‘ En este‘conte‘xtb, cabe desfacar que sé ha
demostrado que las propias células fingicas son capaces de producir ciertos
eicosanoides, como algunas prostaglandinas, lo que podria representar un factor
de virulencia adicional (Noverr ef al., 2003; Alem y Douglas, 2004).

Las citocinas son pequefias proteinas sintetizadas por todos los tipos celulares,
pero especialmente por macréfagos y linfocitos T, cuando se activan en respuesta
a distintos estimulos (patégenos, toxinas...). Estas citocinas se unen en las células
diana a receptores especificos, caracterizados por tener una gran afinidad por su
ligando. La uni6n de la citocina a su receptor provoca una cascada de reacciones
bioquimicas en el interior celular, que dan como resultado la regulacién de la
actividad de la célula diana, activando o inhibiendo su funcién. Las citocinas
actian como verdaderas hormonas del sistema inmune y estdn implicadas en la
elaboracion de la respuesta inmune tanto innata (inflamacién, quimiotaxis), a
través de la activacion de macréfagos y linfocitos NK, como especifica (humoral
o celular, actuando sobre los linfocitos T y B), sirviendo de conexién entre los
dos tipos de respuesta. Ademas, las citocinas tienen una funcién muy importante
en la regulacion de la hemopoyesis (Roitt y Delves, 2003).

Entre las citocinas producidas durante el curso de las candidiasis cabe destacar
las siguientes:

TNF-a, IL-1B, IL-18 e IL-6 son citocinas proinflamatorias producidas
rapidamente por los fagocitos tras su interaccién con células de C. albicans y se
han detectado en sepsis causadas por el hongo (Presterl et al., 1999). El TNF-a es
importante en el control de las candidiasis diseminadas, ya que la neutralizacién
del TNF-a endégeno con anticuerpos especificos o con determinados agentes
farmacolégicos como clorpromacina, empeora el desarrollo de la enfermedad

(Steinshamn y Waage 1992; Netea et al., 1995). Ademas, ratones deficientes en
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TNF-o o en sus receptores, son mas susceptibles a las candidiasis (Netea et al.,
1995; Steinshamn et al., 1996; Mencacci et al., 1998a). La IL-6 y la IL-1B
también participan en la respuesta innata frente al hongo, aunque en menor
medida que el TNF-a (Calderone, 2002). La administracion a ratones de IL-1B
recombinante protege frente a la infeccion por Candida, aunque la deficiencia de
IL-1 no aumenta la susceptibilidad a la infeccion, y dicha susceptibilidad
aumenta ante la deficiencia de IL-6 (Mencacci et al., 1998b; Van Enckevort et
al., 1999). Estudios recientes han demostrado que la IL-18 end6gena es necesaria
para la defensa del hospedador frente a la candidiasis; el tratamiento de ratones
con IL-18 recombinante reduce la mortalidad y disminuye la presencia de
levaduras en el rifién, aumentando los niveles de interferon-y (IFN-y) (Stuyt et
al., 2002; Stuyt et al., 2004).

El IFN-y es la principal citocina producida por los linfocitos Thl activados,
aunque también es producida por linfocitos NK. Su funcién principal es la de
activar a los macréofagos y neutréfilos para la destruccion de los microorganismos
fagocitados, aumentando también la expresion de los antigenos de
histocompatibilidad de clase IT (Janeway et al., 2003).

El IFN-y tiene una funcién critica en la defensa frente a las candidiasis;
ratones deficientes en IFN-y son mucho mas susceptibles a las candidiasis y la
administraciéon de anticuerpos anti-IFN-y produce una respuesta Th2 no
protectora (Romani ef al., 1992a; Kaposzta et al., 1998).

La IL-12 es una citocina proinflamatoria y reguladora, puesto que controla la
respuesta inmune adquirida a través del desarrollo de linfocitos T especificos
(Trinchieri, 2003). La IL-12 es esencial en la induccion de linfocitos T secretores
de IFN-y, lo que se ha asociado con una respuesta protectora (Thi) frente a las
candidiasis (Romani, 2004). La IL-12 es producida por los monocitos/
macréfagos y células dendriticas en respuesta fundamentalmente a levaduras de
C. albicans (Chiani et al., 2000; d’Ostiani et al., 2000; Liu et al., 2001). Ademas,
cepas virulentas del hongo son capaces de inhibir la producciéon de IL-12
mediante la secrecién de un factor que estimula la via de transduccién de sefial
ERK-MAPK (“Extracellular Signal Regulated Kinase-Mitogen Activates Protein
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Kinases”), lo que produce una atenuacién de la respuesta inmune (Tang ef al,
2004).

Otra citocina reguladora es la IL-10, que es producida tras la fagocitosis del
hongo y juega un papel crucial en la determinacién de la susceptibilidad a la
infecciéon (Mencacci et al, 1998a; d’Ostiani et al., 2000; Tavares et al., 2000).
LaIL-10 actia disr'nit'luy'endo'la secrecion de citocinas pfoihﬂémétdriés CL;IZ) e
inhibiendo el desarrollo de una respuesta celular protectora (Mencacci et al.,
1998a; Roidiles et al., 2000). Ademads, la IL-10 es producida fundamentalmente
en respuesta a la forma micelial del hongo, lo que puede contribuir a su mayor
virulencia (d’Ostiani et al., 2000; Bozza et al., 2004).

La IL-4 es una citocina que inhibe la capacidad fungicida de los fagocitos y
participa en la generacion de una respuesta Th2, no teniendo una funcién
relevante en la defensa frente a C. albicans (Kaposzta et al., 1998; Bozza et al.,
2004).

2.2.4.- Activacién de células “Natural Killer” (NK)

Las células asesinas naturales o células NK son linfocitos que se caracterizan
por su morfologia de linfocitos grandes y granulosos y porque no expresan los
receptores especificos de antigenos. La funcién fisioldgica de los linfocitos NK
es la de reconocer y destruir células tumorales y células infectadas por virus sin
necesidad de inmunizacién o activacién previa (Janeway et al, 2003; Roitt y
Delves, 2003). -

A las células NK se les ha considerado como mediadores importantes en la
respuesta innata frente a infecciones virales y células transformadas, pero cada
vez existen mas evidencias de su papel en las primeras etapas de infecciones
bacterianas y fingicas. Numerosos estudios demuestran que el TNF-a y el IFN-y
secretados por células NK activadas favorece la actividad fungicida de las células
fagociticas y ademds, la produccién de IL-15 por monocitos en respuesta a C.
albicans aumenta el poder citotoxico de las células NK (Tran et al, 2003;
Arancia et al, 1998; Ferrante, 1994; Marodi et al, 1993). Sin embargo, su
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_ participacién in vivo en la proteccion frente a las candidiasis es controvertida,
encontrandose resultados contradictorios en la bibliografia (Greenfield et al.,
1993; Romani et al., 1993a; Ortega et al., 2000; Balish et al., 2001; Algarra et
al., 2000).

2.3.- Inmunidad especifica
2.3.1.- Inmunidad mediada por células

En mamiferos, la respuesta inmune innata generada en los tejidos periféricos
suele ser insuficiente para destruir por completo al agente infeccioso por lo que
se produce la activacion de la respuesta especifica en los tejidos linfoides.

Datos experimentales y evidencias clinicas indican que tanto la respuesta
innata como la adquirida regulan el control y la resistencia frente a las
candidiasis, siendo esencial la coordinacion entre ambos tipos de inmunidad. La
activacién de células T CD4* o CD8", o de ambos tipos celulares, es un arma
muy importante en la defensa frente a las infecciones fungicas. En la respuesta
inmune frente a diferentes hongos estd descrito que una respuesta Thl,
caracterizada por la produccion de IL-12, IFN-y, TNF-a y/o GM-CSF
(“Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor”), estd relacionada con
resistencia a la infeccién, mientras que una respuesta Th2, caracterizada por la
presencia de IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10, se relaciona con mayor susceptibilidad a
las infecciones fiingicas (Huffnagle y Deepe, 2003). Las citocinas producidas por
las células Thl activan a las células fagociticas favoreciendo la eliminacién de C.
albicans, mientras que las citocinas que provienen de células Th2 inhiben el
desarrollo de una respuesta Thl y por lo tanto, se desactivan las células
encargadas de la fagocitosis (Romani, 2004). Por otro lado, se ha descrito que
junto con un correcto balance entre las respuestas Th1/Th2, es necesaria la
aparicion de células T reguladoras para mantener una inmunidad protectora

frente al hongo. Estas células T reguladoras son activadas por células dendriticas
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_ que secretan IL-10, y actuarian regulando negativamente la respuesta Thl, para
evitar una exacerbada respuesta inflamatoria (Romani et al., 2002).

Modelos de candidiasis experimental en raton han demostrado que la infeccién
primaria con una cepa poco- virulenta de C. albicans (PCA2) induce una
‘importante respuesta Thl protectora, de forma que los animales quedan
protegidos frente a una segunda infeccién con una cepa virulenta del hongo
(Romani et al., 1991a; Romani ef al., 1992b; Romani et al., 1993b).

Las células dendriticas son capaces de discriminar entre las distintas
morfologias de C. albicans en términos de maduracion, produccién de citocinas e
induccién de una determinada respuesta Th, tanto in vivo como in vitro (Romani
et al., 2004). Mediante diferentes estudios in vitro se ha observado que células
dendriticas de ratén y humanas son capaces de fagocitar levaduras y micelios de
C. albicans, aunque el proceso de fagocitosis no es exactamente igual en ambos
casos. Un gran nimero de levaduras se encuentran parcialmente degradadas en el
interior de los fagosomas después de 2-4 horas de la fagocitosis, mientras que
tras 1 hora la forma micelial del hongo parece haber escapado del interior del
fagosoma, encontrandose libre en el citoplasma (Romani et al.,, 2002; Bozza et
al.,, 2004). Numerosos receptores estin implicados en la fagocitosis del hongo
por las células dendriticas, entre los que se encuentran PRRs (MR, dectina-1 y
DC-SIGN), receptores Fc y receptores de diferentes componentes del
complemento. La forma levaduriforme del hongo es fagocitada por las células
dendriticas a través de los PRRs y la forma micelial requiere una previa
opsonizacion (Bozza et al, 2004). Estudios in vivo han demostrado que la
fagocitosis del hongo opsonizado genera citocinas relacionadas con una respuesta
Th2, mientras que la fagocitosis a través del MR conlleva una respuesta Thl
(Montagnoli et al., 2002; Romani ef al., 2002). La fagocitosis de levaduras de C.
albicans induce la produccién de IL-12 por las células dendriticas, mientras que
micelios del hongo inhiben la produccion de dicha citocina e inducen IL-4
(d’Ostiani et al., 2000; Bacci ez al., 2002; Torosantucci et al., 2004). Ademas, se
ha descrito que células dendriticas tratadas con levaduras de C. albicans o

transfectadas con RNA de levadura, (pero no las tratadas con micelio o
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_ transfectadas con RNA de micelio), al ser inoculadas en ratones susceptibles a las
candidiasis, son capaces de estimular una respuesta especifica Thl, que confiere
resistencia antifiingica. Estos resultados plantean la posible utilizacion de las
células dendriticas para el desarrollo de vacunas frente a las infecciones fingicas
(d’Ostiani et al., 2000; Bacci et al., 2002; Montagnoli et al., 2002; Bozza et al.,
2004).

Estudios in vitro han demostrado que la diferenciaciéon de monocitos humanos
en células dendriticas se ve profundamente alterada por la interaccion con
levaduras o micelios de C. albicans. Cada tipo morfolégico produce diferentes
modificaciones en el proceso de diferenciacion, pero en ambos casos se ve
afectada la funcionalidad de las células generadas. Por lo tanto, la diferenciacion
de monocitos en células dendriticas es un proceso que puede ser explotado por C.
albicans para evadir la vigilancia del sistema inmune (Torosantucci et al., 2004).

La mayoria de los linfocitos CD8" efectores cumplen una funcién de
eliminacioén de parasitos intracelulares mediante la lisis de las células infectadas.
Para realizar la funcién citolitica, la célula CD8" efectora necesita una fuerte
sefial coestimuladora, la cual puede venir por medio de la célula que le presenta
el antigeno o bien gracias a la colaboraciéon de ciertos linfocitos CD4*. Los
linfocitos T CD8" efectores utilizan dos mecanismos diferentes de lisis: (i)
induciendo la muerte celular programada (apoptosis) en las células diana a través
de moléculas de membrana especializadas, o (ii) destruyendo la células mediante
la formacién de canales en la membrana gracias a la accion de perforinas y
granzimas (Janeway et al., 2003).

Las células T CD8" participan en la defensa frente a las infecciones fiingicas
por un mecanismo que todavia no estd muy claro. Estd descrito que las células
CD8", ademas de secretar IFN-y, tienen un efecto antifiingico frente al micelio de
C. albicans (Deepe, 1997). Estudios in vivo con diferentes modelos de
* candidiasis en ratén, indican una posible participacion de las células T CD8" en
la protecci6n tanto frente a la candidiasis vaginal como a la sistémica: tras una
infeccién vaginal se observa un aumento considerable y persistente del mimero
de linfocitos T CD8" (Ghaleb et al., 2003), y la eliminacién de dichos linfocitos
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produce un aumento en la gravedad de las lesiones tisulares tras una candidiasis
sistémica (Ashman et al., 1999).

2.3.2.- Linfocitos B: anticuerpos

Observaciones clinicas y modelos animales de diferentes micosis, incluyendo
las candidiasis, indican que, aunque la inmunidad celular es importante en la
prevencion de las infecciones flngicas, la proteccién frente a las micosis
diseminadas también depende de la inmunidad humoral (Casadevall et al., 1998;
Romani, 2004). Aunque hay datos conflictivos sobre la importancia de los
anticuerpos anti-Candida como herramienta efectiva contra las infecciones (en el
suero inmune hay una mezcla de anticuerpos protectores, no protectores y
deletéreos), cada vez hay mds evidencias que indican que algunos anticuerpos
especificos pueden ser inmunoprotectores frente a la infeccién (Casadevall et al,
1998; Bromuro et al., 2002; Fernandez-Arenas et al., 2004). Los anticuerpos
pueden ejercer su efecto protector por diferentes mecanismos (opsonizacion,
inhibicion de la adhesién, inhibicion de la transicién levadura-micelio,
neutralizacién de factores de virulencia, actividad fungicida directa, etc.) que son
dificiles de evaluar, aunque algunas de estas actividades bioldgicas se han
demostrado para algunos anticuerpos monoclonales (Martinez et al., 1998;
Gozalbo et al., 2004). Se puede afirmar que anticuerpos, inmunidad celular e
innata cooperan en la proteccion durante la infeccién por C. albicans (Fernandez-
Arenas et al., 2004; Kozel et al., 2004).

Utilizando un modelo de candidiasis experimental en ratones deficientes en
linfocitos B, Montagnoli et al. (2003) han sugerido que los anticuerpos participan
en el desarrollo de una inmunidad a largo plazo frente al hongo (inmunidad de
memoria). Los ratones deficientes en células B son capaces de controlar el
crecimiento del hongo tras una infeccién primaria, pero son mas susceptibles
frente a una reinfeccién por C. albicans. Los autores observan que en estos
ratones no se forman linfocitos T reguladores, lo que se asocia a una menor

produccién de IL-10 por las células dendriticas, desencadenandose una respuesta
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~ Thl exacerbada. Ademés, la administracién de anticuerpos opsonizantes en estos
ratones restaura la produccion de IL-10 por las células dendriticas y la aparicion
de niveles normales de linfocitos T reguladores (Montagnoli et al., 2003).

El suero de ratones, obtenido tras diferentes dias postinfeccién, inmunodetectd
31 proteinas fiingicas utilizando una aproximacion proteémica; entre estas
proteinas se encuentran enzimas glicoliticas (fructosa bifosfato aldolasa, triosa
fosfato isomerasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, enolasa y piruvato
kinasa), otras enzimas metaboélicas (metionina sintasa, alcohol deshidrogenasa,
etc.) y miembros de la familia hsp70 (“heat shock proteins™; Ssal, Ssbl) (Pitarch
et al, 2001). Empleando también una aproximacién proteémica se han
distinguido dos categorias de suero, protector y no protector, que se diferencian
en los titulos de inmunoglobulinas totales y de inmunoglobulinas IgG2a, que son
superiores en el suero protector; ambos tipos de suero reconocen diferentes
antigenos, sugiriéndose que algunos de estos antigenos pueden ser utiles para el
desarrollo de vacunas frente a las candidiasis (Fernandez-Arenas et al., 2004).

Numerosos estudios que examinan la respuesta humoral frente a C. albicans
en pacientes infectados y en modelos animales, han demostrado la presencia de
antigenos inmunodominantes con pesos moleculares de 45 a 52 kDa (Matthews
et al., 2003). Uno de los antigenos inmunodominantes de C. albicans es la
enolasa, con la que se ha desarrollado un test de diagndstico de la enfermedad
(Walsh et al., 1991). Aunque la inmunizacién con enolasa recombinante tiene un
ligero efecto protector en la candidiasis sistémica en ratén, dicho efecto no se
puede atribuir a los anticuerpos anti-enolasa, puesto que el mismo efecto se
encuentra en ratones deficientes en linfocitos B (Montagnoli et al., 2004).

El suero de pacientes que se han recuperado de una candidiasis sistémica
contiene anticuerpos frente a un antigeno de 47 kDa, que se identific6 como un
fragmento termoestable de degradacion proteolitica de la hsp90 de C. albicans.
Un anticuerpo monoclonal de raton, desarrollado frente a un epitopo de este
fragmento, es capaz de disminuir la mortalidad en modelos de candidiasis
sistémica en raton (Matthews et al., 1991; Matthews y Burnie, 1992). Un posible

mecanismo de proteccién podria ser la inhibicién de la unién de la hsp90 del
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hongo a las proteinas séricas, provocando un efecto beneficioso para el
' hospedador. El posible efecto protector de un anticuerpo recombinante humano
frente a este epitopo (Mycograb) se ha ensayado en modelos invasivos de
candidiasis aguda y crénica en ratén, obteniéndose un resultado satisfactorio
(Matthews et al., 1995; Matthews y Burnie, 2001). Mycograb muestra actividad
frente a un amplio rango de especies de levaduras, produce una mejora
significativa en la candidiasis murina, y cuando se combina con anfotericina B,
produce una completa curacion de la infeccion. Esto ha llevado a iniciar pruebas
en pacientes humanos con candidiasis sistémica usando Mycograb solo o en
combinacion con anfotericina B, que estan actualmente en curso (Matthews y
Burnie, 2001; Matthews ef al., 2003).

El suero de personas adultas sanas contiene anticuerpos capaces de reconocer
el manano de C. albicans y los niveles encontrados varian mucho entre unas
personas y otras. La clase de inmunoglobulina que se encuentra principalmente
es IgG, siendo mucho mas bajos los niveles de IgM (Martinez et al., 1998). Esta
demostrado que los anticuerpos frente a epitopos del manano juegan un papel
importante frente a las infecciones por C. albicans. La inmunizacién de ratones
con una fraccién de manano implicada en la adhesién de las células fingicas al
hospedador resultdé en la induccién de una respuesta humoral protectora.
Ademds, un anticuerpo monoclonal frente a un epitopo de manano que participa
en la adhesion, protege a los ratones frente a las candidiasis diseminadas (Han y
Cutler, 1998; Martinez et al., 1998). El mecanismo a través del cual estos
anticuerpos ejercen la proteccion no estd claro, pero puede deberse a que
favorecen la fagocitosis y/o alteran la adherencia del hongo in vivo. Dos
anticuerpos monoclonales del isotipo IgM e IgG especificos de un epitopo de la
superficie de C. albicans [B(1,2)-manotriosa] protegen al ratén frente a las
candidiasis, mientras que un anticuerpo monoclonal del isotipo IgM que
reconoce un epitopo distinto de manano es incapaz de conferir proteccién. Por lo
tanto, la especificidad del epitopo y la activacién del complemento estin
relacionadas con la capacidad de estos anticuerpos para proteger frente a las

candidiasis, y el mecanismo de protecciéon parece estar asociado con
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_ incremento de la fagocitosis y muerte de las células fungicas (Han et al., 2000;
Han et al., 2001). Existen evidencias de que anticuerpos anti-manano reducen in
vitro la adherencia de C. albicans al poliestireno y a componentes de la matriz
extracelular del hospedador (San Millan et al., 2000; Rodier et al., 2003).
Estudios recientes demuestran que los niveles observados en sueros normales de
IgG anti-manano influyen en la cinética de activacién y unién de C3, y que los
anticuerpos anti-manano encontrados en donantes sanos pueden funcionar
también directamente como opsoninas sin precisar de complemento (Kozel et al.,
2004).

También se ha descrito un anticuerpo monoclonal frente a una manoproteina
de alto peso molecular que se expresa en la superficie del micelio, y que presenta
tres actividades anti-Candida: inhibicion de la adherencia del hongo a las células
epiteliales de la boca, inhibicion de la transicién levadura-micelio y accion
fungicida directa (Moragues et al., 2003).

Durante el curso de las candidiasis sistémicas y vaginales se ha detectado la
presencia de anticuerpos anti-Sap. Aunque se ha demostrado en modelos
experimentales de vaginitis en rata que la inmunizacién con Sap2, la
administraciéon de un anticuerpo monoclonal anti-Sap2 o de anticuerpos anti-
Sap2 de fluidos vaginales protegen parcialmente frente a la infeccion (De
Bernardis et al., 1997), el posible efecto protector de los anticuerpos anti-Sap
frente a las infecciones sistémicas y de mucosas por Candida no esta claro
(Naglik et al., 2003).

3.- “Toll-Like Receptors” (TLR)

La proteina Toll fue originalmente descrita en la mosca Drosophila como un
receptor transmembrana de tipo I, implicado en el desarrollo embrionario
(Hashimoto ef al., 1988). Posteriormente se descubrié la funcién de los
receptores Toll en la respuesta inmune en Drosophila, organismo que sin
presentar respuesta inmune adquirida, es muy resistente a las infecciones

microbianas debido a la capacidad de sintesis de péptidos antimicrobianos muy
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potentes. Estos péptidos son producidos a través de una via de transduccién de
 sefial que implica la participaciéon de 2 receptores de la familia Toll (dToll y
18W). La activaciéon de dToll induce la produccién de un péptido antifiingico
denominado drosomicina, y la activacion del receptor 18W produce un péptido
antibacteriano, la atacina (Lemaitre et al, 1996; Williams et al, 1997).
Posteriormente, se han descrito en la mosca hasta 9 proteinas que pertenecen a la
familia Toll (Means et al., 2000; Tauszig et al., 2000; Kaisho y Akira, 2002)
cuyas funciones no estdn claras, pero se relacionan todas ellas con la resistencia
frente a diferentes patogenos.

Diferentes estudios han descrito en mamiferos proteinas homoélogas al receptor
Toll de Drosophila, a las que se les ha denominado “Toll-Like Receptors”
(TLR). En 1990 se descubri6 la primera proteina humana relacionada con los
receptores Toll de Drosophila, a la que posteriormente se le denominé TLR1
(Taguchi et al., 1996). El descubrimiento de proteinas de mamifero homologas a
la proteina Toll planteaba el estudio de su posible funcién en la respuesta inmune
innata (Medzhitov y Janeway, 1997). En 1997 se caracteriz6 otra proteina de la
familia TLR en mamiferos (TLR4 humano), a la que se implic6 en la respuesta
inmune innata, ya que causaba la induccién de genes relacionados con citocinas y
otras moléculas coestimulatorias (Medzhitov et al., 1997). También se implicé al
TLR4 en la respuesta al lipopolisacarido (LPS) de bacterias gram negativas, ya
que si bien durante afios el CD14 se habia considerado el receptor responsable de
los efectos del LPS en macréfagos, monocitos y neutréfilos, dicho papel no
estaba claro, ya que no presenta dominios intracelulares responsables de la
transduccion de sefial. Numerosos estudios sugerian que el CD14 debia actuar
asociado con otras proteinas transmembrana capaces de llevar a cabo la
transduccion de sefial tras el reconocimiento del ligando (Aderem y Ulevitch,
2000; Means et al., 2000). Andlisis genéticos revelaron que el TLR4 es el
receptor implicado en la transduccién de sefial en respuesta al LPS. Ratones
C3H/HeJ y C57BL/10ScCr presentan una respuesta deficiente frente al LPS ya
que presentan mutaciones en el gen 7LR4 (Poltorak et al.,, 1998; Qureshi et al.,

1999). Los ratones C3H/He] presentan una mutacion puntual en la que un
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_ residuo de prolina de la region intracitoplasmatica del TLR4 se sustituye por uno
de histidina, siendo la prolina esencial para que se produzca la transduccion de
sefial (Hoshino et al., 1999; Underhill et al., 1999). Los ratones C57BL/10ScCr
contienen una deleccién cromosomal en el locus TLR4. La funcion de TLR4 en
el reconocimiento del LPS quedé confirmada posteriormente al obtener y
analizar ratones “knockout” para dicho receptor (Hoshino ef al., 1999).

El descubrimiento de los TLR marcé el comienzo de una nueva etapa en el
estudio de la regulacion de la respuesta inmune frente a microorganismos
patégenos. Actualmente, se han descrito en mamifero 11 proteinas de la familia
TLR. Muchos de estos TLR participan en el reconocimiento de diferentes
patégenos y en la induccién de una respuesta inmune innata frente a ellos,
aunque también se les ha implicado en el desarrollo de la respuesta especifica
(Barton y Medzhitov, 2002; Takeda et al., 2003; Zhang et al., 2004).

3.1.- Papel de los TLR en la respuesta inmune

Los TLR son una familia de proteinas muy conservadas que se caracteriza por
presentar un dominio extracelular rico en residuos de leucina responsable del
reconocimiento de los ligandos (Bell et al, 2003), y una regién
intracitoplasmaitica denominada TIR (“Toll/Interleukin-1 Receptor (IL-1R)
Homology (TIR) Domain”), homdloga a la regién intracitoplasmatica del
receptor de la IL-1, capaz de transmitir sefiales de activacion (Takeda y Akira,
2004a).

Para que se genere una respuesta inmune es necesario un previo
reconocimiento del patogeno. Los TLR estdn implicados en este primer paso. Los
distintos patégenos poseen una gran variedad de moléculas muy conservadas,
que no se encuentran en el hospedador, denominadas PAMPs (Medzhitov y
Janeway, 1997). Durante la infeccién microbiana estos componentes son
reconocidos por una gran variedad de células (neutréfilos, monocitos,
macréfagos, NK, mastocitos, células epiteliales, etc.) a través de los TLR, lo cual

produce la activacion de estas células, induciendo la expresién de citocinas,
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~ moléculas coestimulatorias y otras muchas moléculas antimicrobianas. Asi, los
TLR participan activamente en el desarrollo de la respuesta innata, encaminada a
eliminar al microorganismo en los primeros estadios de la enfermedad.

El descubrimiento de que los TLR también se expresan en c€lulas dendriticas
inmaduras, sugirié que estos receptores podrian estar implicados en la generacién
de una respuesta inmune adquiridé. Diferentes estudios han mostrado que la
interaccién de diferentes ligandos microbianos con los TLR presentes en las
células dendriticas inmaduras desencadena: (i) un aumento de expresion de los
antigenos de histocompatibilidad de clase II, que presentan los péptidos
antigénicos a los linfocitos T, (ii) un aumento de expresion de moléculas
coestimuladoras, importantes para la expansién clonal de las células T y (iii)
secrecion de citocinas inmunomoduladoras, que dirigen la diferenciacién de los
linfocitos T en células efectoras (Barton y Medzhitov, 2002; Takeda et al., 2003,
Sousa, 2004).

3.1.1.- Los ligandos de los TLR

Aunque durante los ultimos afios se han caracterizado diferentes ligandos para
los diferentes TLR, todavia no se conocen los ligandos fisiologicos para algunos
TLR y con gran probabilidad, se seguiran descubriendo ligandos adicionales a
los ya descritos. La gran mayoria de los ligandos caracterizados corresponden a
estructuras microbianas conservadas (PAMPs), presentes en bacterias, hongos y
virus. Recientemente, se ha descrito que ligandos endogenos (procedentes del
hospedador), también son reconocidos por algin TLR. Por tltimo, también se ha
visto que algunos compuestos sintéticos (drogas antiviricas) pueden interaccionar
como ligandos con ciertos TLR, aunque obviamente no pueden considerarse
ligandos fisioldgicos (Tabla 1). El TLR2 es esencial para el reconocimiento de
lipopéptidos microbianos y zimosan. El TLR1 y TLR6 se asocian con el TLR2 y
discriminan entre triacil y diacil-lipopéptidos, respectivamente. El TLR4
reconoce el LPS y algunos ligandos enddgenos. E1 TLRO es el receptor de DNA

con motivos CpG no metilados, presente en DNA bacteriano y poco frecuentes
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en DNA de vertebrados, mientras que el TLR3 estd implicado en el

reconocimiento de RNA bicatenario viral. E1 TLRS es el receptor de la flagelina

bacteriana. Los receptores TLR7 y TLR8 interaccionan con diferentes drogas

sintéticas, con actividad antivirica o inmunomoduladora, que presentan

similitudes estructurales con los 4cidos nucleicos (Takeda et al., 2003; 'Tabla 1).

Recientemente, se ha sugerido que el ligando fisiolégico de TLR7 y TLRS es el
RNA monocatenario virico (Heil et al., 2004). Por 1ltimo, el ligando del TLR10

no se conoce actualmente, y el TLR11, recientemente descrito, no reconoce

ningun ligando ya descrito para los otros TLR pero se activa en respuesta a

bacterias uropatogénicas (Zhang et al., 2004).

TLR Origen del ligando Ligando
TLRI1 Bacterias gram positivas Modulina, lipopéptidos
TLR2 Bacterias gram positivas Lipoproteinas, peptidoglicano, acidos teicoicos
Pseudomonas aeruginosa Polimeros de 4cido manurénico
Staphylococcus Modulina
Micobacterias y micoplasmas | Lipoproteinas; lipopeptidos; lipoarabinomanano
Listeria Bacteria muerta por calor
Levaduras Zimosin
Trypanosoma cruzi Proteinas GPI
Espiroquetas LPS
TLR3 Virus dsRNA
TLR4 Bacterias gram negativas LPS
Plantas Taxol
Virus respiratorio sincitial Proteina F
Hospedadores (ligandos hsp60; hsp70; fibronectina; 4cido hialurénico;
enddgenos) heparan sulfato; fibrindgeno; defensinas
TLRS Bacterias gram negativas Flagelina
Bacterias gram positivas
TLR6 Bacterias gram positivas Modulina; factor soluble de la tuberculosis;
proteina A de Borrelia burgdorferi
TLR7 Pequefios compuestos antivirales
VIH ssRNA virico
TLRS Pequefios compuestos antivirales
VIH ssRNA virico
TLR9 Bacterias CpG-DNA
TLR10 ?777?
TLR11 |Bacterias gram negativas 2?27

uropatogénicas

Tabla 1: Los ligandos de los TLR. Modificado de Kaisho y Akira (2002) y Akira y Hemmi (2003).
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A continuacion se describen con detalle los ligandos de los receptores TLR4 y
TLR2, por ser los dos receptores para los que se han descrito un mayor niimero
de ligandos microbianos y los tinicos que se han implicado en el reconocimiento

de células fiingicas.
A.- TLR4

El principal ligando del TLR4 es el LPS, aunque el reconocimiento del LPS
requiere de otras proteinas que forman con el TLR4 el receptor funcional. El LPS
se une a una proteina presente en el suero, “LPS-binding protein”, y este
complejo que forman es reconocido por el CD14, receptor unido a la membrana
por un anclaje glicosilfosfatidilinositol, que a su vez interacciona con el TLR4.
Ademas, la funcionalidad del receptor del LPS requiere la presencia de la
proteina MD-2, que participa en la secrecién del TLR4 a la membrana y que en
su localizacién superficial interacciona con el dominio extracelular del TLR4
(Takeda et al., 2003; Miyake, 2004).

El TLR4 tiene otros ligandos (Tabla 1) entre los que se encuentran ligandos
endégenos. El TLR4 es capaz de reconocer componentes de la matriz
extracelular, como fibronectina, acido hialurénico y heparan sulfato, y otros
ligandos del hospedador, como fibrindgeno, hsp y defensinas (Biragyn et al,
2002; Johnson et al., 2002; Johnson et al., 2004). Muchos de estos compuestos se
producen en procesos inflamatorios en respuesta a dafio tisular, aiin en ausencia
de infeccion, por lo que se ha sugerido que los TLR, ademds de reconocer
microorganismos, estarian implicados en detectar dafio tisular (Beg, 2002;
Takeda y Akira, 2004b). Sin embargo, no puede descartarse que el efecto
observado en algunos casos se deba a la presencia de LPS contaminante en la

preparaci6n purificada de los ligandos endégenos (Tsan y Gao, 2004).

B.- TLR2

El receptor TLR2 reconoce una gran variedad de componentes microbianos

(Tabla 1) entre los que cabe citar: lipoproteinas de bacterias gram negativas,

41



Introduccion

~ micoplasmas y espiroquetas, el peptidoglicano y 4acidos lipoteicoicos de bacterias
gram positivas, lipoarabinomanano de micobacterias, glicoinositol fosfolipidos
de Trypanosoma cruzi, glicolipidos de Treponama maltophilum, porinas de
Neisseria y zimosan. Ademas el TLR2 reconoce también varios tipos de LPS
atipicos de Leptospira interrogans y Porphyromonas gingivalis, a diferencia del
TLR4, que reconoce LPS de enterobacterias. Estos dos tipos de LPS atipico
difieren estructuralmente y funcionalmente del LPS de enterobacterias.

El hecho de que el receptor TLR2 sea capaz de reconocer esta gran variedad
de ligandos puede deberse a su capacidad de asociacion con otros TLR,
concretamente con €l TLR1 y con el TLR6, lo que le confiere la posibilidad de
discriminar entre diferentes componentes microbianos. La interaccion entre
TLR2 y TLR6 es necesaria para el reconocimiento de diacil-lipopéptidos,
mientras que la cooperacion entre TLR2 y TLR1 participa en el reconocimiento
de triacil-lipopéptidos. Por lo tanto, el TLR1 y el TLR6 cooperan funcionalmente
con el TLR2 discriminando diferencias estructurales en lipopéptidos (Takeda et
al., 2003; Wetzler, 2003; Takeda y Akira, 2004a). Ademas, el receptor CD14
puede actuar aumentando la eficiencia de reconocimiento del TLR2 frente a
algunos de sus ligandos (Wetzler, 2003).

El zimosan fue descrito como ligando del TLR2 en el afio 1999 (Underhill ez
al., 1999). Aunque no se ha caracterizado el componente del zimosén
responsable de la interaccién con el TLR2, parece ser que dicha interacciéon no
estd mediada por el glucano, ya que al eliminar del zimosin los demas
componentes mediante tratamiento ﬂcalino, pierde la capacidad de activar por el
TLR2 (Underhill, 2003b). En cambio, el glucano del zimosén es el componente
reconocido por el receptor dectina-1, que activa la fagocitosis de las particulas de
zimosan. Aunque la dectina-1 y el TLR2 reconocen diferentes moléculas del
zimosén, y parece que no existe interaccion entre ambos receptores, la activacién
a través de la dectina-1 es capaz de producir un aumento en la respuesta
inflamatoria mediada por el TLR2, probablemente por solapamiento en las vias
de transduccion de sefial (Gantner et al., 2003; Underhill, 2003a).
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Introduccion

La via de transduccion de senal de los TLR comienza a través del dominio

intracitoplasmatico TIR que esta bastante conservado en todos los TLR. Este

dominio TIR del TLR interacciona con el dominio TIR de otras moléculas

adaptadoras (MyD88, TIRAP, TRIF, TRAM) (Figura 2). La primera molécula

adaptadora que se describio fue MyD88 (“Myeloid Differentiation Factor 88”) y

posteriormente se demostré que existia una via de transduccion de sefial

dependiente de MyD88, comun a todos los TLR y esencial para la induccion de

citocinas inflamatorias, y una via independiente de MyD88, que se ha descrito

que es especifica para TLR3 y TLR4 y que utiliza la molécula adaptadora TRIF.

i[.» TLR6
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Figura 2: Vias de transduccion de sefial a través de TLR. Modificado de Takeda y Akira (2004a) y

Akira (2004b)
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A.- Transduccion de seiial dependiente de MyDS88

MyD88 contiene en su extremo N-terminal un dominio de aproximadamente
90 aminoacidos denominado “Death Domain” (DD). El DD fue identificado en
proteinas promotoras de apoptosis, aunque se ha demostrado que muchas
proteinas con DD no presentan claras funciones apoptdticas, sino que participan
en interacciones proteina-proteina.

En 1994 se observé que el extremo C-terminal de MyD88 presenta una
secuencia de unos 200 aminoacidos, similar a las regiones intracelurares del
receptor Toll de Drosophila y del receptor de la IL-1 de mamiferos,
denomindndose dominio TIR. A través de estos dos dominios (TIR y DD),
MyD88 actiia como una molécula adaptadora entre los miembros de la familia
TLR/IL-1R y otras proteinas implicadas en la transduccién de sefial como IRAK
(“IL-1 Receptor- Associated Kinase™) (Janssens y Beyaert, 2002).

Una vez el ligando interacciona con el TLR correspondiente, el dominio TIR
de MyD88 se une con el dominio TIR de TLR. En ese momento, MyD88 recluta
a IRAK-4, IRAK-1 y TRAF-6 (“TNF-Receptor-Associated Factor”), lo que
induce la asociacién de IRAK-1 y MyD88 a través de sus dominios DD. IRAK-4
a continuacion fosforila IRAK-1 que junto con TRAF6 se disocia del receptor.
TRAF6 interacciona con TAK1 (“TGF-B-Activated Kinase 1), TAB1 y TAB2
(“TAK1-Binding Proteins 1 and 2”); el complejo TRAF6, TAK1, TAB1 y TAB2
forma un complejo més grande con Ubcl3 y UevlA (“Ubiquitin Ligasas E2”) lo
que induce la activacion de TAK1. TAK1 activada fosforila el complejo IKK y
MAP kinasas (como JNK “c-Jun N-terminal Kinase”), lo que induce la
activacion de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1 (“Activator Protein 1”)
respectivamente. AP-1 regula la expresion de genes implicados en apoptosis,
mientras que NF-kB induce la expresion de genes de citocinas inflamatorias y
otros genes implicados en el control de la proliferacion celular e inmunidad
(Takeda y Akira, 2004a).

Otra molécula con dominio TIR, TIRAP (“TIR Domain Adaptor Protein™), es

esencial en la via de transduccién de sefial dependiente de MyD88 mediada
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unicamente por los receptores TLR2 y TLR4. La molééula TIRAP, que también
fue denominada inicialmente Mal (“MyD88-Adaptor-Like™), se pensé que podria
ser la molécula adaptadora implicada en la transduccion de seiial independiente
de MyD88, aunque posteriormente ha quedado demostrado que no es asi
(Fitzgerald et al., 2001; Horng et al., 2001; Horng et al., 2002; Yamamoto et al.,
'2002a).

B.- Transduccién de seiial independiente de MyD88

Macréfagos deficientes en MyD88 no presentan activaciéon de NF-xB en
respuesta a ligandos de los receptores TLR2, TLR7 y TLR9, pero la estimulacién
con LPS, ligando del TLR4, produce la activaciéon de NF-xB, aunque dicha
activacion se encuentra retardada al compararse con macréfagos control, lo que
sugeria la existencia de una via de activacién independiente de MyD88 (Kawai et
al.,, 1999). Tras estudiar cuales eran los genes que se inducian por el LPS en los
macréfagos deficientes en MyD88, se observé que ligandos del TLR4, pero no
del TLR2, inducian la expresion de genes inducibles por IFN-B, tanto en
macro6fagos salvajes como en MyD88-/- (Kawai et al., 2001), como consecuencia
de la activacion del factor de transcripcion IRF-3 (“Interferon Regulatory Factor
3”) (Kawai et al., 2001) que induce la produccién de IFN-B, que a su vez induce
la expresion de genes regulados por interferén (Hoshino e al., 2002; Toshchakov
et al., 2002; Doyle et al., 2003). Se ha demostrado que ligandos del TLR3
también activan IRF-3 y que en macréfagos deficientes en MyD88, estimulados
con ligandos del TLR3, se activa NF-kB, indicando que el receptor TLR3
también utiliza la via independiente de MyD88 (Weaver et al., 1998; Yoneyama
et al.,1998; Takeda y Akira, 2004b).

Se ha demostrado que la molécula adaptadora que participa en la via de
transduccién de sefial independiente de MyD88 es una molécula con dominio
TIR denominada TRIF (“TIR Domain-Containing Adaptor Inducing-IFN-p”). La
produccién de IFN-B en respuesta a ligandos del TLR3 y del TLR4 se ve

claramente disminuida en ratones deficientes en TRIF (Yalilamoto et al., 2002b;
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~ Yamamoto et al., 2003).:Una cuarta molécula adaptadora con dominio TIR es la
molécula TRAM (“TRIF Related Adaptor Molecule”), que participa
especificamente en la via de transduccién de sefial independiente de MyD88 a
través de TLR4 (Takeda y Akira, 2004b).

La via de transduccién de sefial independiente de MyD88 es importante en la
respuesta frente a infecciones viricas, puesto que induce la produccién de IFN-B
y se activa a través del TLR3 y TLR4, receptores que pueden reconocer ligandos

procedentes de virus (Tabla 1).
3.1.3.- Distribucién de los TLR

La expresion de los TLR en diferentes células es un area de investigacion en
curso y posiblemente, los tipos celulares que expresan algin TLR siga
aumentando en los préximos afios. Ademas, la expresion de los TLR esta
modulada por una variedad de factores, tales como la invasién microbiana,
componentes microbianos y citocinas (Takeda et al., 2003).

Todos los receptores, excepto TLR3, se expresan en monocitos, macréfagos y
neutréfilos (Muzio et al., 2000; Hayashi et al., 2003). También los eosinéfilos
expresan TLR1, 4, 7, 9 y 10; aunque en general, los niveles de estos receptores
son menores que en los neutrdfilos, hay que destacar que expresan un alto nivel
de TLR7 y responden bien a ligandos de este receptor, lo que sugiere su
participacion en la respuesta frente a las infecciones viricas (Nagase et al., 2003).
Los mastocitos, importantes en la respuesta inmune innata, expresan TLR2, 4, 6
y 8, pero no TLRS (McCurdy et al., 2001; Supajatura et al., 2001; Supajatura et
al., 2002).

Aunque las células NK participan en la respuesta inmune frente a
microorganismos, su capacidad para reconocer directamente a los patégenos sélo
ha podido ser demostrada recientemente, cuando se ha descrito que células NK
altamente purificadas son capaces de reconocer y responder a componentes de

microorganismos patogenos a través de los TLR (Chalifour ef al., 2004).
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En células dendriticas, la expresion de los TLR depende del tipo de célula
 dendritica y de su estado de maduraciéon. En humanos, existen dos tipos de
células dendriticas, las mieloides y las plasmocitoides (Rissoan et al., 1999; Liu,
2001; Liu et al,, 2001). Las primeras expresan TLR1, 2, 4, 5 y 8, mientras que las
segundas TLR7 y 9, aunque algunos autores indican que TLR7 también se
| éxpfeéa en las dendriticas mieloides (Jairrdsséy et al, 2001; Kadowaki ef al.,
2001; Krug et al., 2001; Ito et al, 2002). La expresion de TLR1, 2, 4y 5 se
observa en células dendriticas inmaduras y va disminuyendo a medida que van
madurando (Visintin er al,, 2001). El TLR3 se expresa solamente en células

dendriticas maduras (Muzio ef al,, 2000).

La expresién de los TLR también es generalizada entre los linfocitos. La
expresion de los TLR en los linfocitos B genera funciones efectoras, tales como
produccién de anticuerpos, y representa una conexion directa entre inmunidad
innata y especifica (Coutinho y Poltorack, 2003). Ademas, se ha descrito que el
TLR2 se expresa en la superficie de células T activadas y de memoria, donde
podria funcionar como receptor coestimulador para la activacion de células T y
en el mantenimiento de las células de memoria (Komai-Koma et al., 2004). El
andlisis de la expresion de los TLR en diferentes subpoblaciones de linfocitos T,
ha mostrado que los T reguladores expresan selectivamente TLR4, 5, 7 y 8;
ademds, estas células responden directamente a productos bacterianos
proinflamatorios, un mecanismo que probablemente contribuye al control de la
respuesta inflamatoria (Caramalho et al., 2003).

Los TLR, ademés de expresarse en células del sistema inmune, se han
encontrado en otros tipos celulares como células epiteliales y endoteliales,
contribuyendo a las respuestas inflamatorias. Asi por ejemplo, células epiteliales
intestinales expresan bajos niveles de TLR4, lo que podria explicar que el LPS
no produce importantes procesos inflamatorios a este nivel (Abreu et al., 2001;
Naik et al., 2001). La expresion de los TLR parece estar estrictamente regulada
en las células epiteliales intestinales, de manera que las bacterias patogénicas
gram negativas inducen una respuesta inflamatoria que no es inducida por las

bacterias comensales, y ademas recientemente se ha descrito que la activacion de
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~los TLR por la microflora comensal estd implicada en la proteccion contra el
dafio intestinal y la mortalidad asociada a este dafio, lo que revela una nueva
funcién de los TLR en el mantenimiento de la homeostasis epitelial intestinal
(Takeda et al., 2003; Rakoff-Nahoum et al., 2004). Algunos TLR, como el TLR2
y el TLR4, se expresan en células epiteliales renales tras induccién por IFN-y y
TNF-a, lo que contribuye a la deteccion de la infeccion bacteriana en el lumen de
los tibulos y a la induccién de la respuesta inflamatoria (Wolfs et al., 2002). La
expresion de TLR4 en el epitelio pulmonar es importante en la deteccion de
Haemophilus influenzae y el TLR4 presente en el epitelio de la cornea contribuye
a la respuesta inflamatoria frente a parasitos nematodos (Saint Andre ez al., 2002;
Wang et al., 2002).

Las células endoteliales también son capaces de expresar TLRs, en particular
TLR2 y TLR4, indicando su posible funcion en la deteccion de patégenos
(Takeda et al., 2003; Talreja et al., 2004).

3.2.- TLR y Candida albicans

La funcién de los TLR en la defensa frente a las candidiasis s6lo ha empezado
a estudiarse en los 1ltimos afios. Al iniciarse el trabajo experimental de esta tesis
doctoral no existia ninguna publicacion sobre el tema y durante el desarrollo del
mismo, han aparecido cuatro publicaciones que se comentan a continuacion.

Las tres primeras publicaciones aparecieron en el afio 2002. En la primera de
ellas (Netea ef al., 2002) se estudia el papel del TLR4 en las candidiasis
utilizando ratones C3H/HeJ que, como se ha indicado anteriormente, tienen un
TLR4 no funcional. Los autores encuentran que estos ratones son mas sensibles a
las candidiasis invasivas midiendo el grado de colonizacién del rifién tras
inyeccién intravenosa de levaduras vivas, aunque no presentan datos de curvas
de supervivencia/mortalidad. La produccién de citocinas proinflamatorias in vitro
es normal en estos ratones, pero la produccioén de quimiocinas estd disminuida, lo
que concuerda con un menor reclutamiento de neutréfilos a la cavidad

intraperitoneal tras la inyeccion de levaduras. En cambio, utilizando células
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humanas la produccion de la quimiocina IL-8 no se inhibié con anticuerpos anti-
' TLR4, lo que sugiere que la respuesta mediada por TLR4 frente a C. albicans en
humanos es diferente a la observada en ratones (Netea et al., 2002).

En la segunda publicacion se estudia la relacién entre un polimorfismo
encontrado en el gen TLR4 humano (la asparagina de la posicion 299 es
sustituida por una glicina, mutacién funcionalmente equivalente a la que
presentan los ratones C3H/HeJ), y la susceptibilidad y/o gravedad de candidiasis
urogenitales. Los autores no encuentran ninguna relacion estadisticamente
significativa entre dicho polimorfismo en el TLR4 y las candidiasis urogenitales
(Morré et al., 2002).

En la tercera publicacién se describe que el manano de la pared celular de la
forma levaduriforme de C. albicans, y en menor medida de la forma de micelio,
es capaz de inducir la produccién de citocinas proinflamatorias en monocitos
humanos, a través del receptor TLR4, de manera similar al LPS; dicha induccién
esta mediada por CD14, que reconoceria el complejo formado por el manano y la
proteina de unién al LPS (Tada et al., 2002).

Por 1ltimo, en el afio 2003 se ha descrito que el PLM de la superficie celular
de C. albicans es un ligando que estimula la produccion de TNF-a en macréfagos
de ratén al interaccionar con el TLR2 (Jouault et al., 2003).

Los resultados sobre este tema publicados en paralelo a los de esta tesis hasta
el momento actual, seran discutidos en conjunto en la seccién de discusién

general.
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Objetivos

El descubrimiento de los TLR ha abierto nuevas perspectivas en el estudio de
la respuesta inmune del hospedador frente a las infecciones microbianas.
Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos en la introduccién, el objetivo
receptores en la respuesta inmune frente a C. albicans. Para ello, se han utilizado
ratones deficientes en TLR2, TLR4 o MyD88 con base genética C57BL/6,
cedidos por el Dr. Akira de la Universidad de Osaka, Jap6n.

Los objetivos concretos del presente trabajo han sido los siguientes:

1. Estudio de la participacién del receptor TLR2 en la respuesta
inmune innata y adquirida frente a C. albicans. Los resultados
obtenidos se recogen en los siguientes articulos:

- E. Villamén, D. Gozalbo, P. Roig, J.E. O’Connor, D. Fradelizi, M.L.
Gil, 2004. Toll-like receptor-2 is essential in murine defenses against
Candida albicans infections. Microbes and Infection 6: 1-7.

- E. Villamén, D. Gozalbo, P. Roig, J.E. O’Connor, M.L. Ferrandiz, D.
Fradelizi, M.L. Gil, 2004. Toll-like receptor-2 is dispensable for
acquired host immune resistance to Candida albicans in a murine

model of disseminated candidiasis. Microbes and Inféction 6: 542-548.

2. Estudio de la participacion de MyD88 en la respuesta inmune
innata y adquirida frente a C. albicans. Los resultados de este
apartado se encuentran recogidos en el siguiente articulo:

- E. Villamén, D. Gozalbo, P. Roig, C. Murciano, J.E. O’Connor, D.
Fradelizi, M.L. Gil, 2004. Myeloid differentiation factor 88 (MyD88)
is required for murine resistance to Candida albicans and is critically
involved in Candida-induced production of cytokines. European
Cytokine Network 15: 263-271.
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3. Estudio de la participaciéon de los receptores TLR2 y TLR4 en la
produccion de PGE; en respuesta a C. albicans. Este objetivo ha
dado lugar a la siguiente publicacion:

- E. Villamén, P. Roig, M.L. Gil, D. Gozalbo, 2005. Toll-like receptor-
2 mediates prostaglandin E, production in murine peritoneal
macrophages and splenocytes in response to Candida albicans.

Research in Microbiology, en prensa.
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ARTICULO 1: E. Villamén, D. Gozalbo, P. Roig, J.E. O’Connor, D. Fradelizi,
M.L. Gil, 2004. Toll-like receptor-2 is essential in murine defenses against
Candida albicans infections. Microbes and Infection 6: 1-7.
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Abstract

In this work, we studied the role of toll-like receptor-2 (TLR2) in murine defenses against Candida albicans. TLR2-deficient mice
experimentally infected intraperitoneally (i.p.) or intravenously (i.v.) in vivo had very significant impaired survival compared with that of
control mice. In vitro production of TNF-a and macrophage inhibitory protein-2 (MIP-2) by macrophages from TLR2™" mice in response to
yeasts and hyphae of C. albicans were significantly lower (80% and 40%, respectively; P < 0.05) than production by macrophages from
wild-type mice. This impaired production of TNF-a and MIP-2 probably contributed to the 41% decreased recruitment of neutrophils to the
peritoneal cavity of i.p. infected TLR2™~ mice. In contrast, in vitro phagocytosis of yeasts and production of reactive oxygen intermediates
(ROI) were not affected in macrophages from TLR2™~ animals. Our data indicate that TLR2 plays a major role in the response of macrophages
to C. albicans, triggering cytokine and chemokine expression, and it is essential for in vivo protection against infection.

© 2003 Elsevier SAS. All rights reserved.

Keywords: Candida albicans; TLR2; Macrophages

1. Introduction

The dimorphic fungus Candida albicans is one of the
most frequent etiologic agents causing the opportunistic in-
fection candidiasis, a disease which can be fatal when pro-
gressing to systemic dissemination. The incidence of this
infection is increasing as a result of expansion of the immu-
nocompromised population [1,2].

Prevention of candidiasis requires the coordinated action
of innate and adaptive immune defenses. Phagocytes, such as
neutrophils and macrophages, are crucial to these processes.
These cells can clear the pathogen via phagocytosis. Further-
more, macrophage activation leads to the release of several
key mediators such as proinflammatory cytokines; TNF-a is
of special importance in protecting the host against dissemi-
nated candidiasis. Neutralization of endogenous TNF-c by
either anti-TNF-o antibodies (Abs) or pharmacological

* Corresponding author. Tel.: +34-96-354-3026; fax: +34-96-354-3099.
E-mail address: m.luisa.gil@uv.es (M.L. Gil).

© 2003 Elsevier SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.micinf.2003.09.020

agents dramatically worsens the course of this experimental
disease [3,4]. Mice lacking TNF-a receptors and TNF-a,
lymphotoxin-a double-knockout mice have increased sus-
ceptibility to disseminated candidiasis [5,6). Other cytok-
ines, such as JL-6, G-CSF and GM-CSF, are important for
neutrophil recruitment during candidiasis, but the precise
role of chemokines during C. albicans infection, and which
chemokines mediate cytokine-driven neutrophil influx, have
been little examined as yet [7]. It is established that Th1, and
not Th2, response confers protection against candidiasis.
Understanding of the mechanisms of Th1 lymphocyte induc-
tion has made important progress recently [8]. It is recog-
nized that activation of phagocytic cells following pathogen-
binding to cell surface molecules acting as pathogen sensors
is a key initial event [9,10].

The main pattern recognition receptors on the surface of
phagocytic cells are the toll-like receptors (TLRs), a family of
evolutionarily conserved transmembrane proteins that func-
tion as sensors of infection and induce the activation of innate
and adaptive immune responses. Ten mammalian TLRs have
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been described so far, and TLR ligands include molecular
products derived from bacteria, protozoa, viruses and fungi.
Signal transduction throngh TLRs results in the upregulation
of major histocompatibility complex (MHC) class II, co-
stimulatory molecules, cytokines and antimicrobial re-
sponses. Their intracellular Toll/interleukin-1 receptor (TIR)
domain binds to MyD88, a common adaptor protein contain-
ing a TIR domain. MyD88 is the adaptor molecule required
for all but a subset of TLR-mediated signaling events [11].

Despite the importance of C. albicans in causing human
disease, little information is available on the role of TLRs in
host defense against candidiasis. TLR4-defective C3H/Hel
mice were reported to be more susceptible to C. albicans
infection [12]. However, these authors observed that, in vitro,
neither production of TNF-a and other proinflammatory cy-
tokines nor candidacidal ability of neutrophils and macroph-
ages were affected in these TLR4-deficient mice. Only the
production of chemokines, such as KC and macrophage
inhibitory protein-2 (MIP-2), decreased and was accompa-
nied by impaired neutrophil recruitment. Nevertheless, they
also noted that the murine data were at variance with results
in humans, since in vitro production of IL-8, the human
homologue of murine KC and MIP-2, was not blocked by
anti-TLR4 Abs [12]. Morré et al. [13] have examined the role
of TLR4 Asp299Gly gene polymorphism in human suscep-
tibility to C. albicans infection. This genotype resuits in an
endotoxin hyporesponsiveness similar to the phenotype of
C3H/HeJ mice. The results indicated that this functional
TLR4 Asp299Gly gene polymorphism did not play any ma-
jor role in human susceptibility to and severity of urogenital
C. albicans infections. All these results, although indicating
that TLR4 plays an important role in protecting mice against
candidiasis, did not rule out the possibility that additional
TLR molecules on murine macrophages might also partici-
pate as sensor molecules capable of recognizing this fungus.
In addition, such studies underline the dissimilarities be-
tween human and murine TLRs, and the complexity of host—
parasite relationships during candidiasis, including the dif-
ferences between host defenses against mucosal or
disseminated infections.

The discovery of TLRs has opened new perspectives for
studying host defenses against microbial infections. In this
work, we studied the role of TLR2 in the protective response
against yeasts and hyphae of C. albicans by using gene-
targeted mice lacking TLR2 expression (TLRZ). We report
here the influence of TLR2 gene deletion on (i) susceptibility
in vivo to experimental fungal infection, (ii) TNF-a and
MIP-2 release by macrophages in response to C. albicans in
vitro, (iii) neutrophil recruitment to the site of infection, (iv)
phagocytosis, and (v) formation of reactive oxygen interme-
diates (ROI) by macrophages in response to C. albicans.

2. Materials and methods

2.1. Mice

TLR2™ mice (C57BL/6 background) were kindly pro-
vided by Dr. S. Akira (Osaka University, Osaka, Japan) [14],

and C57BL/6 mice (Harlan Ibérica, Barcelona, Spain) were
used as controls. Mice of both sexes between 7 and 12 weeks
old were used for experiments.

2.2. Infection and survival curves

Cells of C. albicans strain ATCC 26555 were grown in
YPD medium (1% Difco yeast extract, 2% peptone, 2%
glucose) at 28 °C up to the late exponential growth phase
(Ago0 om 0-6-1), and they were collected and washed with
pyrogen-free water. Cells were resuspended in water and
maintained for 3 h at 28 °C with shaking and afterwards at
4 °C for 24 or 48 h (starved yeast cells), as previously
described [15]. The suspension was finally washed and di-
luted in pyrogen-free phosphate-buffered saline (PBS;
Gibco, Barcelona, Spain) to the appropriate cell concentra-
tion before injection. Mice were challenged intraperitoneally
(i.p.) with 50 x 10° C. albicans yeasts in a volume of 0.5 ml,
or intravenously (i.v.) with 10° C. albicans yeasts in a vol-
ume of 0.2 ml, and survival was checked daily for 15 days.

Experiments were performed under conditions designed
to minimize endotoxin contamination. Endotoxin-free water
and PBS were used, fungal culture media were passed
through a detoxi-gel endotoxin removing gel (Pierce, Rock-
ford, IL) and tested for absence of endotoxin by the E-toxate
assay (Sigma, Madrid, Spain).

2.3. In vitro cytokine production

Resident peritoneal macrophages were harvested by in-
stilling and withdrawing 10 ml of complete cell culture
medium: RPMI-1640 medium supplemented with 5% heat-
inactivated FBS and 1% penicillin~streptomycin (Gibco,
Barcelona, Spain). The cells were washed once with the same
medium and plated at a density of 2.3 x 10° cells in 200 pl of
medium per well in a 96-well tissue culture plate. Peritoneal
macrophages were allowed to adhere for 2 h, the non-
adherent cells were removed, and the adherent macrophages
were cultured for 72 h. Cells were challenged with the indi-
cated stimuli for 24 h. Supernatants were then harvested and
tested for TNF-a and MIP-2 release by commercial ELISA
kits (eBioscience, San Diego, CA, and R&D Systems, Min-
neapolis, MN, respectively).

The stimuli used were LPS from Escherichia coli
0111:B4 (Sigma, Madrid, Spain), the yeast cell wall particle
zymosan (Molecular Probes, Eugene, OR), and two C. albi-
cans forms, yeast and hypha, obtained as reported elsewhere
[15,16]. Briefly, starved yeast cells were inoculated (200 pg
[dry weight] of cells per ml) in a minimal synthetic medium
and incubated for 3 h at 28 °C to obtain yeasts or at 37 °C to
obtain hyphae. For heat inactivation, yeasts and hyphae were
resuspended in water and treated at 100 °C for 1 h. After
inactivation, fungal cells were extensively washed in PBS
and brought to the desired cell density in complete cell
culture medijum.
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2.4. Recruiitnenl of neutrophils

To inve:stijate the recruitment of neutrophils at the site of
infection, groups of four mice were injected i.p. with 107
heat-killed C albicans yeast cells. After 4 h, peritoneal cells
were colleictod and washed once with PBS. The percentage of
neutrophihs was determined by labeling cells with FITC-
conjugated aiti-mouse Ly-6G antibody (clone RB6-8C5;
eBioscience, San Diego, CA), and analysis by flow cytom-
etry, using an EPICS Elite Cell Sorter XL-MCL (Coulter
Beckman)).

2.5. Candido phagocytosis assay

Heat-kiilled C. albicans cells were made fluorescent by
FITC labe;ling. Briefly, yeasts were resuspended in carbonate
buffer (pH 10) containing 0.05 mg of FITC per mi, and
incubated atroom temperature for 2 h. FITC was eliminated
by extensuve washing with PBS, and homogeneous distribu-
tion of FITC labeling was confirmed by flow cytometry.
Zymosan particles were labeled with fluorescein as indicated
above for yeasts. Resident peritoneal macrophages were
plated at a density of 1.6 x 105 cells in 200 pl of médium per
well in a 96-well tissue culture piate, and after 48 h, were
incubated with FITC-labeled yeast (6:1 ratio) or FITC-
labeled z>'mosan (6:1 ratio). After 18 h, cells were washed,
scraped into suspension and analyzed by flow cytometry. To
differentiate cell surface-adherent microorganisms from the
intemalized ones, trypan blue (0.2%) was added to quench
extracellular fluorescence. Macrophages were gated on the
basis of their forward and side scatter, and at least
5000 events were acquired. The extent of phagocytosis was
assessed as the percentage of positive (green) cells as well as
by the increase of the mean intensity of fluorescence in
macrophages.

2.6. Formation of ROI in peritoneal macrophages

Resident peritoneal macrophages were plated at a density
of 1.6 x 105 cells in 200 pl of médium per well in a 96-well
tissue culture piate, and after 72 h were incubated with
heat-killed yeast (6:1 ratio) or zymosan (6:1 ratio). After 2 h,
cells were washed, incubated with 0.15 pg/ml dihydror-
hodamine (DHR) 123 (Molecular Probes, Eugene, OR) for
30 min, scraped into suspension and analyzed by flow cyto-
metry. Macrophages were gated on the basis of their forward
and side scatter, and at least 5000 events were acquired. The
results are presented as the fold induction of oxidation of
DHR 123, defined as the mean fluorescence of the sample
treated with stimulus plus DHR 123 divided by the mean
fluorescence of DHR 123 treatment alone.

2.7. Statistical analysis

Statistical differences were determined using Student’s
accepted at the
P < 0.05 level. Data are expressed as mean + S.D.

two-tailed i-test. Significance was

3. Results and discussion

3.1. In vivo susceptibility of mice to experimental
C. albicans infections

To assess the role of TLR2 in the host defense against
C. albicans, TLR2W_and control mice were infected with
C. albicans yeasts, and their survival wa> monitored for
15 days (Fig. 1). We first selected the i.p. route because we
reasoned that peritoneal macrophages which express TLRs
would be the first-line effector cells encountering and possi-
bly neutralizing the yeast cells before they could dissemi-
nate. Inoculations were performed with 50 x 106 yeast cells
per mouse (Fig. 1A). This dose was selected following pre-
liminary studies evaluating the
C57BL/6 mice according to the number of C. albicans cells
injected. Most animal deaths occurred during the first week
after infection. Subsequently, most surviving animals stayed

mortality rates in

alive and exhibited normal appearance and activity. The
percentage of dead animals following i.p. infection was
45.46% in TLR2-7- mice. It was significantly higher than the
percentage of dead animals in control mice (18.46%). In
subsequent experiments, infections were performed by the
i.v. route with 106 yeast cells per mouse. Mortality was
followed for 15 days (Fig. IB). Using this i.v. inoculation
route, 100% of TLRZ-'- mice died within 7 days, while only
44.5% of the wild-type animals had died at day 7, and no
further deaths occurred until day 15. We concluded that
TLR2 expression is of crucial importance for the protection
of mice against C. albicans disseminated candidiasis.

100

80 -
60 -
Vi
20 -

0123456 7289 101112131415

Days of infection

100
80 -
8
T 60 -
40 - Wild-type
20 1 TLR2-/-

0123456 7 8 9101112131415

Days of infection

Fig. 1. Survival of animals infected with C. albicans. Wild-type mice and
TLR2-/~mice were infected i.p. with 50 x 106 yeasts per mouse (A) or i.v.
with 106 yeasts per mouse (B), and observed for 15 days. (A) shows data
from one representative experiment of two, using 11 mice for each group,
and (B) shows data from one experiment, using nine mice for each group.
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3.2. Role of TLR2 in TNF-a and MIP-2 macrophage
production in response to C. albicans

To investigate the role of TLR2 in the production of
cytokines and chemokines by macrophages stimulated with
C. albicans, in vitro peritoneal macrophages from TLR2~/_
and control CS57BL/6 mice were stimulated with yeasts or
hyphae. Wells containing macrophages stimulated by known
TLR2 (zymosan) and TLR4 (LPS) agonists were included as
Controls. Unstimulated macrophages served as negative Con-
trols. The synthesis of TNF-a in response to yeasts and
hyphae was significantly lower by macrophages from
TLR2~~ mice compared with synthesis by macrophages
from wild-type animals (Fig. 2A; 88% reduction in the case
of yeasts, P = 0.000079, and 73% reduction in the case of
hyphae, P=0.011). As expected, zymosan stimulated TNF-a
release from wild-type macrophages only, and LPS stimu-
lated TNF-a release by macrophages from both wild-type
and TLR2-/_ animals. Production of MIP-2 by macrophages
from TLR2-/_mice in response to yeasts and hyphae was also
impaired compared with production by macrophages from
control animals (Fig. 2B; 45% reduction in the case of yeasts,
P = 0.008, and 52% reduction in the case of hyphae,
P =0.0026). It is noteworthy that the production of MIP-2 in
response to zymosan was diminished, but not abolished, in
TLR2W_ macrophages. In selected assays with fungal
stimuli, 2 pg/ml of polymixin B was added to culture wells,
prior to stimulation, to neutralize possible endotoxin con-
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nTLR2-/- JL
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T 3000 -
%— 2000 -
1000 - .
|
LPS Zymosan Yeast Hypha
B 40000 o Wild-type
m TLR2-/
£ 30000
20000
10000
LPS Zymosan Yeast Hypha

Fig. 2. TNF-a and MIP-2 production in response to C. albicans. Resident
peritoneal macrophages from wild-type and TLR2"/" mice were isolated and
challenged with E. coli LPS (250 ng/ml), zymosan (3.75 x 106 particles per
mi), C. albicans yeasts (150 pg [dry weight] of cells per mi) or hyphae
(150 pg [dry weight] of cells per mi) for 24 h. Concentrations of TNF-a (A)
and MEP-2 (B) in the culture supematants were measured by ELISA.
Depicted are the means of duplicates from one representative experiment of
two.

tamination. This had no significant effect on cytokine release
(data not shown).

The very significant reduced production of TNF-a and
MIP-2 by C. a/Wca/u-stimulated macrophages from TLR2-
deficient animals (80% and 49%, respectively) clearly indi-
cated that TLR2 is an essential receptor for C. albicans.
Based upon results by Netea et al. [12], who reported that
C. albicans-mdactd stimulation of macrophages from
C3H/HeJ mice led to a reduced production of MIP-2, similar
to the inhibition that we observed in TLR2-7- mice, but had
no effect on murine TNF-a production, it seems likely that
both TLR2 and TLR4 receptors are involved in macrophage
response to C. albicans, but in a different manner, the former
controlling both TNF-a and chemokine production while the
latter control only chemokine production.

C. albicans putative virulence factors include the ability
to switch from saprophytic yeast to the more virulent fila-
mentous foran of the fungus. Yeast forms are found in the
environment or during commensalism, whereas in the course
of fungal infectious disease both morphotypes are found in
infected tissues [17). Recent studies demonstrated that
whereas yeasts activate human monocytes to produce 1L-12,
driving immune response toward a Thl protective antican-
didal immunity, the hyphal forms inhibit IL-12 production.
Thus, the virulence attributed to the dimorphic transition
might be related to the lack of a protective anti-candidal
immunity resulting from a deficient induction of IL-12 by
hyphae [18,19], In the present work we found that both
forms, yeast and hypha, stimulated TNF-a and MIP-2 pro-
duction by macrophages; hyphae stimulating more TNF-a
production than yeasts but equal amounts of MIP-2. For both
morphotypes, the stimulation of TNF-a production was
highly TLR2 dependent, whereas stimulation of MIP-2 pro-
duction was only partially dependent on TLR2 engagement.
Our results are in line with those by Underhill etal. [20], who
showed a crucial role of TLR2 in TNF-a production in
response to zymosan. Recently, Gantner et al. [21] have
described a collaborative induction of inflummatory re-
sponses to zymosan by dectin-1 and TLR2. Dectin-1 is a
lectin receptor for (3-glucan that participates in the recogni-
tion of zymosan and enhances TNF-a and IL-12 production
mediated by TLR2. The precise molecular nature of the
C. albicans ligand(s) forTLRs still has to be determined, but
it is thought to be located in the fungal ce'J wall, as the
outermost cellular structure [22,23].

3.3. Role of TLR?2 in the recruitment o f neutrophils

To investigate the recruitment of neutrophfs to the site of
a C. albicans infection, groups of TLR2"7 and C57BL/
6 mice were injected i.p. with 107 heat-killed C. albicans
yeasts, and peritoneal cells were harvested 4 h later. The
percentage of neutrophils was determined by flow cytometry
using the RB6-8CS monoclonal antibody. RB6-8CS is di-
rected against Ly-6G, previously known as Gr-1, an antigen
on the surface of murine granulocytes whcse expression
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Fig. 3. Recruitnent of neutrophils in TLR2W- mice in response to C albi-
cans. C57BL/6md TLR2~y~ mice were injected i.p. with 107 heat-killed
C. albicans yeass per mouse. Four hours later, the percentage of neutrophils
present in the peitoneal cavity was quantiiied by labeling with FTTC-labeled
anti-Ly-6G antiiody (clone RB6-8C5) and flow cytometry analysis. Data
represent mean: £ S.D. of four mice from one representative experiment of
two.

increases wih cell maturity and is absent from precursor
cells. As shtwn in Fig. 3, there were significantly fewer
neutrophils n the peritoneal cavity of TLR2"7- than in the
cavity of coitrol mice (41% inhibition; P = 0.027). The
reduced recnitment of neutrophils may be related, at least in
part, to the mpaired production of MIP-2 by macrophages
from TLR2- , since MIP-2 is a CXC chemokine that causes
marked neurophil chemotaxis and activation [24]. More-
over, the recuction in TNF-a production by macrophages
from TLR2“ may also be partly responsible for the impaired
influx of neurophils, since it is known that the early TNF-a
response is ai important stimulus of chemokine production
[25,26] and that TNF-a lymphotoxin-a double-knockout
mice have arimpaired recruitment of neutrophils in response
to C. albicais [5].

3.4. TLR2 irphagocytosis of C. albicans

Subsequeitly, we sought to determine whether TLR2 is
also requirel for C. albicans phagocytosis. We assessed
whether macophages from TLR2_/~mice differed from con-
trol macroplages regarding their ability to intemalize C. al-
bicans yeastcells. We used a flow cytometry assay to deter-
mine the perentage of macrophages containing intemalized
FITC-labelel yeasts. The extracellular fluorescence possibly
caused by uispecific binding of FITC-labeled organisms to
the extracellilar surface of macrophages was quenched with
trypan blue.a method that distinguishes intracellular from
extracellulai yeasts [27], The mean channel fluorescence
intensity of nacrophages indicated the extent of the phago-
cytosis. As siown in Fig. 4, C. albicans uptake by peritoneal
macrophage from TLR2 knockout mice was not modified
compared wth uptake by peritoneal macrophages from wild-
type animal:. We also measured phagocytosis of zymosan by
macrophage from both wild type and TLR2_/, and found
equivalent nsults (Fig. 4), as recently reported [21].

Our findiig that TLR2 is critical for cytokine production
but not for ihagocytosis is consistent with previous studies
which have fiojvn that neither TLR2 fior TLR4 play arole in
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Fig. 4. Phagocytosis of heat-inactivated C. albicans yeasts by resident
peritoneal macrophages from wild-type and TLR2-7' mice. FITC-labeled
C. albicans cells and FTTC-labeled zymosan were added to the macrophage
cultures at a 6:1 ratio and further incubated for 18 h before assessing the
extent of phagocytosis by flow cytometry in the presence of trypan blue. The
extent of phagocytosis is represented as percentage of green fluorescent cells
(A) and as the green fluorescence mean intensity (B). Data are from one
representative experiment of two.

fungi phagocytosis by macrophages. Netea et al. [12] showed
that phagocytosis of C. albicans was not reduced in C3H/HeJ
mice. All these results are in agreement with several in vitro
studies. The mannose receptor (MR) was first identified as a
key receptor for C. albicans phagocytosis [28]. A recent
study identified the two major C. albicans receptors on
human monocyte-derived dendritic cells, the already de-
scribed MR and the newly identified C-type lectin DC-SIGN
(CD209) [29]. This newly described DC-SIGN (CD209)
C. albicans-uptake receptor, which has an expression signifi-
cantly broader than initially reported, including monocytic
human cell lines and peripheral blood mononuclear cells
[30], may explain why macrophages from MR'"'- mice were
equally capable of C. albicans uptake [31], Moreover,
dectin-1 expression in non-phagocytic cells is sufiicient to
confer the ability to intemalize zymosan [21], and therefore,
it can be suggested that dectin-1 may also contribute to
phagocytosis of C. albicans by recognizing the cell wall
P-glucan. Altogether, these data, including ours, suggest that
MR and/or CD209 are the main receptors for C. albicans
uptake, whereas TLRs are not involved in phagocytosis but
signal for cytokine and chemokine production.

3.5. Intracellularformation ofROI in response to
C. albicans

We used DHR 123 to quantify the production of ROI by
macrophages in response to C. albicans. DHR 123 reacts
with hydrogen peroxide in the presence of peroxidase, cyto-
chrome ¢ or Fe2+ and also reacts with peroxynitrite, the
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Fig. 5. Generation of ROI in response to C. albicans in peritoneal macro-
phages from wild-type and TLR2~/_mice. Macrophage cultures were incu-
bated with heat-inactivated C. albicans (6:1 ratio) and zymosan (6:1 ratio)
for 120 min. Cells were then washed, incubated with DHR123 for 30 min,
and the induced fluorescence was determined by flow cytometry. Depicted is
the fold induction of oxidation of DHR 123 in the presence of C. albicans
and zymosan compared with self-oxidation of DHR123 alone. Shown are
representative results of two experiments.

anién formed when nitric oxide (NO) reacts with superoxide
[32], As shown in Fig. 5, macrophages from TLR2 /* mice
generated similar levels of ROI as wild-type macrophages in
response to both zymosan and C. albicans cells, indicating
that TLR2 is not involved in ROI generation. Also, it has
recently been reported that zymosan activates ROI produc-
tion in a TLR2-independent fashion [21]. Previously, Netea
et al. [12] showed that TLR4 is not involved in generation of
superoxide and NO in response to C. albicans. These results
indicate that neither TLR4 fior TLR2 participates in inducing
direct candidacidal host mechanisms.

In summary, TLR2-defective mice are more susceptible to
in vivo experimental infection by C. albicans. This increased
susceptibility is associated with defective synthesis of TNF-a
and MIP-2 and impaired recruitment o f neutrophils to the site
of infection. We conclude, therefore, that TLR2 is an essen-
tial contributor to murine host defenses against C. albicans.
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Abstract

Previous vork by our group showed that Toll-like receptor 2 (TLR2) is essential for activation of innate immunity, playing a major role in
the response of macrophages to Candida albicans, triggering cytokine and chemokine expression, and therefore TLR2 —/~ mice are more
susceptible te systemic primary candidiasis. In this work, we used a murine model of systemic C. albicans infection, in which resistance to
reinfection with virulent wild-type cells is induced by prior exposure of mice to a low-virulence agerminative strain of C. albicans (primary
sublethal infection), to study the influence of TLR2 gene deletion on (i) the ability to develop an acquired resistance upon vaccination; (ii) the
developmentof the acquired humoral response; and (iii) the production of Th1 cytokines IFN-y, IL-12 and TNF-a. Our results indicate that,

- although TLK2 /- mice have a very impaired production of Th1 cytokines compared with control mice, they are equally capable of mounting
a specific hunoral response to the fungus and developing a vaccine-induced resistance.

© 2004 Elsevier SAS. All rights reserved.
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1. Introdudion

The dimorphic fungus Candida albicans is both a com-
mensal and an opportunistic pathogen in humans. Depending
on the underlying host defect, this microorganism is able to
cause a varety of infections that range from mucosal can-
didiasisto life-threatening invasive infections. The frequency
of the latter has increased in recent years as a result of an
expanding inmunocompromised population [1,2].

Experimental data and clinical evidence have indicated
that both the innate and adaptive immune systems regulate
the control and resistance to C. albicans infections [3]. The
coordimtion of the innate and adaptive arms of antifungal
defensemay also be important; it has been demonstrated that
Th cell reactivity plays a central role in regulating immune
responses to C. albicans, Th1 reactivity being responsible for

* Conrasponding author. Tel.: +34-96-354-30-26; fax: +34-96-354-30-99.
E-mai address: m.luisa.gil@uv.es (M.L. Gil).

© 2004 Esevier SAS. All rights reserved.
doi:10.10i6/j.micinf.2004.02.015

resistance and Th2 response being associated with suscepti-
bility [4-6]. Interestingly, although protective immunity to
C. albicans is mediated by Th1 cells, some Th2 cytokines are
required for the maintenance of the anti-fungal immune pro-
tection [7,8]; regulatory T cells (Treg), activated by IL-10-
producing dendritic cells, are also involved in the induction
of memory protective immunity by negative regulation of
antifungal Th1 reactivity [9]. Recently a role for antibodies in
the generation of memory antifungal immunity has been
established [10].

Toll-like receptors (TLRs) are a family of evolutionarily
conserved transmembrane proteins that function as sensors
of infection and induce the activation of innate immune
responses. Ten mammalian TLRs have been described so far,
and TLR ligands include molecular products derived from
bacteria, protozoa, viruses and fungi, and also several puta-
tive endogenous ligands. TLRs are expressed primarily on
macrophages and dendritic cells and control the activation of
these antigen-presenting cells. Signal transduction through
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TLRs results in the up-regulation of MHC class I, costimu-
latory molecules, cytokines and antimicrobial responses
[11,12]. The identification of TLRs as a family of receptors
involved in controlling dendritic cell activation has focused
attention on these receptors as possible regulators of adaptive
immune responses [13].

Little information is available on the role of TLRs in host

defenses against fungal pathogens [14] and in the recognition

of the important human pathogen C. albicans. We have
recently found that TLR2 and TLR4 participate in murine
defenses against C. albicans infections ([15]; Villamén et al.,
unpublished). Experimentally infected TLR2-deficient mice
show a very significant impaired survival compared with
control mice, and macrophages from TLR2 —/- mice have a
significant reduced production of TNF-o in response to
yeasts and hyphae; also, recruitment of neutrophils and mac-
rophage inhibitory protein-2 (MIP-2) production is impaired
in these mice [15]. Recently, Jouault et al. [16] examined the
involvement of TLRs in the ability of phospholipomannan
(PLM, a unique glycolipid present in the cell surface of
C. albicans) to stimulate TNF-a production by macrophages;
deletion of TLR4 or TLR6 genes led to a limited effect,
whereas deletion of the TLR2 gene abolished the cell re-
sponse [16).

TLR4-defective C3H/HeJ mice were more susceptible to
C. albicans infection, although neither production of TNF-a
and other proinflammatory cytokines, nor candidacidal abil-
ity of neutrophils and macrophages were affected; only the
production of chemokines, such as cytokine-induced neutro-
phil chemoattractant (KC) and MIP-2, were decreased and
accompanied by impaired neutrophil recruitment [17]. Using
TLR4~/- mice, we recently found that, although these mice
are more susceptible to in vivo experimental infection by
C. albicans, this increased susceptibility cannot be associ-
ated with impaired synthesis of TNF-a or MIP-2, neutrophil
recruitment, phagocytosis or reactive oxygen intermediates’
(ROIs) generation (Villamén et al., unpublished). All these
results underline the complexity of host—parasite relation-
ships during candidiasis, indicating that several TLRs may
simultaneously play a role for protecting mice, and that
probably also several ligands of the fungus are recognized.

In order to investigate the role of TLR2 in the acquired
immune response to C. albicans, we use here a murine model
of systemic C. albicans infection, developed and character-
ized by Romani et al. [18-20], in which substantial protec-
tion to reinfection with highly virulent wild-type cells is
induced by prior exposure of mice to a low-virulence ager-
minative strain of C. albicans. In this experimental model,
the development of a protective anticandidal response corre-
lates with the detection of Th1-associated immunity and Treg
cells [9,21-23]. We report here the influence of TLR2 gene
deletion on (i) the ability to develop an acquired resistance
upon vaccination (primary sublethal infection); (ii) the devel-
opment of the acquired humoral response; and (iii) the pro-
duction of Th1 cytokines IFN-y, IL-12 and TNF-a.

2. Materials and methods
2.1. Mice

TLR2 /- mice (C57BL/6 background) were kindly pro-
vided by Dr. Shizuo Akira (Osaka University, Osaka, Japan)
[24], and C57BL/6 mice (Harlan Ibérica, Barcelona, Spain)
were used as controls. Mice of both sexes between 7 and
12 weeks old were used for experiments.

2.2. Yeast strains and infections

Cells of C. albicans PCA2, a low-virulence non-
germinative strain [25], were grown in YPD medium (1%
Difco yeast extract, 2% peptone, 2% glucose) at 28 °C up to
the late-exponential growth phase (Aggg n, 0.6-1), collected
and washed with pyrogen-free water. Cells were resuspended
in water, maintained for 3 h at 28 °C with shaking and
afterwards at 4 °C during 24 or 48 h (starved yeast cells), as
previously described [26]. The suspension was finally
washed and diluted in pyrogen-free phosphate-buffered sa-
line (PBS; Gibco, Barcelona, Spain) to the appropriate cell
concentration before injection. Mice were challenged intra-
venously with 10° yeasts in a volume of 0.2 ml (primary
candidiasis). Seventeen days later, mice were intravenously
infected (secondary infection) with C. albicans ATCC
26555, a high-virulence strain (10° yeasts in a volume of
0.2 ml), cultured as described for the low-virulence strain,
and survival was checked daily for 15 days. Control mice
were intravenously infected with 10° yeasts of C. albicans
ATCC 26555 (primary candidiasis) and survival was checked
for 15 days.

Experiments were performed under conditions designed
to minimize endotoxin contamination. Endotoxin-free water
and PBS were used, fungal culture media were passed
through a detoxi-gel endotoxin-removing gel (Pierce, Rock-
ford, IL) and tested for absence of endotoxin by the E-toxate
assay (Sigma, Madrid, Spain).

2.3. In vitro cytokine production by splenocytes

Three days after the primary infection, and 17 days after the
secondary infection, total spleen cells were obtained by colla-
genase D treatment of the spleens, washed once with RPMI
1640 medium supplemented with 5% heat-inactivated FBS
and 1% penicillin-streptomycin (Gibco, Barcelona, Spain,
complete cell culture medium) and plated at a density of 107
cells in 1 ml of medium per well in a 24-well tissue culture
plate, in the presence of 2.5 pg per ml of amphotericin B
(Gibco, Barcelona, Spain). Cells were challenged with the
indicated stimuli for 48 h. Supernatants were then harvested
and tested by commercial ELISA kits for TNF-a, IL-12p70
(eBioscience, San Diego, CA) and IFN-y (R&D Systems,
Minneapolis, MN).

The stimuli used were the yeast cell wall particle zymosan
(Molecular Probes, Eugene, OR), heat-inactivated C. albi-
cans PCA2 yeasts, and C. albicans ATCC 26555 hyphae,
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obtained as reported elsewhere [26,27], Briefly, starved yeast
celis were inoculated (200 pg [dry weight] of cells per mi) in
a minimal synthetic médium and incubated for 3 h at 28 °C to
obtain yeasts or at 37 °C to obtain hyphae. For heat inactiva-
tion, yeasts and hyphae were resuspended in water and
treated at 100 °C for 1h. After inactivation, fungal cells were
extensively washed in PBS and brought to the desired cell
density in complete cell culture médium.

2.4. Semi-quantitative determination of Candida-specific
antibodies by ELISA

Serum obtained by retro-orbital bleeding of experimental
animals was assayed by ELISA to determine Candida-
specific antibody levels. Microtiter plates were coated with
50 pl of 60 mM sodium carbonate (pH 9.6) containing either
C. albicans ATCC 26555 yeasts or hyphae (150 pg dry
weight of cells per well), or with soluble cell extracts (1 pg of
protein per well), obtained from yeasts or hyphae by boiling
cells in PBS supplemented with 1% SDS and 1% DTT. After
ovemight incubation at 4 °C, the wells were washed with
0.05% (v/v) Tween-20 in PBS (washing buffer) and blocked
with 50 pl of PBS supplemented with 1% BSA, for 1 h at
room temperature. Three washes with washing buffer were
followed by the addition of 50 pl per well of serum samples
diluted in PBS with 0.01% of Tween-20 and 0.5% BSA and
further incubation for 1h at 37 °C. After washing, horserad-
ish peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG (Zymed, San
Francisco, CA) was added to the wells and incubated for 1h
at 37 °C, and the color intensity was determined at 450 nm
following the addition of the substrate mixture.

2.5. Statistical analysis

Survival curves were analyzed by Kaplan-Meyer log rank
test. Student’s two-tailed 7 test was used to compare cytokine
production. Data are expressed as mean £+ S.D. Significance
was accepted at the P < 0.05 level.

3. Results and discussion

3.1. Immunization with PCA-2 strain induces anti-Candida
resistance in TLR2 -/- mice

Recently, by using an experimental model of infection in
TLR2-deficient mice, we have shown the critical role of this
receptor in host defense against C. albicans [15]. TLR2
participate in C. albicans recognition and activation of innate
immunity, and therefore TLR2 -/- mice are more susceptible
to systemic primary candidiasis. In this work, we investigate
whether TLR2 also play a role in the generation of a specific
and definitive adaptive immune response. For this, we used a
well-characterized model in which substantial protection
against reinfection with highly virulent wild-type cells is
induced by prior exposure of mice to a low-virulence ager-
minative strain of C. albicans [18-23],

TLR2 -/- mice and CS7BLV6 mice were injected i.v. with
106 cells of low-virulence strain PCA-2, and their survival

was monitored for 17 days (not shown). As expected. all
control mice survived this infection with attenuated variant
cells, and appeared clinically normal. In contrast, although
TLR2 -/- mice survived the infection, they showed clinical
signs of disease, including weight loss, lethargy, and a ruftled
appearance. As the release of some cytokines may be im-
paired in TLR2 -/- mice, we assessed levels of TNF-a,
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Fig. 1. TNF-a, IFN-y and IL-12p70 production by splenocytes in response

to C. albicans. TLR2 -/- and wild-type mice were i.v. infected with

106 PCA2 cells. Three days later, splenocytes were isolated and challenged

for 48 h with C. albicans PCA2 yeasts (30 pg [dry weight] of cells/ml),

C. albicans ATCC 26555 hyphae (30 pg [dry weight] of cells/ml) or
zymosan (3.75 x 106 pameles per mi). Concentration of TNF-a, IFN-y and

IL-12p70 in the culture supematants was measured by ELISA. Depicted are

means of duplicales from one representative experiment of two. (*) P <0.05,

(**) P <0.01 with respect to the stimulated wild-type cells.
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IFN-y, and IL-12p70 production by antigen-stimulated sple-
nocytes 3 days after PCA-2 infection (Fig. 1). As previously
described ([15], Villamoén et al., unpublished) production of
TNF-a was dramatically impaired in TLR2 -/—mice com-
pared with control mice (Fig. 1A). The production of TNF-a
in response to PCA-2, hyphae and zymosan was significantly
diminished (69.25%, 77.42%, and 77.79%, respectively;
P < 0.05). Also, as early as 3 days postinfection, the IFN-y
production was significantly lower but not abolished in TLR2
-/- mice, compared with control mice (Fig. IB) in response
to PCA-2, hyphae and zymosan (50.75%, 74.32%, and
83.95%, respectively; P < 0.05). However, IL-12p70 could
not be detected in TLR2 -/- mice as opposed to wild-type
mice (Fig. 1C). Wild-type mice produced IL-12p70 basically
upon exposure to PCA-2 yeasts, and very little upon expo-
sure to hyphae, which is in accordance with previous results
showing that IL-12 production by human blood monocytes
and mouse and human dendritic cells basically occurs in
response to the yeast form of C. albicans [28-31], Interest-
ingly, the lower production of IL-12p70 in response to hy-
phae correlates with the lower production of IFN-y against
this morphotype; also, in TLR2 -/- mice, the undetectable
levels of IL-12p70 correlate with lower IFN-y production
compared with wild-type mice. Overall, these results indi-
cate that early in infection, production of proinflammatory
cytokines, including Thl cytokines (IL-12 and IFN-y) is
affected in TLR2-deficient mice.

Secondary infection of mice was performed 17 days after
the primary i.v. challenge, by i.v. injection of 106 cells of
high-virulence strain ATCC 26555, and survival was moni-
tored for 15 days (Fig. 2). As Controls, naive TLR2 -7- and
C57BL/6 mice were i.v. injected with 106 cells of high-
virulence strain ATCC 26555 (primary candidiasis in naive
mice) (Fig. 2). As expected, upon reinfection, C57BL/6 mice
survived the infection (100% survival at day 15), whereas
control C57BL/6 mice (non-vaccinated) showed only 28.6%
survival at day 15 (P = 0.0068). Similarly, TLR2 -/- mice
surviving PCA-2 infection (vaccinated mice), were also re-
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sistant to the C. albicans ATCC 26555 infection (85.7%
survivors at day 15), whereas 100% of control TLR2 -/-
mice primarily infected with the high virulence strain (non-
vaccinated) died within 7 days (P =0.0032). As previously
described [15], naive TLR2 -/- mic; were more susceptible
to systemic primary candidiasis thai naive wild-type mice
(P = 0.01). These results suggests that although effector
mechanisms of resistance to prima-y C. albicans infection
are impaired in TLR2-deficient mice, they are able to develop
a significant acquired resistance upsn vaccination (primary
sublethal infection).

3.2. Cytokine production by splenocytes from TLR2 -/-
immunized mice

To clarify the mechanisms of protection of the immunized
TLR2 -/- mice, we examined the cytokine production by
splenocytes, following in vitro antigen restimulation (Fig. 3).
Seventeen days after the secondary infection, the production
of TNF-a in response to PCA-2, hyphae and zymosan was
similar in wild-type and TLR2 -7- mice (Fig. 3A). Produc-
tion of IFN-y was still diminished in TLR2 -/- compared
with control mice in response to PCA-2, hyphae and zymo-
san (38.9%, 74.86%, and 80.49% inhibition, respectively;
P< 0.05). (Fig. 3B). Again, IL-12p79 was not detected in the
supematants from TLR2 -/- splenocytes (Fig. 3C). These
results indicate that Thl cytokines (IL-12 and IFN-y) are
affected in TLR2- deficient mice.

Interestingly, upon reinfection, the production of the
proinflammatory cytokine TNF-a vas similar in TLR2 -/-
and wild-type mice. TNF-a is of special importance for
protecting the host against disseminated candidiasis. Neu-
tralization of endogenous TNF-a by either anti-TNF-a anti-
bodies or pharmacological agents dramatically worsens the
course of this experimental disease [32,33]. Mice lacking
TNF-a receptors and TNF-a, lymphotoxin-a double-
knockout mice showed increased susceptibility to dissemi-

vaccinated wild-type
vaccinated TLR2-/-
naive wld-type

naive TLR2-/-

10 12 14 16

Fig. 2. Survival of animals infected with C. albicans. Naive or vaccinated wild-type and TLR2 -/- mice were infected intravenously with 106 C. albicans ATCC
26555 yeasts per mouse and observed for 15 days. Vaccinated mice were i.v. infected with 106cells of low-virulence PCA2 17 iays before reinfection. Naive
wild-type mice had increased mortality when compared with vaccinated wild-type mice (P = 0.0068), and similarly, naive TLR2 -/- mice had increased
mortality when compared with vaccinated TLR2 - /- mice (P =0.0032). The graph shows data from one experiment, using seven mice for each group.
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Fig. 3. TNF-a, IFN-y and IL-12p70 production by splenocytes from vacci-
nated mice in response to C. albicans. Vaccinated TLR2 -4- and wild-type
mice were i.v. infected with 106 ATCC 26555 high-virulence cells. Vaccina-
ted mice were i.v. infected with 106 cells of low virulence PCA2 17 days
before reinfection. Seventeen days after the secondary infection, splenocytes
were isolated and challenged for 48 b with C. albicans PCA2 yeasts (30 pg
[dry weight] of cells/ml), C. albicans ATCC 26555 hyphae (30 pg [dry
weight] of cells/ml) or zymosan (3.75 x 106 particles per mi). Concentration
of TNF-a, IFN-y and IL-12p70 in the culture supematants was measured by
ELISA. Means of duplicares from one representative experiment of two are
depicted. (*) P <0.05, (**) P <0.01 with respect to the stimulated wild-type
cells.

nated candidiasis, probably due to impaired recruitment of
neutrophils and phagocytosis of C. albicans cells [34,35],
Therefore, the restored normal TNF-a production against
C. albicans by splenocytes from vaccinated TLR2 mice
may contribute to the acquired resistance to the fungus. The
precise mechanism responsible for the restored TNF-a pro-
duction is not yet understood, but we can suggest that the
inflammatory process generated during sublethal primary
candidiasis, although impaired, may have increased the ex-
pression of other receptors for C. albicans also implicated in

TNF-a secretion (mannose receptors or complement recep-
tors) on the surface of tnyeloid cells [31],

3.3. Candida-specific antibodies in TLR2 -/- immunized
mice

C. albicans-speciiic antibody titers in infected mice were
measured to assess the ability of TLR2 -/- mice to mount a
humoral response against the fungal pathogen. Sera were
collected from infected mice on day 21 after infection, and
C. albicans-specific IgG levels were measured by ELISA
(Fig. 4). We used microtiter plates coated with either C. albi-
cans ATCC 26555 yeasts or hyphae or with soluble cell
extracts obtained from yeasts or hyphae, and we found in all
the cases that sera from TLR2 -/- mice have similar titers to
those of sera from wild-type mice. Actually, the sera from
TLR2-deficient mice have titers slightly higher than those of
wild-type mice; this may be due to a greater number of
C. albicans cells present in tissues of more susceptible mice.
The results indicate that TLR2 -/- mice are capable of
mounting a specific antibody response to C. albicans.

Although it is accepted that a humoral response is not
critical to host defense against C. albicans during primary
systemic infection, administration of antibodies against cer-
tain C. albicans antigens confers protection against infection
in naive mice [36-38]. The mechanisms by which specific
antibodies mediate protection against fungi are not well char-
acterized; recently Montagnoli et al. [10] found that B-cell-
deficient mice were resistant to the primary systemic infec-
tion, but resistance to reinfection was severely impaired,
despite the occurrence of activated Thl cells. This correlated
with the failure to generate EL-10-producing dendritic cells
and regulatory CD4+ CD25+ T cells, suggesting a role for
antibodies in the generation of memory antifungal immunity.
We show in our model that the acquired humoral response
and also the acquired resistance upon vaccination can occur
in the absence of TLR2, although there is no evidence indi-
cating whether these antibodies may be protective.

In summary, we found that TLR2 -/- mice are capable of
mounting vaccine-induced resistance to C. albicans and an
acquired specific humoral response similarly to control mice,
despite their very impaired production of Thl cytokines.
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Fig. 4. Presence of C. albicans-speciiic IgG in sera of vaccinated TLR2 and wild-type mice. Vaccinated TLR2 -/- and wild-type mice were i.v. infected with
106 ATCC 26555 high-virulence cells. Vaccinated mice were i.v. infected with 106 cells of low-virulence PCA2 17 days before reinfection. Bloodsamples were
obtained on day 17 after the secondary infection, and assayed by ELISA, using microtiter piales coated with either C. albicans ATCC 26555 yeasts (yeast) or
hyphae (hypha) or with soluble cell extracts obtained from yeasts (yeast extract) or hyphae (hypha extract). Each serum sample was a pool from four mice
randomly selected. One representative ELISA of two is depicted.
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ABSTRACT. We have studied the role of myeloid differentiation factor 88 (MyD88), the universal Toll-like
receptor (TLR) adaptor protein, in murine defenses against Candida albicans. MyD88-deficient mice, experimen-
tally infected in vivo, had a very significant impaired survival, and a higher tissue fungal burden when compared
with control mice. The recruitment of neutrophils to the site of infection was also significantly diminished in
MyD88” mice. In vitro production of proinflammatory cytokines such as TNF-a, IFN-y and IL-12p70, by
antigen-stimulated splenocytes from mice intravenously infected with the low-virulence C. albicans PCA2 strain,
could not be detected in MyD88” mice. This default of production of Thl cytokines in MyD88-deficient mice
correlated with a greatly diminished frequency of IFN-y-producing CD4 + T lymphocytes. Also, the frequency of
IFN-y-producing CD8 + T lymphocytes was lower in MyD88" mice than in control mice. Although C.
albicans-specific antibody titers in PCA2-infected mice appeared more quickly in MyD88™" mice than in control
mice, the MyD88”~ group was not able to maintain the Candida-specific IgM nor IgG titers at the third week of
infection. The complexity of antigens recognized by sera from MyD88” mice was quite similar to that from
infected control mice. Taken together, these data show that MyD88™ mice are extremely susceptible to C. albicans
infections, suggesting that MyD88-dependent signaling pathways are essential for both the innate and adaptive
immune responses to C. albicans.

Keywords: TLR, MyD88, Candida albicans, murine candidiasis, TNF-a, IL-12p70, IFN-y, antibodies

INTRODUCTION

The dimorphic fungus Candida albicans is both a com-
mensal and an opportunistic pathogen in humans. Depend-
ing on the underlying host defect, this microorganism is
able to cause a variety of infections that range from mu-
cosal candidiasis to life-threatening, invasive infections.
The frequency of the latter has increased in the last decades
as a result of an expanding immunocompromised popula-
- tion [1, 2.
Experimental data and clinical evidence have indicated
that both innate and adaptive immunity regulate the resis-
tance to C. albicans infections [3]. The coordination of the
innate and adaptive arms of antifungal defense may also be
important; it has been demonstrated that Th cell reactivity
plays a central role in regulating immune responses to C.
albicans, Thl reactivity being responsible for resistance

and Th2 response being associated with susceptibility
[4-6]. Interestingly, although protective immunity to C.
albicans is mediated by Thl cells, some Th2 cytokines are
required for the maintenance of the antifungal immune
protection [7, 8]; regulatory T cells (Treg), activated by
IL-10-producing dendritic cells, are also involved in the
induction of memory protective immunity by negative
regulation of antifungal Th1 reactivity [9]. Recently a role
for antibodies in the generation of memory antifungal
immunity has been established [10].

Toll-like receptors (TLRs) are a family of evolutionarily
conserved transmembrane proteins that function as sen-
sors of infection and induce the activation of innate im-
mune responses. Ten mammalian TLRs have been de-
scribed so far, and TLR ligands include molecular products
derived from bacteria, protozoa, viruses and fungi, and
also several putative endogenous ligands. TLRs are ex-
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pressed primarily on macrophages and dendritic cells and
control the activation of these antigen-presenting cells.
Signal transduction through TLRs results in the up-
regulation of MHC class II, costimulatory molecules, cy-
tokines and antimicrobial responses [11, 12]. TLR signal-
ing pathways arise from the intracytoplasmic Toll/IL1-
receptor (TIR) domain, which is conserved among all
TLRs. Recent evidence has demonstrated that TIR
domain-containing adaptors, such as MyD88, TIRAP, and
TRIF, modulate TLR signaling pathways. MyD88 is es-
sential for induction of inflammatory cytokines triggered
by all TLRs [13]. The identification of TLRs as a family of
receptors involved in controlling dendritic cell activation
and maduration has focused attention on these receptors as
possible regulators of adaptive immune responses [14].

Members of TLR family contribute to the generation of
host immunity to fungal species in a manner that is depen-
dent on fungal species, morphotype of fungal cells and site
of infection [3, 15, 16]. This variability may account for
the conflicting data reported by different groups. There is
evidence indicating that TLR2, the receptor for phospho-
lipomannan (a unique glycolipid present in the cell surface
of C. albicans that stimulates TNF-a production by mac-
rophages [17]), and TLR4, the receptor for bacterial li-
popolysaccharide, participate in murine defenses against
C. albicans infections [16]. TLR2-deficient mice show an
increased susceptibility to infection, and macrophages
from TLR2™ mice have an impaired production of TNF-a,
macrophage inhibitory protein-2 (MIP-2) and recruitment
of neutrophils in response to C. albicans [18]; however,
TLR2 is dispensable for acquired host immune resistance
to C. albicans in a murine model of disseminated candidi-
asis [19]. TLR4-defective C3H/Hel mice are more suscep-
tible to C. albicans infection, although neither production
of TNF-a and other proinflammatory cytokines, nor can-
didacidal ability of neutrophils and macrophages were
affected; only the production of chemokines, such as
cytokine-induced neutrophil chemoattractant (KC) and
MIP-2, were decreased and accompanied by impaired
neutrophil recruitment [20]. However, different results
concerning the role of TLR2 and TLR4 in response to C.
albicans have been reported, as deficient mice did not
show increased susceptibility to infection, and production
in vivo of TNF-a was impaired in TLR4”" mice, but
increased or normal in TLR2" mice [15, 21]. In addition,
murine macrophages deficient in MyD88 showed a de-
creased in vitro cytokine production in response to C.
albicans but not in response to 4. fumigatus [22], whereas
in another study, MyD88” mice showed a decrease in in
vivo cytokine production in response to both C. albicans
and A. fumigatus [15). All these results underline the
complexity of host-parasite relationships during fungal
infections, indicating that several TLRs may simulta-
neously play a role in protecting mice, and that probably
several ligands of the fungus are also recognized.

The discovery of TLRs has opened new perspectives to
“study host defenses against microbial infections. In this
work, we studied the role of MyD88 in the protective
response against yeasts and hyphae of C. albicans by using
gene-targeted mice lacking MyD88 expression (MyD88"
+-). We report here the influence of MyD88 gene deletion
on (i) susceptibility in vivo to experimental fungal infec-
tion, (ii) neutrophil recruitment to the site of infection, (iii)
the production of Th1 cytokines: IFN-y, IL-12 and TNF-q,
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(iv) the development of a Thl response, and (\;) the devel-
opment of the acquired humoral response.

MATERIALS AND METHODS

Mice

MyD88"" mice (C57BL/6 background) were kindly pro-
vided by Dr. Shizuo Akira (Osaka University, Osaka, Ja-
pan) [23]; wild-type CS7BL/6 mice (Harlan Ibérica, Bar-
celona, Spain) were used as controls. Mice of both sexes,
between 7 and 12 weeks old were used for experiments.

Yeast strains and infections

Cells of C. albicans strain ATCC 26555 were grown in
YPD medium (1% Difco yeast extract, 2% peptone, 2%
glucose), at 28 °C up to the late exponential growth phase
(A600 nm 0.6-1), collected and washed with pyrogen-free
water. Cells were resuspended in water, and maintained for
3 h at 28 °C with shaking, and afterwards at 4 °C for 24 or
48 h (starved yeast cells), as previously described [24, 25].
The suspension was finally washed and diluted in pyrogen-
free, phosphate-buffered saline (PBS; Gibco, Barcelona,
Spain) to the appropriate cell concentration before injec-
tion. Mice were challenged intravenously with 10° C.
albicans yeasts in a volume of 0.2 mL, and survival was
checked daily for 20 days. Cells of C. albicans PCA2, a
low-virulence, non-germinative strain [26], were obtained
as described for the high-virulence strain, and diluted in
PBS to the appropriate cell concentration before intrave-
nous injection. To assess the tissue outgrowth of the micro-
organism, three and six days after the infection, two mice
from each group were killed and the kidneys removed
aseptically, weighed, and homogenized in 1 mL of PBS;
dilutions of the homogenates were plated on Sabouraud
dextrose agar. The colony-forming units (CFU) were
counted after 24 h of incubation at 37 °C, and expressed as
CFU per gram of tissue.

Experiments were performed under conditions designed to
minimize endotoxin contamination: endotoxin-free water
and PBS were used, and fungal culture media were passed
through a detoxi-gel endotoxin-removing gel (Pierce,
Rockford, IL, USA) and tested for the absence of endot-
oxin by the E-toxate assay (Sigma, Madrid, Spain).

In vitro cytokine production by splenocytes

Six days after mice infection with C. albicans PCA2 cells,
total spleen cells were obtained by collagenase D treat-
ment of the spleens, washed once with complete cell
culture medium (RPMI 1640 medium supplemented with
5% heat-inactivated FBS and 1% penicillin-streptomycin,
Gibco, Barcelona, Spain), and plated at a density of 107
cellsin I mL of medium per well in a 24-well tissue culture
plate, in the presence of 2.5 pg per mL of Amphotericin B
(Gibco, Barcelona, Spain), Cells were challenged with the
indicated stimuli for 48 h. Supernatants were then har-
vested and tested by commercial ELISA kits for TNF-a,
IL-12p70 (eBioscience, San Diego, CA, USA) and IFN-y
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

The stimuli used were LPS from Escherichia coli
O111:B4 (Sigma, Madrid, Spain), and two heat-
inactivated C. albicans ATCC 26555 forms, yeast and
hypha, obtained as reported elsewhere [24, 25]. Briefly,
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starved yeast cells were inoculated (200 p.g [dry weight] of
cells per mL) in a minimal synthetic médium and incu-
bated for 3 h at 28 °C to obtain yeasts or at 37 °C to obtain
hyphae. For heat inactivation, yeasts and hyphae were
resuspended in water and treated at 100 °C for 1 h. After
inactivation, fungal cells were extensively washed in PBS
and brought to the desired cell density in complete cell
culture médium.

Recruitment o f neutrophils

To investigate the recruitment of neutrophils at the site of
infection, groups of five mice were injected intraperito-
neally with 107 heat-killed C. albicans ATCC 26555 yeast
cells. After 4 h, peritoneal cells were collected and washed
once with PBS. The percentage of neutrophils was deter-
mined by labeling cells with FITC-conjugated anti-mouse
Ly-6G antibody (clone RB6-8CS5; eBioscience, San Diego,
CA, USA), and analysed by flow cytometry, using an
EPICS XL-MCL flow cytometer (Coulter Beckman).

IFN-y secretion assay

Three days after the mice infection with C. albicans PCA2
cells, total spleen cells were obtained by collagenase D
treatment of the spleens as described above and plated at a
density of 107 cells in 1 mL of médium per well in a
24-well tissue culture piate, in the presence of 2.5 pg per
mL of amphotericin B (Gibco, Barcelona, Spain). Cells
were challenged with C. albicans ATCC 26555 yeast or
hypha for 18 h, and analyzed for IFN-y secretion using the
mouse IFN-y secretion assay-cell enrichment and detec-
tion kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)
according to the manufacturera instructions. The cells
were also incubated with a saturating amount of FITC-
conjugated CD8 mAb (53-6.7, Pharmingen, Belgium) and
PE-Cy5-conjugated CD3 mAb (145-2C11, Pharmingen,
Belgium). After washing twice with PBS, the stained cells
were analysed on an EPICS XL-MCL flow cytometer
(Coulter Beckman).

Semi-quantitative determination
of Candida -specific antibodies by ELISA

Serum obtained by retro-orbital bleeding of experimental
animals was assayed by ELISA to determine Candida-
specific antibody levels. Microtiter plates were coated with
50 pL of 60 mM sodium carbonate (pH 9.6) containing
soluble cell extracts (1 pg of protein per well), obtained
from yeasts or hyphae by boiling cells in PBS supple-
mented with 1% SDS and 1% DTT. After ovemight incu-
bation at 4 °C, the wells were washed with 0.05% (v/v)
Tween 20 in PBS (washing buffer) and blocked with 50 pL
of PBS supplemented with 1% BSA, for 1h at room
temperature. Three washes with washing buffer were fol-
lowed by the addition of 50 pl per well of serum samples
diluted in PBS with 0.01 % ofTween 20 and 0.5% BSA and
further incubation for 2 h at 37 °C. After washing, goat
anti-mouse IgG  horseradish peroxidase-conjugated
(Zymed, San Francisco, CA, USA) or goat anti-mouse
IgM horseradish peroxidase-conjugated (Sigma, Madrid,
Spain) were added to the wells, incubated for 1h, and the
color intensity was determined at 450 nm following the
addition of substrate mixture.

265

% survival wild-type
100*-«t MyD88-/-

80-

60-

40-

20-

Days

Figure 1
Survival of animals infected with C. albicans.
Wild-type mice and MyD 88 /"mice were infected intravenously with
106 yeasts per mouse, and observed for 20 days. Data showed are
from one representative assay of two, using six mice for each group.
Log rank P < 0.05.

Western blot

Soluble cell extracts obtained from yeasts or hyphae by
boiling cells in PBS supplemented with 1% SDS and 1%
DTT, were separated by SDS-PAGE and transferred to
polyvinylidene difluoride membranes (Amersham Phar-
macia Biotech, Buckinghamshire, England). Blots were
incubated with a 1/20 dilution of infected or control mice
sera. Reactive bands were developed using goat anti-
mouse IgG horseradish peroxidase-conjugated
(1/1 000 dilution; Zymed, San Francisco, CA, USA), and
hydrogen peroxide and 4-chloro-1-naphthol as the chro-
mogenic reagent.

Statistical analysis

Survival curves were analyzed by Kaplan-Meyer log rank
test. Student’s two-tailed ¢ -test was used to compare cy-
tokine production and neutrophil recruitment. Data are
expressed as mean £ SD. Significance was accepted at the
P < 0.05 level.

RESULTS

Susceptibility of MyD88-deficient mice
to disseminated experimental candidiasis

The role of MyD88 in host defenses against C. albicans
was assessed by monitoring the survival curves of
MyD88'"/_and control mice infected with C. albicans yeast
cells (Figure 1). Intravenous inoculations were performed
with 106 C. albicans ATCC 26555 yeast cells per mouse, a
dose selected following preliminary studies evaluating the
mortality rates in C57BL/6 mice, mortality having been
followed for 20 days. All ofthe MyD88'/ mice died within
two days while only 66.67% of the wild-type animals had
died at day eight and no further deaths occurred until day
20. The mortality of MyD88¢_ mice was significantly
higher when compared with control mice (P = 0.0054, log
rank test).

Role o f MyD88
in the recruitment o f neutrophils

To investigate the recruitment of neutrophils to the site ofa
C. albicans infection, groups of MyD88'/ and
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Figure 2

Recruitment of neutrophils in MyD88'/ mice in response to
C albicans.

C57BL/6 and MyD88'/_mice were injected intraperitoneally with
107 heat-killed C. albicans yeasts per mouse. Four hours later, the
percentage of neutrophils present in the peritoneal cavity was quan-
tified by labelling with FITC-labeled anti-Ly-6G antibody (clone
RB6-8C5) and analysed by flow cytometry. Data represent
means £ SD of five mice, from one representative experiment oftwo.
(**) P < 0.01 with respect to the stimulated wild-type mice.

C57BL/6 mice were injected intraperitoneally with heat-
killed C. albicans yeasts, and peritoneal cells were har-
vested 4 h later. The percentage of neutrophils was deter-
mined by flow cytometry using the RB6-8CS5 monoclonal
antibody. RB6-8C5 is directed against Ly-6G, previously
known as Gr-1, an antigen on the surface of murine granu-
locytes whose expression increases with cell maturity and
is absent in precursor cells. As shown in Figure 2, there
was significantly fewer neutrophils in the peritoneal cavity
of MyDSS”' than in the cavity of control mice (58.45%
inhibition; P = 0.000049).

Renal invasion o fC. albicans in MyD88~~ mice
with experimentally induced disseminated candidiasis

To further investigate the role of MyD88 in disseminated
candidiasis, mice were infected with the low-virulence
PCA2 strain by the intravenous route at a rate
400 000 yeast cells per mouse, and mice were Kkilled at
random on days three and six, and CFU per gram o fkidney
were determined (Figure 3). The fungal burden was sig-
nificantly higher in MyD88-deficient mice, compared with
control mice, on day three (P = 0.0111), and also on day
six (P = 0.032). Interestingly, control mice were able to
reduce renal involvement by the low-virulence strain on
day six as compared with day three, whereas MyD88-
deficient mice had a fungal growth in the kidneys which
was significantly more advanced at day six than at day
three, indicating that these mice were not able to resist
invasion of renal tissue.

Cytokine production by splenocytes from MyD88~A
infected mice in response to C. albicans

To assess the antifungal production of cytokines upon
primary infection in MyD88'/ mice in comparison with
wild-type mice, animals were infected i.v. with the non-
germinative, low-virulence strain PCA2 (400 000 yeasts
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(UFC/g kidney) 10

104
Day 3 Day 6
Figure 3
Recoven of C  albicans PCA2 from kidneys of infected
MyD88"" mice.

CS57BL/6 and MyD88'“ mice were injected intravenously with
400 000 C. albicans PCAZ2 cells per mouse, and two> mice from each
group were killed on days three and six postinfectiion, to assess the
outgrowth of the yeasts in the kidneys. Data represent means + SD,
from one representative experiment of two. (*) P <0.05 with respect
to the wild-type mice.

per mouse), and the in vitro levels of TNF-a, IFN-y, and
IL-12p70 production by Candida-sXimuhXcd splenocytes
were assessed six days after infection (Figure 4). Wells
containing splenocytes stimulated by LPS, a known TLR4
agonist, and unstimulated cells served as Controls. No
cytokine could be detected in MyD88 /"mice in contrast to
wild-type mice in response to LPS, yeast and hypha.

Role of MyD88 in the development
ofthe Thl response in mice

To define the role of MyD88 in the development of
T-helper type 1 anticandidal response, we determined the
frequency of IFN-y-producing CD4+ T lymphocytes in
mice infected with C. albicans. As IFN-y may be also
secreted by CD8+ T cells and CD8 could be involved in
antifungal protection, we also determined the percentage
of IFN-y-producing CD8+ T lymphocytes in the same
mice. To this purpose, mice were infected i.v. with the low-
virulence strain PCA2 (400 000 yeasts per mouse). Three
days after the infection, total spleen cells were challenged
in vitro with C. albicans ATCC 26555 yeast or hypha for
18 h, and analyzed for IFN-y secretion using the mouse
IFN-y secretion assay-cell enrichment and detection kit
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. The cells were si-
multaneously labelled with FITC-conjugated CD8 mAb
and PE-CyS-conjugated CD3 mAb. As shown in Figure 5,
the frequency of IFN-y-producing CD4 T lymphocytes
(CD3+ CDS8'") in C. albicans-infected mice was signifi-
cantly reduced in MyD88' ' mice compared with C57BL/6.
This result indicates that MyD88 is essential for the devel-
opment of Thl adaptive immunity to C. albicans. Also the
frequency of IFN-y-producing CD8 + T lymphocytes was
diminished in MyD88-deficient mice as compared with
wild-type mice, which is in agreement with the lack of
detection of the cytokine in vitro (see above).
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Figure 4

TNF-a, IFN-y and IL-12p70 production by splenocytes in re-
sponse to C. albicans.

MyD88"'_and wild-type mice were infected i.v. with 400 000 PCA2
cells. Six days later, splenocytes were isolated, and challenged for
48 h with heat-inactivated C. albicans PCA2 yeasts (30 pg [dry
weight] of cells/mL), C. albicans ATCC 26555 hyphae (30 pg [dry
weight] of cells/mL) or LPS (500 ng per mL). Concentrations of
TNF-a, IFN-y and IL-12p70 in the culture supematants were mea-
sured by ELISA. Means o fduplicates from one representative experi-
ment of two are shown.

Candida -specific antibodies in MyD88~A infected mice

C. albicans-specific antibody titers in PCA2-infected mice
were measured to assess the ability of MyD88'/ mice to
mount a humoral response against the fungal pathogen.
Sera were collected from infected mice on days seven,
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14 and 21 after infection, and C. albicans-specific IgM
and IgG levels were measured by ELISA (Figure 64). We
used microtitre plates coated with soluble cell extracts
obtained from yeasts or hyphae. On day seven, a slight
higher mean IgM titer was found in wild type mice, but on
day 14 both IgM and IgG titers were clearly higher in the
MyD88'" group. However, on day 21, the wild type group
showed increased titers of both IgM and IgG, whereas the
MyD88'A group was not able to maintain the Candida-
specific antibody titers. The effect of MyD88 deficiency
on the spectrum of C. a/é/cans-specific antigens recog-
nized by the humoral response was assessed by Western
blot analysis, using the same cell extracts obtained from
yeasts or hyphae (Figure 6B). The complexity of antigens
recognized by sera from MyD88'7 mice was quite similar
to that from infected control mice. The number of bands
and the intensity of the staining was actually greater with
sera from MyD88 / mice than with those from wild type
littermates at day 14, but on day 21 the staining was
similar.

DISCUSSION

By using MyD88'/ mice, we have shown that
MyD88 deficiency is associated with an overall increased
susceptibility of a mouse host to systemic C. albicans
infection. The survival rate was lower and the Kidney
fungal burden was higher in MyD88'/ mice than in
CS57BL/6 control mice. The recruitment of neutrophils
into the peritoneal cavity of MyD88'/ _mice was also sig-
nificantly lower than in control mice, and this may repre-
sent an important mechanism for the decreased resistance
to disseminated candidiasis as described for TNF-a
lymphotoxin-alpha double knockout mice [27], Moreover,
recently Marr et al. [22] have shown that macrophages
derived from MyD88'A mice demonstrated impaired in
vitro phagocytosis and intracellular killing of C. albicans
compared to wild-type macrophages. Bellocchio et al
[15] found the same result using neutrophils from
MyD88 / mice. Therefore, phagocytes, such as neutro-
phils and macrophages, that are crucial for clearing the
pathogen via phagocytosis, are less attracted to the site of
infection and furthermore have impaired ability to phago-
cytose and Kkill C. albicans.

It is well documented that MyD88-knockout mice do not
respond to TLR4 ligands in terms of macrophage produc-
tion of inflammatory cytokines, and that all the responses
to TLR2 ligands are abolished in MyD88~A mice [13].
Resting macrophages from MyD88'/ mice were not able
to secrete in vitro TNF-a in response to yeasts or hyphae of
C. albicans [22]; and in vivo, MyD88"' C. albicans-
infected mice showed greatly impaired levels o f this cytok-
ine in the kidneys compared with wild-type mice [15]. In
this work, we have studied the in vitro secretion of TNF-a,
IFN-y and IL-12p70by splenocytes from C. albicans-
infected mice, in response to both morphotypes of C. albi-
cans, yeast and hypha. These three cytokines are required
for resistance to C. albicans infection [3], and none of
them were detected in supematants of MyD88'/ cells
stimulated by yeasts or hyphae of C. albicans. Wild-type
mice produced more 1L-I12p70upon exposure to yeasts,
than upon exposure to hyphae, which is in accordpLnce-with
previous results showing that IL-12 productioftby hurtian
blood monocytes, and mice and human/ jdéndritie pe
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Figure 5
Detection and analysis of IFN-y-secreting T cells in response to C albicans.
MyD88¢_and C57BL/6 mice were infected i.v. with 400 000 PCA2 cells per mouse. Three days after the infection,totalspleen cellswere
unstimulated (U) or challenged in vitro with heat-inactivated C. albicans ATCC 26555 yeasts (Y) or hyphae (H) for 18 h, as in Figure 4. Secretion
of IFN-y was examined using the mouse IFN-y secretion assay detection kit (Miltenyi Biotec) as described in Materials and Methods (IF-PE).
IFN-y secretion was analyzed on electronically gated CD3+ cells by flow cytometry. Percentages reflect IFN-y-secreting CD8*cells and
IFN-y-secreting CD4 cells (CD3+ CD8'). Similar results were obtained in two independent experiments.

basically occurs in response to the yeast form of C. albi-
cans [28-31]. Interestingly the lower production of IL-
12p70 in response to hyphae correlates with the lower
production of IFN-y against this morphotype. Our results
indicate that early in infection, production of proinflam-
matory cytokines, including Thl cytokines (IL-12p70 and
IFN-y) is abolished in MyD88-deficient mice.

To correlate these findings conceming the innate antifun-
gal response with the acquired immunity to C. albicans,
we measured the frequency of IFN-y-producing CD4+ T
lymphocytes in mice systemically infected with the low-
virulence strain PCA2. In wild-type mice, the infection
with this low-virulence agerminative strain of C. albicans
induced substantial Th 1 acquired protection to reinfection
with highly virulent yeast cells [32-34], Our results
showed a greatly diminished frequency of IFN-y-
producing CD4+T cells in MyD88'Amice as compared to
control mice. Similar results have been described in
MyD88'/  mice intragastrically infected with high-
virulence C. albicans cells [15]. Interestingly, the fre-

quency of IFN-y-producing cells (CD4 or CD8) was al-
ways higher when the in vitro stimulation was performed
with yeasts than when the stimulation was performed with
hyphae, which is in accordance with the levels of the
cytokine measured by ELISA.

In this work we have studied the role of MyD88 in the
development of the acquired humoral response against C.
albicans during invasive infection. We found that on day
14, both IgM and IgG titers were clearly higher in the
MyD88¢ group. This is probably due to a greater number
of C. albicans cells present in tissues of more susceptible
mice. However, on day 21 the titers of both IgM and IgG
increased in the wild type group whereas the MyD88"/_
group was not able to maintain the Cawfrc/a-specific anti-
body titers, although the complexity of antigens recog-
nized by MyD88"A mice was quite similar to that in in-
fected control mice. The decrease in antibody titers in
MyDSS'7 mice may be due to the lack of help (IFN-y
secretion by the Th cell initiating contact) for the antigen-
primed B cells. We show in our model that the acquired
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humoral response can occur in the absence of MyD88,
although the intensity of the response is slightly dimin-
ished probably due to the impaired Thl response, and
therefore there is no evidence indicating whether these
antibodies are protective. Although it is accepted that the
humoral response is not critical to host defense against C.
albicans during primary systemic infection, administra-
tion of antibodies against certain C. albicans antigens
confers protection against infection in naive mice [35-37].
The mechanisms by which specific antibodies mediate
protection against fungi are not well characterized in all
cases [36]. Mycograb (Neu Tec Pharma plc) is a human
recombinant antibody against fungal heat shock protein 90
(HSP90), which has been designed as a new class of
antifungal drug. Mycograb does not have an Fc compo-
nent, and its antifungal activity is not dependent on Fc-
mediated recruitment of leukocytes or complement, but to
its ability to bind and inhibit HSP90 [38]. Recently Mon-
tagnoli et al., [10] found that B-cell-deficient mice were
resistant to the primary systemic infection, but their resis-
tance to reinfection was severely impaired, despite the
occurrence of activated Th1 cells. This correlated with the
failure to generate IL-10-producing dendritic cells and
regulatory CD4" CD25" T cells, suggesting a role for
antibodies in the generation of memory antifungal immu-
nity.

In summary, we show that MyD88-deficient mice have
high mortality after C. albicans infection, and that there is
abrogation of proinflammatory cytokines secretion, and a
profound defect in the activation of Candida-specific Thi
cells, however they are capable of mounting a specific
antibody response to C. albicans.
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Abstract

The involvement of Toll-like receptor 2 (TLR2) and TLR4 in triggering signal transduction pathways leading to prostaglandin E; (PGE3)
production in response to Candida albicans has been studied in cells from wild-type, TLR2~/— and TLR4—/~ knockout mice. In vitro PGE;
production by macrophages challenged with zymosan, yeast or hypha cells was strongly inhibited in TLR2-deficient cells, but not in TLR4—/—
cells, as compared to macrophages from wild-type mice. PGE; production was dependent on de novo cyclooxygenase-2 (Cox2) synthesis,
since unchallenged cells failed to produce PGE; and specific Cox2 inhibition during challenge totally blocked PGE; production. Similar
results were obtained following in vitro challenge of splenocytes from mice intravenously infected with the low-virulent C. albicans PCA2
strain. This indicates that TLR2 is the major receptor that mediates PGE, production in response to C. albicans, probably by upregulating

Cox2 expression.
@© 2004 Elsevier SAS. All rights reserved.

Keywords: Candida albicans; Prostagl

din E;; Toll-like receptor 2 (TLR2); TLR4; Macrophayé; Splenocytes; Knockout mice

1. Introduction

Both the innate and adaptive host immune system reg-
ulate resistance to Candida albicans infections; a complex
coordination of both arms of antifungal defense is critical
since Th cell reactivity plays a central role in regulating
immune responses to C. albicans: Thl differentiation is re-
sponsible for resistance, whereas the Th2 response appears
to be associated with susceptibility [12,13]. Prostaglandin
E> (PGE) is a lipid mediator that has an important role in
multiple physiologic processes, including acute inflamma-
tory responses. This lipid mediator modulates various im-
mune responses, inhibiting production of cytokines such as
TNF-a, the Thl type immune response, chemokine produc-
tion and lymphocyte proliferation [2,8,14,15,19]. C. albi-
cans has been reported to induce PGE; production by en-
dothelial, epithelial, and peripheral blood mononuclear cells

* Corresponding author.
E-mail address: daniel.gozalbo@uv.cs (D. Gozalbo).

0923-2508/8 — see front matter © 2004 Elsevier SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.resmic.2004.08.003

[3,4,23], and moreover PGE; stimulated C. albicans germ
tube formation [7].

Toll-like receptors (TLRs) are a family of evolutionar-
ily conserved transmembrane proteins which function as
sensors of infection that induce the activation of innate
immune responses by recognizing specific patterns of mi-
crobial components, and are also regulators of adaptive
immune responses [16]; members of the TLR family con-
tribute to the generation of host immunity to fungal species
in a manner that is dependent on fungal species, morpho-
type of fungal cells and site of infection [1,11]. There is
evidence indicating that TLR2, the receptor for phospho-
lipomannan, a unique glycolipid present in the cell surface
of C. albicans cells, and TLR4, the receptor for bacterial
lipopolysaccharide, are the main receptors participating in
the murine response to C. albicans infections [6,9,10,21,22].
However, information about their involvement in PGE; pro-
duction is still scant; neutralization assays using antibodies
against TLR2 and TLR4 have shown the involvement of
both receptors in the Candida-induced production of PGE>
by activation of the COX2 gene in HeLa cells [3], and as-
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says using TLR4- and MyD88-deficient mice indicate that
lipopolysaccharide-dependentPGE:2 production involves ex-
pression of a glutathione-dependent PGE2 synthase induced
through the TLR4/MyD88 signaling pathway [18].

In this work, we have studied the possible involvement
of TLR2 and TLR4 in mediating signal transduction path-
ways triggering PGE2 production in response to C. albicans
yeast and hypha cells, by in vitro assays using peritoneal
macrophages and splenocytes from wild-type and TLR2 and
TLR4 knockout mice.

2. Materials and methods
2.1. Mice andyeast strains

Knockout TLR2-/- and TLR4-/- mice (C57BL/6 back-
ground) were Kindly provided by Dr. Shizuo Akira (Osaka
University, Osaka, Japan) [17], and C57BL/6 mice (Harian
Ibérica, Barcelona, Spain) were used as Controls. Mice of
both sexes between 7- and 12-weeks-old were used for ex-
periments.

Endotoxin-free heat-inactivated C. albicans ATCC 26555
yeasts or hyphae, and endotoxin-free starved and heat-
inactivated yeast cells of C. albicans PCA2, a low-virulence
non-germinative strain, were prepared as previously de-
scribed [20-22],

2.2. Isolation ofmouseperitoneal macrophages
and splenocytes

Resident peritoneal macrophages were obtained as pre-
viously described [21]. Cells were plated at a density of
2.3 x 105 cells in 200 pl of médium (RPMI 1640 supple-
mented with 5% heat-inactivated FBS and 1% penicillin-
streptomycin, Gibco, Barcelona, Spain) per well in a 96-well
tissue culture piate. Peritoneal macrophages were allowed to
adhere for 2 h at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere, the non-
adherent cells were removed and the adherent macrophages
were cultured for 72 h prior to challenge.

Splenocytes were obtained as described elsewhere
[20,22], Mice were challenged intravenously with 106 C. al-
bicans PCA2 yeast cells in a total volume of 0.2 mi PBS;
three days after mice infection with C. albicans PCA2 strain,
total spleen cells were obtained by collagenase D treat-
ment of the spleens, washed once with complete cell culture
médium and plated at a density of 107 cells in 1 mi of
médium per well in a 24-well tissue culture piate, in the pres-
ence 0f2.5 pg per mi of Amphotericin B (Gibco, Barcelona,
Spain) to avoid fungal proliferation.

2.3. Measurement ofin vitro PGE:2 production
Cells (peritoneal macrophages and splenocytes) were

challenged with the indicated stimuli for 24 or 48 h at 37 °C,
respectively. Supematants were then harvested and tested

for PGE2 by radioimmunoassay [5]. The stimuli used were
lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli OH1:B4
(Sigma, Madrid, Spain), the yeast cell wall particle zymosan
(Molecular Probes, Eugene, OR), heat-inactivated C. albi-
cans PCA2 yeasts, and heat-inactivated C. albicans ATCC
26555 yeasts or hyphae. Samples with no stimuli and added
with both a specific Cox2 inhibitor (NS398, Cayman Chem-
ical Company, MI, USA) and stimuli were used as Controls.
Student’s two-tailed r-test was used to statistically compare
PGE:2 production. Data are expressed as mean £SD and sig-
nificance was accepted at the P < 0.05.

3. Results and discussion

3.1. PGE: production byperitoneal macrophages
in response to C. albicans

In order to determine a role of TLR4 and/or TLR2 in
signaling cellular pathways for PGE2 production upon C. al-
bicans recognition by peritoneal macrophages, we deter-
mined the PGE: levels produced after in vitro challenge
of macrophages firom TLR2 and TLR4 knockout mice by
C. albicans yeast and hypha cells. Challenges with zy-
mosan (a known TLR2 agonist) and LPS (a TLR4 agonist)
were included as Controls. Results (Fig. 1) clearly indicate
that TLR2 is the main receptor on the macrophage surface
involved in PGE2 production in response to C. albicans.
As expected, zymosan stimulated PGE2 release from wild-
type and TLR4-/- cells but not from TLR2-/- cells, and
LPS stimulated PGE2 production from both wild-type and
TLR2-/- macrophages, whereas TLR4-/- cells showed an
impaired production of PGE2. Upon challenge with C. al-
bicans, macrophages from wild-type and TLR4 deficient
mice showed similar levels of PGE2 production, whereas
in macrophages from TLR2-deficient mice PGE2 produc-
tion was almost abolished. Production of PGE2 was found
to be dependent on Cox2 induction since (i) no signifi-

250
m wild-type
o TLR4-/-
§ 150 o TLR2-/-
tp 100 -

Control LPS Zymosan Yeast Hypha

Fig. 1. PGEj production by macrophages from TLR2-/-, TLR4-/- and
C57BL/6 (wild-type) mice in response to C. albicans. Resident peritoneal
macrophages were in vitro challenged with LPS (250 ngml-1), zymosan
(3.75 x 106 particles mi-1), and heat-inactivated C. albicans ATCC 26555
yeasts or hyphae (150 pg dry weight of cells mi- 1) for 24 h. Non-stimulaled
samples were used as Controls. Concentration of PGE: in the culture super-
natants was mcasured by radioimmunoassay. Dcpicted are mean valies of
triplicates (xSD) from one representative assay. *P < 0.05, **P < 0.01,
with respect to the stimulated wild-type cells.
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Fig. 2. PGE: production by splenocytes from TLR2-/-, TLR4-/- and
C57BL/6 (wild-type) mice in response to C. albicans. Mice were intra-
venously infected with 106 cells of the low-virulence C. albicans PCA2
strain. Three days after infection, splenocytes were isolated and in vitro
challenged for 48 h with heat-inactivated C. albicans ATCC 26555 yeasts
or hyphae. and C. albicans PCA2 yeasts (30 pg dry weight of cellsml-1).
Non-stimulated samples were used as Controls. Concentration of PGE:
in the culture supematants was measurcd by radioimmunoassay. De-
picted are mean valies of triplicates (+SD) fforn one representative assay.
**P < 0.01, with respect tothe stimulated wild-type cells.

cant PGE2 levels were found in unstimulated samples, and
(ii) challenge of macrophages in the presence of a spe-
cific inhibitor o f Cox2 activity (NS398) completely avoided
PGE: production. Release of PGE:2 from wild-type and
TLR4—- macrophages in response to yeast and hypha was
reduced (92-98% inhibition) to background levels (7.9 +
3.1 ngml-1) in the presence of NS398. Interestingly, yeast
cells were able to induce higher levels of PGE2 than hy-
phae (P < 0.05, Fig. 1) in both wild-type and TLR4—-
macrophages, which may have a possible role in favoring
initiation of the infectious process by yeast cells through
both induction of germ-tube formation and modulating the
immune response [3,4,7/23].

3.2. PGE:production by splenocytes
in response to C. albicans

We have previously reported that production of TNF-a,
IFN-y, and IL-12p70 by antigen-stimulated splenocytes
from TLR2-/- mice three days after PCA2 infection is
significantly impaired in response to PCA2, hyphae and
zymosan [22]. Therefore, we checked in vitro PGE2 pro-
duction by splenocytes from TLR2-/-, TLR4-/- and wild-
type mice after i.v. infection with 106 cells of low-virulence
strain PCA2, in response to PCA2 cells, and yeast and hy-
pha from strain ATCC 26555. Results confirm that TLR2-/-
cells posses a severe impaired response to all stimuli tested
(yeast cells from PCA2 and ATCC 26555 strains and hy-
pha), whereas no significant differences in PGE2 production
were observed between wild-type and TL R4-/- splenocytes
(Fig. 2). These results confirm those described above us-
ing resident peritoneal macrophages and agree with our
previous reports indicating that TLR2 is the major sur-
face receptor triggering cytokine production in response to
C. albicans [21,22], suggesting the participation o f common
signal transduction pathways leading to PGE2 and cytokine

production. Miltiple converging signaling pathways involv-
ing TLRs are triggercd by C. albicans in activation of the
COX2 gene in HeLa cells [3]; neutralization with antibodies
against TLR2 or TLR4 almost completely abrogated PGE2
production in these cells in response to C. albicans, indi-
cating their critical role in signaling pathways [3]; however,
it is not well understood how single antibodies to TLR2 or
TLR4 are able to separately inhibit induction of PGE2 pro-
duction through both receptors. Our results using knockout
mice clearly show that only TLR2 is critical for PGE2 pro-
duction; this discrepancy may be due, at least in part, to
several factors, such as the different cell model studied and
the different experimental approach used.
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Resultados y Discusion

1.- Estudio de la participacién del receptor TLR2 en la respuesta inmune

'innata y adquirida frente a Candida albicans

Como se ha indicado en el apartado de Objetivos, el objetivo general de esta
tesis es el estudio de la participacion de los TLR en la respuesta inmune, o
defensa frente a las candidiasis. El primer objetivo concreto ha sido el estudio del.
papel de TLR2 en dicha respuesta, ya que se ha descrito que dicho receptor
reconoce el zimoséan, y por lo tanto parecia probable que también reconociera a
las c€lulas de C. albicans.

En primer lugar, para demostrar la participaciéon del TLR2 en la respuesta
frente a C. albicans, se determiné la susceptibilidad de ratones deficientes en
dicho receptor en un modelo de candidiasis experimental. Para ello, se infectaron
ratones salvajes (C57BL/6)'y ratones TLR2-/- con levaduras de C. albicans
ATCC 26555, tanto por via intraperitoneal como intravenosa, y se siguié la curva
de mortalidad durante 15 dias. Los resultados obtenidos (Fig. 1, Art. 1) indican
que los ratones TLR2-/- son mds sensibles, lo que demuestra que el receptor
TLR2 participa en la proteccion de los ratones frente a una infeccioén sistémica
por C. albicans.

Dado que el TLR2 participa in vivo en la proteccion frente a las candidiasis, se
investigaron los posibles mecanismos por los que dicho receptor podria realizar
su funcién. Para ello, se determiné el papel de TLR2 en los siguientes
parametros: (i) produccién in vitro de citocinas y quimiocinas por macréfagos
intraperitoneales residentes en respuesta a C. albicans; (ii) reclutamiento de
neutréfilos al sitio de la infeccion; (iii) fagocitosis in vitro de levaduras de C.
albicans por macr6fagos, y (iv) formacioén intracelular de reactivos del oxigeno
(ROI) por macréfagos in vitro en respuesta a C. albicans.

En los experimentos de produccién de citocinas, realizados en condiciones de
ausencia de endotoxina contaminante, se utilizaron como controles ta:ito células
sin estimular, como células estimuladas con agonistas conocidos del TLR4 (LPS)
y TLR2 (zimosén). Al estimular in vitro macréfagos residentes con levaduras o

micelios de C. albicans, ambos muertos por calor, se observd que tanto la
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_produccion de la citocina proinflamatoria TNF-a, como de la quimiocina MIP-2
(“Macrophage Inflammatory Protein™) estaban claramente disminuidas en
ratones TLR2-/- (88% y 73% de inhibicion enla produccién de TNF-a, frente a
levadura y micelio respectivamente; 45% y 52% de inhibicion en la produccién
de MIP-2, frente a levadura y micelio respectivamente, Fig. 2, Art. 1). Estos
resultados indican que el receptor TLR2 es el principal receptor implicado en la
produccion de TNF-a en respuesta a C. albicans, lo que podria, al menos en
parte, explicar la mayor susceptibilidad de los ratones TLR2-/- a las candidiasis,
puesto que se ha descrito que el TNF-a es una citocina clave en la defensa frente
a las candidiasis (Steinshamn y Waage 1992; Netea et al., 1995). Por otra parte,
los resultados obtenidos también indican que TLR2 participa en la produccion de
quimiocinas. Por lo tanto, nuestros resultados, junto con los de Netea et al.
(2002) obtenidos en ratones C3H/HeJ (deficientes en TLR4), indicarian que la
produccién de TNF-a estaria mediada fundamentalmente a través de TLR2,
mientras que TLR2 y TLR4 participarian en la produccién de quimiocinas.

A continuacién se investigé la participacion de TLR2 en el reclutamiento de
neutrofilos al sitio de la infeccién. Para ello, 4 horas después de la inyeccién de
levaduras de C. albicans en la cavidad intraperitoneal, se recuperaron las células
de la misma y se analizaron por citometria de flujo, utilizando un anticuerpo
monoclonal para marcar especificamente los neutrdfilos. Los resultados indican
que el reclutamiento de neutréfilos es significativamente menor (41% de
inhibicién) en los ratones que no tienen TLR2 (Fig. 3, Art. 1), lo cual esta de
acuerdo con la menor produccién de MIP-2 observada anteriormente en estos
ratones, ya que dicha quimiocina es atrayente de neutréfilos (Wolpe y Cerami,
1989). Ademas, la menor produccién de TNF-a por los macréfagos de los
ratones TLR2-/- también puede ser responsable del menor reclutamiento de
neutréfilos en dichos ratones, ya que el TNF-a estimula la produccion de
quimiocinas (Bazzoni y Beutler, 1996; Strieterand y Kunkel, 1997). El menor
grado de reclutamiento de neutréfilos en los ratones TLR2-/- puede contribuir a
su mayor susceptibilidad frente a las candidiasis, puesto que Jos neutréfilos son la

primera barrera de defensa frente a las infecciones sistémicas por C. albicans.
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Al estudiar por citometria de flujo la posible implicacion del receptor TLR2 en

Ia fagocitosis de C. albicans, se observé que macrofagos de ratones salvajes y de
ratones TLR2-/- presentaban la misma capacidad de internalizar levaduras del
hongo (Fig. 4, Art. 1). Para comprobar el papel del receptor TLR2 en la
produccion de radicales libres del oxigeno tras la fagocitosis de levaduras, se

utilizé la dihidrorrodamina 123 como sonda para el posterior andlisis por
citometria de flujo. Los resultados (Fig. 5, Art. 1) mostraron que los ratones sin
TLR2 no tienen afectada su capacidad de producir radicales libres del oxigeno,
indicando que TLR2 no est4 implicado en dicha actividad. Estos resultados estan
de acuerdo con trabajos previos que mostraban que los TLR no participan en la
fagocitosis: en la fagocitosis del zimosén no participaria el TLR2, sino la dectina-
1 (Underhill et al., 1999; Gantner et al., 2003) y en la fagocitosis de C. albicans
tampoco participaria el TLR4 (Netea et al., 2002). Recientemente, un resultado
similar se ha descrito utilizando neutréfilos de ratones TLR4-/- y TLR2-/-
(Bellocchio et al., 2004). Aunque la capacidad de matar células de C. albicans no
depende sé6lo de la produccién de ROI (también es necesaria la activacion de
proteasas de los granulos intracelulares), Bellocchio et al. (2004) han mostrado
que neutréfilos de ratones TLR2-- y TLR4-/- tienen la misma actividad
candicida que los neutréfilos control. No obstante, en el caso del zimosan, si bien
el reconocimiento de la particula por TLR2 no induce la generacién de ROI, si
que es capaz de aumentar los niveles de ROI generados como consecuencia del
reconocimiento del glucano del zimosin por la dectina-1, sugiriendo un
solapamiento entre ambas vias de trqnsduccién de seiial (Gatner ef al., 2003).

Sin embargo, macréfagos (Marr et al., 2003) y neutréfilos (Bellocchio et al.,
2004) de ratones MyD88-/- muestran una menor capacidad de fagocitar in vitro y
destruir a C. albicans, lo que podria sugerir que MyD88, ademéas de ser una
proteina adaptadora para los TLR, podria estar implicada en la transduccion de
sefial mediada por receptores para la fagocitosis (Marr ez al., 2003).

Tras demostrar la implicacion del receptor TLR2 en la respuesta innata frente
a C. albicans, nos propusimos demostrar su posible papel en la respuesta

adquirida. Para ello, utilizamos un modelo murino de infecci6n sistémica por C.
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_ albicans, desarrollado y caracterizado por el grupo de Romani (Cenci et al.,
1989; Cenci et al., 1990; Romani et al., 1991a; Romani et al., 1991b; Romani et
al., 1992b; Romani et al., 1993b). En este modelo se consigue una proteccion
sustancial frente a la reinfeccion (infeccion secundaria) por una cepa virulenta de
C. albicans, mediante la exposicién previa (infeccion primaria) de los ratones a
una cepa agerminativa de C. albicans de baja virulencia. En este modelo, el
desarrollo de la respuesta protectora se correlaciona con la deteccién de una
respuesta Thl y T reguladora frente a C. albicans.

Tras la primera infeccién con la cepa poco virulenta PCA2 se observd que
tanto los ratones control como los TLR2-/- sobrevivieron hasta la infeccién
secundaria con la cepa virulenta (17 dias). 3 dias después de la infeccion primaria
se estimularbn in vitro esplenocitos con levaduras y micelios de C. albicans para
inducir la produccién de las citocinas TNF-a, IL-12p70 e IFN-y (Fig. 1, Art. 2).
Como cabia esperar, de acuerdo con los resultados expuestos anteriormente, la
produccion de TNF-a se vio claramente disminuida en los ratones deficientes en
TLR2 al compararlos con el control. La produccién de IFN-y estaba también
claramente disminuida en dichos ratones. Los ratones salvajes produjeron IL-
12p70 en respuesta a la levadura, pero los niveles fueron muy bajos en respuesta
al micelio, lo cual estd de acuerdo con resultados previos de otros autores
utilizando monocitos humanos y células dendriticas humanas y de ratén (Chiani
et al., 2000; d’Ostiani et al., 2000; Liu et al, 2001; Romani et al., 2004); los
bajos niveles de IL-12p70 en respuesta al micelio estin correlacionados con la
baja produccién de IFN-y frente a dicha morfologia del hongo. Estos resultados
indican que, en los primeros estadios de la infeccion, los ratones deficientes en
TLR2 presentan defectos en la produccién de citocinas proinflamatorias,
incluyendo las citocinas relacionadas con una respuesta tipo Th1 (IL-12 ¢ IFN-y).

A los 17 dias de la infeccién primaria, los ratones fueron infectados con la
cepa virulenta; como controles se utilizaron ratones a los que no se habia
inmunizado previamente con la cepa PCA2. La curva de mortalidad se siguié
durante 15 dias (Fig. 2, Art. 2), tras los cuales sobrevivieron el 100% de los

ratones salvajes que habian sido inmunizados, mientras que el porcentaje de
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supervivencia de los ratones control no vacunados fue del 28%. El 100% de los
.ratones TLR2-/- no inmunizados murieron a los 7 dias postinfeccion, mientras
que los ratones TLR2-/- inmunizados presentaron una elevada supervivencia
(85.7% a dia 15 postinfeccion). Asi, se puede concluir que los ratones deficientes
en TLR2 son capaces de desarrollar una respuesta protectora tras una primera
exposicién a una cepa no virulenta del hongo, similar a la desarrollada por los
ratones control.

Para estudiar el posible mecanismo de proteccion en los ratones TLR2-/-
previamente inmunizados, se determiné a los 17 dias de la segunda infeccién la
produccion in vitro de citocinas por esplenocitos en respuesta a levadura y
micelio de C. albicans. La produccion de TNF-a fue similar en ambos tipos de
ratones; en cambio, la produccion de IFN-y estaba claramente disminuida en los
ratones deficientes en TLR2 y la IL-12p70 no fue detectada en los sobrenadantes
de los esplenocitos de los ratones TLR2-/- (Fig. 3, Art. 2). Estos resultados
indican que los ratones TLR2-/- vacunados por inmunizacién con la cepa poco
virulenta, siguen teniendo disminuida la produccién de citocinas Thl, aunque
recuperan la capacidad de producir TNF-a, generando niveles similares a los
ratones salvajes. Este resultado podria explicar, al menos en parte, la proteccién
de los ratones, ya que el TNF-a es una citocina clave en la defensa frente a las
candidiasis. La neutralizacién del TNF-o. endégeno con anticuerpos anti-TNF-a o
con determinados farmacos, produce un importante empeoramiento en el curso
de la candidiasis experimental (Steinshamn et al, 1992; Netea et al, 1995).
Ademas, se ha descrito que ratones deficientes en la produccién de dicha citocina
(dobles “knockout” para TNF-a y linfotoxina-a), asi como deficientes en los
receptores para el TNF-a, presentan una mayor susceptibilidad a las candidiasis
diseminadas, probablemente debido a un menor reclutamiento de neutréfilos y a
deficiencias en la fagocitosis del hongo (Steinshamn e al,, 1996; Netea et al.,
1999). Aunque el mecanismo responsable de la recuperacion de los niveles
normales de TNF-a en los ratones TLR2-/- durante la segunda infeccion no esta
claro, podria deberse a que los procesos inflamatorios generados durante la

primera infeccién produzcan un incremento de la expresion de otros receptores
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_para el hongo, implicados en la secrecion de TNF-a, en la superficie de las
células mieloides.

A continuacioén se estudi6 la capacidad de los ratones TLR2-/- para desarrollar
una respuesta humoral frente a C. albicans. Para ello, se midieron mediante
ELISA, los niveles de IgG en el suero de los ratones vacunados, 17 dias después
de la infeccion secundaria, utilizando como antigenos levadura o micélio del
hongo, asi como extractos solubles de los mismos. En todos los casos, se
detectaron niveles similares de anticuerpos en los ratones control y en los ratones
TLR2-/- (Fig. 4, Art. 2), siendo incluso ligeramente mas altos en el caso de los
ratones TLR2-/-, lo que podria deberse a la presencia de un mayor nimero de
microorganismos presentes en los tejidos de los ratones mas susceptibles. Por lo
tanto, los ratones deficientes en TLR2 no tienen afectada su capacidad de generar
una respuesta humoral especifica frente a C. albicans, siendo capaces de producir
anticuerpos frente al hongo. Aunque se acepta que la respuesta humoral no es
decisiva en una infeccion primaria por C. albicans, la administracion de
anticuerpos frente a determinados antigenos fiingicos confiere proteccion a los
ratones frente a la infeccion (Han y Cutler, 1998; Matthews y Burnie, 2001;
Bromuro et al., 2002). También se ha descrito que ratones deficientes en células
B son resistentes a una infeccion sistémica primaria por C. albicans, aunque
dicha resistencia disminuye frente a una segunda infeccion, lo que indicaria la
participacion de los anticuerpos en la generacién de una inmunidad de memoria
frente a C. albicans (Montagnoli et al., 2003).

Nuestros resultados sobre la participacién de TLR2 en la respuesta frente a C.
albicans han sido confirmados muy recientemente por Roeder et al. (2004). Estos
autores han empleado una aproximacién experimental diferente y
complementaria, basada en el estudio de la transduccion de sefial en respuesta a
C. albicans en macrofagos deficientes en TLR2 y TLR4, asi como en una linea
celular que no expresa receptores TLR (HEK?293), transfectada con plasmidos de
expresion con diferentes TLR. De este modo, han demostrado que TLR2 es el
receptor que, tras reconocer las células de C. albicans, induce la transduccion de

sefial que conduce a la produccion de TNF-a a través de la activacion del factor
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de transcripcidon NF-xB. Sin embargo, otro grupo ha obtenido resultados distihtos
'(Netea et al., 2004), describiendo que los ratones TLR2-/- son mds resistentes a
las candidiasis, que no tienen afectada la produccion de citocinas
proinflamatorias como el TNF-a, y que presentan una menor produccién de IL-
10 y de células T reguladoras. Los autores sugieren que tras el reconocimiento de
C. albicans, TLR2 actuarfa suprimiendo la resistencia a las candidiasis mediante
la induccion de IL-10 y células T reguladoras, factores que tienen una influencia
negativa en la respuesta inmune innata frente a la candidiasis diseminada,
hipotetizando que éste seria un mecanismo nuevo en la patogénesis de las
infecciones fingicas. Aunque pueden sugerirse algunas explicaciones para estos
resultados contradictorios, hay que indicar que la hipétesis de Netea et al. (2004),
aunque es muy atractiva, estd en contra de los resultados de otros autores,

incluidos los presentados en esta tesis doctoral, y no ha sido confirmada por otros

grupos.

2.- Estudio de la participacién de MyD88 en la respuesta inmune innata y

adquirida frente a Candida albicans

En primer lugar, para demostrar la participacion de la molécula adaptadora
MyD88 en la respuesta frente a C. albicans, se determiné la susceptibilidad de
ratones deficientes en dicha molécula en un modelo de candidiasis experimental.
Para ello, se infectaron ratones salvajes (C57BL/6) y ratones MyD88-/- con
levaduras de C. albicans ATCC 26555 por via intravenosa, y se siguio la curva
de mortalidad durante 20 dias. Los resultados obtenidos (Fig. 1, Art. 3) indican
que los ratones MyD88-/- son mucho més sensibles: a los 2 dias de la infeccién
habian muerto el 100% de los ratones MyD88-/- y sé6lo el 20% de los ratones
control, cuya mortalidad llegaba al 66.67% a los 8 dias, no produciéndose mas
muertes durante los 20 dias en los que se siguid la curva. Otro parametro que
mide el curso de las candidiasis es la invasién fiingica del rifion, como érgano
fundamentalmente afectado en el modelo empleado. Para medir este parametro,

los ratones se infectaron con una cepa poco virulenta (PCA2), determinandose
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_las unidades formadoras de colonias (UFC) en rifion a los dias 3 y 6
postinfeccion (Fig. 3, Art. 3). Los ratones deficientes en MyD88 presentaron una
cantidad significativamente mayor de levaduras en rifién que los ratones control.
Cabe destacar que los ratones control presentaban menos levaduras en rifién a dia
6 que a dia 3, mientras que los ratones MyD88-/- presentaban mas cantidad de
levaduras a dia 6 que a dia 3, lo que indica que estos ratones no son capaces de
frenar la invasion renal del hongo.

Dado que MyD88 participa in vivo en la proteccion frente a las candidiasis, se
investigaron los posibles mecanismos por los que dicha molécula podria realizar
su funcién. Para ello, se determiné el papel MyD88 en los siguientes parametros:
(i) reclutamiento de neutréfilos al sitio de la infeccion; (ii) produccion de
citocinas por esplenocitos in vitro, en respuesta a C. albicans; (iii) desarrollo de
una respuesta Thl en respuesta a C. albicans; (iv) desarrollo de una respuesta
humoral anti-C. albicans.

Para estudiar la participacion de MyD88 en el reclutamiento de neutréfilos al
sitio de la infeccidn, 4 horas después de la inyeccién de levaduras de C. albicans
a la cavidad intraperitoneal, se recuperaron las células de la misma y se
analizaron por citometria de flujo utilizando un anticuerpo monoclonal para
marcar especificamente los neutréfilos. Los resultados indican que el
reclutamiento de neutréfilos es significativamente menor (58.45% de inhibicién)
en los ratones que no tienen MyD88 (Fig. 2, Art. 3). El menor grado de
reclutamiento de neutrdfilos en los ratones MyD88-/- puede contribuir a su
mayor susceptibilidad frente a las candidiasis, puesto que los neutréfilos son la
primera barrera de defensa frente a las infecciones sistémicas por C. albicans
(Vazquez-Torres y Balish, 1997; Mansour y Levitz, 2002).

La produccion de citocinas se determiné in vitro en esplenocitos de ratones
infectados con la cepa PCA2, obtenidos a los 6 dias de la infeccion. Las células
se estimularon in vitro con levaduras y micelios de C. albicans y se midieron los
niveles de TNF-a, IFN-y ¢ IL-12p70 en el medio de cultivo. Los ratones
deficientes en MyD88 no produjeron niveles detectables de estas citocinas en

respuesta a levadura y micelio de C. albicans (Fig 4, Art 3). Los ratones salvajes
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producen mas IL-12p70 e IFN-y en respuesta a la levadura que al micelio, como
' se ha discutido en el apartado anterior. Estos resultados demuestran que en los
primeros estadios de la infeccién, la produccién de citocinas proinflamatorias,
entre las que se encuentran citocinas relacionadas con una respuesta Thl (IL-
12p70 e IFN-y), estd bloqueada en ratones MyD88-/-. Nuestros resultados
concuerdan con los obtenidos por otros autores: (i) ratones “knockout” para
MyD88 no producen citocinas en respuesta a ligandos del TLR4 y del TLR2
(Takeda y Akira, 2004a); (ii) macréfagos de ratones MyD88-/- no son capaces de
secretar in vitro TNF- a en respuesta a levaduras y micelios de C. albicans (Marr
et al., 2003) y (iii) ratones MyD88-/- infectados con el hongo muestran in vivo
niveles mas bajos de citocinas en rifién que los ratones control (Bellocchio ez al,
2004).

La deficiente produccién de citocinas en los ratones MyD88-/- podria explicar
el menor reclutamiento de neutréfilos observado anteriormente, y ademas otros
autores han demostrado que tanto macr6fagos como neutréfilos de ratones
deficientes en MyD88 muestran in vifro una menor capacidad para fagocitar y
matar a C. albicans (Marr et al., 2003; Bellocchio et al., 2004).

Para estudiar la participaciéon de MyD88 en el desarrollo de una respuesta Thl
frente a C. albicans, se determiné por citometria de flujo la poblacién de
linfocitos T CD4" secretores de IFN-y presentes en el bazo de ratones control y
MyD88-/-, a dia 3 tras la infeccién con la cepa PCA2.

Nuestros resultados (Fig. 5, Art. 3) indican que los ratones MyD88-/-
presentan disminuida la poblacién de linfocitos T CD4" secretores de IFN-y
(12.8% y 0.7%, en respuesta a levadura y micelio, respectivamente) al
compararlos con los ratones control (68% y 49.2%, en respuesta a levadura y
micelio, respectivamente). Esto indica que MyD88 es esencial para el desarrollo
de una respuesta inmune especifica Thl frente a C. albicans. Un resultado
similar se observé en la poblacién de linfocitos CD8* secretores de IFN-y (Fig. 5,
Art. 3). Estas observaciones concuerdan con los bajos niveles de IFN-y soluble
detectados anteriormente mediante ELISA en ratones MyD88-/-. Ademas, en

ratones salvajes, los niveles de la citocina detectados por ELISA también
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concuerdan con las poblaciones de linfocitos T (CD4 y CD8) secretores de IFN-
v, detectadas en respuesta a levadura y micelio.

Un resultado similar, de deficiencia en el desarrollo de respuesta Thl frente a
C. albicans en ratones MyD88-/-, ha sido descrito recientemente en un modelo
de infeccion intragistrica utilizando una cepa virulenta de C. albicans
('Bellocchip et al., 2004).

A continuacion se analiz6 la capacidad de los ratones MyD88-/- para generar
una respuesta humoral frente al hongo mediante la determinacion del titulo de
anticuerpos especificos frente a C. albicans en ratones infectados con la cepa
PCA2. El suero de los ratones se recogi6 a diferentes dias postinfeccion (7, 14 y
21) y se midieron por ELISA los niveles de IgG e IgM frente a extractos de
levadura y de micelio. A los 14 dias de la infeccion observamos que los niveles
de IgG ¢ IgM son mayores en los ratones MyD88-/- que en los ratones control,
quizé debido a la presencia de un mayor nimero de células del hongo en los
tejidos de dichos ratones, dada su mayor susceptibilidad a la infeccién. En
cambio, a dia 21 los ratones salvajes presentan un incremento de los niveles de
IgG e IgM, mientras que los ratones MyD88-/- no son capaces de mantener el
titulo de dichos anticuerpos (Fig. 6A, Art. 3). La disminucion de los niveles de
anticuerpos observada en los ratones deficientes en MyD88 puede deberse a la
falta de cooperacion de los linfocitos Thl secretores de IFN-y con las células B
que han reconocido al antigeno. Para completar este estudio, se determiné
mediante Western-blot, con extractos de levadura y micelio de C. albicans, el
patrén de antigenos reconocidos por los anticuerpos generados por ratones
salvajes 0 MyD88-/-. Los resultados indican que el patrén de reconocimiento es
similar en ambos tipos de ratones (Fig. 6B, Art. 3); aunque el nimero de bandas
y la intensidad de las mismas a dia 14 fue mayor en los ratones deficientes en
MyD88, a dia 21 los resultados con ambos tipos de suero se igualaron, lo que
estd de acuerdo con los titulos de anticuerpos obtenidos mediante ELISA.

Por lo tanto, nuestros resultados indican que la respuesta humoral frente a C.
albicans puede darse en ausencia de MyD88, si bien la intensidad de la misma es

menor, posiblemente debido a la falta de respuesta Thl. Sin embargo, no hay
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evidencia de la posible capacidad protectora de estos anticuerpos y por lo tanto,
" de la influencia de esta menor capacidad de producir anticuerpos en la

susceptibilidad de los ratones MyD88-/- a las candidiasis.

3.- Estudio de la participacién de los receptores TLR2 y TLR4 en la

produccién de PGE; en respuesta a Candida albicans

Puesto que la PGE, tiene una funcién importante en las respuestas
inflamatorias y se ha descrito que (i) C. albicans induce la produccion de dicha
prostaglandina en distintos tipos celulares (Witkin et al., 1991; Filler et al., 1994)
y que (ii) el TLR4 participa en la induccién de la sintesis de PGE; en respuesta al
LPS (Uematsu et al., 2002), nos planteamos investigar la posible participacién de
los TLR en la produccién de PGE, en respuesta a C. albicans. Para determinar la
posible implicacion de los receptores TLR2 y TLR4 en la produccion de PGE; en
respuesta a C. albicans, se midieron mediante radioinmunoensayo los niveles de
dicha prostaglandina en los sobrenadantes de macr6fagos intraperitoneales
residentes de ratones salvajes, TLR2-/- y TLR4-/-, tras haber sido estimulados in
vitro con levaduras y micelios del hongo. Los resultados muestran (Fig. 1, Art. 4)
que el receptor TLR2 estd claramente implicado en la producciéon de PGE, en
respuesta a C. albicans, ya que los niveles de PGE, fueron pricticamente
indetectables en los cultivos de las células de los ratones TLR2-/-. La produccién
de PGE, por los macr6fagos de ratones TLR4-/- fue similar a la de los
macr6fagos de ratones control. Cabe destacar que cuando se utilizaron levaduras
como estimulo los niveles de PGE, fueron significativamente superiores a los
obtenidos cuando el estimulo fue micelio.

Ademads, se observd que no hay niveles detectables de prostaglandina en las
muestras sin estimular y que la produccién de PGE; era abolida (92-98% de
inhibicién) cuando los macréfagos se estimulaban en presencia de un inhibidor
especiﬁéo de la ciclooxigenasa-2 (Cox-2), enzima implicado en la biosintesis de
PGE;. Este resultado indica que la produccion de PGE, mediada por TLR2 en

respuesta a C. albicans es dependiente de la induccién de la expresién de Cox2.
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A continuacién se estudi6 la produccién de PGE, tras la estimulacién in vitro
de esplenocitos de ratones salvajes, TLR2-/- y TLR4-/-, previamente infectados
con la cepa PCA2. Los resultados (Fig. 2, Art. 4) confirmaron que los
esplenocitos de ratones TLR2-/- producen niveles muy bajos de PGE2 al
compararlos con los salvajes y los TLR4-/-, que producen niveles similares entre
si. Estos resultados estaban de acuerdo con los anteriormente obtenidos
utilizando macréfagos intraperitoneales residentes y demuestran que el TLR2 es
el principal receptor que participa en la produccién de PGE, en respuesta a C.
albicans. Otros autores han descrito, en la linea celular HelLa, que la produccién
de PGE; en respuesta a C. albicans esta mediada por TLR2 y TLR4, observando
que anticuerpos bloqueantes frente al TLR2 o al TLR4, de manera independiente,
eran capaces de inhibir completamente la produccién de PGE,, aunque no queda
claro como un solo anticuerpo puede inhibir totalmente la produccién de PGE; a
través de ambos receptores (Deva et al., 2003).

El hecho de que la levadura induzca en macréfagos una mayor produccion de
PGE, que el micelio, fendmeno que también se observa en la respuesta de los
esplenocitos frente a ambas morfologias de la cepa ATCC 26555, puede tener
consecuencias in vivo durante las candidiasis. La levadura es la forma comensal y
la PGE, favorece la transicion levadura-micelio (Kalo-Klein y Witkin, 1990), que
es un factor de virulencia clave para C. albicans, y ademas la PGE, inhibe la
produccion de citocinas como TNF-a, la respuesta inmune Thl, la produccién de
quimiocinas y la proliferacién linfocitaria (Kunkel et al., 1988; Betz y Fox, 1991;
Standiford et al., 1992; Strassmann ef al., 1994; Sergeeva et al., 1997; Vassiliou
etal., 2003).
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Conclusiones

1. El receptor TLR2 es esencial para la resistencia del ratén frente a la
candidiasis sistémica. Este receptor participa en la respuesta inmune innata
mediando la produccién de citocinas proinflamatorias (TNF-o) y quimiocinas
atrayentes de neutréfilos (MIP-2) por los macréfagos en respuesta a C.
albicans. Aunque los ratones deficientés en TLR2 tienen disminuida la
produccién de citocinas Thl (IL-12 e IFN-y), son capaces de ge;xerar una
respuesta inmune protectora y una respuesta seroldgica normal, por lo que el
TLR2 no es imprescindible en la respuesta inmune adquirida frente a C.

albicans.

2. La molécula adaptadora MyD88 es esencial para la resistencia del ratén frente
a la candidiasis sistémica. Ratones deficientes en esta molécula son incapaces
de secretar citocinas (TNF-a, IL-12 € IFN-y) y de desarrollar una respuesta
protectora Thl frente a C. albicans y, aunque son capaces de generar
anticuerpos especificos frente al hongo, los titulos son menores que en los
ratones control. Por lo tanto, MyD88 es esencial tanto en la respuesta inmune

innata como en la respuesta especifica frente a C. albicans.

3. Elreceptor TLR2 es la molécula responsable de la induccién de la produccion

de PGE, por macréfagos y esplenocitos de ratén en respuesta a C. albicans.
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