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Resumen

La candidiasis es una infeccion causada por levaduras del género Candida que afecta
la piel, uhas, mucosas y el tracto gastrointestinal, y en algunas ocasiones se puede
manifestar de manera sistémica. Generalmente al tomar muestra de pacientes con
candidiasis cutanea se aisla principalmente Candida albicans, pero se pueden llegar a
encontrar otras especies como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, etc. Aunque
C. albicans es la especie mas aislada, ultimamente C. glabrata se aisla cada vez con
mayor frecuencia ya sea en candidiasis vaginales o en micosis sistémicas graves. En
México existen poco trabajos que demuestren la incidencia de Candida en la piel, y
aunque las candidiasis superficiales no comprometen contra la vida del paciente son
faciles de tratar y son frecuentes, si pasan a ser sistémicas de evolucién aguda o
cronica llegan a ser infecciones graves; existe poca informacion sobre la expresion de
receptores y citocinas asociadas a las infecciones cutaneas por Candida, por lo que en
este trabajo se pretendid estudiar a los queratinocitos humanos infectados por
Candida albicans y Candida glabrata para determinar su importancia durante la
infeccién, debido a la importancia que tiene la resistencia innata y del papel que
juegan los queratinocitos como células inmunocompetentes, se esperdé que la
exposicion de C. albicans y C. glabrata a estas células generaran la liberacién de
quimiocinas CCL2 / MCP-1, CCL5 / RANTES, CXCL10 / IP-10, y CXCL8 / IL-8, y
citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, GM-CSF, y TNF-a) y receptores tipo Toll (TLRs) que
pueden ser mediadores y efectores en la respuesta inmunitaria al contacto con estas
levaduras. Para poder medir la expresion y produccion de citocinas y quimiocinas se
utilizaron los métodos de RT-qPCR y ELISA, y para la deteccion de la estimulacién de
los TLRs se llevaron a cabo estudios de confocal, ademas se hicieron tinciones de
citoesqueleto para definir si las levaduras se interiorizaban a la célula. Al momento de
revisar los RT-gPCR se compararon los resultados de las graficas de las levaduras
vivas de C. albicans y C. glabrata respectivamente y se observé que hay una mayor
expresion de quimiocinas MCP-1 e IL-8 en la infeccidn, sin embargo las levaduras de
C. albicans alcanzaron valores mucho mas altos, de la misma forma se demostré que
la expresion de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL1-B y TGF- B) es mayor en la
cepa viva de C. albicans para los tres casos, mientras que TGF- 3 no se expresa
significativamente con levaduras de C. glabrata. Pero sucede algo interesante al
momento de comparar los resultados obtenidos por medio del RT-PCR con las
lecturas de concentraciones de estas citocinas y quimiocinas por medio del método de
ELISA, ya que en el caso de las quimiocinas en efecto si se alcanzan concentraciones
altas de IL-8 y méas altas de MCP-1 en la infeccién, sin embargo se alcanzaron
concentraciones similares de MCP-1 en las dos levaduras tanto vivas como muertas;
esto puede ocurrir debido a los factores de virulencia con los que cuentan las
levaduras de la familia de Candida.Al final del protocolo se llegé a la conclusién de que
la evaluacion de la expresion de los TLRs en el modelo experimental propuesto
permitid reconocer el papel principal del TLR6 en la activacion del queratinocito por
Candida, ademas de que se observo que induce la quimiotaxis por la sintesis de IL-8 y
MCP-1 favoreciendo el reclutamiento de monocitos y polimorfonucleares neutrdfilos,
también se producen citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1B como resultado de la
infeccion. En las tinciones de citoesqueleto se confirmé que las levaduras se
internalizan en los queratinocitos, apreciandose cambios en las fibras de actina que
sufren un rearreglo en la cinética de infeccion.
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1. Introduccion

La candidiasis es una infeccidn causada por levaduras del género Candida, en
especial Candida albicans, que afecta la piel, uhas, mucosas y el tracto
gastrointestinal, raramente manifiesta una diseminacion sistémica.' La especie
aislada mas frecuente en candidiasis cutanea es C. albicans otras especies
como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata o C. guilliermondii intervienen en
estas infecciones.? La candidiasis se manifiesta con frecuencia en la piel,
representando del 2 al 3% de las consultas dermatologicas; siendo mas
frecuenate en la tercera y cuarta décadas de la vida y en los extremos de la
misma.

Aunque C. albicans sigue siendo la especie mayormente aislada de materiales
clinicos, C. glabrata se aisla cada vez con mayor frecuencia, ya sea como
agente causal de candidiasis vaginal o de micosis sistémicas graves y
candidemias en los enfermos criticos, inmunodeprimidos y pacientes con
neoplasias hematoldgicas o sélidas.*

En México existen pocos trabajos de investigacion que demuestren la
frecuencia o incidencia de Candida en la piel; sin embargo, Arenas y su grupo
realizaron un estudio retrospectivo a 10 afios con 581 pacientes geriatricos con
micosis superficiales de los cuales 116 (19%) tuvieron infecciones por Candida
y C. albicans fue la levadura mas aislada®; Sobel y Chaim sugieren que el
aumento de la incidencia de C. glabrata en la candidiasis se debe, en parte, a
la resistencia que ocasiona la autoprescripcion y el gran uso de tratamientos
antifungicos con compuestos azolicos, orales o topicos de corta duracién.®

C. albicans y C. glabrata son miembros de la micobiota de la piel humana, sin
embargo al presentarse algunos estados de inmunodeficiencia pueden causar
infecciones cutaneas’. C. albicans tiene varios atributos de virulencia para
colonizar el huésped y ocasionar dafio de forma directa, al activar, resistir o
desviar los mecanismos de defensa del mismo.® Los factores de virulencia
expresados o requeridos por el microorganismo para causar infeccion pueden
variar segun el tipo, el sitio y la naturaleza de las defensas del huésped y
depende del equilibrio entre el estado inmunoldgico del hospedador y de los
factores de virulencia expresados por el hongo. Por lo que, durante una
infeccion se establecen complejas relaciones entre el sistema inmunitario del
hospedador y las diferentes especies de Candida, que van a determinar el
desarrollo de la infeccidn.

Los principales componentes de la respuesta inmunoldgica frente a Candida
spp. son: 1) Inmunidad innata por neutrofilos y monocitos, con el
reconocimiento de las levaduras, hifas y pseudohifas por una serie de
receptores como los TLRs, para B-glucanos y a-mananos, desencadenando
una respuesta que lleva a la destruccion de los microorganismos por
mecanismos oxidativos y no oxidativos; 2) Activacion del complemento por las
vias clasica, alterna y de la lectina, gracias a la proteina MBL, facilitando la
fagocitosis del microorganismo; 3) Fagocitosis de las esporas por parte de
células dendriticas que inducen una respuesta celular Th1; las hifas
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desencadenan una respuesta de los linfocitos Th2. Las células NK inducen la
actividad anti-Candida en los fagocitos, mediante la sintesis de IFN-y.*1°

Debido a la importancia que tiene la resistencia innata y del papel que juegan
los queratinocitos como células inmunocompetentes, se espera que la
exposicion de C. albicans 'y C. glabrata a estas células generen la liberacion de
quimiocinas CCL2 / MCP-1, CCL5 / RANTES, CXCL10 / IP-10, y CXCL8 / IL-8,
y citocinas pro-inflamatorias (IL-13, GM-CSF, y TNF-a) que pueden ser
mediadores y efectores en la respuesta inmunitaria al contacto con estas
levaduras."’

2. Marco teoérico

2.1Candida spp.

El género Candida spp. ha sido clasificado en el orden Cryptococcales,
perteneciente al grupo de los Deuteromycetes u hongos imperfectos. Dicho
grupo comprende un conjunto importante de hongos en los que no se ha
descrito fase sexual, reproduciéndose de modo asexual mediante la formacion
de blastosporas.

Candida es un microorganismo presente en pequefas cantidades en la
microflora de las superficies de la mucosa y la piel de aproximadamente el 50%
de huéspedes sanos.'? Estos microorganismos generalmente son inofensivos
pero pueden convertirse en patdogenos en pacientes con inmunodeficiencia,
tales como el SIDA, causando infecciones sistémicas potencialmente
mortales.™

Por lo que las especies de Candida constituyen la segunda causa mas
frecuente de las infecciones por hongos en todo el mundo', siendo asi las
infecciones fungicas severas mas comunes en las unidades de cuidado
intensivo; por lo que las candidemias representan el cuarto agente con mayor
incidencia de infecciones del torrente sanguineo en pacientes hospitalizados en
los Estados Unidos' y por consiguiente un motivo importante de mortalidad;
son un grave problema en neonatos y de adultos, y se estima que del 33-55%
de todos los episodios, se producen en las unidades de cuidados intensivos.
En la mayoria de los casos, las candidemias tienen un origen enddgeno,
siendo causada por levaduras pertenecientes a la micro flora humana, en tales
casos, el tracto intestinal es el principal portal de entrada. Las condiciones mas
importantes que predisponen a la candidiasis invasiva y la candidemia en
pacientes en el area de cuidados intensivos son la cirugia abdominal, catéteres
intravasculares, insuficiencia renal aguda, nutricion parenteral, administracion
de antibiéticos de amplio espectro, el uso de corticosteroides, la colonizacion
de la mucosa por Candida y una estancia prolongada.®"

El género Candida incluye aproximadamente 150 especies identificadas.
Aunque se han reportado mas de 17 especies patogenas, el 90% de las
infecciones se atribuyen a: C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. parasilopsis,
C. tropicalis, de las cuales C. albicans es la mas recurrente en un 50%.'®

Durante las ultimas dos décadas, la mayoria de las instituciones han informado
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de un cambio progresivo de las especies de Candida que causan las
candidemias; inicialmente la gran mayoria de los aislamientos fueron de C.
albicans, pero en los ultimos afos esto a cambiado ya que cerca del 50% de
episodios han sido causadas por otras especies de Candida.'® En la figura 1,
se muestra que en el estudio realizado por Almirante et al., el 51% de los
episodios de candidemias fueron causadas por C. albicans, el 23% por C.
parapsilosis, el 10% en C. tropicalis y el resto de casos por especies tales
como C. glabrata o C. krusei, en los cuales la resistencia a fluconazol es muy
comun.'®*%?! | o que confirma, que casi el 50% de los casos son causados por
otras especies de Candida; y es importante mencionar que la mortalidad global
es mayor en los pacientes con especies diferentes a albicans que en aquellos
con C. albicans en infecciones del torrente sanguineo ?*%3

C. tropicalis
C. parapsilosis 10%

C. glabrata
23%

9%

C. krusei
4%

Other
3%

C. albicans

51%

Figura 1. Distribucion de las especies de Candida que producen candidemias en un
estudio publicado por Almirante et al. de Barcelona, Espafia.?

Las razones en la prevalencia de especies de Candida no estan claras, pero el
comprender su heterogeneidad debido a las diferencias filogenéticas entre
ellas, nos ayuda a explicarlo. Las especies mas estrechamente relacionadas
son C. albicans, C. dubliniensis y C. tropicalis mientras que C. glabrata esta
mas relacionada con Saccharomyces cerevisiae.?

Estas cepas poseen factores de virulencia tales como proteasas, fosfolipasas,
aglutininas y la formacion de biopeliculas, que permiten la produccién de
organismo difundirse por via hematdégena en huéspedes susceptibles. Las
biopeliculas son las comunidades microbianas que se adjuntan y se encierran
en una matriz de material exopolimérico y son importantes reservorios de
organismos, también mantienen su patogénesis al evadir los mecanismos de la
respuesta inmune del huésped y resistencia al tratamiento antifungico. Las
proteasas extracelulares producidas por Candida digieren o distorsionan las
membranas de la célula huésped para facilitar la adhesion y la invasion de los
tejidos, ademas de que danan a las células y moléculas del sistema inmune del
huésped para evadir o resistir el ataque anti-microbiano. Las fosfolipasas
hidrolizan uno o mas enlaces éster de los glicerolfosfolipidos, los cuales son
componentes principales de las membranas celulares, lo que lleva a la lisis
celular. La presencia de aglutininas (ALS) que favorecen la colonizacién tisular
como factores de virulencia de la pared celular se encuentran en C. albicans,
C. dubliniensis y C. tropicalis, pero no C. glabrata.?*>26%"
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2.1.1 Candida albicans.

C. albicans normalmente colonizan los seres humanos desde su nacimiento y
persiste durante el resto de su vida como comensal en la piel y las vias oral y
gastrointestinal, ademas de la mucosa vaginal.?®

C. albicans es la especie mas aislada de la candidiasis’ y causa una gran
variedad de infecciones cutaneas.> Es un hongo patégeno oportunista de
humanos, que en individuos inmunocompetentes es parte de la microbiota
normal de las mucosas del organismo. Sin embargo, en condiciones de
inmunosupresion temporal o permanente puede causar infecciones sistémicas
que ponen en riesgo la vida de los pacientes.?

La patogenicidad de C. albicans depende del equilibrio entre el estado
inmunoldgico del hospedador y de los factores de virulencia expresados por el
hongo. De esta forma, durante una infeccion se establecen relaciones
complejas entre el sistema inmunitario del hospedador y C. albicans, que van a
determinar el desarrollo de la infeccion. Tanto la inmunidad innata como la
inmunidad adquirida estan implicadas en la resistencia frente a C. albicans,
siendo necesaria, en primer lugar, la intervencion de la respuesta innata.>*

2.1.2 Candida glabrata.

C. glabrata es el segundo agente patdbgeno mas frecuente en los seres
humanos después de C. albicans, y ambas especies pueden ser aisladas de la
mucosa de individuos asintomaticos sanos. En el medio ambiente, ambas
especies se encuentran exclusivamente en asociacion con los mamiferos, y
hablando filogenéticamente, C. glabrata y C. albicans son muy diferentes
(Figura 2) ya que el genoma de 12.3 Mb de C. glabrata se compone de 13
cromosomas que tienen un contenido de G+C del 38.8%, la cual es similar a la
de Saccharomyces cerevisiae (38,3%)*', lo que ocasiona que C. glabrata esté
filogenéticamente mas relacionada con S. cerevisiae que a C. albicans,
generandole un conjunto unico de mecanismos de virulencia tales como el
cambio fenotipico, la formacion de seudohifas, y la actividad de fosfolipasas y
adhesinas.®®> C. glabrata representa aproximadamente el 15% de las
infecciones del torrente sanguineo en todo el mundo.*’

Ashbya gossypii

Kluyveromyces lactis

Saccharomyces cerevisiae

Candida glabrata

Kluyveromyces waltii

— Candida tropicalis

Candida albicans
0.005

—
Figura 2. Arbol filogenético de C. albicans y C. glabrata.”’

15



En muchos centros médicos de los Estados Unidos, la principal especie no
albicans encontrada en casos de pacientes con Candida es C. glabrata, estos
casos representan de una cuarta parte a un tercio de todos los casos de
fungemias; dicha incidencia es multifuncional ya que se ha demostrado que la
prevalencia esta relacionada con factores como la ubicacion geografica, edad,
la poblacion de pacientes estudiados, y el uso de fluconazol como tratamiento
antimicotico; este ultimo factor es muy importante ya que se ha encontrado que
C. glabrata es resistente a fluconazol )/ esto origina el creciente aumento de
fungemias por este microorganismo.*3#:35:3

Pared
celular

Membrana
plasmaética

f\zdm;es —53 - h ‘
7 /7N 1 |

Proteina —> 5
B-13Glucano Quitina  Deminio Dominio
Proteina B-1,6Glucano GPl  transmembrana
Ce pared

Figura 3. Modelo propuesto para la arquitectura de la pared celular de C. albicans.>

C. glabrata es una de las principales especies de Candida no albicans aisladas
en unidades de cuidados intensivos. En un estudio llevado a cabo en Taiwan,
C. glabrata fue la segunda especie mas comun y representd el 30% de los
episodios de candidemias.>®

2.2 Pared celular de los hongos.

La pared es una estructura esencial para los hongos y su eliminacion ya que si
se tienen defectos en su formacion esto lleva a efectos profundos en el
crecimiento y en su morfologia, pudiendo causar la muerte celular por lisis. La
pared fungica esta compuesta basicamente de polisacaridos y proteinas. Las
proteinas generalmente estan asociadas a polisacaridos formando
glicoproteinas las cuales tienen diversas funciones, participan en el
mantenimiento de la forma celular, intervinien en los procesos de adhesion,
protegen a la célula de sustancias extrafas, participan en la absorcion de
moléculas, transmitiendo sefales al citoplasma, sintetizando y remodelando los
componentes de la pared. Entre los polisacaridos destacan la quitina, el
glucano y el manano o el galactomanano. *°%

La pared celular de los hongos es una estructura con gran plasticidad que
protege a la célula de diferentes tipos de estrés ambiental, entre los que
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destacan los cambios osmoticos. Ademas, la pared celular permite la
interaccidon con el medio externo ya que algunas de sus proteinas son
adhesinas, y al unirse con sus receptores, desencadenan una compleja
cascada de sefales en el interior de la célula. Algunos de sus componentes
tienen una alta capacidad inmunogénica.® 3

2.3 Candidiasis.

Es una micosis primaria o secundaria, la cual se distribuye a nivel mundial, es
ocasionada por levaduras enddgenas, exdgenas, o ambas, oportunistas del
género Candida, sobre todo por Candida albicans; pero pueden estar
implicadas otras especies como Candida dubliniensis, Candida glabrata,
Candida famata, Candida krusei; Candida lusitaniae, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, etc. > *° Este tipo de infeccion fungica es la mas comun
respecto a las originadas por hongos en todo el mundo; puede afectar la piel,
las mucosas, érganos internos y llegan a producir septicemias.

Las infecciones producidas por Candida pueden dividirse en dos categorias:
superficiales o0 mucocutaneas y sistémicas o diseminadas. 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 antifungico.
Por el contrario, las candidiasis sistémicas o invasivas se producen cuando se
encuentran microorganismos en sangre, afectando tejidos, o cuando la
infeccion se ha diseminado y afectado a uno o varios 6rganos internos; aunque
este tipo de infecciones aparecen fundamentalmente en pacientes
inmunocomprometidos por diferentes causas.*'*? Las candidiasis superficiales
son frecuentes, de facil tratamiento y no atentan contra la vida del paciente, en
tanto que las sistémicas de evolucion aguda o crdénica son generalmente
graves.

La distribucidn geografica de esta micosis es universal y mas de 70% de ellas
son producidas por C. albicans. Aunque en los ultimos anos han aumentado los
hallazgos de C. krusei y C. glabrata como agentes infecciosos involucrados en
enfermedades sistémicas intrahospitalarias, los cuales son habitualmente
resistentes a los compuestos azolicos.”® La figura 4 es un ejemplo de un
estudio en donde se compararon las diferentes caracteristicas de los pacientes
y enfermedades, en que contrajeron candidiasis, asi como el tipo de Candida
que se encontrd en ellos, como resultado se vio que la mayoria de los casos se
originan por C. albicans, pero las demas especies también tienen gran
incidencia ya que de los 24 pacientes C. glabrata fue responsable de un 33%
de los casos, C. fropicalis un 25%, y C. parasilosis un 17%; estos casos
procedian de las unidades de cuidados intensivos en un 50%, unidades de
medicina 28%, y las unidades quirdrgicas 22%.*

La importancia del estudio de las candidiasis en pacientes con enfermedades
subyacente graves o enfermedades criticas radica en las altas tasas brutas de
mortalidad que varian de 36% a 63% a nivel mundial. *°
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2.3.1 Candidiasis cutanea.

La candidiasis cutanea representa del 2 al 3% de la consulta dermatologica y
10 a 15% de las micosis superficiales?, se caracteriza por microabscesos
epidérmicos, que se producen durante una infiltracion de neutréfilos y otras
células inflamatorias dentro de la epidermis’’. Las lesiones suelen ser papulas
escamosas que progresan a lesiones humedas erosionadas que a menudo
tienen pustulas (Figura 5).

Figura 4. Pustulas que coalescen para formar lagos de pus en la espalda.®®

En México, la candidiasis urogenital es una entidad nosolégica que afecta
principalmente al sexo femenino. En 2009 tuvo un indice mujer-hombre de 31:5
y se enfocOd en el grupo etario de 25 a 44 anos. Presentd una tasa de
incidencia por cien mil habitantes a nivel nacional de 269, y las entidades mas
afectadas por este padecimiento fueron Nayarit con 504 (casos por cien mil
habitantes), seguido de Veracruz 503 y Zacatecas 483; la menos afectada fue
el DF con una tasa anual de incidencia de 98 por cien mil habitantes.*®

2.4 Estructura y funcion de la piel.

La piel es un érgano dinamico con una estructura compleja que da cobertura y
proteccion a los tejidos profundos, algunos autores la definen como una barrera
primaria que protege al cuerpo de los microorganismos patégenos que se
encuentran en el ambiente o incluso como la interfase que protege el interior
del cuerpo de los patégenos externos actuando como uno de los mecanismos
protectores mas importantes.*’*® La superficie de la piel es relativamente
inhdspita para el crecimiento de hongos debido a la exposicion de luz
ultravioleta, las condiciones de baja humedad, y la competencia de la flora
bacteriana normal de este sitio, por lo tanto actia como una barrera a la
entrada de los hongos. El estrato cérneo se compone de queratina, que la
mayoria de los microorganismos no pueden utilizar para la nutricién. Sin
embargo, Candida albicans y los hongos dermatofitos producen queratinasas,
que hidrolizan esta sustancia y facilitan el crecimiento de estos organismos en
el propio estrato cérneo.

Este sitio superficial protege a los organismos de infeccion por contacto directo
con al menos algunas de las células efectoras del sistema inmune. Aunque los
neutrofilos y pocos linfocitos son células presentes normalmente en la dermis,
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éstas pueden infiltrarse a la epidermis durante la activacién de un respuesta
inmunitaria.*®

La piel esta formada por diferentes tipos celulares que desempefnan diversos
procesos biosintéticos e inmunologicos, entre estos ultimos se encuentran los
mecanismos de resistencia innata y adaptativa, que se activan cuando existen
agresiones al tejido.*

La piel representa el 15% del peso corporal y cubre aproximadamente 1,7 m?
en el adulto promedio; desde afuera hacia dentro, se distinguen tres capas de
tejido, cuyo origen embriolégico es totalmente distinto, perteneciendo cada
capa a una capa embrioldgica diferente:

* La epidermis.
» La dermis o corion.

* El tejido subcutaneo o también denominado hipodermis o subcutis.

241 Epidermis.

La epidermis, como epitelio de superficie, es un epitelio plano
poliestratificado queratinizado con cuatro capas, las diferentes capas
constituyen los diferentes estadios en la maduracion de los queratinocitos.”’
En la epidermis también existen células inmunocompetentes, como
melanocitos y células de Langerhans, que se encuentran justo por encima
de la capa basal de queratinocitos®, esta capa basal es la ultima capa de
la epidermis y es la responsable del constante recambio de las células en la
epidermis; la cual contiene solo un grupo de células epidérmicas sin
diferenciar, conocidos como queratinocitos basales.

Los queratinocitos basales se diferencian y se mueven a la siguiente capa
(el estrato espinoso también conocido como la capa de células espinosas)
donde inicia el proceso de maduracion y se divide para reponer la capa
basal esto explica que la piel se encuentra en cambio constante debido a la
migracion de los queratinocitos desde la capa basal hasta la capa
cornea.*’®® Las células que se mueven en el estrato espinoso cambian
desde ser una forma columnar a una poligonal e inician la sintesis de
queratina distinta de la capa de queratina basal. Los queratinocitos en el
estrato granuloso son caracterizados por acumulaciones obscuras de
material citoplasmatico y estas células producen activamente, proteinas de
queratina y lipidos. Otras células que se pueden encontrar en el estrato
basal y el estrato espinoso son las células T, principalmente T CD8.>* El
estrato corneo, como el ultimo producto de maduracion de los
queratinocitos es la capa mas externa de los cuatro estratos de la
epidermis, es la unica que no se encuentra en otros epitelios y es
altamente responsable de la funcidn de barrera de la piel. Las células en
esta capa conocidas como corneocitos son células derivadas de
queratinocitos muertos que carecen de organelos® y que contienen redes
de fibrinas y queratina*” **(Figura 5).

19



- Célula de Langerhans
Queratinocito
Filamento intermedio
(queral‘in?) Estrato
T . corneo

‘ J"(‘:: 5 Estrato ltcido
; v Estrato granuloso
Célula de Merkel wn =
_ B Estrato et
D v s D ‘ Melanocito
T e espinoso ®
¢ w2 ¢ & ® Gréanulo
&a ‘;Y}, o > ™ de melanina
> o Y
y. %) 8 \s) ¢
/ ' " Joven V)
~ Disco v
Estrato basal 2
tactil [} ¢
——Neurona Dermis

sensorial

Figura 5. Estructura y tipos celulares de la epidermis

El proceso por el cual el estrato corneo se renueva continuamente a través
de la queratinizacion de las células epidérmicas también puede representar
una forma de defensa contra los organismos que infectan la piel. Las
células epidérmicas basales causan un crecimiento continuo de la
epidermis por division celular dando como resultado el movimiento de
queratinocitos hacia la superficie. A medida que maduran y se diferencian,
estas células pierden sus nucleos y se aplanan para formar las células
queratinizadas. Los resultados de este proceso en continuo
desprendimiento de la capa cornea, es que puede eliminar la infeccion de
microorganismos fungicos que residen en él. La inflamacion, incluyendo la
producida por las reacciones inmunes mediadas por células, parece mejorar
la proliferacidén epidérmica de modo que la tasa de transito de células de la
epidermis hacia el estrato cérneo se incrementan. Un numero de estudios
han demostrado que la proliferacién epidérmica es importante en la defensa
contra las micosis superficial.*’

Secreciones sebaceas de las glandulas y otros lipidos epidérmicos,
incluyendo la esfingosina, acidos grasos, lipidos polares vy
glicoesfingolipidos, han demostrado ser fungistaticos tanto contra
dermatofitos como contra C. albicans. La transferrina saturada es otra
sustancia antimicrobiana bien conocida que parece ser activa en la piel
inflamada e inhibe el crecimiento microbiano al competir por el hierro.*°

2.4.2 Dermis.

Enseguida de la epidermis se encuentra la dermis que contiene estromas
de fibrina compuestas de fibras de colageno y elastina. Existen muchos tipos
diferentes de células inmunes que residen en la dermis y epidermis
humanas, éstas incluyen células de Langerhans en la epidermis,
macrofagos, células mieloides y dendriticas, mastocitos, linfocitos T y B,
células plasmaticas y células NK en la dermis. Apéndices de la piel como las
glandulas sudoriparas (endocrinas y apocrinas), glandulas sebaceas y los
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foliculos pilosos se extienden a través de la dermis y la epidermis para
abrirse a la superficie de la piel. 4754

Aunque la funcion principal de la piel radica en el recubrimiento, es claro que
este como drgano protector tiene una importancia mayor debido a su
capacidad de responder mediante actividades bioldgicas, bioquimicas vy
quimicas que pueden ser reguladas por el aparato neuroendocrino y el
sistema inmune.*® De esta forma la piel representa un componente integral
del sistema inmune a la cual se le puede considerar como la primera linea
de defensa inmunoldgica®, ademas de respaldar su funcién inmunolégica
por otros hechos como el que es el brazo efector de la respuesta inmunitaria
que ocurre en los organos linfoides secundarios y no en la sangre, o el
sistema inmunitario periférico que se distingue por una dinamica
comunicacion entre los epitelios y los érganos linfoides secundarios.*

2.5 Respuesta inmune innata de la piel.

Entre las funciones protectoras de la piel se encuentran: a) defensa ante las
infecciones por virus, bacterias y hongos, b) La pelicula superficial cutanea
tiene efecto antimicrobiano, c) Cuando se produce una herida, se desencadena
la reaccion defensiva de la piel en forma de inflamacién local.%®*°

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo y por lo tanto, del sistema
inmunitario. EI mecanismo de resistencia a infecciones puede dividirse en
respuesta inmunitaria innata y adaptativa. Los componentes de la inmunidad
adaptativa de la piel son una serie de mecanismos antigeno-especificos
realizados por varios componentes celulares de la epidermis y la dermis.®0°

La participacion de la respuesta inmune innata de la piel en diferentes
enfermedades cutaneas es muy relevante, por ejemplo en los trastornos
inflamatorios como psoriasis, dermatitis atopica y dermatitis de contacto
alérgica.®’

La inmunidad innata, también conocida como natural, es la proteccion con la
que nacemos, se considera la primera linea de defensa y esta compuesta por
células que reaccionan inespecificamente contra ciertos agresores, e incluye
barreras naturales como la piel y las mucosas. Este tipo de respuestas carece
de memoria inmunoldgica y entre las células de la epidermis (queratinocitos,
Langerhans, melanocitos, linfocitos T y NK) existen sistemas de reconocimiento
para los microorganismos que pueden dispararse y producir o activar varios
agentes anti-infecciosos, como los factores de complemento de las vias clasica
y alterna, los péptidos antimicrobianos (defensinas, catelicidinas e histatinas),
las citocinas, las quimiocinas y las especies reactivas del oxigeno y oOxido
nitrico (NO).>*®? Cuando los microorganismos penetran, son reconocidos por
un conjunto de receptores de reconocimiento de patron expresados en la
superficie y en compartimentos intracelulares de muchos tipos de células,
incluyendo macréfagos y células dendriticas.®® Los neutréfilos y los macréfagos
se consideran como componentes centrales de la respuesta inmune innata
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contra C. albicans, debido a su actividad fagocitica, estas células suelen
reconocer a C. albicans a través de diferentes receptores de reconocimiento de
patrones, como son los TLR-2, TLR-4, receptor de manosa, Dectin-1, Dectin-2,
DC-SIGN vy otros.®

2.6 Los queratinocitos humanos como células participantes de la
respuesta innata.

Los queratinocitos son las células predominantes de la epidermis, se originan
en el estrato epidérmico basal y son capaces de montar una respuesta
inmunitaria, inflamatoria o ambas, por medio de la secrecion de citocinas y
guimiocinas.

Los queratinocitos de la piel representan la primera linea de defensa contra los
patégenos, intervienen activamente en la formacion de una barrera mecanica,
fisicoquimica e inmunologica. Elaboran queratina y otras proteinas no
estructuradas, las que intervienen en el proceso de queratinizacion de los
epitelios. Durante la citodiferenciacidon adicionan queratina, cuyo peso
molecular aumenta a medida que las células migran hacia la superficie. Los
queratinocitos de la epidermis producen varias proteinas antimicrobianas,
incluyendo catelicidinas, p-defensina humana 2, y calprotectina. Estas
proteinas parecen ser generadas en mayores cantidades cuando los
queratinocitos se estimulan por el contacto con los microorganismos o
citocinas.*®

Los queratinocitos también participan en el proceso inmunolégico local.
Intervienen en la maduracion postimica e instruccion de algunos linfocitos.
Inducen a las células T inmaduras a sintetizar la enzima TdT. Producen
sustancias parecidas a las hormonas y secretan IL-1. Este tipo de células
provocan la amplificacion y persistencia de respuestas inflamatorias e inmunes
en la dermatitis atopica a través de la produccidon de mediadores pro-
inflamatorios tales como quimiocinas (CCL2 / MCP-1 y CXCL1/ GROa) Q/
citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF—a), IL-6 y la IL-1B°°,
ademas de que reconocen microorganismos por un conjunto de receptores de
reconocimiento de patrones, incluyendo receptores de tipo Toll (TLRs).%

Los queratinocitos humanos normales pueden presentar una expresion de
TLR2, TLR3, TLR4 y TLR6. La exposicion de los queratinocitos a IFN-y y TNF-
a aumenta la expresion intra-citoplasmatica de estos receptores lo cual
conduce a su translocacion parcial en la superficie celular. La activacion de
queratinocitos por los TLRs, y sus ligandos lleva a la translocacion nuclear de
NF-kB y la liberacion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-8.

2.7 Citocinas pro-inflamatorias.

El proceso inflamatorio estda mediado fundamentalmente por la produccion de
mediadores solubles, en su mayoria citocinas, pero también factores de
crecimiento y quimiocinas. Las citocinas son proteinas o glicoproteinas de bajo
peso molecular (< 30 kD) con vida media corta, producidas principalmente por
las células del sistema inmunoldgico, asi como también por determinadas
células de otros tejidos, y son mediadores fundamentales de la transmision de
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sefales intercelulares. La citocinas pro-inflamatorias actian como moléculas
efectoras fundamentales: el TNF-a y la IL-18 son los principales componentes
del proceso inflamatorio y parecen actuar sinérgicamente. EI TNF-a es un
estimulo importante para las células productoras de mediadores inflamatorios
(citocinas, metaloproteinasas, 6xido nitrico, prostaglandina E2, etc.).%% ¢7¢8

2.8Receptores tipo Toll.

Los TLRs son una familia de receptores sefalizadores expresados por
diferentes células los cuales permiten mediar la respuesta inmunitaria innata,
ya que son los principales iniciadores de esta dependiendo el patégeno y el
sitio de infeccion®; ademas desempefian un papel central en promover la
respuesta de la inmunidad adaptativa después de la infeccidén, actuando como
sensores del huésped de componentes estructurales conservados de virus,
bacterias, hongos y protozoarios. La interaccion de estos receptores
transmembranales con el patégeno induce una dimerizacion que reune a dos
dominios de sefalizacion que sirven posteriormente como una plataforma para
la atraccion de diversas moléculas adaptadoras intracelulares, esto conduce a
una senalizacion celular que produce cambios dinamicos en la expresién de
genes que codifican citoquinas proinflamatorias, quimiocinas y moléculas de
adhesion celular, asi como marcadores de la maduracidon de células
dendriticas.”® En la actualidad se conocen 11 TLRs en humanos (TLR1-TLR11)
que tienen un patron de expresion variable en los diferentes tejidos. De modo
caracteristico, los TLRs tienen un amplio rango de ligandos que incluyen
patrones estructurales presentes en bacterias, hongos levaduras y parasitos.

Los receptores tipo Toll (TLRs) son glicoproteinas integrales de membrana de
varias células que en su dominio extracelular poseen repeticiones ricas en
leucina’". La aparicién de TLRs se encuentra en la superficie de las células de
la epidermis y la dermis, incluyendo a los queratinocitos.

Después de la interaccion con su ligando respectivo, los TLRs dimerizan y
sufren un cambio conformacional requerido para el reclutamiento de moléculas
de senalizacion. Estas incluyen moléculas adaptadoras como MyD88,
TIRAP/MAL, TRIF y TRAM, cinasas asociadas con el receptor de IL-13 (IRAK),
cinasas activadas por el factor transformante de crecimiento B/TGF-B, (TAK1)
proteinas de unién a TAK1 (TAB1), TAB 2 y el factor 6 asociados con el
receptor de TNF-a (TRAF6). Cada molécula adaptadora induce vias de
sefalizacion intracelular distintas que promueven la transcripcion de genes de
citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas y moléculas coestimuladoras.’

Se expresan en las células del sistema inmunitario: monocitos, macréfagos,
células dendriticas, neutrofilos, mastocitos, células B, epitelio intestinal,
respiratorio y la piel.”" Inducen la expresion de genes que codifican para
péptidos antimicrobianos naturales, moléculas coestimuladoras y citocinas
importantes para la regulacion y activacion de la respuesta inmunitaria
adaptativa.

El TLR2 es un receptor que posee un mecanismo unico de reconocimiento de
ligandos en donde coopera con otros TLR miembros de la familia,
especialmente TLR1 y TLR6, e inicia la activacion de genes caracteristicos de
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una respuesta de tipo Th2. TLR2 reconoce diferentes productos bacterianos
como lipoproteinas de bacterias Gram negativas, peptidoglicano de bacterias
Gram 3positivas, acido lipoteicdico de bacterias Gram positivas, LPS, entre
otras.’

El TLR4 interviene en la senalizacion de la respuesta a un amplio espectro de
estimulos: el LPS (reconocimiento en el que interviene esencialmente), la
proteina F del virus respiratorio sincitial (VRS) y proteinas bacterianas de
choque térmico (HSP60 y HSP70), entre otros.”* Parece actuar como un
heterodimero, a diferencia de TLR2 que actua preferencialmente de forma
homodimérica. Al unirse el LPS al receptor TLR4, éste interactua con tres
diferentes proteinas extracelulares (proteina de unién a lipopolisacarido (LBP),
CD14 y proteina de diferenciacion mieloide 2), para inducir la activacién de NF-
KB y la posterior produccién de citocinas proinflamatorias.”

El TLR6 actua de manera sinérgica con TLR2 como un heterodimero para el
reconocimiento de peptidoglicanos, que son componentes de bacterias Gram
positivas, reconoce sélo lipoproteinas bacterianas diacetiladas como las
producidas por micoplasmas, que son potentes activadores de macréfagos.73

Los TLR1, TLR2 y TLR4 se expresan constitutivamente en los queratinocitos a
lo largo de la epidermis, mientras que los TLR3 y TLR5 tienen una expresion
restringida principalmente a la capa basal de queratinocitos.”® Los TLR2 y
TLR4 se ha descrito que desempefian papeles cruciales en la defensa del
hospedero contra la infecciéon por C. albicans. El TLR4 se activa junto con
CD14 para inducir la produccién de citocinas pro-inflamatorias.""””

3 Justificacion

Las candidiasis superficiales son frecuentes, de facil tratamiento y no atentan
contra la vida del paciente, pero cuando pasan a ser sistémicas de evolucion
aguda o cronica son infecciones generalmente graves, y en los ultimos 20 afos
su incidencia ha aumentado considerablemente. Existe poca informacién sobre
la expresion de receptores y citocinas asociadas a las infecciones cutaneas por
Candida, en este trabajo se estudian a los queratinocitos humanos infectados
por Candida albicans y Candida glabrata para determinar su importancia
durante la infeccion.

4 Hipoétesis

La activacion de queratinocitos humanos estimulados por Candida albicans y
Candida glabrata induce la expresion de receptores tipo Toll (TLR), asi como el
incremento en la expresion y secrecion de citocinas proinflamatorias, lo que
supone su participacion en el control de la infeccion como células
inmunolégicamente competentes.
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5 Objetivos

5.10bjetivo general

Evaluar de manera in vitro la sobre expresion de los receptores TLR-2, TLR-4,
TLR-6, y la produccion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-18, IL-8, IL-6,
MCP-1) en una linea celular de queratinocitos humanos HaCaT activados con
Candida albicans y Candida glabrata.

5.20bjetivos especificos

a) Establecer un modelo de infeccion in vitro de queratinocitos humanos
infectados con Candida albicans y Candida glabrata.

b) Evaluar la expresion de los receptores TLR-2, TLR-4, TLR-6, en una
linea celular HaCaT de queratinocitos, activados con Candida albicans y
Candida glabrata.

c) Cuantificar la concentracion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-13,
IL-6) y de las quimiocinas (IL-8, MCP-1) en queratinocitos humanos
infectados con Candida albicans y Candida glabrata, mediante una
cinética de 2, 4, 6 y 12 h post-infeccion.

6 Material y métodos

a) Linea celular de queratinocitos humanos HaCaT.

La linea celular de queratinocitos HaCaT provino de la coleccion ATCC 12191.
Para escoger el medio de cultivo idéneo para el crecimiento de queratinocitos
se probaron tres medios:

* medio D-MEM suplementado con alta glucosa y sin priruvato de sodio
(Sigma-Aldrich)

* medio D-MEM suplementado con piruvato de sodio y alta glucosa (Life
Technologies)

* medio D-MEM/F-12 suplementado con piruvato de sodio y alta glucosa
(Life Technologies)

En los cuales se adicionaron diferentes concentraciones de suero fetal bovino,
10, 13 y 15%; y se les agregd a cada medio penicilina (1000 U/ml) y
estreptomicina (100 ug/ml), manteniendolos a una temperatura de 37°C con
una atmosfera de CO; al 5%.

Al final se establecié que el cultivo de queratinocitos se debia realizar en
botellas de 25 cm? con medio D-MEM (GIBCO advanced D-MEM 1X, con D-
glucosa a 4500 mg/mL, piruvato de sodio a 110 mg/L sin L-glutamina,
Invitrogen Corporation), suplementado con 5 mL (10%) de suero fetal bovino
mas 200 pL de una mezcla de penicilina (+10 000 Units/mL), estreptomicina
(+10 000 pg/mL) (GIBCO); incubando las botellas a 37°C con una atmésfera de
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CO; al 5%. Se realiz6é el cambio de medio cada tercer dia hasta obtener un
numero suficiente de células para cada experimento (Figura 6).

Al alcanzar las células a una concentracion aproximada del 70%, se procedio a
tripsinizar para separar las células de las cajas y poder hacer un recuento
celular, con la finalidad de mantener las células y por otro lado realizar las
monocapas que posteriormente se utilizaron en las pruebas de infeccion
celular.

Figura 6. Queratinocitos creciendo en medio D-MEM/F12 con 10% de SFB, aumento
40X. Se incubaron a 37°C en una atmosfera de CO2 al 5%.

a.1) Tripsinizacion de células

Se recuperaron las células en un tubo falcon y se afadio la solucion resultante
y medio D-MEM/F-12 con piruvato de sodio y alta glucosa (Life Technologies)
suplementado con 13% de suero bovino fetal (GIBCO) mas penicilina (1000
U/ml) y estreptomicina (100 ug/ml) volumen/volumen, se centrifugd a 1000 rpm/
5 min a 20°C.

Se desecho el sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendié en un volumen
suficiente para cubrir la superficie de la botella de medio DMEM suplementado.

b) Cultivo de microorganismos.

Se utiliz6 Candida albicans proveniente de la cepa ATCC10231 y Candida
glabrata de la cepa ATCC 64677, crecidas durante un dia en caldo dextrosa
Sabouraud a 37°C. En los experimentos donse se usaron levaduras muertas,
estas fueron inactivadas por autoclave, 15 minutos a 121°C/15lb.
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c) Suspensién de microorganismos.

Una vez crecidas las cepas en caldo dextrosa Sabouraud, tras 24 horas de
incubacion, se centrifugaron a 2000 rpm por 5 minutos a 20°C, eliminando el
sobrenadante se resuspendieron en solucion salina 0.9 %, y se contabilizaron
las levaduras en la camara de Neubauer para alcanzar las concentraciones
necesarias.

d) Determinacion de la fase logaritmica del crecimiento.

Se realizd la cinética de crecimiento de Candida albicans ATCC 10231 y C.
glabrata ATCC 64677 creciendo las levaduras en caldo dextrosa Sabouraud,
manteniéndolas en incubacion a 37°C; para realizar la lectura del crecimiento
se midio la densidad Optica a una longitud de onda de 540 nm, utilizando un
intervalo de tiempo para cada lectura de una hora durante 24 horas. (EPOCK
2, Espectrofotdmetro de placa).

e) Ensayo de infeccion celular

En placas de 12 pozos, se realizaron monocapas de células HaCaT con 400
mil células por pozo (2 mL) para cada tiempo de infeccidn correspondientes a
2,4,6,8y 10 h. Se lavaron dos veces con PBS 1X (pH 7.4) para eliminar el
suero del medio de cultivo y se infectaron con 1mL de las suspensiones de
levadura de Candida albicans viva o muerta, y levadura de Candida glabrata
viva o muerta a una MOI 1:1 (multiplicidad de la infeccion, 1 levadura por
célula) durante 2h y se siguieron tiempos post-infeccion de 4, 6, 8 y 10 h. Para
prevenir el crecimiento extracelular de la Candida albicans y Candida glabrata,
las monocapas infectadas se trataron con 2 ug/mL de anfotericina B durante 2
h, transcurrido ese tiempo, el medio se reemplazé por medio de cultivo D-
MEM/F12 adicionado con 1 yg/mL de anfotericina B, el cual se dejo hasta el
término de la cinética.

f) Microscopia confocal para la evaluacion de la expresiéon de
receptores Toll.

Se realizaron monocapas de células HaCaT con 40 mil células para cada
tiempo de infeccion en placas de 24 pozos con cubreobjetos estériles a una
confluencia celular del 60%, se infectaron con las suspensiones de levaduras a
una MOI de 1:1 siguiendo una cinética de 2, 4, 6, 8 y 10 h post-infeccion.
Paralelamente y para tener un control positivo de la expresion de TLRs, se
estimularon monocapas de células HaCaT con 0.2 |Jg/1x106 células de PMA
(forbol- miristato-acetato) durante 24 h. Después del tratamiento con PMA y de
la infeccidn, las monocapas se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron con una
solucién de paraformaldehido al 4% por 1 h a temperatura ambiente.

Para la determinacién de la expresion de TLR, las preparaciones se incubaron
con anticuerpos monoclonales especificos IgG anti-TLR-2 humano producido
en raton (Santa Cruz), IgG anti TLR-4 humana producido en cabra
(eBioscience), e IgG anti TLR-6 humano producido en raton (Santa Cruz) por 2
horas a 37°C, posteriormente se lavaron 5 veces con PBS y se incubaron por
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90 minutos a 37°C con el anticuerpo secundario anti IgG de ratén producido en
cabra-FITC (Chemicon international), anti IgG de conejo producido en cabra-
TRITC (Santa Cruz) y anti IgG de raton producido en cabra-FITC (Santa Cruz)
respectivamente. El exceso de anticuerpo secundario se eliminé lavando las
monocapas 5 veces con PBS, finalmente, las preparaciones tefiidas se
montaron en portaobjetos usando Vectashield-DAPI (VertorLabs) como medio
de montaje, y se observaron las sefiales de fluorescencia en un sistema de
escaneo confocal (LSM5 Pascal, Zeiss).

g) Cuantificacién de citocinas.

Se utilizaron los sobrenadantes de los cultivos de queratinocitos activados con
Candida albicans y Candida glabrata, siguiendo una cinética de 2,4,6,8y 10 h
post-infeccion. Se centrifugaron los cultivos para eliminar las levaduras y los
sobrenadantes asi obtenidos, se congelaron a -70°C, para su posterior
utilizacion en las ELISAS.

Para la cuantificacion de citocinas en los sobrenadantes de cultivos se empled
la técnica de ELISA, utilizando los Kits comerciales:
1. Human TNF-a ELISA Ready-SET-Go! eBioscience Inc. REF. 88-7346-22
(San Diego, CA 92121).
2. Human IL-1B ELISA Ready-SET-Go (2nd Generation) eBioscience Inc.
REF 88-7261-22 (San Diego, CA 92121)
3. Human IL-8 ELISA Ready-SET-Go (2" Generation) eBioscience Inc.
REF 88-8086-22 (San Diego, CA 92121)
4. Human IL-6 ELISA Ready-SET-Go eBioscience Inc. REF 88-7066-22
(San Diego, CA 92121)
5. Human CCL2/MCP-1 ELISA Ready-SET-Go eBioscience Inc. REF 88-
7399-22 (San Diego, CA 92121).

h) Aislamiento de mRNA y RT-PCR para los fragmentos de los genes
de citocinas proinflamatorias y receptores tipo Toll.

Se realizaron monocapas con 400 mil células, y se infectaron como se
describié anteriormente con C. albicans y C. glabrata durante 2 h a una MOI de
1:1, siguiendo una cinética de post-infeccién de 2, 4, 6, 8 y 10 h. Después de
cada tiempo de post-infeccion, se adicionaron 500 pL de TRIzol (Invitrogen) a
cada uno de los pozos para realizar la extraccion de RNA total. EI RNA total se
se tratdé con DNAsa Il y se precipitd con isopropanol. Para la retro-transcripcion
(RT) del RNA se usaron 3 pg de RNA total, al cual se le adicionaron 0.5 pg de
oligo (dT) (Invitrogen) y se incubaron a 70°C por 10 min. El “master mix” para la
RT se prepararé con “1X single strand buffer”; 0.5 mM de DTT, 500 mM de
cada desoxinucledtido trifosfato (ANTP) (Invitrogen) y 200 U de transcriptasa
reversa MMLYV (Invitrogen). Las reacciones de RT se incubaron a 42°C por 1 h.

Después de la formacion de cDNA se realiz6 PCR en tiempo real usando un
Master Mix con 1.5 mM de MgCl, (Ampligon Ill) y Eva Green (Biotium) como
fluorocromo y Rox (Invitrogen) como colorante de referencia.  Como gen
endogeno se utilizd G3PDH usando los siguientes iniciadores especificos 5°-
GGTCATCCATGACAACTTTGG-3’ (forward) y
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5'GTCATACCAGGAATTGAGCTTGAC-3" (reverse); los iniciadores especificos
para la MCP1 fueron 5-CTCGCTCAGCCAGATGCAAT-3" (forward) y 5'-
TGCTTGTCCAGGTGGTCCAT-3" (reverse); para el fragmento especifico de la
IL8  fueron  5-GCCAAGAGAATATCCGAACT-3° (forward) 'y 5°-
TCAACACAGCACTACCAACA-3’ (reverse); para el TNFa 5'-
GACTTCCTTGAGACACGG-3" (forward) y 5-AGGGCGATTACAGACACA-

3'(reverse); y para el fragmento especifico de la IL1B 5'-
GCCCTGTGCCTTAGTAGTAT’ (forward) y 5-
TGCATCAGCTCATCAATAAC (reverse); para TLR-2 los iniciadores 5'-
GGCCAGCAAATTACCTGTGTG-3 (Forward) y 5’-
AGGCGGACATCCTGAACCT-3 (Reverse); para TLR-4 5’-
CAGAGTTTCCTGCAATGGATCA-3’ (Forward) y 5’-
GCTTATCTGAAGGTGTTGCACAT-3* (Reverse) y para TLR-6 5-
GAAGAAGAACAACCTTTAGGATAGC-3’ (Forward) y 5’-

AGGCAAACAAAATGGAAGCTT-3' (Reverse). Los genes para todas las
citocinas fueron amplificados de la siguiente manera, 15 s de desnaturalizacion
a 95°C, 30 s de alineamiento a 60°C y 15 s de extension a 72°C por 35 ciclos.

i) Tincidon de citoesqueleto

Se realizaron monocapas de células HaCaT con 40 mil células para cada
tiempo de infeccion en placas de 12 pozos con cubreobjetos estériles a una
confluencia celular del 60%, se infectaron con las suspensiones de levaduras
(Tefidas por 20 minutos con Uvitex(Polysciences Inc) al 0.75%) a una MOI de
1:1 siguiendo una cinética de 2, 6 y 10 h post-infeccion. Después de terminado
cada punto de infeccion se lavo el pozo tres veces con PBS y se le agregaron
500 uL de paraformaldehido durante 20 min, manteniéndolo en refrigeracién; a
continuacion se volvio a lavar el pozo 3 veces con PBS y se le adicionaron 40
uL de faloidina (1:250) y se dejo en reposo en refrigeracion durante 30 min; se
lavé de nuevo 3 veces con PBS sacando el cubreobjetos y pasandolo a un
portaobjetos limpio con 1uL de DAPI (4°6-Diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride), teniendo cuidado de voltear el cubreobjetos dejando la
manocapa en la parte de abajo. Se dejo secar y se selld, cuidando siempre la
exposicion a la luz.

j) Interpretacion de resultados

A partir de las imagenes obtenidas, de la microscopia confocal se determino la
activacion y sobreexpresion de los receptores mediante la observacion de las
imagenes con el programa LSM Image Examiner Pascal (Confocal Zeiss).

El método colorimétrico de ELISA permitid en los sobrenadantes de cultivo
celular la cuantificaciéon de la concentracion de las citocinas proinflamatorias
(TNF-a, IL-1B, IL-8, IL-6, MCP-1), en base a una curva estandar para cada una.
El analisis estadistico utilizado para la correlacion de los datos fue mediante la
prueba de ANOVA de dos vias para el tratamiento de datos no paramétricos,
utilizando el programa estadistico GraphPad Prism V 5.1.

Para el RT-gPCR, todos los valores numéricos de cada gen fueron
normalizados con su respectivo valor de gen endogeno G3PDH vy los
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experimentos fueron calibrados utilizando el nivel basal de la expresion de
cada gen como valor inicial (células sin infectar). Todos los valores fueron
sometidos al analisis de expresion relativa de ddCt usando el software Step
One V.2.3.1 de Life Technologies USA.

Los valores representados en las graficas corresponden al promedio de dos
experimentos independientes, y fueron representados como la media mas la
desviacidn estandar. Los valores fueron sometidos a analisis estadistico
usando el software Graph prism V. 6.0 utilizando la prueba no paramétrica
ANOVA de dos vias.

7 Resultados

a) Preparacion y estandarizacién de las técnicas para cultivos celulares.

Los cultivos de queratinocitos se estadarizaron con medio D-MEM/F12 (Sigma-
Aldrich) suplementado con 10% de suero bovino fetal (GIBCO) mas penicilina
(1000 U/ml) y estreptomicina (100 ug/ml), crecidas en botellas de 25 cm?
durante 3 dias a una atmosfera de CO; al 5%.

b) Determinacion de la fase logaritmica del crecimiento.

Se realizd la cinética de crecimiento de Candida albicans ATCC 10231 y C.
glabrata creciendo las levaduras en caldo Dextrosa Sabouraud y para realizar
la lectura del crecimiento se midio la densidad optica a una longitud de onda de
540 nm, utilizando un intervalo de tiempo para cada lectura fue de una hora
durante 24 horas.
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Grafica 1. Curvas de crecimiento de levaduras de C. albicans y C. glabrata hasta las
24 horas en medio Sabouraud.

Los resultados obtenidos del crecimiento de ambas cepas de Candida
(albicans y glabrata) se pueden observar en la grafica 1. Las levaduras de C.
albicans ATCC 10231 presentan un crecimiento exponencial entre las 6 y 16
horas a partir de la cual hay un aumento en la pendiente lo que indica la fase
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logaritmica y a las 16 horas comienza su fase estacionaria mientras que el
tiempo de la fase logaritmica de C. glabrata esta entre las 4 y 12 horas.

c) Aislamiento de mRNA y RT-PCR para los fragmentos de los genes de
citocinas proinflamatorias y receptores tipo Toll.

Posteriormente el ensayo de infeccion celular se llevd a cabo obteniendo
monocapas de células HaCaT con 400 mil células por pozo para cada tiempo
de infeccion correspondientes a 0, 2, 4, 6, 8 y 10 h, las células infectadas se
utilizaron para la obtencién de mRNA y efectuar el RT-PCR, una vez obtenido
el cDNA se realizaron qPCR por duplicado para cada una de los receptores
tipo Toll y las citocinas pro-inflamatorias.

Las siguientes graficas muestran los resultados de la expresion del mRNA de
las citocinas y receptores tipo Toll por la técnica de RT-gPCR en queratinocitos
humanos HaCaT infectados con levaduras de C. albicans tanto vivas como
muertas a una MOI 10:1 obtenidos de una cinética de 2, 4, 6, 8 y 10 h. Los
valores representados en las graficas corresponden al promedio de duplicados
y son presentados en unidades de expresion relativa.

* Cepa viva de C. albicans ATCC 10231.

Los resultados de expresion de quimiocinas muestran que las levaduras de
esta cepa producen una mayor cantidad de IL-8 a las 8 h en comparacion de
MCP-1 producida al mismo tiempo cuyos valores son de 1300 y 300 Unidades
de Expresion Relativa (RQ) respectivamente como se muestra en la grafica 2.1,
ambas representan valores significativos al compararse con el grupo control
expresado por las cero horas.

C. albicans (viva)
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Grafica 2.1. Expresion relativa de quimiocinas MCP-1 y IL-8 en queratinocitos HaCaT
infectados con la cepa viva de C. albicans ATCC 10231. Resultados obtenidos por RT-
gPCR. *p<0.05.
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En cuanto a la expresion de citocinas pro-inflamatorias los valores son
significativos y muestran que el conteo de RQ fue mayor para TNF-a (1800) a
las 6 h en comparacion a TGF-B que su expresiéon fue al mismo tiempo pero en
menor cantidad (130 QR) mientras IL-13 se expresa a tiempos tardios post-
infeccion en cantidad similar a TGF-3 (Grafica 2.2).
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Grafica 2.2. Expresion de citocinas pro-inflamatorias TNF-qa, IL-18,y TGF-B en
queratinocitos HaCaT infectados con la cepa viva de C. albicans ATCC 10231.
Resultados obtenidos por RT-gPCR. *p<0.05.

En la grafica 2.3 se puede observar que la maxima expresion en Unidades
Relativas para los receptores tipo Toll, en donde el receptor de superficie TLR6
presento valores significativos durante todo el ensayo de infeccion, mientras
que los TLRs 2 y 4 muestran valores muy bajos en comparacion a éste.
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Grafica 2.3. Expresion de receptores tipo Toll (TLR2, TLR4 y TLR6) en queratinocitos
HaCaT infectados con la cepa viva C. albicans ATCC 10231. Resultados obtenidos
por RT-gPCR. *p<0.05.
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* Cepa muerta de C. albicans ATCC 10231.

En este caso la grafica 3.1 muestra que en las quimiocinas producidas por la
cepa de C. albicans muerta hay mayor cantidad de MCP-1 en tiempos
tempranos de expresion en comparacion con IL-8 producida al mismo tiempo
pero en menor cantidad.
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Grifica 3.1. Expresion relativa de quimiocinas MCP-1 y IL-8 en queratinocitos HaCaT
infectados con de C. albicans ATCC 10231 muerta por calor. Resultados obtenidos por
RT-gPCR. *p<0.05.

En cuanto a la produccion de citocinas en este estudio se observa en la grafica
3.2 que para TNF-a hay un mayor conteo de RQ a las 2 h, seguida de IL-1p3 por
su produccion a las 4 y 6 h, ambas con valores arriba de 15, mientras que para
TGF-f hubo una produccion no significativa, aunque los valores en general son
insignificantes comparados con la expresion cuando la infeccidon se realiza con
levadura viva.
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Grafica 3.2. Expresiéon de citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL- 1B, y TGF- en
queratinocitos HaCaT infectados con la cepa muerta por calor de C. albicans ATCC
10231. Resultados obtenidos por RT-gPCR. *p<0.05.
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De igual manera la levadura fue detectada por el receptor TLR6 con una
maxima expresion a las 8 y 10 h después de la infeccidon de los queratinocitos,
dando valores por arriba del doble de los obtenidos al infectar con levadura
viva.
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Grafica 3.3. Expresion de receptores tipo Toll (TLR2, TLR4 y TLR6) en queratinocitos
HaCaT infectados con la cepa muerta por calor de C. albicans ATCC 10231.
Resultados obtenidos por RT-gPCR. *p<0.05.

* Levadura viva de C. glabrata ATCC 64677.

De la misma forma se muestran a continuacion los resultados de la expresion
del mRNA de las quimiocinas, citocinas y receptores tipo Toll por la técnica de
RT-gPCR en queratinocitos humanos HaCaT infectados con levaduras de C.
glabrata tanto vivas como muertas.

La grafica 4.1 muestra los primeros resultados en cuanto a la expresién de
quimiocinas; la que alcanzé mayor nivel de expresion fue la IL-8 alas 4 y 10 h
post-infeccion con valores arriba de 90 y 40 unidades de Expresion Relativa
respectivamente mientras que para MCP-1 el mayor conteo en QR fue alas 8 h
en menor cantidad pero mostrando valores significativos.
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Grafica 4.1. Expresién de quimiocinas MCP-1 y IL-8 en queratinocitos HaCaT
infectados con la levadura viva de C. glabrata (ATCC 64677). Resultados obtenidos
por RT-gPCR. *p<0.05.

En la grafica 4.2 se muestran los resultados de expresion de las citocinas,
donde se observa que la mayor expresion relativa de citocinas producidas
fueron de IL-13 a las 4 y 6 h, seguido de TNF-a a las 2 y 10 h, y por ultimo
TGF-B en la cual no hubo practicamente produccion y no muestra significancia.
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Grafica 4.2. Expresiéon de citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL- 1B, y TGF-f en
queratinocitos HaCaT infectados con la levadura viva de C. glabrata (ATCC 64677).
Resultados obtenidos por RT-gPCR. *p<0.05.

En este caso la levadura también fue detectada por el receptor tipo Toll 6 y Toll

2, mientras que la expresion del receptor tipo Toll 4 sigue siendo poco
significativa (grafica 4.3).
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Grafica 4.3. Expresioén de receptores tipo Toll (TLR2, TLR4 y TLR6) en la levadura
muerta de viva de C. glabrata (ATCC 64677). Resultados obtenidos por RT-gPCR.
*p<0.05.

* Levadura muerta de C. glabrata ATCC 64677.

Por otro lado el registro en mayor numero de unidades de Expresion Relativa
para las quimiocinas producidas por la cepa muerta por calor de C. glabrata
corresponden a MCP-1 ya que la expresion se observé desde las 2 hasta las 6
h conservando niveles significativos como se muestra en la grafica 5.1,
mientras que la expresion de IL-8 tiene valores muy bajos comparados con
MCP-1y el tiempo a las cero horas.
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Grafica 5.1. Expresién de quimiocinas MCP-1 y IL-8 en queratinocitos HaCaT
infectados con la levadura muerta por calor de C. glabrata (ATCC 64677). Resultados
obtenidos por RT-qPCR. *p<0.05.
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Los resultados de la expresion de TGF-B, TNF-a e IL-1B mostradas en la
grafica 5.2 se observa que los niveles son bajos y no son representativos ya
que en los tres casos los valores alcanzados estan por debajo de las 15
unidades de RQ. En el caso de los tres receptores de superficie, de igual forma
el tipo Toll 6 el mas sensible a las levaduras de C. glabrata muertas ya que
alcanzo valores altos a las 6h de post infeccidn mostrados en la grafica 5.3
pero no muestra significancia estadistica respecto al grupo control.
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Grafica 5.2. Expresion de citocinas pro-inflamatorias TNF-a IL- 18 y TGF-B en
queratinocitos HaCaT infectados con la levadura muerta por calor de C. glabrata
(ATCC 64677). Resultados obtenidos por RT-qPCR. *p<0.05.
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Grafica 5.3. Expresion de receptores tipo Toll (TLR2, TLR4 y TLR6) en queratinocitos
HaCaT infectados con la levadura muerta por calor de C. glabrata (ATCC 64677).
Resultados obtenidos por RT-gPCR. *p<0.05.

d) Cuantificacion de citocinas.

Se utilizaron los sobrenadantes de los cultivos de queratonocitos activados con
levaduras vivas y muertas de C. albicans y glabrata, obtenidos tras la cinética
de 0, 2, 4, 6, 8, 10 hrs post-infeccion. Las siguientes graficas muestran los
resultados de la cuantificacion de citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas por
el método de ELISA.
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* Citocinas pro-inflamatorias.

Las concentraciones de TNF-a en las muestras de infeccion con C. albicans
viva, muestran que a las 6 horas se alcanza el mayor nivel de secrecion esta
citocina (3.8 pg/mL) y pasando este tiempo comienzan a disminuir sus niveles
de expresion gradualmente; y se observa cuando se infecta con cepa de C.
albicans muerta se observa una menor concentracion de esta citocina llegando
a su mayor expresion a las 4 horas (2.5 pg/mL) disminuyendo en los siguientes
tiempos. Al utilizar C. glabrata para la infeccion, tanto viva como muerta, se
puede observar que las concentraciones son muy bajas y es imposible
cuantificarlas por los limites de deteccidn de la técnica de ELISA.
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Grafica 6.1. Cuantificacion de la citocina pro-inflamatoria TNF-a en queratinocitos
HaCaT infectados con las levaduras vivas y muertas de C. albicans y C. glabrata.

En la Grafica 6.2 se muestran los resultados correspondientes a la
concentracion de IL-1( la cual alcanza su concentracion maxima a las 4 horas
en la infeccion con C. albicans viva (2.58 pg/mL) y posteriormente baja la
concentracion a 2 pg/mL como para el resto de los tiempos del estudio para las
otras infecciones.
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Grafica 6.2. Cuantificacion de la citocina pro-inflamatoria IL-1B en queratinocitos
HaCaT infectados con las levaduras vivas y muertas de C. albicansy C. glabrata.

Por otra parte, los resultados correspondientes a la concentraciéon de IL-6
muestran que la mayor concentracion alcanzada fue por la infeccion obtenida
por las levaduras de C. albicans muerta por calor alcanzando su mayor
concentracion a las 6 horas (85.63 pg/mL) y posteriormente disminuyendo
considerablemente. En las demas infecciones si se registran concentraciones
de dicha citocina pro-inflamatoria pero en mucha menor cantidad teniendo sus
concentraciones mas altas a las 10 horas.

C. albicans muerta

==
|L6 E=3 C. albicans viva
== C. glabrata viva
1001 & C. glabrata muerta

80 ::E
L3
o
_El 60 =
=
= =
= =2
o 404 =
!
204 =
!
=

QU ™0 DB,® OUXO DO

Tiempo (h)

Grafica 6.3. Cuantificacién de la citocina pro-inflamatoria IL-6 en queratinocitos
HaCaT infectados con las levaduras vivas y muertas de C. albicans y C. glabrata.

e Quimiocinas

Los resultados de las concentraciones de IL-8 que se muestran en la grafica
6.4 muestran que la mayor concentracion se obtuvo con la infeccion de C.
glabrata muerta por calor a las 8 horas (102.11 pg/mL), valor mucho mas
elevado en comparacion con C. glabrata viva en donde alcanza
concentraciones de hasta 23.59 pg/mL a las 10 horas. C. albicans también
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tiene expresion de dicha quimiocina pero en mucha menor concentracion en
donde podemos observar que a las 10 horas es cuando se tiene mayor
cantidad.
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Grafica 7.1. Cuantificacion de la quimiocina IL-8 en queratinocitos HaCaT infectados
con las levaduras vivas y muertas de C. albicans y C. glabrata.

Por otra parte, los resultados correspondientes a la expresion de MCP-1
muestra que las concentraciones de esta quimiocina son mucho mayores que
el resto de las citocinas evaluadas, alcanzando valores de concentracion de
hasta 735.27 pg/mL a las 10 horas en la infeccion realizada por C. albicans
muerta por calor, seguida por C. glabrata muerta por calor a las 10 horas con
una concentracion de 677.24 pg/mL. En conclusion, la produccion de citocinas
y quimiocinas en las células HaCaT infectadas puede diferenciarse en funcién
de su capacidad metabdlica.
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Grafica 7.2. Cuantificacion de la quimiocina MCP-1 en queratinocitos HaCaT
infectados con las levaduras vivas y muertas de C. albicans y C. glabrata.

e) Microscopia Confocal

En la figura 7 se muestran las imagenes resultantes del marcaje de los TLRs 2,
4 y 6 en queratinocitos infectados por levaduras vivas de Candida albicans
durante 2, 6 y 10 h, en donde se puede observar que la mayor expresion se
encuentra en el receptor TLR-6 seguido por el TLR-2, a las 10 horas de
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infeccidon. En el caso del TLR-4 si se nota expresion pero es menor que los
receptores anteriores, sin embargo igual se observa su mayor expresion a las
10 h.

Control 10h
- .
. .
TLR-6

Figura 7. Marcaje por microscopia confocal de los receptores tipo Toll 2, 4 y 6 en
queratinocitos HaCaT infectados con levaduras vivas de C. albicans, de las 2 a las 10
h. (TLR-2 Y 6 en verde, TLR-4 en rojo, nucleos en azul)

En el caso de la infeccion con C. albicans muerta por calor, en donde se puede
observar que la expresion de los tres receptores es mucho menor que con la
cepa viva, pero aun asi el receptor TLR-6 se expresa de mayor manera en
comparacion de TLR2 Y TLR4 durante toda la cinética.

41



Control 2h

- . -

6h 10h

- . . . -

- - -

Figura 8. Marcaje por microscopia confocal de los receptores tipo Toll 2, 4 y 6 en
queratinocitos HaCaT infectados con C. albicans muerta por calor, de las 2 a las 10 h.
(TLR-2 Y 6 en verde, TLR-4 en rojo, nucleos en azul)

En el caso de los marcajes obtenidos para las infecciones con C. glabrata viva
se puede observar en la figura 9 que la mayor expresion se detectd para el
receptor TLR6 seguido del TLR2 pero en este caso a las 6 h. La expresion de
TLR2 es baja cuando se compara con TLR4 y TLR6.
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Figura 9. Marcaje por microscopia confocal de los receptores tipo Toll 2, 4 y 6 en
queratinocitos HaCaT infectados con C. glabrata, de las 2 a las 10 h. (TLR-2 Y 6 en
verde, TLR-4 en rojo, nucleos en azul)

En la figura 10 se observan los marcajes realizados en las infecciones de
HaCaT por C. glabrata muerta por calor, en donde la mayor expresién se
alcanzo para el TLR6. No se observo ninguna marca para TLR2 6 TLR4.
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Figura 10. Marcaje por microscopia confocal de los receptores tipo Toll 2, 4 y 6 en
queratinocitos HaCaT infectados con C. glabrata muerta por calor, de las 2 a las 10 h.
(TLR-2 Y 6 en verde, TLR-4 en rojo, nucleos en azul)

f) Tincion del citoesqueleto
* Candida albicans

Se puede observar en la Figura 11 el rearreglo que se genera en las fibras de
actina presentes en el queratinocito al ser infectadas por C. albicans tanto viva
como muerta por calor; en las imagenes del grupo control se ven claramente
en rojo las fibras de actina. En el caso de C. albicans viva, a las 2 horas de
infeccion se empieza a modificar el arreglo de estas fibras ya que se ven como
si se abrieran, pasando 6 horas se empiezan a destruir estas fibras de actina y
a las 10 horas se observa que ya no hay células, solo la formacién de tubo
germinativo de C. albicans, esto demuestra la agresividad de la cepa.

Al estar muerta C. albicans cambia su comportamiento ya que efectivamente a
las 2 horas empeza a darse el rearreglo de las fibras de actina en las células y
prosigue en toda la cinética, pero en comparacion con lo anterior, ésta no
destruye a la célula, solo se interioriza, como se ve en la imagen de 10 horas.



CONTROL 2 6 10

h . . . .
o . . .

Figura 11. Rearreglo de las fibras de actina de los queratinocitos HaCaT al infectarse
con levaduras vivas y muertas de C. albicans. (fibras de actina marcadas en rojo,
nucleos y levadura marcados en azul)

C. glabrata se comporta de misma manera que C. albicans pero de una
manera menos agresiva, ya que ésta no llega a matar por completo a la célula
pero si se interioriza ocasionando el rearreglo de las fibras de actina desde las
2 horas; cuando infectamos con C. glabrata viva se puede ver que a las 10
horas, las levaduras entran a la célula, pero cuando se infectan con levadura
muerta, éstas son interiorizadas a las 2 horas y al no tener actividad, las
células las van eliminando quedando a las 10 horas muy pocas levaduras
CONTROL 2

dentro de éstas.
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Figura 12. Rearreglo de las fibras de actina de los queratinocitos al infectarse con
levaduras vivas y muertas de C. glabrata. (fibras de actina marcadas en rojo, nucleos y
levaduras marcados en azul)

45



8 Discusion

Como la piel es el 6rgano mas grande del cuerpo, éste se considera la barrera
fisica mas importante que se tiene contra patdogenos externos, la cual esta
compuesta por diferentes tipos de células capaces de desempefiar
mecanismos de defensa tanto a nivel innato como adaptativo; estos
mecanismos se activan al presentarse algun tipo de lesion en el tejido. Como
parte del gran repertorio celular epidérmico, se encuentran los queratinocitos
que representan el 80% de estas células y por lo tanto tienen una mayor
posibilidad de encontrarse primero con el agente patdgeno, y son capaces de
desencadenar una respuesta inmunoldgica de tipo innata contra ellos mediante
la expresion de receptores de superficie (Toll) y ademas son una fuente
importante de liberacién de citocinas y quimiocinas. °%787°

Debido a la gran cantidad de estas células en la epidermis fue que se decidio
en este trabajo estudiar la activacion de los queratinocitos cuando son
expuestos a levaduras de dos diferentes especies de Candida y asi determinar
la expresion de los receptores de superficie tipo Toll y la produccidén de
citocinas pro-inflamatorias.

De acuerdo a la literatura las levaduras de C. albicans son aquellas que se
aislan con mayor frecuencia en los diferentes tipos de candidiasis por lo que
ésta se considera la mas patégena;®*?' debido a que tiene varios factores de
virulencia que son capaces de activar al sistema inmune innato del hospedero,
especificamente induciendo la producciéon de citocinas pro-inflamatorias en
distintos tipos de células debido a que es reconocida por varios receptores,
como los receptores tipo Toll (TLRs).%2

Al momento de revisar los RT-gPCR se compararon los resultados de las
graficas 2.1 y 4.1 de las levaduras vivas de C. albicans y C. glabrata
respectivamente se observa que hay una mayor expresion de quimiocinas
MCP-1 y IL-8 en la infeccion, sin embargo las levaduras de C. albicans
alcanzaron valores mucho mas altos. De la misma forma en las graficas 2.2 y
4.2 se demuestra que la expresion de citocinas pro- inflamatorias (TNF-a, IL1-3
y TGF- 3) es mayor en la cepa viva de C. albicans para los tres casos, mientras
que TGF- B no se expresa significativamente con levaduras de C. glabrata.

Pero sucede algo interesante al momento de comparar los resultados
obtenidos por medio del RT-PCR con las lecturas de concentraciones de estas
citocinas y quimiocinas por medio del método de ELISA, ya que en el caso de
las quimiocinas en efecto si se alcanzan concentraciones altas de IL-8 y mas
altas de MCP-1 en la infeccion, sin embargo se alcanzaron concentraciones
similares de MCP-1 en las dos levaduras tanto vivas como muertas; esto puede
ocurrir debido a los factores de virulencia con los que cuentan las levaduras de
la familia de Candida, como son las proteasas que pueden dafiar a la célula
hospedera e hidrolizar proteinas y por tanto inactivar la funcion de las
moléculas del sistema inmune de naturaliza protéica y con ello evadir o resistir
el ataque anti-fungico. Por otra parte al momento en que el queratinocito
genera el RNAm para la produccion de quimiocinas y citocinas, las levaduras
liberan fosfolipasas que atacan a este acido nucléico impidiendo asi la sintesis
de proteinas, como se demuestra en este caso con las quimiocinas. 2°2¢%’
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La citocinas MCP1 y IL8 tienen actividad quimiotactica, y las graficas 2.1y 4.1
muestran que hay mayor expresion de IL8 cuando las levaduras de ambas
Candidas estan vivas, la participacién de estas quimiocinas ha sido reconocida
de manera muy importante en el fenbmeno inflamatorio ya que son las
encargadas de reclutar e inducir la activacion de neutrofilos en el sitio de
infeccién por Candida Spp."* 8 Al momento de comparar estos resultados con
los niveles de las quimiocinas secretadas al medio mediante la técnica de
ELISA, se observd que la expresion de estas quimiocinas puede ser activada
tanto por levaduras vivas como muertas, esto se explica por lo demostrado por
el grupo de Kiyoura et al., los cuales dicen que las levaduras del género
Candida al ser inactivas por calor pierden la actividad biosintética de proteinas
y por tanto del factor de virulencia asociado con las proteasas, coincidiendo asi
con lo explicado anteriormente.®

En las graficas 2.2 se observd que hay una mayor expresion de citocinas pro-
inflamatorias cuando las levaduras que infectaron a la linea HaCaT se
presentaron vivas, en comparacion con aquellas muertas por calor (grafica
3.2), esto se debe a que al estar muertas por calor éstas inducen poca
produccion de citocinas en los queratinocitos pero siguiendo el mismo patron
que cuando se da la infeccion con levaduras vivas mostradas en las graficas
43 y 52 (TNF-a > IL-1B > TGF-B). Al momento de cuantificar las
concentraciones de las citocinas por el método de ELISA nos percatamos que
las concentraciones obtenidas eran muy pequenas, esto se pudo deber a las
proteasas anteriormente explicadas.

En las graficas 2.1 y 4.1 para el caso de las quimiocinas los queratinocitos
infectados tanto con levaduras vivas de C. albicans como C. glabrata la mayor
expresion relativa de estas moléculas se observd a las 6 h después de la
infeccion momento en el cual se produce la mayor cantidad de RNAm.

En los resultados de la expresion de los receptores tipo Toll se observd que se
expresaban mejor en infecciones con levaduras vivas, aunque por otro lado al
tener las levaduras muertas la expresion de los receptores era débil, esto
sucede debido a que en las levaduras muertas por calor los componentes de la
pared celular siguen siendo reconocidos por anticuerpos anti-receptores tipo
Toll, esto ya habia sido demostrado por otros autores con anterioridad %2%2;
incluso en este trabajo se demuestra que las levaduras de C. albicans muertas
por calor incrementaron la expresion superficial de TLR6 en la célula
inmunocompetente como se observa en la grafica 3.3.

Kiyoura y colaboradores demostraron que levaduras del género Candida al ser
inactivas por calor pierden la actividad biolégica de un grupo de adhesinas
catalogadas como factores de virulencia, las cuales participan en el
reconocimiento de las levaduras por parte de los receptores TLR2 Y TLR4 #,
tomando como referencia lo anterior, en este trabajo se demostré que las
levaduras muertas por calor inducen niveles bajos de los receptores TLR2 y
TLR4, sin embargo TLR6 si es reconocido como se muestra en las graficas 3.3
y 5.3 tanto asi que a las 6 y 8 horas después de la infeccidn respectivamente
se observa una expresion relativa de 100 y 1000 veces mayor que el valor
basal.
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Los resultados obtenidos por medio de la RT-PCR en la expresion de los
receptores tipo Toll se confirma por medio de las imagenes captadas por el
método de microscopia confocal, en donde se corrobora que TLR-6 es el que
mas se estimula por ambas levaduras de Candida, metabdlicamente activa
como muerta.

Para corroborar que las levaduras se internalizan en los queratinocitos,
llevamos a cabo tinciones del citoesqueleto en las 4 cinéticas de infeccion
realizadas en este estudio. En las figuras 12 y 13, se puede apreciar
claramente como la actina que se encuentra en el citoplasma del queratinocito
sufre un rearreglo para permitir el ingreso de las levaduras a la célula,
confirmando el que estas levaduras se internalizan. También por medio de este
experimento se puede comprobar el por qué C. albicans es la cepa mas aislada
en casos de candidiasis cutanea, ya que se observa que al estar viva a las 10
horas de infeccion la levadura ya destruyé al queratinocito, en comparacion con
C. glabrata que aunque también se ve dafio en la estructura de la célula, a las
10 horas no la ha destruido totalmente y sigue estando dentro de ella. % %293

Los factores de virulencia del grupo de Candida son piezas importantes en la
comprension de la infeccidn por estas levaduras, ya que estas interrumpen la
accion pro-inflamatoria que generan los queratinocitos en defensa contra ellas,
ocasionando que la respuesta innata sea muy débil, generando asi que las
especies de Candida sean agresivas y un peligro para las personas con
inmunodepresion, generando asi los altos indices de candidiasis que se
presentan en el mundo.

Por lo tanto, es importante seguir estudiando las diferentes funciones y
mecanismos por los que el queratinocito al ser la primera célula
inmunocompetente con la que se encuentran las levaduras en piel, puede ser
capaz de evitar y/o controlar las infecciones cutaneas que pueden ser
causadas por Candida.

9. Conclusiones

1.- Se logré establecer el modelo de infeccion in vitro de queratinocitos
humanos con la linea celular HaCaT por C. albicans y C. glabrata.

2.- Los queratinocitos humanos infectados con ambas especies de Candida
sobre expresan altos niveles del receptor Toll 6.

3.- La infeccidn del queratinocito por levaduras de Candida induce la expresion
de las quimiocinas IL-8 y MCP-1.

4 .- El queratinocito produce las citocinas pro-inflamatorias TNF-o e IL-1 como
resultado de la infeccion, sin embargo se observa mayor produccion cuando se
usan levaduras vivas en el modelo de infeccidn.

5.- En las tinciones de citoesqueleto se confirma que las levaduras se
internalizan en los queratinocitos, apreciandose un rearreglo en las fibras de
actina.
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6.- Se logré determinar un perfil diferenciado de expresion y secrecidn de
citocinas por parte del queratinocito de acuerdo a la especie de Candida.

Perspectivas al proyecto

Sera interesante seguir la investigacion buscando los diferentes medios de
internalizacién de las levaduras de ambas cepas en el queratinocito, al igual de
ampliar la busqueda de expresion de citocinas de regulacion (IL-4, IL-10 etc.),
asi como de otros mediadores importantes en la funcion inmune innata como
son los péptidos antimicrobianos.
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11.Anexo

1) 1X regulador de recubrimiento (Coating Buffer)

Diluir 2.5 mL de regulador 10X coating regulador a 22.5 mL de agua grado HPLC.

2) Anticuerpo de captura

Adicionar 48 pL de anticuerpo de captura a 12 mL de 1x regulador de recubrimiento.

3) 1X Diluyente ELISA/ELISPOT

Diluir 10 mL de 5X Diluyente ELISA/ELISPOT en 40 mL de agua grado HPLC

4) Regulador de lavado (PBS-TWEEN 20 pH 7.4)

NaCH e 8.00 gr
KCI e 0.20 gr
KH2PO4 ... 0.14 gr
NaZ2HPO4 ... 0.91 gr
Agua destilada ..., 1000 mi
TWEEN 20.. ... 50uL

5) Soluciones estandar concentradas

Para reconstituir el liofilizado se adiciona 1 mL de agua grado HPLC al vial, y se agita
suavemente durante 15 min. A partir de esta solucion se hacen las diluciones
correspondientes para cada curva de calibracion.
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6) Enzima Avidina-HRP (250X)

Adicionar 48 uL de la enzima en 12 mL de 1X Diluyente ELISA/ELISPOT.

7) Anticuerpo de deteccion

Adicionar 48 uL de la enzima en 12 mL de 1X Diluyente ELISA/ELISPOT.
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