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RESUMEN

Antecedentes: la pared celular de Candida albicans esta compuesta
principalmente por los polisacaridos manan, glucan y quitina. El polisa-
carido manan representa alrededor de 15.2 a 22.9% del peso seco y
poco mas de 40% de los polisacaridos de la pared celular del hongo. El
D-glucan p-1-3y el -1-6 constituyen entre 47 y 60% del peso seco de
la pared celular. Se han reportado otros componentes, como proteinas
en cantidades entre 6 y 25%, lipidos entre 1y 7%, y quitina entre 0.6 y
9% del peso de la pared celular. Especies de Candida opsonizada son
ingeridas por los monocitos y macréfagos, pero organismos de Candida
no opsonizada son fagocitados solo por estos ultimos, principalmente
a través del enlace para el receptor de manosa. El interferén gamma
(IFN=y), normalmente producido por linfocitos T activados, es uno de
los principales factores que aumentan las actividades fagociticas y la
destruccién de Candida albicans en macréfagos humanos.
Objetivo: demostrar que ocurre estimulacion de células mono-
nucleares humanas in vitro con Candida albicans viva, muerta,
o con péptidos liberados al medio, mediante cuantificacion de la
secrecién de la IL-2 y el IFN-y.

Material y método: el crecimiento de Candida albicans (ATCC
10231) se efectu6 en el medio de Sauton durante cinco dias, a
37°C, se centrifugd y se separo la biomasa del medio, se ajusto al
tubo 2 del nefeldmetro de McFarland 600 x 10 UFC/mL en solucién
salina. Se dividio en cuatro fracciones, dos para utilizarlas como
Candida albicans viva y dos como Candida albicans muerta (se
traté con calor humedo a 121°C, a 15 libras de presién, durante 15
minutos). Asimismo, se tomo una fraccién de cada una (cepa viva
y cepa muerta) para someterlas a opsonizacion con suero humano
normal, incubandolas a 37°C durante una hora. Al sobrenadante
se le precipitaron las proteinas con solucién saturada de sulfato
de amonio, se le llevo hasta 50% de saturacion, se centrifugé y
se resuspendié el precipitado en 3 mL de agua; se dializ6 contra
agua, se determind la concentracion de proteinas por el método
de Lowry y se ajusté el antigeno a una concentracién de 1 mg/mL.
Las células mononucleares humanas se purificaron con el método
de Boyum y se ajustaron a una concentracion de 2 x 106 cel/mL.
Resultados: con el objetivo de estimular células mononucleares
humanas in vitro, el uso de levaduras de Candida albicans muertas
por calor da buenos resultados en la induccién de IFN-y y de IL-
2, pero los mejores resultados se obtuvieron al estimular a estas
células con péptidos provenientes del microorganismo.
Conclusion: es preferible estimular al sistema inmunolégico para
la induccién del IFN-y con péptidos obtenidos de estos microorga-
nismos, o con Candida albicans muerta por calor humedo.

Palabras clave: Candida albicans, estimulacion de IFN-y, estimu-
lacion de IL-2.

ABSTRACT

Background: The cell wall of C. albicans is mainly composed of
polysaccharides manan, glucan and chitin. Manan polysaccharide
represents approximately 15.2% to 22.9% of dry weight and slightly
more than 40% of the cell wall of fungus polysaccharides. The
D- glucan 1-3 and the D-glucan 1-6- are between 47% and 60%
of the dry weight of the cell wall. Other components have been
reported, such as protein in quantities ranging between 6% and
25%, lipids between 1% and 7% and chitin between 0.6% and
9% of the weight of the cell wall. Species of Candida opsoniza-
ded are ingested by monocytes and macrophages, but Candida
organisms not opsonizaded are phagocytosed only by the latter,
mainly through binding to mannose receptor. IFN-y, normally
produced by activated T lymphocytes, is one of the main factors
that increase activity phagocytic and destruction of C. albicans in
human macrophages.

Objective: To demonstrate that it occurs stimulation of human
mononuclear cells in vitro with Candida albicans alive, dead, or
peptides released into the environment, quantifying the IFN-y and
IL-2 secretion.

Material and method: The growth of Candida albicans (ATCC
10231) was carried out in the middle of Sauton, for 5 days at 370°C,
centrifugation and broke the biomass of the medium, adjusted to
tube the McFarland Nephelometer 600 2 x 10®° CFU/mL saline.
Divided into 4 fractions, 2 for use as C. albicans live and 2 as C.
albicans dead (was treated with moist heat to 249.8°F (121°C) at
15 Ibs of pressure for 15 minutes). It takes a fraction of each (strain
alive and dead strain) for consideration by opsonization with nor-
mal human serum, incubating at 37°C for 1 h. To the supernatant
proteins is precipitated with ammonium sulphate saturated solution,
bringing it up to 50% saturation, centrifuged and the precipitate
was resuspended in 3 mL of water, dialyzed against water, protein
concentration was determined by the Lowry method and adjusted
antigen at a concentration of 1 mg/mL. Human mononuclear cells
are purified by the method of Boyum and adjusted at a concentra-
tion of 2 x 108 cel/mL.

Results: With the purpose of stimulating human mononuclear cells
in vitro, the use of yeast Candida albicans core heat gives good
results in both IL-2 as IFN-y obtained to stimulate these cells with
peptides from the microorganism.

Conclusion: It is preferable to stimulate the immune system for
induction of the presence of IFN-y with peptides obtained from the
microorganism, or Candida albicans dead heat damp.

Key words: Candida albicans, stimulation of IFN-y, stimulation
of IL-2.
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andida albicans es un hongo patéogeno

oportunista, sobre todo en pacientes inmu-

nodeprimidos. El delicado equilibrio entre el

huésped y este hongo comensal puede tornarse
hacia una relacion parasitaria que resulta en una infeccion
llamada candidiasis.'

Este hongo coloniza superficies mucocutaneas de la ca-
vidad oral, la cavidad vaginal y el aparato gastrointestinal.
La naturaleza y la medida del deterioro de las defensas
del huésped influyen en la manifestacion y severidad de
la infeccion.?

De 80 a 90% de la pared celular es de naturaleza po-
lisacarida. Tres constituyentes basicos representan los
principales polisacaridos de la pared celular: a) polimeros
ramificados de glucosa, que contienen enlaces -1,3 y -1,6
(B-glucanos); b) polimeros de N-acetil-D-glucosamina,
que contienen enlaces B-1,4 (quitina), y ¢) polimeros de
manosa (mananos), asociados covalentemente con protei-
nas (glucomanoproteinas). Ademas, las paredes celulares
contienen proteinas (6 a 25%) y pequeias cantidades de
lipidos (1 a 7%).!

Se han realizado estudios de los principales compo-
nentes manoproteicos de C. albicans implicados en la
inmunomodulacién de las defensas del huésped. En el
extracto acido se encuentra una manoproteina de 65 kDa
(MP65), que es el principal blanco sobre el que se monta
una respuesta por parte de las células T. La respuesta
proliferativa estimulada por este componente fue de na-
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turaleza antigénica, mas que mitogénica, y la respuesta se
dirigio principalmente a los epitopes polipeptidicos. Un
constituyente similar se detectd en el material liberado al
medio de cultivo por C. albicans. El MP65 tiene un punto
isoeléctrico de 4.1 y una relacion proteina-polisacarido de
1.8:1. La proliferacion de células T de células mononu-
cleares de sangre periférica humana apareci6 con dosis de
nanogramos de MP65 purificado.'**

La respuesta y la actividad de queratinocitos y leu-
cocitos polimorfonucleares juegan un papel clave en la
erradicacion de infecciones por C. albicans. Los neutro-
filos, los eosindfilos y los basofilos son la primera linea de
defensa del huésped y constituyen un paso fundamental en
el proceso inflamatorio a infecciones micoéticas, que lleva
a la recuperacion de la homeostasia por una subsecuente
respuesta inmunitaria mediada por células (TCD4").°> Los
macrofagos humanos responden a C. albicans por medio
del incremento en la produccion de factores de comple-
mento y del factor estimulante de colonias de granulocitos
y monocitos (GM-CSF), asi como la expresion del receptor
de complemento tipo 3, que son regulados por el factor
transformador de crecimiento beta (TGF-f). Los macro-
fagos también producen factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1p) e interleucina 6 (IL-
6), después de la estimulacion in vitro con aislamientos
clinicos de C. albicans muerta por calor.?

Las especies de Candida opsonizadas son fagocitadas
por monocitos y macrofagos, pero las especies sin opsoni-
zar son fagocitadas solo por estos tltimos, principalmente
via union a receptores de manosa. El interferon gamma
(IFN-y), tipicamente producido por linfocitos T activados,
es el factor principal que aumenta la actividad fagocitica y
microbicida de macréfagos humanos; asimismo, aumenta
la capacidad de monocitos y de macrdéfagos de fagocitar y
matar levaduras opsonizadas y sin opsonizar.?

La estimulacion de células mononucleares humanas con
los antigenos de C. albicans resulta en la produccion de
diferentes citocinas, como el interferon gamma (IFN-y),
que se observa aumentado en 24 a 48 horas, ademas de
la interleucina 2 (IL-2).%7 Asimismo, los antigenos de C.
albicans son incapaces de estimular los genes que codi-
fican hacia la produccion de interleucina 4, interleucina
5 o interleucina 10 (IL-4, IL-5 o IL-10), las cuales tienen
actividad inmunorreguladora.®

Otro factor importante que puede afectar la produccion
de citocinas es la viabilidad celular, que en el caso de C.
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albicans puede modificar la capacidad de produccion de
citocinas. De acuerdo con este analisis, se observd que
en el cultivo de células mononucleares vivas, las concen-
traciones de interleucina 12 (IL-12) e interferon gamma
(IFN-y) disminuyen; mientras que las células muertas
inducen altas concentraciones de estas mismas citocinas.’

Este trabajo realizo la estimulacion de células mononu-
cleares humanas de sangre periférica in vitro con Candida
albicans viva, muerta y con péptidos liberados al medio,
y cuantific6 el IFN-y y la IL-2.

Crecimiento de
Candida albicans
(ATCC 10231) en

caldo Sauton

\J

Centrifugar y separar

El objetivo de este articulo es demostrar que ocurre
estimulacion de células mononucleares humanas, in vi-
tro, con Candida albicans viva, muerta, o con péptidos
liberados al medio.

MATERIAL Y METODO

La descripcion general de la metodologia experimental se
muestra en la Figura 1.

Precipitacion de proteinas liberadas

la biomasa

\

Resuspender la biomasa
en solucién salina y
ajustar al tubo 2 del

nefeldmetro de

/ McFarland \

Candida Esterilizar la
albicans viva cepa

¥
Candida
albicans
/ muerta
Incubar con suero
humano normal
durante una hora, a

/ 37°C \
Candida Candida
albicans viva albicans muerta
opsonizada en opsonizada en

medio RPMI medio RPMI

~a

Candida
albicans viva
sin opsonizar
en medio
RPMI

>

al medio con solucion saturada de
sulfato de amonio (v/v)

v

Dialisis para la eliminacion
de salesy la liofilizacién

'

Ajustar a 1 mg/mL de
proteina por el método de
Lowry y para realizar
electroforesis

Candida
albicans muerta
sin opsonizar en

medio RPMI

g

Preparacioén de la concentracion
problema (12 pg/mL) en medio
RPMI

Cultivos celulares con los diversos antigenos.
Toma de muestra a las 24, 48, 72 y 96 horas.

v

ELISA para la deteccion de IL-2 e IFN-y
en los sobrenadantes de cultivo.

Figura 1. Descripcion metodologica.
IL-2: interleucina 2; IFN-y: interferon gamma.
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Crecimiento de C. albicans

Se efectud en el medio de Sauton, durante cinco dias, a
37°C, se centrifugo y se separ6 la biomasa del medio;
se ajusto al tubo 2 del nefelometro de McFarland 600
x 10 UFC/mL en solucién salina. Se dividio6 en cuatro
fracciones, dos para utilizarlas como C. albicans viva
y dos como C. albicans muerta (se tratd con calor
humedo, a 121°C, con 15 libras de presion durante 15
minutos). Asimismo, se tomo una fraccion de cada una
(cepa vivay cepa muerta) para someterlas a opsoniza-
cion con suero humano normal, incubdndolas a 37°C
durante una hora. De esta manera se obtuvieron los
antigenos para utilizar en la estimulacidén de células
mononucleares humanas, quedando: a) C. albicans
viva, b) C. albicans viva opsonizada, c¢) C. albicans
muerta, d) C. albicans muerta opsonizada, ajustada
cada una a 20 x 10°¢ levaduras/mL.

Purificacién de proteinas

El crecimiento de Candida albicans se efectud en el
medio de Sauton, durante cinco dias, a 37°C, se centri-
fugd y se separd la biomasa del medio; al sobrenadante
se le precipitaron las proteinas con solucion saturada de
sulfato de amonio, se diluyé con la muestra hasta 50%
de saturacion, se mantuvo por 24 horas, se centrifugd
y se resuspendié el precipitado en 3 mL de agua; se
dializ6 contra agua durante 48 horas y se congel6 en un
ultracongelador por 24 horas, y posteriormente se liofi-
liz6 durante 24 horas. Se determiné la concentracion de
proteinas por el método de Lowry y se ajusto el antigeno
a una concentracion de 1 mg/mL.

Western blot"

Se realizo la técnica y como antigeno se usaron las
proteinas del extracto total de Candida albicans (ante-
riormente descrito), contra sueros de humano normal
(anticuerpo primario); como anticuerpo secundario se
utilizoé anti-IgG humano hecho en cabra y conjugado
con la enzima.

Obtencion de células mononucleares humanas de
sangre periférica

El siguiente procedimiento es de las muchas variantes del
método original descrito por Boyum (1968).!" Transferir
3 mL de solucion de Ficoll-Hypaque (Lymphoprep) a un
tubo de centrifugado de 15 mL. Mezclar 2 mL de sangre

heparinizada o desfibrinada de individuos sanos con 2 mL
de solucion fisiologica, colocar cuidadosamente la sangre
diluida sobre los 3 mL del Lymphoprep a temperatura
ambiente, en un tubo de 15 mL, y se crea asi una interfase
entre la sangre y el medio. Centrifugar el tubo a 400 x g
a temperatura ambiente, de 15 a 30 minutos. Las células
mononucleares humanas forman una banda que queda
en la interfase del medio de separacion. Retirar la capa
de plasma hasta aproximadamente 2 o 3 mL antes de la
capa de células mononucleares humanas. Quitar la capa
de células mononucleares humanas junto con la mitad de
volumen del medio de separacion restante y transferirlo
a un tubo de centrifugado, adicionar un volumen igual de
amortiguador de fosfatos a la capa de células mononu-
cleares humanas, centrifugar a 2,000 rpm durante 10 min,
a temperatura ambiente, y transferir a medio de RPMI
ajustando a 2 x 10 cel/mL.

Cultivo de células mononucleares humanas,
condiciones y concentraciones finales de los
antigenos

La incubacion de células mononucleares humanas con el
antigeno (C. albicans) se realiza en un medio de RPMI
enriquecido con suero de ternera al 10% y mezcla de
antibidticos (5,000 unidades de penicilina y 5 mg de es-
treptomicina en cloruro de sodio al 0.9%) al 0.1% en una
atmosfera parcial de CO, al 5%, a temperatura de 37°C,
y se toman 200 mL de sobrenadante de cultivo a las 24,
48, 72 y 96 horas.

Se colocaron 0.5 mL de la suspension de células mo-
nonucleares (1 x 10°células/mL) en una placa de cultivo
celular de 24 pozos. Después se agregaron 0.5 mL de la
suspension de levaduras de C. albicans ajustadas a 20 x 10°
levaduras/mL: C. albicans viva opsonizada, sin opsonizar,
C. albicans muerta opsonizada y sin opsonizar (se colocod
una concentracion final de 10 x 10¢ levaduras/mL). Como
testigo negativo se utilizaron células solas sin estimular y
como testigo positivo se usaron células estimuladas con
10 mg/mL de fitohemaglutinina.

Técnica de ELISA

Se realizd la técnica con el paquete de R&D Systems
Quantikine® Human IFN-y, nimero de catalogo DIF50,
para cuantificar al IFN-y. Y el paquete de R&D Systems
Quantikine® Human IL-2, namero de catdlogo D2050,
para cuantificar a la IL-2.
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RESULTADOS

El estudio electroforético del péptido secretado al medio
de cultivo (Sauton) de Candida albicans mostrd varios
péptidos, entre los que destaca uno de 60 a 65 kDa,
aproximadamente, al que se le atribuye la estimulacion
de la respuesta inmunitaria tipo Th1 y que es esencial en
la defensa contra infecciones causadas por este micoor-
ganismo'® (Figura 2).

’ C andlda olbfeans

-

-t

A

Figura 2. Péptidos obtenidos del medio de cultivo (Sauton) de
Candida albicans. Electroforesis en un gel de poliacrilamida al
10%. Las proteinas se tifieron con azul de Coomasie. Se usaron
como estandares de peso molecular Protein Marker Broad Range
P7702S, en el carril A. En los siguientes carriles se colocaron las
proteinas liberadas al medio Sauton por Candida albicans, en donde
resalta un péptido de 65 kDa.

Al realizar la electrotransferencia e inmunodeteccion
(técnica de Western-blot) se observé que los anticuerpos
IgG, provenientes de los sueros humanos normales, reco-
nocen al péptido de 65 kDa, lo que habla de la importancia
de su participacién en la activacion de la respuesta inmu-
nologica (Figura 3).

En los estudios de la activacion de células mononu-
cleares humanas con proteinas de secrecion al medio de
cultivo de C. albicans se cuantificaron las concentraciones
de IFN-y y de IL-2 en el sobrenadante de los cultivos de
células. Como testigo negativo se utilizaron células solas
sin estimular, y como testigo positivo se usaron células
estimuladas con fitohemaglutinina. Los resultados se ex-
plican en la Figura 4. La linea indica el valor de corte y
valores superiores a éste se consideraron estimulatorios.

4—— 65 kDa

Figura 3. Electrotransferencia e inmunodeteccion (Western blot),
que uso el extracto total de Candida albicans, en el que se muestra
que el péptido de 65 kDa (P65) es reconocido por los anticuerpos
IgG del suero humano normal.

Al estimular células mononucleares humanas con pép-
tidos purificados del medio de crecimiento de Candida
albicans (Sauton), a una concentracion de 12 mg/mL, se
observaron concentraciones altas de IFN-y en los medios
de cultivo, con un maximo a las 96 horas de 600 pg/mL
y un minimo de 460 pg/mL a las 72 horas, con buenas
concentraciones a las 24 (565 pg/mL) y 48 (515 pg/mL)
horas de estimulacion (Figura 5).

C¢lulas mononucleares sin estimular sirvieron como
grupo testigo, y valores con el doble (200 pg/mL) o mas
se tomaron como representativos.

Se probaron células mononucleares humanas con le-
vaduras vivas opsonizadas con suero humano normal y
levaduras vivas sin opsonizar para valorar la eficiencia de
la opsonizacion por la IgG y los factores de complemento
provenientes de C3 (Figura 6).

Se observo que las células mononucleares humanas
estimuladas con levaduras vivas de Candida albicans
opsonizadas dan una muy buena estimulaciéon con valores
representativos y similares al testigo positivo a las 96 horas.

Al realizar el estudio con levaduras de Candida al-
bicans muertas, opsonizadas y sin opsonizar con suero
humano normal se obtuvieron los resultados que se mues-
tran en la Figura 7.
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Figura 4. Concentraciones de INF-y en cultivos de células mononucleares humanas sin estimular (testigo negativo, A) y estimuladas con

fitohemaglutinina (testigo positivo, B).
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Figura 5. Concentracién de IFN-y en sobrenadante de células
mononucleares humanas estimuladas con péptidos purificados de
medio de cultivo a una concentracion de 12 ug/mL.

Se encontr6 que las células mononucleares humanas
estimuladas con levaduras muertas de Candida albicans
sin opsonizar dan buena estimulacion con valores repre-
sentativos a partir de las 24 horas, y con aumento gradual
hasta un méaximo similar al encontrado con el testigo po-
sitivo a las 96 horas. Sin embargo, las levaduras muertas
opsonizadas no dieron resultados representativos.

La mejor estimulacion para la obtencion de IFN-y a
partir de células mononucleares humanas con Candida
albicans se encontrd al utilizar levaduras vivas opsoni-
zadas, y alin mejor, con levaduras muertas sin opsonizar.

Al cuantificar la IL-2 en estos cultivos se encontrd que
en los estudios de estimulacion de células mononucleares
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Figura 6. Concentraciones de INF-y en cultivos de células mono-
nucleares humanas activadas con levaduras de Candida albicans
vivas sin opsonizar (A) y opsonizadas (B).
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Figura 7. Concentraciones de IFN-y en cultivos de células mononu-
cleares humanas estimuladas con levaduras de Candida albicans
muertas sin opsonizar (A) y opsonizadas (B).

humanas con proteinas de secrecion al medio de cultivo de
C. albicans se cuantificaron las concentraciones de [L-2 en
el sobrenadante de los cultivos de células. Como testigo
negativo se utilizaron células solas sin estimular y como
testigo positivo se usaron células estimuladas con fitohe-
maglutinina. Los resultados se exponen en la Figura 8.

La células sin estimular mostraron un valor maximo de
30 pg/mL a las 24 horas, por lo que el doble de este valor
se considera representativo (60 pg/mL); y al observar el
testigo positivo (fitohemaglutinina) se observaron valores
de, incluso, 200 pg/mL a las 24 horas.

Al activar células mononucleares humanas con el
péptido purificado del medio de cultivo del crecimiento
de Candida albicans se encontrd una buena estimulacion
para la produccion de IL-2 (Figura 9).
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Figura 8. Concentraciones de IL-2 en cultivos de células mononu-
cleares humanas sin estimular (testigo negativo, A) y estimuladas
con fitohemaglutinina (testigo positivo, B).

Se observo la IL-2 con una concentracion significativa
(78 pg/mL) a las 24 horas de activacion de las células
mononucleares humanas, con péptidos purificados del
medio de crecimiento de Candida albicans.

Cuando se activaron las células mononucleares huma-
nas con levaduras de Candida albicans vivas, opsonizadas
y sin opsonizar, se encontrd produccion de IL-2 a las 24
horas de activacion con levaduras vivas sin opsonizar;
mientras que al utilizar las levaduras vivas opsonizadas
no hubo estimulacioén en la produccion de la citocina
(Figura 10).

Al activar células mononucleares humanas con le-
vaduras de Candida albicans muertas sin opsonizar, se
encontrd la produccion de IL-2 a las 72 y 96 horas, con
titulos superiores al valor que se considera representativo
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Figura 9. Concentracion de IL-2 en cultivos de células mononu-
cleares humanas activadas con proteinas purificadas del medio
de cultivo (12 ug/mL).

2505

2001

48 horas I 72 horas I 96 horas I

Células

24 horas

80
70
60
501
40
30
20
10+

0 r r r )
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Células

pg/mL

Figura 10. Concentraciones de IL-2 en cultivos de células mono-
nucleares humanas activadas con levaduras de Candida albicans
vivas sin opsonizar (A) y opsonizadas (B).

96 horas I

(60 pg/mL): 87 y 110 pg/mL, respectivamente, pero cuan-
do se activo con levaduras muertas opsonizadas hubo una
buena concentracion de IL-2 (108 pg/mL) a las 24 horas
(Figura 11).
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Figura 11. Concentraciones de IL-2 en cultivos de células mononu-
cleares humanas estimuladas con levaduras de Candida albicans
muertas sin opsonizar (A) y opsonizadas (B).

DISCUSION

Estudios iniciales, centrados en la caracterizacion de
patrones de antigeno para la clasificacion seroldgica o
identificacion de especies de Candida médicamente im-
portantes, demostraron que los mananos de la pared celular
son los antigenos principales de Candida, responsables de
la especificidad de las diferentes reacciones serologicas.
Los mananos no existen como tales en la estructura de la
pared, pero estan asociados con proteinas (manoproteinas).
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En consecuencia, se ha hecho un esfuerzo considerable
para determinar la estructura quimica especifica de los
mananos y definir los epitopos en este componente de la
pared, que puede utilizarse para seroespecificidad. Sin em-
bargo, el término “manano” también se usa para referirse
al componente principal inmunodominante soluble en la
capa exterior de la pared celular de C. albicans. Este com-
ponente, también llamado complejo fosfomanoproteina, o
fosfopeptidomanano, contiene homopolimeros de fosfato
de 1 a 2%, D-manosa (como el componente principal) y
proteinas de 3 a 5%.!

La resistencia del huésped a infecciones por Candida
albicans se basa en la activacion de neutrofilos y macrofa-
£0s, que genera especies reactivas de oxigeno y liberacion
de proteasas que promueven la muerte del hongo. Estas
funciones, ademas de las citocinas y quimiocinas produ-
cidas por las células de la inmunidad innata y adaptativa,
mantienen a las infecciones micdticas bajo control. El
reconocimiento de Candida albicans por neutrofilos se
atribuye a los receptores de reconocimiento de patrén
dectin-1, receptores Toll-like y la integrina CD18 Mac-
1.2 La dectin-1 se une a los B1,3-glucanos y forma el
polisacarido mas abundante en hongos patdégenos, que es
necesario para la resistencia micotica en ratones'*'* y en
humanos."” El Mac-1 (CD11b/CD18, CR 3 de la familia
de las integrinas), en neutréfilos, macrofagos y otros
leucocitos, enlaza y estimula la fagocitosis de objetivos
opsonizados por complemento; también enlaza las estruc-
turas de (3-glucano y manosa.'®!”

Cassone y colaboradores*'® estudiaron los principales
componentes de la manoproteina de 65 kDa de C. albicans
(MP65), implicada en la inmunomodulacion de defensa del
huésped, ya que es el objetivo principal de la respuesta de
células T humanas.'® La respuesta proliferativa estimulada
por este componente se dirigid principalmente a epitopos
de polipéptido. La proteina MP65 se purific6 mediante
cromatografia de inmunoafinidad con anticuerpos contra
epitopos de ésta y se encontrd que tiene un punto isoeléc-
trico de 4.1 y una proporcion de proteinas en relacion con
su polisacarido de 1.8:1.!

Otras proteinas con respuesta inmunologica especifica
a Candida albicans en la candidiasis humana incluyen una
proteina de 47 kDa, una proteina de 90 kDa de choque
térmico (HSP 90) y una enolasa de 48 kDa. Estas proteinas
son antigenos inmunodominantes de C. albicans, analiza-
dos por Western blott (immunoblott).'

Asimismo, una de las funciones del monocito en las
células mononucleares humanas, junto con los linfocitos,
es la fagocitosis de particulas rodeadas de IgG y de factores
del complemento, donde se observa la expresion de los re-
ceptores de la molécula del complemento CR3 que activan
la fagocitosis mediada por C3; posteriormente actiian como
célula presentadora de antigeno, ya que expresa MHC-II.

A nivel local, las citocinas dependen, en gran medida,
del reconocimiento especifico del antigeno por los linfo-
citos T. Se han descrito dos subconjuntos diferentes de
linfocitos T (Thl y Th2) y se demostré que desempeiian
papeles antagénicos. Thl se asocia principalmente con
la produccion de IFN-y e IL-2, y Th2 con IL-4, IL-5 e
IL-10. Thl1 corresponde a lo que durante mucho tiempo
se designd como inmunidad celular; mientras que Th2
controla preferentemente la respuesta humoral.

Por medio de modelos experimentales murinos se
demostro que la proteccion contra la candidiasis muco-
cutanea se asocia con una respuesta Thl; en cambio, la
enfermedad estaba vinculada con la inactividad de Th2.

En este trabajo se estudid la capacidad de las células
mononucleares humanas de ser activadas con levaduras
vivas y muertas, asi como opsonizadas y sin opsonizar
de Candida albicans y la eficiencia de antigenos de este
microorganismo para la activacion de linfocitos Thl y la
produccion de IFN-y e IL-2, ya que el monocito también
actua como célula de antigeno y expresa MHC-II (complejo
principal de histocompatibilidad de tipo II). La actividad de
los monocitos como células de antigeno se regula median-
te citocinas: la IL-4 y el IFN-y estimulan la expresion de
MHC-II; mientras que la IL-10, la inhibe. En el proceso de
la inflamacion, los macrofagos activados sintetizan y liberan
moléculas que atraen a los monocitos a la zona, al aumentar la
expresion de las moléculas de adhesion en éstos y en células
endoteliales de vasos sanguineos para su extravasacion a teji-
dos. Estas moléculas se conocen como quimiocinas. Algunos
ejemplos de quimiocinas son la proteina MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1: proteina quimiotactica de monocitos
1), la proteina RANTES (regulated on activation, normal T
expressed and secreted) y 1la MIP (macrophage infectivity
potentiator: proteina inflamatoria de los macrofagos). Los
macrofagos activos también pueden sintetizar otras citocinas,
como el TNF-a y la IL-1(.22!

En este trabajo, Candida albicans viva en los cultivos
de células mononucleares mostrd la necesidad de estar
opsonizada, en este caso con factores del complemento,
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como iC3b, que se unen con los receptores del monocito
Mac-1 0 CR3 (CD11b), CR4 (CD11c¢c) y los factores C3b,
C4b, que se unen con CR1 (CD35) y que inducen la fagoci-
tosis y estimulan a los antigenos para activar y diferenciar
a los linfocitos T en el cultivo, formacion y secrecion de
IFN-y que en los tejidos sirve para activar macrofagos;
los titulos buenos se encontraron a partir de las 72 y 96
horas de activacion. En el caso de los péptidos secretados
al medio, la induccién de IFN-y es muy buena a partir de
24 horas y hasta 96 horas, con buenas concentraciones de
IFN-y e IL-2 en el medio.

Cuando se prob¢ la estimulacién de células mononu-
cleares con Candida albicans muerta por calor y presion
(121°C y 15 libras), se reportaron buenos titulos de IFN-y
al estar sin opsonizar, ya que es posible que no active al
complemento y otra sea la molécula receptora del monocito;
por ejemplo, por medio del receptor a manosa,” o la dectin-1
junto con el receptor 7o/l-like 2 (TLR-2), que reconocen al
B1-3 glucano®*? en la pared del microorganismo.*

El tratamiento con IFN-y aumenta la capacidad de
los monocitos y macrofagos derivados de monocitos a
ingerir y matar levaduras de Candida opsonizadas o sin
opsonizar.>

La IL-2 esta en la mayor parte de los ensayos y da una
idea de la activacion de los linfocitos por estos antigenos,
ya que es la mejor citocina que estimula la proliferacion
de estas células.

CONCLUSION

Es preferible estimular al sistema inmunoldgico para
la induccion del IFN-y con péptidos obtenidos de estos
microorganismos o, bien, con Candida albicans muerta
por calor himedo.
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