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Determinacion de receptores tipo
Toll y citocinas proinflamatorias de
queratinocitos humanos (HaCaT),
estimulados con Candida albicans
y Candida glabrata (Nakaseomyces
glabrata)

Determination of Toll-like receptors and
pro-inflammatory cytokines in human
keratinocytes (HaCaT), stimulated with
Candida albicans and Candida glabrata
(Nakaseomyces glabrata).
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Resumen

OBJETIVO: Estudiar la activacién de la respuesta inmunitaria innata de queratinocitos
HaCaT con Candida albicans o Candida glabrata (N. glabrata) vivas y muertas deter-
minando la expresion relativa (RT-qPCR) de las quimiocinas IL-8, MCP-1, las citocinas
proinflamatorias IL-18, TNF-a y TGF-B y los receptores tipo Toll 2, 4 y 6.

MATERIALES Y METODOS: Estudio experimental, efectuado de noviembre de 2024
a abril de 2025, en el que se utilizaron cultivos de queratinocitos HaCaT estimulados
con cepas de Candida albicans ATCC 10231 o Candida glabrata (N. glabarata) (ais-
lamiento clinico). Con la técnica de RT-qPCR se evalu6 la presencia de quimiocinas
(IL-8 y MCP-1), citocinas proinflamatorias (IL-1f, TNF-a. y TGF-B) y receptores celulares
tipoToll 2, 4y 6.

RESULTADOS: Al estimular los queratinocitos con C. albicans viva, la mayor expresion
se encontré en la IL-8 y el MCP-1. El TNF-a mostré el valor mas alto de las citocinas
proinflamatorias. Al estimular con la cepa muerta, la expresion de las citocinas y qui-
miocinas disminuy6 de manera considerable. Al utilizar C. glabrata viva, la quimiocina
con mayor expresion fue la IL-8. Al estimular con C. glabrata muerta, el MCP-1 dio la
mayor expresion, las citocinas cayeron a un minimo y el TLR 6 se mantuvo.

CONCLUSIONES: La estimulacién de la respuesta inmunitaria innata de queratinocitos
HaCaT por C. albicans o por C. glabrata (Nakaseomyces glabrata) se favorece ante
levaduras vivas. Las citocinas proinflamatorias y quimiocinas secretadas (IL-8 y MCP-1)
muestran titulos mas altos con Candida albicans.

PALABRAS CLAVE: Candida albicans; Candida glabrata; queratinocitos; citocinas;
receptores tipo Toll.

Abstract

OBJECTIVE: To study the activation of the innate immune response of HaCaT kera-
tinocytes with live and dead Candida albicans or Candida glabrata (Nakaseomyces
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glabrata) determining the relative expression (RT-qPCR) of the chemokines IL-8, MCP-1
and the pro-inflammatory cytokines IL-1p, TNF-a and TGF-p, as well as Toll-like recep-
tors 2, 4 and 6.

MATERIALS AND METHODS: Experimental study conducted from November 2024 to
April 2025 in which HaCaT keratinocyte cultures were used, stimulated with strains of
Candida albicans ATCC 10231 or Candida glabrata (N. glabrata) (clinical isolate), evalu-
ating the presence of chemokines (IL-8 and MCP-1), pro-inflammatory cytokines (IL-1p,
TNF-a, and TGF-B), and Toll-like receptors (2, 4, and 6) using the RT-qPCR technique.

RESULTS: By stimulating the keratinocytes with live C. albicans, the highest expression
was found in IL-8 and MCP-1. TNF-a showed the highest value among pro-inflammatory
cytokines. When stimulated with the dead strain, the expression of cytokines and che-
mokines decreased considerably. When using live C. glabrata, the chemokine with the
highest expression was IL-8. When stimulated with dead C. glabrata, MCP-1 showed the
highest expression, cytokines dropped to a minimum, and TLR 6 maintained its presence.

CONCLUSIONS: The stimulation of the innate immune response of HaCaT keratinocytes
by C. albicans or C. glabrata (Nakaseomyces glabrata) is favored when live yeasts are
presented. Pro-inflammatory cytokines and secreted chemokines (IL-8 and MCP-1)
showed higher titers with Candida albicans.

KEYWORDS: Candida albicans; Candida glabrata,; Keratinocytes; Cytokines; Toll-like
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receptors.

ANTECEDENTES

La candidiasis cutdnea es una infeccién
causada por hongos del género Candida, en
donde la mayor informacion de la patogénesis
por C. albicans en superficies epiteliales se
ha demostrado en la mucosa oral y vaginal,
mientras que se sabe poco de la invasion de la
piel. La colonizacién y el crecimiento invasivo
de C. albicans en las superficies epiteliales no
esta claro porque la adherencia al epitelio del
huésped o, incluso, la invasién inicial, puede
ser relevante para el establecimiento o manteni-
miento de ambos estados, en donde el dano de
la célula huésped es una caracteristica distintiva
de la invasién patégena que puede ocurrir en
diferentes dreas del cuerpo, incluidas las axilas,
la ingle, debajo de los senos y entre los dedos
de las manos y los pies.’

Los sintomas pueden variar segtn la topografia
afectada. Sin embargo, la manifestacion clinica
mds observada son las placas eritematosas,
pruriginosas, acompanadas de pdpulas “saté-
lite” que se manifiestan principalmente como
intertrigos cutaneos. Afecta a pacientes con
diversas comorbilidades: diabetes mellitus tipo
2, inmunodeficiencias como VIH-SIDA, diversos
canceres o receptores de trasplante de 6rganos.

En la actualidad Candlida glabrata (ahora llamada
Nakaseomyces glabrata) es el segundo agente
causal mas comin de candidemia en diversas
regiones geograficas. A pesar de sus diferencias
y divergencias filogenéticas, Candida glabrata
(N. glabrata, en adelante C. glabrata) y Candida
albicans son exitosas como patégenos y comen-
sales de los humanos. Ambas especies pueden
causar una amplia variedad de infecciones, que

https://doi.org/10.24245/dermatolrevmex.v69i6.10835
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van desde superficiales hasta sistémicas poten-
cialmente letales.**

La adhesion a células epiteliales se ha estudia-
do en muchas especies de Candida, como en
Candida glabrata (N. glabrata) y C. albicans,
y en diferentes tipos de células epiteliales, in-
cluidos fibroblastos, células epiteliales bucales
y otros. Los queratinocitos son el tipo celular
mas abundante en la epidermis del ser humano,
representan el 95% de los cuerpos celulares de
esta capa, acompanados, en menor proporcion,
por los melanocitos, células de Langerhans y
de Merkel. Los queratinocitos juegan un papel
importante como barrera con el medio externo
y, cuando ocurre una invasién de patégenos
o el contacto con alergenos de la epidermis,
muestran su lado inmunolégico y producen
una plétora de citocinas, proteinas de indole
proinflamatoria, como son las interleucinas (IL)
1,6,7,8,10, 12, 15, 18 y 20. Estas citocinas
atraen al lugar a células inmunitarias, como los
monocitos y los linfocitos T, que comienzan a
actuar o a dividirse con la finalidad de destruir
al agente patégeno.®

Los queratinocitos expresan siete miembros
de los receptores tipo Toll humanos: TLRT,
TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6 y TLR9 para la
defensa cutanea del huésped. El heterodimero
TLRT1-TLR2 se asocia con el triacil-lipopéptido,
el TLR2 se une a lipoproteinas bacterianas,
acido lipoteicoico (LTA), lipoarabinomanano
(LAM) y el peptidoglicano (PGN) de bacte-
rias grampositivas.'®'" El heterodimero TLR6/
TLR2 es necesario para el reconocimiento de
diacil-lipopéptidos, que son comunes en la
pared celular de bacterias grampositivas y en
el reconocimiento de PAMPs de hongos pat6-
gen05.12'13'14

El TLR3 reconoce ARN de doble cadena
viral (dsRNA), mientras que el complejo CD14-
TLR4/4MD-2 se une al lipopolisacarido (LPS) de
bacterias gramnegativas, y a la proteina F viral
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(induce la secrecion de proteinas de choque
térmico)'>'® el TLR5 se une a la flagelina bac-
teriana'” %" y el TLR9 que se encuentra en el
reticulo endopldsmico participa en la iniciacion
de la respuesta inmunitaria, seguida al dafo
epidérmico o infeccion.?%

El objetivo de este estudio fue analizar la ac-
tivacién de la respuesta inmunitaria innata de
queratinocitos HaCaT con Candida albicans o
Candida glabrata (N. glabrata) vivas y muertas
determinando la expresién relativa (RT-qPCR)
de las quimiocinas IL-8, MCP-1 vy las citocinas
proinflamatorias IL-1f, TNF-a. y TGF-f, asi como
de los receptores tipo Toll (2, 4 y 6).

MATERIALES Y METODOS

Estudio experimental, efectuado de noviembre
de 2024 a abril de 2025, en el que se utilizaron
cultivos de queratinocitos HaCaT estimulados
con cepas de Candida albicans ATCC 10231 o
Candida glabrata (aislamiento clinico). Con la
técnica de RT-gPCR se evalud la presencia de
quimiocinas (IL-8 y MCP-1), citocinas proin-
flamatorias (IL-1B, TNF-a y TGF-f y receptores
celulares tipo Toll (2, 4y 6).

Microorganismos

Se trabajaron dos cepas: a) la cepa de referencia
de C. albicans ATCC 10231, y b) un aislamiento
clinico de C. glabrata. Se sembraron en caldo
dextrosa Sabouraud y se incubaron a 37 °C du-
rante 5 dias. Se centrifugaron (5000 rpm durante
20 minutos) y el sedimento se ajust6 al tubo 1 del
nefelémetro de McFarland (300 x 10° UFC/mL),
en PBS, se centrifugd y se resuspendi6 con el mis-
mo volumen en medio D-MEM, suplementado
al 10% de suero fetal bovino mas penicilina-
estreptomicina marca GIBCO; adicionalmente se
utilizaron levaduras de ambas cepas inactivadas
por calora 121 °Cy 15 Lb de presién, durante
15 minutos, concentradas y ajustadas como se
menciond.
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Linea celular de queratinocitos humanos
HaCaT#

La linea celular (queratinocitos HaCaT) se cultivd
en botellas de 25 cm? con 45 mL de medio D-MEM
(GIBCO advanced D-MEM 1X, con D-glucosa a
4500 mg/mL, NEAA, piruvato de sodioa 110 mg/L
sin L-glutamina, Invitrogen), suplementado con
5 mL de suero fetal bovino (10%), mas 200 uL
de una mezcla de penicilina (+10,000 unidades/
mL), estreptomicina (+10,000 ug/mL) (GIBCO). Se
incubaron a 37 °C en atmésfera de CO, al 5%. Se
hizo el recambio de medio cada tercer dia hasta
obtener, aproximadamente, 400 mil células para
cada experimento.

Estimulacion de los queratinocitos humanos
HaCat con levaduras de C. albicans o C. glabrata

Se obtuvieron monocapas de queratinocitos
HaCaT con 400 mil células para cada tiempo de
estimulacion en placas de seis pozos. Se lavaron
dos veces con PBS a pH 7.4, y se estimularon
con 1 mL de las suspensiones de levaduras con
una multiplicidad de infeccién (MOI) de 1:10
levaduras por cada célula, durante 2 horas, y se
tomaron muestras a los tiempos 4, 6, 8y 10 horas.

Para prevenir el crecimiento extracelular de C.
albicans o C. glabrata las monocapas estimuladas
se trataron con 2 ug/mL de anfotericina B durante
2 horas; transcurrido este tiempo, el medio se
reemplazé por D-MEM adicionado con 1 ug/
mL de anfotericina B que se dej6 todo el tiem-
po de la cinética. En cada tiempo las células se
lavaron tres veces con PBS y se aplicé la técnica
RT-gqPCR. Asimismo, se repitié el experimento
con las mismas condiciones descritas, pero con
levaduras muertas por calor.

Ensayos de infeccion celular, aislamiento de
mRNA y RT-qPCR?

El ensayo de infeccion celular se Ilevé a cabo
obteniendo monocapas de células HaCaT con

2025; 69 (6)

400 mil células por pozo para cada tiempo de
infeccion correspondientes a 0, 2, 4, 6, 8 y 10
horas. Las células infectadas se utilizaron para
la obtencién de mRNA y por RT-PCR se obtuvo
el cDNA; una vez obtenido el cDNA se uso la
técnica de qPCR (AB Applied Biosystems, Step
One Plus Time PCR System, Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) por
duplicado para cada uno de los receptores tipo
Toll, las quimiocinas y las citocinas proinflama-
torias. Los resultados de la expresion del mRNA
de las citocinas y receptores tipo Toll por la
técnica de RT-qPCR de queratinocitos humanos
HaCaT infectados con levaduras de C. albicans
o C. glabrata, vivas o muertas, a una MOI 10:1,
obtenidos de una cinética de 2, 4, 6, 8 y 10
horas, se muestran en gréficas, en las que los
valores representados corresponden al promedio
de duplicados y se presentan en unidades de
expresion relativa.

Aislamiento de mRNA y RT-qPCR para
los fragmentos de los genes de citocinas
proinflamatorias?

Se obtuvieron monocapas con 400 mil células,
y se estimularon, como se describié, con C.
albicans o C. glabrata vivas o muertas durante
2 horas a una MOI de 1:10, siguiendo una
cinética de posinfeccion de 4, 6, 8 y 10 horas.
Después de cada tiempo, se adicionaron 500 uL
de TRIzol (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos) a cada uno de los pozos para
la extraccion de ARN total. El ARN total se traté
con DNAsa Il y se precipité con isopropanol.

Para la retrotranscripcion (RT) del ARN se usa-
ron 3 ug de ARN total, al que se le adicionaron
0.5 ug de oligo (dT) (Invitrogen) y se incubaron
a 70 °C durante 10 minutos. El master mix para
la retrotranscripcién se preparé con 1X single
strand buffer; 0.5 mM de DTT, 500 mM de cada
desoxinucleétido trifosfato (ANTP) (Invitrogen)
y 200 U de transcriptasa reversa MMLV (Invi-
trogen). Las reacciones de retrotranscripcion se

https://doi.org/10.24245/dermatolrevmex.v69i6.10835
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incubaron a 42 °C durante una hora. Después
de la formacién de cDNA se realiz6 el gPCR
usando un Master Mix con 1.5 mM de MgCI2
(Ampligon PCR enzymes & Reagents, Dina-
marca) y usando Eva Green (Ampligon) como
fluorocromo. Como gen enddgeno se utilizé
G3PDH usando los siguientes primers espe-
cificos: 5-GGTCATCCATGACAACTTTGG-3"
(forward) y 5°"GTCATACCAGGAATTGAGCTT-
GAC-3" (reverse). Los primers para la MCP1
fueron 5"-CTCGCTCAGCCAGATGCAAT-3"
(forward) y 5"-TGCTTGTCCAGGTGGTCCAT-3"
(reverse); para el fragmento de la IL-8 fueron
5"-GCCAAGAGAATATCCGAACT-3" (forward)
y 5"-TCAACACAGCACTACCAACA-3" (reverse);
para el TNF-0. 5-GACTTCCTTGAGACACGG-3~
(forward) y 5"-AGGGCGATTACAGACACA-
37(reverse), y para el fragmento de la IL-1p
5- GCCCTGTGCCTTAGTAGTAT” (forward) y
5°-TGCATCAGCTCATCAATAAC (reverse).

Para los TLRs los primers especificos para el
fragmento de TLR2 fueron 5--GGC CAG CAA
ATT ACC TGT GTG -37 (forward) y 5-AGG
CGG ACA TCC TGA ACC T -3” (reverse); para
el TLR4 5°- CAG AGT TTC CTG CAATGG ATC
A -37 (forward) y 5-GCT TAT CTG AAG GTG
TTG CAC AT- 37 (reverse) y, por Gltimo, para el
TLR6 5°-GAA GAA GAA CAA CCTTT AGG ATA
GC-3"(forward) y 5- AGG CAA ACA AAATGG
AAG CTT -37 (reverse).

Los genes para todas las citocinas se amplificaron
de la siguiente manera, 45 segundos de desnatu-
ralizacion a 95 °C, 45 segundos de alineamiento
a 58 °C y 45 segundos de extensién a 72 °C por
35 ciclos.

Interpretacion de resultados

Todos los valores numéricos de cada gen se
normalizaron con su respectivo valor de gen en-
ddgeno G3PDH y los experimentos se calibraron
utilizando el nivel basal de la expresién de cada
gen como valor inicial (células sin infectar).?”
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Todos los valores se sometieron al andlisis de ex-
presion relativa de AACt usando el programa Step
OneV.2.3.1 de Life Technologies, Estados Unidos.

Los valores representados en las graficas corres-
pondieron al promedio de dos experimentos
independientes, y representados como la media
mas el error estandar en porcentaje. Los valores
se sometieron a analisis estadistico usando el
programa Graph Prism V. 6.0 y la prueba no
paramétrica Anova de una via.

RESULTADOS

Curvas de crecimiento de levaduras de
Candida albicans y Candida glabrata en medio
Sabouraud

Se Ilevé a cabo la cinética de crecimiento de
Candida albicans ATCC 10231 y Candida gla-
brata en caldo dextrosa Sabouraud por separado;
se incubaron a 37 °C, se hicieron lecturas de
turbidez cada hora a una longitud de onda de
540 nm durante 24 horas. Las levaduras de C.
albicans ATCC 10231 mostraron un crecimiento
exponencial entre las 5y 15 horas, mientras que
para C. glabrata fue de 5 a 11 horas. Figura 1

Estimulacion de queratinocitos humanos
(HaCat) con C. albicans y C. glabrata (vivas y
muertas)

Los resultados de la expresion relativa de las
quimiocinas MCP-1 e IL-8, producidas por los
queratinocitos HaCaT al ser estimulados con C.
albicans vivas, evaluados por la técnica RT-qPCR,
mostraron un valor alto para IL-8 en compara-
cion con MCP-1 a las 8 horas, siendo de 1600
(IL-8) y 300 (MCP-1) unidades, respectivamente.
La expresion de estas quimiocinas, al estimular
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Figura 1. Curvas de crecimiento de las levaduras de C. albicans y C. glabrata en medio Sabouraud a 37 °C
durante 24 horas tomando lecturas de turbidez cada hora a 540 nm.

con C. glabrata viva, se observé a las 4 horas
para la IL-8 con un valor de 90 QR vy para el
MCP-1 de 30 QR a las 8 horas, valores muy bajos
comparados con los obtenidos al estimular con
C. albicans. Figura 2

Al estimular con C. albicans viva a queratinoci-
tos HaCaT, evaluando la expresion de citocinas
proinflamatorias por la técnica RT-qPCR, los
valores fueron significativos y mostraron que
fue mayor para TNF-a (1800 QR) a las 6 horas
en comparacién con TGF-$, cuya expresion
fue al mismo tiempo, pero en menor cantidad
(150 QR), mientras IL-1p se expresé a tiempos
tardios posinfeccién (8 horas) en cantidad muy
baja (200 QR).

Al analizar la produccién de TNF-a, IL-18 y
TGF-p estimulando queratinocitos HaCaT con
Candida glabrata viva, observamos resultados de
expresion relativa bajos en comparacion con la

1800
& 1600
21400
©
2 1200
S 1000
S 800
T 600
£ 400
200 A
0_"[“ X —

2 4 6 8 10
Tiempo (horas)
—— MCP-1 C. albicans ~ —+— MCP-1 C. glabrata
~o— IL-8 C. albicans IL-8 C. glabrata

Figura 2. Expresion relativa de las quimiocinas IL-8 y
MCP-1 en queratinocitos HaCaT estimulados con las
cepas vivas de C. albicans ATCC 10231 y C. glabrata,
evaluados por la técnica RT-qPCR.

*p < 0.05.

estimulacion con C. albicans que dio valores de
90 QR para la IL-1f a las 4 horas, 40 QR para el

https://doi.org/10.24245/dermatolrevmex.v69i6.10835
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TNF-a a las 2 horas y 15 QR para TGF-f a las 8
horas. La produccion de estas citocinas no fue
significativa. Figura 3

Al estudiar la existencia de los receptores tipo
Toll en los queratinocitos HaCaT estimulados
con la cepa de C. albicans ATCC 10231 viva,
se observan altos valores de expresion relativa
para el TLR6 a las 2, 4, 6 y 8 horas (320, 110,
280, 290 QR, respectivamente), mientras que
los TLRs 2 y 4 mostraron valores muy bajos.
En el estudio con C. glabrata viva los valores
de expresion relativa para los TLRs fueron muy
bajos en general; destac6 el TLR2 (24 QR) y el
TLR6 (37 QR) a las 8 horas posestimulacion.
Figura 4
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Las quimiocinas (MCP-1 e IL-8) producidas
por los queratinocitos HaCaT estimulados por
la cepa de C. albicans muerta dan valores de
expresion relativa muy bajos, pero, al estimular
a estas células con C. glabrata muerta, mues-
tran un valor de expresion relativa alto para el
MCP-1 (250 QR) a las 2 horas, sin dar un valor
representativo para la IL-8. Figura 5

La produccioén de citocinas TNF-a, IL-1f3 y TGF-
[ en queratinocitos HaCaT estimulados con C.

2500

2000

1500

1000

500

Expresion relativa (QR)

-500

—&— TNF-a C. albicans

TNF-a C. glabrata

~o— TGF-B C. albicans

—&— TGF- C. glabrata

Tiempo (horas)

~0— |L-1B C. albicans

~®— IL-1B C. glabrata

Figura 3. Expresion relativa de citocinas proinflamatorias TNF-a,, IL-18 y TGF- en queratinocitos HaCaT esti-
mulados con las cepas vivas de C. albicans ATCC 10231 y C. glabrata evaluados por la técnica RT-qPCR.

*p < 0.05.
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—TLR6 C. albicans
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Figura 4. Expresion relativa de receptores tipo Toll (TLR2, TLR4 y TLR6) en queratinocitos HaCaT estimulados
con las cepas vivas de C. albicans ATCC 10231y C. glabrata evaluados por la técnica RT-qPCR.

*p < 0.05.

albicans muerta por calor htmedo mostré que el
TNF-a tuvo un valor bajo de expresion relativa
(25 QR) a las 2 horas posestimulacién, mientras
que la IL-1p se observo a las 4 horas también
con un valor de expresion muy bajo (15 QR) y
el TGF-a no se produjo. Los valores de expresion
relativa en este estudio fueron muy bajos en com-
paracién con la estimulacion de la cepa viva.

Al estimular queratinocitos humanos (HaCat) con
C. glabrata muerta por calor himedo y observar
las citocinas TNF-a, IL-1 y TGF-p se encon-
traron valores muy bajos de expresion relativa
para las tres citocinas; la de mayor expresion

fue el TGF-p con 13 QR a las 8 horas seguido
por el TNF-a, IL-1f con un valor de 9 QR a las
8 horas. Figura 6

Los receptores tipo Toll en los queratinocitos
HaCaT estimulados con la cepa de C. albicans
muerta mostraron un valor de expresién relativa
alto para el TLR6 a las 8 horas posestimulacion
(1000 QR), mientras que al estimular con C.
glabrata muerta sélo se observé un valor de
expresion relativa de 100 QR para el TLR6 a las
6 horas posestimulacion. Figura 7

https://doi.org/10.24245/dermatolrevmex.v69i6.10835
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—_—
0 2 4 6 8 10

Tiempo (horas)
—— MCP-1 C. albicans = IL-8 C. albicans
~—MCP-1 C. glabrata IL-8 C. glabrata

Figura 5. Expresion relativa de las quimiocinas MCP-1
e IL-8 de queratinocitos HaCaT estimulados con las
cepas de C. albicans ATCC 10231y C. glabrata muertas
por calor hiimedo, evaluados por la técnica RT-qPCR.
*p < 0.05.
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DISCUSION

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo; es
una barrera fisica que esta formada por diferentes
tipos de células con mecanismos de defensa, que
se activan cuando existen agresiones en el tejido.
Entre los diferentes tipos de células en la piel
estan los queratinocitos, que son de las prime-
ras células que entran en contacto con agentes
patégenos y son capaces de desencadenar una
respuesta inmunolégica de tipo innata contra
éstos mediante la expresién de receptores de
superficie. Ademas, son una fuente importante
de produccién de citocinas y quimiocinas.*

Por este motivo, en este ensayo se estudié la
estimulacion de los queratinocitos cuando son
expuestos a levaduras del género Candida a fin
de determinar la expresion de los receptores de
superficie tipo Toll y citocinas proinflamatorias,

Tiempo (horas)

—&— TGF-B C. albicans

TGF-B C. glabrata

~0-— |L-1B C. albicans

~—0— |L-1B C. glabrata

~@- TNF-a C. albicans

~0— TNF-a C. glabrata

Figura 6. Expresion relativa de las citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-18 y TGF-f producidas por queratinocitos
HaCaT estimulados con las cepas de C. albicans ATCC 10231y C. glabrata muertas por calor, evaluada por la

técnica RT-qPCR.
*p <0.05.
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-200

-400

10

—®— TLR2 C. albicans

TLR2 C. glabrata

—0— TLR4 C. albicans

—0— TLR4 C. glabrata

Tiempo (horas)

—o— TLR6 C. albicans

~0— TLR6 C. glabrata

Figura 7. Expresion relativa de los receptores tipo Toll (TLR2, TLR4 y TLR6) en queratinocitos HaCaT estimulados
con las cepas de C. albicans ATCC 10231 y C. glabrata muertas por calor, evaluada por la técnica RT-qPCR.

*p < 0.05.

comparando la respuesta inmunoldgica de los
queratinocitos HaCaT estimulados con levaduras
vivas y muertas de dos cepas de Candida (C.
albicans y C. glabrata) por separado. Cuadro 1

Se observo alta expresion de IL-8, principalmente,
en la estimulacion con C. albicans viva, alcanzan-
do valores de expresion de 1600 QR, importante
por la atraccién de neutrdfilos que son de las pri-
meras células inmunitarias circulantes reclutadas
en el sitio de la lesién, donde desempenan un
papel importante en la eliminacién microbiana.?

El TNF-a dio la mayor expresion relativa
(1800 QR), seguido por la IL-1 (200 QR) y el
TGF-B (150 QR). Cuando se estimul6 con C.
glabrata viva el valor para el TNF-a bajo6 (40 QR).

De acuerdo con la bibliografia, la cepa aislada
con mayor frecuencia en los diferentes tipos de
candidiasis es C. albicans. Se considera la mas
patégena® porque tiene varios factores de viru-
lencia y activa el sistema inmunolégico innato;
especificamente, induce la produccién de cito-
cinas proinflamatorias en varios tipos de células
porque es reconocida por muchos receptores,
como los tipo Toll (TLRs).3%%!

Al estimular con C. albicans viva a los querati-
nocitos HaCaT hay mayor expresion del receptor
tipo Toll 6. Al estimular queratinocitos con C.
albicans muerta por calor, inducen poca expre-
sién de citocinas, aunque los componentes de
la pared celular siguen siendo reconocidos por
los receptores tipo Toll 6.323334

https://doi.org/10.24245/dermatolrevmex.v69i6.10835
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Cuadro 1. Comparacién de resultados de la estimulacion de queratinocitos HaCaT con C. albicans o C. glabrata (vivas y
muertas por calor hiimedo)

QR expresion | Tiempo

QR expresion | Tiempo QR expresion | Tiempo
relativa (horas) relativa (LED) relativa (horas)

C. albicans (viva)

MCP-1 300 8 IL-18 200 8 TLR4 20 8

C. albicans (muerta)

MCP-1

—_
o

2 IL-1B

=
(&3]

4 TLR4

w
N

C. glabrata (viva)

O
(=)

4 TLR4

U1
=
(=)

MCP-1

W
(=)

8 IL-1B

C. glabrata (muerta)

MCP-1 250 2 IL-18 9 8 TLR4 7 6

En este estudio se observé mayor expresion de
IL-8 y MCP-1 cuando las levaduras de ambas
cepas estan vivas; la participacion de este grupo
de quimiocinas se ha reconocido de manera muy
importante en el fenémeno inflamatorio porque
son las encargadas de reclutar e inducir la ac-
tivacion de neutrdfilos en el sitio de infeccion
por Candida.?*3*

Kiyoura y colaboradores®’ mostraron que le-
vaduras del género Candida, al estar muertas
por calor, pierden la actividad de un grupo de
proteinasas catalogadas como factores de viru-
lencia, que participan en el reconocimiento de
las levaduras por parte de los receptores TLR2
y TLR4. En este trabajo se demostré que las
levaduras muertas por calor inducen concentra-
ciones bajas de los receptores TLR2 y TLR4; sin
embargo, TLR6 muestra valores significativos de
expresion relativa (1000 QR con la estimulacién
con Candida albicans muerta 'y 100 QR con la
estimulacién con Candida glabrata muerta) a las

8 y 6 horas de estimulacion, respectivamente;
asimismo, muestran valores de expresion relativa
muy bajos para las citocinas proinflamatorias y
también para las quimiocinas.

CONCLUSIONES

La estimulacién de la respuesta inmunitaria
innata de queratinocitos HaCaT por C. albicans
o por C. glabrata (Nakaseomyces glabrata) se
favorece ante levaduras vivas. Las citocinas
proinflamatorias, como el TNF-a, y las quimio-
cinas secretadas (IL-8 y MCP-1) muestran titulos
mas altos con Candida albicans. El receptor Toll
que se registra con mayor presencia es el 6 en
ambas cepas de levaduras.
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