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Resumen

Se exponen las diferentes propiedades bioldgicas de am-
bos hongos y el papel que ellas juegan en distintas pato-
logias humanas.
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The different biological properties of both fungi and the
role they play in different human pathologies are pre-
sented.
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Abreviaturas

Ca: Candida albicans.

SAP: Aspartil proteinasas (codificadas por 10 genes).
PL: Fosfolipasas.

Gc: Geotrichum candidum.

UNP/mL: Unidades de nitrégeno proteico/mL.
SDS-PAGE: Dodecil-sulfato.

SAP: Aspartil proteinasas, codificadas por 10 genes.
PL: Fosfolipasas.

DTT: Dithiothreitol.

SDS-PAGE: Dodecil-sulfato.

BCIP: 5-Br-4-cloro-3-indolil-fosfato.

PRU: Phadebas RAST Units.

DTT: Tubo de drenaje transtimpanico.

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

suero ELISA: Prueba de laboratorio que se usa para
detectar anticuerpos en la sangre.

Anti-IgE: Anticuerpo monoclonal.

PRU/ml: Unidad de medida de la inmunoglobulina.
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Introduccion

Landida albicans (Ca) es un hongo diploide en
forma de levadura perteneciente a la familia de
los Saccharomycetales. Es un organismo comen-
sal que forma parte de la microbiota normal
de los aparatos respiratorio, gastrointestinal y
genitourinario, pero al disminuir la inmunidad
del portador se hace patégeno y cambia de le-
vadura a hifa filamentosa. Actua en la diges-
tién de los azucares, por la fermentacién, por
ello, su importancia en los diabéticos. Posee
2 familias de enzimas degradativas asociadas
con la invasion. Son las aspartil proteinasas
(SAP, codificadas por 10 genes) y las fosfolipa-
sas (PL). Las SAP de la pared celular hidrolizan
proteinas como coldgeno, laminina, fibronecti-
na, mucina, lactoferrina e inmunoglobulinas.
Asi, evade la respuesta inmune. SAP 1, 2 y 3
son secretadas por levaduras, dafian tejidos e
invaden el epitelio oral y la epidermis. SAP 4,
5y 6, producidas por hifas, provocan infeccién
sistémica. Las fosfolipasas, o PLA, PLB, PLC y
PLD, siendo PLB1 necesaria para la virulencia e
invasién pues hidroliza las uniones éster de los
glicero-fosfolipidos de la membrana celular del
hospedero.!-3-4-6-7

Geotrichum candidum (Gc) es un hongo aso-
ciado a la piel, mucosas y heces. Es un organis-
mo del suelo, agente de la enfermedad humana
geotrichosis, y de la pudricién dacida de citricos,
tomates y zanahorias. Es utilizado en la produc-
cién de quesos y yogures. En 2001 se publicé que
G. candidum podia consumir el policarbonato de
los CD y DVD. Se conoce que Ca produce reac-
ciones inmediatas y tardias de hipersensibilidad
tanto cutdneas como respiratorias, en personas
sensibles a sus antigenos, como en los animales
de experimentaciéon. Considerando que Gc es una
levadura del mismo orden taxondémico que Ca,
y que su patogenia es poco frecuente salvo en
inmunocomprometidos, se decidié estudiar sus
proteinas y hexosas al igual que su antigenici-
dad en los humanos, y en los animales de expe-
rimentacion.

Materiales y métodos

Tanto Ca como Gc fueron identificados por
sus colonias y morfologias tefiidas con colora-
cién de Gram, y las fermentaciones de la glu-
cosa, maltosa, sacarosa y lactosa. En ambos
casos, se prepard un extracto con 10.000 UNP/
mL (Unidades de nitrégeno proteico/mL), segin
Frugoni, para el fraccionamiento por columna
de Sephadex G-50, mientras que una dilucién
1/10 fue preparada para las testificaciones cu-
tdneas en pacientes con rinitis perenne y asma

bronquial, y para los sujetos sanos que integra-
ron el grupo control.?

Pacientes: 20 varones entre 25 y 48 anos, con
rinitis perenne y asma bronquial, no fumadores,
con antecedentes heredofamiliares de enferme-
dad respiratoria atépica, que nunca realizaron
inmunoterapia especifica, y que solo empleaban
antihistaminicos por la via oral y aerosolterapia
con salbutamol y beclometasona integraron el
grupo experimental, mientras que otros 20 varo-
nes entre 22 y 50 afios, sin padecimiento respi-
ratorio alguno, no fumadores y sin antecedentes
personales o heredofamiliares de enfermedad
atépica respiratoria constituyeron el grupo con-
trol, a los fines de valorar la hipersensibilidad a
las pruebas cutdneas con los antigenos de Ca y
Gc, obtenidos por pasajes en columnas de Sepha-
dex G-50 y de DEAE-celulosa, y, de las glucopro-
teinas antigénicas de ambos hongos.8-10-11-12

Testificaciones cutaneas: Los extractos de Ca
y de Gg, al igual que las fracciones obtenidas por
las columnas de Sephadex y de DEAE-celulosa se
esterilizaron por filtros Millipore de 0,22 p antes
de ser utilizadas en las pruebas intradérmicas
de 0,02 mL en la piel del brazo, al igual que el
haboén control positivo de histamina 1/1000 y el
habdén control negativo de solucién fisiolégica
estéril pH 7,2. Se leyeron a los 20 min., siendo
positivo todo eritema-habén de 5 mm o mads, en
comparacién con el habén positivo de histami-
na y el negativo de solucién fisiolégica. Se valo-
raron las reacciones a las 48 h con la produccién
de una induracién propia de las reacciones de
tipo tardio.

Inmunizaciones en animales: Conejos albi-
nos adultos fueron inmunizados -por separado-
con 0,5 mL del extracto puro de Ca mas 0,5 mL
del adyuvante de Freund completo, por un lado,
y con 0,5 mL del extracto puro de Gc mas 0,5 mL
del mismo adyuvante, por via intradérmica en la
piel del lomo, por el otro, repartiendo las inocu-
laciones en habones de 0,20 mL por vez. Luego
de 8 semanas de inmunizaciones, se tomé una
muestra de sangre de la vena central de la oreja
de cada animal, y luego de detectar la presencia
de anticuerpos por medio de la técnica de Ou-
chterlony, se procedi6 a la sangria de los anima-
les por puncién cardiaca bajo anestesia general.
Los diferentes inmunosueros obtenidos se guar-
daron a -20 °C, en recipientes de 5 mL cada uno,
debidamente rotulados como Antisuero-anti-Ca y
Antisuero-anti-Gc.

Fraccionamiento en columna de Sephadex
G-50: Una columna de 480 mm x 10 mm se eluy6
con un buffer de CINa 0,15 M con fosfato a pH 8
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y a 4 °C. Un mililitro y medio del extracto puro
de Ca (y en otro pasaje con igual volumen de Go),
y, alicuotas de 1,5 mL se obtuvieron, a lo largo
de todo el pasaje, y se leyeron por absorbancia a
280 nm de DO en un espectrofotémetro LKB Uvi-
cord. Asi se detectaron las proteinas, mientras que
las hexosas fueron determinadas por el método del
indol usando como solucién estdndar una mezcla
de galactosa-manosa, y lectura en el espectrofoté-
metro a 470 nm de DO. Como marcadores protei-
cos se utilizaron: albumina sérica bovina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), tripsinégeno (24 kDa) y li-
sozima (14,3 kDa).

Fraccionamiento por columna de intercam-
bio iénico: Dos mililitros del primer pico obte-
nido por Sephadex G-50 (de ambos antigenos)
fueron concentrados por perevaporacién, diali-
zados contra un buffer de fosfato 0,01 M de pH 8,
y pasados luego por una columna de DEAE-celu-
losa de 380 mm x 25 mm. La elucién se realizé
con un buffer fosfato desde 0,01 M —0,2 M y de
pH 8 —6. Los contenidos de proteinas y de hexo-
sas se midieron como se detallé anteriormente.*

Técnicas inmunolégicas: Los extractos de Ca
y de Gg, y las fracciones obtenidas por Sephadex
y por DEAE-celulosa, fueron testificados frente
a un antisuero de conejo anti-Ca y otro anti-Ge,
por Ouchterlony y la inmunoelectroforesis, para
valorar su antigenicidad en los animales y las
propiedades de los anticuerpos, empleando los
antisueros sin diluir.*® Para la cuantificacién de
las proteinas se empled el método de Bradford,
con cada extracto y con el pico mas significativo
de las columnas, empleando como una solucién
de control a la albumina sérica bovina.’

SDS-PAGE con gelatina: A minigeles de 10 x
10 cm cada uno y un espesor de 1,5 mm de acri-
lamida al 10%, segin Laemmli, le agregamos
gelatina al 0,15%. Una vez sembrados, se some-
tieron a 120 V por 2 horas. Cuando el control de
azul de bromofenol lleg6 al final de la corrida,
esta se detuvo, y los geles se lavaron 2 veces en
agua destilada con Triton-X-100 al 0,1%, por 15
minutos cada lavado, y se incubaron a 37 °C
en un buffer MES (2-(N-morpholino) etano-
acido sulfénico a pH 6, en Tris AcH 100 mM a
pH 3,5 y en Tris CIH 100 mM a pH 8,5, siempre
con dithiothreitol (DTT) al 0,5 mM. La reacciéon
se detuvo y las proteinas se colorearon con azul
brillante de Coomasie R-250 en metanol-acido
acético-agua en las proporciones 5:1:5 (v/v/v) a
la temperatura ambiente. Luego se decoloraron
con metanol al 20% y dcido acético al 10%, y
las bandas activas se observan sin color sobre
un fondo azul intenso. Luego, los lavados e in-
cubaciones se hicieron con y sin inhibidores de

las actividades protedsicas y gelatinoliticas, que
fueron: el E-64 en 100 mM, el TLCK en 0,5 a
1 mM, el TPCK en 0,5 a 2 mM, el PMSF en 2 mM,
la leupeptina en 100 mM, la orto-fenantrolina
1 mMy la pepstatina-A 100 mM. Los marcadores
proteicos fueron: la fosfolipasa b (97,4 kDa), la
ASB (66 kDa), la ovoalbumina (45 kDa), la anhi-
drasa carbonica (29 kDa), el inhibidor de la trip-
sina (21,5 kDa) y la lisozima (14,4 kDa). Cuando
se valor¢ el efecto inhibidor de la actividad enzi-
matica y gelatinolitica, antes y después de las ab-
sorciones, se utilizaron: la alfa-2-macroglobulina
(180 kDa), la beta-galactosidasa (120 kDa), la
fructosa-6-fosfokinasa (84 kDa), la piruvatoki-
nasa (66 kDa), la fumarasa (55,3 kDa), la lac-
tato-dehidrogenasa (43,6 kDa) y la triosa-fosfoi-
somerasa (30 kDa), que actuaron como patrones
comparativos para estimar su peso molecular.
Para detectar la actividad enzimatica se empled
la técnica de J. J. Cazzulo, con un sustrato de
0,3 mM de Bz-Pro-Phe-Arg-pNa (Bz-PFR-pNa). Nin-
guna muestra corrida en los geles fue reducida o
calentada antes de ser sembrada.

Western-blots: Las muestras, tratadas o no
con DTT, se corrieron en un gel de poliacrilami-
da al 10% con dodecil-sulfato (SDS-PAGE), elec-
trotransferidas a membranas de nitrocelulosa,
lavadas una hora en un buffer de Tris-solucion
fisiolégica pH 7,6 conteniendo ASB al 2%, y lue-
go, incubadas con los antisueros contra Ca y Gc
al 1/250, en el caso de los de conejo, y al 1/10
en los humanos alérgicos. Luego de la incubacién
nocturna, se lavaron las membranas 3 veces y se
incubaron, con una IgG de cabra anti-conejo al
1/3000 conjugada con fosfatasa alcalina -las tra-
tadas con los sueros de conejo-, y con una IgG de
conejo anti-IgE humana especifica para cadena ¢
al 1/500 las de los sueros humanos conjugada con
fosfatasa alcalina. El revelado se hizo con nitro-
blue de tetrazolio, y con 5-Br-4-cloro-3-indolil-
fosfato (BCIP), coloreando las bandas positivas

con anticuerpos, y, los anti-anticuerpos marca-
dos.13-14-15»16-18

Absorciones de los inmunosueros y ELISA:
Un mililitro del suero del paciente atépico con
sensibilidad a Ca y a Gc fue incubado a 37 °C en
un bafio de Maria con un mililitro de extracto de
Ca 1/10 durante una hora. Luego se centrifugé a
500 r.p.m. por 5 minutos, y el sobrenadante se
trasvaso a un recipiente y se guardé a -20 °C, ro-
tuldndose: suero A. Lo mismo se realizé con otro
mililitro del suero del mismo paciente, que se in-
cubé6 con un mililitro del extracto de Gc¢, durante
igual tiempo, con idénticos pasos, rotuldandose:
suero B. Los sueros A y B, fueron testificados por
ELISA empleando como antigenos a Ca y a G,
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por separado, para valorar si la absorciéon ha-
bia modificado la cantidad de anticuerpos anti-
Candida y anti-Geotrichum previos. Estos sueros
Ay B se sometieron al SDS-PAGE y Western-blots
para valorar la existencia o no de las bandas
detectadas antes de las absorciones respectivas,
asi como para analizar si la gelatinélisis habia
inducido cambios o no.'?-??

Radioinmunoensayos: La IgE sérica total se
midi6 con el PRIST (Phadebas, IgE kits, Pharma-
cia Chemicals, Uppsala, Suecia), en KU/L, mien-
tras que las IgE especificas para Ca y Gc se mi-
dieron por RAST donde se usaron 12,5 mg/mL de
cada antigeno por separado, unidos covalente-
mente a discos de celulosa (Whatman N¢° 1) con
bromuro de ciandgeno. Se midieron en unidades
RAST de acuerdo a las clases O, 1, 2, 3y 4, corres-
pondiendo a 0,35; 0,70; 3,50 y 17 PRU (Phadebas
RAST Units) respectivamente.3¢

Resultados

La columna de Sephadex G-50 de Ca revel6 un
pico proteico a 280 nm de densidad 6ptica entre
los tubos 8 y 11, y 3 de hexosas entre los tubos 30,
44 y 82 a 470 nm de DO. En la columna de DEAE-
celulosa, se vieron 4 picos proteicos en los tubos
25, 45, 70 y 90, mientras que se detectaron 5 picos
de hexosas 30, 75, 100, 160 y 180, segun la varia-
cién del buffer desde un pH de 8 hasta 6 y de 0,01
M hasta 0,2 M, que correspondian a 10.000, 6000,
3000, 1500 y 4000 mcg%, respectivamente. La
columna de Sephadex G-50 de Gc revelé un pico
proteico entre los tubos 45y 55, a 280 nm de DO, y
3 picos de hexosas en los tubos 11, 33 y 55, con
8000, 9.000 y 26.000 mcg% de glucidos a 470 nm
de DO, mientras que la de DEAE-celulosa solo re-
velé una proteina en el pico 55 y una hexosa en
el 33. Las testificaciones cutaneas de los alérgicos
revelaron 18/20 positivos con el extracto total de
Ca, como con sus fracciones 11 y 44 de Sephadex,
y las 30, 75 y 180 de DEAE-celulosa. El extracto de
Gc fue positivo sélo en 7/20, siendo las proteinas
45 y 55 las mas notorias de Sephadex, mientras
que con DEAE-celulosa solo el pico 55 y la hexo-
sa 33 fueron significativas. Todo el grupo control
fue negativo en las pruebas cutdneas con idénti-
cos antigenos, salvo 4 pacientes de este grupo que
concurrieron a las 48 h de la inoculacién con una
reacciéon local de Ca levemente indurada que no
superaba los 5 mm.

El SDS-PAGE, los Western-blots y la gelatindli-
sis revelaron que Ca posee su actividad entre los
45y 66 kDa, siendo proporcional a la cantidad del
antigeno; por ejemplo, 1,15, 1,30 y 4,6 mg. La me-
nor actividad se registré en los 32 kDa. Un ensayo
preliminar, con el sustrato Bz-Pro-Phe-Arg-pNa,

Ca exhibi6é una actividad de 2,7 U/min/mg, con
una actividad protedsica por la Arg en la posicién
1, que seria el sitio de clivaje. La protedlisis de Ca
se analizé a 3 pHs (3,5; 6 y 8,5) siendo la mayor a
pH 6, la menor a pH 8,5 y ninguna a pH 3,5.
Los patrones a pH 6 fueron similares con el bu-
ffer Tris-AcH 100 mM o el MES 100 mM. En un
gel se cargaron 2,3 mg de proteina pura de Ca,
se sometidé a electroforesis y, al detenerla, el gel
se cortd en tiras que se incubaron con los inhi-
bidores de las proteasas por 20 h, mientras que
otras tiras control no se incubaron. La actividad
a pH 6 fue muy sensible al TLCK, como las ban-
das entre 45 y 66 kDa y también la de 32 kDa.
El E64 y el TLCK inhibieron totalmente, pero el
TPCK y la leupeptina solo parcialmente, lo que
sugiere que posee peptidasas del tipo cisteina.
Ademas, hay una banda de alto peso molecular
que no se inhibe por los inhibidores para cistei-
na, aspartico o metaloproteasas, pero la inhibe
TLCK, posiblemente sea una serina simil trip-
sina. Cuando Ca fue separada por SDS-PAGE y
transferida a las membranas de nitrocelulosa e
incubada con los antisueros especificos de cone-
joy de humanos alérgicos que revelaron pruebas
cutdneas positivas, y reincubados con los anti-
anticuerpos respectivos en los Western-blots, las
bandas con pesos moleculares aproximados de
180 kDa, 110 kDa, 65 kDa, 45 kDa y 33 kDa,
mostraron reactividad positiva, lo que las invo-
lucra en la respuesta inmune en los conejos y
en los humanos alérgicos. Similar resultado se
logré al procesar las muestras con el DTT o sin
él. La actividad protedsica y gelatinolitica del Gc
revel6 6 a 8 bandas entre los 22 y 96 kDa, con
una protedlisis a pH 5 y una gelatinolisis muy
sensible al TLCK y al PMSF, revelando una acti-
vidad de serina-simil-tripsina. En los Western-
blots, las bandas de 22 y de 44 kDa reaccionaron
con los sueros humanos de atépicos y la anti-IgE.
Un suero ELISA positivo = 0,35 PRU/mL para Ca
absorbido con Ca resulta negativo en otra prue-
ba (suero A), pero si es testificado con Gc, reve-
la una positividad de ELISA = 0,40 PRU/mL. Por
el contrario, un suero B, absorbido con Gc sigue
siendo positivo luego de ser retestificado con Ca,
suponiendo que comparten algun péptido que
desaparece en las absorciones, y que se modifica
en lQS 9elatinélisis.20-21-23-24-25-26-27-28-29-30-31-32

Discusion

Los alérgenos poseen enzimas que colaboran
en su patologia. En los sujetos atdpicos estas en-
zimas juegan un papel activo en la génesis de la
inflamacién de la mucosa afectada. Histérica-
mente, el dcaro Dermatophagoides pteronnysinus
(Voorhorst, 1964) posee una serina-proteasa entre
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los 25y 30 kDa, que despliega una gran actividad
en la mucosa respiratoria, incrementando la per-
meabilidad vascular, la liberacién de citoquinasy
la transmigracién endotelial de las células infla-
matorias. En nuestro caso, Ca revelé una gelati-
nolisis entre los 45 y 66 kDa, con menor actividad
en los 32 kDa y siempre a pH 6. Al emplear los
inhibidores de las proteasas, se detecté que pre-
dominan las cisteina-peptidasas. El Western-blot
mostré bandas en 180, 110, 65, 45 y 33 kDa, que
no todas pueden ser inhibidas por el TCLK, lo cual
reafirma 2 tipos de peptidasas (cisteina y serina).
Por su parte, el Gc muestra una menor reactividad
proteica que Ca, en especial a nivel de la DEAE-
celulosa, protedlisis y gelatindlisis. Se destaca la
riqueza de azucares en ambos hongos, y las pro-
piedades muy similares reveladas con la DEAE-
celulosa. Sin embargo, el Ouchterlony, mostré
reactividad cruzada entre los 2 antigenos (Ca y
Go), en especial, entre las proteinas y azucares
obtenidos por DEAE-celulosa mds que por Sepha-
dex. La taxonomia de Gc fue controversial a lo
largo del tiempo. Algunos lo clasificaron como
levadura (Kurtzman y Fell, 1998; Barnett, 2000),
y otros como moho (Wouters, 2002). Todas las es-
pecies del género Gc son consideradas como mo-
hos filamentosos levaduriformes (Hoog y Smith,
2004), y estan dentro del filo Ascomycota, que es
la division mas grande dentro del reino Fungi.
Las distintas especies de ascomicetos han sido
un problema para los taxénomos, pues la clasi-
ficacién de los hongos se basa en la reproduccién
sexual, que es mas conservada. Esto dificulta la
de los que lo hacen solo de forma asexual. Los
ascomicetos tienen una estructura reproductora,
el “asca”, que posee forma de saco. Muchos asco-
micetos son levaduras, vocablo que designa a los
hongos unicelulares que se reproducen asexual-
mente por gemacién o fisiéon binaria, pero tam-
bién a hongos con micelio tabicado con ascospo-
ras enddgenas cuya reproduccién puede ser de
2 tipos: asexual, por esporas exdgenas (“conidios”
o “conidio-esporas”), y sexual, por esporas endé-
genas (“ascosporas”). El Cédigo Internacional de
Nomenclatura para algas, hongos y plantas (Greuter
y Rankin Rodriguez, 2012), permite dar nombres
separados para las formas asexuales (anamorfos)
y las sexuales (teleomorfos), llamando “holomor-
fo” al hongo completo, incluyendo todas las for-
mas anamorfas y teleomorfas. Las cepas de Gc
poseen leve actividad proteolitica extracelular,
pero unas pocas tienen mas actividad proteoliti-
ca (Guéguen y Lenoir, 1976), especialmente las de
origen quesero (Boutrou, 2006b), cuya actividad
intracelular (Guéguen y Lenoir, 1976; Litthauer,
1996), seria similar a la de la quimiotripsina, si-
tuacién que no se observa con Ca, y, que avala
nuestros hallazgos.34-37-38-39-40
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