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RESUMEN

El presente trabajo corresponde a una revision bibliografica sobre el estado del
conocimiento de las especies de Paracoccidioides spp. y los cuadros clinicos asociados a este
hongo. La revision inicia con un marco histérico sobre el desarrollo del conocimiento de la
paracoccidioidomicosis a nivel latinoamericano, incluyendo un apartado sobre Costa Rica.
Se detallan temas relacionados a la etiologia, ecologia, aspectos veterinarios y la
epidemiologia de la micosis.

Adicionalmente, se incluyen temas como la patogenicidad y los factores de virulencia
de Paracoccidioides spp, asi como la respuesta inmune que se desarrolla en el hospedero.
Por Gltimo, y no menos importante, se describe lo encontrado en la literatura sobre los topicos
de diagnéstico diferencial, diagndstico de laboratorio, el tratamiento contra la enfermedad, y
las conclusiones del presente trabajo.

Este trabajo pretende recopilar el conocimiento basico sobre esta micosis y los
altimos avances cientificos reportados en la literatura en el tema de la paracoccidiodomicosis

y su agente etioldgico.



ABSTRACT

In this document, a literature review of the state of scientific knowledge about
Paracoccidioides spp. species and their associated clinical manifestations was made. This
review starts with a historical frame about knowledge development about
paracoccidioidomycosis in Latin America, including Costa Rica. Etiology, ecology,
veterinary aspects, and this mycosis epidemiology are reviewed.

Additionally, pathogenicity and virulence factors of the causing agent,
Paracoccidioides spp., are included, as well as the host immune response to the fungus.
Finally, topics such as differential diagnosis, laboratory diagnosis and the disease treatment
are discussed, and the concluding remarks of this literature review are detailed.

This work tries to summarize basic knowledge about this mycosis and the latest
scientific advances reported in literature about paracoccidioidomycisis and its etiological

agent.
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1. INTRODUCCION

Endémica de América Latina, la paracoccidioidomicosis (PCM) es una infeccién
micltica que se presenta principalmente en personas que habitan zonas rurales,
generalmente se trata de hombres dedicados a labores del campo y con mucha frecuencia
esta enfermedad también estd asociada a problemas socioeconémicos (1). En paises como
Brasil, donde se reporta la mayor incidencia de esta patologia (2), muchos de los pacientes
asisten a los centros de salud en etapas muy avanzadas de la enfermedad y esto afecta su

calidad de vida e inclusive puede llevarlos a la muerte (3).

Mas de 15 000 casos de PCM se han reportado desde 1930 hasta 2012 (4). Se estima
que alrededor de 10 millones de latinoamericanos estarian infectados y que 1-2 %
presentard alguna forma clinica de la enfermedad afios o décadas después de la
primoinfeccion (5). Pese a la severidad de la enfermedad y su prevalencia, la PCM no es de
declaracion obligatoria por lo que el subregistro de esta enfermedad se considera

importante (6).

En este contexto, relacionado a la PCM se encuentra el término de enfermedad
desatendida u olvidada. Este concepto se relaciona a una enfermedad que afecta a las
personas mas pobres, sin acceso a los servicios de salud e higiene basicos. La mayoria son
enfermedades de evolucion crénica e irreversible si no se diagnostican y tratan a tiempo.
Son incapacitantes, lo que afecta el paciente y a su familia; la exclusién social por la

estigmatizacion afecta también su salud mental (7).

En el 2018, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce como
enfermedades olvidadas a la leishmaniasis, la lepra, la oncocercosis, la sarna, la filariasis y
el micetoma, entre otras (8). La PCM no se encuentra citada dentro de este grupo de
enfermedades; sin embargo, se asume que se encuentra “olvidada o encajonada” en el
grupo denominado “micetoma, cromoblastomicosis y otras enfermedades micdticas

profundas”(9).

Segun la historia natural de esta enfermedad y lo descrito por diversos autores en
sus reportes de caso, la PCM puede considerarse una enfermedad olvidada y desatendida de
la cual el médico tiene poco o ninguna sospecha clinica en primera instancia. De aqui que

el objetivo del presente trabajo es tratar de comprender mejor esta enfermedad y sintetizar



el conocimiento cientifico actual para ayudar a diagnosticar oportunamente esta micosis en
nuestro medio y asi mejorar la calidad de vida de los pacientes que la padecen y de sus

familias.

En los siguientes apartados, se detallard la definicion de la paracoccidioidomicosis,
se listard la sinonimia de la enfermedad, junto a ejemplos de trabajos donde se emplean los
distintos apelativos y, finalmente, se resumird brevemente los aspectos histdricos sobre la
descripcion inicial de la enfermedad y sus agentes etioldgicos, asi como los primeros

trabajos cientificos al respecto.

1.1. Definicion

La paracoccidioidomicosis es una infeccion micdtica sistémica granulomatosa
primaria que se puede presentar de manera subaguda, aguda o crénica. La enfermedad es

causada por los hongos dimorficos del género Paracoccidioides (10).

La infeccidn inicia en los pulmones de donde puede diseminar a distintas mucosas,
ademds de piel, nédulos linfaticos y mds infrecuentemente a 6rganos internos en pacientes
inmunocompetentes. Dicha infeccion puede ser asintomdtica o subclinica y autolimitada,
sin embargo, puede progresar y tornarse cronica e incluso producir la muerte si no se trata

de manera oportuna (2,11).

Esta enfermedad es endémica en regiones tropicales y subtropicales de América
Latina y suele ser mds frecuente en hombres adultos de regiones rurales, asociada a
actividades agricolas (12). La mayoria de los casos se ha reportado en Brasil con cerca del
80 % de los casos (11). Asimismo, se han diagnosticado casos importados en Estados
Unidos, Canadd, Europa, Africa y Asia, en pacientes que han vivido previamente en
regiones endémicas (4,13). Actualmente se considera una de las micosis endémicas mas

frecuente en América Latina (10).

1.2. Sinonimia

Debido a su endemicidad en América Latina, principalmente en América del Sur, la

paracoccidioidomicosis (PCM) también se conoce como (10,14):



e Blastomicosis suramericana (15,16);

e Blastomicosis brasilefia (17);

e Blastomicosis latinoamericana (18);

e Granuloma paracoccidioidal (19);

e Blastomicosis paracoccidioidea (20);

e Hifoblastomicosis pseudococcidioidal (14);
e Micosis o enfermedad de Lutz (21);

e Micosis o enfermedad de Lutz-Splendore-de Almeida (22).

Los dos ultimos nombres hacen referencia a los investigadores que describieron y
estudiaron la paracoccidioidomicosis y su agente causal, como se detallard mads

ampliamente a continuacion.

1.3. Historia

En 1908 en Sao Paulo, Brasil, Adolfo Lutz aisld, cultivé y describi6 al agente causal
de la paracoccidioidomicosis a partir de lesiones bucales y de los nddulos linfaticos
asociados, en dos pacientes masculinos (23,24). Igualmente, observé el fendmeno de
dimorfismo fungico, al describir levaduras multigemantes en el tejido y las formas
filamentosas de crecimiento lento en cultivo en el laboratorio, a pesar de sus detalladas
descripciones, no asigné un nombre al hongo que observé y llamé a la enfermedad

“hifoblastomicosis pseudococcidioidal” (14,23).

Entre 1909 y 1912, Alfonso Splendore observé nuevos casos de esta enfermedad
igualmente en Sao Paulo, Brasil y aisl6 el agente etioldgico. Considerd que se trataba de un

hongo ascomicete y lo llamé Zymonema brasiliense (10,25).

En 1930, Floriano Paulo de Almeida caracteriz6 ampliamente la enfermedad y su
agente causal. Al presentar lesiones pulmonares similares, especulé que era similar a otro

hongo dimorfico, Coccidioides (cuyo nombre deriva de una confusion con un protozoario



coccidio). Lo reclasificé al crear el nuevo género Paracoccidioides, 1lamando al hongo por
tanto P. brasiliensis puesto que el epiteto de especie ya le habia sido asignado (26). El
nombre del género, al emplear el prefijo “para-” que significa “similar o cercano a”,
implica que €l podria traducirse como “similar a Coccidioides™ y el epiteto especifico hace
referencia al pafs donde se llevaron a cabo las investigaciones y que todavia en la

actualidad cuenta con el mayor nimero de casos, Brasil (10).

En 1931, Pablo Negroni confirmé las observaciones de Adolfo Lutz y describi
ampliamente el fendmeno de dimorfismo en el agente causal de la paracoccidioidomicosis.
Report6 una forma de levadura in vivo en cobayos y una forma micelial in vitro a

temperatura cercana a 25 °C y la interconversion entre ambas formas (27).

En 1916, los trabajos pioneros de Arthur Moses sentaron las bases de las pruebas
inmunolégicas de precipitacion y fijacion de complemento para el diagndstico serologico
de la enfermedad (28). En 1927, da Fonseca y de Area Ledo produjeron el primer antigeno
de Paracoccidioides para uso intradérmico en el diagnéstico de la enfermedad (29).
Basdndose en estos trabajos, varias pruebas seroldgicas fueron estandarizadas por Fava-

Neto varias décadas después (30,31).

En cuanto a las terapias, en 1940, Ribeiro (32) utiliz6 por primera vez sulfonamidas
para tratar la paracoccidioidomicosis. A finales de la década de 1950, Lacaz, Sampaio y
Ulson utilizaron la droga antifiingica anfotericina B in vitro y luego con pacientes con

resultados positivos (33,34).

La patogénesis de la enfermedad se discutié durante afios en aras de conocer el
modo de infeccién y la diseminacién del hongo. En 1956, se aporté informacién definitiva
que apoyo la hipétesis planteada previamente de una inhalacién de formas infectantes del
hongo y una primera infeccion pulmonar (35), estos hallazgos serian confirmados tres afios

después en modelos experimentales (36).

Ademds, se realizaron miltiples esfuerzos por estudiar la ecologia del hongo. Asi,
los primeros aislamientos del hongo en su fase saprofita en la naturaleza fueron realizados a
finales de la década de 1960, en Argentina y Venezuela, a partir del suelo, por Negroni (37)

y de Albornoz (38), respectivamente (14).



En 1971, se llevé a cabo el primer simposio panamericano sobre esta enfermedad en
Medellin, Colombia, auspiciado por la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS). En
dicho simposio, se oficializd el término paracoccidioidomicosis para referirse a la
enfermedad, por lo que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reconocié también

dicho nombre ese mismo afio (10).

Luego de ser aislado de suelos varias décadas antes, el hongo patdégeno causante de
la paracoccidioidomicosis fue aislado de animales. El primer reporte de animales infectados

con este hongo fue el de los armadillos en 1986 (39).

A partir del afio 2005, varios estudios genéticos, gendmicos y de la filogenia del
hongo ampliaron el conocimiento de los agentes causales de la enfermedad (40,41). En
2013, la taxonomia del género Paracoccidioides se detallé al describir una nueva especie,
Paracoccidioides lutzii en honor al descubridor del género (42). Ademds, se describid a la
especie P. brasiliensis como un complejo con especies cripticas (42—44). Estos conceptos

se detallardan més ampliamente en el apartado sobre la etiologia de la enfermedad.

Costa Rica se considera una zona de baja endemicidad para esta enfermedad
micoética, sin embargo, el primer caso de paracoccidioidomicosis descrito en Costa Rica,
ocurrié en 1933 (45,46), antes que en otros paises de Latinoamérica que presentan mayor
nimero de casos como son Venezuela, cuyo primer caso fue reportado en 1937 (47,48),

Colombia en 1950 (49,50) o México también en 1950 (14,51,52).

En Costa Rica, se han descrito pocos casos. El segundo caso de esta micosis fue
reportado en 1949 (46,53), y un tercero en 1953 (46). Este tercer caso corresponde a un
hombre de 61 afios de edad, agricultor de la zona de Turrialba que presentaba lesiones en
encias y en el surco nasogeniano (46). En 1963 se report6 un cuarto caso (54), un hombre
de 54 afios cuya ocupacion y lugar geografico de adquisicion de la enfermedad no estian
claros. Adicionalmente, presentaba lesiones extensas de cromoblastomicosis en un
miembro inferior y lesiones por paracoccidioidomicosis en pulmones, tejido linfoide,
mucosa oral e incluso la pulpa dentaria (54). La figura 1 muestra las imdgenes originales

del reporte del tercer caso reportado en Costa Rica.



Figura 1. Fotografias de las observaciones microscépicas del tercer caso de PCM reportado en Costa Rica.
En las fotograffas originales del articulo se observan levaduras multigemantes al fresco y ampliadas 980X.

Tomado y adaptado de Trejos & Romero 1953 (46).

Es de esperar que no todos los casos diagnosticados hayan sido publicados, por lo
que los datos epidemioldgicos de la enfermedad son probablemente subestimados. Esto

puede evidenciarse por la falta de reporte de casos por varias décadas.

En 1986, se reporta el caso de una lesion en lengua, sin embargo, se desconocen los
detalles pues el articulo no estd disponible (55,56). En un reporte de casos publicado en
2008, que corresponde a una revision de expedientes clinicos, se reportaron siete casos de
paracoccidioidomicosis que ocurrieron entre 1999 y 2005 y afectaron a siete hombres con
edades entre 15 y 88 afios (edad promedio de 58 afios), todos de zonas rurales y cinco de
ellos agricultores, ademds de un fontanero y un estudiante. Todos los casos fueron
diagnosticados en el Hospital San Juan de Dios y el Hospital México y provenian de
Siquirres, Tejar del Guarco, Chachagua, Pérez Zeledén, San Vito de Coto Brus, Escazi y
Puriscal. La presentacion clinica de la enfermedad correspondia a dos casos de afectacion
pulmonar, uno de tejido ganglionar, uno de afectacion pulmonar y tejido linfoide

concomitantes, dos de mucosa oral y uno de hueso (57).

En 2011, se report6 el caso de un hombre de 70 afios, agricultor, de la zona de
Paraiso de Cartago, con una lesion circular ulcerada en la lengua producida por

Paracoccidioides spp. que resolvid con tratamiento oral diario con 400 mg de ketoconazol



(58). En 2013, un reporte de un hombre de 49 afios, agricultor de San Vito de Coto Brus
describe afectaciones en piel, muisculo y tejido d6seo por este hongo patégeno (56).
Finalmente, en 2019, se reporté un caso en un hombre de 60 afios de edad, chofer de

autobus con una masa en la cavidad oral y multiples lesiones pulmonares (59).

Por ende, se puede concluir que, en Costa Rica, desde la primera descripcion de la
enfermedad hace casi un siglo, se han reportado cerca de 15 casos, todos en hombres
adultos en su gran mayoria y de zonas rurales que se dedicaban a labores agricolas. Las
principales manifestaciones clinicas fueron a nivel pulmonar y en mucosa oral, ademéas de
tejidos linfoides y 6seos. Sin embargo, no se debe olvidar que el subregistro de casos puede

ser importante.



2. ETIOLOGIA

2.1. Descripcion de los agentes etiologicos

Los agentes etioldgicos de la paracoccidioidomicosis son los hongos del género
Paracoccidioides spp. Se trata de hongos dimérficos cuya morfologia especifica depende

de la temperatura de incubacién (60).

En tejidos infectados y cultivos in vitro a 37 °C, los hongos crecen de manera
levaduriforme, con levaduras esféricas u ovaladas. Las colonias a esta temperatura y en
medios ricos son levantadas, de color crema a café claro, pueden tornarse serosas y/o de
apariencia humeda (61). Microscopicamente, las levaduras poseen una pared refringente y
son de tamafio variable, el didmetro puede variar entre 2 y 30 um, segin su estado de
maduracion, asi como el aislamiento y/o la especie (62). Las células madre tienen un
diametro de 20 a 30 um y las células hijas, de 2 a 10 pm (63). Las levaduras se multiplican
por gemacion mudltiple, una misma célula madre puede producir de 10 a 12 células hijas.
Las células hijas se unen a la célula madre con bases de implantacién estrechas, otorgando
a la estructura una forma similar a un timén de un barco (64). Cuando la célula madre
presenta unicamente dos cé€lulas hijas, se asemeja a la cabeza de “Mickey Mouse”, dichas
estructuras son consideradas una caracteristica diagndstica de Paracoccidioides spp. (65).
La observacidén de dichas estructuras es mds sencilla con tinciones de azul de lactofenol, de
plata metanamina de Grocott Gomori o de acido peryddico de Schiff (PAS), con tincion de
hematoxilina-eosina (HE) la visualizacion es mds dificil ya que no tifie facilmente la pared

fingica (60).

La forma micelial crece lentamente a temperatura ambiente (20-30 °C). Luego de 15
a 30 dias, se forman colonias blancas y compactas que se tornan aterciopeladas casi glabras
o con micelio blanco aéreo corto que suele tornarse parduzco. El reverso suele ser crema o
café claro (61). Microscopicamente, se puede observar micelio hialino septado con un
ancho de 1 a 3 pum con ramificaciones (66). En la figura 2 se pueden observar algunas de

las caracteristicas coloniales y microscOpicas de Paracoccidioides spp.
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Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de Paracoccidioides spp.
A. Levaduras en tejido del hospedero. B. Micelio en cultivo. C. Levaduras en cultivo. D. Micelio con conidias

en cultivo en ldmina. E. Levaduras en cultivo. Tomado y adaptado de da Costa & da Silva 2014 (67).

Cuando el hongo se cultiva en medios sin carbohidratos, se pueden observar
clamidosporas intercalares o terminales, unas pocas conidias pueden ser observadas a lo
largo de la hifa, de 2 a 5 um de didmetro (60,61,67-69). Las conidias pueden germinar y
producir levaduras a 37 °C capaces de infectar ratones o producir micelio ramificado a 20-
30 °C (64). Una de las pocas diferencias morfoldgicas que se ha descrito entre P.
brasiliensis y P. lutzii es la forma mds alargada de las conidias de la segunda especie: P.
brasiliensis presentd conidias de entre 2,25 y 7,99 um (valor mediano de 5,13 um),
mientras que P. lutzii presentd conidias con un largo de entre 2,17 a 22,89 um, con un valor
mediano de 11,07 um. Si bien es cierta la diferencia, el traslape de valores dificultaria la
identificacién de una especie u otra, basdndose tinicamente en este criterio, un tanto azarosa
(70). En la figura 3 se puede apreciar los tamafios de las conidias de un aislamiento de P.

brasiliensis y de otro de P. lutzii.
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Figura 3. Morfologia de las conidias de Paracoccidioides brasiliensis y P. lutzii.
Se observan las conidias de un aislamiento de P. brasiliensis y de otro de P. lutzii. Tomado y adaptado de

Theodoro et al. 2012. (70).

2.2. Clasificacion taxonémica y aspectos genéticos

Por casi un siglo, se consider6 que el agente causal de la paracoccidioidomicosis era
una especie huérfana en el género Paracoccidioides, P. brasiliensis (64), a pesar de una
diversidad genética importante entre aislamientos de diferentes zonas endémicas de la
enfermedad (71,72). Sin embargo, en 2006, el primer reporte de la filogenia molecular del
hongo, sugirié la presencia de especies cripticas en P. brasiliensis (40). Ademas, una

especie distinta se describié en 2009, Paracoccidioides lutzii (43,72-74).

Para entender los conceptos de especies cripticas y conocer la manera en la que se
describieron las nuevas especies del género Paracoccidioides, es importante conocer
primero el concepto de especie aplicado a la micologia y las técnicas moleculares actuales
que se emplean para definirlas. Una especie puede definirse como ‘“el conjunto con el
menor nimero de poblaciones que tengan un linaje comin que poseen caracteristicas
fenotipicas Unicas y diagndsticas” ya sea a nivel morfoldgico, ecoldgico, fisiologico y/o
metabdlico (75). Sin embargo, un concepto tan amplio de especie se enfrenta a la necesidad
de emplear una manera mds sencilla de clasificacion, una definicion mdas actual y
probablemente mds practica que emplea métodos moleculares seria que “especies diferentes
representan linajes diferentes que evolucionaron independientemente sin intercambio de

genes” (76,77).
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Para determinar este intercambio de genes, la reproduccion sexual es primordial, ya
que esta suele definirse por el cruce de los individuos de las poblaciones en estudio (75).
Por ende, lo primero que deberia definirse en cualquier hongo a estudiarse es si presenta

una fase de reproduccién sexual.

Paracoccidioides spp. pertenece a la familia Ajellomycetaceae, orden Onygenales,
clase Pezizomycotina (Euascomycetes) y filo Ascomycota (78). El proceso de reproduccion
sexual en los ascomicetes estd controlada por los genes llamados Mating-type o MATI-1'y
MATI-2 (79), ambos genes son idiomdrficos (no alélicos), lo que significa que son genes
alternativos y no homodlogos (80). Ambos genes codifican por factores de transcripcion que

confieren identidad sexual a las células haploides (79).

Estudios moleculares demostraron la presencia de MATI-1 y MATI-2 en
aislamientos del género Paracoccidioides spp. (41,81). Posteriormente, un estudio de 2013,
identifico por estudios gendmicos comparativos, la mayoria de los componentes de la via
de respuesta a las feromonas (vias de sefializacion iniciales para la diferenciacion sexual)
en 98 aislamientos de Paracoccidioides spp., y describié que la mayoria de los aislamientos
(56 %) presentaron el locus MATI1-1, un tercio presentaron el locus MAT1-2 (31 %) y 13
% presentaron ambos, lo que sugiere que podria existir homotalismo en el género
Paracoccidioides (79), la capacidad de autofecundacién sin necesidad de otro individuo
(82). Para siete aislamientos, se determiné adicionalmente que los genes involucrados en la
reproduccion sexual se expresaban y esto en mayor nivel en la fase micelial. Asimismo, la
co-incubacion de aislamientos heterotdlicos MATI-1 y MATI-2 produjo la formacién de
micelio enrollado, lo que sugiere la formacién de ascocarpos, luego de dos meses. Sin
embargo, no se pudo observar la formacion de ascas o de un cleistotecio maduro incluso
ocho meses luego de los co-cultivos; pero se observé una célula en una hifa enrollada que
contenia multiples nucleos, lo que sugiere migracion nuclear durante la reproduccion sexual

(74,79).

Trabajos posteriores (83) lograron evidenciar los cambios morfologicos que
permiten el apareamiento de las hifas y el desarrollo de cuerpos fructiferos de reproduccion
sexual llamados cleistotecios, en los que se producen las ascosporas (esporas sexuales),

como ocurre en el género Aspergillus spp. y en Histoplasma capsulatum. El cleistotecio
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debe rodearse de células especializadas que protegen y alimentan las ascosporas (84,85). En
Paracoccidioides spp., se determiné la presencia de micelio enrollado y de estructuras
similares a cleistotecios tempranos rodeados por células de Hiille (Figura 4). Sin embargo,

estas estructuras similares a ascosporas no se pudieron cultivar (83).

Figura 4. Estructuras observadas en experimentos a apareamiento de Paracoccidioides spp.
Se observan estructuras que recuerdan formaciones sexuales. A. Hifas arroyadas que se produjeron luego de 8
meses de co-incubacion de aislamientos sexualmente compatibles. B. Tinciéon de ascosporas (en verde) y

células de Hiille (sefialadas con las flechas). Tomado y adaptado de Gomes-Rezende 2017 (83).

Debido a la incapacidad actual para producir ascosporas de Paracoccidioides spp.
en el laboratorio, los estudios moleculares para definir especies en este género son las
herramientas mds comunes (74). En términos generales, las secuencias de regiones
conservadas del ADN, que sean altamente variables, pueden emplearse para estudios
filogenéticos que resulten en definicidén de especies. Los mds empleados en micologia son
las regiones espaciadoras transcritas de los operones ribosémicos (rDNA), las “Internal
Transcribed Spacer regions”, ITS1 e ITS2, asi como las regiones espaciadoras no
transcritas del mismo operdn, las “Intergenic Spacer Regions” o 1GS. Algunos otros genes
(por ejemplo, de la B-tubulina o genes de histonas) se han empleado pues varian en sus
intrones o en el tercer nucledtido del codén. Sin embargo, se carece de una metodologia
estandarizada que pueda emplearse en todos los clados de hongos y que sea universalmente
aceptada, a diferencia de los estudios en bacterias que emplean, con varias limitaciones, el

gen codificante del ARN ribosémico 16S (75).
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En el caso especifico de Paracoccidioides spp., dos estudios emplearon estrategias
diferentes. El primer estudio empled 5 genes nucleares (codificantes de la sintetasa de la
quitina, la sintetasa del -glucano, de la a-tubulina, del factor de adenilribosilacién y de la
gp43, glicoproteina inmunogénica e importante de la virulencia del hongo y determiné la
presencia de especies cripticas en P. brasiliensis (40). El segundo estudio empled cinco
genes mitocondriales (COB, COX3, RNS, RNL Y ATP6) y pudo separar claramente las
especies P. brasiliensis y la que seria luego llamada P. lutzii (42,73). Las especies cripticas
ocurren cuando dos o mds especies distintas se clasifican erroneamente bajo un mismo
nombre de especie (86). De este modo, P. brasiliensis sensu lato es un complejo de
especies cripticas compuesto por al menos cuatro especies: P. brasiliensis sensu stricto
(que posee al menos dos demes o un grupo de individuos que pertenecen a un mismo clado,
llamados Slay S1b), P. americana, P. restrepiensis y P. venezuelensis (87). En la figura 5,
se puede observar un arbol filogenético esquematico de la relacion entre las especies de

Paracoccidioides spp.

. P, brasiliensis
* Paracoccidioides sensu stricto
brasiliensts

sensu lato

S1b

P, venezuelensis

P, restrepiensis

P. americana

P, lutzii

Figura 5. Arbol filogenético esquemdtico de las especies del género Paracoccidioides.
Se presentan, esquemdticamente, las cuatro especies cripticas de P. brasiliensis (o P. brasiliensis sensu lato):
P. brasiliensis sensu stricto (con los dos demes: Sla y S1b), P. americana, P. restrepiensis y P.

venezuelensis. Ademads, se presenta la especie P. lutzii. Tomado y adaptado de Nifio-Vega et al. 2017 (64).

Los genomas de Paracoccidioides spp. poseen cinco cromosomas distintos, las

células suelen ser diploides, aunque también pueden ser haploides y sus genomas poseen un
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rango de entre 29,1 Mb y 32,9 Mb, y codifican por un estimado de entre 7 500 y poco mds
de 8 000 genes (41,88-90). Los genomas de este hongo son altamente colineares y
presentan una sintenia alta (los genomas estdn estructurados macroscopicamente de la
misma manera y presentan los genes en el mismo orden), lo que sugiere poca
recombinacién (71,91). La ausencia, o la poca frecuencia, de intercambio génico, pese a
tener distribuciéon similar para algunas especies (para una descripcion ampliada, favor
referirse al apartado ecologia), concuerda con la division en especies diferentes de P.

brasiliensis sensu lato (87).

Los contenidos de elementos transponibles entre los genomas de las diferentes
especies de este hongo varian significativamente: menos de 10 % para especies como P.
brasiliensis sensu stricto y P. americana (las que ademds poseen mayor porcentaje de
identidad) y de més del 15 % para P. lutzii. Los mas abundantes son los retrotransposones
LTR (“long terminal repeat”) y los LINEs (“long interspread nuclear element”), y no

presentan SINEs (“short interspread nuclear element”) (41,71).

Estudios del grupo de Leonel Mendoza mencionan dos temas de importancia: la
existencia de una nueva variedad de P. brasiliensis, P. brasiliensis var. ceti, y abogan por la
inclusion de Lacazia loboi dentro del género Paracoccidioides (92,93). Ambos hongos,
llamados P. brasiliensis var. ceti 'y L. loboi por los autores, no han podido ser cultivados en
el laboratorio y de los materiales que parten los autores son del ADN total aislado de las
lesiones queloides subcutdneas y cutdneas en delfines de varias especies y de humanos. Por
ende, la pureza del material y la posible co-infeccion por algiun otro hongo o patégeno no
pudo ser verificada. Los estudios se basan en amplificaciéon por PCR (reaccién en cadena
de la polimerasa) de un fragmento de un gen especifico, el gen KEX, de 151 bp. La
filogenia de este gen, que dificilmente puede ser extrapolada al microorganismo completo,
parece agrupar en un grupo monofilético las secuencias de P. brasiliensis (n=5) junto con
las del llamado P. brasiliensis var. ceti (n=6). Adicionalmente, separa a P. lutzii (n=5) y L.
loboi (n=4) de dicho grupo. El articulo utiliza ademas tres fragmentos adicionales de genes
o intergenes (ITS, GP43 y CHS4) con aislamientos distintos de los 4 hongos de interés y
produce arboles filogenéticos que si bien es cierto separan los hongos, no siempre los
agrupa en grupos monofiléticos. Adicionalmente, los autores mencionan que, si bien es

cierto, las secuencias de los ITS separan claramente P. brasiliensis, P. brasiliensis var. ceti
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y P. lutzii de L. loboi, las secuencias de genes codificantes de proteinas (datos no mostrados
o afirmacién incongruente con las figuras del articulo), mostrarian que tienen un ancestro

comun y que por ende pertenecen al mismo género, Paracoccidioides spp. (92).

Con estos datos, que como minimo requieren de verificacién, de un mayor nimero
de aislamientos, de genes de mayor tamafio, de verificaciéon de cambios a nivel de las
proteinas, o mejor alin, de genomas completos y de aislamientos cuya pureza pueda
verificarse, es dificil concluir si el grupo de Mendoza estd en lo cierto o si se trata de datos
preliminares. Un rdpido andlisis bibliométrico muestra que el articulo inicial de 2016 (92)
ha sido citado cerca de 25 veces (un numero bajo para hallazgos que, de ser ciertos, serian
una pequefia revolucidon en micologia médica), adicionalmente el segundo articulo se trata
de un capitulo de libro, de un articulo de revisiéon (93) que ha sido citado Gnicamente dos

VECES.

2.3. Dimorfismo

El epitelio del tracto respiratorio es el primer sitio de interaccion entre
Paracoccidioides spp. y su hospedero. Durante la infeccion, las primeras células en
encontrarse con el organismo son los macréfagos, las células endoteliales y las células
epiteliales alveolares (94). Este evento puede contribuir activamente en los eventos de
sefalizacién durante la respuesta inmune pero también puede ser un factor de evasion de la
respuesta inmune y de diseminacion (95). Adicionalmente, se ha detectado la presencia de
levaduras a nivel intracelular, esta caracteristica fue observada también en neutréfilos y en
la superficie del tejido mucocutaneo infectado (96).

Una vez que se ha inhalado la conidia o el fragmento de hifa y que llega al alvéolo
pulmonar, se debe dar el cambio morfolégico hacia su forma levaduriforme. Esto es un
requisito para el establecimiento del hongo en el hospedero (97). Este fendmeno, conocido
como dimorfismo, se define como la capacidad de un hongo de importancia médica de
transformarse entre dos morfologias, cada una de ellas asociada a condiciones ambientales
especificas (98,99). Paracoccidioides spp. se encontrard en forma de levadura
multigemante, con base de implantacion puntiforme, a 37 °C en el organismo del hospedero

afectado y en forma de micelio hialino septado en su forma saprofitica (100,101). En la
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figura 6 se puede observar un esquema del dimorfismo en Paracoccidioides spp.

256 37T G
Figura 6. Esquema del fenémeno de dimorfismo en Paracoccidioides spp.
Se presenta una vista muy simplificada y esquemadtica del dimorfismo en Paracoccidioides spp. Tomado y

adaptado de Li & Nielsen 2017 (101).

A continuacion, se describirdn los principales mecanismos del proceso de

dimorfismo conocidos en la actualidad.

2.3.1. Vias de senalizacion intracelular del dimorfismo

Existen tres vias de sefalizaciéon principales involucradas en el proceso de
dimorfismo (102) que estdn conservadas en los hongos dimoérficos para lograr el cambio de
micelio a levadura a 37 °C: i) Sistema de dos componentes, ii) las proteinas G
heterotriméricas y Ras, y iii) las vias dependientes de calcio.

Los sistemas de dos componentes de P. brasiliensis estan regulados por la histidin
quinasa reguladora del dimorfismo DRKI, cuya funcién es semejante en H. capsulatum y
Blastomyces dermatitidis. Durante la transicion de fase micelial a levaduriforme aumento la
expresion del ARNm de PbDRK1 después de 24 horas de incubacién a 37 °C. Al someterse
la forma micelial a un inhibidor de DRKI, se observo una disminucién en la transicion
dimorfica (103).

Por su lado, las GTPasas Ras controlan diversos procesos como la sefializaciéon de
AMPc, morfogénesis, diferenciacion, progresion del ciclo celular y la expresion de genes
de patogenicidad. Diversos estudios han demostrado que las proteinas G heterotriméricas y

la sefializacion por Ras influyen en el dimorfismo. Las unidades alfa y beta de las proteinas
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G heterotriméricas son inducidas durante el cambio de micelio a levadura. Los inhibidores
de las proteinas Ras promueven, por el contrario, la transicion de levadura a micelio (104).

Por dltimo, el dimorfismo también estd muy relacionado con las vias de
seflalizacion del calcio, a través de las proteinas de choque térmico (Hsp90), que unen y
estabilizan la calcineurina, controlando de esta manera la diferenciacién celular (105,106).
Su expresion aumenta considerablemente durante la transformacién de micelio a levadura,
en una respuesta que es termodependiente (105). La chaperona PbHsp90 también es
importante para prevenir el dafio celular y durante el crecimiento en medios 4cidos,
aumentando la capacidad del hongo para adaptarse en el hospedero (102).

Estas vias de sefializacién promueven la transcripcién de genes que, como se dijo,

estdn relacionados con el cambio morfoldgico y fisioldgico llamado dimorfismo.

2.3.2. Expresion de genes durante el dimorfismo

Se ha identificado algunos de los genes que se expresan durante el proceso de
dimorfismo en Paracoccidioides spp., 1o que ha permitido conocer mejor las adaptaciones
metabolicas del hongo que estdn relacionadas con el ambiente en el que vive (102). Se ha
demostrado que se da la expresion de proteinas involucradas en el metabolismo de
aminodcidos, nitrégeno, transduccién de sefiales y muchas proteinas de choque térmico
como Hsp88, Hsp90 y Hsp70 (62,107).

Adicionalmente, enzimas como la transaldolasa y la transcetolasa son inducidas
durante el dimorfismo indicando una sobreexpresion de la via de las pentosas, ligada a la
produccién de intermediarios como la fructuosa-6-fosfato y gliceraldehido-3-fostato; el
reciclaje de NADP" a NADPH, lo cual serd utilizada por la levadura para producir ATP
bajo condiciones de anaerobiosis (102).

Al ser fagocitadas por macréfagos, neutrdfilos y las células dendriticas (108), el
ambiente disminuido en glucosa y aminodcidos es una presion que selecciona
positivamente estrategias para sobrevivir en condiciones de privacién de estos nutrientes en
las levaduras de Paracoccidioides spp. (102).

Cuando la concentracion de carbono en el ambiente es baja, P. [utzii aumenta el
transporte especifico de cobre, hexosas y monosacaridos, y aumenta el metabolismo de

proteinas para la degradacion de aminodcidos y utilizacién de precursores de la B oxidacién
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como acetyl-CoA, piruvato, oxalacetato y succinato para la produccién de etanol. Se
favorece también la gluconeogénesis y el ciclo de Krebs. Estos mecanismos se utilizan para
sobrevivir dentro del macréfago (109). Adicionalmente, durante el estrés oxidativo se
aumenta la respuesta ante las especies reactivas del oxigeno con produccién de enzimas

como citocromo C peroxidasa, superéxido dismutasa y catalasa (110).

2.3.3. Otros mecanismos involucrados en el dimorfismo

Diversos estudios muestran que el metabolismo del sulfuro estd directamente
correlacionado con la virulencia de bacterias y hongos dimérficos. Los compuestos de
sulfuro son importantes en la formacién de grupos tiol, vitales para gran variedad de
compuestos celulares y procesos de senalizacién (111).

Los requerimientos de sulfuro de P. brasiliensis difieren en su estado micelial y
levaduriforme (112—-114). El factor de transcripciéon SCONC regula negativamente la via de
asimilacién de sulfuro inorgénico y la disminucidn en su expresion promueve la transicion
de micelio a levadura (111,112,114).

Por otro lado, la sintesis de poliaminas, necesarias para el crecimiento celular y la
diferenciacién de células eucariotas, también se ha relacionado con el dimorfismo (102).
Las poliaminas son originadas a partir de la descarboxilacién de ornitina por la enzima
ornitina descarboxilasa, produciendo la primera poliamina de la via metabdlica, la putresina
(115). P. brasiliensis presenta niveles altos niveles de actividad de esta enzima, en la
transicion de micelio a levadura, durante la gemacion y el desarrollo de las levaduras. La

adicion de un inhibidor de esta enzima inhibe la transicion dimorfica (115,116).
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3. ECOLOGIA
3.1. Caracteristicas del habitat de Paracoccidioides spp.

La zona de distribucion de P. brasiliensis esta limitada entre el Tropico de Céncer y
de Capricornio. La zona “reservarea” de la PCM se ubica entre los 30° latitud Sur y 34°
latitud Norte, con precipitacion pluvial de 500 a 2000 mm y altitud de 500 a 2000 m,
temperatura media 14-18 a 23-30 °C, con presencia de rios y corrientes de agua. Se
considera que el hongo habitaria el suelo con estas condiciones geograficas. Ademas, el
suelo debe ser rico en sustancias orgdnicas y tener un pH 4cido (6). Otros autores citan
rangos de precipitacion pluvial de entre 2000-2999 mm/afio y elevaciones de suelo menores

de 800 m (112).

En las dltimas décadas se ha observado un cambio en las caracteristicas
demograficas y geogréficas de la distribucion de la PCM. Estos cambios son atribuibles al
aumento en la urbanizacidn, la mejora en los métodos de deteccion de la enfermedad y la
presencia de miultiples comorbilidades e inmunosupresion (1). Ademds, factores
ambientales como la deforestacion y el incremento de la produccién de café podrian
contribuir al aumento en la incidencia en zonas endémicas (117). Los cambios climaticos
pueden asociarse también a aumentos en la incidencia de la enfermedad. Por ejemplo, a
principios de la década de 1980, en el sur de Brasil, debido al fenémeno de El Nifio, se di6
un aumento en la temperatura del suelo y la humedad, lo cual fue favorable para la
esporulacion del hongo y su dispersion. Durante este periodo de tiempo, se observé un
aumento en el nimero de casos de PCM en esta zona, el cual se asocié a este fendmeno

atmosférico (118).

En su interaccién con el medio ambiente, tanto los seres humanos como los
armadillos de nueve bandas y los armadillos de siete bandas pueden convertirse en
hospederos accidentales de Paracoccidioides spp. Sin embargo, P. lutzii no ha sido aislado
de armadillos (1). Ademads, se ha descrito que P. lutzii estd concentrado en el centro y el
oeste de Brasil, region en la cual este microorganismo ha sido aislado. En términos
generales, todos los datos sobre eco-epidemiologia, infeccion y las manifestaciones clinicas
no distinguen entre estas dos especies del agente causal (119). En la figura 7 se puede

observar la interaccion entre ser humano, el ambiente, los animales y el hongo patégeno.
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Figura 7. Esquema de la ecologia de Paracoccidioides spp.

Se representa la ecologia de Paracoccidioides con los aspectos del ambiente, el hongo y los posibles

hospederos del hongo (incluido el ser humano). Tomado de Shikanai-Yasuda et al. 2017 (1).

3.2. El reservorio

El armadillo de nueve bandas, Dasypus novemcinctus, es el reservorio conocido
para P. brasiliensis. El hongo puede ser aislado con facilidad del armadillo en 6rganos

como bazo, higado y nddulos linfaticos lo cual indica un proceso sistémico (102,120).

En el estudio de la biologia del hongo en este reservorio, los investigadores,
principalmente en Brasil, se han dado a la tarea de capturar armadillos y determinar la
presencia del hongo en ellos. Se ha logrado encontrar armadillos que desarrollan el
granuloma pulmonar, el cual contiene las formas levaduriformes. Este hallazgo establece la
relacion entre los seres humanos y los armadillos, sugiriendo que las infecciones ocurren en

el mismo ambiente que comparten sea este agricola o el bosque (120).

Los armadillos estdn en contacto estrecho con el suelo, excavan tineles y viven en
madrigueras subterrdneas, con lo cual favorecen la dispersion de las esporas del hongo.

También se considera al armadillo como un hospedero atractivo para Paracoccidioides
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brasiliensis, ya que tienen una temperatura corporal baja y la inmunidad celular disminuida
(alrededor de 32-33°C), lo que permite el desarrollo de la infeccién y podria ser un factor
importante en la evolucién de este hongo en condicion zoofilica. Por medio de técnicas
como la PCR anidada se ha logrado la identificacién de Paracoccidioides spp. en aerosoles

de la entrada de madrigueras de armadillo (121).
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4. ASPECTOS VETERINARIOS

En la naturaleza, P. brasiliensis y P. lutzii desarrollan la forma filamentosa y
producen la forma infectante que corresponde a la conidia. Si se inhala, este propagulo
puede transformarse a una forma levaduriforme dentro del hospedero, proceso conocido
como dimorfismo. La infeccién se puede producir tanto en el ser humano como en animales
domésticos y salvajes. El armadillo de nueve bandas y el armadillo de siete bandas son

reconocidos como el reservorio en la naturaleza de Paracoccidioides spp. (1).

La infeccion por Paracoccidioides spp. se ha documentado en animales de
experimentacion como ratones, ratas, hamsteres, cerdos de guinea, perros y ganado. En la
naturaleza, la infeccién se ha descrito en animales de compaiiia y animales salvajes; esto se
ha demostrado por medio de la prueba de intradermorreaccion, ensayos seroldgicos,
histopatoldgicos, moleculares y el aislamiento del patogeno en cultivo. Se ha encontrado
que la seroprevalencia en los animales de zonas endémicas puede alcanzar hasta un 80 %
de positividad. Entre los animales con seropositividad podemos citar a los perros en zonas

endémicas de Brasil y de Argentina especialmente en zonas rurales (119).

También se ha observado la infeccion en gatos (122), pollos (123), ganado vacuno
de leche (124), cerdos (125), cabras (126), conejos (127) y ovejas (128). Entre los animales
salvajes se puede citar al mono capuchino (Cebus spp.), monos aulladores dorados
(Alouatta caraya), pequeinos roedores, armadillos de nueve bandas desnudos, armadillos de

nueve bandas, armadillos de siete bandas, puerco espines, comadreja y mapaches (119).

En el caso de los armadillos citados anteriormente, se ha demostrado la
multiplicacién del hongo en 6rganos internos como en ganglios mesentéricos y lesiones
menos extendidas en higado y bazo. En algunas zonas endémicas se ha encontrado
positividad de hasta el 100 % en los cultivos. No hay evidencia clara de si los armadillos
infectados desarrollan los signos de la PCM activa, ya que se han observado pocos
granulomas que contienen formas fiingicas tanto en ganglios linfaticos, higado y pulmon.
También se han encontrado animales infectados como 0sos hormiguero, 0sos perezosos,

tanto al realizar pruebas moleculares como en la histopatologia (120).

Por udltimo, citar que en los dltimos afnos se han realizado estudios para determinar

la incidencia de P. lutzii en animales de zonas de Brasil. En un estudio realizado en 2017 se
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incluyeron 85 animales salvajes, 200 caballos y 196 perros domésticos. De estos animales
105 fueron positivos en la prueba de ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-P. [utzii.
Este estudio se realizé con animales de la zona norte de Brasil, lo cual llama la atencién ya
que los estudios anteriores muestran que esta especie se encuentra principalmente en el

centro oeste y sureste de este pais (129).

En la figura 8 se puede observar un panorama general de la evolucién del
conocimiento de la paracoccidioidomicosis en animales.
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Figura 8. Evolucién del conocimiento de la infeccidon de Paracoccidioides spp. en animales.
Se observa que, con el paso del tiempo, el hongo se detecta en mds animales, en rojo se sefialan las
descripciones anecdéticas sin repeticion y/o confirmaciéon de un nuevo hospedador. Tomado de Bosco &

Bagagli 2018 (119).

En armadillos, la formaciéon de granulomas puede observarse en el higado y los
pulmones, lo que indica que estos animales desarrollan la PCM (130). En perezosos de dos
dedos, se ha reportado letargia progresiva, anorexia y deshidratacion. En la necropsia de
dichos animales, se detectaron lesiones granulomatosas en pulmones, higado, bazo y
rifones con numerosas levaduras (131). Adicionalmente, los perros son comunmente
infectados por Paracoccidioides spp., sin embargo, la enfermedad se ha reportado en pocos

casos, con reportes de linfadenomegalia (132-134).
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5. EPIDEMIOLOGIA

5.1. Distribucion geografica

Paracoccidioides spp. es un hongo endémico del continente americano,
especificamente de América Latina, crece de forma sapréfita en el suelo, y rara vez se ha
logrado su aislamiento en la naturaleza. Esto impide conocer de forma exacta la ubicacion y

las caracteristicas del micronicho donde este hongo se encuentra (99,120).

Se considera que la forma micelial del hongo es la que se desarrolla en la naturaleza
y que estd asociada a regiones himedas, con pluviosidad de media a alta, temperaturas
calidas y la presencia de rios y bosques. En los dltimos afios se ha descrito que se puede
encontrar el hongo y que la enfermedad y las formas asintomaticas también se presentan en
zonas de cultivos agricolas. Estas zonas con vegetacion primaria, suelos arenosos y acidos

también permiten el desarrollo del hongo (121).

Por mucho tiempo se reconocié un uUnico agente del género Paracoccidioides (P
brasiliensis). Sin embargo, los estudios genotipicos han revelado variantes de esta especie,

que se han asignado como especies cripticas y estas son:

e Sla, S1b: la mds comun y aislada de diferentes regiones de Brasil, Argentina y

Paraguay (P. brasiliensis sensu stricto)
e PS2: aislado de Brasil y Venezuela, pocos reportes (P. americana)
e PS3: aislado de Colombia (P. restrepiensis)

e PS4: aparentemente restringido a Venezuela (P. venezuelensis) (1,74,135)

Una especie distinta, P. lutzii fue descrita hace mas de diez afos (43), como se
indicé previamente. En la figura 9 se puede observar la distribucién geogréfica de las

especies de Paracoccidioides spp. actualmente descritas.
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Figura 9. Areas endémicas de PCM.
Se observa la distribucién geogréfica de las areas endémicas de la paracoccidiodomicosis y de las especies de

P. brasiliensis y P. lutzii. Tomado y adaptado de Bosco & Bagagli 2018 (119).

El 4rea endémica se extiende desde México hasta Argentina, con mayor prevalencia
en América del Sur con respecto a América Central. El pais que cuenta con la mayor
cantidad de casos es Brasil, seguido de Venezuela y de Colombia. Otros paises con alta
incidencia son Ecuador y Argentina. La enfermedad es rara en los estados del noreste y en
el bosque tropical de Manaos, Amazonia de Brasil. No se han documentado casos en
algunos paises de América del Sur, incluidos Guyana, Surinam, Guyana Francesa y Chile.
Tampoco se reportan casos en paises de América Central como en Nicaragua y Belice.

Finalmente, no se reportan casos en las Antillas u otras islas del Caribe (2).

Se han encontrado casos de paracoccidioidomicosis en paises fuera de la zona
endémica, mads de 60 casos se han reportado en América del Norte, Europa, Africa y
Oriente Medio. Por ejemplo, desde el 2011, se han reportado mds de 18 casos en Japon.
Este aumento en el ndmero de casos es esperado dado el incremento de viajes

internacionales y las migraciones en los dltimos afios (99,112).

Debido a que la PCM no es de declaracion obligatoria en los paises

latinoamericanos, la verdadera prevalencia e incidencia no se conoce. Asi, en Costa Rica la
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enfermedad tampoco se encuentra en la lista de enfermedades de declaracién obligatoria.
Por ende, en nuestro pais, el conocimiento de casos se da por medio de publicaciones

cientificas de reportes de casos, desde el afio 1933.

En Brasil se estima que hay una incidencia anual de 1-3 casos/100 000 habitantes y
que la mortalidad promedio es de 0,14/ 100 000 personas (136). Las areas endémicas se
han establecido por medio del uso de la intradermorreaccién. Borelli, en 1964, propuso
diferenciar las dreas endémicas donde los casos generalmente se diagnostican, de las areas
donde se adquiere la infeccidn, ya que estos sitios corresponden al micronicho del hongo.

Para describir estas areas se utiliza el término “reservarea” (137).

Con respecto al establecimiento de las dreas endémicas, el uso de la prueba
intradérmica o paracoccidioidina se ha utilizado para orientar el estudio de la epidemiologia
del hongo. El antigeno desarrollado por Fava-Netto en Brasil en 1961 tiene como base un
polisacédrido obtenido de la fase levaduriforme de P. brasiliensis (6,138). En los ultimos
aflos se ha implementado el antigeno Gp43 para realizar la intradermorreaccién en

poblaciones pedidtricas de Brasil (139).

En la figura 10 se puede observar la categorizacion de las areas de endemicidad de

la paracoccidioidomicosis segtn el nimero de casos reportados.
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mm Areas de endemicidad observadas por primera vez en los Gltimos afios.
mm Alta endemicidad observada en la Gltima decada del siglo 20.
mn Areas con evidencia reciente de incremento de la endemicidad.
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3 Baja endemicidad.
3 Sin casos o reportes escasos en estos paises o regiones
Figura 10. Mapa de categorizacion de las dreas de endemicidad de la PCM.
Se observan las dreas geograficas de la endemicidad de la paracoccidioidomicosis en América Latina.

Tomado y adaptado de Shikanai-Yasuda et al. 2017(1).

5.2. Fuente de infeccion y via de entrada

Es bien conocido que la inhalaciéon de fragmentos de hifas, clamidosporas o
microconidias es el paso inicial para desarrollar la PCM (14). Estas formas se
transformardn en células levaduriformes dentro de los macréfagos alveolares del
hospedero. Puede no existir un periodo de latencia, pero lo mas comun es la reactivacion de

un foco quiescente o granuloma luego de algun tiempo (140). De la interaccion entre el
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hospedero y las especies de Paracoccidioides spp. dependera el desenlace de este encuentro
(141,142). La inoculacién directa del hongo en piel o la mucosa oral no es comiin, aunque

podria explicar algunos casos de lesiones de tegumento sin involucracién pulmonar (143).

Tanto P. brasiliensis como P. [utzii entran en el cuerpo por el tracto respiratorio, y
desarrollan tanto las formas subclinicas de la enfermedad como la diseminacién a piel y
otros 6rganos. Menos frecuente como se menciond anteriormente, la ruta traumadtica se
puede presentar de forma especial en personas con oficios de zonas rurales relacionadas al
trabajo de campo; se ha descrito que la inoculacién puede darse por limpiarse los dientes o

la zona anal con materia vegetal (144).

5.3. Sexo y edad

Ambos sexos tienen la misma probabilidad de ser infectados, pero el desarrollo de
la enfermedad, especialmente las formas crénicas es mds frecuente en hombres que en
mujeres, con una proporciéon promedio de 13:1 o 15:1. Las mujeres estdn protegidas de la
enfermedad por el estradiol, el cual previene que las formas filamentosas desarrollen la

forma levaduriforme (1,5).

La PCM es una infeccién primaria, que se adquiere por lo general en las dos
primeras décadas de la vida, con un pico entre los 10 a 20 afios. Sin embargo, las
manifestaciones clinicas y la evolucion de la enfermedad se presentan con poca frecuencia
en esta edad. Por el contrario, la PCM ocurre con mayor frecuencia en adultos con edades
entre los 30 y los 50 afios, lo que resulta de la reactivacion de un foco latente endogeno
(145). Aunque pueden existir diferencias entre regiones, en promedio solo un 10 % de
personas de alrededor de 20 afios manifiestan la enfermedad y el 90 % restante presentan
sintomas en etapas mds tardias. En la nifiez, la frecuencia de los casos se distribuye igual

entre ambos sexos, con una pequefla predominancia en varones (1).

En estudios de casos se ha documentado que alrededor de un 70 % de los pacientes
tenian una edad alrededor de 30 afios, 20 % eran adolescentes y 10 % corresponden a nifios.
La edad promedio de los casos se encontré entre los 40 y 59 afios. No se ha observado

predileccion entre diferentes etnias, sin embargo, se ha visto que los emigrantes europeos y
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asidticos que se han establecido en zonas endémicas para PCM tienden a desarrollar la

enfermedad en forma muy severa (64).

Epidemiolégicamente, la PCM es mds frecuente en hombres que en mujeres a pesar
de tener igual exposicion al hongo. Ademds, se ha observado que la enfermedad se
desarrolla igual entre los hombres y las mujeres prepiberes y postmenopdusicas. Esto ha
guiado la observacion que las hormonas sexuales pueden tener un efecto sobre la

progresion de la enfermedad (146).

Utilizando sistemas de microcultivo, se ha inducido la transformacién de la forma
micelial a la levaduriforme de aislamientos de P. brasiliensis en presencia de esteroides
como 17-B-estradiol (E,), dietilstilbesterol, testosterona y 17-a-estradiol y estrogeno no
esteroidal en diversas concentraciones. El efecto de la inhibicién es dependiente de la
concentracion de E, al igual que con el dietilstilbesterol. Con respecto a la testosterona,
tamoxifen y 17-a-estradiol estos fueron inactivos. La inhibicién de la transformacion
morfolégica ocurre solo en una direccion (de micelio a levadura) y ninguno de los
compuestos probados bloqued la transformacion de la levadura a micelio ni afecté el
crecimiento de la levadura o la gemacion. El tnico que bloqued la transformacién de
conidia a levadura fue la E;. Se demuestra entonces que la inhibicién del proceso de
dimorfismo es un fenémeno especificamente asociado a E, y su esteroisomero 17-o-

estradiol es inefectivo (147).

Estudios realizados en los dltimos afnos, han permitido comprender mejor el efecto
de E; a nivel transcripcional durante la transiciéon dimérfica. E; puede bloquear o retrasar la
transicion morfolégica por modulaciéon en la expresiéon de genes de diversas categorias
como la respuesta de las proteinas de choque térmico, el mantenimiento y el remodelaje de
la pared celular, metabolismo energético, transporte y detoxificacion, sefializacion celular y

la funcién de elementos retrotransponibles (148).

En cuanto al efecto, se ha demostrado que en presencia de E, se mantiene la
morfologia de hifa a las 216 horas de incubacidn, contrario al grupo control que crecié en
ausencia de E, y manifest6 a lo largo de todas estas horas todos los cambios necesarios para
desarrollar las formas levaduriformes caracteristicas de P. brasiliensis. Por medio de este

estudio de microarreglos se ve la respuesta global de muchos genes, alrededor del 25 % del
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genoma, esto permite visualizar un panorama amplio de la respuesta de P. brasiliensis
hacia E; durante el proceso de dimorfismo. Este estudio por microarreglos se complementé
con la evaluacién de la expresién de genes por medio de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) cuantitativa (148). Los resultados a partir de este estudio corroboran lo
observado por diversos autores desde la década de los 70s, donde se describe la respuesta
inducida en P. brasiliensis en presencia de E,, la cual induce la inhibicién de la transicion

micelio a levadura multigemante (149), como se puede observar en la figura 11.

Mycelia (room
temperature)

17B-estradiol-treated

24h

M-to-Y transition after temperature switch to 37°C

Figura 11. Induccién del dimorfismo por temperatura en Paracoccidioides spp.y efecto del estradiol.
Se observa la diferencia a lo largo del tiempo en el desarrollo de las formas levaduriformes en la cepa control

con respecto a la cepa en presencia de E, Tomado de Shankar et al. 2011 (148).

Los resultados de la PCR cuantitativa muestran que, por ejemplo, las proteinas de
choque térmico como Hsp90 y Hsp70 tuvieron una menor respuesta ante la presencia de E;
al iniciar el dimorfismo. El tratamiento con E, afecta la expresion de alrededor de 550
elementos, 331 muestran sobre-expresion y 219 muestran disminucién en su expresion.
Con baja expresion luego de 4 a 12 horas de exposicion a E; se observan las proteinas de
choque térmico, genes asociados al metabolismo térmico y muchos elementos
retrotransponsables. La regulacion de genes asociados a a-glucano sintasa disminuyeron;

genes involucrados en la sefializacion como las GTPasas RhoA, fosfatidilinositol-4-quinasa
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y serina treonina protein quinasa muestran baja expresién. Se sobreexpresaron genes

asociados a la respuesta al estrés oxidativo en presencia de E; (148).

En cuanto a los genes involucrados en el metabolismo energético se muestran
perfiles alterados en presencia de E,. Entre los genes afectados podemos citar los asociados
a la NADH deshidrogenasa, citocromo oxidasa, ATP sintasa, enzimas asociadas a la
fosforilacion. Importante destacar la baja expresion de la isocitrato liasa, necesaria para el
ciclo de glioxilato que muestra baja expresion al inicio del tiempo en las muestras con E2,
tiempo después se muestra una mayor expresion de su ARNm; este resultado sugiere que
junto la afectacion morfolégica de las muestras tratadas con el E2 también hay una
afectacion inicial del ciclo del glioxilato (148). La activaciéon del ciclo del glioxilato,
sugiere que su activacion es necesaria para la sobrevivencia dentro del macréfago. Este
cambio a metabolismo fermentativo durante el proceso de infeccion incluye la co-
activacion del ciclo del glioxilato y la gluconeogénesis y la disminucion en la expresion de

genes asociados a la glicdlisis (150).

Durante la alteracion de genes en presencia de E,, también se observa que la triosa
fosfato isomerasa muestra una alta expresion (148). La expresion de esta enzima
incrementa cuando el hongo toma la forma levaduriforme y es importante en la interaccion
hospedero-parésito al interactuar con los neumocitos a través de la unién a componentes de

la matriz extracelular como laminina y fibronectina (151).

Por ultimo, con respecto al sitio de interaccion entre P. brasiliensis y las hormonas,
se conoce que este receptor tiene una mayor afinidad por E2 y menor afinidad por
estrégenos relacionados como estrona y estriol, con una afinidad de alrededor 25 % con
respecto a E2. Sin embargo, se necesitan mds estudios para comprender mejor la naturaleza
del receptor de estrogenos en P. brasiliensis, las cascadas intracelulares que se

desencadenan y los efectos de esta interaccion (147).
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5.4. Periodo de incubacion

Diversos aspectos de la historia natural de la PCM no estan esclarecidos atin, y se
presume que los signos de esta enfermedad se presentan muchos afios después de la
exposicion, en un promedio de alrededor de 15 a 20 afios luego de este evento. El periodo

de incubacién no se conoce con certeza (152).

Se ha descrito que en personas infectadas con Paracoccidioides spp., el hongo
puede permanecer en latencia, pero viable durante largos periodos de tiempo, esto queda
demostrado por la presencia de casos diagnosticados en paises de zonas no endémicas. Con
la reactivacion, puede ocurrir la diseminacion a ganglios linfaticos, piel, mucosas, laringe,
bazo, higado, huesos, glandulas suprarrenales, sistema nervioso central y otros 6rganos

(64).

En un reporte de casos del 2015, se describe el caso de un paciente con infeccion
pulmonar no aparente y la primera manifestacion de la forma aguda/subaguda de la
enfermedad se presentd cuatro meses después de la supuesta exposicién con
Paracoccidioides spp. En otro caso documentado en el mismo reporte se describe el caso
de otro paciente con sintomas respiratorios y sistémicos luego de 45 dias de la exposicion;
se observo el compromiso a nivel de vasos linfaticos pulmonares con sintomas de leves a
moderados con imdgenes sugestivas de la enfermedad en las placas de rayos X; la
resolucion se dié de forma espontdnea. Los autores de este estudio concluyen que el
desarrollo de la forma aguda/subaguda de la enfermedad estd sujeta a las condiciones
propias del hospedero, el hongo y los factores ambientales. Luego de instaurarse en pulmén
y afectar el sistema linfatico pulmonar, Paracoccidioides spp. puede diseminar por via
hemat6gena-linfatica causando de esta manera la forma aguda y subaguda de la enfermedad

(153).

5.5. Factores predisponentes

El principal factor de riesgo para adquirir la infeccién es la profesion o las
actividades relacionadas a las labores agricolas o trabajo de suelos que estdn contaminados
con el hongo. Entre las labores podemos encontrar la agricultura, la construccién con

remocion de suelos, la jardineria y el manejo y trasporte de productos vegetales. La
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mayoria de los pacientes con la PCM han estado expuestos a este tipo de labores,
principalmente la agricultura en las primeras dos décadas de su vida con aparicion de los
sintomas muchos afios después. En los pacientes que sufren la enfermedad se ha encontrado
asociacion con el fumado con mds de 20 cigarrillos al dia por un periodo mayor a 20 afios,
asi como a un consumo de alcohol de mds de 50 g/dia (144,154,155). La malnutricién y la

inmunosupresion iatrogénica también se consideran factores predisponentes (156).

La PCM no esté relacionada con enfermedades inmunosupresoras, a diferencia de
otras micosis como la criptococosis, la histoplasmosis o la candidiasis. Sin embargo, si se
han descrito algunos casos en pacientes con HIV, neoplasias y menos comun aun con

trasplantados de 6rganos y pacientes con inmunoterapias (14,99).

Es importante destacar que la relacién de la PCM con los alelos de los genes
pertenecientes al “Major Histocompatibility Complex” o MHC, también llamado “Human
Leukocyte Antigens” o HLA no esta esclarecida. Al menos seis estudios independientes han

estudiado dicha relacién (157-163) y han presentado resultados contradictorios.

Los genes HLA se ubican en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21), la regién més
variable del genoma humano, y se clasifican en tres clases (164-166): los HLA de clase |
corresponden a tres genes clasicos (A, B 'y C), ademas de tres genes no clasicos y con
menor distribucion tisular (E, F y G); los genes HLA de clase Il corresponden a cuatro
genes (DR, DQ, DM y DP); y los genes de clase III que corresponden a varias categorias de
moléculas inmunes implicadas en la respuesta inflamatoria y la maduracién de los
leucocitos, como citoquinas y factores del complemento, ademas de los genes que codifican
por las proteinas “Transporter associated with Antigen Processing” o TAP, que se ubican

en la region de los genes de clase II (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama de la regién de los genes HLA (MHC) y sus clases en el cromosoma 6.
Se observa la distribucién de los genes HLA en tres clases, asi como los genes en cada una de ellas. Tomado y

traducido de Blackwell ef al. 2009 (165).

Se ha identificado mas de 15 000 alelos de los genes que codifican por los antigenos
HLA de clase I clésicos y los de clase II. Dicha regién es la que mds se ha asociado a
patologias en humanos, principalmente aquellas con un componente inmunolégico entre las

cuales destacan las enfermedades autoinmunes (166). Adicionalmente, multitud de estudios
han relacionado ciertos alelos de las clases [ y II con enfermedades infecciosas entre las que

se pueden citar virosis cronicas como el HIV o la hepatitis, la tuberculosis, la lepra y

enfermedades parasitarias como malaria o leishmaniasis (165).
En cuanto a la relacion entre la PCM y los alelos de HLA, algunos estudios reportan

una frecuencia incrementada de ciertos alelos en la PCM, aunque suelen contradecirse entre
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si. Por ejemplo, en 1983, se reporté un incremento en la frecuencia de los alelos HLA-A9
(que incluye los alelos HLA-AW23 y HLA-AW24) y HLA-B13 en pacientes colombianos y
que en los controles la frecuencia de los antigenos HLA-Al y HLA-B40 fue mayor (157). El
mismo afio, en Venezuela, se reporté un incremento en la frecuencia de HLA-BI2 en
pacientes con PCM (158). Adicionalmente, en 1988, se describié que pacientes brasilefios
con PCM presentaban con mayor frecuencia el alelo HLA-B40 con respecto al grupo
control y que éste presentd una mayor frecuencia del antigeno HLA-BI2 (159). En 1991, se
reportd en pacientes brasilefios con PCM, un incremento en la frecuencia del antigeno
HLA-B40 y HLA-Cwl, ademas de HLA-A2, HLA-B9 y HLA-B21 (160). Finalmente, en
el 2007, el alelo HLA-DRBI*11 se detectd, por PCR, en mayor frecuencia en pacientes
brasilefios con PCM pulmonar que en pacientes con otras formas de PCM o controles

(163).

Por otro lado, dos estudios no encontraron diferencias significativas entre las
frecuencias de alelos de HLA (clases I y II) con respecto a controles. En 1996, un estudio
en poblacion brasilefia no mostré diferencias significativas contra controles (161) y en el
2000, otro estudio en poblacién brasilefia con la forma cronica de la PCM no encontr6
diferencias significativas entre los casos y los controles, y, sorprendentemente, no detectd

el antigeno HLA-B40 entre los pacientes con PCM (162).

Es importante destacar que, en todos los estudios citados, el nimero de participantes
fue pequefio (menos de 100 pacientes) y con grupos control la mayoria de las veces con un
numero mayor de participantes. Solamente en uno de los estudios brasilefio se menciona
que el grupo control fue seleccionado lo mds similar en cuanto a factores como edad,
género, ocupacion, etnia, estatus socioecondémico y lugar de residencia (159). Dicho estudio
contradice el estudio en Colombia, que encontraba mayor frecuencia de HLA-B40 en
pacientes con PCM (157). Adicionalmente, es importante mencionar que el método de
deteccion y tipaje de los antigenos de HLA fueron ensayos de microcitotoxicidad y que los
sueros que se emplean muestran una reactividad cruzada entre los antigenos HLA-B40,
HLA-B13 y HLA-B12 (167) ademds de presentar incluso reactividad cruzada entre
antigenos A y B, como por ejemplo entre HLA-A2 y HLA-B17 incluso cuando se emplean
anticuerpos monoclonales (168), por lo que los hallazgos reportados para PCM podrian no

ser exactos o validos.
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Finalmente, los estudios no hacen diferencia entre las especies de Paracoccidioides
spp. ni toman en cuenta las especies cripticas, asi como las diferentes presentaciones
clinicas de la PCM que presentan una respuesta inmune diferente, por lo que probablemente
los antigenos HLA no son los mismos segin la presentacién de la PCM. Para poder
concluir sobre la posible relacién entre los alelos de HLA y la PCM, como para cualquier
otra enfermedad infecciosa, son necesarios estudios de familias y cohortes mds grandes

(162).
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6. PATOGENESIS

6.1. Historia natural de la enfermedad

Una vez dentro de los tejidos, Paracoccidioides spp. puede ser eliminado o por el
contrario puede darse la multiplicacion en las células del hospedero como resultado de la
inoculacién en el foco primario pulmonar. El hongo puede llegar a la region de los nédulos
linfaticos donde se producen lesiones satélites por diseminacion linfatica. Tanto la
inoculacién como las lesiones satélite forman lo que se conoce como el complejo primario.
La diseminacién hematdgena del hongo puede ocurrir al mismo tiempo, con el
establecimiento de focos metastdsicos en diversos organos. Durante este periodo no hay
signos ni sintomas, asi esta fase generalmente es silenciosa y pasa desapercibida. Sin
embargo, durante esta fase se puede desarrollar una prueba de intradermorreaccion positiva.
Como anteriormente descrito, en dreas endémicas cerca de un 60 % de la poblacién muestra

la intradermorreaccién positiva (169).

Otros hallazgos durante esta fase asintomatica consisten en la presencia de nédulos
calcificados o fibrosos en pulmén y en la zona hilar de nédulos linfaticos que se han
observado en caddveres de pacientes sin sintomatologia previa asociada a la PCM. También
en pacientes con enfermedades oncoldgicas se ha dado el hallazgo de linfangitis y

adenopatias a nivel pulmonar (170).

De forma ocasional la PCM se presenta en etapas tempranas con sintomas
respiratorias que cursan leve o con sintomatologia no especifica semejante a una gripe. En
esta enfermedad el foco inicial podria evolucionar a la destruccién del hongo y la
formacion de tejido de cicatrizacion estéril, evolucionar a la persistencia de formas fungicas
viables y la formacion de un granuloma, por tltimo puede progresar y desarrollar los signos

y sintomas propios de la enfermedad (153,169).

La apariencia de los signos clinicos puede desarrollarse en diferentes vias: la
progresion directa de la forma primaria sin latencia, la reactivacion de un foco localizado y
la reinfeccion después de una exposicion previa. Una vez establecido y dependiendo del
origen de la enfermedad, la PCM podria evolucionar a las formas aguda o subaguda, asi

como la forma crénica (169,171).
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En la forma aguda y subaguda, la enfermedad progresa rdpidamente por
diseminacioén linfatica, o en combinacién de la via linfdtica con la via hemat6gena, se puede
dar la diseminacién por el sistema reticuloendotelial que incluye bazo, higado, nddulos
linfaticos y médula ésea (64). Estos pacientes presentan una forma conocida anteriormente

como anérgica o de polo negativo de la PCM (171).

En la forma crénica de la enfermedad, esta puede desarrollarse directamente del
foco primario o reactivacion de un foco luego de un periodo de latencia. La enfermedad
tiende a progresar lentamente con lesiones que permanecen localizadas con involucracién
de uno o mds Organos o sistemas. Debido a que el foco primario es pulmonar, la
enfermedad podria permanecer localizada con una enfermedad pulmonar lenta pero
progresiva. Esta puede diseminar por medio de los vasos linfaticos pulmonares o por rutas
linfohematdgenas. En este tltimo caso, otros érganos o sistemas son involucrados, incluida
la piel y las mucosas. De forma menos frecuente, una forma mucocutdnea progresiva

primaria puede ser el resultado de una inoculacion directa (1,99,144).

La enfermedad puede darse también debido a la reactivacion de focos metastasicos
que estuvieron en latencia en el sistema nervioso central, intestino, hueso, O6rganos
adrenales y genitales. Por lo general, los pacientes con estas manifestaciones buscan
atencion médica por cuadros no asociados al sitio de infeccién primaria; este tipo de
manifestaciones suelen ser llamadas paracoccidiodomicosis de presentacion clinica
extrapulmonar. Existen también formas circunscritas o encapsuladas conocidas como
formas pseudotumorales. El paracoccidioma pulmonar y en sistema nervioso central son

ejemplo de esto (169).

La forma crénica es la forma mds frecuente de la enfermedad. Se presentan
principalmente en hombres adultos. Pacientes con la forma crénica de la enfermedad cursan
con dafio a nivel pulmonar en mas del 95 % de los casos (155). Como se detallard mds
adelante, la forma crénica puede clasificarse en leve, moderada o severa. Sin una terapia
adecuada, los pacientes pueden llegar a la muerte, a su vez, con un tratamiento adecuado
puede darse la recuperacion. En formas excepcionales puede darse la regresion espontdnea

de las lesiones (172).
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Las lesiones que han sanado pueden contener focos quiescentes (hongos viables).
Bajo condiciones favorables para el hongo, éste podria reactivarse, reiniciando el ciclo. El
relapso puede darse, con sintomas distintos a los de la primera presentacion. Considerada
como una enfermedad insidiosa y de lento curso, la PCM varia en intensidad, extension,
diseminacién y de variabilidad de las lesiones; esto depende de las caracteristicas propias
del hospedero, la virulencia de la cepa flingica y de factores ambientales (173). La figura 13

resume la historia natural de la paracoccidioidomicosis.
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Figura 13. Flujograma de la historia natural de la PCM.
Tomado y adaptado de Franco et al. 1993 (169).

6.2. Factores de virulencia

Se considera como un factor de virulencia al componente del patogeno que lo habilita
para adaptarse y sobrevivir dentro del hospedero, pudiéndole causar un dafio dependiendo
de su susceptibilidad (102,114). La virulencia es el resultado de la interaccién entre el
hospedero y el microorganismo. El hospedero buscard controlar de forma efectiva al

patégeno, causando poco o ningin dafio a sus propios tejidos y, por su parte, el hongo
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tratard de evadir y adaptarse a la respuesta inmune del hospedero para lograr su
sobrevivencia (113,174).

De este modo, la adherencia, la invasion a las células y su posterior colonizacién en
distintos nichos dependerd de las condiciones del ambiente donde se da la interaccidn
hongo-hospedero, asi como de las caracteristicas propias del hongo, como su composicién
antigénica y los mecanismos que pueda desarrollar para asegurar su replicacion dentro del
hospedero. En cuanto a los factores relacionados al hospedero, serd vital el tipo de
respuesta inmune que se desencadene durante la interaccién con el hongo
(102,113,141,175,176). La interaccion entre el hongo, el ambiente y el hospedero, han
dirigido la evolucién molecular y estructural de este hongo, particularmente en lo que
respecta a la virulencia (177).

A continuacion, se desarrollardn los principales factores de virulencia que actian
durante la invasion de Paracoccidioides spp. en el hospedero, iniciando con la adhesion y
la interaccion con las células del hospedero, la diseminacién y la modulacién de la

respuesta inmune por parte de Paracoccidioides spp.

6.2.1. Adhesion

Las moléculas de adherencia son fundamentales en la interaccién entre el hospedero
y el hongo (141). Se trata, generalmente, de estructuras expuestas en la superficie del hongo
capaces de facilitar la adherencia a las células del hospedero o a proteinas especificas en la
matriz extracelular (176). Durante esta interaccion, la pared celular estd en continuo
contacto con el hospedero, ademds, se ha observado que el hongo mantiene en su
citoplasma una reserva de moléculas como adhesinas y enzimas con la capacidad de
adaptar su interaccion con moléculas del hospedero (113,178).

El conocimiento sobre las estructuras de la superficie celular y los mecanismos
relacionados a la interacciéon con las células del hospedero ha incrementado
considerablemente en los dltimos afios. Esto gracias al andlisis molecular y estructural de
las diversas moléculas, entre las que se encuentran las adhesinas (62,107,112).

Las adhesinas son cruciales para el establecimiento de la infeccion y para
interactuar con las células del hospedero y asi lograr en primer lugar colonizar y luego

diseminar a sitios lejanos al foco primario. Las adhesinas median la unién de las células
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fangicas con las del hospedero, uniéndose a elementos de la matriz extracelular como la
fibronectina, laminina, coldgeno tipo I y IV, fibrin6geno y plasminégeno, asi como a las
células epiteliales y endoteliales del pulmén (102,176,179). Diversos estudios han descrito
una gran cantidad de adhesinas que también estdn involucradas en la formacién de
biopeliculas, lo que evidencia la capacidad del hongo de adaptarse a las condiciones del
nuevo ambiente (178,180). A continuacién, se describirdn las principales adhesinas

encontradas en la literatura.

6.2.1.1. Gp43

La proteina Gp43 es la glicoproteina mds estudiada de P. brasiliensis, debido a la
importancia que tiene en su interaccion con el hospedero en el proceso de adhesion (181).
Fue la primera adhesina en ser descrita, y tiene afinidad por la laminina y la fibronectina.
Esta proteina media la adhesion y la internalizacion del hongo en las células epiteliales y
los macréfagos. Ademds, las cepas que no expresan Gp43 tienen menos adherencia e
internalizacién con respecto a las cepas salvajes (181,182).

Intracelularmente Gp43 es almacenada en vacuolas y lomasomas (invaginaciones o
vacuolas entre la pared y la membrana) y su secrecion ocurre en un sitio especifico de la
pared celular. Ya en la pared celular, esta glicoproteina media la adhesion por la interaccién
con elementos de la matriz extracelular de las células del hospedero (114).

Gp43 tiene actividad proteinasa (endopeptidasa) a pH 4cido (183). Esta
glicoproteina tiene un efecto proteolitico en el coldgeno, la elastina y la caseina. La
digestion de las proteinas de la matriz extracelular es importante para la implantacién del
hongo en los tejidos (181). Ademds, esta interacciéon depende también de la accion de otras
proteasas que degradan la matriz extracelular (184).

Gp43 también es importante porque inhibe la fagocitosis y la muerte intracelular del
hongo, protegiéndolo, segin la ruta de infeccidn, e induciendo fuertemente la formacién de
granulomas en estudios in vitro (185). Asi, la reduccién de la expresion de Gp43 favorece
la fagocitosis por la activacién de macréfagos debido al incremento de IFN-y y TNF-a,
causando la reduccién de la carga flingica, debido al tipo de respuesta inmune inducida de

tipo Tyl (184).
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Ademads, al evaluar in vitro la interaccion entre Gp43 con los receptores TLR2 y
TLR4 de los neutréfilos se pudo concluir que la glicoproteina promueve el escape a la
respuesta inmune del hospedero al modular la liberacion de IL-17 A y PGE2 de los
neutrdfilos a través de la interaccién del TLR2 y TLR4 (186).

Adicionalmente, Gp43 estd involucrada en la apoptosis de las células fagociticas
generando un estado de hiporeactividad de las células T ante P. brasiliensis. Por otro lado,
el hongo permanece viable en el citoplasma de las células epiteliales e inicia su proceso de
gemacion, siendo capaz de gemar mds cuando estdn libres dentro del citoplasma que
cuando estdn dentro de fagolisosomas. P. brasiliensis puede entonces evadir la respuesta
inmune, al disminuir los mecanismos de defensa del hospedero (187).

En términos generales podemos decir entonces que la Gp43 es un antigeno
inmunodominante y un factor de virulencia, ya que permite al hongo evadir los mecanismos
de defensa del hospedero y perpetuarse en los tejidos (188).

Finalmente, esta glicoproteina es ampliamente utilizada para el diagndstico
inmunolégico de pacientes con PCM ya que el 100 % de los casos de PCM por P.
brasiliensis son positivos para esta glicoproteina (183). Sin embargo, P. [utzii posee una
glicoproteina ortéloga de Gp43 llamada Plp43, y que posee solo unos pocos epitopos en
comun con esta proteina, razén por la que Gp43 no deberia utilizarse para el diagndstico de

P. lutzii (189).

6.2.1.2. 32 kDa hidrolasa (PbHAD32)

Esta adhesina se conoce como PbHAD32, es miembro de una familia de hidrolasas,
y se une a laminina, fibronectina y fibrinégeno. Se ha demostrado su importancia en la
adhesion inicial de las conidias a las células en los pulmones (64,102,176). Asimismo, tiene
un papel importante en el dimorfismo en los cambios de levadura a micelio y viceversa

(190).

6.2.1.3. Proteina de 30kD (Proteina 14-3-3)

La proteina 14-3-3 estd localizada en el citoplasma y en la pared celular y su

concentracion en la pared se ve aumentada considerablemente durante la infeccion.



43

Ademds, podria estar involucrada en la biosintesis del ergosterol. Ha sido descrita como
una “moonlighting protein” (proteinas que evolucionaron y desarrollan mds funciones que
su ancestro). Esta proteina muestra afinidad para unirse a laminina, demostrando su
importancia en las primeras etapas de la adherencia (102,191).

La silenciacién de Pb14-3-3 altera considerablemente la morfologia de las levaduras
y obstaculiza el cambio morfolégico sin afectar la viabilidad celular. Ademads, se reduce
significativamente la virulencia del hongo en un modelo de infeccién en el invertebrado

Galleria mellonella (192).

6.2.1.4. Enolasa

Es una proteina de 54 kDa que se une a laminina, fibronectina, plasmindgeno y
coldgeno tipo I y IV (193) y tiene una actividad glicolitica ampliamente conocida. La
habilidad de la enolasa para unirse al plasmindgeno estd mediada por mecanismos
dependientes de lisina, por la degradacién de la matriz extracelular y por el aumento de la
invasion (194,195). Esto favorece la internalizaciéon en los tejidos del hospedero por
modificacion de la superficie celular al degradar la fibronectina. Por tanto, juega un rol
importante en el establecimiento de la PCM (113,176). Ademas, su expresion permanece
aumentada hasta siete dias en pulmoén, bazo e higado de ratones, sugiriendo su importancia

en los procesos de adhesion e invasion (102).

6.2.1.5. Malato sintasa (MLT)

La malato sintasa es una enzima que participa en la via de glioxilato y en el caso de
Paracoccidioides spp. es también necesaria en la via de degradacién de alantoina, para
utilizar purinas como fuente de nitrogeno (178). Esta enzima convierte el glioxilato y el
acetil-CoA en malato (196).

La malato sintasa se encuentra en la pared celular e interactia con otras adhesinas
como la enolasa y la triofosfato isomerasa, interaccion que potencia la adhesién de
Paracoccidioides spp. Se une a ciertos componentes de la matriz extracelular como
coldgeno tipo I y IV y la fibronectina en los neumocitos (113). Ademas, interactiia con

proteinas de diferentes categorias como las involucradas con transporte celular, biosintesis
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de proteinas, degradacién de proteinas, modificacién y transduccién de sefiales. Todo esto
sugiere que la malato sintasa es importante en diversos roles, y se considera también como
una “moonlighting protein” (197).

La enzima se sobre-expresa durante la transicién de micelio a levadura y en células
levaduriformes durante la fagocitosis por macréfagos de origen murino (198). Los
anticuerpos anti-malato sintasa de Paracoccidioides spp. inhiben la interaccién con las
células epiteliales in vitro, lo cual sugiere que esta proteina contribuye en la adhesion entre

el hongo y las células del hospedero (178).

6.2.1.6. Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)

La enzima gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es una enzima
glicolitica que cataliza la conversion de gliceraldehido 3 fosfato en 1,3-bifosfoglicerato. La
forma més comun de la enzima es la forma NAD+ dependiente, tipicamente ubicada en el
citoplasma (199). Ademads de estar localizada de forma intracelular, la GAPDH también
estd presente en la parte mds externa de la pared celular de Paracoccidioides spp. en la
forma levaduriforme y en mayor cantidad que en el citoplasma. La presencia de esta
enzima en la pared y en vesiculas extracelulares durante el cambio de micelio a levadura
sugiere su participacion en la patogénesis (200).

Se ha demostrado la interaccién de esta enzima con la laminina, la fibronectina y el
colageno tipo I. Asi, esta enzima participa en las etapas iniciales de la infeccion fungica ya
que se ha observado una reduccién en la interaccion entre Paracoccidioides spp. y las
células epiteliales al confrontar la levadura con anticuerpos policlonales anti-GAPDH, lo
cual sugiere que esta proteina puede ser importante durante el proceso de infecciéon (201).
Finalmente, estudios de inducciéon de genes en presencia de las levaduras en higados
animales, para simular la diseminacion hematégena del hongo, muestran una
sobreexpresion del gen asociado a esta enzima, lo cual refuerza su potencial como parte

activa del proceso de infeccion (202).
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6.2.1.7. Fructuosa 1,6 bifosfato aldolasa (FBA)

La enzima fructosa 1,6 bifosfato aldolasa (FBA) cataliza la reaccion reversible que
divide la fructuosa 1-6 bifosfato en dos triosas fosfato, dihidroxiacetona fosfato y
gliceraldehido 3 fosfato. Esta es una reaccién comun en glicélisis y gluconeogénesis (203).
Paracoccidioides spp. contiene dos genes que codifican por la FBA. Esta duplicacién
supone distintas funciones para las dos enzimas ya que se ha observado una expresion
diferencial de ambas enzimas (Pbfbal y Pbfba2), lo cual indica diferencias funcionales
entre ellas (204). Esto se conoce como un gen pardlogo, el cual supone la adquisicién de
una nueva funcion, siempre y cuando la funcién esté relacionada con la funcién original
(205). En este caso el transcripto pbfba2 se detecta solo en la forma micelial, mientras que
la pbfbal es detectada en la forma levaduriforme (204).

Ademas, se conoce también que la FBA en la superficie celular tiene propiedades
inmunogénicas (206). En el género Paracoccidioides spp., ambas isoformas pueden unirse
al plasmindégeno humano y convertir el plasminégeno en plasmina en presencia del
activador de plasmindgeno tisular, el cual puede incrementar la capacidad fibrinolitica del

hongo, por lo cual estaria involucrado en el proceso de adhesion (207).

6.2.1.8. Triosa fosfato isomerasa

Esta enzima interconvierte rdpidamente la dihidroxiacetona fosfato en D-
gliceraldehido 3-fosfato (206). Se ha encontrado esta enzima en vesiculas extracelulares de
P. brasiliensis (178). La expresion de esta enzima incrementa cuando el hongo toma la
forma levaduriforme y es importante en la interaccion hospedero-parasito al interactuar con
los neumocitos a través de la unién a componentes de la matriz extracelular como laminina
y fibronectina. Anticuerpos contra la triosa fosfato isomerasa de P. brasiliensis inhiben la

adhesion a células epiteliales (151).

6.2.1.9. Isocitrato liasa

Durante el dimorfismo, especialmente en condiciones de estrés nutricional aumenta
la transcripcion de la enzima isocitrato liasa, que convierte el isocitrato en glioxilato y

succinato (196). Esta enzima es importante para generar piruvato en condiciones de
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glicdlisis baja y cuando la beta-oxidacion de dcidos grasos es la principal via para obtener
carbono. Se sugiere que participa en la via de degradacion de alantoina, la cual permite a
las células obtener nitrégeno a partir de purina (64,102).

Este gen es regulado de acuerdo a las concentraciones de carbono en el ambiente,
induciéndose su expresion en momentos de interaccion entre el hongo y el macréfago bajo
condiciones de privacion de carbono (208). El transcrito de la isocitrato liasa es inducido
durante la fase levaduriforme y durante la fase de transicion de micelio a levadura (209).
Estas son razones para considerar que la inhibicién de esta enzima de acuerdo a las
concentraciones de carbono puede afectar el crecimiento y la diferenciacion del hongo
(208).

En cuanto a la adhesion, esta enzima se une a fibronectina, coldgeno tipo IV y
células epiteliales. Se ha observado ademds que esta enzima es secretada a la superficie,

reforzando su importancia en la interaccion hongo-hospedero (208).

6.2.1.10. Factor de elongacion mitocondrial TufM

La proteina TufM (antes conocida como EF-Tu) (114) posee funciones entre las
cuales se encuentran la adhesion, invasién y modulacién del sistema inmune (210). En
aislamientos de P. brasiliensis, se expresa en la superficie del hongo y facilita la unién a
fibronectina y plasmindgeno participando en la interaccidon con las células pulmonares
(211).

Se ha estudiado el efecto de la regulacion negativa de PBTUFM por medio de la tecnologia
de ARN antisentido para silenciar el gen. Se encontraron diferencias fenotipicas, en la
elongacion de la traduccion, defectos en la respiracion celular, aumento en la reactividad a
especies reactivas del oxigeno (ROS), disminucion de la viabilidad después de la
fagocitosis y reduccion de la interaccion con los neumocitos. Estos resultados han
correlacionado con los observados en modelos experimentales con Galleria mellonella y
modelos murinos, evidenciando la importancia de PbTUFM en la adhesién y la virulencia

de P. brasiliensis y su potencial como posible blanco en el desarrollo de antiftingicos (212).
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6.2.1.11. Otras moléculas asociadas a la adhesion: Aconitasa y Fosfolipasa B

La aconitasa estd involucrada en la generacion de energia al catalizar la
isomerizacion de citrato a isocitrato en el ciclo de Krebs y el ciclo del glioxilato. De esta
manera, facilita la formacién de precursores esenciales para la biosintesis de aminodacidos,
dcidos grasos y carbohidratos (206).

Es una proteina de 80 kDa descrita en P. brasiliensis que se expresa principalmente
en las formas levaduriformes en asociacion a la pared celular, a las mitocondrias, al citosol
y a los peroxisomas (213). Durante la fase levaduriforme, la expresion de la aconitasa
aumenta en condiciones de altas concentraciones de hierro, lo que indica un rol importante
en el metabolismo de este metal y en la defensa contra el estrés oxidativo (214).

Finalmente, la fosfolipasa B es una enzima involucrada en la interaccién temprana
con el macréfago, que es crucial durante la invasion, y se sugiere que modula la respuesta
inmune. Fue descrita al detectarse la actividad proteinasa y fosfolipasa de cepas de P.
brasiliensis en medios de cultivo suplementados con albiimina y yema de huevo como
sustratos para la evaluacion de produccién de enzimas (215).

El rol de la fosfolipasa B se determiné al enfrentar levaduras de P. brasiliensis a
macréofagos alveolares en presencia de inhibidores de la enzima y de surfactantes. En
presencia de inhibidores de la fosfolipasa, se observé una inhibicién de la adhesion e
internalizacion de las levaduras en los macréfagos y una regulaciéon negativa de genes
involucrados en la fagocitosis (por ejemplo, 7TLR2 y CD14), asi como una disminucion en
la respuesta inflamatoria. En contraste, en presencia de surfactante pulmonar, aument6 la
actividad de la fosfolipasa y la internalizacion del hongo. El surfactante pulmonar no altera
la produccién de citoquinas, mientras que el inhibidor de la fosfolipasa disminuyé los
niveles de IL-10 e increment6 los niveles de IL-12 y TNF-a. Por ende, la actividad de esta
enzima esta involucrada en el proceso de adhesion e internalizacion de levaduras dentro de
los macréfagos y puede disminuir la activacién de macréfagos al favorecer una respuesta
de tipo Tu2 (216).

En la figura 14, se resume esquemdticamente las adhesinas descritas en

Paracoccidioides spp. y sus ligandos.
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Figura 14. Representacién esquemadtica de la afinidad de las adhesinas de Paracoccidioides spp.

Ver texto para los acrénimos y mayores detalles. Elaboracién propia segtn las referencias citadas en el texto.

6.2.2. Dimorfismo: cambios a nivel de la pared celular

Durante la fase micelial, Paracoccidioides spp. tiene en su pared el -1,3-glucano
como polimero principal. La levadura multigemante reduce este polisacarido al minimo y
lo sustituye por a-1,3-glucanos y quitina en mayor proporcion, con cierta variacion entre
los diferentes aislamientos de Paracoccidioides spp. (64,102,113,179,217).

Diversos estudios han relacionado la expresion de la a-(1-4) amilasa con la sintesis
de a-1,3-glucanos. Al silenciar la PbAMY1 con una reduccién de hasta 60 % en el a-1,3-
glucano (218). La exposicion de estos a-glucanos en la capa mas externa de la pared podria
ser una ventaja evolutiva, obstaculizando el reconocimiento de las células levaduriformes
por las células fagociticas, actuando de esta manera como defensa contra la respuesta del
hospedero (219).

Este cambio en los componentes de la pared ha sido relacionado con patogenicidad
y la pérdida de a-glucanos correlaciona con la disminuciéon de la virulencia.
Adicionalmente, el recambio en la pared celular dificulta el reconocimiento por las células

fagociticas ya que los PRR (receptores de reconocimiento de patrones) reconocen las 3-1,3-
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glucanas, desencadenando la fagocitosis, el estallido respiratorio, y la liberaciéon de

citoquinas como TNF-a, IL-12 y otras interleuquinas (102).

6.2.3. Mecanismos de defensa contra el estrés ambiental

Luego de su cambio dimérfico y de la adhesion a los tejidos del hospedero,
Paracoccidioides spp. requiere adaptarse y soportar el estrés ambiental para permanecer
viable en ese ambiente y lograr diseminar a otros sitios para que se dé la progresiéon de la
enfermedad en el hospedero. A continuacién, se detallardn los factores de virulencia que le

permiten a este hongo la sobrevivencia y el crecimiento en los tejidos del hospedador.

6.2.3.1 Melanina

Los pigmentos de melanina estdn presentes en diversos reinos, y estdn asociados
con multiples funciones debido a sus propiedades fisicoquimicas. La melanina, pese a no
poseer una estructura del todo conocida, tiene compuestos inddlicos y/o fendlicos, estad
cargada negativamente, posee naturaleza hidrofébica y un alto peso molecular (102). En el
reino Fungi, especialmente en lo referente a patogénesis, se ha establecido la importancia
de la melanina en la virulencia (220).

P. brasiliensis produce conidias melanizadas después del crecimiento micelial en
medios de cultivo pobres, se producen levaduras melanizadas en medio minimo
suplementado con L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), adicionalmente, se ha
demostrado la melanizacion in vivo en modelos animales (221). Por su lado, durante la
PCM se ha demostrado la presencia de melanina mediante pruebas inmunoldgicas en
muestras de suero de pacientes (222).

Mediante microscopia electrénica se logré6 observar que la melanina en
Paracoccidioides spp. esta distribuida en granulos electrodensos distribuidos en la
superficie celular de las levaduras y en el citoplasma. La sintesis de melanina esta mediada
por la enzima lacasa, la cual estd contenida en vesiculas conocidas como melanosomas
(223) que pueden interactuar con componentes de la pared como quitina para facilitar la

deposicién de melanina dentro de la pared celular (179).
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Los estudios iniciales, en lo referente a melanina y su capacidad de proteger a las
células levaduriformes de P. brasiliensis del sistema inmune del paciente, muestran que las
mananas pueden parcialmente inhibir la fagocitosis y que las células melanizadas fueron
mds resistentes con respecto a las no melanizadas a la accién fungicida y fungistatica de los
macréfagos (224). Ademads, se observa un incremento en la opsonizacién de las levaduras
cuando se adicioné complemento y/o anticuerpos antimelanina (225).

Andlisis in vitro han demostrado que las células melanizadas son menos
susceptibles al 6xido nitrico, los derivados oxidantes del oxigeno (ROS), hipoclorito de
sodio y peroxido de hidrégeno con respecto a las células no melanizadas. Estos estudios
correlacionan con la infeccidén en modelos murinos, los cuales muestran un incremento en
el crecimiento fungico de las levaduras melanizadas con respecto a las no melanizadas,
atribuible a la reduccién de la internalizacidon por células fagociticas y el aumento de la
resistencia ante la muerte celular. Por lo tanto la melanina promueve la virulencia del
hongo por inhibicion de la fagocitosis y neutralizacién de los agentes oxidantes generados
por las células inmunes (102).

Por otro lado, la resistencia a la inhibicion fotodindmica y a diferentes antifungicos
sobre aislamientos de Paracoccidioides spp. melanizados se puede atribuir a los niveles
bajos de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno (ROS Y RNS) (226). Ademas, los
datos de concentraciones minimas inhibitorias (MIC) muestran que las levaduras
melanizadas son menos susceptibles principalmente a la anfotericina y al itraconazol. Esto
puede ser atribuido a la reduccion en la permeabilidad de la pared, que la melanina
neutraliza los radicales libres liberados por las membranas dafadas o a una interaccién con

la droga (102,224-226).

6.2.3.2 Vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares son semejantes a los exosomas observados en
mamiferos. Este compartimento extracelular estd compuesto de una bicapa lipidica que
tiene el potencial de regular la patogenicidad durante la infeccion fungica. Sin embargo,
poco se conoce sobre estas vesiculas, salvo que cruzan la pared celular y pueden transportar
moléculas que son muy importantes en la adquisiciéon de nutrientes, defensa celular y en la

modulacion de la respuesta inmune. Sin embargo, actualmente no se conoce cémo logran
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atravesar la pared celular y alcanzar el espacio extracelular y cémo logran modular la
respuesta inmune (227). Andlisis realizados en hongos como Histoplasma capsulatum,
Candida albicans, Candida parapsilosis 'y Sporothrix schenckii sugieren que podrian tener
estas vesiculas y algunos autores las denominan “bolsas de virulencia” (223).

En el caso especifico de Paracoccidioides spp., las vesiculas estdn cargadas de
componentes antigénicos como a-galactopiranosil (228). El andlisis comparativo de las
vesiculas extracelulares de Paracoccidioides spp. con vesiculas de otros hongos como C.
neoformans y H. capsulatum encuentra una alta similitud con estas (229).

Algunas de las proteinas contenidas en las vesiculas extracelulares podrian tener un
rol claro durante la infeccion, algunas de ellas son la superéxido dismutasa, peroxiredoxina
mitocondrial y tioredoxina, enzimas relacionadas con la homeostasis de las especies
reactivas de oxigeno y la promocién de la viabilidad fingica intracelular. Interesantemente
la composicién de estas vesiculas estd fuertemente afectada por las condiciones de
crecimiento, sugiriendo su adaptacidon y sobrevivencia en condiciones ambientales con
funciones muy diversas de sefializacion celular y respuesta al estrés (229,230).

Finalmente, la superficie de las vesiculas de Paracoccidioides spp. pueden ser
reconocidas por el sistema inmune, luego de la incubacion por 48 horas de las vesiculas con
macréfagos peritoneales murinos se indujo la liberacion de mediadores proinflamatorios

como NO, IL-12, IL-6, TNF-a e IL-1p (231).

6.2.3.3. Defensa contra el estrés oxidativo

El estallido oxidativo de los macréfagos esta caracterizado por el incremento en la
captura de oxigeno y la produccion de ROS que permiten la liberacion de enzimas
hidroliticas y metabolitos toxicos. El fagolisosoma es el sitio dentro del macréfago donde
se busca eliminar al hongo. Los macréfagos tienen actividad fungicida ejercida por medio
de moléculas como el 6xido nitrico, que es producido cuando se da la activacion del
macréfago por IFN-y (232,233).

Paracoccidioides spp. inicia un cambio metabdlico para tolerar el ambiente dentro
del macréfago al activar la via de las pentosas fosfato que permite una mayor produccién
de NADPH que proporciona un mecanismo de defensa contra los grupos sulfhidrilo y los

ROS del hospedero al mantener el glutation en un estado reducido (64,102). Ademads, en
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respuesta al peréxido de hidrégeno, Paracoccidioides spp. induce la activacion de enzimas
antioxidantes como catalasas, citocromo C peroxidasa, tiorrexina y superéxido dismutasa.
De esta manera, se mantiene la fuente de electrones para el sistema glutation peroxidasa y
asi mantener el potencial redox (214). Estos datos correlacionan con la regulacién positiva
de genes que codifican para las enzima catalasa peroxisomal y la superéxido dismutasa de
manganeso en células levaduriformes que infectan macréfagos en medios con disminucién

de glucosa y aminodcidos (234).

6.2.4. Invasion y diseminacion

Para muchos microorganismos patdgenos, la invasion a las células del hospedero es
un paso critico para el mantenimiento de la infeccion (95). Al avanzar la infeccidn a través
del tracto respiratorio, Paracoccidioides spp. deberd cruzar los tejidos para lograr
permanecer en el hospedero. En ese sentido, las células epiteliales del pulmén son
importantes como posibles reservorios de hongos patégenos como Paracoccidioides spp. al
protegerlas de la fagocitosis (95,141,187,235).

El proceso de invasion a las células involucra una serie de cambios, tanto en el
citoesqueleto de la célula fingica, como en la del hospedero (236). Asi, la internalizacion
del hongo es un paso fundamental para el desarrollo y la cronicidad de la enfermedad,
maxime cuando este hongo no es intracelular (140). Adicionalmente, la migracién de las
levaduras por las células endoteliales es necesaria para la multiplicacién en multiples
organos y lograr la diseminacién desde el pulmon. Debido a que es dificil la observacion de
la adhesion de P. brasiliensis a 1a monocapa del sistema endotelial in vitro, se ha postulado
que la migracién del hongo se da a través de la capa endotelial de manera muy répida (141).
De esta manera Paracoccidioides spp. podria cruzar el endotelio con rapidez, y
probablemente pueda invadir tejido subcutdneo, la diseminacién hematdgena constituyendo
entonces la primera etapa en el desarrollo de innumerables nuevos sitios de infeccién (141).
A continuacién, se describirdn modificaciones en las células hospederas inducidas por
Paracoccidioides spp., la transduccion de sefales y la formacion de biopeliculas por este
hongo, fendmenos involucrados en la invasiéon de los tejidos y la diseminaciéon del

patdégeno.
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6.2.4.1. Rearreglo del citoesqueleto de las células no fagociticas

Muchos organismos patégenos pueden invadir las células del hospedero vy
posteriormente usar ese ambiente para multiplicarse, para atravesar tejidos y causar
enfermedad invasiva o poder escapar de la respuesta inmune. Las células fagociticas y las
no fagociticas como las células epiteliales y las endoteliales pueden ser invadidas por
Paracoccidioides spp. La invasioén celular ocurre porque el microorganismo induce ser
endocitado por las células, promoviendo sefiales intracelulares especificas en las células del
hospedero, induciendo rearreglos del citoesqueleto en el punto de contacto (141).

Se ha demostrado que P. brasiliensis induce una modificacion de la estructura del
citoesqueleto de las células del hospedero y que esto interfiere con la tubulina, actina y
componentes de la citoqueratina (182). P. brasiliensis expresa al menos dos mecanismos
diferentes de invasion, uno dependiente de microfilamentos y otro dependiente de los
microtubulos. La expresion de una u otra via podria depender de la presencia de receptores
de membrana especificos y esto ocurriria bajo condiciones especificas. Sin embargo, los
mecanismos y los receptores alin no se conocen (141).

Paracoccidioides spp. induce la produccion de pseudépodos en las células
epiteliales, por movimientos de actina en la superficie celular, promoviendo su endocitosis.
La formacién de estos pseuddépodos viene acompafiada por la acumulacién de
microfilamentos de las células epiteliales en el citoplasma y alrededor del hongo. Este
mecanismo no es utilizado por todos los microorganismos, por lo cual se considera un
factor de virulencia de P. brasiliensis (95,182).

Por otro lado, el rompimiento de la citoqueratina por P. brasiliensis puede
involucrar enzimas especificas como por ejemplo la proteina Gp43 (188), causando pérdida
de la estructura de los filamentos. Esta degradacion de citoqueratina puede explicarse por el
proceso de invasion in vitro y la capacidad de Paracoccidioides spp. de cruzar las barreras
epiteliales (187).

La sobrevivencia de P. brasiliensis en el ambiente intracelular puede ser un
mecanismo protector contra los componentes involucrados en la respuesta inmune y en la
actividad de los antifungicos. Por otro lado, los organismos patégenos pueden aumentar su

habilidad para persistir en el hospedero al causar la muerte de las células inmunes (141).
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6.2.4.2. Modulacion de la apoptosis de células del hospedero

Las células no fagociticas carecen de una maquinaria microbicida como la de las
células fagociticas profesionales. La muerte de estas células infectadas por P. brasiliensis
puede proveer una ruta de diseminacién a largas distancias dentro del organismo. Otra
hipétesis es que la internalizacién de las levaduras en las células apoptéticas permite la
entrada dentro de los macréfagos sin estimular la actividad microbicida (141). En ese
sentido, P. brasiliensis induce la apoptosis de las células epiteliales y permanece viable
dentro de las células y con capacidad de multiplicarse. Asi, la induccién de la apoptosis
podria explicar la eficiente diseminacion tisular y por via hematogena de P. brasiliensis
(182).

Por otro lado, Paracoccidioides spp. puede inducir la apoptosis en macréfagos,
mecanismo conservado entre varios patogenos. Dicha apoptosis puede eliminar los
fagocitos en los tejidos disminuyendo su accion sobre el hongo. Ademas, puede estimular
la respuesta inflamatoria y ser beneficioso para el hongo al facilitar la invasion de tejidos
como consecuencia del dafio causado por esta inflamacién (237, 238). En cultivos de
células mononucleares de sangre periférica de pacientes con PCM estimulados con Gp43 se
encontraron niveles altos de IL-10. La adicién de un anticuerpo anti-IL-10 aumenta el nivel
de apoptosis en células, sugiriendo un rol antiapoptético de la IL-10 (239).

En resumen, se considera que la invasion de células del hospedero tanto las
fagociticas y no fagociticas puede tener consecuencias en cuanto a la invasion de tejidos y

la diseminacion a sitios extrapulmonares (182).

6.2.4.3. Modulacion de la transduccion de sefiales en las levaduras

Los hongos patdgenos han desarrollado una diversidad de estrategias para
interactuar con las células del hospedero y manipular su comportamiento, para asi
sobrevivir y propagarse. Durante este proceso, un gran nimero de vias de sefializacion
fingicas son activadas. Utilizando estudios in silico se han descrito varias rutas de

sefializacion (240):
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1. Senalizacion de protein quinasas activadores de mitégenos, con consecuencias en la

integridad celular, construccién de la pared, osmorregulacion y reproduccion;
2. Sistema AMPc que regula el desarrollo del hongo y su virulencia;
3. Proteinas Ras que permiten la interaccion entre diversas cascadas;

4. Sistema calcio-calmodulina-calcineurina controla la viabilidad celular bajo el estrés

oxidativo, temperaturas altas y la integridad de membranas y pared celular;

5. Via de la rapamicina controla el crecimiento celular y la proliferacion.

Estas vias de sefializacion son generalmente pleiotrdpicas, pues poseen diversidad
de efectos a nivel intracelular, sobre el citoesqueleto, factores de transcripcion y regulacion
nuclear que a su vez pueden tener efecto sobre la expresion de otros genes. Estas vias de
sefnalizacion se consideran que pueden ser expresadas tanto en la forma micelial como en la
forma levaduriforme (241-243). En la mayoria de los casos, falta dilucidar cada paso en la
interaccion del hongo con las células del hospedero y esclarecer la importancia de cada una
de estas vias en la virulencia y adaptacion del hongo a la vida parasitaria y los procesos de

invasion y diseminacion (141).

6.2.4.4. Formacion de biopeliculas

Durante el ultimo estado del proceso de infeccidn, la habilidad para establecerse en
nichos distantes por medio de la formaciéon de biopeliculas representa un factor de
virulencia critico (64,102). P. brasiliensis puede colonizar superficies y formar biopeliculas
en su forma levaduriforme. La biopelicula fingica consiste en una red densa de células
levaduriformes caracterizadas por la expresion de genes que codifican adhesinas como la
Gp43 y la GAPDH, asi como enzimas hidroliticas, necesarias para la adhesion, la invasion
y la destruccién de tejidos (113,180).

La formacién de biopeliculas por el hongo puede ser un factor critico en la
persistencia de la infeccion flngica, ya que puede dificultar la accion de los antiftingicos y

contribuir al estado crénico de la enfermedad. Por otro lado, la Gp43 presente en la
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biopelicula puede inhibir la capacidad fagocitica y fungicida de los macréfagos, mediante

la unién a los receptores de manosa e induciendo la produccién de IL-18 (244,245).

6.2.4.5. Otros mecanismos de perpetuacion del hongo

Otros mecanismos de permanencia del hongo en el hospedero corresponden a
enzimas particulares de Paracoccidioides spp. y la atrofia del timo por este patégeno
fungico. En primer lugar, se ha descrito una serina tiol proteinasa extracelular (PbST)
involucrada en la degradacién de componentes de la membrana basal en estudios in vitro,
incluyendo la laminina, fibronectina, coldgeno tipo IV y proteoglicanos, sugiriendo su rol
en la invasion fingica a los tejidos y la diseminacién (102).

Otra estrategia de evasion del sistema inmune se realiza alterando el repertorio de
células T. La diferenciacion y maduracion de las células T se produce en el timo, por lo que
la integridad del microambiente timico es crucial para el desarrollo y la maduracion de los
timocitos (246). Datos experimentales en modelo murino de PCM aguda muestran que la
infecciéon con células levaduriformes promueve la atrofia del timo y la consecuente
desorganizacion de las células epiteliales y el aumento de la expresion génica de
mediadores inflamatorios. Esto disminuye la diferenciacion de las células T especificas de
patégenos conduciendo a la inmunosupresion del hospedero, lo que permite que
Paracoccidioides spp. pueda multiplicarse dentro del microambiente del timo (246,247).

En la figura 15 se resumen algunos de las estrategias de adaptacion y de defensa al

estrés ambiental de Paracoccidioides spp.



57

Célulasepiteligles

Micelio

oo [0 |

“Aotosis‘?
Q pop
w2y

Dimorﬁsmo¢ p1-3 glucanos ‘
e b - - ___ - O O

<% » Inhibe fagocitosis 7 ‘ C"g )

Diseminacion
Levadura
o1-3 glucanos
Inhibe / |
reconocimiento po N Apoptosis
2 los PRR

Macréfago

VE y melanina inhiben 6

fagocitosis y favorecen

resistencia a la accién
fungicida

Levadura con
melanina Sobrevivencia luego de
fagocitosis (resistencia

estrés oxidativo)

%';:098

Formacién de

Secrecion de
4 vesiculas

biopeliculas extracelulares (VE)

Figura 15. Adaptacion, defensa contra el estrés ambiental y diseminacién de Paracoccidioides spp.

Algunos de los mecanismos de adaptacion y de defensa ante el ambiente hostil en el hospedero son: 1. El
dimorfismo al cambiar la composicion de su pared y cambiar morfolégicamente; 2. La sintesis de granulos de
melanina; 3. La formacién de biopeliculas; y 4. La secrecién de vesiculas extracelulares. Por otro lado,
cuando el hongo es endocitado (5) es capaz de sobrevivir y de inducir la apoptosis de la célula hospedera; en
caso de ser fagocitado (6) puede sobrevivir resistiendo a las condiciones adversas. En ambos casos, la
capacidad de multiplicarse le permite su posterior diseminacién sistémica (7). Ver detalles en el texto.

Elaboracién propia segin las referencias citadas en el texto.

Los factores de virulencia del hongo dimorfico Paracoccidioides spp. pueden
dividirse en diferentes categorias, varias veces entremezcladas, y que se dividen en factores
que ayudan a: i. la adhesion (glicoproteinas y enzimas de pared); ii. al crecimiento en el
hospedero (dimorfismo y crecimiento a 37 °C, obtencion de nutrientes...); iii. la resistencia
al estrés y detoxificacion (melanina...); iv. la invasién y la diseminacién (formacién de

biopeliculas...); y v. la evasion de la respuesta inmune (113).

En el cuadro 1, se resume la informaciéon mas relevante sobre los factores de

virulencia descritos en este patdgeno fingico.



Cuadro 1. Moléculas involucradas en la virulencia de Paracoccidioides spp.
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Moléculas Funcién Referencias
Une y estabiliza la calcineurina controlando la diferenciacién
celular.
Hsp90 Promueve la adaptaciéon ante el dafio por cambios de (102)
temperatura.
Coordinacién del crecimiento celular y (241.242)
Rho GTPasa Morfogénesis de las células levaduriformes. ’
Promueve la evasion de la respuesta inmune.
SCONC Regul/a . negativamente la via de asimilaciéon de sulfuro 62.111)
inorgénico.
Une a laminina y fibronectina.
Inhibe la fagocitosis y la muerte celular.
Actividad proteinasa.
Gp43 induce produccién IL-18. (181,182)
Altera la estructura del citoesqueleto.
Modula la apoptosis.
. Actividad proteinasa y fosfolipasa.
Fosfolipasa B Activa maf:)r(’)fagos, ni/odula laprespuesta inmune, (215)
Enolasa Une laminina,' fibronectina, plasminégeno, colageno [ y IV. (193)
Degrada matriz extracelular.
32 kDa hidrolasa Une laminina, fibronectina y fibrinégeno. Induce apoptosis. (182,217)
30kDa o proteina Biosintesis de ergosterol. Adhesién a laminina. Importancia (192)
14-3-3 dimorfismo. Modulacién apoptosis.
Triosa fosfato Mantiene glicdlisis.
isomerasa Une a laminina y fibronectina de neumocitos. (151)
(TPI) Interactia con las células epiteliales.
Modula via glioxilato y alantoina.
Malato sintasa Interactia con la enolasa y TPI para potenciar adhesion. (113)
Une coldgeno I y IV y fibronectina.
Gliceraldehido 3 Glicolisis.
fosfato En vesiculas extracelulares. (201)
deshidrogenasa Une laminina, fibronectina, coldgeno tipo I.
Fructosa 1,6 Glicolisis y gluconeogénesis. Dos variantes con diferenciacién en (204)
bifosfato aldolasa expresién Micelio-levadura. Se une a plasminégeno
Mantiene el ciclo de Krebs
. . Mantiene ciclo de alantoina (para obtener nitrégeno).
Isocitrato liasa Une fibronectina, coldgeno tigo IylVy célulasg epiteliales. (208)
Se expresa en las levaduras y en la transicién del dimorfismo.
Ciclo de glioxilato
Aconitasa Metabolismo hierro. (206)
Biosintesis de aminodcidos.
Une fibronectina y plasmindgeno.
Ef-Tu En su ausencia disminuye la sobrevivencia y hay defectos (212)
respiracién con aumento de ROS:
Evita el dafio causado por el estrés oxidativo y las especies del
Citocromo C NO. (110)
oxidasa Promueve sobrevivencia dentro del macréfago.
Potencial factor de virulencia.
SOD citosdlica: previene ante ROS endégeno.
Superdéxido SOD extracitosolica: combate radicales libres producidos por la (229)
dismutasa (SOD) interaccién con el hospedero.
Potencial factor de virulencia.
Catalasas Homeostasis ante ROS enddgenos (catalasa A 'y B) (214)
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Moléculas Funciéon Referencias

se activa principalmente en la presencia de ROS exdgeno y muy
importante como factor de virulencia.

Elaboracién propia, adaptado de las referencias citadas en el cuadro.

En resumen podemos decir que la virulencia es considerada un atributo de un
microorganismo patdgeno que estd fuertemente asociado a la susceptibilidad del hospedero.
En el caso de Paracoccidioides spp., los factores de virulencia le permitirdan al hongo lograr
su sobrevivencia en cada paso del proceso de invasion, desde la instauracion en el sitio
primario de infeccién hasta la diseminacion a otros érganos y su persistencia en el nuevo
nicho. El hongo necesita moléculas como enzimas, pigmentos y estructuras como vesiculas,
asf como también la formacion de biopeliculas para lograr resistir el ambiente nuevo dentro
del hospedero. La modulacion de los factores de virulencia estd mediada por la regulacion
negativa y positiva de cascadas de sefializacion y la expresion de genes que favorezcan su
sobrevivencia. Esta expresion estd modulada por el ambiente en el cual se encuentra el
hongo, sea este el medio saprobio o el parasitico y de su forma estructural, sea esta micelial

o levaduriforme (102).

Sumado a esto Paracoccidioides spp. debe desarrollar estrategias que le permitan
evadir la respuesta inmune del hospedero. Del tipo de respuesta celular y de citoquinas que
predominen durante la exposicion al hongo patégeno, dependera la manifestacion clinica de
la PCM (108). En los ultimos afios, el uso de técnicas moleculares ha permitido comprender
mejor la interaccion que existe entre las células fingicas y las del hospedero. En la
actualidad se conoce que esta relacion es compleja y dindmica y que dependera tanto de los
factores propios del hospedero como de los factores de virulencia expresados por
Paracoccidioides spp. Se espera que este conocimiento permita a futuro el desarrollo de
nuevas terapias para el tratamiento de esta enfermedad que es endémica de América Latina

y manifestada principalmente entre personas en condicion de vulnerabilidad (176).
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7. RESPUESTA INMUNE

El conocimiento de la respuesta inmune desarrollada durante la PCM se ha
ampliado en los dltimos afios, con lo cual se conocen con mayor profundidad los

mecanismos involucrados en la respuesta inmune, sea esta innata o adaptativa (248,249).

La mayoria de los individuos infectados viven en dareas endémicas, pero no
desarrollan la enfermedad. Estos individuos desarrollan el tipo de respuesta de linfocitos T
colaboradores Ty1, que resulta en la formacién del granuloma y el control de la replicacién
con formas fungicas en estado de latencia. Por el contrario, individuos que desarrollan la
enfermedad generalmente tienen deficiencia en la respuesta Tyl (250). Se ha observado
que los pacientes que presentan las formas agresivas de PCM (forma juvenil) desarrollan
una respuesta mixta de tipo Ty2/Ty9, que no forma los granulomas y que activa la
formacion de linfocitos B 'y en consecuencia la respuesta humoral con
hipergamaglobulinemia con predominio de IgE y eosinofilia; mientras que en pacientes con
la forma crénica de PCM predomina la respuesta Tyl7/Ty22 con una respuesta Tyl
deficiente que no permite la resolucion de la infeccion pese a una inflamacion rica en
neutrofilos (249). En los pacientes con formas cronicas y severas de PCM, la respuesta T
reguladora suprime la inmunidad mediada por las células T produciendo anergia de estas

células (175,251).

7.1. Respuesta inmune innata

El primer lugar de contacto entre el sistema inmune y los patdgenos fingicos
corresponde a las barreras fisicas del organismo. Dichas barreras son los epitelios de la piel
y las mucosas de la boca, las vias respiratorias, el tracto gastrointestinal y el tracto

genitourinario (252).

La respuesta inmune innata estd basada en la respuesta mediada por elementos
preexistentes que modulan la interaccién con microorganismos para lograr asi destruirlos o
inhibir su crecimiento. Este tipo de respuesta no genera memoria, y estd mediada por

barreras fisicas, elementos quimicos y diferentes células del sistema inmune (253).
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Los mecanismos de la respuesta innata tienen diferencias dependiendo del sitio en el
que se desarrolle su accion. En el caso del hongo patdgeno primario Paracoccidioides spp.
la infeccion primaria ocurre en el pulmén. Gran parte del conocimiento que se tiene sobre
como se desarrolla la respuesta inmune ante Paracoccidioides spp. se ha desarrollado a
partir de modelos murinos, esto debido a que en los seres humanos la PCM es
diagnosticada en etapas tardias de la enfermedad, lo que ha dificultado la comprension de

los eventos iniciales de la enfermedad (253).

La respuesta en pulmones serd, en primera instancia, la secreciéon de gran cantidad
de proteinas antimicrobianas por las células epiteliales pulmonares, acompafiados de la
accion fagocitica de los macréfagos alveolares que habitan el pulmén (187,253,254). Entre
las proteinas antimicrobianas podemos citar la lisozima que degrada la pared celular, la
proteina quelante de hierro, la lactoferrina; las defensinas, las catelicidinas y las proteinas
de la familia de las pentraxinas que permeabilizan la membrana y son secretadas en la capa

de revestimiento alveolar del epitelio pulmonar (255).

Como toda respuesta innata, la respuesta ante el hongo Paracoccidioides spp.
comprende componentes celulares y humorales. Para facilitar su estudio, se empleard esta
division cldsica, sin embargo, es importante tomar en cuenta que ambas se interrelacionan y

se presentan al mismo tiempo.

7.1.1. Respuesta innata celular

Diversas células estdn involucradas en la defensa contra patdgenos flingicos, entre
estas podemos citar a los macréfagos, neutréfilos, células NK, células dendriticas (DCs) y
linfocitos T. Los macréfagos, neutréfilos y células dendriticas son conocidas por su
capacidad fagocitica y participar en la respuesta innata, asi como establecer el enlace con la
respuesta inmune adaptativa. Su actividad es fundamental para evitar el crecimiento de
patégenos, al estar estimulados por citoquinas, su actividad aumenta y de esta manera

contribuyen a controlar la multiplicacién fingica (112).

La actividad de las células fagociticas estd mediada por las especies reactivas del

oxigeno (ROS) y del 6xido nitrico (RNS), estas moléculas se encargan ademas de disminuir
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los nutrientes necesarios para que el hongo pueda cumplir con sus funciones metabdlicas y

crecimiento (110).

7.1.1.1. Receptores PRRs

En la iniciacién de la respuesta inmune, el reconocimiento de patrones o
componentes especificos de los hongos es critico, estos se conocen como patrones
moleculares asociados a patégenos o PAMPs y son reconocidos por los receptores
reconocedores de patrones o PRRs. Dentro de estos PRRs se encuentran los Toll-like
receptors (TLRs), los receptores de lectina tipo C (CLRs) , los NOD-like receptors, los
receptores tipo RIG, los receptores de manosa (MR) y los receptores de complemento

(256).

La interaccion entre los PAMPs y los PRRs es importante para la sintesis de
citoquinas proinflamatorias, produccion de ROS y activacion de fagocitosis. Sin embargo,
los receptores de dectina 1, MR, TLR-2 y TRL-4 controlan la proliferaciéon de linfocitos
durante la infeccién con P. brasiliensis, 1o que podria tener un efecto negativo con mayor

dafio tisular y dafio proinflamatorio (112,257).

Dentro de los PRRs, los TLR2 y TLR4 y el receptor de dectina 1 tienen un rol
fundamental en detectar los PAMPs de la pared celular fungica. Asi, con los PRRs, células
como los macréfagos, células dendriticas y neutréfilos pueden reconocer a los hongos.
Luego de este reconocimiento inicia la respuesta contra el hongo patégeno por medio de la
fagocitosis y la liberacion de componentes antimicrobianos como los radicales libres y la
produccién de citoquinas. Las citoquinas producidas serdn el enlace entre las respuestas
innata y adaptativa, al inducir la maduracién de los linfocitos CD4" y la formacién de

subgrupos especificos de linfocitos cooperadores, sean estos Tyl, Tu2, Tal7 0 Treg (258).

Los TLR estdn involucrados en la resistencia de células del hospedero ante
patégenos como Candida spp., Aspergillus fumigatus, y Cryptococcus neoformans. Con la
activacion temprana de estos receptores se dard la producciéon de mediadores pro y anti
inflamatorios; del balance de esta produccion dependerda la respuesta innata que se

desencadene (255). En términos generales, el receptor TLR4 es el receptor clave para el
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reconocimiento de lipopolisacaridos, mientras que TLR2 estd involucrado en la interaccién

con peptidoglicanos bacterianos y lipoproteinas (257,259).

Sin embargo, se ha observado que en el caso de P. brasiliensis hay susceptibilidad a
la infeccién cuando se confrontan a ratones deficientes de TLR4 a este hongo con respecto
a los ratones con expresion normal de este receptor. Estudios in vitro han demostrado que
este receptor interactia con P. brasiliensis y esto activa a los macréfagos con aumento en la
sintesis de 6xido nitrico e IL-12. Esta activacion estd asociada con una mayor viabilidad de

las células levaduriformes en los macréfagos infectados (253).

En la fase aguda de la enfermedad pulmonar, la presencia de TLR4 induce una
enfermedad mas severa, esto estd asociado, como se menciond, con los niveles elevados de
NO e IL-12. En la fase crénica, se ha observado una carga fingica aumentada a nivel
pulmonar en ratones con expresion normal de TLR4 esto asociado con el aumento de 1L-12
y anticuerpos de tipo IgM e IgG. Por estas razones es que se considera que la activacion de
macréfagos inducida de forma temprana por TLR4 no puede controlar la infeccién por P.

brasiliensis (260).

Si bien los receptores TLRs son utilizados en la naturaleza para combatir a los
microorganismos, en conjunto los estudios realizados con P. brasiliensis muestran que en
este caso en particular, estos receptores parecen ser utilizados por las células
levaduriformes para acceder a los macréfagos y escapar de otros mecanismos fungicidas o

fungistaticos de la inmunidad del hospedador (253).

A su vez, se ha observado que Gp43 también interactia con los receptores TLR2 y
TLR4. Se ha evaluado el efecto de esta interaccion en monocitos humanos y la produccién
de citoquinas que se induce. Los monocitos se incubaron con anticuerpos dirigidos contra
los tres tipos de receptores (MR, TLR2 y TLR4), en combinacién e individualmente, y se
observé un efecto mds fuerte con la interaccion entre TLR2 y MR. En todos los casos se
elevaron los niveles de IL-10 y la produccion de TNF-a se asocio a los receptores TLR4 y
MR. Se considera que la interaccion entre Gp43 y los monocitos puede afectar la respuesta
inmune innata ya que modula la expresion de estos receptores y la produccién de citoquinas

pro y antiinflamatorias (259).
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Con respecto a los receptores de manosa (MR) se ha descrito su importancia en la
fagocitosis (261). Adicionalmente, se ha observado que las células dendriticas inmaduras
de ratones resistentes a la enfermedad parecen usar los receptores de manosa para

internalizar las levaduras (262).

Otro receptor es la galectina 3 (Gal-3), miembro de la familia de las galectinas, las
cuales unen galactésidos y en el caso de PCM, induce la respuesta hacia Ty2. Estudios
recientes han mostrado que por medio de la Gal-3 se inhibe el crecimiento de P.
brasiliensis ya que inhibe la gemacién. Ademds, se ha visto que Gal-3 impide la
internalizacion de vesiculas extracelulares del hongo por parte de los macréfagos. Se
considera entonces que el aumento de la expresion de este receptor durante la infecciéon
puede afectar el crecimiento flngico y desestabiliza las vesiculas extracelulares,
promoviendo asi la resistencia ante la PCM. En modelos murinos, la deficiencia de Gal-3
lleva a un incremento en la carga flingica y disminucion en la sobrevida de los animales. Se
ha observado que los ratones knock out a Gal-3 mueren rapidamente si se compara con las
cepas salvajes cuando se produce la infeccion. Este efecto antiftingico esta conservado, y se

ha observado también su importancia en el control de la criptococosis (263).

7.1.1.2. Leucocitos polimorfonucleares y células NK

Los leucocitos polimorfonucleares (PMN) tienen la capacidad de eliminar a las
levaduras de P. brasiliensis a través del metabolismo oxidativo. La actividad antifiingica en
células murinas y humanas es estimulada por el IFN-y, GM-CSF e IL-1 e inhibida por la
IL-8 y el TNF-a (264). Se ha demostrado que el TNF-a estimula mejor a los macréfagos
con respecto al IFN-y (265). También se ha observado que los patrones genéticos del
hospedero ejercen una influencia importante en la inmunoproteccion e inmunorregulacion
de la accién de los neutroéfilos, lo cual es muy importante para la posterior regulacion de la
respuesta celular (266). Ademads de la fagocitosis, los neutréfilos forman una estructura
conocida como NET, compuesta por material nuclear (ADN descondensado e histonas) y
material granular como la elastasa; sin embargo en el caso de P. brasiliensis este

mecanismo no es suficiente para controlar la infeccién (267).
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Las células NK tienen la habilidad de matar directamente las levaduras de P.
brasiliensis y a la vez pueden reconocer las células infectadas por mecanismos de
citotoxicidad dependiente de anticuerpos. Estas células se han encontrado en
concentraciones elevadas en la sangre periférica de pacientes con PCM, pero tienen una
actividad citotoxica disminuida. En estudios in vitro se ha demostrado que las células NK
tienen un efecto inhibidor en el crecimiento de P. brasiliensis y ademads las células NK
controlan la entrada de leucocitos PMN a los pulmones de los ratones infectados; esta
observacion refuerza el concepto de que estas células colaboran en la proteccién ante la
PCM vy su funcién es aun mds importante en modelos murinos con deficiencia de linfocitos

T con respecto a los ratones con niveles y funciones normales de las linfocitos T (268).

7.1.1.3. Macrdfagos, ROS y RNS

La infeccion por P. brasiliensis ocurre inicialmente por la inhalaciéon de conidias o
fragmentos de hifa, los cuales llegan a pulmén y eventualmente el sistema inmune puede
controlar la presencia fingica, o se da la evasion de la respuesta inmune con la siguiente
diseminacion a sangre periférica, organos linfaticos y mucosas (269). En la primera linea de
defensa en pulmon, los macréfagos alveolares son importantes para controlar al hongo por
medio de mecanismos de inmunidad innata. Los monocitos y las células dendriticas
también fagocitan particulas y microorganismos, los cuales son llevados via linfética a
nodulos linfaticos (270). Los macrofagos producen citoquinas proinflamatorias como el
IFN-y y TNF-a que modulan la respuesta inmune adquirida (271). De esta manera los

monocitos estarian involucrados en la respuesta tanto adaptativa como innata (270).

La actividad de estas células estd mediada por las especies reactivas del oxigeno o
ROS. En ese sentido, se ha encontrado que los ratones susceptibles presentan una
disminucién en la produccién de peréxido de hidrégeno por parte de los macréfagos, con
respecto a ratones resistentes que presentaron mayores niveles de ROS. La activacién de
macréfagos también esta asociada al IFN-y que potencia la actividad fungicida de estas

c€lulas, en un proceso que es dependiente del estallido respiratorio.

Muchas investigaciones muestran el rol fundamental que tiene el 6xido nitrico (NO)

en la actividad fungicida de los macréfagos, en mecanismos que son dependientes de hierro
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y que permiten la inhibicién del dimorfismo. Durante la infeccién, los macréfagos
peritoneales de ratones resistentes a la infeccion secretan niveles bajos de NO junto a

niveles altos de TNF-a (272).

El NO desempefia un papel dual durante la PCM, se ha observado que ratones
deficientes en la enzima NO-sintasa inducible desarrollan granulomas mejor desarrollados
con respecto a los ratones salvajes, esto a pesar de observar una infeccién fingica con
mayor carga fingica. La secrecion de TNF-a asi como una mayor participacién de los
linfocitos T activados en los pulmones junto con la formacién del granuloma compensan la

deficiencia en la produccién de NO (253,273,274).

En modelos murinos de cepas susceptibles a PCM se ha observado que los
macréfagos se activan con bajas dosis de IFN-y, secrecion aumentada de IL-12 y NO, y
muestran una eliminacion eficiente del hongo. Por el contrario, en el caso de ratones
resistentes a PCM, los macrofagos se activaron de forma deficiente con dosis bajas de IFN-
Y y se secreta [L-12 y NO en baja concentracion y presentan una capacidad fungicida pobre
que correlaciona con la produccién de altos niveles de TGF-f activo. Parece ser entonces
que los macréfagos de ratones susceptibles parecen ser mds eficientes que los macréfagos

de ratones resistentes a PCM (253,272,275).

Esto permite comprender las observaciones de diversos investigadores en las que
inicialmente la carga flngica es mayor en ratones resistentes con respecto a los
susceptibles. Por tanto, la inmunidad innata parece ser més eficiente en las cepas de ratones
susceptibles a la enfermedad con respecto a las cepas resistentes. Esta hiperactividad puede
ser explicada con la alta produccién de NO que es capaz de frenar el crecimiento de P.
brasiliensis, pero también interfiere con la respuesta inmune adquirida que lleva a una

inmunosupresion de la inmunidad mediada por los linfocitos T (275).

En resumen, estos estudios evidencian que el medio pro inflamatorio originado por
la respuesta innata produce una exacerbacion de la respuesta de los linfocitos T CD4+ con
subsecuente enfermedad progresiva. Ademds parece que el crecimiento temprano y no
controlado de P. brasiliensis en el sitio de infeccion parece no perjudicar al hospedero y
puede dar lugar a la presentacion de antigenos a los linfocitos T de forma adecuada y con

enfermedad regresiva (275).
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7.1.1.4. Células dendriticas y otras células presentadoras de antigeno (APC)

Los linfocitos T tienen la capacidad de reconocer antigenos por medio del receptor
en su superficie llamado TCR; los antigenos son presentados por medio de las células
presentadoras de antigeno en el contexto del Complejo Mayor de Histocompatibilidad II.
Entre estas células podemos citar a los macréfagos, las células B, las células endoteliales y
las células dendriticas (CD) las cuales se consideran como verdaderas profesionales por su
habilidad de activar a los linfocitos T (252,255,258). La activacién y maduracién de las
DCs esta asociada con la secrecion de IFN-y, IL-4 y de IL-17 con aumento de la respuesta
de las células Trey. Durante la infeccion las CDs de la periferia son activadas por la
interaccién con los microorganismos o con mediadores inflamatorios y también se estimula
la expresion de MHC II y la co-estimulacién de moléculas como el CD80, CD86 y CDA40.
Las DCs también modifican su expresion de receptores de citoquinas y de moléculas de
adhesion, con lo cual se da la migracion de las CDs de la periferia a la zona T de los
ganglios linfaticos. Una vez activada, la CDs muestra los antigenos a los linfocitos T

ingenuos quienes se activan e inician la respuesta adaptativa (276).

7.1.2. Respuesta innata humoral

Por otro lado, el componente humoral de la respuesta innata incluye el sistema del
complemento y otros factores humorales como péptidos antifiingicos, lectinas de unién a
manosa, defensinas y colectinas que proveen un mecanismo de defensa a través de la
opsonizacién de hongos. En este sentido, es importante citar el reconocimiento de depdsitos
de particulas del complemento con B-(1-6)-glucano de la superficie fingica por medio del
receptor del complemento CR3 el cual es expresado en células como los neutréfilos, los
monocitos/macréfagos y las células NK que llevan a cabo la eliminaciéon de patégenos en
coordinacién con las células fagociticas en un proceso conocido como opsonizacién u

opsonofagocitosis (255).
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7.1.2.1. Sistema del complemento

P. brasiliensis tiene la capacidad de activar la via alterna del complemento y la
adherencia de las levaduras a las moléculas del C3b, de esta manera se facilita la fagocitosis
por los macréfagos (277). Se ha demostrado que cuando se da la opsonizacién de conidias
de P. brasiliensis se media la activaciéon del complemento guiando a la adherencia y
fagocitosis de las conidias por medio del receptor CR3. En modelos murinos se ha
observado que al inactivar con calor y poner los macréfagos en incubacién con anticuerpos

monoclonales anti-CR3, se disminuye la fagocitosis (261).

Tanto la forma micelial como la forma levaduriforme del hongo pueden activar al
complemento y activar la opsonizacién. Por su parte, el CR3 a su vez puede unir 1,3-f-
glucano y mediar la fagocitosis de microorganismos que tienen este compuesto en su pared

celular (261).

7.1.2.2. Citoquinas

Las citoquinas son el puente entre la inmunidad innata y adaptativa, y pueden ser
secretadas tanto por células inmunes innatas como adaptativas. A continuacion, se detallara
brevemente algunas de las citoquinas mayormente estudiadas y consideradas importantes

en la respuesta contra Paracoccidioides spp.

1) IFN-y

La sobrevivencia y el control de la carga fingica estd mediada por la produccion de
citoquinas, principalmente de IFN-y. Al neutralizar el IFN-y, se induce la exacerbacién del
cuadro pulmonar, la diseminacién a bazo e higado, fallo de la respuesta celular especifica y
un aumento de la respuesta humoral adaptativa. Ademds esta neutralizacion cambia la
conformacién del granuloma a nivel pulmonar, con lo cual se da una destruccién de la

arquitectura del pulmoén (278).

No se conoce claramente cudl es la célula encargada de la produccién de IFN-y
durante la fase temprana de la respuesta inmune contra Paracoccidioides spp., sin embargo,

se conoce que las células NK son una fuente importante en otras infecciones fingicas. Se
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considera también que otra fuente importante de IFN-y son los linfocitos T cooperadores y

los citotéxicos (270).

En humanos, se ha observado que la produccién de IFN-y estd asociado con
resistencia y remision clinica (250). Personas con PCM asintomdtica presentan alto
porcentaje de CD8"/ IFN-y*, CD4"/TNF-a" y CD4"/IL-2" si se compara con los pacientes
con la forma crénica y juvenil de la enfermedad. Esto confirma que la respuesta Tyl es

protectora en este grupo de pacientes (270).

2)IL-12

Esta citoquina estimula la produccion de IFN-y y la activacion y proliferacion de los
linfocitos T y las células NK. La infeccién menos diseminada es concomitante con la
disminucién de citoquinas y la produccién de anticuerpos especificos. La administracién de
IL-12 induce lesiones menos severas pero de alta respuesta inflamatoria a nivel pulmonar.

La deficiencia de esta citoquina esta asociada con diseminacion a higado y bazo (214).

La enfermedad severa relacionada con la ausencia de IL-12 estd asociada con la
produccién de anticuerpos especificos y la pérdida del granuloma el cual se convierte en
una lesion no organizada con gran cantidad de eosindfilos y fibrosis pulmonar. Se observan
lesiones metastdsicas con gran carga fiingica en multiples 6rganos, incluidos el corazén, el
timo, rifiones e intestinos, entre otros. Junto con la produccién de anticuerpos se da la

produccion de citoquinas como el TNF-a, IFN-y, GM-CSF, 1L-3, IL-4, IL-5 e IL-10 (279).

3) [L-4

Esta citoquina se considera la mas importante en la respuesta tipo Ty2 y determina
en gran parte la susceptibilidad o la resistencia del hospedero. La deplecion de esta
citoquina promueve una respuesta protectora en modelos animales. Esta interleuquina

puede activar o inhibir la accién fagocitica de las células (248,255,280).

En humanos se ha observado la participacién de la IL-4 en la forma juvenil de la
enfermedad. Esto estd relacionado con la induccidén de subtipos de inmunoglobulinas de

tipo IgE e IgG4. También se ha descrito la producciéon de IL-4 e IL-5 en pacientes con
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PCM activa y en las formas juveniles de la enfermedad (281). Por otro lado en muchos
pacientes con la forma crénica de la PCM no se encuentran niveles aumentados de IL-4,
esto puede indicar que existe otro mecanismo inmune asociado a la severidad de la

enfermedad (282).

4)TL-10

La produccion de esta citoquina estd conservada en la PCM, independientemente de
la forma clinica (282). Ademds, se ha demostrado que existe una relacién negativa entre la
IL-10 y la IL-12. La IL-10 es la citoquina mas abundante en la respuesta temprana tipo
Ty2, la cual se produce después de la estimulacion con el antigeno en las células de nédulos
linfaticos de ratones susceptibles. Por el contrario, ratones resistentes tienen baja
produccion de esta citoquina. Estudios en animales permiten sugerir que en humanos la
deficiencia de IL-10 permite que se establezca una respuesta Tyl mds potente que puede
impedir el desarrollo de la enfermedad. Ademads la produccién tardia de esta citoquina
puede ser beneficiosa ya que impide la produccién de citoquinas tipo 1 y restringe su

actividad inflamatoria deletérea en los tejidos del hospedero (270, 283).

Se han utilizado modelos animales con cepas de ratones que no producen IL-10. En
este escenario, se ha observado una disminucién considerable de la carga fingica a nivel
pulmonar, hepético y de bazo. Se observa también una disminucién en la produccién del
anticuerpos IgG pero con altos niveles de citoquinas. Este hallazgo es consistente con la
actividad inhibitoria que presenta la IL-10. En ratones salvajes se observa la formacion de
un granuloma bien organizado, rodeado de linfocitos y que contiene una gran cantidad de

células levaduriformes en crecimiento con gemacion evidente (270).

5) TNF-a

El TNF-a amplifica la respuesta inmune, promoviendo la formacién del granuloma
y la actividad fagocitica mediada por los macréfagos. Con respecto al granuloma, se sabe
que la expresion de TNF-a esta distribuida de manera difusa y que se expresa en las células

mononucleares alrededor del granuloma, también se expresa en los queratinocitos, lo que
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indica que esta citoquina es importante en la formacién del granuloma pero también en su
mantenimiento (284). Adicionalmente, la produccién sistémica de TNF-a puede ser
responsable de sintomas como fiebre, anorexia, pérdida de peso y dafio tisular,

cominmente asociados con formas moderadas y severas de PCM (285,286).

7.2. Respuesta inmune adaptativa

Diversos estudios epidemiolégicos han estimado que en dreas endémicas mds de 10
millones de individuos pueden estar infectados con P. brasiliensis (136). Sin embargo, una
gran mayoria de estas personas no desarrollan la enfermedad y esto se debe al efecto
protector de la respuesta inmune adaptativa. En este sentido, las células T son el principal
mecanismo por el cual se da esta proteccion, esto por medio de la habilidad de estas células
para secretar citoquinas, activar células fagociticas y ejercer un efecto citotéxico en las
células infectadas; ademads controlan la produccion de anticuerpos, regulan la formacién del

granuloma y limitan la evasion fungica (247, 270).

Como se menciond anteriormente, luego del reconocimiento de diferentes PAMPs
fingicos por medio los PRRs, se da la presentacion celular de antigenos por medio de las
células profesionales presentadoras de antigenos (CPA) que incluyen las células
dendriticas, los macréfagos y los linfocitos B quienes presentan los epitopos antigénicos en
el contexto del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) clase II (MHC-II). El
MHC-II presenta antigenos a los linfocitos T CD4" y propicia su activacién (252, 287).

Las citoquinas son fundamentales en este ambiente de presentacién antigénica, ya
que desencadenan la diferenciacién de los linfocitos T CD4" en subtipos especificos de
linfocitos Ty activados (258, 288). Por su parte, las células dendriticas pueden liberar IL-
12, en este caso la respuesta que se producird serd la diferenciacién de los linfocitos CD4" a
Tyl. Las citoquinas asociadas a Tyl y Tyl7 inducidas por IFN-y e IL-17 producen
inmunidad protectora (Tyl) e inmunidad protectora inflamatoria (Ty17). Por otro lado, el
IFN-y induce la inmunidad celular estimulando la fagocitosis y la liberacion de IL-17 e IL-
22 por los Tyl7, con esto incrementa la respuesta de los neutréfilos y la liberacion de
péptidos antimicrobianos como las defensinas en el sitio de infeccion. Por dltimo, en los

Gltimos pasos de la respuesta inmune, la interaccién entre FoxP3*/CD4" que regula Treg
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liberan el factor de crecimiento transformador (TGF-) e IL-10 para disminuir la respuesta

inflamatoria (256).
7.2.1. Respuesta humoral por anticuerpos

Si bien es cierto en muchas enfermedades la produccién de anticuerpos tiene
importancia para el control de microorganismos, en humanos con PCM, la produccién de
anticuerpos es un marcador de severidad de la enfermedad. De esta manera, pacientes que
presentan formas agudas o cronicas diseminadas tienen alto titulo de anticuerpos,
activacidn policlonal de linfocitos B, y la circulacién de complejos inmunes. Se sugiere que
estos anticuerpos no tienen una funcién protectora, ya que pueden persistir inclusive

cuando se ha dado un tratamiento efectivo contra esta enfermedad (108,270).

Se ha demostrado que la mayoria de los antigenos de P. brasiliensis son T-
dependientes, aunque hay excepciones importantes, incluyendo a Gp43, el cual puede
activar de forma directa a los linfocitos B sin la colaboracién de los linfocitos T CD4". En
ratones susceptibles se ha visto la producciéon de anticuerpos IgGl e IgG2b que estdn

regulados por la IL-4 y TGF-f (289).

La produccion de IgE estd asociada con una respuesta mediada por células T
alterada en los pacientes con PCM. Se ha observado que los pacientes con la forma juvenil
tienen altos niveles de IgE e IgG4 contra el antigeno gp43. Este fendmeno se observa
también en pacientes con la forma adulta de la enfermedad. La eosinofilia forma parte de
este proceso y se ha descrito que existe una relacion inversa entre los niveles de estas

células y la funcidn de los linfocitos T (290).

En estudios experimentales se ha observado que la secrecion de IgA estd asociada
con la enfermedad progresiva en ratones susceptibles. Se ha observado que hay mayor
cantidad de anticuerpos IgA en la forma juvenil con respecto a la forma crénica de la
enfermedad; ademds se han observado niveles aumentados de TGF-B, la cual es
responsable del switch a IgA, la inhibicion de la proliferacion de células T y el deterioro de
la activacién de los macréfagos. También se ha detectado la presencia de TGF- en los
ganglios linfaticos de pacientes con la forma juvenil de PCM vy esto estaria relacionado con

una respuesta antiinflamatoria local (270,290).
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7.2.2. Respuesta adaptativa celular

La respuesta inmune adaptativa celular estd dada por los linfocitos T cooperadores y
citotoxicos. Los linfocitos T cooperadores se subdividen en varios subtipos que serdn
determinantes en la categorizacion de la PCM como se describié al inicio de este
documento. Por su importancia preponderante, un subtipo de linfocitos T cooperadores, los

linfocitos Treg serdn descritos en detalle en un apartado exclusivo.

7.2.2.1. Linfocitos T CD4" y los CD8" en la PCM

Se ha descrito ampliamente que la respuesta involucrada en la resistencia contra P.
brasiliensis es principalmente la Tyl y que la susceptibilidad es debido a la respuesta Ty2
(113,291). A su vez, los pacientes que presentan la forma juvenil aguda tienen una
respuesta de tipo Ty2 con una cantidad importante de citoquinas con actividad supresora de
la respuesta celular como lo son la IL-4, IL-5, IL-10 y el TGF-p; se producen también altas
cantidades de anticuerpos tipo IgG4, IgE e IgA esto regulado por las citoquinas de la
respuesta T2 con una alta presencia de eosindfilos circulantes e infiltrados en los sitios de

lesién (290).

Los individuos con la forma crénica de la enfermedad desarrollan una respuesta
mixta, producen citoquinas Tyl como IFN-y, TNF-a e IL-2 y cantidades variables de IL-10
y de 1L-4. Ademads, producen niveles bajos de anticuerpos si se compara con los pacientes
de la forma juvenil. Por el contrario, los pacientes con las forma asintomadtica presentan
altos niveles de interleuquinas de tipo Tyl como lo son el IFN-y y TNF-a asi como una

respuesta linfocitaria CD8" (108,282).

Como se ha mencionado a lo largo del trabajo, el IFN-y caracteriza a la poblacién
inmune Tyl. Esta interleuquina es importante para la activacion de la respuesta celular. Se
ha descrito que entre los pacientes asintométicos y los crénicos hay un aumento en la

expresion del IFN-y (248,253,292).

La expresion de IL-4 (caracteristica de la respuesta Ty2) varia entre los pacientes,

observandose una mayor expresion en los pacientes con las formas juveniles. Estos
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pacientes tienen una alta expresion del factor de transcripcion GATA-3, lo cual se refleja en
la produccion de IL-4. Esta interleuquina inhibe la respuesta Ty1 e induce la produccién de

IgG4 e 1gE (249).

Con respecto a la respuesta Ty 17 se ha observado que los pacientes que presentan la
forma crénica de la enfermedad producen una mayor cantidad de IL-17 que otros grupos ya
que se ha visto su importancia en la formacién del granuloma (293). En las mucosas y en la
piel de estos pacientes también se pueden encontrar muchas células produciendo IL-17; las

células mononucleares periféricas expresan IL-17 (CD3", CD4", IL-17") (249).

Continuando con los pacientes que presentan la forma crénica de la enfermedad,
estos producen grandes cantidades de IL-12p40 y poco IFN-y. Estos resultados pueden
estar explicados por la IL-23 que presenta una subunidad p40 (282). La IL-23 y la IL-12
son producidas por las CPA (macréfagos y células dendriticas) y tienen actividad
proinflamatoria y estas interleuquinas son reconocidas por inducir la produccion de otras

citoquinas proinflamatorias especialmente IL-17 (249, 294).

Ademds de las reconocidas respuestas Tyl, Ty2 y Tyl7 en la actualidad se han
descrito otras subpoblaciones, entre ellas los linfocitos Ty9. Estos linfocitos producen una
gran cantidad de IL-9 y de IL-21. Estas células requieren IL-4 y TGF-B para su
diferenciacion pero no estd claro si su diferenciacion se da a partir de linfocitos ingenuos o
de Ty2 (295). La IL-9 podria participar en la activacion policlonal de linfocitos B lo cual es

caracteristico de la forma juvenil de la PCM (249,296).

Por otro lado, tenemos a las células Ty22 que se caracterizan por la produccion de
IL-22 y son importantes en la respuesta inflamatoria observada en superficies epiteliales.
En un inicio esta interleuquina se relaciond con las células Tyl7, pero actualmente se
conoce que existen células que producen esta interleuquina sin producir IL-17, las cuales se
llaman Ty22. Esta interleuquina es importante en la respuesta contra bacterias y hongos a
nivel de superficies mucosas (249, 297). Luego de este estudio sobre la inmunologia de
Paracoccidioides spp. se presenta la figura 16 que muestra en términos generales las

posibles respuestas inducidas frente a este hongo.
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Paracoccidioides spp.
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Figura 16. Vias inmunolégicas de respuesta ante la interaccion entre Paracoccidioides spp. y el hospedero.
1) La mayoria de los individuos, no desarrollan la enfermedad debido a la formacién de un granuloma y el
control de la replicacion fingica, mediante una respuesta Tyl. 2) Los pacientes con formas graves llamadas
PCM juvenil, desarrollan una respuesta mixta Ty2/Tx9 que produce una respuesta humoral y alérgica ineficaz
contra el hongo. 3) Los pacientes con PCM crénica producen una respuesta Tyl7/Ty22 junto con una
respuesta Tyl deficiente que no permite el control de la infeccién. Para mas detalles, referirse al texto.

Elaboracién propia segtn las referencias citadas en el texto.

7.2.2.2. Linfocitos T reguladores y sus funciones en PCM

Los linfocitos T reguladores (Tgre,) son muy importantes en la respuesta inmune, ya
que controlan tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa y son esenciales para el
mantenimiento de la inmunotolerancia, control y respuesta contra tumores, trasplantes y
procesos infecciosos. Estas células expresan el factor de transcripcion Foxp3 el cual es
codificado por el cromosoma X. Se conocen dos poblaciones: Tgee de origen timico y Treg
inducidos en la periferia. La importancia de la expresion de Foxp3 es la preservacion de la

tolerancia periférica, lo que se ha demostrado por medio de modelos murinos. La
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deficiencia de este factor durante la infancia lleva a una enfermedad autoinmune progresiva

ligada al cromosoma X (298).

El fenotipo de esta célula es CD4"CD25 Foxp3™. Bajo ciertas condiciones las
células T convencionales pueden convertirse en células Treg, por ejemplo, en presencia de
TGF-B. Otras células T supresoras que no expresan Foxp3 pueden diferenciarse como las T
reguladoras-1 (TR1) y Ty3 pueden ser inducidas por IL-10 y TGF-B y su actividad

regulatoria es mediada por las mismas citoquinas anti inflamatorias (299).

En el caso especifico de la PCM, el dafio de la respuesta inmune celular estd
evidenciado en respuesta hacia la prueba de intradermorreaccion, con presencia de anergia
y disminucién de la proliferaciéon linfocitaria en respuesta a los antigenos fungicos. El
mecanismo asociado a esta inmunosupresion no se ha comprendido bien, pero parece estar
relacionado con el desbalance en la produccion de la supresion de citoquinas como IL-10 y
alta expresion de TGF-p, alta expresion de CTLA-4 en linfocitos circulantes; ademds se ha

observado un incremento en la apoptosis via Fas-Fas L (300).

La presencia de células que expresan Foxp3 en el infiltrado inflamatorio de la lesién
por PCM estd documentado principalmente en pacientes con las formas cronicas de la
enfermedad. Un dato muy interesante es que existe una correlacion positiva entre las
células que expresan Foxp3 y la densidad de células levaduriformes en la mucosa oral.
Ademds pacientes con PCM presentan una gran cantidad de células CD4"CD25 Foxp3* en
circulacion periférica, los cuales vuelven a valores normales luego de tratamiento
antifungico, estas células exhiben alta expresion de moléculas como CTLA-4 que es un
receptor de membrana de linfocitos T que inhibe la funcién de linfocitos citotéxicos. Con la
expresion de CTLA-4 por los Tre, se da una interaccién con ligandos CD80 y CD86 de las
CPA, especificamente DCs y macrofagos induciendo la producciéon de indolamina 2,3
dioxigenasa (IDO). Esta enzima es un potente inhibidor que actia induciendo los
metabolitos pro-apoptdticos via metabolismo del triptéfano, lo que resulta en la supresion
de las células T efectoras. Ademas, la sefalizacion via CTLA-4 aumenta la disponibilidad
para la asociacion entre TGF-$ en la region de contacto entre las Tge, y las células
efectoras, aumentando su actividad supresora. Las células Tgree pueden inducir la apoptosis

de células T efectoras directamente via CD95-CD95L (301).
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La produccion de citoquinas supresivas como TGF-B e IL-10 por los linfocitos Treg
puede contribuir con la supresiéon de la respuesta inmune celular. La TGF- es una
citoquina pleiotrépica con diversidad de funciones, entre las cuales se puede citar la
induccién de la activacién, la diferenciacion, proliferacion y supervivencia de linfocitos
Treg- En accién con la IL-10 la TGF- f modula la respuesta inmune por inactivacion de
macréfagos, se inicia la curacion de los tejidos y el proceso de fibrosis al producir

componentes de la matriz extracelular por los fibroblastos (301,302).

La modulacién de los linfocitos Treg puede tener tanto efectos beneficiosos como
perjudiciales para el hospedero por exacerbacion de la respuesta inmune o porque se puede
dar la proliferacion excesiva del agente infeccioso. Ademads, la expresion de linfocitos Treg
a nivel pulmonar estd asociado con la expresion y la actividad de algunos componentes del
sistema inmune innato. Se ha demostrado que los TLRs, CLRs, NOD-like receptors y la
molécula adaptadora MyD88 participan en el control de la expansion de los linfocitos Treg.
Por ejemplo, se ha demostrado que la expansion y la funcion de los Tge, €s dependiente de
TLR2 y MyD88. En la PCM, la ausencia de MyD88 lleva a un aumento en la mortalidad en

modelos murinos (257).

El MyD88 es necesario para controlar y promover la respuesta Tyl7 que a su vez
estimula una respuesta rica en PMN, con lo cual se restringe el crecimiento y la
diseminacién flingica en 6rganos y tejidos. Por medio de MyD88 se regula la respuesta de
linfocitos Tgreg con cual se evita la inflamacion excesiva. Con la inmunidad balanceada
entre las células Tyl, Ty2, Tyl7 se controla la enfermedad y aumenta la supervivencia en
modelos murinos. En ausencia de esta molécula moduladora, se suprime la actividad
linfoproliferativa y la activacién y migracion disminuida de las células fagociticas y

linfocitos T CD4" yT CDS8" al sitio de infeccién (257,301,303).

El CLR o receptor dectina 1 se ha visto involucrado en la induccion y la modulacién
de la inmunidad adaptativa, y su expresion contribuye al desarrollo de la inmunidad celular
T eficiente controlando la expansion de los linfocitos Tre, de forma controlada. En ratones
con CLR dectina ausente, se observa una mayor diseminacion y mortalidad, con reduccion

de la respuesta T CD4"y T CD8" con aumento de Tge, (304).
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El NOD-like receptor P3 (NLRP3) inflamasoma es un complejo intracelular
multimérico que desencadena la activacion de caspasas y la maduracion de IL-1p e IL-18,
citoquinas importantes para la respuesta innata contra patégenos. La activacion del
inflamasoma tiene un rol inmunoprotector contra la PCM ya que promueve la respuesta
Tul/Ty17 y reduce la supresion mediada por los Treg (301,305). Debido a su importancia
primordial en la resolucién de la PCM, se asignard un apartado al granuloma y su rol en la

PCM. En la figura 17 se resume el papel de los PRRs en la expansion de los linfocitos Treg.

Pb
(9) "IL-IB TLRs L
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. MyD88
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4 Thi, Th17, Tc17 4 Th1/Th2/Th17 yTh17
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Anti-inflammatory Cytokines

Pro-inflammatory Cytokines

Figura 17. Influencia de los PRRs en la expansién de linfocitos T, en la PCM.

Los TLR4 inducen la produccién de linfocitos T proinflamatorios y reducen la expansién de 1os Tgeg;
mientras los TLR2 estimulan la diferenciacion de los linfocitos Tge, y una disminucién de la respuesta inmune
Ty17. Otros PRRs y sus moléculas de transduccién de sefiales (como MyD88) poseen roles en la activacién o
represion de la respuesta de linfocitos Tgeg. Asi, Dectin-1 (via Syk — CARD9) y MR median la expansion de
linfocitos Ty17 y consecuente inhibicién de los Tge,. Finalmente, el inflamosoma NLRP3 media Ila
diferenciacion de linfocitos Tyl y Ty17 e inhibe la proliferacion de Tge,. Tomado y adaptado de Fujio et al.

2016 (301).

7.3. El granuloma en la PCM

Se ha descrito que la organizacion del granuloma es independiente de la inmunidad
adquirida, pero el control de la lesion depende del estado inmune de los pacientes. La

respuesta del hospedero a nivel tisular es la tipica reacciéon de inflamacién epitelioide
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granulomatosa con dreas de supuracion y con un ndmero variable de células
levaduriformes. El granuloma puede presentar un drea central de necrosis, presencia de un
nimero variable de células gigantes, agregados de PMN y células levaduriformes, un halo
de linfocitos y fibrosis. Los linfocitos B y las células plasmadticas, usualmente secretan

anticuerpos IgG, y también estdn presentes en diversos estadios de maduracién (284).

Se ha observado que los individuos sanos que entran en contacto con P. brasiliensis
pueden resolver la infeccion en el sitio de inoculacién por medio de una respuesta de tipo
Tyl con formacién de un granuloma denso (248). La mayoria de las manifestaciones
clinicas ocurren porque el hospedero no puede desarrollar la respuesta Tyl apropiada y por
lo tanto no puede formarse el granuloma. En estos casos, el desarrollo de la respuesta Ty2

es ineficiente para contener la dispersion de la enfermedad (250,306).

Entre las citoquinas involucradas en la formacion del granuloma se han descrito el
IFN-y, TNF-a e IL-12 estin involucradas en la organizacién de la lesién granulomatosa en
pulmones y la ausencia del mismo guia hacia una reaccion inflamatoria desorganizada y
pérdida de la estructura pulmonar. A su vez, la ausencia de IL-4 induce la presencia de un

granuloma bien organizado y rodeado de leucocitos mononucleares (291,307).

En las formas juveniles y crénicas de la PCM se ha encontrado una alta expresion
de IL-10 y de TGF-B. También se han encontrado células con IL-5 e IL-10. Por el
contrario, las lesiones bien organizadas y asociadas con formas benignas de la infecciéon

presentan muchas células positivas con IL-2 e IFN-y (306).

En la formacién del granuloma, como se menciond anteriormente la respuesta Tyl
es importante porque contribuye a la formacion de esta estructura. Se ha demostrado que si
se suprimen la IL-6 y la IL-23 se dafa la formacion del granuloma y hay mayor
susceptibilidad durante la infeccion; esto se asocia con una disminucién del TNF-a e IFN-y

y se induce la expresion de NO sintasa (293).
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Para concluir esta seccion, en la figura 18 se presenta un resumen de los subtipos de

respuestas de linfocitos T cooperadores y su relacién con los tipos de cuadros de PCM.

P. brasiliensifﬁ

Dendritic cell

Activated
Macrophage

¢

Activated
Macrophage

]
H

PCM-Infection Adult Form Juvenile Form

Resistance to infection Susceptibility to infection

Humoral immune response

Cellular immune response

Deleterious inflammatory response
Figura 18. Modelo para explicar las respuestas inmunes observadas durante diferentes formas de PCM.
1) En la forma sintomética de PCM, la respuesta predominante es de tipo Tyl con la producciéon de IFN-y que
activa macréfagos, importantes en la resistencia a la infeccion.
2) La forma aguda o juvenil suele describirse por una susceptibilidad, al presentar una respuesta inmune
eminentemente humoral con la activacién de linfocitos Ty2 y Ty9. Las IL-4 e IL-9 inducen de la produccion
de anticuerpos por los linfocitos B (IgG4 e IgE). La IL-5 induce la produccidén y activacién de eosindfilos.
Finalmente, la IL-4 contribuye a la inhibicién de los macréfagos, lo que lleva a la susceptibilidad. La forma
crénica o adulta presenta una respuesta mixta Ty17/Ty22, con contribucién de Tyl y Ty2/Ty9.
3) En esta tltima forma, la presencia de linfocitos Tge, puede correlacionarse con el control de la respuesta
inflamatoria e inhibir la activacién de macréfagos. Esta respuesta mixta contribuirfa a la resistencia parcial a
la infeccidn, pero puede también inducir una respuesta inflamatoria exacerbada, con activacion de neutréfilos
que puede llevar a dafio tisular y fibrosis, observados en la mayoria de los pacientes con esta forma de la

enfermedad.
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Tomado y adaptado de de Castro et al. 2013 (249).
7.4. Modulacién de la respuesta inmune por Paracoccidioides spp.

La interaccién de componentes de la pared flingica con receptores del sistema
inmune induce la producciéon de citoquinas, estimulando los mecanismos celulares de
defensa contra el hongo, causando eliminacién y regulacion de la intensidad de la respuesta
granulomatosa, para asi prevenir el dafio tisular (248). El control de la infeccién por
Paracoccidioides spp. depende de la respuesta inmune celular, donde los linfocitos T tienen
un papel fundamental en la defensa contra el hongo. La PCM tiene un amplio rango de
manifestaciones clinicas, cada una asociada a un patrén de respuesta de los linfocitos T (1).

La mayoria de los individuos infectados viven en dareas endémicas, pero no
desarrollan la enfermedad. Estos individuos desarrollan el tipo de respuesta Tyl, que
resulta en la formacién de un granuloma y el control de la replicacién con formas flingicas
en estado de latencia. Por el contrario, individuos que desarrollan la enfermedad
generalmente tienen deficiencia en la respuesta Tyl (250). Se ha observado que los
pacientes que presentan las formas agresivas de PCM desarrollan una respuesta mixta de
tipo Ty2/Tyg9 que no forma los granulomas y que activa una respuesta humoral con
hipergamaglobulinemia con predominio de IgE y eosinofilia; mientras que pacientes con la
forma cronica de PCM predomina la respuesta Ty17/Ty22 con una respuesta Tyl deficiente
que no permite la resolucion de la infeccidn pese a una inflamacién rica en neutréfilos
(249). En los pacientes con formas crénicas y severas de PCM, la respuesta T reguladora
suprime la inmunidad mediada por las células T produciendo anergia de estas células
(175,251). En el cuadro 2 se pueden observar las principales caracteristicas de las

respuestas involucradas en la PCM.

Cuadro 2. Resumen de citoquinas involucradas segun respuesta de células T colaboradoras.

Tipo de respuesta Factores de | Principales citoquinas
. Agente . a2
inmune diferenciacion efectoras

Hongos y bacterias IL-2, IFN-y, TNF-B, IL-3, GM-
Tul intracelulares y virus IL-12 e IFN-y CSF y TNF-a
Tu2 Helmintos y hongos 1L-4 IL-4, IL-5, IL-13, IL-6, IL-10,

GM-CSF y TNF- a

Ty9 Helmintos y hongos IL-4 y TGF-B IL-9 e IL-21

Bacterias y hongos IL-6, TGF-BeIL-21 | IL-17,IL-6 e IL-22

Tyl7 extracelulares
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Desérdenes de la
Tu22 inmunidad IL-6 y TNF IL-22

Elaboracién propia, adaptado de Hernandez et al. 2009; Roitt et al. 1994 y Pagliari et al. 2010 (251,252,308).

A continuacion, se detallardn brevemente las respuestas inmunes innata y adaptativa
en respuesta a la PCM vy las estrategias de evasion, y por tanto de virulencia, de

Paracoccidioides spp.

7.4.1 Modulacion de la respuesta innata

Muchos mecanismos de la respuesta innata como la activacién de proteinas del
complemento, la actividad microbicida de las células NK y las células fagociticas son
importantes para controlar la infeccion por Paracoccidioides spp. La participacion de estas
células inflamatorias es primordial para la respuesta y la resistencia ante el hongo, y su
actividad es inducida por el patégeno y la produccién de citoquinas por otras células (309).
Mediante el estudio con modelos animales, se ha observado que la actividad citotdxica esta
disminuida en la PCM. Lo cual evidencia la importancia de la inmunidad celular durante la
infeccion por Paracoccidioides spp. (310).

Las células polimorfonucleares (PMN) tienen funcién fungicida contra P.
brasiliensis a través de los ROS y con ayuda de macréfagos (284,292). Los PMN son muy
importantes en las primeras etapas de la infeccién ya que confieren resistencia al hospedero
y contribuyen a desarrollar una respuesta efectiva contra P. brasiliensis. Los PMN también
producen grandes cantidades de prostaglandinas E2 y leucotrienos, perpetuando el edema y
la inflamacién (108). Sin embargo, P. brasiliensis en los PMN desencadena un proceso
anti-apoptético de neutréfilos, favoreciendo la proliferacion y sobrevivencia del hongo
dentro de las células fagociticas, por induccion autocrina de IL-8 (311).

Por otro lado, la produccién de 6xido nitrico (NO) por macréfagos en modelos
murinos favorece la formaciéon de granulomas y por ende la resolucién de la infeccion
(274). Sin embargo, la produccion excesiva de NO inhibe la formacién de los granulomas y
fomenta la dispersion del hongo, lo que conlleva a la diseminacién de la PCM (273).

Ademas, el TNF-a amplifica la respuesta inmune, promoviendo la formacion del
granuloma y la actividad fagocitica mediada por los macréfagos. Con respecto al

granuloma, se sabe que la expresion de TNF-a esta distribuida de manera difusa y que se
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expresa en las células mononucleares alrededor del granuloma, también se expresa en los
queratinocitos, lo que indica que esta citoquina es importante en la formacion del
granuloma pero también en su mantenimiento (284). Adicionalmente, la produccion
sistematica de TNF-a puede ser responsable de sintomas como fiebre, anorexia, pérdida de
peso y dafo tisular, cominmente asociados con formas moderadas y severas de PCM
(285,286).

Finalmente, los Toll-like receptors (TLR) y los lecithin C-like receptors (CLR) son
proteinas transmembrana que interactian con estructuras moleculares del patégeno por
activacion de las células fagociticas (113). Los TLR tienen la capacidad de reconocer las
patrones moleculares asociadas a patogenos (PAMP) e inducen sefiales que desencadenan
la expresion de genes de la respuesta innata, a su vez que activan la produccién de
citoquinas con propiedades inflamatorias y antinflamatorias que regulan la respuesta
adaptativa (108,312). Si bien los TLR promueven la respuesta inmune contra el hongo,
experimentos en animales sugieren que las levaduras pueden penetrar los macréfagos del
hospedero a través del TLR2 y el TLR4. Se considera que la interacciéon entre los
receptores TLR y P. brasiliensis es una via de escape del hongo para sobrevivir dentro de la
célula fagocitica pues esta interaccion promueve una secrecion exacerbada de NO que no

permite controlar la infeccién (108,257,303,313).

7.4.2 Modulacion de la respuesta adaptativa

La inmunorregulacién en la PCM estd asociada con patrones de respuesta inmune
regulada por los linfocitos T colaboradores Tyl y Ty2, principalmente, ademdas de las
células Tieg CD4%/CD25". Los individuos sanos que entran en contacto con P. brasiliensis
pueden resolver la infeccién en el sitio de inoculacién por medio de una respuesta de tipo
Tyl con formacién de un granuloma denso (248). La mayoria de las manifestaciones
clinicas ocurren porque el hospedero no puede desarrollar la respuesta Tyl apropiada y por
lo tanto no puede formarse el granuloma. En estos casos, el desarrollo de la respuesta Ty2
es ineficiente para contener la dispersion de la enfermedad (250,306).

Parte importante de la respuesta ante la presencia del hongo en el organismo es la
produccion de citoquinas. Sin embargo, durante la interaccion entre el hongo y las células

fagociticas, algunas citoquinas pueden promover el crecimiento del hongo en los tejidos,
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guiando a la progresion de la enfermedad. Se necesita, por tanto, un balance entre sefales
pro y anti-inflamatorias para que se dé una interaccion que beneficie al hospedero (141).

Por lo tanto, si el hongo induce una respuesta temprana de sintesis de citoquinas con
actividad antiinflamatoria como la IL-10 y el TGF-B (Tu2/Tg9) el resultado serd la
supresion de respuesta de los macréfagos, permitiendo la instauracion y la reproduccién del
hongo en tejidos y su diseminacidn en varios organos. La expresion de estas citoquinas en
los nédulos linfaticos se asocia por tanto con la evasién de la respuesta inmune y
contribuye a la diseminaciéon de la PCM de pacientes con las formas agudas de la
enfermedad (284). Adicionalmente, los pacientes con PCM crénica muestran altos niveles
de células T, CD4"/CD25" tanto en sangre periférica como en las lesiones. Estas células
son importantes para regular la respuesta inmune y su ausencia estd asociada con la
exacerbacion de la respuesta inmune y el desarrollo de enfermedades autoinmunes. Por otro
lado, la activacion excesiva puede asociarse con susceptibilidad a patégenos por anergia
(175,284).

Por otro lado, pacientes con las formas crénicas de la enfermedad desarrollan una
respuesta del tipo Tyl7/Ty22, con alta produccion de IL-17 y de IL-22 sumandose una
respuesta intermedia entre Tyl/Ty2 (314). Ademas, los individuos con PCM que viven en
areas endémicas y no desarrollan la enfermedad muestran un patrén tipo Tyl con supresion
de hongo y su replicacién y el mantenimiento del balance entre el hospedero y el pardsito.
Los pacientes con enfermedad aguda o subaguda muestran respuesta tipo Tu2 (280).

Finalmente, a la respuesta humoral (Ty2) no es efectiva contra el hongo y estd
caracterizada por la produccién de altos titulos de anticuerpos IgGy, IgA e IgE, asociados a
la prevalencia de citoquinas que suprimen el granuloma como la IL-4, IL-5 y TGF-8 junto
con eosinofilia marcada (108). Aunque la respuesta inmune es esencial para la defensa del
hospedero, aspectos inmunopatolégicos estdn relacionados con la exacerbacion de la
respuesta inmune resultando en dafio tisular. Citoquinas proinflamatorias como la IL-1, IL-
8 y TNF-a pueden estar involucrados en desérdenes metabdlicos como fiebre, proteina C-
reactiva aumentada, astenia y pérdida de peso en pacientes con enfermedad mas severa. Por
el contrario, las citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 y el TGF- B probablemente
tienen la funcién de controlar y modular la respuesta inflamatoria en pacientes con

enfermedad activa severa (108,284).
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7.5. Vacunas contra Paracoccidioides spp.

Los intentos de desarrollo de vacunas contra el patégeno Paracoccidioides spp. o
contra la enfermedad que causa (para evitar el agravamiento de los sintomas), se ha
centrado en la adhesina Gp43. Como anteriormente mencionado, la glicoproteina Gp43
induce una respuesta inmune Tyl que es protectora contra la infeccion por via respiratoria
de P. brasiliensis. Una de las primeras etapas para inducir dicha respuesta es el
reconocimiento por linfocitos T cooperadores que reconocen un péptido de Gp43 de 15
aminoacidos denominado P10. Modelizaciones bioinformaticas sugieren que P10 puede ser
presentado por varios haplotipos de HLA, lo que sugiere su utilidad para ser utilizado como
inmundgeno para una vacuna contra la paracoccidioidomicosis pulmonar (primera etapa y
sitio de diseminacion sistémica). En 2012, su uso para vacunacion ha sido documentado en

ratones (315).

En este sentido, se han realizado ensayos en ratones vacundndolos con un pldsmido
vector que contiene la secuencia codificante por el péptido P10. Luego, los ratones se
confrontan a una cepa patogénica de P. brasiliensis. La vacunacion disminuyé la carga
fungica en pulmon y evitd la formacion del granuloma. Se induce también la produccion de
células T reguladoras las cuales estdn involucradas en el mantenimiento de la memoria
inmunolégica (316). Se ha demostrado su efectividad también en ratones
inmunosuprimidos donde se produjo inmunidad del tipo Tyl de forma predominante. En
combinacién con un adyuvante inmunogénico, se considera que la vacuna anti-P10 podra

utilizarse a futuro en ensayos clinicos (317).
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8. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA PCM

Esta enfermedad puede comprometer cualquier érgano o sistema, los hallazgos se
pueden encontrar durante la presentacion clinica o muchas veces se encuentran en hallazgos

patoldgicos de autopsias. Todo esto dificulta la clasificacién de la enfermedad.

El consenso adoptado en el Coloquio Internacional en Paracoccidioidomicosis en
febrero 1986, Medellin, Colombia, es la clasificacién guia utilizada en la actualidad para
esta enfermedad. Se toman en cuenta criterios como las lesiones topogréficas, la severidad
de la presentacion clinica y los resultados seroldgicos. La siguiente clasificacion fue
tomada de la Guia Brasilefa para el Manejo Clinico de la Paracoccidioidomicosis. Esta
guia estd basada en el consenso de Medellin, 1986 (173). A su vez, esta guia fue
desarrollada bajo el criterio de muchos de los principales investigadores de la enfermedad

en Brasil. En términos generales se contemplan las siguientes categorias:
I. La paracoccidioidomicosis como infeccion.

II. La paracoccidioidomicosis (enfermedad).
A. Aguda/subaguda o forma juvenil
e Moderada
e Severa
B. Forma crénica (adulta)
e Leve
e Moderada
e Severa

III. Forma residual o secuelas

8.1. La paracoccidioidomicosis como infeccion

Esta manifestacion se presenta cuando un individuo considerado sano entra en
contacto como Paracoccidioides spp. y se infecta, pero no presenta manifestaciones
clinicas o, lo que es lo mismo, permanece asintomatico. La infeccion es diagnosticada por
una prueba de intradermorreaccién positiva para antigenos especificos y en necropsias,

donde se encuentran las formas latentes de la enfermedad (173).
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8.2. Formas clinicas de la paracoccidioidomicosis

Las formas clinicas de la paracoccidioidomicosis suelen dividirse en dos categorias:

las formas juveniles o formas aguda o subaguda y la forma adulta o crénica.

8.2.1. Forma aguda/subaguda (juvenil)

Segtn la Guia Brasilefia para el Manejo de la Paracoccidioidomicosis, la forma
juvenil se encuentra en alrededor de 5-25 % de los casos y puede ser mds frecuente en
ciertas regiones endémicas y en otras regiones nunca ha sido observada. En Brasil, esta
forma es comun en estados como Maranhdo, Minas Gerais, Pard y Sdo Paulo. La incidencia
de la PCM parece disminuir en dreas endémicas. Tanto la forma aguda como la subaguda
afectan principalmente a nifios, adolescentes y adultos jovenes, ocurre en adultos con
edades entre los 30-40 afios. Entre la poblacion adolescente la enfermedad tiende a

distribuirse de forma uniforme (1).

Esta forma de la enfermedad rdpidamente disemina e involucra diversos 6rganos y
sistemas. En términos generales, los pacientes son diagnosticados dentro de las semanas
siguientes luego del inicio de los sintomas. La mayoria de los sintomas involucran el
sistema reticulo endotelial, incluyendo la presencia de linfadenomegalia sea esta local o
generalizada; se puede presentar supuracion, fistulizaciéon y hepatoesplenomegalia. Los
sintomas pueden involucrar también formas géstricas, lesiones cutdneas o de mucosas,
involucracion osteoarticular, y muy rara vez en estos casos hay compromiso pulmonar. Es
frecuente que la fiebre, la pérdida de peso y la anorexia acompafien a la forma juvenil

(64,99,152,249).

La linfadenopatia intraabdominal puede conglomerarse, lo cual produce masas
tumorales que ejercen compresion sobre varios 6rganos, entre estos el conducto biliar y las
asas intestinales. Llama la atencion la aparicion de eosinofilia dentro de los hallazgos de
laboratorio, la cual se presenta entre el 30 al 50 % de los casos. En algunos casos se ha

observado una eosinofilia mayor al 70 % en la sangre periférica (1,169,318).

La evolucion de la forma juvenil es de corta duracidn, progresiéon répida,

debilitamiento, con desarrollo de astenia, anorexia, intensa pérdida de peso con caquexia,
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linfadenomegalia difusa con necrosis y supuracién, abscesos cutdneos e intraabdominales,
fistulas cutdneas con drenaje de material purulento, dreas extensas de destruccidn cutédnea,

osteomielitis, ulceracion intestinal, hepatoesplenomegalia e hipo o aplasia medular (318).

La linfadenomegalia abdominal puede formar masas abultadas que comprimen las
estructuras y determina varios sindromes clinicos como la obstruccién biliar (colestasis), la
pancreatitis, obstruccion del conducto tordcico, pielonefritis y nefritis con fallo renal agudo,
malabsorcién y sindrome de abdomen agudo. Es poco frecuente la afectaciéon de mucosas y

pulmones (319).

La figura 19 muestra algunas fotografias de manifestaciones clinicas de la PCM

aguda/subaguda o juvenil en nifios y adultos.

Figura 19. Manifestaciones clinicas de la PCM juvenil en nifios y adultos.

Se muestran fotografias de pacientes con PCM aguda/subaguda o juvenil en nifios y adultos. En nifios
(arriba): A. Absceso frontal y clavicular. B. Abscesos linfaticos. C. Linfadenomegalia inguinal. D. Ascitis y
hepatoesplenomegalia. En adultos (abajo): A. Masas ganglionares supraclavicular, cervical y
submandibular. B. Linfadenomegalia en regién cervical. C. Lesiones ulcerativas verrugosas en la cara y

orejas. D. Lesiones papulonodulares ulcerativas. Tomado de Shikanai-Yasuda ez al. 2017(1).
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8.2.2. Forma cronica (adulta)

Alrededor de 74 al 96 % de los pacientes con PCM presentan la forma crénica. Esta
se manifiesta principalmente en adultos entre los 30 a los 60 afios (razén 22:1). La PCM
crénica inicia de forma lenta y los sistemas persisten entre 4-6 meses a un afio. En algunos
casos la PCM se desarrolla sin signos y la infeccién es reconocida cuando la persona acude
a un examen médico general. En alrededor de 90 % de los pacientes con PCM, se puede
observar dafio pulmonar. Después de los pulmones, los 6rganos mds afectados por esta

enfermedad son las mucosas y la via aerodigestiva superior y la piel (1,156,318).

La PCM crénica puede ser clasificada en leve, moderada o severa. Los casos

severos son definidos cuando se encuentran tres o mds de los siguientes criterios (1):

1. Pérdida de peso que sea mayor al 10 % del peso habitual.
2. Involucracion pulmonar intensa.

3. Involucracién de otros érganos como gldndulas adrenales, sistema nervioso central y

hueso.

4. La presencia de nddulos linfiticos en forma de cadenas de forma superficial o

profunda, en forma pseudotumoral con > 2,0 cm de didmetro con o sin supuracion.

5. Titulo alto de anticuerpos.

Muchos de los casos graves se presentan en pacientes con formas severas como
insuficiencia respiratoria, disfuncién adrenal, sindrome neuroldgico y abdomen agudo. Las
formas moderadas de la enfermedad constituyen una pequeia porciéon de los casos,
transcurren con pérdida de peso de alrededor del 5 % del peso habitual e involucran un
unico Organo o pocos Organos. Se observan tejidos sin disfuncion. En algunos casos, los
pacientes pueden presentan manifestaciones clinicas de las formas agudas/subagudas y
crénicas, haciendo dificil la clasificacion de la enfermedad. La mayoria de estos pacientes
presentan una supresion intensa de la inmunidad celular. Esta forma clinica suele llamar

como forma mixta de la PCM (99,152,156,318).
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Entre las principales manifestaciones clinicas se encuentran la linfadenomegalia
cervical posterior, submandibular, supraclavicular, axilar, inguinal e intraabdominal. La
forma intraabdominal cursa con abdomen agudo, masas tumorales, ictericia por compresion
extra hepdtica, ascitis quilosa (obstruccién del conducto tordcico), pérdida de peso, astenia,
hipodinamia, palidez mucocutdnea, fiebre y tos, disfonia y odinofagia, disfagia, ardor
orofaringeo, obstruccién nasal, epistaxis y ulceras vegetativas en la region de la boca, la

nariz y la garganta (1,156,173,318,320).

En cuanto a las lesiones de piel existen formas muy variadas, con lesiones unicas o
multiples, infiltrado, vegetaciones verrucosas las cuales inicialmente se presentan como
papulas, placas, nédulos, vegetaciones o ulceras. La presencia de lesiones vegetativas es
frecuente, estas se manifiestan con dolor en la cavidad oral, la lengua, los labios y las
mejillas; dolor nasal, dolor faringeo y laringeo con adenopatias satélites. La consistencia de
estas lesiones es usualmente dura, debido a la fibrosis y al proceso granulomatoso crénico

que caracterizan esta forma de la enfermedad (64,318).

En la figura 20 se observan algunas manifestaciones clinicas de la PCM croénica o

adulta.

Figura 20. Manifestaciones clinicas de la PCM crénica o adulta.

Se muestran fotografias de pacientes con paracoccidioidomicosis crénica o adulta. A. Lesiones
papulonodulares ulcerativas en la cara. B. Lesiones periorales y en el mentdn. C. Nédulos linfaticos cervicales
y submandibulares con fistulas. D. Lesion vegetativa con bordes irregulares en la regién perianal. Tomado de

Shikanai-Yasuda ef al. 2017 (1).

8.2.3. Forma residual

Las formas residuales, también conocidas como secuelas, son manifestaciones

clinicas tanto anatomica como funcionalmente que se observan después del tratamiento
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contra la PCM. Las secuelas son observadas en multiples 6rganos, pero tienen una alta
incidencia en pulmones, piel, laringe, trdquea, glandulas adrenales, mucosa superior del
tracto respiratorio, sistema nervioso central y sistema linfatico. De esta manera se explica la

heterogeneidad las manifestaciones clinicas (1,320).



92

9. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LA PCM

Los diagnésticos diferenciales de la PCM son muy variados debido a los signos y
sintomas que presenta la enfermedad. Ademads, histopatolégicamente comparte imigenes
muy semejantes con otras enfermedades como la tuberculosis y la sarcoidosis que se

diagnostican con gran frecuencia alrededor del mundo (321).

Dentro de los diagndsticos a considerar se presentan enfermedades infecciosas
causadas por otros hongos causantes de micosis sistémicas como blastomicosis,
coccidioidomicois e histoplasmosis (322). Asimismo, las enfermedades causadas por
hongos oportunistas como la criptococosis y micosis subcutidneas como la

cromoblastomicosis, la esporotricosis y la lacaziosis deben descartarse (14,152).

Otras enfermedades de origen infeccioso bacteriano también deben ser valoradas,
como es el caso de las osteomielitis y las infecciones pulmonares (56,323). Debemos citar
la leishmaniasis, uno de los diagnoésticos diferenciales mas importantes en nuestro medio
(324). Adicionalmente, se deben considerar enfermedades no infecciosas, como las
enfermedades oncohematoldgicas y aquellas de origen inmunoldgico, como el lupus y la

enfermedad de Wegener (321,325).

La agrupacién de los diferentes diagnodsticos diferenciales de la PCM puede
realizarse también tomandose en consideracion el sitio anatomico donde se encuentran las

lesiones, siendo estas mucocutdnea, ganglionar o visceral (10).

9.1. Lesiones mucocutaneas

Las lesiones mucocutdneas suelen ser dolorosas, con infiltrado y ulceracion.
Aparecen en diferentes zonas del cuerpo como la nariz, la lengua, la conjuntiva, los
parpados, la laringe y nasofaringe, y suelen ser muy polimérficas (10). Entre los
diagnésticos diferenciales de la PCM mds importantes en nuestro medio podemos citar la
leishmaniasis, el carcinoma epidermoide y la tuberculosis cutdnea, ademds de otras micosis

como la esporotricosis y la lacaziosis (321). En la figura 21 se pueden observar lesiones
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mucocutdneas diagnosticadas erréneamente como las enfermedades previamente citadas y

que corresponden en realidad a lesiones causadas por la PCM.

Figura 21. Diagndsticos diferenciales de la PCM mucocutdnea.

Se presentan lesiones mucocutdneas y los diagndsticos inicialmente atribuidos, todos diagndsticos
diferenciales de la PCM. (A) leishmaniasis (B) carcinoma epidermoide (C) tuberculosis cutdnea (D) lacaziosis
(E) esporotricosis (F) enfermedad de Hansen. Todos los casos presentados corresponden a lesiones de PCM.
Tomado de Pedreira et al. 2014; Aradjo et al. 2012; Sambourg et al. 2014; de Macedo et al. 2019; Marques et
al. 2008; y da Costa et al. 2002 (326-331).

9.2. Lesiones linfaticas o ganglionares

Las lesiones linfaticas o ganglionares suelen iniciar como un tnico nédulo cervical
y suele diseminar hacia la zona submaxilar, preauricular y supraclavicular. Cuando los
nddulos son excesivamente voluminosos se dice que son de apariencia de cuello de bufalo.
Las lesiones a nivel ganglionar pueden ser generalizadas o localizadas. (10). Entre los
diagnésticos diferenciales de esta presentacion de la PCM, podemos citar la tuberculosis
subcutdnea o escrofuloderma, la coccidioidomicois y la bartonelosis, entre otras (321). En

la figura 22 se pueden observar lesiones linfaticas o ganglionares diagnosticadas
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erréneamente como algunas de las enfermedades previamente citadas y que corresponden

en realidad a lesiones causadas por la PCM.

»
Figura 22. Diagndsticos diferenciales de la PCM linfética o ganglionar.
Las linfadenopatias asociadas a PCM suelen presentarse en conjunto con lesiones a nivel mucocutanea, 6seo y
en las formas diseminadas. Se presentan linfadenopatias y los diagndsticos inicialmente atribuidos, todos
diagnésticos diferenciales de la PCM. (A) Toxoplasmosis (B y C) Bartonelosis. Los casos presentados

corresponden a lesiones de PCM. Tomado de Ureta ef al. 2019 y Pefia et al. 2018 (332,333).

9.3. Involucracién pulmonar

La PCM a nivel pulmonar puede simular otras patologias que son mds frecuentes,
sean estas o no de origen infeccioso. Esto sumando a su baja prevalencia hacen que la PCM
pulmonar no se considere un diagndstico diferencial primario (334). En términos generales,
suelen presentarse sintomas como la tos con expectoracion, pérdida de peso, disnea y
fiebre. Las bases pulmonares son las que sufren més afectacion y es aqui donde forman los
granulomas (335). Entre los principales diagnésticos diferenciales podemos citar las
infecciones bacterianas, incluida la tuberculosis, y las micosis sistémicas endémicas (321).
En las figuras 23 y 24 se pueden observar imdgenes de involucramiento pulmonar, lesiones
diagnosticadas erréneamente como algunas de las enfermedades previamente citadas y que

corresponden en realidad a lesiones causadas por la PCM.
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Figura 23. Histopatologia de los diagnsticos diferenciales de la PCM pulmonar.
Reporte de casos diagnosticados en primera instancia como sarcoidosis por la reaccién granulomatosa
observada, posteriormente se rectifica el diagnéstico a PCM. Nétense en (A) los agregados de granulomas no
necrotizantes que remplazan el parénquima pulmonar (H&E, 200x). En (B) levadura multigemante

caracteristica de Paracoccidioides spp. (Grocott, 200x). Tomado de Coelho er al 2016 (336).

Figura 24. Diagnéstico diferencial de PCM con fibrosis pulmonar y coinfeccién por histoplasmosis.

El paciente se diagnosticé inicialmente con tuberculosis de manera presuntiva. En (A) TAC torécico, se
observa fibrosis y condensaciéon pulmonar bilateral, subpleural y multiples cavidades. En (B) levaduras
multigemantes caracteristicas de Paracoccidioides spp. en una muestra de lavado broncoalveolar (BAL),
400x. En (C) cultivo del BAL se observan macroconidias tuberculadas de H. capsulatum, 400x. El
diagndstico definitivo correspondié a una coinfeccién de Paracoccidioides spp. con H. capsulatum. Adaptado

de Torres Esteche et al. 2012 (337).
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9.4. Involucracion dsea y formas viscerales diseminadas

Las lesiones dseas en la PCM se han descrito con menor frecuencia, generalmente
son parte de un cuadro clinico multisistémico (338). Por otra parte, las lesiones diseminadas
se presentan con fiebre, pérdida de peso, anorexia y presentan la triada de afeccién
pulmonar, de mucosas y de piel. Las lesiones pueden involucrar sistema nervioso central,
huesos, articulaciones, ojos, glandulas suprarrenales y tracto gastrointestinal, entre otros
organos. La secuela mds comun es la fibrosis de los érganos involucrados, principalmente a
nivel pulmonar (10). En las figuras 25, 26, 27 y 28 se pueden observar imdgenes de
involucracion dsea o formas viscerales diseminadas, lesiones diagnosticadas erroneamente

y que corresponden en realidad a lesiones causadas por la PCM.

Figura 25. Diagnosticos diferenciales de la PCM con involucramiento 6seo.

Paciente con antecedentes de linfoma de Hodgkin. En (A) se observa imagen de tomografia computarizada,
donde se evidencia el compromiso Oseo a nivel clavicular. Se sospecha inicialmente de recurrencia del
linfoma. En (B) biopsia de lesion a nivel clavicular donde se observan las levaduras en “rueda de timén”

diagnosticandose asi la PCM, 200x. Adaptado de Ghani et al. 2018(339).

Figura 26. Diagndstico diferencial de PCM en una esplenomegalia masiva.
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Se diagnostica al paciente con sindrome hipereosinofilico con esplenomegalia. El exudado del bazo se cultiva
posteriormente en medio Fava-Neto, se identifica al agenta causal por PCR como P. brasiliensis. Tomado de

Marques de Macedo ef al. 2016 (340).

Figura 27. Diagnéstico diferencial de neuroparacoccidioidomicosis.

El paciente fue inicialmente diagnosticado con tuberculosis cerebral. En (A) se observa una resonancia
magnética en corte sagital, donde se observa una extensa lesion hipodensa localizada en el 16bulo frontal
derecho. (B) Material obtenido de la lesion cerebral donde se observan levaduras compatibles con

Paracoccidioides spp. Tomado de Corti et al 2010 (341).

Paciente inicialmente diagnosticado con enfermedad de Crohn. En (A) Imagen de colonoscopia. Nétese la
lesion larga y profunda en la mucosa. (B) Seguimiento de la lesion, luego del tratamiento, mostrando franca

mejoria. (C) Biopsia donde se aprecia la inflamacion crénica de la mucosa con granulomas no caseosos,
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H&E, 400x. (D) Estructuras fingicas gemantes, compatibles con Paracoccidioides spp. Grocott, 1000x.

Adaptado de Lomazi et al. 2018 (342).
9.5. Resumen de los diagnoésticos diferenciales de la PCM

En el cuadro 3, se presentan una serie de casos publicados de los que se recopil6 la
informacion correspondiente a la descripcion del cuadro clinico de forma breve, el tipo de
muestra que se obtuvo y la técnica o las técnicas de laboratorio por la cual se obtuvo el
resultado de la PCM. La agrupacién de los diagndsticos diferenciales se hizo de acuerdo
con el tipo de muestra obtenida para realizar el diagndstico, comenzando de las lesiones

mds superficiales y terminando con las mds profundas.

Es importante destacar que, en cuanto a la historia clinica de los casos, sobresale
informacion como la incidencia mayor en adultos masculinos y que se dan las relaciones
epidemioldgicas conocidas: vivir en zona rural, consumo excesivo de alcohol y tabaquismo,
trabajo en labores agricolas, contacto con armadillos o viajes a zonas endémicas. Lo

anterior correlaciona con lo descrito en la literatura (1,10,120,321).

Ademads, es importante destacar el reporte de casos en pacientes con
inmunocompromiso por HIV y otras enfermedades inmunosupresoras como los linfomas y
las coinfecciones con agentes flingicos y no flingicos. Una vez mds, destaca la importancia
de tener un conocimiento amplio sobre estos diagndsticos diferenciales, para asi contar con
el conocimiento necesario para sospechar de esta enfermedad micoética e identificar al
agente etioldgico de la PCM, pero también es importante ser de apoyo al médico para
diagnosticar los agentes de otras micosis y en general de las enfermedades que pueden

detectarse desde las actividades del laboratorio clinico.

Cuadro 3. Resumen de los diagndsticos diferenciales de la PCM

L . . 0 Pruebas realizadas .
Diagnéstico diferencial Presentacion Muestras (ot Referencia

Masculino con lesiones papulo costrosas

Coccidiodomicosis - Biopsia de Examen directo
) de bordes eritematosos. 2 meses ps P y (343)
cutinea L lesion Grocott
evoluciéon
. iy - Biopsia d
Masculino, presenta lesioén en dedo, 1 afio lopsia de .
Esporotricosis de evolucién. Fumador, ingiere alcohol piel cuarto Examen directo, (330)
’ > ’ dedo mano PAS e ID

cazador de armadillos.
derecha
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Pruebas realizadas

Diagnéstico diferencial Presentacion Muestras .. Referencia
(positivas)
.o Masculino con lesion eritematosa en Biopsia Grocott, H&E,
Lacaziosis . . p . . (329)
pabellén de la oreja pabellén oreja Giemsa
Mas?gllno con pérdida de peso, lesiones Raspado de
exofiticas, verrugosas, algunas ulceradas .
L. . . . lesiones de los | PAS, Grocott, ID,
Cromoblastomicosis e indoloras. Nodulos subcutdneos en el (344)
. . codos y CIE
pie derecho. Se diagndstica con HIV al Lo .
. biopsia de piel
ingresar al centro de salud.
Lesiones ulcerativas y diseminadas, Muestras de
Tuberculosis cutdnea afectacion laringea, faringea, testicular y el Grocott, H&E (328)
miembros inferiores p
Masculino con placas eritemato costrosas,
asintomaticas en ala nasal izquierda, labio
Leishmaniasis superior, menton y parte superior del Biopsia piel PAS y H&E (326)
tronco. Lesidn localizada en encia
superior.
Masculino francés presenta lesiones
crénicas nodulares en lengua y Biopsia
HIV linfadenopatia mandibular. Abusa de lingual Grocott (343)
drogas
Mencién de casos pacientes con No se
Sifilis ulceracion oral, tratados erroneamente . No se menciona (13)
Py menciona
como sifilis
Femenina 19 afios lesiones en piel
compatibles con lepra tuberculosa. Biopsia de
Enfermedad de Hansen Fiebre, pérdida de peso, hipertrofia de piel Grocott, H&E (331)
nédulos linfaticos
Presentacion de casos donde la Nocardia Biopsia de
Nocardiosis sp. es diagndstico diferencial de PCM piel No se indica (346)
cutdnea p
Carcinoma de células Masculino con lesion ulcerativa del dorso Biopsia Grocott (327)
escamosas de la lengua.
Carcinoma epidermoide Masculino, l,e sin paladar blando y Biopsia Grocott, H&E (59)
trigono molar
Disfonia progresiva en agricultor Biopsia de Grocott.
Carcinoma laringeo venezolano Infiltrado difuso, edema con P No se observa (347)
L. lesiones .
ulceracion. malignidad
Lupus vulgaris Caso ocurre en Ital{a. Masculino con B10ps1.a/de la Grocott (348)
placas ulcerativas malares lesién
. - . . Biopsia de
Coccidioidomicosis Nifio de 9 afios con pqll adenopatia y ganglio Grocott (349)
masa retroperitoneal ;
cervical
Biopsia de
Infecciones bacterianas Nifia con lesion dsea en el calcdneo lesiones en H&E (350)

tratada como osteomielitis bacteriana

piel y nédulos
linfaticos
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Pruebas realizadas

Diagnéstico diferencial Presentacion Muestras .. Referencia
(positivas)
Masculino con vértigo, diplopia,
Cisticercosis per}odontltls crénica generahz}ada. Blopsm de Grocott 351)
Lesiones en paladar. Tac de crdneo: lesiones
imagen nodular hiperdensa
Masculino que presenta adenopatia, Biopsia de
Bartonelosis infiltrado al\ieolomterstlclal y lesién gang-IEO y Grocott (332)
palpebral con sindrome oculoglandular de lesion
Parinaud. palpebral
Tuberculosis pulmonar Pacientes sintomaticos respiratorios Suero Western blot (352)
. . . Biopsia de las
. . Paciente masculino, fumador, anorexia, .
Céncer de pulmén . lesiones Grocott (353)
pérdida de peso, masas pulmonares
pulmonares
Masculino fumador. Eritema polimorfo
Fibrosis pulmonar diseminado, fibrosis pulmonar bilateral y BAL Giemsa, Grocott (337)
extensa
Paciente con H,IV. Niega gcthldades Aspiracién de Examen directo
. . rurales. Nodulos cervicales,
Criptococosis . S absceso de la de absceso y (354)
hepatoesplenomegalia, consolidacion .
pleura parietal esputo
pulmonar
Enfermedad pulmonar crénica
Sarcoidosis (grapulqmas sarcoideos) y.formas B10ps1a§ de Grocott, H&E (336)
diseminadas post tratamiento pulmén
inmunosupresor
Enfermedad Enfermedad pulmonar con ANCA-c Biopsia
granulomatosa de positivo, negativo luego de remisién de ulr?lbn Grocott, FC (325)
Wegener PCM P
Histoplasmosis . o o . Aspirado
diseminada Fiebre, pérdida peso, osteopenia médula ésea Grocott, ID (355)
Nifio de 10 afios con dolor en femoral y Biopsia de
Blastomicosis rod%l’la (_iere(_:ha, con masa palpable er}/la hueso, podulo Grocott, H&E (356)
region inguinal. Se observa destruccién cervical,
de hueso esputo
Enfermedad de Masculino con historial de linfoma de L
Hodgkin Hodgkin, con masa clavicular Biopsia Grocott, H&E (339)
Embarazada con HIV. Inflamacién .
. Biopsia del - .
Toxoplasmosis granulomatosa ocular del ojo derecho y ojo y de Biopsia ocular: (357)
lesion cerebral. PCR para Toxoplasma . PAS, Grocott
o orofaringe
gondii positiva
Deterioro cognitivo. Paciente M:éi?jsloqe]
Tuberculosis cerebral diagnosticado por PCM y TB con biopsia. Examen directo (341)

anterioridad.

cerebral
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Pruebas realizadas

Diagnéstico diferencial Presentacion Muestras .. Referencia
(positivas)

Fluido

Carcinoma hepdtico Noédulos de ileo hepdtico e ictericia purulento de Grocott (358)
ileo hepatico
Sindrome de Biopsia de
hipereosinofilia con Dolor abdomma}, ﬁ?l?re, pérdida de peso. | médula 6sea 'y H&E. ID, PCR (340)
. Eosinofilia 72 %. muestras de
esplenomegalia
bazo
Masculino con antecedentes de EPOC,

presenta disminucién del cortisol y .

Enfermedad suprarrenal aumento de la ACTH, masas Biopsia Grocott (359)
suprarrenales
Enterroragia con pérdida de peso, Ra.s/p ado de .
. . . P lesion oral y Examen directo,
Céncer de colon lesiones papulares y nédulos linféticos, . (360)
i . biopsia del Grocott
lesion en cavidad oral
colon
Joven masculino 13 afios con nauseas,

Enfermedad de Crohn dlarrea,y I_)erd1dg de peso. Imagen Biopsia de Grocott, H&E (342)

colonoscdpica sugiere enfermedad de colon

Crohn
Masculino de zona rural. Antecedentes de Biopsia

Céncer de prostata PCM oral. Aumento de la prostata e prostI:itica Grocott, H&E (361)

induracion

ID: inmunodifusién; CIE: contrainmunoelectroforesis; BAL: lavado broncoalveolar; FC: fijacion del

complemento; H&E: hematoxilina-eosina; PAS: tincién de dcido peryddico de Schiff.

Elaboracién propia, adaptado de las referencias citadas en el cuadro.
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10. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE LA PCM

10.1. Diagnéstico micolégico
10.1.1. Fase preanalitica

Diversas son las muestras que pueden obtenerse para el estudio de la PCM: piel,
exudado, esputo, lavado bronquial, liquido cefalorraquideo (LCR), médula 6sea, hueso,
muestras ganglionares y viscerales (14). Puede llevarse a cabo un raspado de la lesién con
bisturi con filo o la técnica de cinta (con cinta adhesiva transparente) para el diagndstico de

la PCM cuando se manifiesta de forma cutanea (10).

En el caso de las biopsias, por puncién o aspirado con aguja fina, deben de
trasladarse al laboratorio en solucién salina fisioldégica. No deben aceptarse muestras en
agua ni tampoco en formalina, si se desea cultivar. El tejido debe manipularse con bisturi o
tijeras especiales, en funcion del tamafio del espécimen. La muestra no debe macerarse ya
que puede afectar las estructuras flingicas, por lo tanto no se recomienda el uso de morteros
ni pistilos de ningun tipo (362,363). Si el material es suficiente, las biopsias deben
fragmentarse en tres: una parte debe ser preservada en formalina al 10 % para estudios
histopatoldgicos, otra para el cultivo en agar Sabouraud y agar Mycosel y una ultima

porcién para el examen directo con KOH al 10-20 % (364).

En el caso de muestras provenientes de un absceso o escamas de piel, no es
necesario realizar un tratamiento previo de las mismas, estas pueden examinarse
directamente entre porta- y cubreobjetos. Fluidos corporales como esputo, lavado
broncoalveolar y liquido cefalorraquideo (LCR) deben ser centrifugados y analizar

posteriormente el sedimento (363).

10.1.2. Examen directo

En términos generales, para el examen directo de las muestras se utiliza hidréxido
de potasio del 10 al 20 %, aunque también puede utilizarse hidréxido de sodio al 4 %, para
observar la muestra entre lamina y cubreobjetos. Adicionalmente, puede visualizarse la

muestra con microscopio de fluorescencia utilizando blanco de calcoflior (10). También se
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menciona el uso de solucién de lugol, tincién de Gram, los derivados de Romanowsky
como Giemsa, Wright y Leishman para la visualizacion del examen directo (1,14). Se
observan levaduras multigemantes, estructuras que contienen una célula madre de pared
gruesa y refringente, de forma esférica, oval o eliptica (61). El didmetro de dicha célula
madre oscila entre los 3-30 um de didmetro e inclusive puede alcanzar los 60 pum; se
observan multiples levaduras hijas gemando alrededor de la célula madre, el nimero de las
mismas puede variar desde 2 a mds de 12 (14). La observacion de las levaduras

multigemantes es patognémica de la infeccion por este hongo (1,14,121).

Las levaduras multigemantes pueden presentarse en diferentes conformaciones. Asi
por ejemplo, si se encuentran multiples levaduras alrededor de la célula madre estas
simulan una “rueda de timén”’; cuando se observan 2 o 3 gemas en un polo estas asemejan
la “huella de 0s0”, o pueden observarse solo dos en cuyo caso asemejan segin diversos
autores las orejas del “ratéon Miguelito o Mickey Mouse” (10,14). También pueden

observarse levaduras

en cadenas (365). Estas conformaciones pueden observarse en la figura 29.

Figura 29. Levaduras multigemantes en examen directo positivo por PCM
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(A-C) Diferentes conformaciones que pueden observarse al examen directo. (D) Esquema que ilustra la
variedad de formas en las cuales pueden encontrarse las levaduras multigemantes de Paracoccidioides spp.

Adaptado de Nifio-Vega et al. 2017; Franco et al. 1993; y Aratjo Lopez et al. 2016 (64,169,366).

10.1.2. Cultivo de Paracoccidioides spp.

Los cultivos de este hongo dimérfico son de crecimiento lento, las formas iniciales
maduran alrededor de los 21 dias. A temperaturas entre 25 y 30 °C la colonia es blanca,
plegada, compacta, en ocasiones glabra o puede observarse con una pequefia capa de
micelio aéreo blanco que puede tornarse marrén con el tiempo. El reverso puede ser claro o
cafezusco-marrén (61,323,363,367). Se observa crecimiento tanto en agar Sabouraud como
en agar mycosel (363). A temperatura de 37 °C en agar infusion cerebro corazén u otro agar
que sea enriquecido, la colonia se vuelve prominente, levantada, de color crema a tonalidad
oscura, himeda y suave que va tomando un aspecto ceroso semejante a una colonia

levaduriforme (61,368). Lo anterior puede visualizarse en la figura 30.

“ f Y
1
‘

AN

Figura 30. Cultivos en medios sélidos a temperaturas de 25-30 °C y a 37 °C de Paracoccidioides spp.
(A-B) Cultivo en forma micelial, a 25-30 °C, y su respectiva observacién microscépica. (C-D) Cultivo en

forma levaduriforme, a 37 °C, y su respectiva observacién microscépica. Tomado y adaptado de Bonifaz 2012
y Aratijo Lépez et al. 2016 (14,366).
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Ademés del cultivo comin en medios generales como agar glucosado de Sabouraud
o agar Mycosel, se describe el uso de otros medios enriquecidos. Entre ellos podemos citar
el agar Kelley, el agar Pine y el agar Fava-Neto (64,366,369). Con respecto al agar Kelley,
estd conformado por componentes ricos como el extracto de res, solucién de hemoglobina y
bactopeptona (370). El agar Pine es un medio altamente enriquecido, utilizado también para
el cultivo de H. capsulatum, y estd formado por siete soluciones diferentes que incluyen
sales, casefna hidrolizada, 7 vitaminas entre que se pueden citar la riboflavina, biotina y la
tiamina; ademds tiene hemina y coenzima A (371). Por dltimo, el agar Fava-Neto se
prepara con proteasa, peptona, dextrosa, y extractos de carne y de levadura (366,372). Este
puede ser preparado de forma semisélida para el desarrollo de las células levaduriformes, el
crecimiento se observa entre el sexto y el noveno dia de incubacién (372). En términos
generales estos medios tan ricos son utilizados para la induccién del dimorfismo (micelio a

levadura) (169). En el cuadro 4 se puede repasar la composicion de los medios citados.

Cuadro 4. Composicion de los medios Fava Neto, Kelly y Pine.

Tipo de

. Agar Fava Neto Agar Kell Agar Pine
constituyente g vaN & y g !
. Glucosa Caseina
Carbono y energia Dextrosa » oo
Bactopeptona Acido citrico
Proteasa peptona Acido cetoglutdrico
. Peptona Extracto de res Asparagina
Fuente de nitrégeno P X parag
Extracto de carne L- tript6fano

Extracto de levadura

Solucion sales 1: KH,PO,,
(NH4)2SO4, MgSO4, CaClz, ZHSO4

Fuentes de minerales Cloruro de sodio Cloruro de sodio Solucién de sales 2: FeSO,,
MnCl,, Na,MoO,, HC1
Solucion 4: Inositol, Hidrocloruro
de tiamina, Pantetonato de calcio
Otros Solucién fie Riboflavina, Nizonamid.a, Biotina
hemoglobina Solucién 5: Hemina

Solucién 6: Acido DL- tiéctico,
Glutation reducido

pH 7,2 -7,4 No se indica 6,5

Tomado de Franco et al. 1993; Aradjo Lopez et al. 2016; Chakrabarti et al. 2008 (169,366,371).

Cabe destacar, que por la composicién de estos medios los mismos pueden
considerarse como medios enriquecidos y no tienen componentes que los hagan

diferenciales o selectivos.
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Los cultivos mads ttiles para el diagndstico son aquellos que se incuban a 37 °C ya
que presentan la forma patognomoénica de la enfermedad. Como se menciond
anteriormente, a temperaturas de entre 35-37 °C, en medios s6lidos enriquecidos, como el
agar infusién cerebro corazén, se pueden observar las células levaduriformes de gran
tamaio, redondas, de paredes gruesas con uniones simples y estrechas con las células hijas,
que se encuentran en nimero variable alrededor de la célula madre y poseen un didmetro de

2-10 um (61,363).

De 25 a 30 °C, se forman por lo general solo hifas ramificadas y septadas, con
presencia de clamidosporas intercalares y terminales. Ocasionalmente pueden observarse
algunas microconidias a lo largo de las hifas (10,365). Adicionalmente, se ha descrito que
entre P. brasiliensis y P. lutzii existe una diferencia en el tamafio de las conidias, siendo
mas alargada la de P. [lutzii con respecto a las P. brasiliensis. Esta diferencia se observa a

nivel de microscopia electrénica (121).

Si se ha observado tnicamente la fase micelial de este hongo, debe inducirse el
dimorfismo para confirmar el diagndstico (10,363). Para demostrar el dimorfismo se debe
tomar una porcion del cultivo micelial y realizar un repique en un tubo con tapa que
contenga agar cerebro corazén y adicionalmente un poco de caldo de este mismo medio. Se
procede a incubar a temperatura de 35 a 37 °C, de ser posible en atmdsfera enriquecida con
CO:.. Se debe dejar el tubo lo suficientemente cerrado para mantener la humedad del medio
y al mismo tiempo permitir el intercambio gaseoso. Se deben hacer montajes microscopicos
de forma periddica. Si después de unos dias aparece de nuevo la colonia micelial deben
realizarse varios pasajes antes de lograr la induccién de la fase levaduriforme. Este
procedimiento de siembra siempre debe llevarse a cabo en cdmara de bioseguridad (61).
Alternativamente pueden utilizarse métodos moleculares para la identificacion de especie o
métodos de absorcion y desorciéon atémica como el MALDI-TOF (10). En la figura 31 se
pueden repasar las morfologias presentadas por cultivos de Paracoccidioides spp. en

medios ricos en ambos rangos de temperatura citados previamente.
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Agar papa dextrosa Agar infusién cerebro corazén

Figura 31. Morfologia microscopica de Paracoccidioides spp. incubados a diferentes temperaturas.
(A y C) corresponden a la forma micelial a temperatura ambiente (25-30 °C). (C y D) A 35-37 °C se observan

las formas diagnésticas, las levaduras multigemantes. Adaptado de Walsh ef al. 2018 (61).

10.2. Diagnéstico histopatolégico

La descripciéon de la morfologia de Paracoccidioides spp. es la misma que en el
caso del examen directo; las diferencias observadas se deben a la naturaleza de cada
tincion. Existen al menos tres tinciones para la visualizaciéon del hongo en muestras de
tejido, las que corresponden a las méds ampliamente utilizadas en histopatologia para la
observacion de agentes flingicos. Entre ellas destacan las tinciones tradicionales como la
hematoxilina-eosina (H&E) y las tinciones especiales para la visualizacién de estructuras

fungicas, como son el Grocott y el PAS.

En Ia tinciéon hematoxilina-eosina la pared fungica se mantiene intacta, el nicleo

aparece bien delineado y baséfilo (10). En la figura 32 se observan levaduras
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multigemantes de Paracoccidioides spp. de una misma muestra clinica tefiida con

hematoxilina-eosina en diferentes aumentos.

Figura 32. Ulcera de la cavidad oral tefiida con hematoxilina-eosina positiva por PCM.

(A) Se observa la hiperplasia pseudoepiteliomatosa de la epidermis (4X). (B) Células gigantes multinucleadas
con estructuras sugestivas de levaduras de Paracoccidioides spp. (10X). Tomado de Rodriguez & Valverde
2019 (59).

En la tincién de 4cido peryddico de Schiff o PAS, el 4acido peryddico tifie
estructuras que poseen polisacdridos y mucopolisacaridos que se presentan en la pared de
los hongos, y por ende, la pared fingica se tifie de rojo (363). Por su parte, en la tincién de
Grocott-Gomori, también conocida como tincién de Grocott o tincion de plata de Gomori,
los grupos hidroxilo de los polisacaridos son oxidados a aldehidos y se reduce el complejo
nitrato de plata-metanamina y por ende la pared fingica se observa de color café oscuro a
negro como resultado de la plata depositada donde se localizan los aldehidos. La intensidad
del color es proporcional a la cantidad de aldehidos presentes en la pared (64, 363). En la
figura 33 se pueden observar levaduras multigemantes de Paracoccidioides spp. en

tinciones histopatolégicas tefiidas con PAS y Grocott.
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Figura 33. Tinéionés especiales para hongoé mostrando levaduras multigemantes de Paracoccidioies Spp.
(A) Levadura multigemante observada con una tincién de PAS. (B) Levadura en forma de timén, tincién de
Grocott. (C) Levadura multigemante en conformacién de orejas de “Mickey Mouse”. Todas las micrografias
tienen un aumento de 40X. Fotografias propias de un caso en el Hospital San Juan de Dios, Caja

Costarricense del Seguro Social, 2019, sin publicar.

Es importante destacar que, en el caso de la PCM mucocutdnea, es comun observar
de hiperplasia epidérmica con hiperqueratosis, con frecuencia pseudoepiteliomatosa. Hay
espongiosis y exocitosis con microabscesos de polimorfonucleares. Se puede visualizar una
mezcla de reaccion inflamatoria aguda y crénica, con linfocitos, histiocitos células gigantes
de cuerpo extrafio de tipo Langhans, ademds se puede observar fibrosis con zonas de
necrosis caseosa (373). En los casos de PCM pulmonar se presentan granulomas
tuberculoides y en los casos provenientes de la forma aguda, se observa infiltrado

linfohistiocitario, sin formacién de verdaderos granulomas (14).

10.3. Diagnéstico serolégico

En 1916 Moses estudia la fijacion de complemento (FC) y se convirtié en un
cientifico pionero al utilizar el inmunodiagndstico para micosis sistémicas (374). Entre las
técnicas de diagndstico serolégico de esta enfermedad, podemos citar la precipitacion en
tubo, la inmunodifusiéon en agar, la inmunoelectroforesis, la contra electroforesis, la
aglutinaciéon en latex, el eritroinmunoensayo, los ensayos de lisis y los ensayos

inmunoenzimaticos o ELISAS (365).
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En términos generales, los pacientes con PCM no presentan deficiencia en la
producciéon de anticuerpos (375). Alrededor del 90 % de los pacientes los presentan al
momento de realizar el diagndstico (365), ademds, en los casos de PCM severa diseminada,
se da una gran produccién de anticuerpos (108). Por esta razén estas pruebas pueden ser
utilizadas tanto para el diagndstico como para el prondstico y el seguimiento de la

evolucion del paciente (64, 365, 374).

Es necesario tomar en consideracién que en formas severas de la PCM también
puede darse una deficiencia en la produccion de anticuerpos, tal es el caso, por ejemplo, de
los pacientes con HIV en fase SIDA. En este caso el seguimiento de los pacientes con

técnicas de deteccion de anticuerpos no estd recomendado (1).

Las pruebas seroldgicas son de gran importancia tanto para el diagndstico como
para el seguimiento de los pacientes. Pese a la gran utilidad de estos métodos de
diagndstico indirecto, es necesario complementarlos con métodos directos como el examen
directo y el cultivo, para asi realizar la confirmacién del diagndstico (374). A continuacion,

se detallan brevemente las pruebas seroldgicas desarrolladas para el diagndstico de la PCM.

10.3.1. Intradermorreaccion

Pese a haber sido ampliamente empleada hace décadas, en la actualidad, la
intradermorreaccion tiene un valor limitado para el diagndstico de la PCM (10, 14), debido
al aumento de los pacientes con formas severas de la enfermedad y con problemas de
inmunidad o mal estado general de salud, y que por ende, presentan intradermorreacciones
negativas (376). Adicionalmente, una prueba positiva indica Unicamente el contacto con
Paracoccidioides spp., y no se puede saber si la infeccion es activa o pasada (377). Por otro
lado, con respecto al antigeno a utilizar, no existe una formulacién estindar del mismo, lo
cual dificulta la comparacion de resultados y su interpretacion (10). Ademas, estan descritas
reacciones cruzadas con otros hongos causantes de infecciones flingicas sistémicas como
Histoplasma capsulatum y Coccidioides spp. debido a la presencia de antigenos en comun

con estos hongos (6,377,378).

Diversos estudios muestran que la intradermorreaccion se vuelve positiva durante el

tratamiento, lo cual es de buen prondstico en estos casos. Debido a estas razones se
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considera que esta prueba seroldgica debe utilizarse en los casos en que se haya establecido
previamente el diagnostico de PCM (138). Adicionalmente, se considera que esta prueba es
de utilidad en estudios epidemioldgicos, para establecer zonas de endemicidad y para
detectar casos subclinicos de la enfermedad (378). La intradermorreaccion se considera
positiva con una zona de induracién mayor o igual a 5 mm a las 48 h de inoculacién. Si la

zona es mayor de 10 mm se considera mds especifica (378,379).

10.3.2. Fijacion del complemento

La fijacion del complemento fue la primera técnica indirecta utilizada para el
estudio de la PCM. Esta prueba es de gran valor diagnéstico ya que puede ser utilizada de
forma cuantitativa. El fundamento bdsico de esta prueba es sencillo y se basa en que los
complejos antigeno-anticuerpo fijan complemento por la via clésica (252). Una vez que se
logra esta interaccion, se afiade el complemento y un sistema indicador que consiste en

eritrocitos de carnero recubiertos de anticuerpos (380).

Para realizar la prueba, se combina una suspension de antigenos con el suero del
paciente. Si en la muestra en estudio existen anticuerpos contra Paracoccidioides spp., al
afladir el complemento, éste se fijard a los complejos inmunes y por lo tanto, al agregar los

eritrocitos sensibilizados, no se producira la lisis del indicador (381).

En el caso especifico del estudio de la PCM, el antigeno de Paracoccidioides spp.
empleado consiste principalmente en polisacaridos o filtrados del cultivo del hongo, ya sea
de la forma micelial o levaduriforme; el antigeno metabdlico de la fase levaduriforme es el

mds utilizado (382).

En la figura 34 se explica brevemente, mediante un esquema, el procedimiento de

esta prueba seroldgica.
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Figura 34. Principio de la prueba seroldgica de flj acion del complemento para el diagndstico de la PCM.

I

En presencia de inmunocomplejos, el complemento se fija y se agota. Al agregar las células indicadoras,
eritrocitos sensibilizados, si queda complemento libre las células se lisardn, y se interpreta como una prueba
negativa; si los inmunocomplejos se formaron, el complemento no es suficiente y por tanto los eritrocitos no

se lisan y se interpreta como una prueba positiva. Adaptado de Roitt et al. 1994 (252).

Por su alto valor prondstico esta prueba puede utilizar para seguimiento de los
pacientes, se debe realizar la prueba cada dos meses durante el tratamiento (374). Los
titulos de anticuerpos deben estabilizarse en valores bajos o hasta que desaparezcan. Si bien
es una técnica con alta sensibilidad su uso es restringido por ser una prueba que conlleva
mucho trabajo (374). Por ultimo, debe tomarse en cuenta la reactividad cruzada con los

antigenos de H. capsulatum (382).

10.3.3. Precipitacion en tubo

En esta prueba se utiliza como antigeno un polisacarido de la fase levaduriforme, el
anticuerpo que interacciona con el antigeno es de tipo IgM. Esta técnica fue desarrollada
por Fava Neto en 1955 (31,383). La técnica de precipitacién en tubo fue la primera en
desarrollar un antigeno de polisacdridos para una prueba seroldgica. Para la preparacion del
antigeno, se obtiene un aislamiento de Paracoccidioides spp. en fase levaduriforme,
sembrado en botellas de caldo glucosado al 1 %. Este cultivo se trata con perlas estériles y
luego se realizan lavados con solucion fisioldgica. Luego, el sedimento se trata con acetona
pura varias veces, finalmente, se adiciona éter sulftrico. El sedimento se seca durante 1
hora a 37 °C, se suspende en buffer a pH 7,3 £ 0,1 y se autoclava. Finalmente, el antigeno
se separa por centrifugacion, el sobrenadante se filtra con papel filtro mojado con agua

destilada y se adiciona 1/10,000 de mertiolato de sodio como preservante (376).
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Ahora bien, para la prueba de precipitacion en tubo se emplean tubos perfectamente
lavados. Se adiciona la muestra de suero de los pacientes sin diluir, previamente
inactivando el complemento incubdndola en bafio marfa a 56 °C por 30 minutos. Luego se
adiciona en la misma proporcién el antigeno puro preparado como se indicé anteriormente
diluido de 1/10 hasta 1/40. Se anade un tubo testigo en el cual el antigeno se reemplaza por

medio de cultivo liquido (376).

La lectura se efectiia a los 10 minutos de incubacién a 37 °C y se reportan como
positivos los tubos en los cuales se forme un anillo en el limite de separacién del suero y el
antigeno. Luego de la primera lectura se agitan los tubos, y se vuelven a incubar a 37 °C en
bafio marfa, durante 5 dias y al final de la incubacién se hace la lectura. Se reportan

positivos los tubos que presenten la formacion un precipitado de complejos inmunes (376).
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La figura 35 detalla el fundamento y lectura de esta prueba.

Figura 35. Fundamento de la técnica de precipitacion en tubo para el diagnéstico serolégico de la PCM.

Suero inactivado del paciente y antigeno de Paracoccidioides spp. preparado como indicado, se mezclan en
proporciones iguales. Luego de 10 min de incubacion, la prueba positiva se determina por la formacién de un
anillo de complejos inmunes en la interfase de ambos liquidos. Si la prueba es negativa, se mezclan los tubos
y se incuban por 5 dias a 37 °C, la prueba positiva se determina por la formacién de un precipitado de

inmunocomplejos. Adaptado de Negroni 1974 (376).

El principal aporte de esta prueba de precipitacion en tubo es el diagnosticar la

primo infeccién, en los casos que tienen menos de un afio de evolucién, ya que detecta
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IgM. Esta detecciéon se puede realizar incluso cuando los anticuerpos fijadores del
complemento no son detectables (376,384). No es una técnica apropiada para dar
seguimiento a la evolucién del paciente, sin embargo, en las recaidas esta prueba cobra

importancia (385).

10.3.4. Inmunodifusion en agar

La inmunodifusién en agar permite evidenciar el contacto del paciente con
Paracoccidioides spp., lo cual permite al personal médico tomar decisiones en cuanto las
técnicas complementarias que pueden implementarse para confirmar el diagndstico de la
PCM. Esta técnica es util para el seguimiento de los pacientes con PCM pues no se
requieren equipos especializados y su interpretacion es sencilla. Se trata de la técnica mas
utilizada para la deteccion de anticuerpos antiparacoccidioideos en pacientes con sospecha

clinica de la enfermedad (366,374,386).

Se utiliza como antigeno la glicoproteina Gp43 que genera anticuerpos en cerca del
100 % de los pacientes con PCM (387). El fundamento de esta inmunodifusién fue el
propuesto por Oudin y Ouchterlony (252). Se enfrentan entonces un suero con anticuerpos
y el antigeno soluble que se colocan en pocillos separados en platos con agar, estos van a
difundir hacia el exterior del pocillo. En caso de reaccion, se forma una linea visible de

precipitado en el punto de equivalencia entre los anticuerpos y los antigenos (366).

La figura 36 presenta un esquema de lectura e interpretacion de la inmunodifusion

en agar.
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Figura 36. Diagnéstico serolégico de la PCM por doble inmunodifusién radial.

(A) Los antigenos y anticuerpos difunden en el agar por gradiente de concentracién generando patrones como
los que se muestran. (B) Inmunodifusién radial usando antigeno filtrado de cultivo levaduriforme de P.
brasiliensis en el pocillo A. Los pocillos B y E contienen sueros hiperinmunes anti-Gp43; los pocillos Cy G
contienen suero de pacientes con PCM; el pocillo D tiene un suero de paciente con histoplasmosis y el pocillo
F es un suero de paciente conocido sano, usado control negativo. Tomado de Franco et al. 1993 y Roitt et al.

1994 (169,252).

En caso de estar disponibles, se recomienda el seguimiento de los pacientes con las
pruebas de fijacion de complemento y la inmunodifusidn, esto con el fin de dar seguimiento
al tratamiento a la vez que se pueden detectar recaidas antes de que se presenten sintomas
de nuevo (374). Estas pruebas deben realizarse cada seis meses junto con el seguimiento
médico del estado general y estudios radioldgicos. Si se sospecha de reactivacion de la
enfermedad o la no respuesta al tratamiento se puede solicitar antes de los seis meses. Se ha
observado que la disminucion de los niveles de anticuerpos ocurre entre los 6-10 meses, la

prueba puede resultar negativa o se pueden mantener titulos bajos del anticuerpo (366).

10.3.5. Técnica de aglutinacion en ldtex

En el 2015, investigadores brasilefios desarrollan una técnica de particulas
sensibilizadas de latex (SLP) con antigeno Gp43 y otras con el anticuerpo monoclonal
mAB17c anti-Gp43. Esta prueba sirve para realizar el diagnéstico de PCM asociada a P.
brasiliensis en muestras LCR y lavado broncoalveolar. Se determiné que las SLP-Gp43
detectaron anticuerpos en las muestras de pacientes con una sensibilidad de 98,46 %,
especificidad 93,94 %, valor predictivo positivo de 91,4 % y valor predictivo negativo 98,9
%. Por otro lado, con respecto a la deteccion de antigeno por medio del mAB17¢c-SLP para
detectar antigeno circulante se obtuvo una sensibilidad 96,92 %, especificidad 88,89 %,
valor predictivo positivo 85,1 % y negativo 97,8 %. La correlacion entre ambos métodos
también fue satisfactoria. Se destaca también la utilidad de esta técnica en el seguimiento

de los pacientes a lo largo del tratamiento (142).
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Los autores concluyen que esta es una técnica con amplio potencial diagndstico, por
su rapidez (lectura en 10 min), sensibilidad, especificidad y la posibilidad de implementarse
incluso en laboratorios de complejidad baja que se encuentren ubicados en zonas distantes
y en zonas endémicas de bajos recursos (142). El fundamento de la prueba puede

visualizarse en la figura 37.
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Figura 37. Fundamento de la aglutinacién en latex para el diagndstico de PCM.

(A) Recubrimiento de particulas de latex con Gp43 para la deteccidon de anticuerpos contra este antigeno en
diferentes fluidos del paciente con sospecha de PCM. (B) Recubrimiento de particulas de latex con
anticuerpos monoclonales anti-Gp43 para la deteccion de antigeno gp43 en muestras de pacientes con

sospecha de PCM. Tomado de dos Santos et al. 2015 (142).
10.3.6. Inmunoelectroforesis y contrainmunoelectroforesis

La inmunoelectroforesis ha sido utilizada poco para el diagnéstico de PCM, su uso
ha sido principalmente para investigacion, y no se han comercializado para uso en
laboratorios de forma rutinaria. Ademds, se ha descrito que dependiendo de la naturaleza
del antigeno utilizado estas pruebas pueden dar reacciones cruzadas con otras enfermedades
fingicas (388). Se menciona que estas técnicas pueden tener una sensibilidad del 95 % y
una especificidad del 100 %, mientras que otros autores reportan sensibilidades de inclusive
el 77 % (10). La técnica se basa en la separacion de mezclas complejas de antigenos
mediante la aplicacién de una corriente eléctrica al antigeno depositado en un gel de agar,
luego se excava un pocillo en el que se agrega el suero del paciente y se deja difundir. Se

formaran arcos de precipitina si hay reaccidn antigeno-anticuerpo (252).
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Con respecto a la contrainmunoelectroforesis esta se puede utilizar como
herramienta diagndstica de la PCM en etapas tempranas de la enfermedad (385). El
principio de esta inmunoelectroforesis es el de la inmunoprecipitacién que ocurre cuanto el
antigeno que se encuentra en el cdtodo migra por un campo eléctrico a través de un medio
de difusién adecuado, como puede ser un gel de agarosa, y que contra corriente, desde el
dnodo, migra el anticuerpo (389). Es decir, esta técnica es una combinacién entre la
electroforesis tradicional y la inmunodifusién (390). La figura 38 muestra el principio de la

contrainmunodifusion.

Y- |- -

Banda de precipitina

Figura 38. Fundamento de la prueba de contrainmunoelectroforesis.

Esta técnica se lleva a cabo en geles de agar en los que el pH seleccionado confiere una carga positiva a los
anticuerpos implicados en la reaccién inmune, y una carga negativa a los antigenos. Al aplicar una carga
eléctrica, los antigenos y los anticuerpos migran el uno hacia el otro, formando una banda de precipitado, con
una sensibilidad de 10 a 20 veces mayor que la inmunodifusién doble y en un tiempo menor. Tomado y
adaptado de Roitt et al. 1994 (252).

Para la contrainmunoelectroforesis, los antigenos no son estandarizados y pueden
variar entre laboratorios, lo que dificulta comparar los resultados entre laboratorios. En
general, son extractos de células levaduriformes sometidas a sonicacion, aunque también
pueden obtenerse antigenos de las formas miceliales y exoantigenos de ambas formas.
Algunos investigadores recomiendan el uso de esta técnica como tamizaje, por la rapidez
con la que se pueden obtener resultados (391). Sin embargo, presenta el inconveniente de la

disponibilidad del equipo para realizarla (385).

10.3.6. Inmunobinding y Western blot
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Conocida también como técnica de dot-ELISA, el inmunobinding es una prueba de
deteccion de anticuerpos en la cual se utiliza una membrana como fase sélida. Las muestras
a ser estudiadas se colocan en un punto en la membrana de nitrocelulosa, que reemplaza a
la placa utilizada tradicionalmente en el ELISA. La nitrocelulosa adsorbe muy bien el
antigeno por lo cual su sensibilidad y especificidad son comparables al ELISA tradicional

(392). La figura 39 muestra el principio del inmunobinding.
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Membrana
Figura 39. Fundamento de la técnica de diagndstico serolégico Dot-ELISA o immunobinding.
El antigeno de interés se aplica a la membrana. Luego de la incubacién, se coloca la muestra que contendra
los anticuerpos de interés. Los anticuerpos de baja afinidad se lavan y permanecen los de alta afinidad. Los
complejos antigeno-anticuerpo son detectados por medio de un anticuerpo conjugado con peroxidasa que
permite evidenciar el cambio de color al aplicar el sustrato. Tomado y adaptado de Svobodova et al. 2013

(393).

En Brasil se reporta un andlisis de muestras utilizando la técnica del
immunobinding. Utilizaron como antigeno la glicoproteina Gp43 de P. brasiliensis
secretada en el sobrenadante de cultivos. Se enfrentd el antigeno contra el suero de
pacientes con PCM que se encontraban en fase activa de la enfermedad y en fase crénica.
Se utilizaron sueros control de pacientes con criptococosis, candidiasis, aspergilosis,
lacaziosis e histoplasmosis. Todos los sueros de pacientes con PCM fueron positivos para
esta prueba; se observo la presencia de positivos débiles con los sueros de los pacientes con
lacaziosis. Los resultados de este estudio indican que esta técnica es sensible, especifica y
rdpida para el diagndstico y seguimiento de los pacientes, ya que la prueba puede

desarrollarse de forma cuantitativa con el reporte de titulos de anticuerpos (394).

Con respecto al western blot este es un sistema de deteccidon y caracterizacion de

proteinas basado en la especificidad de la interaccién antigeno-anticuerpo. El primer paso
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en esta técnica es la separacion por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida del
antigeno y la posterior transferencia a una membrana. LLos antigenos que se transfirieron a
la membrana son reconocidos por los anticuerpos presentes en el suero del paciente y se da
la formacién de bandas o lineas que se comparan contra una membrana control. La
aparicién de color esta mediada por la adicién de un sustrato cromogénico soluble que

precipita en el sitio donde se encuentra el complejo antigeno-anticuerpo (395).

En el caso de Paracoccidioides spp., se public6 un estudio en el cual se utiliza esta
técnica y como proteina recombinante purificada una proteina de choque térmico, la Hsp60.
De 75 muestras utilizadas en este estudio 72 fueron positivas y no se observd reaccion
cruzada en sueros conocidos de pacientes con aspergilosis, esporotricosis, criptococosis y
tuberculosis. La sensibilidad de la técnica fue de 97,3 % y especificidad de 92,5 %. Los
autores concluyen que esta proteina puede ser utilizada sola o en combinacién con otros

antigenos para el diagnodstico de la PCM (396).

10.3.7. Discusion sobre las técnicas serologicas de diagnostico de PCM

Con respecto a este tipo de diagnéstico indirecto, es importante destacar el meta
andlisis de las pruebas inmunoldgicas utilizadas para el diagnostico de la PCM desde el afio
1972 al 2017, realizado por Higuita-Gutiérrez et al., publicado en el 2019 (397). En la
recopilacién que abarca este estudio, se determiné que para el diagndstico serolégico de la
PCM se han utilizado diferentes preparaciones antigénicas dentro de las cuales se
encuentran mezclas o “pooles” de antigenos, antigenos purificados o antigenos
recombinantes de Gp43, P27, Hsp60 y el antigeno sintético P2. Dentro de esta gama de
antigenos este estudio determiné que el uso del Gp43 como antigeno presenta los valores

mds altos de validez diagndstica (397).

Esto se debe principalmente a que Gp43 es la proteina mas abundante e
inmunogénica de P. brasiliensis. Esto se evidencia en los altos titulos de anticuerpos anti-
gp43 en pacientes con formas severas de la PCM. Cabe destacar que, si esto puede ser de
utilidad en el caso de esta especie del género Paracoccidioides, también se ha descrito que
P. lutzii presenta esta glicoproteina en bajas concentraciones, lo que puede dar lugares a

resultados falsos negativos. Por esto los autores de este meta andlisis sugieren que por
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precio y sensibilidad, y comparando los antigenos recombinantes versus las mezclas

antigénicas, se recomienda la utilizacién de mezclas de antigenos (397)

Por tltimo, dicho estudio, demuestra que la técnica serolégica mas utilizada en el
diagnéstico de PCM es la inmunodifusion y que una alternativa puede ser la
inmunoelectroforesis y el inmunobinding, tomando en cuenta las ventajas y desventajas ya
mencionadas. Surge entonces la técnica del ELISA, ampliamente utilizada en laboratorios
inclusive de baja complejidad por la facilidad con la que se pueden realizar, la estabilidad
de reactivos y las diferentes variantes de la técnica que permiten un amplio seguimiento

seroldgico de los pacientes (64,397).

Lamentablemente los ELISAS que se desarrollan en la actualidad son “in house”, no
hay un sistema comercial disponible lo cual no permite contar con técnicas
inmunoenzimdticas estandarizas. Por esta razon si se utilizan estas técnicas el seguimiento

debe darse siempre bajo las mismas condiciones del ensayo (1).

10.4. Diagnéstico molecular

Las pruebas moleculares para la identificacion de Paracoccidioides spp. pueden
dividirse en aquellas que detectan los dcidos nucleicos del patégeno fungico y aquellas que
se basan en la espectrometria. Adicionalmente, algunas se emplean para identificacién del
hongo a partir de un cultivo, mientras que otras pueden emplearse a partir de la muestra
clinica directamente. Finalmente, algunas se emplean para deteccion del hongo, mientras
que otras se abocan a la clasificacion del aislamiento en una especie especifica del hongo y
por ende son mds aptas para investigaciéon que para el diagndstico de rutina en el

laboratorio de micologia (398).

Existen pocas técnicas estandarizadas para el uso clinico de rutina o para detectar e
identificar al hongo en muestras clinicas, adicionalmente, algunas de las técnicas son de
desarrollo previo a la descripcion P. lutzii y de las especies cripticas de P. brasiliensis
sensu lato (64). La mayoria de las técnicas moleculares de deteccion de los &cidos
nucleicos se basan en la metodologia de la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR y sus
diferentes variantes (399), e incluyen también la hibridacion in situ (400) y la amplificacion

isotérmica mediada por bucle (401). Todas las metodologias descritas a continuacion
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pueden realizarse para la detecciéon del patégeno flingico en una muestra clinica o
ambiental, asi como a partir de una colonia aislada. En el primer caso se tratard de un
diagndéstico molecular de la enfermedad, mientras que, en el segundo caso, la intencién es
mds de confirmar el diagndstico micoldgico tradicional y de clasificar el aislamiento, por lo
que solo en laboratorios grandes y bien equipados suele realizarse, con fines de
investigacion epidemioldgica molecular. Por su parte, las técnicas que no se basan
exclusivamente en deteccion de dcidos nucleicos incluyen la espectrometria de masas (402)

y la espectrometria infrarroja (403).

10.4.1. PCR convencional

El PCR convencional para la deteccion de Paracoccidioides spp. se basa,
principalmente, en la amplificacion de dos secuencias gendmicas del hongo: la region ITS
(ITS1 e ITS2, mas el gen del ARNr 5,8S) y el gen que codifica por la Gp43 (398, 404).
Ambas amplificaciones pueden realizarse desde una muestra clinica (biopsia o fluido
corporal) o ambiental; ademds pueden realizarse a partir de un cultivo. En el caso de la
region ITS, los productos de PCR pueden secuenciarse para clasificar el aislamiento como
perteneciente a una de las dos especies de Paracoccidioides spp. (405). Recientemente, se
desarrollé también un PCR diplex (amplificacion del ex6én 2 del gen GP43 con dos sets de
primers, un par para cada especie de Paracoccidioides spp., en un unico tubo) para el

diagndstico de la PCM (400).

10.4.2. PCR anidado y PCR cuantitativo

El PCR anidado consiste en la amplificacion del material genético con dos pares de
cebadores o primers. El primer par generard un amplicén de mayor tamafio que servird de
molde para el segundo set de ciclos de amplificacion, que generard productos de PCR mas
pequeios y especificos del patégeno que se busca detectar (407). En el caso de la PCM, se
ha empleado la amplificacién mediante PCR anidado tanto de la regién ITS como del gen
GP43 para diagnéstico molecular directo a partir de biopsias parafinadas o no, y a partir de

esputos (408, 409).
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En el caso del PCR cuantitativo también llamado qPCR, se emplean fluorocromos
que tienen afinidad por moléculas de ADN de doble banda y que emiten sefial de manera
proporcional a la cantidad de ADN doble banda o se emplean sondas que se hibridan en la
hebra de ADN recién sintetizada y que emiten sefial igualmente proporcional a la cantidad
de ADN amplificado. De este modo, es posible seguir, ciclo a ciclo, la cantidad de ADN
presente en el tubo de reaccidn, por lo que la técnica también recibe el nombre de PCR en
tiempo real o “real-time PCR”, a veces escrito como RT-PCR, a no confundir con el PCR
precedido de una retrotranscripcion (RT) en el cual una molécula de ARN se retrotranscribe
a ADN para iniciar el proceso de amplificacion de este (407). En cuanto a la PCM, se ha
empleado la técnica de qPCR para detectar y cuantificar el gen de GP43, la region ITS y la
proteina Pb27 (410-412).

10.4.3. Técnicas basadas en PCR para el tipaje de Paracoccidioides spp.

Por su naturaleza, costo e implementacion, estas técnicas se emplean principalmente
para la clasificacién de los aislamientos clinicos o ambientales de Paracoccidioides spp.
Las metodologias incluyen el andlisis de secuencias multilocus (“Multilocus Sequence
Analysis” o MLSA), el polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (“Restriction
Fragment Length Polymorphism” o RFLP), el polimorfismo de ADN aleatoriamente
amplificado (“Random Amplified Polymorphic DNA” o RAPD) y la amplificacién por

PCR y posterior secuenciacion de microsatélites y de elementos transponibles (362,398).

En el caso de la clasificacion de Paracoccidioides spp. por MLSA, en uno de los
esquemas, se amplifican por PCR cinco genes nucleares del hongo, como se mencion6
previamente en la seccion de clasificacion taxonémica y aspectos genéticos (40). Con la
inclusion de otros genes, hasta llegar a amplificar 13 regiones distintas (43), se pueden
clasificar los aislamientos en todas las especies descritas, incluyendo las especies cripticas,

a excepcion de P. venezuelensis descrita luego de la publicacion de la metodologia (398).

La metodologia de RFLP consiste en digerir el ADN del aislamiento con enzimas de
restriccion (endonucleasas) que realizan cortes en el ADN en secuencias conocidas, lo que
genera bandas de ADN de longitud distinta. El digerido genera un patrén de bandas que

puede determinarse con una electroforesis y compararse contra un control conocido (413).
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En el caso de la PCM, previo a la digestiéon se emplean distintos primers de PCR para
amplificar el material, tener mejor resolucién y aumentar la sefial; el amplicén corresponde
al gen de la a-tubulina (TUB1) que posee suficientes polimorfismos para poder diferenciar
P. lutzii de las especies cripticas de P. brasiliensis sensu lato: P. brasiliensis sensu stricto,

P. americana y P. restrepiensis (414,415).

La metodologia de RAPD consiste en amplificar, con primers aleatorios, el ADN de
un aislamiento y detectar asi la variabilidad genética de un grupo de aislamientos
emparentados (416). En Paracoccidioides, esta técnica se ha empleado para explorar la

diversidad de aislamientos clinicos (417).

Los microsatélites son secuencias cortas de repeticiones (“Short Sequence Repeats”
o SSR) que se encuentran en tdndem y cuya longitud es variable segin el nimero de
repeticiones (418). Se emplean para caracterizar los alelos segun el tamafio o longitud del
amplicon, o mediante la secuenciacion de este. En la PCM, esta metodologia se ha

empleado para distinguir las especies cripticas del complejo P. brasiliensis (419,420).

Finalmente, la amplificacion de elementos transponibles se ha empleado en
Paracoccidioides para separar las especies cripticas del complejo P. brasiliensis (421). Esta
metodologia ha confirmado los hallazgos hechos con otras técnicas moleculares, como la
amplificacion de microsatélites o los PCR convencionales; sin embargo, la amplificacion de
elementos transponibles no es capaz por si sola de clasificar satisfactoriamente todos los

aislamientos (398).

10.4.4. Amplificacion isotérmica

En la metodologia conocida como amplificacién isotérmica mediada por bucle
(“Loop-Mediated Isothermal Amplification” o LAMP), la amplificacién del ADN ocurre a
una Unica temperatura (isotérmicamente), por lo que no es necesario un termociclador. El
LAMP emplea una ADN polimerasa distinta, generalmente la polimerasa Bst de
Geobacillus stearothermophilus, para la amplificacion del ADN. Esta polimerasa es capaz
de romper los puentes de hidrégeno entre las cadenas de ADN y de sintetizar las hebras
complementarias sin que su actividad se vea inhibida por la estructura secundaria del ADN

(422). Se ha empleado esta técnica para amplificar el gen GP43 de Paracoccidioides spp. a
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partir del ADN extraido de muestras clinicas (biopsias parafinadas y esputos), por lo que es

una metodologia apta para el diagndstico de la PCM (401).

10.4.5. Hibridacion in situ

La hibridacién in situ hace uso de sondas de ADN que pueden unirse a secuencias
complementarias de manera precisa, ya sea en un corte histolégico o en células intactas, 1o
que permite la localizaciéon y deteccion de hongos de interés (423). La hibridacién
fluorescente in situ (“Fluorescence in situ hybridization” o FISH) es un tipo de hibridacién
in situ que emplea sondas con fluorescencia que se unen a secuencias gendOmicas del
patégeno que se busca (424). Existen al menos dos ensayos de FISH para detectar
Paracoccidioides spp. en biopsias que se fijan a secuencias especificas del gen que codifica
el ARN ribosomal 28S de este hongo. Se reportaron una especificidad y una sensibilidad
similares a las de los PCR anidados, con la ventaja de requerir Unicamente de un

microscopio de fluorescencia con filtros adaptados a los fluorocromos empleados (398).

10.4.6. Espectrometria de masas y espectrometria infrarroja

La espectrometria de masas se emplea hace mas de 100 afios. Sin embargo es hasta
hace poco que esta técnica ha cobrado importancia en la microbiologia ya que permite la
identificacién de bacterias, levaduras y hongos filamentosos cultivados previamente por
métodos tradicionales (425). El término MALDI se refiere al nombre de la técnica en inglés
que corresponde a “Matrix-assisted laser desorption/ionization” o desorcion/ionizacion por
laser asistida por matriz (426). Es una técnica de ionizacién suave que permite el andlisis de
proteinas de elevado peso molecular y al mismo tiempo hace posible el estudio de mezclas
ya que por medio de ionizacion se producen fragmentaciones que facilitan el espectro de
masas. Esta técnica se combiné con un analizador de masas tipo TOF, por sus siglas en
inglés, “Time-of-flight” o tiempo de vuelo, refiriéndose a la obtencién de espectros de
masas que dependen del tiempo que tardan las proteinas en viajar por la columna al vacio

hasta el detector (427).
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El espectréometro de masas cuenta con una fuente de ionizacién, un analizador y un
detector. A la muestra se le agrega una matriz orgdnica que cristaliza, esta mezcla es
irradiada por un laser que incide sobre la muestra en placas de material conductivo. La
energia del l4ser provoca una nube de particulas (428). Los iones son extraidos al ser
sometidos a un campo eléctrico a través del cual estos son acelerados debido a su carga.
Los iones son dirigidos al analizador de masas y posteriormente al detector. El perfil
proteico obtenido es comparado con una base de datos, la identificacién depende entonces

de la calidad del espectro y el tamafio de la base de datos (429).

Los patrones de masa de hongos se derivan de proteinas estructurales abundantes y
caracteristicos de cada especie, por lo que se emplean para reconocer la especie (398).
Como ejemplo de utilizacién de esta técnica, se puede citar un estudio realizado en Brasil
en el 2015 con cepas de P. brasiliensis y P. lutzii que demostro resultados reproducibles y
comparables con las técnicas moleculares que se emplearon para realizar la identificacion y
que incluyeron el tipaje de secuencia multilocus, el PCR del gen HSP 70, la secuenciacién
de ITS. Luego de la depuracién de los espectros obtenidos se obtuvieron dos diferentes

perfiles de proteinas uno para P. brasiliensis y otro para P. lutzii (402).

La figura 40 muestra un diagrama de preparacion de la muestra para su

identificacion por espectrometria de masas y el flujo de anélisis en el equipo.

Figura 40. Identificacion de hongos miceliales por espectrometria de masas.
(A) Preparacién de hongos miceliales para la identificacion por MALDI-TOF MS de Biomérieux. (B)

Diagrama del flujo de la muestra en el espectrometro de masas. Adaptado de Maldonado et al. 2017 (429).
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Una segunda técnica, mucho menos empleada y alin bajo investigacion, es la
espectrometria infrarroja con transformaciéon de Fourier (“Fourier-transform infrared
spectroscopy” o FT-IR) que emplea luz infrarroja para escanear una muestra (células
enteras o un extracto) para generar un patron espectral especifico de cada hongo (430). Se
obtuvieron buenos resultados al emplear esta metodologia para diferenciar P. brasiliensis
de P. lutzii, al generarse espectros de luz infrarroja con patrones de proteinas, polisacaridos

y dcidos nucleicos (403).

10.4.7. Discusion sobre las técnicas moleculares de diagnostico de PCM

De las técnicas moleculares para el diagndstico de la PCM, solamente unas pocas
son utiles para la deteccidon de Paracoccidioides spp. en muestras clinicas y ninguna es
capaz de distinguir entre todas las especies cripticas del hongo. La mayoria de pruebas

fueron desarrolladas para emplear cultivos puros del hongo y sirven entonces para

de lo motriz
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confirmar el diagndstico y para clasificar el aislamiento, con fines epidemioldgicos

principalmente (398).

Adicionalmente, es destacable que el tiempo promedio entre la descripcién de una
técnica molecular y su aplicacion al diagndstico molecular de la PCM es de
aproximadamente 15 afos, lo que muestra bien la lentitud con la que se incorporan nuevas
tecnologias al diagndstico de esta micosis desatendida (398). Es de esperar que con la
introduccion de las tecnologias de secuenciacion masiva de genomas completos, nuevos
métodos de diagndstico sean desarrollados como una alternativa viable en el laboratorio

(87, 398).

10.5. Algoritmo propuesto para el diagnéstico de la PCM

Al terminar este capitulo podemos visualizar todo el proceso del diagndstico de la
PCM, desde el laboratorio. Se debe reconocer la importancia de la fase preanalitica, con la
adecuada obtencién y conservacion de la muestra, la separacién para realizar tanto los
estudios micoldgicos, histopatoldgicos, seroldgicos, moleculares y de espectrometria, en
caso de contar con ellos. Importante destacar la importancia del examen directo ya que, de
todos los métodos de diagnoéstico descritos, el examen directo permite identificar al agente
causal de forma inmediata y esto se traduce en brindar al personal médico las herramientas

para iniciar la terapia antifingica de manera oportuna.

La figura 41 presenta un algoritmo propuesto para el diagndstico de la PCM y que

resume lo descrito en este apartado.
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Segtn el tipo de muestra, se pueden realizar estudios micolégicos y/o histopatolégicos. Luego del cultivo, los
aislamientos se pueden identificar de manera fenotipica o por métodos moleculares o por espectrometria de
masas. En caso de realizar un diagnéstico en sangre, se emplean métodos seroldgicos para deteccién de

anticuerpos o de antigeno por diversas técnicas. ID: inmunodifusién; FC: fijacion complemento, CIE:
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11. TRATAMIENTO DE LA PCM

Los medicamentos utilizados para el tratamiento de la PCM actian principalmente a
nivel de la membrana plasmatica y sobre la sintesis de acido félico (431). Podemos citar
tres grupos de antiftingicos que actian sobre estas estructuras o vias metabdlicas: i) los
polienos como la anfotericina B, ii) las sulfonamidas como el sulfametoxazol, el cual
combinado con el trimetoprim se conoce como trimetoprim sulfametoxazol (TMX-SMX)
también llamado cotrimoxazol, y iii) los azoles dentro de los cuales se pueden citar los
imidazoles como el ketoconazol y los triazoles como el fluconazol y el itraconazol (432).
Otros azoles de nueva generacion como el posaconazol y el voriconazol se han empezado a

utilizar en el tratamiento de la PCM. Los resultados observados son alentadores (433,434).

El primer grupo de medicamentos utilizados para el tratamiento de esta enfermedad
fue el grupo de las sulfonamidas, utilizadas por primera vez por Oliveira Ribeiro en 1940.
Se utilizé la sulfapiridina como tratamiento de la PCM (32). El mecanismo de accién de
estos medicamentos se basa en la inhibicion competitiva que realiza el dcido amino
benzoico (PABA) sobre la enzima dihidropteroato sintasa, la cual es importante en la via de
sintesis del acido folico y este a su vez es necesario para realizar la sintesis de 4cidos

nucleicos y proteinas (435).

Tiempo después, en 1958, Lacaz y Sampaio dan a conocer el primer caso donde se
utiliz6 la anfotericina B para tratar esta enfermedad. (60). Es conocido que este polieno si
bien es efectivo, interacciona no solo con el ergosterol de la membrana fungica sino que
también afecta la membrana con colesterol, lo cual resulta en un dafio severo para el
hospedero, produciendo inicialmente sintomas como nduseas, vomitos hiper- e hipotension,
hipoxia y nefrotoxicidad (436). Las nuevas formas, como la anfotericina B liposomal,

pretenden reducir la toxicidad de este medicamento (437).

Luego, en 1973, se introduce el uso de otras sulfonamidas como el cotrimoxazol.
Esta droga ejerce una accién sinérgica entre sus dos farmacos constituyentes, el
sulfametozaxol y el trimetoprim, y se indica su uso en casos de PCM leve a moderada y en

la neuroparacoccidioidomicosis (438). El cotrimoxazol actia por inhibicién de la enzima
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involucrada en la sintesis de dcido tetrahidrofélico el cual es necesario para la posterior

formacion de folato intracelular, que es esencial para el crecimiento del hongo (431).

Afos mads tarde, en 1981, la FDA aprueba el uso de un nuevo imidazol de amplio
espectro, el ketoconazol (439). Al igual que los otros azoles, el ketoconazol actda como
droga fungistatica inhibiendo la accién del citocromo P450, necesario para la sintesis del
ergosterol presente en la membrana fungica. Esto conlleva a la acumulacién de esteroles
14-a-metilados que alteran la funcién y estructura normales de la célula ftingica (432). Pese
a que este azol mostrd efectividad en las formas leves y moderadas de la enfermedad, la
FDA suspendi6 su uso en la presentacion oral debido a su hepatotoxicidad y la insuficiencia

adrenal reportada en diversos estudios alrededor del mundo (440, 441).

En el afio 2000 se document6 el uso de terbinafina en un caso donde el trimetoprim
sulfametoxazol no fue efectivo. En este caso, un paciente masculino presentaba las lesiones
a nivel anal, perianal y escrotal (442). La terbinafina, perteneciente al grupo de las
alilaminas, actua a nivel de la enzima escualeno epoxidasa, involucrada también en la
sintesis de ergosterol, pero en etapas mds tempranas de su desarrollo, razén por la cual se

ha visto que su efecto es fungicida inclusive en concentraciones bajas (434).

11.1. Manejo terapéutico de la PCM leve y moderada

En estos casos se utiliza el itraconazol con altos niveles de eficacia y seguridad. Este
farmaco se considera el tratamiento de eleccién en cuadros de PCM leve o moderada. Es
importante recordar que el itraconazol se absorbe mejor cuando se ingiere con bebidas
dcidas y se debe consumir la cdpsula completa, sin abrirla, de lo contrario disminuye la
absorcion gastrointestinal (440). En términos generales, se ha observado que el itraconazol
es mas efectivo que el trimetoprim sulfametoxazol (443). Sin embargo, este se considera la
segunda alternativa terapéutica en casos en los cuales el itraconazol estd contraindicado,

cuando hay falla terapéutica o existe coinfeccién con tuberculosis (1).

El tratamiento en las formas leves y moderadas tiene una duracién entre los 9 y 18
meses, con un promedio de 12 meses. Se ha observado que las lesiones a nivel cutdneo

mejoran 30 dias después de iniciado el tratamiento, las linfadenopatias mejoran entre los 45
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a 90 dias. Las imdgenes radiolégicas empiezan a cambiar luego de seis meses de
tratamiento con itraconazol (1). Durante el transcurso de la terapia, se debe dar seguimiento
al paciente con valoraciones médicas periddicas, y seguimiento serolégico y radioldgico

(435).

11.2. Manejo terapéutico de la PCM severa

En estos casos se recomienda el uso de anfotericina B, ya sea en forma desoxicolato
o liposomal. La duraciéon del tratamiento depende de la clinica del paciente, con la
recomendacion de administrar la anfotericina B por un periodo de tiempo que oscila las 2 a
4 semanas. En los casos en los cuales no puede administrarse la anfotericina B liposomal,
se recomienda el TMX-SMX. Se ha descrito también el uso de fluconazol intravenoso de

forma alternativa (1).

Cabe destacar que en los casos de PCM severa el manejo a largo plazo de los
pacientes es muy importante, ya que necesitan tratamientos antifingicos extendidos por
reaparicion de la enfermedad y secuelas principalmente a nivel de tracto respiratorio. Al
igual que los pacientes con PCM leve y moderada se debe incluir el seguimiento clinico,

microbioldgico y radiologico (435).

11.3. Alternativas terapéuticas en poblaciones especiales
11.3.1. Embarazo

Durante el embarazo, la PCM puede presentarse como manifestacion inicial o como
reactivacion de la enfermedad que fue previamente controlada (1). Se considera que cuando
se presenta durante el embarazo es a causa de la disminucién de la respuesta inmune (4). En
esta poblacién, la enfermedad puede controlarse con los antifingicos habituales,
principalmente con anfotericina B, la cual puede utilizarse durante todo el embarazo (444).
Con respecto a los azoles y el trimetoprim sulfametoxazol debe de considerarse su efecto
teratogénico (444) y el riesgo de aborto espontdneo respectivamente, por lo tanto deben

evitarse (445).
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La terapia antifingica deberd mantenerse durante todo el embarazo para evitar las
recaidas y la interrupcién post parto debe evaluarse segin cada caso. Después del
nacimiento, se debe administrar la terapia antifiingica hasta que el paciente se considere en

remision (1).

11.3.2. PCM infantil

En la poblacién pedidtrica, se ha optado por el uso de TMX-SMX (446). Esto se
debe a su efectividad, a que es bien tolerado por los pacientes y tiene presentaciones en
jarabe que facilitan su administracion. La dosis se ajusta de acuerdo con el peso del
paciente. De forma alternativa se puede administrar de forma intravenosa en casos en los

cuales se presente oclusion intestinal (1).

También se puede utilizar el itraconazol (447) y se debe considerar el uso de
anfotericina B solo en casos de PCM severos (448). Concomitantemente, pueden
administrarse esteroides si los pacientes presentan adenopatias, fistulizacion, fiebre o

pérdida de peso (1, 449).

11.3.3. Pacientes en fase SIDA

Estos pacientes presentan formas severas y diseminadas de la PCM (450). Por esta
razon, deben ser tratados con anfotericina B o, si se considera apropiado, con altas dosis de
itraconazol (451). Con especial cuidado se deben considerar las interacciones que se
puedan presentar con la terapia antiretroviral y el Sindrome de Reconstituciéon Inmune
(SIRI) (1, 452). Puede administrarse también TMX-SMX vy fluconazol en forma
intravenosa. Para prevenir la interaccién entre medicamentos, la PCM debe ser tratada
primero con antifingicos de tres a cinco semanas previo al inicio de la terapia
antiretroviral. Cuando el paciente mejore, debe administrarse una profilaxis secundaria con
TMX-SMX o itraconazol (1). Cabe destacar que algunos autores consideran que la rara
apariciéon de PCM en pacientes con HIV puede deberse en parte a la administracion de

TMX-SMX como profilaxis contra Pneumocystis jirovecii (434).
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El tratamiento de estos pacientes debe continuar hasta que los linfocitos CD4"
alcancen alguno de las dos siguientes conteos: 1) un minimo de 100 células/uL, ademds de
una carga viral indetectable o ii) un minimo de 200 células/uL, independientemente de la
carga viral; durante los tres meses de tratamiento (1). Es importante recordar que, en
pacientes con inmunosupresién, no debe utilizarse el seguimiento del estado de los
pacientes por medio de la deteccion de anticuerpos, y que deben utilizarse métodos de

diagndstico directo como la biopsia y las pruebas microbioldgicas (450).

11.3.4. Pacientes con patologia renal

En pacientes con PCM y patologia renal, debe ajustarse la dosis de los farmacos
correspondientes al grupo de los azoles, debido a que la excrecién de estos medicamentos
se da por via renal. Asi, para el fluconazol, el itraconazol, el voriconazol e incluso la
terbinafina se deben realizar ajustes a la dosis de acuerdo a la funcion renal del paciente,

esto incluye a pacientes en hemodidlisis y didlisis peritoneal (453).

Estos compuestos citados anteriormente presentan excrecion renal y sus metabolitos
pueden causar toxicidad debido a que presentan poca solubilidad en pH acido. Por esta
razon, se puede dar la formacion de cristales a nivel renal. Se recomienda por lo tanto evitar

estos compuestos en caso de daifio renal (454).

11.3.5. Pacientes con patologia hepdtica

Con respecto a los azoles se ha descrito que alteran de forma significativa la funcion
hepatica (1). Si se observan cambios en la funcién hepdtica, el tratamiento con itraconazol
debe ser suspendido, ya que la metabolizacién hepética del itraconazol es elevada; por lo
tanto, es necesario ajustar la dosis en casos de insuficiencia hepética. Lo mismo ocurre en
el caso del voriconazol. Dentro de los azoles, el fluconazol es el que produce un menor

efecto negativo en el higado (455).

En el caso de los derivados de sulfas, como el cotrimoxazol, no se ha observado
hepatotoxicidad durante su uso. Si el paciente con PCM muestra otras patologias hepaticas,

como cirrosis o enfermedad hepdtica asociada al alcoholismo, se recomienda el uso de
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anfotericina B ya que es menos hepatotéxico si se compara con el fluconazol (1). En

términos generales, se dice que la anfotericina B liposomal no requiere ajuste de dosis en

pacientes con PCM vy patologia hepatica (456).

En el cuadro 5, se resume un esquema terapéutico para la PCM segin la forma

clinica de la enfermedad.

Cuadro 5. Esquema terapéutico para el manejo de la PCM.

Forma clinica Medicamento Dosis
Benigna Sulfadiazina Itraconazol: 200 mg diarios en un periodo de 9 a 18 meses.
Moderada. lesién unifocal. TMX-SMX En nifios ajustar la dosis de acuerdo con el peso. No abrir la cdpsula.
’ Ketoconazol
Se excluye SNC I )
traconazo Cotrimoxazol: periodo de 18-24 meses. TMX 160 mg + SMX 800 mg
Moderada Sulfadiazina (VO 8/8 horas o 12/12 horas).
Aguda . TMX-SMX | Nigios: TMX 8 a 10 mg/Kg + SMX 40 a 50 mg/kg, Via oral 12/12
Crénica multifocal Itraconazol

horas.

Severa

Aguda

Cronica multifocal
Crénica-SNC

Anfotericina B
Sulfadiazina,
TMX-SMX
Anfotericina B

Anfotericina B 0.5 a 0.7 mg/kg/dia, mdximo 50 mg/dia
Cotrimoxazol (si no puede administrase la anfotericina) 800mg/160 mg
cada 8 horas.

Inmunosupresién por HIV

Anfotericina B

Segunda opcién itraconazol 600mg/dia o TMX-SMX intravenoso 2
ampollas cada 8 horas.

Fluconazol: 600-800 mg/dia

Profilaxis: TMX-SMX 800*160 mg cada 12 horas.

Adaptado de Shikanai-Yasuda et al. 2017 y Shikanai-Yasuda 2015 (1, 457).

11.4. Resistencia a los tratamientos contra la PCM

En términos generales se considera que Paracoccidioides spp. no

presenta

resistencia a los antifingicos ya sea por mecanismos de resistencia primarios o secundarios

(431). Se estima que la falta de adherencia al tratamientos es la causa mas comun del

fracaso de la terapia (435). Por lo tanto, para el tratamiento de la PCM se utilizan desde los

derivados azdlicos utilizados tradicionalmente y que incluyen el itraconazol o el fluconazol,

hasta los ultimos azoles en ser desarrollados entre lo que se pueden citar el voriconazol, el

posaconazol y el isavuconazol (1,367,458,459).
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Cabe destacar que se han realizado estudios de perfiles de resistencia por método de
microdilucién y que se observé que la mayoria de los aislamientos de Paracoccidioides
spp. fueron sensibles al ketoconazol, seguido del voriconazol, itraconazol, anfotericina B,
fluconazol, 5 fluorocitosina y caspofungina. Sin embargo, se requieren mds estudios para

poder concluir sobre los perfiles de resistencia las especies de Paracoccidioides spp. (460).

11.5. Uso de esteroides en el tratamiento contra la PCM

Los corticosteroides han sido utilizados ampliamente como tratamiento
complementario en enfermedades infecciosas (461). Esto se debe a que, en ciertos cuadros,
la respuesta inflamatoria es exacerbada y puede generar dafio tisular que podria culminar en

disfuncién orgédnica (462).

En el caso de la PCM, la respuesta inflamatoria es tan severa que puede exacerbarse
aun mas en presencia del tratamiento antifiingico. Esto puede causar dafios irreversibles e
inclusive llevar a la muerte del paciente, por ejemplo en los casos de PCM laringea y la
PCM cerebral (1). Se ha estudiado entonces la utilizacién de corticosteroides (prednisolona)
en pacientes con granuloma cerebral paracoccidioideo, estenosis laringea, masa abdominal
compresiva y con respuesta inflamatoria severa con necrosis tisular. Al combinarse con la
terapia antifingica, se observé mejoria clinica y se previnieron las complicaciones
asociadas a esta enfermedad, y se reporté una disminucién en la inflamacién durante la
terapia antifungica (463). Cabe destacar que este es el unico articulo en el cual se discute
formalmente el uso de esteroides para PCM. Este estudio de casos ha sido citado por
diversos autores (1, 435), pero no se pudo encontrar otras fuentes mas de documentacion al

respecto.

11.6. Moléculas antifiingicas en estudio

Si bien se ha mencionado que los antifingicos disponibles en la actualidad se
pueden considerar efectivos en el tratamiento de la PCM, las terapias requieren de periodos
de tratamiento prolongados, se presentan muchos casos de relapso y se presentan efectos

secundarios y toxicidad. Todos estos factores disminuyen la calidad de vida de los
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pacientes que sufren esta enfermedad y dificultan el apego a la terapia antifingica (464). La
bisqueda de nuevas moléculas antifingicas se ha dirigido al desarrollo de moléculas
sintéticas, asi como también a derivados de plantas y compuestos de microorganismos. Se
busca que estos compuestos sean una alternativa terapéutica con menos efectos secundarios

que los antiftingicos tradicionales (431). A continuacidn, se citan algunos ejemplos.

11.6.1. Galato de decilo

Se ha observado la inhibicién del crecimiento de Paracoccidioides spp. en presencia
de galato de decilo (G14). Este se extrae de las hojas de una planta llamada Alchornea
glandulosa, la adicién de cadenas de carbono da como resultado la formacién de galatos de
alquilo. Se ha descrito que estos compuestos tienen actividad contra patégenos flingicos

oportunistas (465).

Los ensayos con G14 muestran una reduccion entre 42 y 65 % de la actividad
mitocondrial fingica entre las 24 y 48 horas de tratamiento, comparada con controles. Se
observa también una disminucién en la capacidad de gemacién. Por estas razones se
considera que el G14 induce dafos en el mantenimiento de la pared celular, reduciendo la
viabilidad de las células fingicas. Adicionalmente, se ha visto que reduce la adhesion de P.

lutzii y una disminucién de la internalizacion en células, en modelos in vitro (464).

11.6.2. Lectina ArtinM

Esta lectina se extrae de semillas de yaca (Artocarpus heteropjyllus) y exhibe
actividad inmunomoduladora contra patégenos intracelulares como P. brasiliensis, ya que
induce el desarrollo de una respuesta de tipo Tyl. Se confrontd este extracto contra células
de sangre periférica de pacientes con PCM y en células infectadas in vitro. El ArtinM
indujo la activacion de los neutréfilos humanos in vitro, lo que estimul6 la produccion de
citoquinas y la expresiéon de CD54. Esta activacion se dio tanto en neutréfilos de pacientes
sanos y de pacientes con PCM, como de células mononucleares de sangre periférica
humana y por tanto la produccién de citoquinas proinflamatorias asociadas a la respuesta de

tipo Tyl, la cual se considera como la respuesta protectora en la PCM. Estos estudios se
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consideran pioneros, y a futuro se espera realizar mas estudios utilizando esta lectina como

inmunoterapia en pacientes con PCM (466).

Por otro lado, también se ha experimentado con la lectina ArtinM, tanto en su forma
natural como en su forma recombinante. En ratones BALB/c se administré la lectina 3 y
100 dias antes de confrontar a los ratones con P. brasiliensis. Se observé una menor carga
fingica y una menor incidencia de granulomas, ademads, de un aumento de IL-12, IFN-y y
NO, favoreciendo la respuesta Tyl. Se puede concluir que la administraciéon del ArtinM

promueve la produccion de IL-12 favoreciendo la inmunidad de tipo Tyl (467).

11.6.3. Péptidos antibacterianos: el mastopardn

Se ha estudiado también el uso de péptidos antibacterianos los cuales son
importantes como primera linea de defensa para combatir patdégenos, tienen actividades
antiinflamatorias y tienen un amplio espectro de accidn contra bacterias Gram positivas,
Gram negativas, hongos, virus y células tumorales (468,469). El mastoparan es un péptido
antimicrobiano que se ha aislado del veneno de avispa; algunos de los péptidos de este
compuesto han sido estudiados por su actividad antifingica contra C. neoformans y

Paracoccidioides spp. (468).

Este péptido antibacteriano, nombrado también Mk58911, actua por alteracion de la
permeabilidad de la membrana o por la formacién directa de poros en la membrana. Los
estudios realizados han demostrado actividad in vitro contra P. brasiliensis mas que para P.
lutzii. Al mismo tiempo no se observo toxicidad en los fibroblastos pulmonares. Se sugiere
a futuro el uso de modelos murinos para continuar evaluando la efectividad de este péptido

como tratamiento para la PCM (468).

11.6.4. Derivados fiingicos: el farnesol y la citocalasina E

El farnesol es un alcohol sesquiterpeno que es producido por muchos
microorganismos, este se encuentra también en diversos aceites esenciales. Esta
ampliamente descrito su papel como factor de virulencia en el modelo patogénico de C.

albicans ya que se conoce de la importancia de esta molécula en el quorum sensing
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(470,471). El farnesol afecta el crecimiento de varias bacterias y hongos, por lo cual se
considera como posible agente antimicrobiano (372). En ese sentido, se ha descrito el
efecto del farnesol de C. albicans sobre el crecimiento y el dimorfismo de P. brasiliensis.
Al utilizar concentraciones de farnesol que no comprometen la viabilidad celular, se ha
observado su efecto sobre la morfogénesis del hongo con inhibicién del desarrollo de las

hifas y acortamiento de las mismas (372,472)

Por otro lado, como parte de la bisqueda de nuevos compuestos antiftingicos con
menores efectos secundarios, se han realizado estudios con metabolitos de hongos como
Aspergillus felis. A partir de aislamientos flingicos se obtuvieron extractos etandlicos, uno
de los cuales presentd bajos valores de concentracion inhibitoria minima y fue denominado
citocalasina E. El tratamiento de las levaduras con este compuesto inhibié la gemacidn, se
generaron especies reactivas del oxigeno y se produjo dafio tanto a la membrana como a la

pared fingica de P. brasiliensis Pb 18 (473).

11.7. Tratamientos utilizados en Costa Rica para la PCM

A continuacion, se mencionan los casos de PCM en Costa Rica, documentados en la
literatura cientifica. Estos casos fueron mencionados en el capitulo de historia de la PCM,

comentaremos brevemente sobre los tratamientos en cada caso.

Es importante destacar que, en reportes de casos principalmente antiguos, el
tratamiento no es consignado en la publicacion. En los casos reportados en 1933 (45, 46),
en 1949 (46, 53) y en 1986 (55, 56) no se reporta el tratamiento de la PCM. En el resto de
los casos se reporta de manera resumida los tratamientos aplicados (ver Cuadro 6). En
todos estos casos, el cuadro resolvid, excepto en el caso publicado en 1953 (46). Una vez
mds es necesario recalcar que no se debe olvidar que el subregistro de casos en Costa Rica

puede ser importante.

Cuadro 6. Lesiones asociadas a PCM en Costa Rica y el tratamiento reportado.

Afo de Ubicacioén de la lesién por

publicacién PCM Tratamiento Referencia
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Afo de Ubicacion de la lesién por Tratamiento Referencia
publicacién PCM
1953 Encias y surco nasogeniano Sulfamidas y estreptomicina; paciente (46)
fallece
N 4,5 g de sulfadiazina y solucién saturada de
1963 mlzlglors;’gizl te]lﬂf ng;‘;ti;r’ia KI (10 gotas/dfa con aumento 1 gota/dfa, (54)
ypulp hasta 100 gotas), disuelta en leche.
Dorso de la leneua v a nivel 400 mg/dia de ketoconazol con vitamina
1986 ulmoi ar y B12 y fumarato ferroso. Luego de 9 meses, (55)
P la dosis se redujo a 200 mg/dia.
2008 Mucosa labial Itraconazol 100 mg intradérmica 67
. . Anfotericina intravenosa
2008 Ganglio cervical Ttraconazol 200 mg 57)
. Anfotericina
2008 Mucosa labial Ketoconazol 400 mg 57
2008 Pulmonar Y ganglio Ketoconazol y TMX-SMX (&0
submandibular
p . Fluconazol TMX
2008 Hueso, fémur izquierdo Acido félico 57
2008 Pulmonar Ketoconazol 67
Fluconazol
2008 Pulmonar TMX 57)
2011 Cavidad oral (lengua) Ketoconazol 400 mg/dia por un mes (58)
2013 Piel, musculo y tejido 6seo Itraconazol y TMX-SMX por un afio (56)
2019 Paladar blando y trigono Itraconazol (59)
molar

Elaboracién propia segun las referencias citadas en el cuadro.
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12. MODELOS DE INFECCION

Los modelos de infeccion son modelos in vivo en los que se estudia la interaccion
hospedero-parasito. Desde el descubrimiento de la enfermedad, Splendore en 1910 intentd
establecer un modelo animal, inoculando material recuperado de las lesiones humanas en
cobayos, perros, gatos y monos. Sin embargo, no fue hasta 1927, cuando Montenegro
reporté la primera paracoccidioidomicosis experimental al inocular intratesticularmente
cobayos con una suspension del material de una lesiéon de PCM (474). Asi, los primeros
estudios de infeccion causante de PCM, se realizaron en cobayos, hdmsteres y conejos, pese
a desarrollar dificilmente la enfermedad (113,365,475); también se han empleado ratas

(112,474,476).

Sin embargo, el modelo murino se considera actualmente el estdndar de oro para la
infeccion por Paracoccidioides spp. y es el mas empleado, principalmente para la PCM
pulmonar mediante la inoculacion por la ruta intratraqueal (112,113). Es un modelo que
ademds es muy util para estudiar los tratamientos contra la PCM vy para el entendimiento de
los aspectos inmunolégicos de la enfermedad, como las respuestas humorales y celulares,
tanto innatas como adaptativas (112,113). De este modo, en el contexto de la infeccién por
Paracoccidioides spp. se han estudiado mecanismos como la activacion de las proteinas del
complemento, la actividad microbicida de las células NK y de los fagocitos, y la
produccién de mediadores de la inflamacién como citoquinas (112). Ademds, se observé
una mayor susceptibilidad de los machos a la PCM, atribuida a la proteccion conferida por
la hormona femenina 17-B-estradiol, como fue mencionado previamente en este
documento. Esto llevé a la confirmacién experimental en el modelo murino y a recabar
informacién epidemiolégica en humanos, que confirmaron dicha observaciéon y se pudo

confirmar la hipétesis planteada sobre la proteccion hormonal (112).

Adicionalmente, otros modelos animales menos frecuentes, empleados al principio
de la investigaciéon con Paracoccidioides spp. incluyen los bovinos (por inoculacién
intratesticular), en los que se pretendio estudiar la evolucién de la PCM, pero resulté en una
infeccion autolimitada, sin tendencia a diseminacion, en el periodo de hasta cinco meses de
observacién. Sin embargo, los bovinos fueron empleados para estandarizar las suspensiones

empleadas para el diagndstico por intradermorreaccion (474, 477). Adicionalmente, se
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emplearon murciélagos (Artibeus lituratus) como modelos, ya que se detectaron levaduras
de Paracoccidioides spp. en sus deyecciones y se pensé que podrian tener importancia en la
epidemiologia de este hongo, como la tienen en la epidemiologia y transmisién de H.
capsulatum. Sin embargo, al inocular los murciélagos de manera intraperitoneal o
intranasal con una carga de 10° levaduras viables, no hubo mortalidad y a las 12 semanas,
no se detecté mds el hongo en los 6rganos de los murciélagos. Se descarté entonces la
importancia de dichos mamiferos en la epidemiologia de la PCM (474,478). Finalmente, se
puede citar un estudio histopatoldgico y seroldgico en perros, en los cuales se da un cuadro

autolimitado con una duracién inferior a los dos meses (474).

Actualmente, existe un movimiento mundial sobre el uso de animales de
experimentacion en trabajos cientificos, conocido como la teoria de las tres R, la reducciéon
del nimero de animales empleados en los experimentos, el refinamiento de la metodologia
experimental en aras del bienestar animal y el remplazo de animales al emplear métodos
alternativos (479). Por ende se trata de emplear modelos alternativos como tejidos y
cultivos celulares, asi como andlisis computacionales y matematicos (pruebas in silico)
previo a los ensayos in vivo para refinar la metodologia y reducir el nimero de animales de

experimentacién (113).

En ese sentido, para reemplazar los modelos animales empleando mamiferos, es
posible emplear invertebrados, cuyo corto ciclo de vida, tamafio pequeio, bajo costo y
presencia de un sisttma inmune innato representan ventajas para su uso (113). En este
sentido, se han hecho ensayos de infeccién en al menos dos hospederos invertebrados:
Galleria mellonella y Caenorhabditis elegans. En el primer caso, se determind que
Paracoccidioides spp. es capaz de producir enfermedad significativa en G. mellonella y que
por ende seria un buen modelo de infeccion (480). Sin embargo, en el caso de C. elegans,
ni P. brasiliensis ni P. lutzii fueron capaces de infectar el nematodo, por lo que no se

considera un buen modelo a explorarse en el futuro (481).
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CONCLUSIONES

La PCM es una micosis endémica de América Latina, descrita por primera vez en
Brasil en 1908, Adolfo Lutz aisla y cultiva al agente causal de esta enfermedad. En Costa
Rica se reporta por primera vez un caso de PCM en 1933. Llama la atencién el hecho de
que este caso se reportd casi 20 afios antes que en otros paises de alta endemicidad como

Venezuela y Colombia.

P. brasiliensis se consideré por mucho tiempo la dnica especie causante de esta
enfermedad. Fue hasta el 2006 cuando se sugirié la presencia de especies cripticas de la
especie P. brasiliensis y en el 2009 se da a conocer una especie distinta: P. [utzii. De este
modo, P. brasiliensis sensu lato es un complejo de especies cripticas compuesto por al
menos cuatro especies: P. brasiliensis sensu stricto, P. americana, P. restrepiensis y P.
venezuelensis. Adicionalmente, se ha descrito la existencia de una nueva variedad de P.
brasiliensis, P. brasiliensis var. ceti, y se propuso la inclusién de Lacazia loboi dentro del
género Paracoccidioides spp. Sin embargo, se requieren nuevos estudios con mayor

cantidad de muestras clinicas para corroborar dicho hallazgo.

Estudios moleculares demostraron la presencia de MATI-1 y MATI-2 en el género
Paracoccidioides spp. Se ha descrito que la mayoria de los aislamientos presentan el locus
MAT-1 y un tercio el locus MAT-2 y algunos presentan ambos locus lo que le conferiria a
Paracoccidioides spp. la capacidad de autofecundacién sin necesitar otro individuo
(homotalismo). Trabajos posteriores han evidenciado los cambios morfolégicos que
permiten el apareamiento de las hifas y el desarrollo de cuerpos fructiferos de reproduccion
sexual, llamados cleistotecios, estructuras en las cuales se producen las esporas sexuales o
ascosporas. Hasta el momento estas ascosporas no han podido ser cultivadas en el

laboratorio.

La zona de distribucion de Paracoccidioides spp. estd limitada a las regiones
tropicales de América, en la zona conocida como “reservarea” de la PCM. Se considera que
el hongo habitaria el suelo rico en sustancias orgénicas y de pH dcido. En la actualidad,
debido a factores como el cambio climatico, la deforestacion, la urbanizacion y el aumento
de las zonas de agricultura, se espera una extension de zonas endémicas. Con respecto al

reservorio, cldsicamente se ha reconocido la importancia del armadillo de nueve y de siete
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bandas en la perpetuacion del hongo en la naturaleza. Experimentalmente se ha logrado
infectar a otros animales como ratones, hamsteres, perros y ganado. En zonas endémicas los
perros presentan seroprevalencias hasta el 80 %, tanto para P. brasiliensis como para P.

lutzii en Brasil.

La mayoria de los casos de PCM ocurren en adultos masculinos. En el caso de las
mujeres, observaciones realizadas en estudios de laboratorio indican que en presencia de
estradiol se da la inhibicién del dimorfismo. Esta inhibicion se da a nivel transcripcional
por modulacién de los genes que regulan proteinas de choque térmico, el metabolismo
energético y el mantenimiento de la pared celular, entre otras. El periodo de incubacion no
se conoce con certeza. Sin embargo, se presume que los sintomas aparecen muchos afios
después de la primoinfeccion, siendo este periodo de 15 anos o més. El principal factor de
riesgo de esta enfermedad es la ocupacion en actividades agricolas; asociados se encuentras

otros factores como el tabaquismo, la malnutricién y la inmunosupresion iatrogénica.

Con respecto a la historia natural de la enfermedad, al igual que con las otras
micosis sistémicas, el foco primario del patégeno es pulmonar. A partir de aqui puede darse
la eliminacién del hongo, o por el contrario este puede diseminar a ganglios linfaticos y
producir lesiones satélites. La diseminacion hematdgena es posible y puede darse la
involucracién de multiples 6rganos. Puede cursar de forma leve, con sintomas respiratorios,
puede evolucionar hacia la destruccién de los tejidos con cicatrizacion y se puede dar la
persistencia de formas fingicas viables con formacion de granuloma y por dltimo pueden

progresar y desarrollar los signos y sintomas propios de la enfermedad.

Diversos son los factores de virulencias descritos para las especies del género
Paracoccidioides spp. los cuales le permiten adaptarse y sobrevivir dentro del hospedero.
Antes de lograr instaurarse dentro del hospedero es necesario pasar por las etapas de
adherencia, invasion celular y la posterior colonizacién de los nichos dentro del hospedero.
Entre los factores de virulencia mds importantes podemos citar las adhesinas, dentro de
ellas destaca la glicoproteina Gp43 ya que media la adhesion y la internalizacion del hongo
en las células epiteliales y los macréfagos, esto utilizando elementos de la matriz

extracelular como la fibronectina y la laminina. Esta glicoproteina es la diana principal para
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el desarrollo de antigenos en pruebas seroldgicas y moleculares, y para el desarrollo de
vacunas.

Al hablar de los factores de virulencia llama la atencién el término de
“moonlighting protein” el cual se refiere a proteinas que evolucionaron y desarrollaron més
funciones que las de su ancestro. Ejemplo de esto son enzimas como la malato sintasa, la
triosa fosfato isomerasa y el gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; todas enzimas
cumplen una doble funcién en la adherencia y en vias metabdlicas para el mantenimiento
de la homeostasis fungica. Otros factores de virulencia son la produccién de melanina, la
formacion de biopeliculas y las vesiculas extracelulares, entre otros. Con respecto al
dimorfismo del hongo, el cambio de B-1,3-glucano a a-1,3-glucanos favorece la transicién
de la forma micelial a levaduriforme, ademds le confiere una ventaja evolutiva como

defensa contra el reconocimiento de patrones moleculares por parte del hospedero.

En lo referente a la respuesta inmune contra la PCM se han propuesto tres posibles
vias inmunoldgicas de respuesta ante la interaccidon entre Paracoccidioides spp. y el
hospedero. La primera corresponde al hecho de que la mayoria de individuos, no
desarrollan la enfermedad debido a la formacién de un granuloma y el control de la
replicacion fungica, mediante una respuesta Tyl. Por otro lado, los pacientes con formas
graves como la PCM juvenil, desarrollan una respuesta mixta Ty2/Ty9 que produce una
respuesta humoral y alérgica ineficaz contra el hongo. Y, por ultimo, los pacientes con
PCM crénica producen una respuesta Ty17/Ty22 junto con una respuesta Tyl deficiente
que no permite el control de la infeccién. La inmunidad humoral no se considera efectiva,
de hecho, en individuos con formas severas de la enfermedad se detectan altos titulos de
anticuerpos. Multiples son las manifestaciones de la PCM, siendo estas de un espectro
amplio, desde la forma mucocutdnea, subcutdnea, pulmonar hasta las formas diseminadas
con compromiso visceral y 6seo. De aqui radica la importancia de reconocer los diferentes
diagnésticos diferenciales asociados a cada una de las formas de la PCM, lo que permitird

el diagndstico oportuno de la enfermedad.

Existe una amplia diversidad de muestras que pueden obtenerse para identificar esta
micosis sistémica. Desde una muestra de lesiones de piel, hasta las mds invasivas como la
aspiracion de ganglios, biopsias de 6rganos internos y médula 6sea. Amplia es la variedad

de herramientas diagndsticas, desde las técnicas moleculares, la espectrometria de masas,
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las técnicas seroldgicas cldsicas como la fijacién de complemento y la inmunodifusién;
hasta los procedimientos bdsicos de la micologia: el cultivo, el examen directo y la
histopatologia. Con respecto a este dltimo, este sigue siendo el estindar de oro para
establecer el diagnéstico de la enfermedad, sus caracteristicas morfoldgicas son
patognomonicas, lo cual permite su identificacion de forma rdpida y con bajo costo
econdmico. Se requiere de un microscopio, KOH al 10 %, solucién salina o inclusive,
dependiendo del origen de la muestra y su consistencia, una gota de la misma entre porta- y

cubreobjetos.

Lo que se necesita es el conocimiento, personal médico que sospeche de PCM y
solicite exdmenes que orienten el diagndstico y se requiere también de personal de
laboratorio que tenga el criterio para realizar el andlisis. Es donde surge de nuevo, como al
inicio del presente trabajo, el término de enfermedad olvidada o desatendida. Con respecto
a la realidad en la que vivimos actualmente, en presencia del virus SARS-CoV2, es
importante estar atentos a los casos de PCM que se puedan presentar debido a la posible
reactivacion de focos quiescentes y el agravamiento de los sintomas por la coinfeccién de
estar enfermedades con sintomas a nivel respiratorio pueden confundirse o ser

subdiagnosticados (482,483).

Por la historia natural de la enfermedad, la cronicidad de los casos, sus secuelas, la
tardia instauracion del tratamiento y la falta de pruebas diagndsticas estandarizadas, es que
podemos considerar que efectivamente la PCM es una enfermedad olvidada o desatendida.
Al ser una enfermedad que se presenta mayoritariamente entre pacientes de escasos
recursos, la falta de interés econdmico en establecer pruebas de laboratorio comerciales
queda evidenciada, esto si la comparamos por ejemplo con la gran cantidad de medios de
diagndstico comerciales que se ofrecen para otras micosis, que si bien presentan un mayor
impacto para los sistemas de salud, se presentan en paises desarrollados, donde si existe una
mayor oferta comercial para el desarrollo de estas pruebas y que las personas afectadas

tienen el recurso econémico para acceder a ellas.

Por ultimo, la no obligatoriedad de reportar estos casos hace que la PCM sea atin
mads invisibilizada, favoreciendo el subregistro. Es importante que el microbidlogo y

quimico clinico contribuya a la generacion de conocimiento, a la publicacion de estos casos
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y que siempre, ante lesiones que puedan ser caracteristicas, y tomando en cuenta el historial
del paciente, se sospeche y se lleven a cabo los procedimientos para establecer el
diagndstico y de esta manera mejorar la calidad de vida del paciente. Este es el fin de

nuestro quehacer como profesionales en salud.
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