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RESUMEN

Paracoccidioides brasiliensis es un modelo muy adecuado para el estudio de los eventos
bioguimicos y moleculares que regulan la transicion morfolégica en hongos, en vista de que la
temperatura parece ser el Unico factor involucrado en el proceso. Este hongo es el agente causal
de la Paracoccidioidomicosis, una micosis sistémica que afecta a los humanos y esta
geograficamente confinada a América Latina, donde constituye una de las mas frecientes micosis
sistémicas en humanos. Con la ayuda de la herramientas moleculares, los eventos que regulan la
transicion dimorfica han sido rastreados en los genes que controlan la sintesis de pared celular,
especialmente del glucan y la quitina, asi como otros procesos metabolicos tales como la
actividad de omitina decarboxilasa. El diagndéstico molecular y la epidemiologia de la
Paracoccidioidomicosis también son el objeto de investigaciones intensas, hasta el punto de que
ya se estan proponiendo algunas sondas moleculares para uso clinico y de campo. Los
tratamientos clinicos de la micosis son resueltos fundamentalmente con azoles, en razdn de la
sensibilidad de P. brasiliensis a la accion de estas drogas antifungicas.

INTRODUCCION

Paracoccidioides brasiliensis es un hongo dimadrfico patdégeno, causante de la micosis sistémica
mas frecuente en América Latina, Unica region geografica en la que se encuentra este agente. La
caracteristica dimorfica, es decir, su capacidad de mudar de una fase micelial (M) saproéfita a 23° C
(Figura 1a) a una fase levaduriforme (L) a 37° C (Figura 1b), esta relacionada con la patogenicidad,
no soélo en P. brasiliensis sino también en otros hongos patdégenos como Histoplasma
capsulatum y Blastomyces dermatitidis. Hay factores nutricionales y de temperatura que



modulan este fendmeno. En el caso de P. brasiliensis, el cambio de temperatura es el Unico
requisito para iniciar el proceso dimaorfico [1].
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Figura 1

Marfologia de P. brasiliensis

La mayoria de las personas infectadas soélo desarrollan una paracoccidioidomicosis (PCM)
asintomatica o subclinica, la cual puede progresar hacia una enfermedad con multiples formas
clinicas [2], gue dependen de factores en el huésped o ambientales y de la virulencia fungica [3].
Una reactividad muy alta a la paracoccidioidina (60-75%) en la poblacién adulta de regiones
endémicas, apunta a cifras cercanas a los 10 millones de personas infectadas en América del Sur,
aungue soélo es una fraccion la que desarrolla la enfermedad [4]. Aun cuando el contacto con P.
brasiliensis es esencialmente el mismo para personas de cualquier sexo, la PCM es, de 13 a 87
veces, mas frecuente en hombres que en mujeres, por lo cual se presume la existencia de
condiciones hormonales influyendo en el desarrollo de la dolencia [5].

LA PARED CELULAR DE P. BRASILIENSIS COMO UN FACTOR DE VIRULENCIAY
BLANCO DE ANTIBIOTICOS ESPECIFICOS

La pared celular fungica se considera la principal estructura afectada por los cambios
morfogenéticos ligados a la patogenicidad. Uno de los mejores ejemplos es quizas P. brasiliensis,
cuya pared celular varia en composicion polisacaridica segun la fase morfoldgica. En ambas fases
hay quitina, aunque en proporcion tres veces mayor en la fase L. Los polimeros de glucosa, en
cambio, estan casi totalmente bajo la estructura de a-13-glucan en la fase L y como b-1,3-glucan
en la fase M. El primero de estos polimeros juega un papel muy importante en las relaciones
huésped-parasito, por cuanto se encuentra en muy alta proporcion (>45% del peso total de la
pared celular) en las cepas virulentas y en menores cantidades en cepas de virulencia menor o
mutantes avirulentos (hasta 3%). De alli que el a-13-glucan haya sido propuesto como un factor de
virulencia, al jugar un papel protector contra las defensas del huésped, en razén de la inhabilidad
de las células fagociticas de digerirlo (Figura 2) [1, 3]. Este mecanismo de virulencia fue también
propuesto mas tarde para H. capsulatum y B. dermatitidis (para una revision, ver [3]).



3i el huésped esta sano, los fagocitos actian rapidamente,

digiriendo la pared celular del hongo con auxilio de f-glucanasas,
lo que conduce a la lisis fungica.

El henge penetra al huésped

Zi el huésped esta inmunolagicamente gébil, los mecanismos de
defensa no actian con rapidez. A 37°C, el micelio cambia a
levadura v la pared celular adguiers -1, 3-glucan, gue no puede
ser digerida por los fagocitos, al carecer de la enzima litica
correspondiente. La levadura se disemina.

Figura 2
El -1,23-glucan de la pared celular de F brasiiensis es un factor de virulencia

Desde un punto de vista molecular, se han descrito un gen (FKSPbI), que codifica para la enzima
productora del b-13-glucan (b-glucan sintetasa) [6], y cinco genes (PbrCHST al PbrCHSS5) para las
enzimas sintetizadoras de quitina (quitina sintetasas) [7, 8]. Con estos datos moleculares, a los
cuales se afaden datos bioguimicos de comportamiento de las enzimas sintetizadoras, se
procura conocer mejor un sistema que bien puede convertirse en el blanco para la accidon de
antibiodticos mas especificos, por cuanto estas estructuras de pared celular fUngica no se repiten
en las células de huésped infectado [3]. Siendo asli, antibidticos antimicoticos contra algunas de las
estructuras de pared celular serian los analogos de la penicilina y sus derivados, cuya accion se
circunscribe a bloquear la sintesis del peptidoglican, estructura especifica de pared celular
bacteriana. Dando pasos en este sentido, en enero de 2001, la FDA (Food and Drug
Administration) de los Estados Unidos aprobd el uso de Cancidas (caspofungin acetate), una
equinocandina cuya funcidn es bloguear la sintesis de b-glucan fungico, como una nueva
medicacion para pacientes que no responden o no toleran las terapias convencionales para la
aspergilosis invasiva.

ANTIBIOTICOS EN USO

Los azoles son, tal vez, el grupo de antifungicos mas usados en nuestros dias. Su interferencia en
la sintesis del ergosterol de la membrana fungica conduce a deformaciones estructurales y
eventual muerte celular. P. brasiliensis es muy sensible a los azoles (Figura 3). In vitro, las



concentraciones inhibitorias minimas (MIC) fluctuan entre 10710 Y 108 M en la secuencia:
saperconazol>itraconazol>ketoconazol [9]. En la practica médica, el itraconazol (un triazol) y el
ketoconazol (un imidazol) son ampliamente usados para el tratamiento de la PCM [10]. También la
anfotericina B deoxicolato es indicada en el tratamiento de casos severos diseminados, con
recomendacion de hacer terapia de seguimiento con sulfonamida para prevenir recaidas [11].

Levadura Micelio
Control |z 10-8M Control |z 10-8M

Figura 3
Efecto del itraconazol (1z) sobre ceélulas de P brasiliensis

El ajoene [(E,Z)-4,59-trithiadodeca-1,6,11-triene 9-oxide] (Figura 4), derivado de la alicina, a su vez
un producto natural del ajo, es otro compuesto actualmente en exploracidn como potencial
droga antifungica. Desarrollado en Venezuela en el Laboratorio de Trombosis Experimental del
IVIC (Dr. Rafael Apitz), el ajoene ha sido efectivo en el tratamiento tépico de tinea pedis, cruris y
corporis, con resultados similares a la terbinafina [12]. El ajoene inhibe el crecimiento de P.
brasiliensis y la transicion dimaorfica hacia la fase L. Su efecto radica en el bloqueo de la sintesis de
fosfatidil colina, con una acumulaciéon del compuesto precursor fosfatidil etanolamina, lo cual se
traduce en una alteracion en la estructura de la membrana celular y consecuente muerte celular

13].
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Figura 4

Estructura quimica y ruta de origen del ajoens,
compuesto con propiedades antifingicas

IDENTIFICACION MOLECULAR DE P. BRASILIENSIS CON PROPOSITOS
DIAGNOSTICOS Y EPIDEMIOLOGICOS

El diagndstico concluyente de PCM ha sido basado, tradicionalmente, en la dificil identificacion
del hongo causal en muestras provenientes de lesiones del paciente, o en su lugar, a través de
meétodos indirectos de serologia basados en la deteccion de anticuerpos. El mas importante y
confiable antigeno de P. brasiliensis es la glicoproteina gp43. Sin embargo, ella puede
desaparecer de la circulacion durante el tratamiento, a la vez que puede reaccionar positivamente
con sueros provenientes de otras micosis [14]. Actualmente se estan implementando métodos
moleculares rapidos y de gran eficiencia como herramientas diagndsticas en micosis diversas.
Hasta el momento, varias secuencias de DNA de P. brasiliensis han sido reportadas como
potenciales sondas diagndsticas, en razon de su alta especificidad y sensibilidad. Goldani et al. [15]
reportaron la clonacion y secuenciacion de un fragmento de 110 pb, del cual se derivaron dos
sondas capaces de detectar un fragmento de apenas 62 pb, especifico para el hongo. Sin
embargo, los autores probaron estas sondas solamente en muestras provenientes de ratones
infectados experimentalmente y no en muestras clinicas de pacientes con PCM [16].

Un ensayo por PCR usando sondas derivadas de secuencias del gen gp43, que codifica para el
principal antigeno de P. brasiliensis, fue desarrollado para detectar el hongo en muestras de
esputo [17] de 11 pacientes con PCM croénica. En cada una de ellas, se produjo una banda Unica de
0,6 kb, especifica para el hongo. A partir de otros ensayos con PCR, Calcagno et al. [18]
identificaron dos bandas especificas de P. brasiliensis (Figura 5) cuyo posible valor diagnostico
estd actualmente en estudio.



Ese mismo estudio también sirviod para establecer la variabilidad genética de diversas cepas de P.
brasiliensis por cuanto se pudo determinar una correlacion entre las variaciones de DNA y areas
geograficas en América del Sur, de tal forma que 33 cepas del hongo pudieron discriminarse en 5
grupos, los cuales separaban a las cepas de origen argentino, brasilefio (s6lo Estado de Sdo Paulo),
colombiano, peruano y venezolano. Mientras tanto, otros trabajos desarrollados con esta misma
técnica, lograron una agrupacion segun grados de virulencia [19]. Estos datos sugieren que P.
brasiliensis podria consistir de varios grupos genéticamente diferenciados, aunqgue
morfolégicamente idénticos, como ya se ha discernido en otros hongos [20, 21], lo que podria
explicar la diversidad de caracteristicas patoldgicas de la PCM observadas por los micologos
clinicos.

RESPUESTA INMUNOLOGICA DEL HUESPED

La PCM produce importantes alteraciones patoldgicas caracteristicas de una enfermedad
granulomatosa crénica. La respuesta inmune del huésped estd asociada con
hipergammaglobulinemia, elevados niveles de complejos inmunes, activacion del sistema de
complemento y deficiente inmunidad celular (para una revision del tema, ver [3]).

El Unico test seroldgico confiable de gran especificidad para el diagndstico de la PCM es el test de
inmunodifusion, con el uso del antigeno especifico gp43 [22]. Sin embargo, deben recordarse las
precauciones ya sefaladas en cuanto a la posibilidad de reacciones cruzadas o falsos negativos al
usar este antigeno. También se cuenta con meétodos seroldgicos indirectos y desarrollo de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra un determinante de 87 kDa [23] y otro de 58 kDa [24],
entre varios mas.

Los pacientes con PCM presentan una inmunidad humoral hiperactiva, con niveles elevados de
IgG, IgE e IgA [25], especificos contra el antigeno gp43 [26]. Al cuarto mes de quimioterapia, se
produce una caida en los titulos de anticuerpos contra este antigeno que se correlaciona con



mejoria clinica, por lo tanto, se sugirié que estos cambios podrian ser indicadores Utiles de la
extension de la enfermedad activa y valiosos para determinar la prognosis de la infeccion.

La respuesta celular inmune representa el principal mecanismo de defensa contra la infeccion
por P. brasiliensis. Trabajos recientes en el rol defensivo de los neutrdfilos polimorfonucleares
(PMNs) sugieren que éstos pueden ser fungistaticos [27]. Los macréfagos obtenidos de ratones
infectados con P. brasiliensis y tratados con IFN-g, mostraron una modificacion del patron en la
expresion del antigeno del complejo de histocompatibilidad la [28]. Este efecto fue relacionado
con la produccion de oxido nitrico, principal agente microbicida de los macrdfagos. La inmunidad
a P. brasiliensis puede ser regulada por poblaciones Thl o Th2. La activacion de Th2 lleva a la
estimulacion de células B y a una ineficiente activacion de macrdfagos [29], mientras que, la
resistencia es asociada a una respuesta Thi [30].

Las paredes celulares de P. brasiliensis cumplen un papel fundamental en el proceso inflamatorio
observado en la PCM. Cuando una fraccion de pared celular, compuesta fundamentalmente por
b-glucan y quitina, se inoculd en ratones, produjo una reaccion granulomatosa, actividad
estimuladora de macrofagos y altos niveles de secrecidn de mediadores inmunolégicos del tipo
TNF-a [31]. Esta fraccion también indujo una acumulacion de macréfagos CD11b/C18 vy una
respuesta proliferativa de linfocitos CD4+ [32]. Por lo tanto, hay indicios de que la pared celular
cumple un papel importante como inmunorregulador de los desérdenes observados en la PCM.

En los actuales momentos, estd en prueba la inmunizacion genética contra la PCM, usando un
DNA plasmidico que contiene el gen gp43, que induce una respuesta celular tipo 2 en ratones
inmunizados con el vector [33].

CONCLUSIONES

En la ultima década, las investigaciones sobre la PCM, y su agente causal, han disfrutado de un
crecimiento exponencial. Sobre todo, la introduccion de métodos moleculares para estudiar la
epidemiologia y la inmunologia han traido nuevos enfoques prometedores para la prevencion,
diagnosis y tratamiento de la dolencia. El antigeno mejor y mas ampliamente estudiado hasta
ahora a disposicion, es el antigeno gp43 el cual deberia ser promovido como antigeno de
referencia en todos los laboratorios micolégicos clinicos de la regién, sustituyendo las viejas
preparaciones de baja especificidad, aun en uso en laboratorios remotos de América Latina. Esto
ayudaria también a obtener resultados epidemioldgicos mas confiables. Por otra parte, un mejor
conocimiento de la biologia de P. brasiliensis se traducira en la clarificacion de los mecanismos de
patogenicidad y dimorfismo, para un desarrollo racional de drogas antifUngicas altamente
especificas y sensibles. Estamos seguros de que en los proximos afos veremos un desarrollo
estimulante en estos aspectos que conciernen a la mas relevante micosis sistémica en Ameérica
Latina.
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