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La paracoccidioidomicosis, micosis profunda de gran importancia en Latinoamérica, se
caracteriza por presentar una respuesta inflamatoria aguda en el pulmén, érgano blanco del
proceso infeccioso. En las etapas iniciales, esta respuesta se caracteriza principalmente por
un infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos (PMN), los que, de acuerdo con estudios
histopatolégicos y de lavados broncoalveolares, representan mas del 85% de las células alli
presentes. Las evidencias presentadas en esta revisién sugieren que el PMN participa
activamente en la respuesta inflamatoria aguda inducida por Paracoccidioides brasiliensis,
como lo demuestra la inhibicion de su crecimiento después de su interaccion con tales PMN.
Igualmente, se conoce que algunas etapas del mecanismo fungicida exhibido por esta célula
fagocitica estdn mediadas por los reactivos intermediarios del oxigeno, asi como también por
el efecto activador de algunas citocinas como IFN v, GM-CSF e IL-1B. En efecto, fracciones o
componentes del hongo inducen la migracion al sitio inflamatorio y la activaciéon de los PMN,
evidenciada por el aumento en los productos del estallido respiratorio.

Palabras clave: polimorfonuclear neutréfilo, Paracoccidioides brasiliensis, paracoccidioidomi-
cosis, estallido respiratorio, respuesta inflamatoria.

Polymorphonuclear neutrophil participation in immune response to Paraccocidioides
brasiliensis

Paracoccidioidomycosis, a systemic mycosis of great importance in Latin America, is
histologically characterized by an acute inflammatory response in the lung target organ. During
the early stages of infection, tissue response is mainly characterized by the presence of poly-
morphonuclear neutrophils (PMN) which represent over 85% of all cells (demonstrated by
histopathology and bronchoalveolar lavage). Evidence is presented herein that PMNs actively
participate during the acute inflammatory response induced by Paracoccidioides brasiliensis.
This is shown by growth inhibition following the interaction of the fungus with these phagocytic
cells. Certain of the killing mechanisms exhibited by this phagocytic cell are mediated by the
reactive oxygen intermediates, as well as by the activating mechanisms exerted by certain
cytokines (IFN-y, GM-CSF and IL-1 B). Furthermore, fungal fractions or components are capable
of inducing both activation of PMN and migration to the inflammatory site as revealed by the
increase of the products resulting from the respiratory burst.

Key words: polymorphonuclear neutrophil, Paracoccidioides brasiiiensis, paracoccidioidomy-
cosis, oxidative burst, inflammatory responses.

La paracoccidioidomicosis (PCM) es una micosis
sistémica de gran importancia en Latinoamérica,
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alcanzar el pulmén, érgano blanco, inician alli un
proceso de transformacion a levadura, el cual lleva
al desarrollo de la micosis (1).

Estudios en modelos experimentales han
mostrado que la inoculacidn intranasal de conidias
de P, brasiliensis en los estadios tempranos de la
infeccién origina una respuesta inflamatoria aguda
pulmonar, la cual esta representada, primordial-
mente (>85%), por un infilirado de polimorfo-
nucleares neutréfilos (PMN), como lo evidencian
la histopatologia del tejido pulmonar (2) y el estudio
del fluido de lavados broncoalevolares (LBA) (3,4).

Las células del sistema fagocitico constituyen la
primera linea de defensa del sistema efector de la
respuesta inmune natural y adaptativa. Por ello,
Kashino y colaboradores (5), al estudiar los
resultados del bloqueo de macréfagos (Mg),
sugirieron que éstos jugaban un papel fundamental
en la resistencia a P, brasifiensis. Adicionalmente,
Gonzalez y colaboradores (6) demostraron in vitro
el papel del M¢ y encontraron que al activar M¢
murinos con interferon gamma (IFN ¥), su
capacidad fungicida contra P, brasifiensis no sélo
se hacia mas aparente sino que se cumplia por
mediacién del dxido nitrico (NO).

El PMN, una importante célula fagocitica que
media la respuesta inflamatoria en las fases
tempranas de la infeccidn, contiene en su
citoplasma dos tipos de granulos: los especificos,
que contienen enzimas degradativas como liso-
zimas, colagenasas y elastasas, y los granulos
azurofilos, los cuales estan compuestos de
lisozima (7).

El papel de los PMN en esta micosis ha sido
estudiado tanto in vivo como in vitro. Asi, el
desarrollo de modelos experimentales en ratones
susceptibles (B10.A) y resistentes (A/Sn) permitio
demostrar que la infeccion por P brasiliensis
inducia en ambas cepas de ratones un infiltrado
inflamatorio caracterizado por presencia marcada
de PMN. Sin embargo, cuando los animales eran
privados de tales células mediante la admi-
nistracion de anticuerpos monoclonales RB6-8C5
antigranulocitos, se presentaba un cambio
diferenciai en la respuesta inflamatoria, pero sin
modificacion de la carga micotica (8).

LOS NEUTROFILOS EN LA PARACOCCIDIOIDOMICOSIS

Estudios in vitro han mostrado que los PMN
resultantes de una reaccion inflamatoria tienen una
mayor actividad antifingica que aquéllos
provenientes de sangre periférica. Ademas, tal
actividad esta relacionada con su capacidad de
producir reactivos intermediarios de oxigeno como
productos del estallido respiratorio (9).

Hasta el momento, no se conoce exactamente
cudl es el papel que juega el PMN en la respuesta
inflamatoria temprana inducida por P, brasiliensis.
Aungue los estudios enunciados anteriormente
sugieren que esta célula fagocitica participa tanto
in vivo como in vifro en la respuesta inflamatoria
¥y que, gracias a los productos del estallido
respiratorio, tiene también una moderada actividad
fungicida contra P, brasiliensis, los mecanismos
exactos por los cuales ejerce su actividad antifin-
gica no han sido alin completamente esclarecidos.

En esta revision se dan a conocer evidencias
sobre la participacion del PMN en |la respuesta
inmune contra P brasifiensisy se analizan algunos
de los mecanismos antifiingicos mediados por
ciertos componentes del sistema inmune.

Presencia del PMN durante larespuesta
inflamatoria inducida por P. brasiliensis

Las células fagociticas de sangre periférica
(monocitos y PMN) pueden responder a estimulos
guimiotacticos que les permiten migrar de la
sangre a los sitios de infeccion. Cuando P
brasiliensis ingresa al hospedero, debe interactuar
con muchas células efectoras; sin embargo, es
capaz de resistir los mecanismos microbicidas.
Como se analiza a continuacion, la interaccion
de las células efectoras, principalmente del PMN
con la conidia, la estructura infectante del hongo
y con la levadura ya han sido estudiadas (9)
(cuadro 1).

En los modelos murinos, los estudios histo-
patologicos secuenciales han revelado la cinética
de la respuesta inflamatoria, la cual muestra 3
estadios: 1) neutrofilico o monocito-neutrofilico, en
el cual se observan histiocitos y PMN que son
testigos de un proceso inflamatorio temprano; 2)
granuloma mixto, en el cual se observan granulo-
mas epitelioides pero aun con un componente
importante de PMN y 3) granulomatoso y fibrético-
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Cuadro 1. Presencia del PMN en el tejido inflamatorio en animales infectados con P brasiliensis.

Modelo animal

Ruta de inoculacién e indculo utilizado

in G:LeF ipt sct Referencias
Ratones BALB/c salvajes (nu*™) Abundantes SD 8D 2,3,4,15
Ratones BALB/c eutimicos (nu*?) SD Abundantes sb 8, 14
Ratones BALB/c atimicos (nu”) SD Abundantes sb 8, 14
Ratones B10 A SD Escasos Abundantes 8, 13
Ratones A/Sn SD Abundantes Moderados 8, 13
Ratas SD Abundantes SD 11

in: intranasal; ip: intraperitoneal; sc: subcutanea
C: conidia; L: levadura; F: fragmentos de pared de levadura
SD: sin datos

fibroblastico, caracterizado por la presencia de
abundantes células gigantes multinucleadas,
histiocitos, M¢ y tejido conjuntivo fibroso
(2,3,10,11). También se ha observado la presencia
de PMN en granulomas humanos (12}.

En ratones BALB/c inoculados intranasalmente
con conidias de P brasiliensis, se demostrd que
entre la segunda y la cuarta semana postinfeccion
ocurria un incremento significativo en la celularidad
del LBA con predominio de PMN, células que
representan mas del 85% del total (3,4). Bedoya
y colaboradores (13) observaron gue en su modelo
experimental en ratones machos BALB/c,
inoculados con levaduras o conidias viables del
honga, la infeccién inducia un infiltrado de células
inflamatorias con predominio de PMN. Igualmente,
en otro modelo en el que se utilizaron fragmentos
de pared celular de levadura, se encontrd una
intensa respuesta inflamatoria compuesta
principalmente por PMN (2).

En otro modelo en el que se utilizaron ratones
BALB/c eutimicos (nu*") y atimicos (nu”), se
observd que, en ambos grupos, los PMN vy los
Md constituian las células predominantes;
ademas, la destruccion del hongo y la presencia
de particulas del hongo estuvieron asociadas con
la acumulacion local de estas células fagociticas.
Por otro lado, en ambos grupos de animales se
demostré que desde la primera semana
postinfeccion habia ya evidencias de destruccion
del hongo y de un cierto control sobre su
proliferacion (14).

Por otro lado, al comparar la evolucion de las
lesiones desarrolladas en el omentum de ratones
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resistentes (A/Sn) inoculados intraperitonealmente
con levaduras de P, brasiliensis, se observé que
estos animales presentaban lesiones con
abundantes PMN y que en ellas existian pocas
levaduras, ya que la destruccion del hongo habia
sido masiva; por el contrario, en los ratones
susceptibles (B.10A) se observaban lesiones con
un gran numero de levaduras multigemantes en
plena actividad y sin evidencia de destruccion.
Esto indicaba la influencia del patrén genético del
hospedero sobre el tipo de lesion desarrollada (15).
Al inocular estas mismas cepas de ratones por
via subcutanea, se encontré cémo en las etapas
tempranas de la infeccion y en ambas cepas, el
infiltrado inflamatoric se caracterizaba por una gran
abundancia de PMN y que ésta, a su vez, era
mas notoria en los ratones B10.A (8).
Adicionalmente, si antes de la infeccién se
suprimian los PMN con el anticuerpo monoclonal
RB6-8C5, |a cinética del proceso inflamatorio en
ambas cepas de ratones cambiaba diferencial-
mente, pero sin lograr modificar la carga micética
de la lesion. En efecto, en los ratones de ambas
cepas privadas (depleted) de PMN, la respuesta
de hipersensibilidad de tipo tardio (delayed type
hypersensibility, DTH) disminuyé mientras que el
titulo de anticuerpos contra la gp43 aumenté (8).
Estos resultados sugieren que, de alguna forma,
los PMN podrian participar en los varios
mecanismos regulatodores de la respuesta
inmune.

Todos los estudios anteriores han demostrado la
presencia del PMN como componente de la
respuesta inflamatoria desarrollada duranie el
proceso infeccioso inducido por P brasiliensis o
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por algunos de sus componentes, lo cual sugiere
que esta célula fagocitica participa activamente
en los procesos de la respuesta inmune, si bien
su funcién o los mecanismos involucrados no han
sido aun claramente definidos.

Interaccion de fracciones o componentes
de P brasiliensis con el PNN

Varios investigadores han estudiado el papel que
juegan diferentes componentes de P, brasifiensis
en la respuesta inflamatoria y en la activacion
celular (2,16-20). Asi, la fraccion F1 que presenta
una mayor proporcion de polisacarido B-glucan de
la pared celular insoluble en alcalis y extractos
lipidicos, ha mostrado ser capaz de inducir una
respuesta inflamatoria, asi como la migracién
celular, con un mayor componente de PMN (16,
17). Igualmente, la inoculacidn intraperitoneal de
polisacaridos de la pared celular y de extractos
lipidicos en ratas inducen fa migracién de células
inflamatorias, principalmente PMN, en las
primeras 4 a 24 horas postinoculacion (20).

Adicionalmente, los trabajos realizados con la
fraccion F1 obtenida de aislamientos del hongo
caracterizados por diferentes grados de virulencia,
mostraron que la fraccion proveniente de los
aislamientos virulentos era capaz de estimular un
mayor aumento en la quimioluminiscencia de los
PMN, en comparacion con la misma fraccion
procedente de aislamientos de baja virulencia. Esto
indica que tal fraccién es capaz de inducir un
aumento en la produccién de reactivos inter-
mediarios del oxigeno (17), demostrados por
quimioluminiscencia, técnica por la cual estos
radicales, al unirse con el luminol, emiten fotones
que son medidos en un contador de centelleo (21).
La activacion de los PMN ocurre bajo ciertas
condiciones, por ejemplo, durante la fagocitosis o
en cultivos in vitro en presencia de ciertas citocinas
como (IFN v). A su vez, la activaciéon puede
modular la capacidad metabdlica de esta célula,
asi como también incrementar los productos del
estallido respiratorio (21).

Por otra parte, los polisacaridos de la pared celular
del hongo, los cuales son insolubles en alcalis,
también son capaces de inducir un aumento en la
respuesta del estallido respiratorio en ios PMN,
la cual se acompafa de su migracién (16).

LOS NEUTROFILOS EN LA PARACCCCIDIOIDOMICOSIS

Ademas, la estructura o la composicion de los
constituyentes de |la pared celular pueden diferir
en su capacidad para estimular o inducir la
respuesta inflamatoria, asi como en la activacion
celular, especialmente en los PMN (17).

Recientemente, Cock y colaboradores (2)
observaron gue fragmentos de levaduras de P
brasiliensis, inoculados intranasalmente en
ratones BALB/c, inducian una respuesta
inflamatoria con predominio de PMN solamente
durante la primera semana postinoculacién. Por
el contrario, los animales inoculados por la misma
via con conidias viables del hongo, aunque también
daban lugar a una respuesta inflamatoria marcada
con predominio de PMN, diferian de los animales
inoculados con fragmentos de levadura, ya que la
respuesta de PMN persistia durante las 16
semanas del estudio.

Estos hallazgos indican que diferentes fracciones
o componentes del hongo inducen una respuesta
inflamatoria caracterizada por una importante
participacion del PMN y que, a su vez, ésta puede
correlacionarse con la virulencia de los aisla-
mientos de los cuales provienen las diferentes
fracciones. Estos hallazgos podrian contribuir a
la comprension de la forma en que se genera la
respuesta inflamatoria y como se mantiene en
actividad el proceso infeccioso en la PCM (2,16-20).

Activacion del PMN por el sistema del
compiemento y su actividad frente a
P. brasiliensis

La activacion diferencial de las dos vias del
sistema del complemento (C’) se ha demostrado
en muchos microorganismos, ya que estas vias
son factores que repercuten en la virulencia o en
la patogenicidad de las varias cepas de micro-
organismos estudiados (17). Por ejemplo, se ha
demostrado que la utilizacion de la fraccion F1 de
F. brasiliensis proveniente tanto de cepas
virulentas como de baja virulencia, al ser adicionada
a sueros normales de ratas, resultaba en
diferentes grados de inhibicidn de Ias vias clasica
y alterna del complemento. Ademds, la absorcién
previa del suero con la fraccién F1 suprimia
completamente la activacion de la via clasica. Por
otra parte, si se usaba Unicamente zymosan para
el proceso de absorcion, el resultado era el mismo,
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lo cual sugiere que los anticuerpos naturales o
inespecificos son los responsables de la activacion
de la via clasica (17).

En ratas, el uso de polisacéaridos de la pared
celular de P brasiliensis insolubles en alcalis y
preincubados con suero normal resulta en una
respuesta migratoria de PMN, proceso que puede
abolirse inactivando el suero por calor, lo que indica
compromiso de componentes termolabiles, tipo
complemento (16).

Estos resultados sugieren, por tanto, que el
sistema del C’ tiene importancia en la respuesta
inflamatoria y en el reclutamiento de los PMN
observados en la PCM experimental o en aquélla
inducida por ciertos componentes del hongo.

PMN: actividad fungicida/fungistatica
contra P. brasiliensis

Por medio de cocultivos in vitro, se ha investigado
la actividad fungicida o fungistatica de los PMN
humanos y murines. La magnitud del efecto
antifingico de estas células varia de acuerdo con
el aislamiento del hongo, por lo cual se cbserva
un patron de cepas resistentes y otro de cepas
susceptibles (22-24) (cuadro 2).
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Asi, Kurita y colaboradores (22) utilizaron PMN
humanos y observaron que tales células no eran
capaces de destruir las levaduras de P
brasiliensis. Sin embargo, en cultivos prolongados
(72 horas), se anotd un efecto fungistatico.
Ademas, durante las primeras 2 horas de co-
cultivo, la activacion de los PMN con IFN vy
aumentaba la capacidad antiflingica sobre las
cepas susceptibles, la cual se incrementaba
después de las 24 horas. Por otra parte, en cepas
consideradas resistentes, los PMN activados con
esta citocina mostraban un efecto fungistatico
(22).

Por otra parte, al activar PMN humanos con fac-
tor estimulante de colonias granulocito-macréfago
(GM-CSF) e interleucina-1 (IL-1), se aumentaba
su actividad antifungica frente a cepas
susceptibles de P brasiliensis, de acuerdo con la
disminuciéon del nimero de las unidades
formadoras de colonia (UFC). Al combinar estas
citocinas (GM-CSF + IFN v), se observaba un
efecto sinérgico sobre su actividad antiflngica (23).
Los mismos investigadores (22) utilizaron lisados
de PMN sin lograr demostrar efectos similares,
sugiriendo, entonces, que era necesario contar

Cuadro 2. Efecto antifungico de los PMN y de las citocinas en cocultivos (24 horas) de acuerdo con la reduccion de UFC

de P brasiliensis *.

PMN Citocina Cepa de P. brasiliensis
(% de reduccién de UFC) Referencia
Resistente Susceptible
(Tatu-Aoki) (Bt-4)
Sin PMN Ninguna 0 0 22,23
Con PMN Ninguna 26,3-35,3 67,7-84,0 22,23
humano
IFN « 46,2-50,0 89,0-95,1 22,23
GM-CSF 57,3 97,7 23
IL-18 31,7 92,9 23
G- CSF 29,2 83,3 23
IFN v + GM - CSF 63,4 98,5 23
IFN v+ IL-1 B 53,6 98,1 23
GM-CSF +IL-1 58,5 97,4 23
TNF ¢ 29,3 68,5 22
IL-8 23,6 66,1 22
Con PMN Ninguna 36,1 78,4 24
murino
IFN v 74,2 90,3 24
TNF o 33,7 0 24

* Comparado con el control sin PMN
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potente actividad fungistatica contra levaduras del
hongo dimérfico Histoplasma capsufatum,
demostrado por una inhibicion en el crecimiento
(UFC) de las levaduras y cuantificado por su
incapacidad para incorporar leucina tritiada (*H-
L). Ilgualmente, Brummer y colaboradores (28) y
Kurita y colaboradores (29) lograron demostrar que
los PMN humanos ejercen efectos de tipo fungicida
y fungistatico contra H. capsulatum.

Los datos anteriores demuestran que el PMN juega
un importante papel en la respuesta inmune contra
una gran variedad de hongos, entre ellos, P
brasifiensis, gracias a mecanismos fungicidas y
fungistaticos.

Efecto de las citocinas en la actividad
antifingica de los PMN contra
P. brasiliensis

En estudios previos, Kurita y colaboradores (22)
habian observado que PMN humanos de sangre
periférica exhibian un efecto fungistatico sobre
levaduras de P brasiliensis, siempre y cuando
fueran activados con IFN vy. Este efecto dependia,
a su vez, de la cepa del hongo utilizada. En estos
experimentos, se utilizé TNF o e IL-8, citocinas
que no tuvieron efecto alguno sobre la actividad
antifungica de esta clase de PMN humanos
(cuadro 2). Por el contrario, otros investigadores
(30), al utilizar un modelo con Candida sp.,
demostraron que el TNF « vy los receptores de
TNF o - éstos Ultimos presentes en los neutrdfilos
- juegan un papel importante en la activacion de
tales fagocitos.

El IFN v, citocina de gran importancia en la
modulacién de la respuesta inmune, tiene un efecto
protector en la paracoccidioidomicosis, como fuera
demostrado por Cano y colaboradores (31). En
un modelo con el hongo dimorfico B. dermatitidis
{32), se demostrd que PMN de sangre periférica
podian ser activados in vivo con IFN vy, aumentando
asi en forma dosis-dependiente su capacidad
fungicida. El blogueo del IFN ycon antisuero anti-
IFN ¥y hiperinmune de conejo resultaba en la
inhibicion de la actividad antifingica, tanto in vivo
como in vitro (33,34).

Al estudiar el papel de otras citocinas, Kurita y
colaboradores (23) demostraron que el GM-CSF
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y la IL-1B8 aumentaban la actividad antifingica
de PMN frente a aislamientos de P brasiliensis
catalogados como de resistencia intermedia a la
fagocitosis. El GM-CSF aumentaba el efecto
fungistatico sobre aislamientos de P brasiliensis
resistentes al efecto antiflingico de PMN, mientras
gue el G-CSF no ejercia ningun efecto sobre la
activacion del PMN y, por consiguiente, tampoco
sobre el hongo (cuadro 2).

Algunas combinaciones de citocinas, tales como
IFN v con GM-CSF o IL-1, mostraban un efecto
sinérgico sobre el aumento de la actividad
antifingica de los PMN. Por el contrario, cuando
se utilizaba la combinacion de GM-CSF con IL-1B
no se observaba ninglin aumento en la capacidad
antifungica de los PMN (23) (cuadro 2).

Estos datos sugieren, entonces, que los PMN
activados con IFN v, GM-CSF o IL-13 jugarian un
papel importante en la defensa del hospedero
contra la infeccion por P, brasiliensis, gracias al
aumento de su actividad antifingica.

Efecto del metabolismo oxidativo de los PMN
contra P brasiliensis

Uno de los principales mecanismos microbicidas
de los PMN es el mediado por los productos del
estallido respiratorio, entre los cuales se
encuentran el perdxido de hidroégeno (H,0,), los
radicales hidroxilo (OH) y los singletes de éxigeno
(0,), asi como la mieloperoxidasa.

McEwen y colaboradores (21) observaron una
correlacién en la muerte de P brasiliensis por
PMN provenientes de ratones sensibilizados con
el hongo y su capacidad para producir un aumento
en los reactivos intermediarios del oxigeno
provenientes del estallido respiratorio, medido por
un aumento en la quimiocluminiscencia.

Por medio de la técnica anterior, Meloni-Bruneriy
colaboradores (35) estudiaron también el papel de
los PMN frente P, brasiliensis a través de la
induccion de los productos del estallido
respiratorio. Estos investigadores obtuvieron PMN
de pequefias bolsas de aire (air pouch) previamente
inoculadas con levaduras de P. brasiliensis y
aplicadas intradermicamente en ratones
susceptibles (B10A) y resistentes (A/J). El
metabolismo oxidativo de estos PMN se evalud
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también por la emisién de quimioluminiscencia,
aumentada por el luminol y la lucigenina. Los PMN
extraidos de estos animales infectados se
estimularon con ésteres de forbol meristato acetato
(PMA) o P. brasiliensis muerto (inactivo). Se
encontrd que 24 horas después de la infeccion,
ambas cepas de ratones (susceptibles y
resistentes) mostraban una respuesta similar, la
que se mantenia durante los primeros 15 dias post-
infeccion. Por el contrario, los PMN de ratones
resistentes y estimulados con P, brasiliensis no
viable mostraron un marcado aumento en la
quimioluminiscencia, la que, a su vez, fue inhibida
por la adicion de catalasa (la cual descompone el
H,0,enH,0 +0,). Por otra parte, se observd una
baja quimioluminiscencia en PMN provenientes de
los ratones susceptibles, los cuales in vifro no
habian mostrado ningun efecto fungicida contra
las levaduras de P brasiliensis (35).

Estos datos sugieren que los productos del
estallido respiratorio constituyen uno de los
mecanismos responsables del efecto antiflingico
del PMN contra P, brasiliensis. Paraddjicamente,
la utilizacion de M¢ peritoneales activados con
citocinas como IFN-y (36), demostré que éstos
ejercian un potente efecto fungicida contra las
levaduras del hongo pero que tal mecanismo era
independiente de los productos del estailido
respiratorio. Recientemente, nuestro grupo (6)
demostré que tal mecanismo fungicida era
mediado por un reactivo intermediario del
nitrégeno, el dxido nitrico. Esta diferencia podria
deberse al tipo de célula y a los diferentes
mecanismos de regulacion de las vias metabdlicas
gue caracterizan estas células.

Schaffner y colaboradores (37) estudiaron la
susceptibilidad in vitro de algunos hongos
dimaérficos (virulentos) comparados con otros no
patogenos (oportunistas) y encontraron que, a
diferencia de los segundos, los patégenos
primarios como Coccidioides immitis, Histoplasma
capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Blas-
tomyces dermatitidis y Sporothrix schenkii, eran
menos susceptibles al H,0,.

En referencia a otros hongos dimérficos, se ha
demostrado que los productos del estallido
respiratorio tienen algun efecto en la muerte del
hongo, pero que, por el contrario, algunos de ellos
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logran inhibir o blogquear tal efecto. Por ejemplo,
Galgiani (38,39) demostrd que existian diferencias
en los varios estadios de C. immitis, ya que sus
formas inmaduras se mostraban susceptibles al
anion superdxido, pero no asi las formas maduras
(esférulas), las que, si bien estimulaban la
produccion de los reactivos intermediarios del
oxigeno, interferian con la accion del H,0, y del
acido hipocloroso (HOCI). Es asi como bajos
niveles de estos oxidantes antimicrobianos
podrian contribuir a la resistencia del hongo frente
a los PMN humanos.

Brummer y colaboradores (40) demostraron
también que la resistencia de B. dermatitidis a la
muerte por PMN resulta de una ineficiente
generacion de productos del sistema microbicida
dependiente de la peroxidasa. Contrario a este
hallazgo es el informe de Morrison y colaboradores
{41), quienes han sugerido que el aumento de la
capacidad microbicida de PMN activados contra
B. dermatitidis involucra uno 0 mas mecanismos
oxidativos y que el O, juega un importante papel,
en forma directa 0 como precursor de otras
especies activas de oxigeno, tales como H,0O,,
10,, HOCI'y OH.

Estudios con H. capsulatum han mostrado que la
resistencia de este hongo a [os mecanismaos
microbicidas del PMN, se consigue evadiendo las
productos del estallido respiratorio y también la
fusion fagolisosémica (42), independientemente de
la capacidad del hongo para inducir los productos
del estallido respiratorio.

Schnur y Newman (43) observaron que las
levaduras de H. capsulatum estimulaban la
produccion de reactivos intermediarios del oxigeno
producidos por los PMN, de acuerdo con la
reduccion intracelular del NBT (nitro blue tetrazo-
fium), reduccién del citocromo C en presencia de
citocalacina D, consumo de O, y produccion de
H,O., y que de una u otra forma, el hongo era

22!
capaz de evadir estos mecanismos destructivos.

En conclusion, las evidencias presentadas
sugieren que el PMN participa activamente en la
respuesta inflamatoria aguda inducida por P
brasiliensis, como se ha demostrado en los
diferentes modelos descritos en esta revision
(2,8,9,13,14,21- 24). Algunos de los mecanismos
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exhibidos por esta célula fagocitica estan
mediados por los reactivos intermediarios del
oxigeno, como ha sido evidenciado y como se ha
correlacionado por el aumento en la quimio-
luminiscencia y la disminucién del nimero de
unidades formadoras de colonias (21-24).
Igualmente, se ha demostrado el efecto activador
de algunas citocinas sobre el PMN, en el que
inducen un aumento en su capacidad antifungica
contra P. brasiliensis, mecanismo que se ha
demostrado en otros modelos con C. albicans (30)
y B. dermatitidis (32-34).

Los mecanismos moleculares responsables del
efecto fungicida o fungistatico del PMN frente a P
brasiliensis no son aun claros. Segun las
evidencias descritas en esta revision, se sugiere
que algunos productos del estallido respiratorio,
asi como la activacion del PMN por accién de
ciertas citocinas, participan, parcialmente al
menos, en el efecto antifingico contra P.
brasifiensis demastrado en algunos casos por una
disminucion en el nimero de UFC o por un dafio
morfolégico y estructural aparente. Sin embargo,
existen estudios en este sentido con H.
capsulatum, en los que Newman y colaboradores
(27) observaron que el principal componente de la
actividad fungistatica contra este hongo dimérfico
estaba localizado en los granulos azurdfilos de
los PMN. Mas recientemente, estos autores
demostraron que tales granulos estan
conformados por defensinas (péptidos anti-
microbianos), la captesina G y la proteina
incrementadora de la permeabilidad bactericida
(BP!), las cuales ejercian in vitro un efecto
antifingico dosis-dependiente (44).

Lo anterior sugiere que seria importante investigar
sobre los mecanismos moleculares por los cuales
el PMN ejerce su actividad antifingica frente a P
brasiliensis para entender mas precisamente la
patogenesis de la interaccién hospedero-parasito.
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La respuesta defensora del hospedero frente a la infeccién microbiana depende de miiltiples
mecanismos, entre los cuales las caracteristicas genéticas del hospedero juegan papel
importante, ya que condicionan tanto la resistencia natural como la adquirida. La mayoria de
hallazgos en este campo en micosis sistémicas, se ha evidenciado en el modelo animal. En
estas enfermedades, uno de los componentes genéticos mas estudiados ha sido el complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH). Sin embargo, en ratones consanguineos no se ha
demostrado la existencia de una relacién entre estos genes y la respuesta inmune
desencadenada contra los agentes causales de tales micosis. Con relacion a otros factores,
como el sistema del complemenio, se ha podido establecer una asociacién solamente en el
caso de la criptococosis. En cepas consanguineas de ratdn, los patrones de resistencia y
susceptibilidad a Cryptococcus neoformans dependen de la presencia o ausencia del gen
correspondiente, C' o C°, respectivamente. Por otra parte, en un buen nimero de las micosis que
se mencionan, se ha demostrado que la respuesta inmune mediada por células, es fundamental
para su control. En la coccidioidomicosis y la paracoccidioidomicosis, la funcion de las células T
es decisiva, a diferencia de lo observado en candidiasis, en la cual la principal célula efectora
parece ser el polimorfonuclear. En cuanto al patrén de citocinas, se ha observado que los
ratones susceptibles a Coccidioides immitis o Paracoccidioides brasiliensis, al ser infectados
con estos hongos, producen predominante y tempranamente citocinas tipo TH2, IL-10 e IL-4 en
coccidioidomicosis e IL-10 e IL-5 en paracoccidioidomicosis. En la histoplasmosis, los estudios
han sehalado la importacia del IFN y en la defensa. Hasta el presente, sdlo se conocen genes
especificos que determinan la respuesta inmune en la candidiasis, Carg? y Carg2. En la
coccidioidomicosis, se han sugerido dos genes, Cms1ty Cms2. En las micosis que se describen
a continuacion, el gen o los genes que condicionarian la respuesta correspondiente son de tipo
autosomico y el fenotipo de resistencia es el dominante. En esta revision se analizan ciertos
aspectos de la constitucion genética del hospedero que condicionan la respuesta inmune frente
a los agentes causales de las micosis sistémicas y se sefialan las similitudes y ias diferencias
entre ellos.

Palabras clave: factores genéticos, micosis sistémicas, resistencia, susceptibilidad.
Genetic factors and their influence in systemic micoses

The host's immune response to pathogenic microorganisms depends on severai mechanisms.
Genetic characteristics of the host clearly impact on the host's natural and immune resistance
status. In systemic mycoses, most of the evidence has been obtained from animal models. For
example, no relation has been observed between the genes linked to the major histocompatibil-
ity complex (MHC) and the immune response to fungi. With respect to complement factors, an
association with only cryptococcosis has been established. In this case, resistance and suscep-
tibility patterns in inbred mice depend on the presence or absence of this gene (C' or C?, respec-
tively). For most of the mycoses reviewed here, however, the immune response mediated by cells
is considered crucial for control of the disease process. In coccidioidomycosis and
paracoccidioidomycosis, T cell function is decisive. This contrasts with candidiasis, where the
most important cell is the polymorphonuclear (PMN). The cytokine pattern in infected mice sus-
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ceptible to C. immitis and F. brasiliensis produce primarily TH2 cytokines - IL-10 and IL-4 - in
coccidioidomycosis, and IL-10 and IL-5 in paracoccidioidomycosis. In histoplasmosis, IFN ¢
plays a significant role. At present, specific genes responsible for the immune response have
been reported only for candidiasis (Carg? and Carg2). In coccidioidomycosis, two genes, Cms1
and Cms2, have been suggested. For the mycoses reviewed here, the gene or genes that
influence immune responses are autosomic and their resistance phenotype is dominant.

Key words: genetic factors, systemic mycoses, resistance, susceptibility.

La respuesta defensiva del hospedero frente a los
microorganismos, sean ellos bacterianos, virales,
parasitarios o fungicos, depende de la
combinacion de multiples mecanismos, los que
incluyen medidas de defensa naturales (innatas)
o inmunes (adquiridas). Las caracteristicas
genéticas del hospedero influyen en estos dos
tipos de respuesta y, por ende, determinan la
resistencia o susceptibilidad a las enfermedades
infecciosas (1).

La importancia de los factores genéticos en
humanos se ha demostrado a través de estudios
en gemelos e hijos adoptivos (2,3). Sin embargo,
la mayoria de los hallazgos se ha verificado en
modelos animales, en los que es factible controlar
el fenotipo de la enfermedad, los factores
medioambientales y la influencia de los cruces.
En esta forma, se facilita el analisis de los rasgos
complejos involucrados en la resistencia o
susceptibilidad a un determinado patégeno
infeccioso (4).

Las siguientes son algunas de las evidencias
disponibles en el momento:

- Asociaciones con ciertos alelos del complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) clase I
en lepra (5,6), malaria (7) y hepatitis B (8,5).

- Polimorfismos en promotores de genes que
expresan proteinas de importancia para la res-
puesta inmune, tales como el factor de necrosis
tumoral c. (TNF ), en lepra (10), malaria (11),
leishmaniasis mucccutanea (12) y en la muerte
por enfermedad meningocdccica (13). El gen
gue expresa el TNF o esta localizado dentro
del MHC vy ello podria influir en algunas de las
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asociaciones observadas entre antigenos HLA
y ciertas enfermedades infecciosas.

Igualmente, los estudios realizados sobre las
mutaciones de los receptores para citocinas
en familias que presentan susceptibilidad re-
cesiva a micobacterias atipicas han permitido
observar que dicha susceptibilidad estéd asociada
a la ausencia del receptor para el interferén y
{IFN ¥) en los leucocitos de los pacientes (14,15).
En otros estudios realizados en pacientes con
tuberculosis, se han encontrado también poli-
morfismos en los genes para el antagonista
del receptor de la IL-1 y la IL-1J3 (16).

- Polimorfismos en los receptores de la vitamina

D, los que se asocian con aumento en la sus-
ceptibilidad a Mycobacterium tuberculosisy a
la infeccidn por el virus de la hepatitis B (6).

- Mutaciones en la proteina lectina ligadora de

manosa (MBL), que juega un papel importante
en lainmunidad innata. Se ha encontrado que
estas mutaciones estan asociadas con un buen
nimero de infecciones (17).

- Hallazgo de genes involucrados directamente

en la respuesta inmune, como es el Nramp1,
gue en ratones controla la susceptibilidad
innata a varias especies de micobacterias y a
otros microorganismos intracelulares no rela-
cionados, al menos durante la fase temprana
de la infeccion (18-21). En los ratones, este gen
se encuentra localizado en la region proximal
del cromosoma 1 (21,22). En humanos, ha sido
posible localizar, secuenciar y clonar un gen
homdlogo al Nramp? murino, denominado
NRAMP1, que se encuentra ubicado en el
brazo largo del cromosoma 2 (23,24). Este gen
codifica para la proteina denominada 'proteina
1 del macréfago asociada con la resistencia
natural' (19), que se expresa en el fagosoma
(25) de células de la linea mieloide (26). Al gen
Nramp1/NRAMP1 se le ha atribuido una gran
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variedad de efectos pleiotropicos que, en Gltimo
término, regulan una cascada de eventos que
median la inflamacion y la eliminacién de micro-
organismos invasores (27). En un estudio hecho
en personas del sureste asiatico, se demostro
que el NRAMPT es uno de los genes que
contribuye en esta poblacion a la susceptibi-
lidad genética a la lepra (28).

Micosis y factores genéticos

La mayoria de los hongos que causan enfermedad
en el hombre se encuentran en el ambiente y como
tal pueden considerarse como saprofitos; sélo son
patdgenos aquéllos que logran adaptarse al cuerpo
humano y sobrevivir en el ambiente inhdspito de
los tejidos (29). Como ejemplo podrian
mencionarse ios hongos dimorficos patégenos
para el hombre como Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis,
Paracoccidioides brasiliensis y Sporothrix
schenckii, que tienen su habitat natural en el suelo
o estan asociados con la vegetacion, pero que se
adaptan a los tejidos humanos y pueden producir
enfermedad. Gracias al dimorfismo, estos hongos
pueden crecer en forma saprofita a 25 °C y
desarrollarse también a 37 °C para cambiar de
forma en los tejidos. La habilidad de los hongos
dimarficos para transformarse de saprofitos en
parasitos les permite sobrevivir y multiplicarse en
los tejidos de su accidental hospedero, en el cual
suelen producir enfermedades sistémicas de
variada severidad (1).

Actualmente, se dispone de ciertas evidencias
obtenidas principalmente de modelos en ratones
consanguineos sobre la influencia que los factores
genéticos juegan en la resistencia o suscepti-
bilidad a ciertas micosis sistémicas.

Influencia del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH}

Existen evidencias de tipo epidemioldgico sobre
el riesgo que representan diferentes poblaciones
humanas en la diseminacién de la infeccién
primaria por C. immitis; tal riesgo es 5 a 20 veces
mayor en personas negras y también en filipinos
(30). Se ha comprobado que en estos grupos
étnicos, el antigeno HLA A9 del CMH y el grupo
sanguineo B son mas frecuentes que en perso-
nas caucdsicas, lo que explicaria la frecuencia
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de la coccidioidomicosis diseminada en los
primeros (31).

Los experimentos realizados por Kirkland y Fierer
(32) con cepas consanguineas de ratones BALB/c
y DBA/2N, que comparten el haplotipo H-2¢9,
revelaron que al ser infectados con C. immilis,
los ratones DBA/2N eran 1.000 veces mas
resistentes a la infeccion que los BALB/c. Se
demostrd asi que la resistencia era el fenotipo
dominante y que no estaba determinada por el
CMH (32).

En la paracoccidioidomicosis, la influencia de
diferentes poblaciones humanas es dificil de
estimar debido a la frecuente mezcla de diversos
grupos raciales entre los habitantes de areas
endémicas (33). Sin embargo, en un estudio
realizado en Brasil, se encontrd que el antigeno
HLA-B40 primaba en los pacientes y gue su
presencia aumentaba el riesgo de padecer la
enfermedad (34,35). Previamente se habia
informado que en pacientes colombianos
predominaban los antigenos HLA-A9 y HLA-B13.
Esta diferencia podria deberse a las diferentes
constituciones genéticas de las poblaciones
estudiadas (36). En un trabajo diferente,
Demessias y colaboradores encontraron que
productos de la clase |ll del CMH, especialmente
el C4B-00, estaban asociados con enfermedad
cronica, una circunstancia que podria influir en el
curso de la infeccion (37).

En un modelo murino de paracoccidioidomicosis
por via intraperitoneal, se estudiaron once cepas
consanguineas y se observaron varios patrones
de susceptibilidad de acuerdo con la mortalidad.
Se definieron cuatro patrones basicos, medidos
en la supervivencia: susceptibles (B10.D2/0Sn,
B10A, B10D2/nSn), con susceptibilidad
intermedia (BALB/c, C57BL/10, CBA, C3H/Fe),
resistentes (C3H/Hed) y muy resistentes (A/Sn,
A/J, DBA/2). Los resultados mostraron que las
diferencias en la susceptibilidad nc eran
controladas por el H-2, ya que tanto la cepa mas
susceptible (B10A) como la mas resistente (A/
Sn), compartian el mismo haplotipo H-22 (38).

Un andlisis de cepas de ratones consanguineos
y congénicos, demostré que la resistencia/
susceptibilidad a Candida albicans, estimada por

277









JIMENEZ M.P., GARCIA L.F,, CANO L.E.,RESTREPO A

En la histoplasmosis, varios genes parecen estar
involucrados en la respuesta inmune, como se
demostré en un estudio en el que se ensayaron
15 cepas de ratones consanguineos y en el cual
se observd que la variacion era continua de cepa
a cepa, sin segregacion clara de fenotipos de
susceptibilidad/resistencia, tal como se habia
observado en los progenitores (55).

Tipo de célula encargada de
la respuesta inmune

Inicialmente, C. immitis produce una infeccion
localizada que progresa para diseminarse
posteriormente y causar la muerte de los ratones
BALB/c en menos de cuatro semanas; esto
sugiere que los animales de esta cepa no
desarrollan una respuesta inmune efectiva durante
la infeccion. Pero, a pesar de su susceptibilidad
para desarrollar infeccion diseminada y fatal, estos
ratones logran ser inmunizados exitosamente con
C. immitis y, después de la inmunizacién, sus
células T responden in vitro al antigeno homélogo,
gue resulta en la obtencion de proteccion contra
un nuevo reto (32).

El anterior modelo de coccidicidomicosis ofrece
varias semejanzas con la enfermedad humana.
En ambos casaos, la resistencia esta relacionada
con la habilidad del hospedero para confinar la
infeccion al sitio de entrada; por el contrario, las
infecciones letales son el resultado de la
diseminacion progresiva. Tanto los ratones
resistentes como los susceptibles responden al
hongo con la formacion de granulomas, lo cual
los hace indistinguibles de |a respuesta humana
(32).

Se ha observado, ademds, que la resistencia a C.
immitis puede anularse por irradiacion, io cual in-
dica que es necesario tener células en divisién, a
diferencia de la resistencia determinada por el lo-
cus Beg/Nramp1, que es resistente a la irradiacion
(49). En un estudio anterior, se habia observado
que los ratones de la cepa DBA/2 (resistentes)
carentes de células T efectivas, tai como sucede
en ratones-atimicos o timectomizados por
irradiacion, eran susceptibles a un inéculo no letal
para sus contrapartes heterocigotos o controles
irradiados pero con timo (56). Asi, el hecho ds
que los ratones deficientes en células T sean mas
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susceptibles a la infeccidon que los ratones con
funcién normal de estas células, sugiere que estas
ultimas son necesarias para la respuesta inmune
frente a C. immitis (44).

En la paracoccidioidomicosis, se estudié el papel
desempenado por las células T en ratones BALB/
¢ atimicos (nu/nu) y eutimicos (nu/+). Ambas
cepas de ratones fueron infectados con el
aislamiento Pb18 (virulento) y como respuesta los
nu/nu presentaron una infeccion mucho mas
severa que los ratones (nu/+), evidenciada en el
primer grupo por un mayor numero de organos
afectados y tiempos de supervivencia mas cortos
(57). En cuanto a la importancia del sistema
fagocitico mononuclear en la defensa contra P
brasiliensis, se ha observado que, aunque los
ratones resistentes y susceptibles despliegan
similar aflujo celular, la respuesta del macréfago
es significativamente mayor en los A/Sn (51). En
efecto, los macréfagos de los ratones resistentes
A/Sn muestran una capacidad superior para
expandirse y adherirse y producir mayores
concentraciones de peréxido de hidrdgeno (58).
Se ha evaluado también en ratones B10.A y A/
Sn, inoculados intraperitonealmente con Pb18, la
expresion de antigenos CMH clase Il (Ia) por
células peritoneales adherentes, en diferentes
tiempos postinfeccion. Se encontré que la
expresion de estos antigenos aumentaba en
ambas cepas murinas, siendo mayor en las
primeras horas para los ratones B10.A
susceptibles. Sin embargo, cuando las células
adherentes de ambas cepas se incubaban 48
horas, los niveles de antigeno disminuian en los
ratones susceptibles, pero no en los ratones A/
Sn. En esta forma, la infeccion con P, brasiliensis
induce una expresion sostenida de las moléculas
CMH clase Il en los macrofagos peritoneales de
los ratones resistentes y una expresion transitoria
en aquellos de los animales susceptibles. El
comportamiento diferente de las cepas
resistentes y susceptibles frente a la infeccién
con P. brasiliensis sugiere que diferentes
mecanismos estan comprometidos en la expresion
de antigenos CMH clase Il (59).

En un estudio posterior, se evaluaron los
macrofagos broncoalveoclares de pacientes con
paracoccidioidomicosis por medio de técnicas de
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tendencia a la encapsulacién y con formacién de
multiples focos granulomatosos pequefios,
individualizados por fibras de colageno reticular
tipo lll, con abundantes plasmocitos en la periferia
y gran numero de levaduras multigemantes, sin
evidencia de destruccion fungica. En el transcurso
de la infeccion, las lesiones incrementaron
progresivamente en numero y tamafo. Estos
hallazgos histopatoldgicos demuestran la
influencia de la constitucion genética del
hospedero en el desarrollo de la paracoccidioido-
micosis (65).

En la candidiasis, se estudid la posibilidad de
correlacionar directamente la respuesta inmune
mediada por células con la resistencia/
susceptibilidad a la infeccién. Para ello, se
realizaron experimentos en los que se determiné
la migracion de linfocitos a ganglios linfaticos
popliteos después de la inoculacion subcutanea
de C. albicans en las almohadillas plantares de
los ratones. En las etapas iniciales, se encontro
gue los ratones BALB/¢c presentaban una
respuesta mayor y mas prolongada en los ganglios
linfaticos popliteos que los animales susceptibles
CBA/H (39). Sin embargo, cuatro dias despues
de la inoculacion, la proporcién de células T en
los nédulos activados era mayor en los ratones
CBA/H gue en los BALB/c. Después de la
inmunizacién, la actividad en tales nédulos
disminuia y no diferia significativamente entre las
dos cepas (66). En ambas, por el contrario, la
respuesta inmune mediada por células era
diferente; a las 24 y 48 horas, los ratones
resistentes (BALB/c) presentaban respuestas de
hipersensibilidad retardada significativas mientras
que los ratones CBA/H no lo hacian asi. Para
comprobar lo anterior, se realizaron pruebas de
proliferacion de linfocitos in vitro, en las cuales se
encontré que los BALB/c mostraban una
proliferacién mas temprana y mayor que los CBA/
H. La menor actividad en estos animales
susceptibles no se debia a un defecto sistemico
de la inmunidad mediada por células, ya que las
respuestas proliferativas a un mitégeno de células
T fueron casi idénticas en las dos cepas de ratones
(66).

Con el fin de determinar si la resistencia era debida
a células derivadas de la médula 6sea, se
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construyeron quimeras por irradiacion letal de
cepas susceptibles (CBA/H), las que posterior-
mente fueron reconstituidas con células de
médula dsea provenientes de ratones singénicos
resistentes, previamente infectados con una dosis
subletal de C. albicans. Se observd que los
ratones susceptibles habian sido protegidos, lo
cual indicaba que las células que influian en la
resistencia natural, al menos en el estadio
temprano de la infeccidn, eran de vida corta y ellas
(0 sus precursoras) eran radiosensibles y
derivadas de la médula 6sea.

Por su parte, las células efectoras fueron,
probablemente, leucocitos polimorfonucleares
(PMN), lo cual parece consistente con la
demostracién de una susceptibilidad aumentada
a la candidiasis sistémica en ratones mutantes
beige, los cuales tienen un defecto en la
generacion de PMN (66). Como se anoto
anteriormente, es probable que la magnitud del
dano tisular esté ligada a respuestas inflamatorias
mediadas por el neutrdfilo (53). Igualmente, las
actividades fagociticas y fungicidas ejercidas por
monocitos y macréfagos, representan mecanis-
mos importantes de la respuesta del hospedero
frente a C. albicans, como se demostro al infectar
lineas celulares de macréfagos B10R y B10S,
derivadas de cepas congénicas de ratén al Bcg/
Nramp1. Estas mostraron que macréfagos con el
fenotipo de resistencia (B10R) resultaban mas
efectivas en el control de la infeccidon (68).

En un trabajo realizado con cepas de ratones
resistentes (BALB/c) y susceptibles (CHA/CaH),
ambas con la mutacion nuw/nu, se encontré que
los ratones atimicos eran mas resistentes a la
infeccién sistémica por Candida que los
heterocigoticos nu/+. Alternativamente, la
proteccion observada en estas cepas desnudas
podria estar asociada con un incremento
cuantitativo en la produccién medular de células
efectoras con actividad anti-Candida (69).

Estos hallazgos confirman que en la candidiasis
sistémica, la severidad de las lesiones es
independiente de los linfocitos T y reafirma la
hipotesis referente a la independencia del dafio
tisular causado en cada una de las cepas
consanguineas y a la funcion efectora de los
macréfagos o de sus precursores (69).
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Patrdn de citocinas

Las diferencias en susceptibilidad y resistencia a
C. immitis de las cepas murinas consanguineas,
son expresadas y probablemente reguladas a
través de la produccion preferencial de IFN yo de
IL-4. Un analisis de citocinas en el &mbito de su
expresion génica (ARNm) y proteica reveld que
después de la inoculacion con el microorganismo
por via respiratoria, los ratones de la cepa
resistente DBA/2 presentaban en el pulmén una
respuesta predominante de IFN v. Por el contrario,
los ratones susceptibles BALB/c producian
preferencialmente IL-4. La importancia de esas
citocinas como determinantes de enfermedad
sistémica se hizo evidente al tratar los ratones
con citocinas murinas recombinantes o con
anticuerpos neutralizantes anticitocinas. Fue asi
como el tratamiento de ratones susceptibles
BALB/c con rIFN ylos protegi¢ de la diseminacion
sistémica mientras que, al tratar los ratones
resistentes DBA/2 con anticuerpos neutralizantes
anti-IFNvy, se facilitaba el progreso de la
enfermedad (70). También se ha observado una
correlacion directa entre la susceptibilidad a C.
immitis y niveles pulmonares incrementados de
ARNm para IL-10 e IL-4 en ratones consanguineos
de la cepa susceptible C57BL/6, 14 dias después
de la infeccion.

En experimentos con ratones C57BL/6 knock-out
(K-0), sin el gen para IL-10 e IL-4, se encontrd
que los ratones K-O sin gen para IL-10 eran
resistentes a la infeccion por C. immitis; los
ratones K-O sin el gen para IL-4 sobrevivieron
parcialmente y tuvieron una neumonia menos
severa que los ratones susceptibles super-
vivientes, en los que se encontrd un nimero mayor
de unidades formadoras de colonias en pulmones
e higado que en los ratones K-O sin el gen para
IL-10. Estos hallazgos muestran que niveles al-
tos de IL-10 condicionan la mayor susceptibilidad
de los ratones C57BL/6; sin embargo, la IL-4
también afecta adversamente la resistencia. Estos
resultados sugieren que los altos niveles de IL-10
e IL-4 no son, simplemente, la consecuencia de
una infeccion severa en un animal susceptible;
por el contrario, estas citocinas son parcialmente
responsables de la susceptibilidad a la infeccion
(71).

FACTORES GENETICOS Y MICCSIS SISTEMICAS

Se ha evaluado también el patrén de citocinas
producido por ratones resistentes y susceptibles
durante el curso de la infeccién intraperitoneal por
F brasiliensis. Los resultados revelaron que habia
una temprana produccion de IFNve IL-2 en células
totales de ganglio linfatico de ratones resistentes,
la cual persistia por cierto tiempo. Las citocinas
deltipo TH2 (IL-4 e IL-5) empezaban a aparecer a
las ocho semanas después de la infeccidn, a
diferencia de lo observado en los ratones
susceptibles, que en la fase temprana de la
infeccion producian bajos niveles de IFN yy altos
nivelesde IL-5e IL-10 (72).

En un modelo murino de infeccién con C.
albicans, se analiz6 la respuesta del hospedero
de acuerdo con la expresion de algunas citocinas
de importancia tales como IFN v, TNF o e IL-6,
las que pueden ser producidas independiente-
mente de los linfocitos T. Se demostré que no
mediaban la resistencia de los ratones atimicos.
Es posible, entonces, que las células efectoras
encargadas del aumento de la resistencia en los
ratones desnudos respondan a sefales de
activacion proporcionadas por citocinas diferentes
a las cuantificadas en el experimento (69).

En la histoplasmosis, los estudios realizados con
el objeto de estimar el papel potencial del IFN vy
en la respuesta de ratones A/J y C57BL/6,
resistentes y susceptibles, respectivamente,
encontraron que el IFN y producido por células
esplénicas alcanzaba altas concentraciones en
ambas cepas, siendo mayores en los ratones A/
J. Estos ratones sobrevivian todos después de 30
dias postinfeccion intravenosa con H. capsulatum,
a diferencia de 60% de los animales de la cepa
C57BL/6. Igualmente, los ratones A/J fueron mas
eficientes para eliminar el hongo del bazo. Se
confirmé la importancia del IFN y en la respuesta
al tratar ambas cepas con anticuerpos anti-IFN .
Aunqgue la disminucion en la produccion de IFN vy
es solo uno de los factores involucrados, su
ausencia o su produccion reducida no son
suficientes para determinar la susceptibilidad a la
histoplasmosis {47).

Como se observa en el cuadro 3, el patrén de
citocinas esta determinado por la constitucién
genética de los individues, asi que seria de gran
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importancia hacer este tipo de estudio en
humanos con micosis sistémicas y determinar si,
a pesar de la heterogeneidad en su constitucion,
se encuentran polimorfismos en genes para las
citocinas que pudieran determinar el tipo de
respuesta inmune en las micosis citadas, como
ha sido establecido ya para otras entidades
(10,14).

Importancia de los factores del complemento

La presencia del componente C5 del comple-
mento no parece jugar un papel determinante en
el resultado de la infeccion por P brasifiensis, ya
gue las tres cepas mads resistentes (A/Sn, A/J y
DBA/2) son deficientes en C5 (38).

En estudios con C. albicans, realizados para
observar patrones de resistencia /susceptibilidad
en ocho cepas consanguineas, A/J, AKR, BALB/
¢, C57BL/6, CBA/CaH, DBA/1, DBA/2 y SJL, se
compararon tres formas diferentes de medir la
infeccion, a saber, dafio tisular, recuento de
colonias y mortalidad. Solo los ratones de dos
cepas, AKR y CBA/CaH presentaban lesiones
severas, las otras cepas, lesiones leves. La
susceptibilidad se evalud por la mortalidad, la cual
ocurrié en animales de las cepas CBA/CaH, A/J
y DBA/2, careciendo las dos (ltimas del
componente C5 del complemento con leve dafio
tisular y mayor nimero de UFC. Los recuentos de
colonias en tejido cerebral variaron entre cepa y
cepa, sin correlacion entre la extension y la
severidad de la destruccion tisular. Sin embargo,
las cepas que carecian de C5 tuvieron una carga
micética mayor en el tejido cerebral que los
ratones con niveles normales de este factor (52).
No obstante, la presencia del alelo nulo del gen
Hc no fue un determinante suficientemente
potente para que se desarrollaran las lesiones mas
graves, ya que la cepa AKXL5, deficiente en C5,
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desarrollé lesiones iguales a las de AKR con
severidad intermedia (53). Por tanto, estos
resultados no son concluyentes para definir si el
gen Hc determina la resistencia o susceptibilidad
a C. albicans.

Al infectar cepas consanguineas de ratdn con
Cryptococcus neoformans, los resultados
dividieron los animales en dos grupos de acuerdo
con los tiempos de supervivencia: susceptibles,
si s6lo sobrevivian 4 dias 0 menos, y resistentes,
si lo hacian por mas de 13 dias. Esta diferencia
en la susceptibilidad se correlaciond con el
fenotipo C” (presencia o ausencia del componente
C5 del complemento), rasgo que es hereditario,
estable y que aparece bajo el control de un solo
gen. El andlisis de segregacion de las progenies
de F2 y de los retrocruzamientos mostraron que
la susceptibilidad y la resistencia se co-
segregaban con la ausencia y la presencia del
fenotipo C” hemolitico, respectivamente (48).

En el caso de B. dermatitidis, también se ha
demostrado que las deficiencias en los factores
del complemento no alcanzan a explicar las
diferencias en la respuesta inmune de cepas
murinas resistentes y susceptibles (41).

Conclusiones y perspectivas

De acuerdo con los hallazgos aqui revisados,
parece evidente que, en las micosis sistémicas,
la constitucion genética del hospedero influye
sobre los diferentes componentes de la repuesta
inmune.

En cada una de las micosis consideradas, los
experimentos iniciales consistieron en infectar con
el respectivo agente causal, diferentes cepas
consanguineas de ratones. Se encontro asi que
la distribucidn del patrén de rasgos de resistencia/
susceptibilidad estan bien definidos y son propios

Cuadro 3. Patron de citocinas y su relacion con la infeccién durante la fase temprana.

Agente micético Cepa de ratén Citocina Referencia

C. immitis Resistente (DBA/2) IFN -y 68
Susceptible (BALB/c) IL-4

P. brasiliensis Resistente (A/Sn) IFN v, IL-2 70
Susceptible (B10A) IL-5, IL-10

H. capsufatum Resistente (A/J) IFNy 47
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para cada una de las cepas estudiadas. Los
experimentos posteriores tuvieron como objetivo
infectar con estos microorganismos ratones de
cepas consanguineas consideradas como
totalmente resistentes o susceptibles a ellos, con
el fin de evaluar varios aspectos de la respuesta
inmune.

En relacion con el CMH, las cepas mas resistentes
y las mas susceptibles para cada micosis
demostraron poseer el mismo alelo CMH, por lo
gue las diferencias no pueden ser explicadas en
funcién de los correspondientes genes (32,38-41).
Cuando se compararon las micosis sistémicas
causadas por C. albicans y C. neoformans, los
patrones CMH se invirtieron con relacion a la
resistencia y la susceptibilidad. Esto podria
explicarse, al menos parcialmente, porque estos
dos microorganismos se comportan mas como
gérmenes oportunistas que como patégenos
verdaderos y los neutréfilos desempenan un papel
importante en la candidiasis (53) y el factor C5
del complemento en la criptococosis (48).

En las micosis mencionadas, los estudios
revelaron que la respuesta inmune mediada por
células era fundamental para el control de las
enfermedades por ellos causadas. En modelos
murinos de coccidioidomicosis (44) y paracocci-
dioidomicosis (57,64}, se observé que la funcion
de las celulas T era indispensable para el control
de la infeccién, a diferencia del modelo de can-
didiasis, en el cual la severidad de las lesiones
era independiente de tales células. Por el contrario,
como fuera ya anotado, en esta micosis la funcion
defensora crucial parece ser ejercida por el PMN
(53).

En paracoccidioidomicosis, los estudios hechos
para evaluar los papeles que desempefian los
PMN (63), los linfocitos T (57,64) y los macréfagos
(51,58,60-62) han revelado que cada una de estas
células juega un papel importante en la
fisiopatogenia de la entidad.

En cuanto al patron de citocinas predominantes
en cada micosis, la coccidioidomicosis y la para-
coccidioiodomicosis han sido los modelos mas
estudiados. En el primero, se ha observado como
los ratones resistentes producen elevadas
concentraciones de IFN y y en ratones

FACTORES GENETICOS Y MICOSIS SISTEMICAS

susceptibles predomina la produccion de IL-10 e
IL-4, citocinas que, ademas de ser consecuencia
de la infeccién, son parcialmente responsables
de la susceptibilidad a ésta (70,71). En la infeccién
por P, brasiliensis se ha encontrado que los ratones
resistentes producen IFN vy e IL-2 en la fase
temprana de la infeccién y, mas tardiamente, IL-
4 e IL-5. Esto contrasta con el comportamiento
de los ratones susceptibles, los cuales produjeron,
inicialmente, concentraciones altas de IL-10 e IL-
5y bajas de IFN v (72).

En el modelo murino de histoplasmosis se anoto
que el IFN v era importante para el control de la
infeccién, tanto en cepas resistentes como
susceptibles. Sin embargo, las cepas resistentes
producian mas IFN v (47).

En las micosis citadas, los estudios que se han
realizado sugieren que el supuesto gen que
confiere resistencia es de tipo autosdémico y
dominante el fenotipo de resistencia. Las cepas
murinas congénicas infectadas con H. capsufatum
(38) v P. brasiliensis (47), presentan una
distribucion del rasgo de resistencia similar al
observado con otros patdgenos intracelulares no
relacionados, antigénica ni taxondmicamente,
como Salmonella typhimurium, Leishmania
donovani (22,73) y determinadas especies de
Mycobacterium como Mycobacterium bovis (18)
y Mycobacterium lepraemurium (74). En el ratén,
la resistencia o susceptibilidad natural a la
infeccion por estos parasitos esta controlada por
el gen Nrampi. En los macréfagos, este gen
controla la replicacion y supervivencia de estos
parasitos en la fase temprana de la infeccion
(18,19,21). Seria importante determinar si también
Nramp1 influye en la resistencia del hospedero
frente a P, brasiliensis e H. capsulatum.

Sin embargo, en la infecciones por C. immitis
(31,43,44) y P, brasiliensis (51), existen evidencias
gue sefalan cdmo el gen gue influye en la
respuesta inmune no es expresado en la fase
temprana de la infeccion, sino en fases posteriores
de la enfermedad, cuando interviene en el
desarrollo de la inmunidad adquirida. Ademas, el
tiempo de replicacion de una bacteria es muy
diferente al de un hongo, de tal forma que la
expresion del gen responsable de la respuesta
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