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RESUMEN

La investigacion sobre Paracoccidioides brasiliensis ha estado centrada en la levadura,
posiblemente por la carencia de elementos distintivos en el micelio. En 1942 se anotd por
primera vez la presencia de esporos en las hifas del hongo. Posteriormente, investigadores
brasileros, venezolanos y argentinos demostraron la produccién de “aleurias” en cultivos hechos



en sustratos naturales. Desde 1972 hemos estado investigando las conidias logrando obtenerlas
en abundancia y tratarlas como unidades independientes. Se ha definido su forma y tamano,
constatando la presencia de todos los elementos de una célula eucaridtica competente. Se
demostré que exhibian el dimorfismo térmico y que, en ratones, eran capaces de convertirse en
levaduras produciendo lesiones pulmonares progresivas y diseminacion posterior a otros
organos. En el ratdn hay un claro predominio por los machos. Estudios sobre la interrelacion
macrdfago-conidia han revelado que estas pequenas, pero versatiles, estructuras reproductoras
permiten una mejor comprension de la relacion hospedero-P. brasiliensis.

PALABRAS CLAVE: Paracoccidioides brasiliensis, micelio, caracteristicas de las conidias,
propagulos infecciosos, dimorfismo, modelo experimental, paracoccidioidomicosis.

CHARACTERISTICS OF PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS CONIDIA

SUMMARY

Research on Paracoccidioides brasiliensis has centered in the yeast cell probably because the
lack of distinctive features in the mycelium. In 1942 and for the first time, lateral spores were
noticed in the fungus' hyphae. Later on, Brazilian, Venezuelan and Argentinean researchers
described “aleurias” in cultures done in natural substrates. Since 1972 we became interested in
the conidia; we have obtained them in large numbers and have treated them as individual units.
Their shape and size have been defined and the presence of all the elements of a competent
eukaryotic cell have been demonstrated. Conidia exhibit thermal dimorphism and in mice, are
able to convert to yeasts producing progressive pulmonary lesions with further dissemination to
other organs. The preference for the male gender has been clearly demonstrated in mice.
Studies on the macrophage-conidia interaction are revealing that these versatile structures allow
a better understanding of the host- P. brasiliensis interactions.

KEY WORDS: Paracoccidioides brasiliensis, mycelium, characteristics of conidia, infectious
propagules, dimorphism, experimental models, paracoccidioidomycosis.

INTRODUCCION

Generalidades sobre la Paracoccidioidomicosis

La paracoccidioidomicosis (PCM) es una enfermedad endémica severa que ocasiona morbilidad y mortalidad
importante en personas residentes en la zona endémica, restringida a América Latina. Es producida por el hongo
dimérfico Paracoccidioides brasiliensis, el que se comporta como una levadura a 36-37°C y como un moho por
debajo de 26° C. La PCM es mas frecuente en adultos y en agricultores, predominando en hombres con una
relacion de 15 hombres por una mujer (1-6).

Cerca del 80% de los casos informados corresponden al Brasil, pais al que siguen a gran distancia Venezuela,
Colombia y Ecuador (2,3,5). En el Brasil la incidencia anual oscila entre 1-3 casos por 100.000 habitantes (3,7).
Para Colombia esta cifra es menor y varia entre 0,1 — 2,4 casos por millén de habitantes (8). En cuanto a la
mortalidad, se ha reportado que en Brasil y para el periodo comprendido entre 1980 y 1995, el coeficiente de
mortalidad alcanzo6 la cifra de 1.486 muertes por millon de habitantes (7). En Colombia no se conoce la tasa de
mortalidad pero se tienen datos sobre la frecuencia de la infeccion subclinica medida por la reactividad a la prueba
intradérmica con paracoccidioidina, la que en personas sanas es de 9% (9). Cifras mayores han sido obtenidas en
otros paises como Brasil y Venezuela (2,3). Es preocupante observar cémo en el Brasil ha ocurrido un aumento
importante en el nimero de casos en nifnos y en aborigenes, grupos éstos en los cuales la enfermedad era



considerada inusual; este incremento ha sido atribuido a exposiciébn temprana o masiva al hongo como
consecuencia de actividades relacionadas con la deforestacion (5,9).

El habitat preciso de P. brasiliensis en la naturaleza es ain desconocido, pero se acepta que la infeccidon ocurre por
inhalacion de las propagulas producidas por la fase miceliar del hongo, las cuales ocasionan una afeccion pulmonar
primaria (2,10). El contacto del hongo con su hospedero accidental puede dar lugar a infeccidon subclinica
asintomatica o a enfermedad clinicamente manifiesta; esta ultima puede revelarse bajo formas diversas
dependiendo de la edad (formas juvenil y del adulto) y de la condicién inmune del hospedero (aguda-subaguda o
cronica) (2,3,11). Usualmente, el paciente con PCM llega a la consulta médica tardiamente, cuando ya la
enfermedad ha progresado en el parénquima pulmonar, como lo revela la presencia de fibrosis al momento del
diagndstico en cerca del 20% de los pacientes (12). Por consiguiente, no es posible conocer las etapas iniciales
resultantes de la interaccion hospedero - P. brasiliensis, etapas que deben ser exploradas en modelos
experimentales.

Poco se conoce sobre los mecanismos de virulencia que le permiten al hongo adaptarse a las condiciones
presentes en el tejido del hospedero, para iniciar la colonizacion y proceder a la invasion (3,4,6). No obstante, puede
asumirse que el dimorfismo es un factor de virulencia indispensable, pues en su ausencia no se daria la conversién
de las conidias en levaduras en el pulmén, interrumpiéndose asi la infeccion. Tal conversion dimorfica es la regla en
modelos experimentales y se observa en cada paciente, por ende, su significado en la patogénesis de la PCM es
claro (2,13).

Caracteristicas de los propagulos de P. brasiliensis.

La forma levadura identifica al hongo ya que su aspecto es caracteristico; se trata de una célula madre reproducida
por gemacion multiple, dando lugar a varias blastoconidias hijas, las cuales adoptan el aspecto de un timén de
barco. La gemacion multiple permite la identificacion del hongo tanto en los tejidos del paciente como en los cultivos
incubados a temperaturas de 36-37° C (2,3). La abundancia de este tipo de reproduccion y la relativa rapidez de
crecimiento de la levadura (alrededor de una semana), explican su frecuente uso en estudios experimentales (3,11).
Las levaduras, asi como también el micelio, son multinucleadas (14).

La forma miceliar obtenida a temperaturas entre 4 y 26 ° C, presenta caracteristicas diferentes a las de la levadura,
siendo sus colonias de crecimiento lento (aproximadamente 3 semanas) y estan constituidas por micelios aéreos
delgados, ramificados y provistos de septos; solamente se observan clamidosporos laterales e intercalares y a
veces, se anota también la presencia de unas pocas estructuras reproductoras (conidias) (2,3). Estas ultimas
pueden observarse en ciertos aislamientos y bajo condiciones especiales como se describe en detalle a
continuacion (2).

Datos historicos sobre las conidias de P. brasiliensis.

Las primeras anotaciones sobre la existencia de estos propagulos fueron hechas en 1942 por Conant y Howell,
investigadores norteamericanos que emprendieron un estudio comparativo de los agentes de las blastomicosis
americanas, asi llamadas por aquella época. Ellos anotaron la presencia de esporas laterales en el agente de la
enfermedad suramericana (15). Posteriormente (1951), Neves y Bogliolo en el Brasil describieron la produccion de
“aleurias” (esporos que nacen terminal o lateralmente de una célula conidiégena), al cultivar el hongo en un medio
de cultivo solido con harina de maiz; fueron ellos también quienes encontraron por primera vez que los medios ricos
en glucosa, tipo Sabouraud, eran inadecuados para su produccion (16).

Algunos afios después (1955) Borelli observé la produccién de abundantes “aleurias” en microcultivos preparados
en el mismo medio sefialado arriba, y también en harina de frisol (o frijol) (17). Posteriormente (1961), este
investigador encontrd que, previa esterilizacion, muestras de tierra y de excrementos de animales también permitian



la esporulaciéon de la fase miceliar de P. brasiliensis (18). La observaciéon microscopica de estas estructuras fue
lograda, igualmente, por Negroni en 1966 (19). Afios después (1971), también Pollak logré obtener el desarrollo de
conidias usando medios pobres (20). Sin embargo, fue Borelli quien describi6 mas detalladamente las conidias,
cuestionando su papel en la reproduccion de P. brasiliensis (18).

Los estudios anteriores fueron de tipo descriptivo y no llegaron a determinar las caracteristicas de las conidias
mismas ni a explorar sus capacidades como unidades reproductoras. Esta carencia de informacién sobre tales
propagulos y, al mismo tiempo, el deseo de conocer la funcién que las conidias del hongo podrian cumplir en su
ciclo de vida, llevd a emprender una serie de estudios sobre el tema, como se describe mas detalladamente a
continuacion.

GENERALIDADES SOBRE LAS CONIDIAS DE P. BRASILIENSIS

Estas estructuras fueron observadas en aislamientos colombianos por Restrepo en 1970 (21), al
realizar un estudio encaminado a determinar el crecimiento de la fase miceliar de P. brasiliensis
en tierras; en aguel momento se anotd su semejanza con las artroconidias intercalares y laterales,
producidas por otros mohos patdégenos como Coccidioides immitis (21,22). Posteriormente, se
describieron con mas detalle las caracteristicas de tales propagulos de P. brasiliensis (23). No fue
posible, sin embargo, producirlas en buen numero por lo que se suspendid su estudio. A pesar de
ello, se mantuvo el interés por las conidias y afos después (1985) se emprenderian estudios
metddicos encaminados a conocerlas mejor.

Se trabajo entonces con varios aislamientos de P. brasiliensis provenientes de pacientes con PCM,
en un sistema de microcultivos preparados en medios pobres (agar agua, dextrosa sales), en los
cuales se intentd seguir, paso a paso, el desarrollo y esporulacion de los micelios. Se observé asi
cdmo en algunos aislamientos del hongo - y luego de 8 semanas de incubacion a 20-22° C -
aparecian microconidias pedunculadas y artroconidias talicas intercalares, algunas de las cuales
daban lugar a un abultamiento lateral que resultaba en otra conidia (Fig. 1). Todas las conidias
eran pequefas y median menos de 5 um; estas observaciones permitieron comprobar las varias
formas, el tamano y la relacion con el micelio parental de las conidias (24).

A pesar del avance anterior, para caracterizar las conidias era indispensable individualizarlas,
separandolas del micelio que las originaba. Después de multiples intentos se logré separarlas del
micelio a partir de cultivos hechos en caja de Petri utilizando los medios pobres en nutrientes ya
mencionados e incubando por 2-3 meses a temperaturas menores a 20 © C (25) (Fig. 2). Bajo estas
condiciones, era posible obtener por caja de Petri hasta un millon de conidias, 80% de las cuales
se mostraban viables después de separadas (25).



Figura 1 Figura 2

Conidias implantadas en un micelio férti. Observe conidias Conidia separada del micelic parental y artroconidias unidas
intercalares, pedunculares y sésiles (60X). a un fragmento de micelio (Giemsa, G0X).

En este momento, era posible trabajar con las conidias como unidades independientes. Puesto
que era necesario conocer si poseian o no el dimorfismo térmico, se exploré la posible influencia
de la temperatura sobre las conidias. Para ello se retornd a los microcultivos, sembrandolos con
conidias e incubandolos separadamente tanto a 20-22° C como a 36° C, haciendo observaciones
periddicas. A 20-22° C las conidias empezaban a emitir tubos germinales antes de las 24 horas y a
las 96 horas, presentaban ya micelios septados y ramificados. Al incubar a 36° C las conidias
adquirian inicialmente un aspecto redondeado para dar lugar, 132 horas después, a las levaduras

con gemacion multiple (aproximadamente 40 um diametro) caracteristicas de P. brasiliensis
(Fig. 3) (26).



Figura 3

Conidias convertidas en levaduras a 36° C: note
también alguncs propagulos con su forma
ariginal de conidias (microcultive 40X)

A pesar de su pequefo tamano (menos de 5 um), las conidias presentaban el dimorfismo
térmico convirtiéndose, al elevar la temperatura a 36° C, en células levaduras 9-10 veces mayores
que ellas. Pero también eran igualmente capaces de emitir micelios al ser incubadas a
temperaturas mas bajas (20-22° C) (26). En otro contexto, los resultados anteriores revelaron que
la conidia de P. brasiliensis es una estructura inestable, de transicion y como tal, incapaz de
mantenerse indefinidamente bajo esta forma; la influencia de la temperatura determina si se
hace micelio o levadura.

Como era conocido, ya que tanto el micelio como las levaduras de P. brasiliensis eran
multinucleadas (14), se quiso averiguar si las conidias también lo eran. Se incubaron
suspensiones de conidias a 36° C por varias horas y se realizaron coloraciones especiales con
mitramicina para la observacion de nucleos, haciendo la lectura al microscopio de fluorescencia
(27). Fue posible observar que las conidias eran uninucleadas al momento de comenzar el
experimento. Sin embargo, 72-96 horas después de su transicion a levaduras, 80% de ellas
presentaban ya 4-5 nucleos (27).
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Conidia gque muestra los elementos de célula Aspecto de los micelios seplados, artroconidias intercalares y conidia aislada.
eucaridtica. Microzcopia electronica de Microscopia electronica de barrida (X 2000}
transmision {X60.000).

Una contribucion de la mayor importancia al conocimiento de la ultraestructura de las conidias
fue la realizada aflos Mmas tarde (1991) por Samsonoff y Edwards (28,29). Al utilizar microscopia
electronica, tanto de transmision como de barrido, fue posible demostrar la presencia de todos
los componentes esenciales de una célula eucaridtica fisioldgicamente competente; a saber, un
nucleo acompanado de nucledlo, mitocondrias, ribosomas y peroxisomas, ademas de inclusiones
de reserva, especialmente aquellas compuestas por lipidos (Fig. 4). Adicionalmente, se observo la
presencia de abundante material fibrilar en la superficie celular (28,29). Estos estudios
permitieron configurar mas precisamente el aspecto de las artroconidias intercalares, de las
conidias secundarias y de las pedunculadas e igualmente, determinar la presencia de septos en
los micelios del hongo (Fig. 5) y observar cdmo muchos de aquellos aparecian vacios (28,29).
Cuando se considera la escasa vitalidad de estos micelios, el tiempo prolongado requerido para
la produccion de las conidias y el hecho de que la produccidon de éstas se logre sdlo bajo
condiciones de pobreza nutricional, es l[6gico sefalar -como lo hiciera Edwards-, que las conidias
de P. brasiliensis representan un evento terminal en la evoluciéon de la fase miceliar del hongo
(29).

CAPACIDAD INFECCIOSA DE LAS CONIDIAS DE P. BRASILIENSIS

El paso crucial en el estudio de estos propagulos consistirfa en demostrar que eran capaces de
adaptarse, hacer la transicion a levaduras y reproducirse en los tejidos. Se considerd entonces el
uso de los conidias en un modelo desarrollado previamente en ratones BALB/c, inoculados con
las levaduras de P. brasiliensis (30). EIl mayor inconveniente era disponer de un numero suficiente
de conidias para inocular los ratones, pues para lograr la infeccion por via aérea se requerian 20
millones de levaduras por ratdon. Se intentd, no obstante, con 1 millén de conidias por cada
animal, encontrando lo siguiente (31):
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histopatologico era similar al observado en el
modelo con levaduras, anotandose la presencia de infiltrados bronconeumonicos, los cuales
llegaban a la consolidacion, con presencia de células gigantes y de granulomas, asi como de
levaduras de P. brasiliensis en multiplicacion activa (Fig. 6) (31). Con este experimento, quedod
definitivamente demostrado que las conidias no solo respondian al estimulo de la temperatura;
también eran capaces de inducir paracoccidioidiomicosis por via aérea. Su tamano no era ébice
para manifestar una gran capacidad de adaptacion al tejido y causarle dafos al animal.

Una observacion mas prolongada de la infeccion experimental desencadenada por las conidias,
sefald la presencia de cambios estructurales en el parénquima pulmonar de los ratones (32).
Para explorar tales cambios detalladamente se llevé a cabo un experimento tendiente a estudiar
el desarrollo de la fibrosis. Después de 8-12 semanas post-infeccion, cuando la formacion de
granulomas era aparente, las fibras de coldgeno aumentaban de tamafio en 66% y 83% de los
animales, respectivamente. También se anotaba marcada desorganizacion de las fibras de
colageno Il, todo lo cual llevaba a la consolidacion pulmonar y a la fibrosis (33), tal como sucedia
en los pacientes (12). Igualmente, se demostrd la influencia de algunos factores de la respuesta
inmune del animal de experimentacion sobre los cambios fibroticos (34).

Con el fin de determinar el verdadero papel del trauma como puerta de entrada del hongo de
acuerdo con lo propuesto en el pasado, se inocularon conidias directamente en la mucosa
gingival de ratones BALB/c después de un ligero trauma (35). Las conidias se convertian en
levadura como en el modelo anterior siendo posible recuperar el hongo de estos tejidos a las 24-
72 horas post-infeccion. Posteriormente a las 5-10 semanas, los cultivos se volvian negativos,
indicando que la infeccion habia sido controlada. Observaciones posteriores revelaron cultivos
positivos en la mucosa gingival en 12% de los animales. No obstante, la diseminacion a los
6rganos internos (pulmoén, bazo, higado), frecuentemente comprometidos en la
paracoccidioidomicosis humana, fue observada en menos del 3% de los ratones. Por
consiguiente, este patrén no se ajustaba al de la enfermedad observada en los pacientes,
desvirtuando asf la ruta traumatica como puerta de entrada de P. brasiliensis (35).

LAS CONIDIAS DE P. BRASILIENSIS Y SU PAPEL EN LA PATOGENESIS DE LA
PCM



A partir de los afos 90 y hasta el presente, las conidias de P. brasiliensis han permitido configurar
varias lineas de investigacion, algunas de ellas desarrolladas en colaboracion con investigadores
de otros paises. En forma breve se destacan las siguientes:

Efecto inhibidor in vitro e in vivo de la hormona femenina 17 beta estradiol sobre la conversidn
de la conidia en levadura (en cooperacion con DA Stevens y K. V. Clemons, California Institute for
Medical Research, Santa Clara Valley Medical Center and Stanford University, California, USA).

Estos estudios mostraron que no solamente era posible inhibir el paso conidia-levadura en
microcultivos (36), si no también en el modelo en ratones. Los machos se comportaban en forma
diametralmente diferente a las hembras (37); en efecto, los primeros desarrollaban una PCM
severa, diseminada mientras gque las segundas detenian la infeccion. Adicionalmente, la
respuesta inflamatoria era distinta (38), pues los machos desarrollaban extensos infiltrados con
formacion de granulomas laxos y levaduras del hongo en multiplicacion activa. En las hembras,
nada de lo anterior sucedia porque las conidias eran destruidas y la respuesta inflamatoria era
minima. Si bien la influencia de la hormona era clara, es muy probable que en el modelo animal,
las hembras posean también una respuesta inmune mas efectiva por accién del estradiol (38).

Estudios sobre la interaccion macréfago-conidia (con la colaboracion inicial de E. Brummer y DA
Stevens, California Institute for Medical Research, Santa Clara Valley Medical Center and Stanford
University, California, USA. A. Hamilton, Dermatology Laboratory, Thomas CGuy House, Guy's
Hospital, London, United Kingdom contribuyd también en algunos de estos estudios).

Esta linea de investigacion ha permitido comprender aspectos esenciales en la relacidon entre la
conidia infecciosa, la levadura resultante del cambio de temperatura y el macréfago encargado
de cumplir su funcién defensora en el hospedero. Los estudios iniciales demostraron la
permisividad del macrofago al facilitar la conversion de la conidia en levadura y posteriormente,
sefalaron el efecto crucial del hierro en dicha interacciéon. Igualmente, se anotd el efecto
activador de ciertas citoquinas (interferon gama IFN-Gamma) sobre la fagocitosis y la muerte
intracelular de las conidias (39-41). Estudios posteriores demostraron la importancia del dxido
nitrico, sefalaron el papel de la sintasa inducible del 6xido nitrico (INOS) y de factores nucleares
determinantes en la activacion celular y permitieron comprender la complejidad de la intrincada
interaccion conidia-macrofago (42,43). Mas recientemente, los esfuerzos se han dirigido al
estudio de las etapas iniciales de la infeccion con las conidias, caracterizando las citoquinas
proinflamatorias correspondientes a estas fases tempranasy su posible papel en los mecanismos
de defensa del hospedero (44).

El modelo experimental en ratones BALB/c infectados por la via inhalatoria con conidias de P.
brasiliensis ha revelado que las primeras horas post-infeccion son cruciales y pueden, inclusive,
definir el curso a tomar por el proceso infeccioso (2). Estudios en curso (Cano, LE. comunicacion
personal, CIB) han sefalado gque los resultados iniciales de tal encuentro sefalan el rumbo de la
infeccion sin importar la corta vida de las conidias en los tejidos del hospedero. Son las pocas
horas requeridas para su conversion en levaduras y la respuesta del hospedero, los eventos que
marcan definitivamente el curso de la interaccion.



Presencia de melanina en las conidias de P. brasiliensis (en colaboraciéon con AJ Hamilton,
Dermatology Laboratory, Thomas Guy House, Guys Hospital, London, UK, y J. Nosanchuk and A.
Casadevall, Department of Physiology and Biophysics, Microbioclogy and Immunology, Albert
Einstein College of Medicine, Bronx, NY, USA).

Por métodos fisico-quimicos e inmunoldgicos se demostré que las conidias poseen, y/o
sintetizan, compuestos melanicos inmediatamente después de colectadas y también en las
etapas iniciales del modelo experimental (45). Con base en el reconocimiento de la melanina
como factor de virulencia, se ha sefalado que este pigmento bien pudiera jugar un papel
importante en la patogénesis de la PCM (45).

Refinamientos en la separacién de las conidias (en colaboracién con LF Garcia, Grupo de
Inmunologia Celular e Inmunogenética, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia,
Medellin)

Recientemente se llevo a cabo un estudio dirigido a liberar la suspension final de conidias de los
restos de micelio que suelen acompanarlas; para ello se utilizaron gradientes discontinuos de
Percoll en PBS vy sucrosa, técnica de separacion a través de la cual se pueden separar células o
particulas subcelulares cuya densidad se desconoce. Los mejores resultados se obtuvieron al
hacer dos pases consecutivos por Percoll al 95% en sucrosa 0,25M (densidad 1.167), siendo posible
obtener conidias con 82% de pureza (coeficiente de variacion de 11,7). Igualmente, la eficiencia de
recuperacion de conidias aumentd de 2,5 millones de conidias a 51 millones por caja de Petri. El
procedimiento no afectd la viabilidad de las conidias y permitié obtener indculos limpios de
fragmentos miceliares destinados a la realizacién de experimentos que determinen con mayor
precision la relacion entre el hospedero y el principal propagulo infeccioso de P. brasiliensis (46).

Los experimentos arriba mencionados han revelado interesantes facetas sobre los pequefos
propagulos de P. brasiliensis; asi mismo, estos estudios han mostrado que su empleo abre
caminos, los cuales permiten una mejor comprension de la relacion hospedero-hongo en la
PCM. La investigacion suele progresar lentamente, paso a paso, pero siempre cumple su
propdsito al permitir un mejor conocimiento del funcionamiento y de la interrelacién entre seres
ViVOs.
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