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RESUMEN

La histoplasmosis es una enfermedad fungica cosmopolita de tipo granulomatosa
sistémica producida por un hongo dimdérfico termonutricional conocido como
Histoplasma capsulatum. A pesar de que la enfermedad se considera autolimitada
en pacientes inmunocompetentes, con el aumento de pacientes inmunosupresos en
los ultimos afios, se han reportado nuevos casos de histoplasmosis diseminada,
especialmente en paciente HIV positivos en fase SIDA donde la enfermedad se

caracteriza por una alta mortalidad y morbilidad.

Adicionalmente, la enfermedad es capaz de afectar una gran variedad de animales
gue incluyen a los animales domeésticos como los perros y los gatos por lo que

representa también un problema de salud para el &mbito veterinario.

Se registran brotes en turistas que visitan paises que son endémicos de esta
enfermedad o que presentan el habitat natural del agente etiolégico como lo son las
cuevas donde habitan murciélagos. Por esta razén, se considera a la histoplasmosis
como una de las enfermedades mas frecuentes en turistas, siendo esta incluida en
el Health Information for International Travel Yellow Book, donde se le ha llamado

la micosis del viajero.

El agente etiologico se divide en tres variedades: Histoplasma capsulatum var.
capsulatum que produce la forma clasica de histoplasmosis en el continente
americano, Histoplasma capsulatum var. duboisii que es el agente etioldgico de la
histoplasmosis en el continente africano e Histoplasma capsulatum var.

farciminosum causante de la linfangitis epizo6tica en caballos en Africa.

Este hongo cuenta con un amplio arsenal de factores de virulencia que le van a
permitir sobrevivir en el ambiente intracelular de los macréfagos de modo que es

capaz de evadir la respuesta inmunolégica del hospedero.

En la presente revision se describira al agente etioldgico, la ecologia del hongo, su
clasificacion taxondmica, la epidemiologia y patogenia de la enfermedad, asi como
los factores de virulencia del hongo y la respuesta inmunoldgica despertada en el

ser humano, el tratamiento y el diagndstico de la histoplasmosis, entre otros.
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1-GENERALIDADES

1.1-Definicion

La histoplasmosis es una enfermedad micética del tipo granulomatosa sistémica
producida por Histoplasma capsulatum, un hongo dimérfico termo nutricional con
tropismo por el sistema reticuloendotelial del hospedero (Colombo et al, 2011), para
el cual las microconidias son la fase infectante y tras su inhalacion, produce
inicialmente un cuadro pulmonar o infeccion primaria pulmonar que puede diseminar
hacia otros 6rganos y producir una infeccion cutdnea aguda o crénica entre otras
formas diseminadas (Sanchez et al, 2010). El aire es capaz de transportar las
conidias en kildbmetros por lo que individuos no expuestos al sitio de riesgo pueden
llegar a infectarse (Colombo et al, 2011) considerandose al viento como el principal

medio de diseminacién ambiental del hongo (Chang y Rodas, 2012).

En pacientes sanos, la histoplasmosis se considera una infeccion moderada o
autolimitada, sin embargo, hay brotes en turistas que visitaron zonas endémicas
como cuevas en Nicaragua, para los cuales se han reportado anormalidades
pulmonares radiograficas a pesar de que eran pacientes inmunocompetentes
(Sanchez, 2009).

Pese a que la histoplasmosis no es una enfermedad de reporte obligatorio, se ha
visto que presenta elevadas tasas de morbilidad y mortalidad en pacientes
inmunocomprometidos, especialmente los pacientes HIV positivos (por sus siglas
en inglés de Human Inmunodeficiency Virus) (Teixeira et al, 2016). Se estima que
la mortalidad es cercana al 50 %, y entre los afectados también se registran
pacientes trasplantados y con enfermedades inflamatorias cronicas. Los pacientes
inmunosupresos han contribuido con el aumento de casos de histoplasmosis
diseminada en los ultimos afios. En los pacientes HIV positivos en fase SIDA
(Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida) que viven en zonas endémicas la

diseminacion ronda del 2-25 % de los casos (Gomez, 2011 y Teixeira et al, 2016).

Se estima que en América Latina alrededor del 30 % de los pacientes HIV positivos
en fase SIDA podrian morir de histoplasmosis (Teixeira et al, 2016). También se
cree que, en paises de Centroamérica, el 15 % de pacientes HIV positivos en fase
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SIDA y con histoplasmosis, tendran tuberculosis. Pero en paises endémicos,
incluyendo a Estados Unidos, se sabe que del 2-25 % de pacientes HIV positivos

padecen de histoplasmosis (Diaz, 2018).

En Colombia, el indice de mortalidad es del 37 % en pacientes HIV positivos en fase
SIDA que reciben terapia antirretroviral HAART (por sus siglas en inglés de Highly
Active Antiretroviral Therapy) y si padecen una histoplasmosis diseminada, el indice
de mortalidad aumenta a 39 % dentro de los 3 meses posterior al diagndéstico, de lo
contrario los pacientes que no reciben este tratamiento, mueren. En Guatemala se
registra un indice de mortalidad similar, del 40 % en pacientes con histoplasmosis
pulmonar diseminada (Gémez, 2011). En otro estudio retrospectivo, se ha registrado
una mortalidad del 17 % de la histoplasmosis diseminada para pacientes
inmunocompetentes (Colombo et al, 2011).

Debido a la globalizacién, esta enfermedad figura también un problema para los
turistas, asi lo demuestra el sistema de vigilancia GeoSentinel (que esta conformado
por 25 clinicas para viajeros alrededor del mundo) quienes reportaron entre 1998 al
2002 gue la histoplasmosis representaba mas del 70 % de las micosis sistémicas
adquiridas por viajeros alrededor del mundo, siendo de las mas frecuentes junto a
la coccidioidomicosis, por lo que estan incluidas en las enfermedades relacionadas
a viajes en el Health Information for International Travel Yellow Book (Sanchez,
2009).

La mayoria de viajeros afectados son norteamericanos que Vvisitaron zonas
endémicas de Norteamérica (por ejemplo los valles del rio Ohio, Mississippi y
Missouri) o paises de América Latina (como Martinica, Peru, Costa rica, Ecuador,
Dominica, Belice, México, Nicaragua, Guatemala y el Salvador), donde el principal
origen de la infeccion fue por visita a cuevas (brotes desde el afio 1995 hasta el
2007) (Negroni, 2011 y Sanchez, 2009).

En zonas endémicas de Estados Unidos, se ha informado de un total de 105 brotes
entre 1938 al 2013 involucrando 2850 casos en 26 estados, incluyendo Puerto Rico,
siendo el comun exponente el contacto con gallineros y edificios en demolicién o

remodelacion, donde en mas del 77 % de casos se observé la presencia de aves,
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murciélagos o el guano, ademas se estimé que del 15-27 % de personas infectadas
requirieron hospitalizacion por sintomatologia respiratoria con un 1 % de casos

fatales por neumonia debida a histoplasmosis aguda (Diaz, 2018).

Es curioso observar que de estos brotes, 9 fueron asociados a visitas de cavernas
gue pertenecian a lugares mas hacia el sur de Estados Unidos, incluyendo Florida,

Texas y Puerto Rico considerados como sitios no endémicos (Diaz, 2018).

Ademas, se ha reportado brotes por la visita de otros ambientes, como por ejemplo
el brote en un hotel en remodelacién en Acapulco, México donde resultaron
afectados 250 estudiantes norteamericanos, en el cual la fuente de la infeccion fue
la tierra de macetas por lo que se sugiere que en zonas endémicas, los lugares con
la presencia de guano no son necesarios para adquirir la infeccion (Sanchez, 2009).
También se ha reporta un brote en viajeros espafioles que participaron en la

rehabilitacion de una escuela en Guatemala (Garcia et al, 2005).

Otro brote asociado mas bien a actividades laborales donde se facilito la exposicion
a material contaminado es el ocurrido en la renovaciéon de campos de Golf en
Alberta, al Oeste de Canad& que incluia actividades como el corte de césped y
arboles. La exposicion y disrupcion del suelo resulté en la generacion de polvo, por
tanto, en la inhalacién de las microconidias del hongo, afectando a 4 personas que
presentaron sintomatologia sugerente y que fueron confirmados por histoplasmosis
mediante la técnica de inmunodifusion ante la presencia de las bandas Hy M, y la
técnica de fijacién del complemento. Es interesante recalcar que no se evidencio la
presencia de guano de aves y murciélagos en el campo de golf (Anderson et al,
2006).

Otros ejemplos de actividades relacionadas a brotes en zonas urbanas son la
demolicion en un parque en lowa, Estados Unidos y la construccion de un complejo
de tenis y la excavacion para construir una piscina en Indiana, Estados Unidos.

Hechos ocurridos entre las décadas de 1970 y 1980 (Anderson et al, 2006).



1.2-Sinonimia

Se le conoce como enfermedad de Darling, histoplasmosis americana,
histoplasmosis clasica, citomicosis, reticuloendoteliosis, enfermedad de los
murciélagos, enfermedad de las cuevas, fiebre de las cavernas y minas,
enfermedad de los mineros y espeledlogos, fiebre de Tingo Maria, enfermedad del
valle de Ohio, la micosis del viajero, tuberculosis fungica (debido a la similitud del
cuadro clinico pulmonar) y sifilis fungica (por sus diversas manifestaciones clinicas)
(Bonifaz, 2015; Chang y Rodas, 2012; Sdnchez, 2009 y Sanchez et al, 2010).

1.3-Historia

En el afio 1873, Sebastiano Rivolta, un veterinario y bacteriélogo italiano, observo
levaduras en caballos con linfagitis epizodtica por lo que crey6 que el agente
etiolégico pertenecia al género Cryptococcus sp. (Rivolta y Micellone, 1883).

Pero no es hasta el afio 1905 que se describe por primera vez el agente etiolégico
en el ser humano por el médico patélogo norteamericano Samuel Darling, al realizar
un estudio en Panama a un paciente proveniente de Martinica que era obrero de la
construccion del canal de Panama, muerto por una presuntiva leishmaniasis
sistémica. El obrero presentaba hepatoesplenomegalia, inflamacién del bazo y dafio
pulmonar. Darling observé en las biopsias numerosos cuerpos intracelulares
semejantes a amastigotos que carecian de quinetondcleos y que estaban rodeados
por un halo transparente semejante a una capsula, por lo que clasificé al agente
como un protozario y lo llamé Histoplasma capsulata. Actualmente se le ha asighado
el nombre de Histoplasma capsulatum, proveniente de histiocitos (Histo-) y
plasmodium (plasma) ya que Darling ademas observé organismos intracelulares
dentro de los histiocitos que asemejaban a Plasmodium sp., y que parecian tener
capsula (capsulata). Para este mismo afio, la linfangitis epizoética causada por
Histoplasma capsulatum var. farciminosum es introducida a Inglaterra mediante la
importacion de caballos provenientes de Asia y Africa (Chander, 2018; Gémez,
2011; Guillot et al, 2018, Sanchez et al, 2010 y Villalobos y Rodriguez, 2014).

En el afio 1913, Henrique da Rocha Lima (médico patologo e infectdlogo brasilefio)

sospecho que el microorganismo aislado por Darling era mas bien una levadura al



comparar secciones de caballos con linfangitis epizodtica con el material obtenido
por Darling proveniente del paciente con presuntiva leishmaniasis (Chang y Rodas,
2012 y Chander, 2018).

En 1926 se reporto el primer caso de histoplasmosis humana en Estados Unidos
por Riley y Watson (Guillot et al, 2018), por lo que se dej6 de pensar que la
enfermedad era endémica solo de paises tropicales ya que solo se habian reportado
casos post mortem en lugares de origen tropical evidenciados por cortes
histologicos (Bonifaz, 2015).

Para el afio 1929, Katherine Dood y De Mombreum de la Universidad de Vanderbilt
de Tennessee, Estados Unidos, lograron aislar el patégeno de una nifia que padecia
una histoplasmosis diseminada al lograr cultivar el microorganismo, continuando los
estudios hasta cumplir con los postulados de Koch (Bonifaz, 2015). Ademas, en
1934, De Mombreum demostré el dimorfismo de Histoplasma capsulatum y postul
que probablemente la fase saprofitica de este hongo existia en la naturaleza
(Chander, 2018). Para este afio, Cryptococcus farciminosum nombrado por Rivolta,
es clasificado como Histoplasma farciminosum por Radaelli y Ciferri (Guillot et al,
2018).

En 1945, Amos Christie y Peterson describieron una infecciéon pulmonar primaria
gue en ocasiones diseminaba, y expresaron que la enfermedad por el hongo no era
rara debido a la frecuencia con que se presentaba estas infecciones pulmonares
(Chander, 2018 y Sanchez et al, 2010).

En 1947 se reportd por primera vez un brote de histoplasmosis, el cual se dio en
Oklahoma, Estados Unidos y afios posteriores muchas epidemias serian reportadas
tanto en Estados Unidos como en Suramérica (Guillot et al, 2018).

En 1948, se registré el primer caso de histoplasmosis felina en Estados Unidos, por
lo que quedo claro que la enfermedad también representaba un problema para los
animales domésticos (Guillot et al, 2018).

En el afio 1949, Chester Wilson Emmons (micélogo norteamericano) realizé el

primer aislamiento de Histoplasma capsulatum a partir del suelo proveniente de las



cercanias de la entrada de una madriguera de ratas debajo del borde de un
gallinero, donde ademas se reportaron otros aislamientos de suelos de minas y
cavernas (Bonifaz, 2015 y Guillot et al, 2018). En el mismo afio, Perrin y Matinez
Béaenz reportaron los primeros casos de histoplasmosis en México mediante

histopatologia (Bonifaz, 2015).

En 1952, Dubois y colaboradores describieron por primera vez la histoplasmosis en
Africa por lo que se le llam6 al cuadro clinico histoplasmosis duboisii o
histoplasmosis africana y al agente etiolégico Histoplasma duboisii (Dubois et al,
1952).

En 1954, se reportd el primer caso de histoplasmosis en Kolkata, en la India,
descrito por Panja y Sen, demostrando que la enfermedad también estaba presente

en paises orientales (Chander, 2018).

En 1955, Ajello y Lazarus aislaron Histoplasma capsulatum de la Cueva de las
Lechuzas en Tingo Maria Huanuco en Peru, de ahi que se le conociera al cuadro
ocasionado por el patbgeno como fiebre de Tingo Maria debido al atractivo turistico

nacional e internacional que representa la cueva (Sanchez et al, 2010).

En 1958, Emmons observé por primera vez la asociacion que existe entre el habitat
de los murciélagos y la presencia de Histoplasma capsulatum. En 1959, el sindrome
de histoplasmosis ocular fue definido por Woods, del cual se le conoce como
Sindrome de Presunta Histoplasmosis Ocular o POHS (por sus siglas en inglés de

Presumed ocular histoplasmosis syndrome) (Chander, 2018 y Guillot, 2018).

En 1961 se indico el primer caso de histoplasmosis en un tejon, en Europa, debido
a Histoplasma farciminosum (Guillot et al, 2018).

En 1963, en Malasia, se aisla Histoplasma capsulatum a partir del suelo por primera
vez en un pais asiatico (Bahr et al, 2015).

En 1970, se reportaron 30 casos autdctonos de histoplasmosis en India, Malasia,

Indonesia, Singapur, Tailandia, Vietham y Japon (Bahr et al, 2015).



A raiz de que en 1967, Ajello y Cheng habian identificado erroneamente el
cleistotecio producido por un hongo no patégeno en un cultivo mixto como la fase
sexual de Histoplasma capsulatum, la Dra. Kwon Chung (bidloga y bacteridloga
surcoreana) intent6 reproducir la fase sexual de Histoplasma capsulatum a partir de
12 aislamientos del hongo provenientes de palomares de Arkansas, Estados
Unidos. Al cultivarlos en pares con 144 posibles combinaciones en Medio agar con
Alphacel y extracto de levadura, encontré6 en 70 combinaciones los cleistotecios
después de 3 semanas de incubacién a 25 °C que asemejaban a los cleistotecios
de Ajellomyces dermatitidis (teleomorfo de Blastomyces dermatitidis). Por lo que, en
1972, Kwon Chung y en 1979 McGinnis y Katz, identificaron el estado teleomoérfico
de Histoplasma capsulatum el cual se le conocié como Emmonsiella capsulata que
en la actualidad fue renombrado como Ajellomyces capsulatus propuesto por
McGinnis y Katz en 1979. (Bonifaz, 2015; Chander, 2018 y Kwon Chung, 1967).

En 1983, varios reportes en Estados Unidos de pacientes HIV positivos en fase
SIDA con histoplasmosis diseminada fueron registrados, provenientes de la zona
hiperendémica de histoplasmosis en Indiana, y también de otras zonas donde la
enfermedad es menos comdn como Michigan y Texas, y en otras donde antes no
habia reportes como por ejemplo Nueva York y Colorado. Dichos reportes fueron
en incremento tanto en zonas endémicas como no endémicas de Estados Unidos.
También para este afio se reportaron casos en paises donde no se habian reportado
la enfermedad o donde los casos eran raros como por ejemplo Trinidad, Tailandia y

la Republica Democratica del Congo (Bahr et al, 2015).

Debido a las diferencias en las manifestaciones clinicas, distribucion geografica y
morfologia de las levaduras, en 1983, Ajello proponié dividir en variedades a
Histoplasma capsulatum descrito por Darling (1905) y a Histoplasma duboisii
descrito por Dubois (1952), proponiendo a Histoplasma capsulatum var. capsulatum
y a Histoplasma capsulatum var. duboisii, respectivamente (Ajello, 1983).

En 1985, la tercera variedad observada por Rivolta que habia sido colocada dentro
del género por Ciferri y Redaelli en 1934, también es propuesto como Histoplasma
capsulatum var. faciminosum por Weeks y colaboradores (Weeks et al, 1985).



Para el afio 1990, se reportan mas de 100 casos de histoplasmosis en pacientes
HIV positivos en fase SIDA provenientes de Indiana, Estados Unidos, y otros
provenientes de zonas fuera de las areas endémicas tradicionales, donde la
mayoria de los casos sintomaticos eran debidos a una histoplasmosis diseminada
progresiva contrario al cuadro pulmonar que presentan generalmente los pacientes
HIV negativos. El aumento de casos de pacientes HIV positivos en fase SIDA
permitié identificar nuevas zonas endémicas de histoplasmosis debido a que
anteriormente los casos presentados eran en su mayoria asintomaticos por lo que

existia un subregistro en estas zonas (Bahr et al, 2015).



2-ETIOLOGIA

2.1-Descripcion de los agentes etioldgicos

Pertenecen al Reino Fungi, Subreino Dikarya, phylum Ascomycota, Clase
Eurotiomycetes, orden Onygenales y familia Onygenaceae, de la cual actualmente
se sugiere que podrian pertenecer mas bien a la familia Ajellomycetaceae gracias
a estudios efectuados en 6 loci: 18S, 5.8S y 28S en genes del ARNr, EF1 (Factor
de Elongacion 1) y RPB1 y RPB2 (subunidad 1 y 2 de la polimerasa de ARN
respectivamente) (Chander, 2018).

El agente etiolégico se divide en tres subespecies o variedades basado en sus
caracteristicas fenotipicas o morfoldgicas, distribucién geogréfica y patogenicidad:
Histoplasma capsulatum var. capsulatum que produce la forma clasica de
histoplasmosis en el continente americano, Histoplasma capsulatum var. duboisii
que es el agente etioldgico de la histoplasmosis en el continente africano donde
afecta a primates y al ser humano, e Histoplasma capsulatum var. farciminosum
causante de la linfangitis epizodtica en caballos y mulas en el norte y medio este de
Africa (Gomez, 2011; Sanchez et al, 2010 y Teixeira et al, 2016). Histoplasma
capsulatum var. farciminosum también se ha aislado a partir de caballos y mulas en
Europa, India y sur de Asia (Kasuga et al, 2003; Teixeira et al, 2016 y Guillot et al,
2018).

Histoplasma capsulatum var. duboisii causa manifestaciones clinicas similares a
Histoplasma capsulatum var. capsulatum, y conviven en ecosistemas similares en
Africa (Diaz, 2018). Pero Histoplasma capsulatum var. duboisii a diferencia de
Histoplasma capsulatum var. capsulatum, esta restringido a las areas tropicales de
Africa causando en el ser humano micosis cutaneas, subcutaneas y lesiones en

hueso (Teixeira et al, 2016).

En general las levaduras del género Histoplasma tienen forma redonda, son de
pared gruesa y son producidas por el hongo al ser cultivado en Agar sangre
enriquecido con cisteina o en Agar Infusion Cerebro Corazén incubados a 37 °C o
en tejidos infectados en modelos in vivo. Este hongo no crece a pH menor a 5.0 ni

a pH mayor a 10.0, o al incubar a temperaturas mayores a 40 °C. Histoplasma



capsulatum es un hongo heterotalico que puede completar su ciclo sexual en
presencia de hifas complementarias donde se produce la estructura estromatica
fértii conocida como el ascocarpo producto de la constriccion de hifas
complementarias que se enrollan entre si hasta formar dicha estructura, que es
especificamente del tipo cleistotecio (estructura redonda cerrada con esferas
adentro que cubren las ascas con ascosporas compuestas de pseudoparénquimay
prosénguima), conociéndose su fase teleomorfa como Ajellomyces capsulatus
(teleomorfo de Histoplasma capsulatum sensu stricto), el cual constituye una forma
dicaridtica y diploide que eventualmente forma las ascosporas haploides después
del proceso de reduccion meidtica (ver Figura 1) (Bonifaz, 2020; Colombo et al,
2011; Muniz et al, 2014; Ortiz et al, 2015 y Teixeira et al, 2016).

Cabe destacar que la forma teleomérfica o sexual de Histoplasma capsulatum solo
se ha logrado reproducir en condiciones de laboratorio, por lo que nunca se ha
observado en la naturaleza, entonces, se desconoce la magnitud que tiene el
proceso de recombinacion sexual del hongo en este entorno (Sepulveda et al,
2017).
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Figura 1. Fase teleomorfa de Histoplasma capsulatum conocida como Ajellomyces
capsulatus observada en lactofenol azul, reproducida en el experimento de la Dra.
Kwon Chung en 1972. A) Cleistotecio, las flechas indican hifas enrolladas en la
periferia de la estructura (300X). B) Ascocarpo donde se observa tres hifas
ascogenas enrolladas (485X). C) Racimo de ascas jovenes (750X). D) Ascas
maduras con ascosporas (1250X) (imagen tomada de Kwon Chung, 1972).

Esta reproduccion sexual va a ser entonces el resultado de la union de los dos tipos
de apareamiento, es decir, entre el tipo (+) o MAT1-1y el tipo (-) 0 MAT1-2, y este
proceso va a estar regulado por una region genémica especializada conocida como
“el locus del tipo de apareamiento” (MAT1 por sus siglas en inglés de mating-type
locus) que contiene uno 0 mas genes que codifican para factores de transcripcion

con motivos estructurales (Muniz et al, 2014).

Cuando un aislamiento de Histoplasma capsulatum que contiene un idiomorfo del
locus MAT1 (MAT1 contiene dos regiones idiomorficas) que puede ser MAT1-1 o
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MAT1-2 (ambos idiomorfos difieren en secuencias codificantes para factores de
transcripcion) se encuentra con su complementario, se produce el apareamiento, ya
gue un idiomorfo codifica el dominio caja HMG (por sus siglas en inglés de high
mobility group) de un factor de transcripcién (idiomorfo MAT1-2), mientras que el
otro idiomorfo codifica para el dominio caja alfa de otro factor de transcripcion
(idiomorfo MAT1-1), confiriendo ambos dominios la identidad sexual a la célula
haploide (Muniz et al, 2014).

Debido a estos descubrimientos, en el 2007, Bubnick y Smulian, desarrollaron un
PCR con primers especificos para la identificacion de ambas regiones MAT1-1y
MAT1-2 del locus MAT de los aislamientos de Histoplasma capsulatum (ver Cuadro
[) (Bubnick y Smulian, 2007).

Este evento de recombinacion entre dos cepas puede generar una cepa hueva con
una virulencia mayor a las cepas progenitoras, por lo que la reproduccion sexual en
Histoplasma capsulatum es un evento de especial interés para futuros estudios
(Bubnick y Smulian, 2007).

Curiosamente, al cultivar las cepas continuamente en el laboratorio, causa que
pierdan su fertilidad natural o su capacidad de aparearse, por lo que autores como
Medeiros et al (2014), sugieren que la presion selectiva ejercida por el habitat

natural del hongo ayuda a mantener su fecundidad (Muniz et al, 2014).
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Cuadro I. Primers utilizados en la amplificacion y detecciébn de las regiones
expecificas del “locus del tipo de apareamiento” MAT1 de Histoplasma capsulatum
en la técnica de PCR para la determinacion del idiomorfo de los aislamientos
(informacion tomada de Bubnick y Smulian, 2007).

Tamafio
aproximado
. . . de la
Idiomorfo Primers Secuencia .
secuencia
Primer 5' CGTGGTT
sentido AGTTACGGAGGCA 3' 440
MAT1-1 Primer 5' TGAGGATGCGAGTGATGGG
antisentido A3
Primer 5' ACACAGTAGCCCAACCTCT
sentido c3 508
MAT1-2 | Primer 5' TCGACAATCCCATCCAATACCG 3'
antisentido

El PCR se efectua en condiciones estandar con una temperatura de “annealing” de 60°C y
utizando como control del idiomorfo MAT1-1 la cepa ATCC 26032 y como control del
idiomorfo MAT1-2 la cepa ATCC 22635, ambas de Histoplasma capsulatum (Bubnick y
Smulian, 2007).

En aislamientos clinicos se ha visto que hay un predominio del idiomorfo (-) o MAT1-
2, en una relacion 7:1 del (-):(+), respectivamente, en comparacion a los
aislamientos de la naturaleza donde mas bien se encuentran en una relaciéon 1:1. A
pesar de esta diferencia en los aislamientos clinicos, los estudios en modelos
murinos han demostrado que ambos idiomorfos poseen la misma virulencia, por lo
gue se estima que el predominio del idiomorfo (-) o MAT1-2 se debe a que este
posee una habilidad incrementada para producir propagulos infecciosos, es decir,
gue sus hifas tienen una mayor capacidad para pasar a la fase levaduriforme (Muniz
et al, 2014).

En los brotes de histoplasmosis, también se ha visto predominio del idiomorfo (-) o
MAT1-2, como por ejemplo en el estudio efectuado por Kwon Chung et al (1984),
donde a partir de 28 aislamientos de un brote de histoplasmosis en Indianapolis,
Estados Unidos, entre 1978 y 1979, y entre 1980 y 1981, se encontré en su mayoria
este idiomorfo (Kwon Chung et al, 1984).
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Estudios efectuados por Damasceno et al (2019), en aislamientos clinicos
provenientes en su mayoria de pacientes HIV positivos de centros de salud de
Cearda, que es un sitio endémico de histoplasmosis en el noreste de Brasil
(considerada la zona con mayor mortalidad por histoplasmosis en Suramérica),
demostré igualmente predominio del idiomorfo (-) o MAT1-2, pero al efectuar el
analisis por clados genéticos por separado a los cuales pertenecian los
aislamientos, se encontr6 el predominio de este idiomorfo solo en el Clado Noreste
BR1, en cambio en el Clado Noreste BR2 predominé ligeramente el idiomorfo (+) o
MAT1-1, por lo que la tendencia al predominio del idiomorfo (-) o MAT1-2, no

siempre se cumple (Damasceno et al, 2019).

En otros estudios como el de Rodriguez et al (2013), efectuado en 28 aislamientos
del hongo provenientes del suelo, guano de murciélagos y de seres humanos,
obtenidos en Brasil y México, se encontré que de los14 aislamientos de México, 10
resultaron ser del idiomorfo (-) o MAT1-2, mientras que todos los 14 aislamientos de
Brasil son del idiomorfo (+) o MAT1-1, lo que demuestra una vez mas que
Histoplasma capsulatum posee una diversidad genética significativa por lo que
estos hallazgos pueden variar entre las distintas localizaciones geograficas, por lo
gue el predominio de un idiomorfo sobre otro podria depender de este factor, que
ademas también se cree que podria asociarse al reservorio natural de este hongo
en estos sitios (Rodriguez et al, 2013).

El estudio de Damasceno et al (2019), también demostré que en pacientes HIV
positivos puede haber infecciones mixtas por ambos idiomorfos de una misma
especie filogenética (en este estudio por el Clado Noreste BR1), por lo que se estima
gue se puede deber a exposiciones repetidas al sitio de infeccion y que ademas
esta infeccibn mixta se traduce en un mayor riesgo de padecer histoplasmosis

diseminada (Damasceno et al, 2019).

La reproduccién sexual se ha demostrado también en aislamientos provenientes de
Norteamérica donde se presume que los eventos de recombinacion e intercambio
genético podrian permitir que este hongo se adapte a diferentes condiciones que

traeria el nacimiento de nuevos genotipos mas virulentos capaces de infectar
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nuevos hospederos ya que este hongo se ha caracterizado por poseer una alta
variacion genética y ser de distribucion mundial en comparacion con otros
patogenos dimorficos pertenecientes al Orden de los Onygenales que estan mas

restringidos geogréaficamente (Teixeira et al, 2016).

2.2-Aspectos genéticos

Variabilidad cromosdmica

En cuanto a la ploidia o el conjunto de los cromosomas de Histoplasma capsulatum,
este cuenta con un numero de cromosomas que va de 3 a 7, con un intervalo de
tamafio de 0.5 Mb a 5.7 Mb, ya que, como en la mayoria de organismos
pertenecientes al Reino Fungi, no van a ser estables, es decir, se puede encontrar
variabilidad tanto en el estado haploide como en el estado diploide (recordar que
estos son los estadios cromosomales mas comunes en la naturaleza, es decir, los
eucariotas duplican su ploidia en el estado sexual y la reducen a la mitad gracias a
la meiosis) (Romero et al, 2004).

Entonces, este hongo presenta polimorfismo cromosémico, es decir, diversidad en
los cromosomas tanto en tamafio como ndmero de cromosomas asi como en la
secuencia de ciertos genes. Steele et al (1989), demostraron este hecho al estudiar
el niumero de cromosomas en diferentes cepas de Histoplasma capsulatum
mediante las técnicas de hibridacion con sondas especificas, FIGE (por sus siglas
en inglés de Field Inversion Gel Electrophoresis) y CHEF (por sus siglas en inglés
de Contour Clamped Homogeneous Electric Field) (ambas técnicas son tipos de
electroforesis en gel de campos pulsados o PFGE por sus siglas en inglés de Pulsed
Field Gel Electrophoresis, que se les llama diferente de acuerdo a la orientacion de
los campos eléctricos). Se encontrdé 8 cromososmas para la cepa Downs (cepa de
baja virulencia), 4 cromosomas para la cepa G-186B (cepa virulenta) y 3
cromosomas en la cepa G-217B (cepa virulenta) (Romero et al, 2004 y Steele et al,
1989).

También se ha demostrado el polimorfismo en la longitud de los cromosomas o CLP
(por sus siglas en inglés de Chromosome Length Polymorphism) en el estudio de

multiples aislamientos de Histoplasma capsultum, es decir que hay diversidad
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cromosdmica o polimorfismo cromosdémico y esta asociado tanto al tamafio como la
movilidad de los cromosomas, pero aun se desconoce la relacion que pueda tener

con el fenotipo de los aislamientos (Romero et al, 2004).

Diversidad Genética

Se considera que el género Histoplasma podria tener mas bien 6 especies cripticas,
basado en la filogenética molecular (Chander, 2018), otros consideran que podria
llegar a constituir 11 especies filogenéticas o linajes cripticos (Damasceno et al,
2019).

Estudios en la composicién en moles por ciento de guanina-citosina (G+C) tanto del
ADN de la fase micelial como levaduriforme han arrojado resultados similares (45.6-
49.8 % y 45.4-49.8 %, respectivamente), sin embargo, esta similitud no indica que
la especie de este hongo sea homogénea ya que como se menciond anteriormente,
Histoplasma capsultum probablemente esté compuesto de especies cripticas o que
mas bien representa un complejo de especies y cada especie es un clado que puede
agrupar cepas con diferencias biologicas. Este hecho esta evidenciado porque se
sabe con certeza que los especimenes de este hongo se caracterizan por una
diversidad morfolégica y fisiolégica, asi como un elevado polimorfismo (Romero et
al, 2004).

En la actualidad, el desarrollo de técnicas de biologia molecular y el estudio de
marcadores moleculares ha constituido un avance util en la identificacién de las
especies cripticas del complejo al cual pertenece este hongo ya que la clasificacion

antes se basaba en criterios morfoldgicos y biolégicos (Vite et al, 2014).

Los métodos de genotipificacion molecular como el Polimorfismo de Longitud de
Fragmentos de Restriccion o RFLP (por sus siglas en inglés de Restriction Fragment
Length Polymorphism), Hibridacion de ADN, ADN Polimérfico Amplificado
Aleatoriamente o RAPD (por sus siglas en inglées de Random Amplification of
Polymorphic DNA) y la secuenciacion de los ITS 1 y 2, asi como a partir de la
secuencia parcial de cuatro genes o loci: ARF (factor de ribosilacién de ADP), H-

ANTI (precursor de antigeno H), OLE1 (Delta 9 desaturasa de acido graso) y TUB1
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(tubulina-a) (ver Cuadro 1l), han permitido demostrar una amplia diversidad de
Histoplasma capsulatum sensu stricto en asociacion geogréfica. Por lo que los
estudios pioneros de Kasuga et al, en 1999 y en el 2003 en aislamientos clinicos,
veterinarios y del suelo provenientes de varios continentes, y mas recientemente los
estudios efectuados por Teixeira et al (2016), permitieron considerar que esta
especie es un complejo compuesto de 8 clados (ver Figura 2): Clado 1 Norteamérica
(NAm 1), Clado 2 Norteamérica (NAm 2), Clado A Latinoamérica (LAm A), Clado B
Latinoamérica (LAm B), Clado Australia, Clado Paises Bajos (Indonesia), Clado
Africa y Clado Eurasia (proveniente de Egipto, India, China, Tailandia e Inglaterra),
donde 7 de estos clados son poblaciones genética y geograficamente distintas que
podrian ser considerados especies filogenéticas a excepcion del Clado Eurasia que
no constituye una especie filogenética ya que se origina del Clado A Latinoamérica
(LAm A) pero con la diferencia de que son aislamientos homogéneos que provienen
del lejano oriente de Europa (Arenas, 2015; Colombo et al, 2011 Gdémez, 2011;
Kasuga et al, 1999; Kasuga et al, 2003 y Teixeira et al, 2016).

En ese mismo estudio de Kasuga et al (2003) sobre el andlisis de la relacién
filogenética de aislamientos de Histoplasma capsulatum provenientes de diferentes
lugares del mundo, también se evidencio que algunos de estos no pertenecian a los
clados sugeridos para la clasificacion de este hongo como por ejemplo el linaje H81
aislado a partir del ser humano en Panam@, entre otros ejemplos (Kasuga et al,
2003).
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Cuadro Il. Primers utilizados en la amplificacién y deteccion de la secuencia parcial
de cuatro genes de Histoplasma capsulatum en la técnica de PCR, entre otras, para
la discriminacion entre aislamientos (informacion tomada de Kasuga et al, 2003 y
Sepulveda et al, 2017).

Tamafo
aproximado
. de la
Secuencia .
secuencia
g;mgg 5' GGTGGCCAAATCGCAAACTC 3'
Tubulina a Primer 5 GGC 278
antisentido AGCTTTCCGTTCCTCAGT 3
Primer . ,
Factor de sentido 5' AGAATATGGGGCAAAAAGGA 3 470
ribosilaciéon Primer . .
de ADP antisentido 5" CGCAATTCATCTTCGTTGAG 3
Primer 5" CGCAGTCACCTC
Precursor sentido CATACTATC 3' 412
de antigeno |  Primer 5' GCGCCGACATTAACCC 3'
H antisentido
Delta 9 Primer , .
desaturasa sentido 5 TTTAAACGAAGCCCCCACGG 3 4o
de acido Primer . .
graso antisentido 5" CACCACCTCCAACAGCAGCA 3
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Figura 2. Distribucién geogréfica de los clados y linajes de Histoplasma capsulatum
a partir del estudio de Kasuga et al (2003) en 17 aislamientos provenientes de 25
paises (imagen tomada de Vite et al, 2014).

Cabe destacar que, en la actualidad, la técnica de MLST (por sus siglas en inglés
de Multilocus Sequence Typing) se considera el principal método de biologia
molecular para evaluar la diversidad genética de Histoplasma capsulatum a nivel de
especie, mediante la amplificacion parcial de las secuencias de ADN de 4 genes
nucleares (arf, H-anti, olel y tubl), por lo que, estudios recientes efectuados
mediante esta técnica han permitido demostrar que en realidad los clados LAm Ay
LAm B, se dividen en 4 clusters: LAm Al, LAm A2, LAm B1y LAm B2, ademas se
descubrié dos nuevas especies filogenéticas: RJ (Suroeste de Brasil) y BAC-1
(México, asociado a especies de murciélagos), y 4 clados cripticos y monofiléticos
provenientes de Brasil: Noreste BR1, Noreste BR2, BR3 y BR4, por lo que se
considera que Latinoameérica posee la mayor diversidad genética de Histoplasma

capsulatum en comparacion con las demas zonas endémicas, siendo el sitio con
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mayor diversidad Brasil, ademas, se cree que es el origen de la dispersion de este
hongo en América Latina, muy posiblemente facilitado por hospederos migratorios

como las aves y murciélagos (Damasceno et al, 2019 y Rodrigues et al, 2020).

Estudios recientes del 2020, efectuados por Rodrigues et al, mediante la técnica de
MLST (de 3 genes: arf, H-anti, olel, ademas de ITS4 e ITS5) y AFLP (por sus siglas
en inglés de Amplified Fragment Length Polimorphism) en 102 aislamientos clinicos
y 2 aislamientos veterinarios provenientes de diferentes regiones geograficas de
Brasil, sugieren la existencia de otros linajes filogenéticos o Clados, como por
ejemplo LAm C, LAm D y LAm E, relacionados a la produccién de brotes de
histoplasmosis en el Noreste de Brasil entre el 2011 y 2015, donde el Clado LAm C
se considera el principal causante de la enfermedad en pacientes HIV positivos de
esta region del pais (Ceard) y el Clado LAm D y LAm E son aislados de pacientes

del Sureste del pais (Rodrigues et al, 2020).

Se cree que la gran diversidad genética del hongo que se da en este pais y la alta
incidencia de histoplasmosis, se podria deber a la recombinacion genética producto

de la reproducciéon sexual (Rodrigues et al, 2020).

Es interesante mencionar que Histoplasma capsulatum var. capsulatum se
encuentra en todo los clados. El Clado Africa incluye las tres variedades, en el cual
se encuentra Histoplasma capsulatum var. duboisii que esta limitado al continente
de Africa. Histoplasma capsulatum var. farciminosum se ubica en 3 de los 8 clados
(Clado Africa, Clado NAm 2 y Clado Eurasia), por lo que se evidencia que la
clasificacion de este hongo en las tres variedades no tiene sentido desde el punto
de vista de la filogenética, entonces, por ejemplo, en el caso de Histoplasma
capsulatum var. farciminosum, no es una especie filogenética, sino mas bien
representa un conjunto de aislamientos pertenecientes a varios clados que
comparten la caracteristica de que son capaces de producir enfermedad en los

caballos (Kasuga et al, 2003).

Debido a que no se ha llegado a la conclusion clara sobre el orden de como se

ramifican los clados, Kasuga et al (2003) sugieren que Histoplasma capsulatum es
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un hongo que diseminé en un periodo de tiempo corto de aproximadamente 3 a 13

millones de afios atras (Kasuga et al, 2003).

El problema con la clasificacion de Histoplasma capsulatum en especies
filogenéticas basado en los 4 loci codificantes (arf, H-anti, olel y tubl) es que solo
proporciona informacion parcial a cerca de la diversidad genealdgica de este hongo,
por lo que resulta limitado, ademas, en estos grupos genéticos no se logra incluir
todos los aislamientos estudiados, como es el caso del linaje Panama/H81 en el
estudio de Kasuga et al (2003) que no se identific6 dentro de ninguna de las
especies filogenéticas ya que estos representan un grupo polifilético (para que todos
fueran incluidos en la especie filogenética, los individuos deberian ser un grupo

monofilético) (Kasuga et al, 2003 y Sepulveda et al, 2017).

Se sospecha que estas diferencias filogenéticas podrian influir en las
manifestaciones clinicas presentes en los pacientes, como por ejemplo se ha visto
gue los aislamientos de Histoplasma capsulatum pertenecientes al Clado LAm Ay
Clado LAm B, aislados de Latinoamérica, suelen producir lesiones en piel, en
cambio los aislamientos en Norteamérica (NAm 1 y NAm 2) no producen esta
manifestacion con frecuencia. En un estudio donde se compar6 pacientes HIV
positivos en fase SIDA con histoplasmosis entre Brasil y Estados Unidos, se observé
que los pacientes provenientes de Brasil presentaban mas lesiones cutaneas,
hallazgos gastrointestinales y mayores indices de muerte, en comparacion con los
pacientes provenientes de Estados Unidos probablemente debido a las diferencias
genéticas entre los clados que predominan en estos paises que se evidencia por el
dermatotropismo de los clados latinoamericanos (Colombo et al, 2011; Gémez,
2011 y Teixeira et al, 2016).

Una infeccion debida a este hongo puede estar dada por mas de un genotipo, como
se observé en el estudio de Damasceno et al (2019) donde habia poblacién HIV
positiva con histoplasmosis causada tanto por aislamientos del Clado Noreste BR1
como por el Clado Noreste BR2, lo que podria ser comparable al concepto de
“superinfeccion” manejada en otras disciplinas como la virologia donde un individuo

infectado por un genotipo adquiere un segundo genotipo, posiblemente debido a
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exposiciones diferentes o porque ambos genotipos comparten el mismo nicho

ecologico (Damasceno et al, 2019).

El reconocimiento de estas infecciones mixtas por dos genotipos diferentes es
importante ya que se cree que pueden variar en su tropismo hacia la célula
hospedera, mecanismos de evasion de la respuesta inmune, respuesta adaptativa
del sistema inmunol6gico que generan que es importante para la elaboracion de
vacunas y perfil de susceptibilidad a los antifungicos, por lo tanto de la progresion
de la enfermedad, siendo esto dltimo critico en los pacientes que padecen la

histoplasmosis diseminada (Damasceno et al, 2019).

En la actualidad el estudio de Sepulveda et al (2017), permiti6 cambiar anteriores
linajes evolutivos al nivel de especie. En el estudio se utilizé el analisis del genoma
completo y secuenciacion de 30 aislamientos provenientes de varios sitios
endémicas de histoplasmosis en América, para comprobar que este género esta
compuesto por varias especies. Se concluyd que estas especies estan
genéticamente aisladas y raramente se cruzan, y difieren en su virulencia
(Sepulveda et al, 2017).

Se encontro suficientes diferencias genéticas y en la estructura polifilética entre los
cluster, por lo que se definieron los siguientes linajes evolutivos como 4 especies
filogenéticas independientes: Histoplasma capsulatum sensu stricto (anteriormente
conocido como el linaje Panama/H81), Histoplasma misissippiense sp. nov.
(anteriormente Clado NAm 1), Histoplasma ohiense sp. nov. (anteriormente Clado
NAmM 2) e Histoplasma suramericanum sp. nov. (anteriormente Clado LAm A)
(Sepulveda et al, 2017 y Rodrigues et al, 2020).

Cabe destacar que esta clasificacion de especies filogenéticas no evalua el grado
de incompatibilidad reproductiva entre especies, a como lo establece la definicién
de especie biologica en donde dos individuos de diferentes especies no se pueden
reproducir entre si. Pareciera ser que este hecho solo se ha comprobado en el caso
de Histoplasma misissippiense e Histoplasma ohiense, donde la distribucion
geografica de ambas especies se traslapa en Norteamérica y aun asi se encuentran

en sintopia, que también podria ser la misma situacion en el caso de Histoplasma
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suramericanum e Histoplasma capsulatum sensu stricto, donde su distribucion
geografica se traslapa en Centroamérica y posiblemente en el Noroeste de
Colombia (Sepulveda et al, 2017).

Se cree que Histoplasma suramericanum es un agente etioldégico que produce
frecuentemente la enfermedad pulmonar aguda con una pronunciada patologia
pulmonar que desemboca en una alta mortalidad en Centro América y Suramérica,
en cambio, Histoplasma misissippiense e Histoplasma ohiense producen mas
frecuentemente enfermedad pulmonar crénica en Estados Unidos (Rodrigues et al,
2020).

Histoplasma misissippiense se considera menos virulento, pero presenta mas
resistencia a los antifingicos de uso regular, ademas cuenta con una actividad
proteolitica extracelular considerada como Unica. Por otro lado, Histoplasma
ohiense carece de a-1,3-glucanas en la fase levaduriforme que son consideradas
como un factor de virulencia importante, pero posee la adhesina Yps3p (homoéloga
a la adhesina Badlp de Blastomyces dermatitidis) que igual le permiten causar

patologia (Sepulveda et al, 2017).

En el estudio de Sepulveda et al (2017) también se encontré resultados de
aislamientos del Clado Africa pertenecientes a Histoplasma capsulatum var.
duboisii, que sugieren que también constituye una especie, pero por el nimero
reducido de aislamientos (2 aislamientos) en el presente estudio, no se puede llegar
a esta conclusion hasta analizar una mayor cantidad de especimenes (Sepulveda
et al, 2017).

2.3-Dimorfismo

Histoplasma capsulatum es un hongo dimoérfico termonutricional, que expresa su
fase saprofitica de micelio, macroconidias tuberculadas y microconidias a
temperatura ambiente en medios como el agar Sabouraud glucosado y agar
Mycosel o en el medio ambiente, ademas expresa su forma levaduriforme o
parasitaria a 37 °C en medios ricos como gelosa sangre o agar infusion cerebro
corazén o en el hospedero, por lo que se considera un patégeno primario (Sanchez,
2009 y Sanchez et al, 2010).
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Muchos de los cambios fisioldgicos en respuesta a cambios ambientales como lo
es la temperatura, son debidos a modificaciones en la membrana lipidica de las

células (Carratu et al, 1996 y Maresca y Kobayashi, 2000).

Durante este cambio de temperatura se activan los genes de choque de calor o HS
(por sus siglas en inglés de Heat Shock) donde las membranas se vuelven
hiperfluidas, es decir, se desestabiliza la fase lamelar, por lo que es necesario
aumentar los acidos grasos saturados para estabilizar la topologia de la membrana
(Carratu et al, 1996).

En las levaduras (y en células animales), la Acyl CoA desaturasa o A°-desaturasa,
es la principal enzima que convierte el acido palmitico y el &cido esteéarico que son
acidos grasos saturados a acido palmitoleico o acido oleico que son acidos grasos
insaturados. Se cree que esta enzima es responsable de las modificaciones que
sufre la membrana celular ante cambios de temperatura o cambios nutricionales
(Maresca y Kobayashi, 2000).

Para el cambio morfolégico, el hongo también requiere de una fuente de grupos

sulfidrilos, donde el mas importante es la cisteina (Maresca y Kobayashi, 2000).

Estudios efectuados sobre el crecimiento de la levadura en cultivo (no del micelio)
han evidenciado que necesita adquirir la cisteina gracias a la expresion de una
sulfito reductasa dependiente de la temperatura, por lo que sin la enzima es incapaz

de incorporar sulfato a partir de compuestos como la cisteina (Garfoot et al, 2014).

Histoplasma capsulatum es capaz de sintetizar todas las vitaminas esenciales, a
excepcion de la tiamina. Ademas, la levadura dentro del fagosoma tiene limitaciones
de riboflavina y pantotenato por lo que necesita la sintesis de novo de estos

precursores de cofactores (Garfoot et al, 2014).

En 1987, se comprobo que la transcripcion de genes de choque de calor (HS) y la
acumulacion de proteinas de choque de calor o HSP (por sus siglas en inglés de
Heat Shock Protein) ocurrian durante la transicion de micelio a levadura. Estos
estudios fueron efectuados por Caruso et al (1987), donde se encontro la Hsp70 en
Histoplasma capsulatum (Caruso et al, 1987 y Maresca y Kobayashi, 2000).
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Estas proteinas de choque térmico son importantes en el proceso de dimorfismo
porque este se da a temperaturas de 37 °C, por lo que se necesita de estas
proteinas chaperonas para garantizar que las proteinas involucradas en el proceso
de dimorfismo se plieguen correctamente y que los complejos proteicos se
transporten y se ensamblen adecuadamente. Ademas, las HSP protegen el proceso
de respiracion y el acoplamiento de la sintesis de ATP por lo que uno de los objetivos
mas probables de estas proteinas sea también la membrana mitocondrial (Boyce y
Andrianopoulos, 2015; Gonzélez et al, 2012; Maresca y Kobayashi, 2000; Ray y
Rappleye, 2018 y Sanchez, 2009).

25



3-ECOLOGIA

Histoplasma capsulatum es un hongo geofilico que en su fase saprofitica tiene su
habitat en el suelo o sustratos con alto contenido de nitrégeno y fosfato, alta
humedad y pH &acido, en los detritus vegetales y en el guano de aves domésticas
como gallinas, pavos y gansos, ademas de aves migratorias y otras aves como
palomas, estorninos, mirlos, gaviotas, cuervos, pavos, gansos y zanates, y en
murciélagos (Chang y Rodas, 2012; Diaz, 2018; Sanchez, 2009; Sanchez et al, 2010
y Teixeira et al, 2016).

Se cree que Histoplasma capsulatum tiene la habilidad de coevolucionar con el
huésped mas frecuente que son los murciélagos, ya que la fisiologia mitocondrial
del murciélago ha evolucionado para tolerar la alta carga de estrés oxidativo lo que
le permite ser méas tolerante al parasitismo intracelular en comparacion con otros

mamiferos (Teixeira et al, 2016).

Histoplasma capsulatum crece en sitios con temperaturas entre los 18 °C a 28 °C,
siendo la temperatura 6ptima entre 20 °C a 30 °C, humedad constante mayor a 60
% (Optima de 70-90 %) y baja luminosidad (Chang y Rodas, 2012 y Teixeira et al,
2016), pero se desarrolla mejor en suelos calcareos con temperaturas entre 22 °C
a 29 °C con una precipitacién anual de 1000 mm a 1200 mm y una humedad relativa
de 67-87 %, condiciones que se encuentran principalmente en zonas templadas y
tropicales, siendo en verano cuando estas condiciones estan mas presentes (Chang
y Rodas, 2012 ; Gébmez, 2011 y Sanchez et al, 2010).

Para autores como Ray y Rappleye (2018), el ciclo de vida del hongo no necesita
necesariamente la infeccion de un mamifero para completarse, por lo que se piensa
que el ser humano es un huésped accidental el cual presenta una micosis debido al
dimorfismo del hongo y su capacidad de sobrevivencia intracelular (Ray y Rappleye,
2018).

Las aves y murciélagos pueden infectarse esporadicamente con este hongo por lo
que pueden constituir un medio de dispersion ya que muchos de estos reservorios
son especies migratorias, principalmente en paises endémicos, ademas el hongo

también se ha detectado en otros animales como por ejemplo babuinos, tejones,
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nutrias marinas, mapaches y animales domésticos como equinos, felinos y caninos,
por lo que autores como Teixeira et al (2016) sugieren que los mamiferos también
podrian estar involucrados en los complejos mecanismos de especiacion y

dispersion de este hongo (Teixeira et al, 2016).

Ademas, el hecho de que los murciélagos puedan habitar multiples sitios como
cuevas, edificios ocupados o abandonados, corona de plantas, corteza y rocas en
asociacion con humedad y microentornos enriquecidos con guano, permite el
desarrollo del hongo en varios sitios. Adicionalmente, el hongo al ser capaz de
crecer en sustratos con alto contenido de nitrégeno y fosfato como el guano de aves
y murciélagos le da una ventaja selectiva sobre otros microorganismos que podrian
estar presentes en el medio, ya que el alto contenido de nitrégeno no es necesario
para la sobrevivencia del hongo pero si se ha visto que acelera el proceso de

esporulacion y crecimiento (Ortiz et al, 2015 y Teixeira et al, 2016).

Autores como Arenas (2015), describen que en el nicho ecolégico de Histoplasma
capsulatum, también se ha aislado otros hongos filamentosos como por ejemplo
Acremonium sp., Aspergillus terreus, Gymnascella cintrina, Gymnoascus
dankaliensis, Penicillum sp., Phoma sp., Aphanoascus fulvescens, y levaduras
como Candida catenulata y Rhodotorula sp., asi como acaros micéfagos que se
alimentan de estos hongos que cohabitan el guano, por lo que se cree que cumplen
una funcién de dispersion de Histoplasma capsulatum mediante mecanismos

foréticos (Arenas, 2015).
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4-ASPECTOS VETERINARIOS

Histoplasma capsulatum infecta murciélagos causandoles una infeccion
diseminada, pero hay especies de murciélagos cavernicolas como por ejemplo
Leptonycteris curasoae, Desmodus rotundus y Tadarida brasiliensis, que pueden
infectarse sin padecer la enfermedad. En el caso de las aves, estas son inmunes a
la infeccion posiblemente por su alta temperatura corporal (Arenas, 2015; Diaz,
2018 y Teixeira et al, 2016).

Infeccidn por Histoplasma capsulatum var. capsulatum

La forma de transmision principal en animales para adquirir a Histoplasma
capsulatum var. capsulatum es por inhalacién de los propagulos, en donde afecta
principalmente al animal inmunosupreso o al inmunocompetente que estuvo
expuesto a una dosis grande de elementos fungicos. En animales como los perros
y los gatos, también se ha sugerido como medio de transmision la ingesta de
material infectado en donde se explicaria la enfermedad primaria gastrointestinal en
estos animales domésticos (Guillot et al, 2018). Ademas, se cree que otra forma de

trasmision en gatos podria ser la via transcutanea (Larsuprom et al, 2017).

La histoplasmosis es la segunda micosis sistémica mas comun en gatos en Estados
Unidos (Teixeira et al, 2016) y en general es la segunda mas reportada después de
la criptococosis en estos animales, ademas, en los animales de compaiiia la
infeccién por Histoplasma capsulatum var. capsulatum es frecuente observarla en
regiones enzodticas o endémicas de los valles de la Rivera del Mississippi y Ohio
en Norteamérica, pero se han reportado casos en perros y gatos en Suramérica,
Italia, Grecia, Japon, Australia, Colorado, California, Nuevo México y Texas,
curiosamente estas Ultimas tres localizaciones de Estados Unidos son consideradas
no enzooticas (Guillot et al, 2018 y Larsuprom et al, 2017).

En Europa, la histoplasmosis se ha reportado también tanto en animales domésticos
como animales salvajes, como, por ejemplo, numerosas investigaciones sugieren
gue Histoplasma capsulatum es el responsable de las lesiones cutaneas limitadas
a piel y nddulos linfaticos subcutaneos, en los tejones eurasiaticos (Meles meles)

en Suiza, Dinamarca, Alemania y Austria, que por su estilo de vida omnivoro, su
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habitat y su costumbre de hurgar, los predispone potencialmente a la histoplasmosis

y la tuberculosis (Guillot et al, 2018).

En animales, la enfermedad puede ir desde una infeccion respiratoria leve o0 aguda
hasta una infeccién diseminada, que varia debido al tamafio del in6culo y la
virulencia de la cepa. En algunos animales, la enfermedad puede mantenerse
latente con poca cantidad de levaduras infectantes, y ante una inmunosupresion
futura puede desencadenar la infeccion, por lo que el periodo de incubacion puede
ir desde las 2-3 semanas hasta muchos afos (Guillot et al, 2018).

El hongo se encuentra en nodulos linfaticos pulmonares y 6rganos del sistema
reticuloendotelial como el higado, bazo y médula 6seo, también en piel, sistema

nervioso central y tracto gastrointestinal (Guillot et al, 2018).

Los signos clinicos en perros y gatos no son especificos, puede ser pérdida de peso,
inapetencia, debilidad, deshidratacion y fiebre. Puede haber signos respiratorios o
pueden estar ausentes en el caso de que haya diseminacién a otros 6rganos que
no involucren el sistema respiratorio. La radiografia toracica generalmente revela
patrones intersticiales lineares, difusos, nodulares o miliares, y se ha reportado la
combinacion de patrones intersticiales, bronquiales y alveolares, o la ausencia

completa de hallazgos anormales (Guillot et al, 2018).

Se cree que las lesiones en pulmdén en gatos no son detectables debido al pequefio
tamafio de estas (generalmente detectadas post moértem) ya que el agente
etiologico rapidamente disemina a otros érganos una vez inhalado a diferencia del
ser humano, por lo que se reporta que, en Europa, generalmente los hallazgos
clinicos son cutaneos, pero se podria presentar anemia, pérdida de peso, letargia,
fiebre, anorexia y enfermedad del intersticio pulmonar y otros 6rganos afectados

(Larsuprom et al, 2017).

Los signos oculares son mas 0 menos frecuentes en gatos (visto en un cuarto de
casos) e incluyen coriorretinitis, desprendimiento de la retina, neuritis optica y uveitis
anterior o panoftalmitis. En perros la diarrea debilitante que a veces presenta

melena, se evidencia como mucosas palidas, pérdida de peso y debilidad, es
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frecuente. Otros signos clinicos reportados en la literatura incluyen noédulos
cutaneos, dolor articular, lesiones en lengua, miosis y esplenomegalia (Guillot et al,
2018).

La histoplasmosis sistémica en estos animales cursa con tos intermitente, disnea,
linfadenopatia, hipertermia, anorexia, pérdida de peso y diarrea, descrito en
caballos, ganado y dromedarios. En algunos casos Histoplasma capsulatum var.
capsulatum es el responsable de abortos en yeguas debido a lesiones en la placenta
(placentitis) con posterior invasion del feto, o también si no hay aborto, la
transmision vertical puede causar la muerte perinatal de potros debido a la severa

neumonia granulomatosa y queratitis en caballos (Guillot et al, 2018).

Larsuprom et al (2017) reportaron el primer caso de histoplasmosis en gatos en
Tailandia, en una gata doméstica de dos afios que tenia acceso a areas exteriores
contaminadas con heces de palomas. Presentaba papulas en las orejas y nédulos
en la nariz durante cuatro meses y también heridas crénicas laterales sin signos de
infeccion sistémica (ver Figura 3). Se tomaron hisopados nasales y de las heridas
cronicas donde se observo levaduras intracelulares al estudio citologico al igual que
al tefiir con tincion de Acido Peryddico de Schiff o PAS (por sus siglas en inglés de
Periodic Acid Schiff) las biopsias para el estudio histopatoldgico (ver Figura 4), lo
que se confirmé mediante PCR de tejidos incrustados en parafina donde se
amplifico el ADN gendmico de la region de ITS utilizando como primers los ITS1 e
ITS4 que al comparar con el GenBank BLAST se evidencié 99% de homologia con

Histoplasma capsulatum (Larsuprom et al, 2017).

El tratamiento con Itraconazol (10 mg/kg dos veces por dia via oral) resolvio las
lesiones, pero se presento recurrencia del cuadro por lo que se tuvo que administrar
Anfotericina B Desoxicolato (0.5 mg/kg dos veces a la semana) mas itraconazol (5
mg/kg via oral cada 12 horas) lo que disminuyd el numero de nddulos pero sin
resolucién del cuadro, entonces se administré Fluconazol (50 mg via oral por dia) al
dia 84 sin mejora de los nddulos o papulas pero sin aparicion de nuevas lesiones,

pero manteniéndose una condicion estable del animal (Larsuprom et al, 2017).
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Figura 3. A-B) Nodulos en puente nasal, C) papulas en el pabellon de la oreja y D)

lesion cronica en la zona radial de la pata izquierda (imagen inferior derecha) de
una gata con histoplasmosis (imagen tomada de Larsuprom et al, 2017).
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Figura 4. Levaduras intracelulares en macréfagos vistas en biopsias al tefiir
preparaciones en PAS, 100X (imagen tomada de Larsuprom et al, 2017).

En América Latina, es comun la infecciébn en animales domésticos que viven en
patios o corrales en zonas con clima calido y himedo, donde el potencial de riesgo
de adquirir la infeccidbn es mucho mayor, ademas es comun encontrar hallazgos
clinicos como trombocitopenia y lesiones cutaneas sugerentes de diseminacion en

perros infectados, (Ortiz et al, 2015).

Ortiz et al (2015) reportaron un caso en Ecuador de histoplasmosis con
linfadenopatia multifocal, lesiones cutdneas y lesiones gingivales en un perro
Schnauzer hembra de 4 afios que habitaba una zona donde se utilizaba como
fertilizante para cultivo el guano de aves, que inici6 como una diarrea mucosa y
sintomatologia respiratoria no sugerente de histoplasmosis tratado con hidratacion,
donde después del dia 20, se presentaron papulas con costras en labios, atras de

la cabeza, nuca, térax y regién lumbar, con presencia de hinchazén de nédulos
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linfaticos en la zona submandibular, poplitea y la encia maxilar izquierda (ver Figura
5) (Ortiz et al, 2015).

Al hemograma se observé trombocitopenia marcada sin anormalidades
imagenologicas. La biopsia de las lesiones revelo presencia de granuloma y una
celularidad con fondo inflamatorio dada por la presencia de linfocitos, células
plasméticas, neutrdfilos, eosinofilos e histiocitos, donde se observaron en los
macrofagos epitelioides, numerosas levaduras intracelulares redondas u ovales de
2-4 um de diametro rodeadas de un halo claro con un centro parpura en forma de

media luna sugerente de Histoplasma capsulatum (ver Figura 6) (Ortiz et al, 2015).

El cultivo en Agar Papa Dextrosa incubado a 25 °C y el Agar Infusion Cerebro
Corazon mas 5 % de sangre humana incubado a 35 °C (ambos medios con agentes
antibacterianos) después 28 dias, presentaron colonias filamentosas vy
levaduriformes, respectivamente, evidenciando el dimorfismo. Al examen
microscopico de la colonia filamentosa se observaron macroconidias tuberculadas
y microconidias. Mediante PCR de los ITS1 e ITS4 se confirmé la identificacion
(Ortiz et al, 2015).

Como tratamiento, se le administro al perro Cefalexina oral (25 mg/kg cada 12 horas
por 21 dias) y Ketoconazol (10 mg/kg cada 12 horas por 60 dias) presentando
recuperacion de las lesiones cutaneas y reduccién del tamafio de los ndédulos
linfaticos, recordando que el antifiingico recomendado es el Itraconazol (Ortiz et al,
2015). En Japon, estudios efectuados actualmente en estos animales sugieren que
la enfermedad en perros podria tener un origen cutaneo como por ejemplo por
heridas quirdrgicas que son contaminadas con el agente etiolégico (Larsuprom et
al, 2017).
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Figura 5. A) Papulas en el area dorsal del cuello y B) encia eritematosa e hinchada
al dia 20 de la infeccién (imagen tomada de Ortiz et al, 2015).

Figura 6. Levaduras intracelulares en macréfagos epitelioides vistas en aspirado
submandibular tomado con agua fina y tefido con tinciéon Diff-Quick®, 1000X
(imagen tomada de Ortiz et al, 2015).
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En Costa Rica, el Hospital de Especies Menores y Silvestres de la Escuela de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional, reporté en el 2019, un caso de
histoplasmosis diseminada en un gato doméstico macho castrado de 3 afios de
edad. Este presentaba libre acceso a areas verdes de Cafias, Guanacaste al
noroeste del pais. El animal cursaba con rinitis supurativa, anorexia y pérdida de
peso progresiva de 4 semanas, con antecedentes de descarga purulenta bilateral
gue resolvid con antibidticos 5 meses atras. La serologia por el Virus de la Leucemia
Felina y el Virus de la Inmunodeficiencia Felina, resulté negativa. Al examen fisico
revel6 hipotermia (36.6 °C), ritmo cardiaco de 200 latidos por minuto, ictericia,
estridor pulmonar y taquipnea. El animal fallecid, por lo que el diagnostico se hizo
post mortem, lo que revelo la presencia de nddulos de inflamacién granulomatosa
en pulmones correspondiente a heumonia granulomatosa bronquio intersticial (ver
Figura 7A), ademas de linfadenopatia, esplenomegalia y hepatomegalia (Alfaro et
al, 2019).

Se realizaron montajes de tejido pulmonar en Hematoxilina Eosina, Grocott y PAS,
observandose macrofagos con levaduras intracelulares de 2x3 pm de diametro (ver
Figura 7B), ademas, al cultivar el tejido en Agar Sabouraud Dextrosa (Oxoid®,
Thermo Fisher Scientific Inc, UK) a 28 °C durante 22 dias, se obtuvieron colonias
blanquecinas filamentosas, que al realizar el examen microscopico en lactofenol
azul revel6 la presencia de hifas hialinas septadas, microconidias esféricas y
macroconidias tuberculadas o equinuladas identificAndose como la fase saprofitica
de Histoplasma capsulatum (ver Figura 7C). Se cultivd en Agar Infusion Cerebro

Corazon a 37 °C, pero no se logré demostrar el dimorfismo (Alfaro et al, 2019).

Cabe destacar que tanto el Laboratorio de Patologia como el Laboratorio de
Micologia de la Escuela Veterinaria de la Universidad Nacional ya han reportado
otros casos en gatos y perros, por lo que muy probablemente exista una prevalencia
mas alta de histoplasmosis en estos animales domeésticos en el pais que no se esta
publicando debido al subregistro de casos. Es importante resaltar que el registro de

casos en estos animales cobra importancia por el hecho de que constituyen un
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indicador indirecto del riesgo que corre el ser humano para adquirir la infeccion
debido a la exposicion a la fuente de contaminacion en comun (Alfaro et al, 2019).

Figura 7. A) Multiples lesiones correspondientes a noédulos de inflamacion
granulomatosa en pulmones de un gato doméstico con histoplasmosis diseminada.
B) Levaduras intracelulares en una célula gigante multinucleada en muestra de bazo
tefiida en hematoxilina eosina (600X). C) Micelio hialino septado y macroconidias
tuberculadas de Histoplasma capsulatum visto en lactofenol azul (100X) (imagen
tomada de Alfaro et al, 2019).

Otros animales que son susceptibles a la infeccion tanto de la forma levaduriforme
como micelial son los cerdos de guinea, roedores (Mus musculus, ratones de pata
blanca o Peromyscus leucopus, rata negra o Rattus rattus, rata gris o Rattus
norvegicus y ratas espinosas o Proechimys semispynosus), hamsters, didélfidos del
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género Didelphis sp. o Philander sp., y conejos, por lo que han sido utilizados como
modelos de histoplasmosis en estudios in vitro, ademas para aislar al hongo a partir
del suelo, aire y guano de murciélagos y aves. También se pueden infectar vacas,
dromedarios, caballos, burros, mulas, primates, erizos, zorros rojos (Vulpes vulpes),
osos cafés (Ursus arctos), mofetas rayadas (Mephitis mephitis), zorrillo manchado
(Spilogale putorius), tejones (Meles meles) y nutrias marinas (Enhydra lutris)
(Chander, 2018 y Guillot et al, 2018).

Infeccidn por Histoplasma capsulatum var. duboisii

La infeccion por Histoplasma capsulatum var. duboisii se ha reportado en babuinos
(Papio cynocephalus) del oeste de Africa. Produce infeccion secundaria en piel,
tejido subcutaneo y nddulos linfaticos en forma de pequefas papulas y granulomas
supurativos, con ausencia de afectacion en pulmén y visceras, debido a que se
considera menos virulento que Histoplasma capsulatum var. capsulatum (Guillot et
al, 2018).

Esta subespecie no se ha encontrado afectando ganado, pero si en seres humanos
y otros mamiferos como murciélagos (Nycteris hispida y Tadarida pumila) y 0sos
hormigueros (Orycteroporus afer) (Guillot et al, 2018).

Infeccidn por Histoplasma capsulatum var. farciminosum

La histoplasmosis causada por esta variedad es una enfermedad debilitante que se
conoce como la histoplasmosis farciminosi o linfangitis epizodtica, en la cual el
agente etioldgico se considera hospedero especifico en caballos, mulas, burros y
perros, pero se ha recuperado también de gatos y tejones, y se cree que el ser
humano podria llegar a ser afectado eventualmente. La clinica se puede manifestar
en cuatro presentaciones: asintomatico, ocular, cutaneo y respiratorio, de las cuales

puede haber presentaciones mixtas (Chander, 2018 y Guillot et al, 2018).

En el continente africano se reporta frecuentemente la histoplasmosis en caballos
asociado a Histoplasma capsulatum var. farciminosum, pero se cree que los
cuadros en caballos podrian ser causados también por otras variedades del hongo.

En los caballos, la enfermedad se distribuye en el medio este del continente
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africano, asi como en Argelia, Angola, Chad, Cameroon, Egipto, Etiopia, Ghana,
Marruecos, Nigeria, Togo, Tunisia, Senegal y Sudan, también en Japdn, Filipinas,
China, India, Indonesia, Iraq, Israel, Pakistan y Siria, y se considera erradicada de
Europa. En Centroamérica y Suramérica también se ha informado de casos
esporadicos, probablemente importados, pero casi no hay informacion de su reporte
en la literatura (Chander, 2018, Guillot et al, 2018 y Teixeira et al, 2016).

La enfermedad es tan severa en los caballos de paises como Etiopia que se le ha
llamado “el SIDA de los caballos” debido a que genera un impacto economico
importante en esta industria de caballos de tiro ya que se ha estimado que produce

la pérdida del 50 % de las ganancias diarias (Guillot et al, 2018).

Curiosamente, la infeccidon causada por Histoplasma capsulatum var. farciminosum,
ya se ha reportado en gatos residentes de Suiza y del este de Francia, en el 2013 y
2014, respectivamente, donde se evidencio que la infeccion se limitaba a lesiones
cutaneas, y el diagndstico se realizd por histopatologia, asi como por biologia
molecular (PCR y MLST) (Guillot et al, 2018).

La principal forma de transmision de Histoplasma capsulatum var. farciminosum en
caballos y muy posiblemente en otros animales, es la inoculacion, principalmente
por la contaminacion de heridas de estos animales, pero también puede ser por
inhalacion o por via conjuntival. Se ha obtenido resultados inconsistentes al
experimentar con el medio de transmision percutdnea al inocular de forma
subcutanea o intradérmica pus que contiene levaduras de esta variedad del hongo
en caballos. Ademas, también se ha sospechado de la transmisién directa entre el

animal infectado y el sano al contacto durante el apareamiento (Guillot et al, 2018).

En Africa, se cree que las moscas del género Musca sp. y Stomoxys sp. transmiten
mecanicamente el agente etiolégico entre los animales, esto debido a que se ha
aislado la subespecie farciminosum en el tracto digestivo de moscas hematéfagas,
ademas se hipotetiza que las pulgas podrian estar también involucradas en esta
transmision,. Las lesiones cutaneas en caballos tienden a atraer mas moscas lo que

empeora la severidad de la enfermedad (Chander, 2018 y Guillot et al, 2018).
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Los cambios estacionales podrian tener un efecto importante en la eficacia de la
transmision directa de esta variedad en estos animales, debido a que, en época
lluviosa, el lodo en las heridas retrasa su proceso de curacion por lo que incrementa
el riesgo en los caballos. Ademas, la contaminacién tellrica, es decir la debida a
causas naturales y no por el ser humano, como por ejemplo por el curso del agua,
podria explicar porque las zonas mas afectadas en la infeccidén primaria son zonas

expuestas como extremidades, fosas nasales y ojos (Guillot et al, 2018).

El cuadro cutaneo estd dado por nodulos subcutdneos multifocales
piogranulomatosos de 0.5 cm a 3 cm de didmetro, duros e indoloros, aislados o en
cadena, ademas las lesiones pueden progresar a través de las extremidades
produciendo cojera debido a que las levaduras y leucocitos infectados con estas
pueden diseminar por vasos linfaticos al tejido adyacente (ver Figura 8 y Figura 9).
El periodo de incubacién de las lesiones cutaneas es de 1-7 meses (Chander, 2018
y Guillot et al, 2018).

En piel, el hongo induce una respuesta inflamatoria caracterizada por granulocitos,
macrofagos y células gigantes multinucleadas, ademas de una reaccion fibrosa y
edematosa alrededor de los nédulos. Esta tumoracién va de 5 cm a 30 cm de
diametro y puede evolucionar a fistulas. Se forman también abscesos que
descargan un pus amarillento que contiene las levaduras, asi como macréfagos y
granulocitos. Cuando el tejido de granulacion aparece, se forma las Ulceras que son
de bordes invertidos con borde activo amarillento con pus que generalmente se
presentan en extremidades, térax, pecho, cuello y cabeza, que pueden ser

sobreinfectadas por bacterias (Guillot et al, 2018).

Puede haber afectacion de érganos genitales y hueso, y no es frecuente que las
lesiones en piel se ubiquen también en mucosas (oral, conjuntiva, nasal y epitelio

respiratorio) (Guillot et al, 2018).

El cuadro respiratorio se caracteriza por la presencia de lesiones piogranulomatosas
dentro de la mucosa nasal y el parénquima pulmonar que podrian llegar a
desencadenar una infeccién multisistémica. El periodo de incubacién del cuadro

respiratorio va de semanas hasta 2 meses (Chander, 2018).
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Al examen directo se observan levaduras en tejido que son similares a las levaduras
de Histoplasma capsulatum var. capsulatum, que al cultivar por ejemplo en Agar
Sabouraud Glucosado + 2.5 % glicerol, crece una colonia humeda, glabra, granular,
arrugada, color gris a blanca que tiende a hacerse café, que se desarrolla muy
lentamente en alrededor de 3 meses a 25 °C, tendiendo a tener menos micelio aéreo
en comparacion con las otras variedades, donde se ha observado que en Agar
Sabouraud Dextrosa produce micelio aéreo corto, irregular, curvo y ramificado, con
cuerpos redondos a ovales rudimentarias, por lo que es necesario inducir la

esporulacion en Agar Extracto Suelo (Chander, 2018).

Como tratamiento se administra Itraconazol en dosis de 200-600 mg por dia, y si la
infeccion es diseminada se administra Anfotericina B con remocion quirdrgica de las
lesiones cutdneas. Se reportan relapsos aun después de administrado el
tratamiento (Chander, 2018).

La Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE por sus siglas de su antiguo
nombre de Oficina Internacional de Epizootias, actualmente en inglés World
Organisation for Animal Health) establece que el antifiangico de eleccion para el

tratamiento de la linfangitis epizodtica es la Anfotericina B (Guillot et al. 2018).

Otro tipo de tratamiento aplicados en caballos es el uso de yoduro, mercurio,
arsénico e Imidazoles, que se consideraron eficientes, pero duran mas en surtir
efecto, son relativamente caros y toxicos, y en combinacion con la remocion
quirargica de la lesion y su cauterizacion, la recuperacion se puede alcanzar en 4 a
6 semanas (Guillot et al, 2018).

Como prevencion se cree que sacrificar a los caballos infectados y la practica de
normas higiénicas estrictas puede prevenir la diseminacion de la enfermedad en
estos animales, el problema radica en que no siempre es posible sacrificar los
caballos en sitios endémicos donde representan el sustento de muchas familias ya

sea para el transporte u otras actividades (Guillot et al, 2018).

A raiz de esta situacion, recientemente se ha desarrollado una vacuna viva

atenuada contra la linfangitis epizodtica, desarrollada y probada en China, que
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informa de la proteccion de 75.5 % de los caballos vacunados con una inmunidad
generada que persiste por mas de 2 afos, pero dicha vacuna adn no se encuentra
disponible comercialmente ya que aln se encuentra en investigacion ciertas

reacciones adversas que se han presentado (Guillot et al, 2018).

Figura 8. A) Lesiones nodulares y ulcerosas de un caballo con linfangitis epizo6tica
en Etiopia. B) N6dulos con un patron en cadena en rostro (imagen tomada de Guillot
et al, 2018).
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Figura 9. A) Lesiones cutaneas en extremidad anterior y B) cabeza en un burro, C)
donde se observa levaduras de Histoplasma capsulatum var. farciminosum, en el
examen directo del exudado purulento de las lesiones al tefiir en Gram (imagen

tomada de Powell et al, 2015).
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5-EPIDEMIOLOGIA

5.1-Distribucion Geogréfica

La histoplasmosis es una micosis cosmopolita, tanto urbana como rural, reportada

en todos los continentes a excepcion de la Antartida (Gomez, 2011 y Sanchez et al,

2010). Ademas, es una enfermedad pulmonar endémica (Diaz, 2018), por lo que se
considera de baja endemicidad a Europa y Oceania, de endemicidad moderada a
Africa y el sur de Asia y de endemicidad elevada a América (ver Figura 10 y Cuadro

), (Teixeira et al, 2016).
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Figura 10. Distribucion geografica de Histoplasma capsulatum var. capsulatum
(areas moradas) e Histoplasma capsulatum var. duboisii (areas sombreadas)
alrededor del mundo. Los circulos indican los casos reportados de histoplasmosis
en pacientes HIV positivos en fase SIDA autoctonos de cada pais (imagen tomada

de Bahr et al, 2015).
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Cuadro lll. Paises endémicos de histoplasmosis por region y otros lugares con
menor reporte de casos (informacion tomada de Ashraf et al, 2020, Diaz, 2018;
GOmez, 2011; Sanchez et al, 2010 y Teixeira et al, 2016).

Estados Unidos (Valles de Missouri,
San Lorenzo y Ohio) y sur de Canada
(Quebec y Ontario, a lo largo de las
vias maritimas de San Lorenzo y la
cuenca de drenaje de los Grandes
Lagos)

México, Honduras, Guatemala,
Nicaragua, Costa Rica, Panama,
Puerto Rico, Belice, Jamaica, Cuba,
Martinica, Surinam, Guyana Francesa,
Colombia, Venezuela, Brasil, Perq,
Ecuador y Argentina
Sur de Africa (Suréfrica, Tanzania y

Africa Zimbabwe), Africa Subsahariana y
Africa occidental y central

Sur de Asia (China, India y Tailandia)

pero con menor cantidad de casos en

Norteamérica

América Latina

Asia Malasia, Indonesia, Myanmar y
Filipinas
Otros (menor reporte de casos) Oceania (Australia) y Europa

Es interesante mencionar que, en paises como Estados Unidos, si bien los Valles
de Missouri, San Lorenzo y Ohio, son considerados las zonas endémicas, en los
tltimos afios, se han observado microfocos de contaminacion de Histoplasma
capsulatum evidenciado con casos nuevos en los estados costeros del Atlantico
medio del pais, California, Arizona, Idaho, Montana, Florida, areas rurales de Nueva
York y el norte de las zonas clasiscas endémicas como Minnesota, Wisconsin y
Michigan, lo que sugiere gque hay cambios en el uso que el ser humano le da a la
tierra y también cambios climaticos, que han permitido la expansion geografica de
las areas donde este hongo puede sobrevivir (Ashraf et al, 2020 y Linder y
Kauffman, 2019).

Paises como Brasil, Argentina, India y Surafrica se consideran de alta prevalencia

de casos causados por Histoplasma capsulatum var. capsulatum (Bahr et al, 2015)
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y actualmente, son regiones de alto riesgo Costa Rica, Cuba, Trinidad y Puerto Rico,

debido a la visita de cuevas por exposicidon a murciélagos y el guano (Diaz, 2018).

En Perl se ha reportado en la zona del Alto de Huallaga que es una zona de
atraccion turistica compuesta por cuevas donde la mayor cantidad de casos se
reporta en el distrito de Rupa Rupa (Tingo Maria) debido a que se ubica la cueva de
las lechuzas que representa un importante atractivo turistico del pais ademas de
contar con la presencia de murciélagos de la especie Steatornis caripensis donde
también se ha aislado Histoplasma capsulatum del suelo de la cueva (Sanchez et
al, 2010).

Generalmente, los casos de histoplasmosis reportados en Europa son debidos a
casos importados, pero ya se han informado de casos autoctonos en lItalia (Linder
y Kauffman, 2019). En el 2008 se reporté el primer caso autdéctono de
histoplasmosis en el este de Europa en Turquia y en el 2018 el primer caso de
histoplasmosis en Israel en el Medio este, en Asia, donde en este ultimo caso se
presentd en una mujer de 53 afios previamente sana que vivia cerca de las cuevas
de Galilee donde se ha aislado Histoplasma sp., la mujer presenté linfopenia con
pérdida de peso crénico, ronquera y una masa en la mucosa laringea que contenia
multiples levaduras intracelulares en histiocitos observados en la biopsia (Diaz,
2018).

En paises asiaticos como China la distribucion de la histoplasmosis se traslapa con
la distribucion de talaromicosis en muchas areas del pais, al igual que en Tailandia,
por lo que el diagnédstico diferencial es muy importante, de hecho, en Tailandia la
histoplasmosis compite con la talaromicosis como una micosis oportunista

diseminada en pacientes HIV positivos (Bahr et al, 2015 y Linder y Kauffman, 2019).

El centro de Africa Subsahariana y oeste de Africa se considera una zona
coendémica de la histoplasmosis africana causada por Histoplasma capsulatum var.

duboisii junto con Histoplasma capsulatum var. capsulatum (Diaz, 2018).

La histoplasmosis africana se restringe a Africa Subsahariana involucrando a los

paises del oeste de Africa principalmente pero también del centro de Africa,
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alrededor del ecuador y las islas de Madagascar. La mayoria de casos provienen
de Nigeria pero también se ha reportado la enfermedad en otros paises africanos
como por ejemplo Niger, Senegal, Congo, Tanzania, Zaire, Kenya, Gabon y Uganda
(Ashraf et al, 2020 y Chander, 2018). También se han reportado casos esporadicos
causados por Histoplasma capsulatum var. duboisii en Centro y Sur Ameérica,
Oceania, en el norte de Africa Subsahariana y en Europa, pero estos casos son
importados (Bahr et al, 2015 y Guillot et al, 2018).

En el 2015, se reportd el primer caso de histoplasmosis africana en Kerala, al sur

de la India, en un paciente que nunca viaj6 al extranjero (Chander, 2018).

5.2-Frecuencia

Frecuencia en México, Centroamérica vy el Caribe

Historicamente los pacientes HIV positivos han sido el grupo que se ha visto méas
afectado por las micosis endémicas como lo es la histoplasmosis, pero a partir de
1990, la prevalencia de la histoplasmosis diseminada ha disminuido por la mejora
al acceso de la terapia HAART, aunque la enfermedad se mantiene actualmente
debido a que todavia hay personas que no tienen acceso a la terapia o que
presentan fallo de esta, principalmente en la poblacién de los paises mas pobres de

Latinoamérica (Colombo et al, 2011).

Segun la OMS cada afio se registran 15 600 nuevos casos de histoplasmosis por
afo en la Region de las Américas que provoca 4500 muertes de personas HIV
positivas (OMS, 2020). Ante esta situacion, se considera que Centroamérica junto
a Suramérica contribuyen a aportar la mayoria de los casos de histoplasmosis

alrededor del mundo (Teixeira et al, 2016).

Ademas, la falta de programas de vigilancia y de capacidad diagndstica de muchos
centros de salud generan un subregistro de casos en los paises latinoamericanos
como por ejemplo México, donde de por si la enfermedad esta presente en un
namero importante de personas por afio (Ashraf et al, 2020).

En México, se estima una incidencia de la histoplasmosis de 0.1-0.29 casos por 100

000 habitantes, siendo la histoplasmosis pulmonar primaria la presentacion clinica
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de la enfermedad mas relevante. En el periodo entre afio 1953 a 1997, se
registraron 102 brotes de histoplasmosis correspondientes a 1444 casos (Gomez,
2011). Ademas, hay 112-325 casos de histoplasmosis pulmonar aguda o
diseminada por afio en el pais, principalmente en el centro y sur de los estados de
Veracruz, Oaxaca, Campeche, Tabasco y Chiapas (Ashraf et al, 2020).

En Centroamérica, debido a que la histoplasmosis no es una enfermedad de reporte
obligatorio, no se cuenta con datos actualizados de su frecuencia, aunque se sabe
de la endemicidad de la enfermedad en estos paises. En Guatemala, se estimaba
que cerca del 1 % de la poblacion estaba infectada para el 2007, a pesar de la
epidemia de HIV/SIDA, por lo que se esperaria que el numero de casos hayan
aumentado con los afios. En un estudio se informé de 48 pacientes con
histoplasmosis pulmonar diseminada que presentaban un conteo de células CD4+
de (1 a 193) células/pL, donde el 40 % murid, sugiriendo que la histoplasmosis es
una micosis oportunista importante a tomar en cuenta en esta poblacién de

pacientes del pais (Gomez, 2011).

En Panama, mediante estudios efectuados en el Hospital Arnulfo Arias Madrid en la
Ciudad de Panama entre el afio 1997 al 2003, se encontr6 104 pacientes HIV
positivos en fase SIDA con histoplasmosis, y solo 13.5 % recibieron terapia
antirretroviral al comienzo de los sintomas de la histoplasmosis lo que demuestra la
importancia del diagnéstico de la histoplasmosis y el tratamiento tempano en esta

poblacion (Gémez, 2011).

También hay casos de histoplasmosis pulmonar aguda reportados en la literatura
para otros paises centroamericanos como por ejemplo Nicaragua y Costa Rica, asi
como también casos de histoplasmosis diseminada provenientes de Costa Rica
(Colombo et al, 2011).

La histoplasmosis también esta presente en los paises del Caribe, ya que hay casos
y brotes reportados en Republica Dominicana y Cuba, e inclusive mas
recientemente se ha identificado a Jamaica como un pais endémico de la
enfermedad (Ashraf et al, 2020). Por ejemplo, en Cuba han ocurrido brotes en las

provincias de La Habana, Matanzas, Pinar del Rio, Ciego de Avila y el municipio de
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la Isla de Juventud, donde uno de estos brotes lleg6 a afectar hasta 300 personas.
Cabe resaltar que la histoplasmosis si es una enfermedad de reporte obligatorio en
Cuba (Fernandez et al, 2011).

Frecuencia en Costa Rica

El primer caso de histoplasmosis en Costa Rica reportado en la literatura data de
1958. El paciente era una nifia de 4 afios a quien se le diagnosticé la histoplasmosis
mediante la observacion del hongo en una muestra de ganglio cervical (Mohs y
Jiménez, 1969).

Al igual que muchos paises latinoaméricanos, la histoplasmosis en Costa Rica no
es una enfermedad de reporte obligatorio, por lo que el conocimiento que se tiene
de esta micosis proviene de la experiencia profesional del microbidlogo encargado
del area de micologia médica de los diferentes centros de salud y hospitales del
pais, asi como de los pocos casos reportados en la literatura (ver Cuadro 1V)
(Negroni, 2011).

Desde la década de los 80, se ha reportado otros casos de esta micosis en el pais,
por ejemplo, en el afio 1982 se publié un caso de histoplasmosis diseminada en una
nifia de seis meses de edad atendida en el Hospital Dr. Fernando Escalante Pradilla
de San Isidro de El General. La paciente provenia de Buenos Aires de Puntarenas
y presentaba gastroenteritis, hepatoesplenomegalia, bronconeumonia y
deshidratacion. Como antecedentes la paciente padecia de malnutricion y vivia en
condiciones deplorables de higiene en su hogar. Al realizar examenes de laboratorio
se evidencid pancitopenia y levaduras intracelulares dentro de células reticulares al
examen directo en médula 6sea, por lo que se diagnosticé como histoplasmosis
diseminada y se tratd con Anfotericina B y Sulfas hasta que logro resolver

completamente (Calderén et al, 1982).
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Cuadro IV. Casos publicados de histoplasmosis en la poblacién de Costa Rica
(total de 186 casos).

NUmero de

Diagndstico Factor de Riesgo I_Denodo ole Referencia
casos Tiempo (afio)
1 Histoplasmosis Pacierjte de 4 1958 Mohs y Jiménez,
anos 1969
Pacientes con
edades entre 5
12 Histoplasmosis | meses a 10 afios 1967-1969 Mohs y Jiménez,
(algunos con 1969
desnutricién)
Paciente
pediatrico con
1 Histoplasmosis maln'u'trluon y 1982 Calderé6n et al,
Diseminada cono[|(:_|ones de 1982
vivienda
inadecuadas
Pacientes
pediatricos
40 Histoplasmosis (algunos con 1983-1996 Odio et al, 1999
Diseminada deficiencia de
células T)
Paciente
Histoplasmosis hemofilico HIV Cordero et al,
1 Diseminada positivo en fase 1980-1986 1988
SIDA
Estudiantes
universitarios que
17 Histoplasmosis visitaron cueva 1988 CDC, 1988
Pulmonar donde habitaban
murciélagos
Turistas nifios y
adultos que
51 Histoplasmosis visitaron cueva
Pulmonar Aguda | donde habitaban 1998-1999 Lyon et al, 2004
murciélagos
Ulcera Colbnica Paciente adulto
debida a HIV positivo
1 Histoplasmosis y trabajador del 2001 Garzona y Solano,
. ) 2001
Tuberculosis sector de turismo
Histoplasmosis | Pacientes adultos Hernandez et al,
28 Diseminada HIV positivos 2004-2007 2012
15 H|st(§)$izr205|s Pacientes gdultos 2008-2012 ViIJanbos y
; HIV positivos Rodriguez, 2014
Progresiva
Paciente adulto
1 Histoplasmosis con,etllhsmo 2010 Rojas y Zumbado,
Diseminada cronico y 2010
malnutricién
Pacientes
pediatricos en
18 Histoplasmosis contacto con 2010-2019 Batalla, 2020
Diseminada gallinas o
murciélagos
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Esa misma década, a raiz del brote de SIDA, se realiz6 un estudio retrospectivo de
casos en pacientes hemofilicos en Costa Rica entre el afio 1980 y 1986, que dejo
en evidencia que uno de los pacientes hemofilicos HIV positivos en fase SIDA
fallecio por un cuadro de histoplasmosis diseminada de 18 meses de evolucion. Por
lo que para el afio 1986 se reconoce a la histoplasmosis sistémica como una de las
causas principales de muerte en este tipo de pacientes con SIDA en el pais (Cordero
et al, 1988).

En el afio 1988, se registrd el primer brote de histoplasmosis en Costa Rica, en 17
estudiantes universitarios (con una edad promedio de 24 afios) que visitaron una
cueva del Parque Nacional de Santa Rosa, en la Provincia de Guanacaste, en
donde se encontro la presencia de murciélagos y guano. Los pacientes presentaron
fiebre (93 %), dolor de cabeza (87 %), tos (80 %), disnea (80 %), dolor de pecho (73
%) y mialgia (53%). Solo dos fueron hospitalizados y todos se recuperaron sin
tratamiento antifingico (CDC, 1988).

Este brote evidencié que Costa Rica es un sitio con condiciones adecuadas para el
desarrollo del hongo por el clima, floray faunda, por lo que autores como Hernandez
et al (2012) estiman que el pais es una zona endémica de histoplasmosis
(Hernandez et al, 2012). Entre el afio 1998 y 1999 se inform6 de otro brote de
histoplasmosis pulmonar aguda en turistas tanto nacionales como extranjeros que
visitaron las Cavernas de Venado en San Carlos, en la zona norte del pais, donde
se vieron implicados 51 personas (44 nacionales y 9 extranjeros) que comprendian

tanto nifios como adultos (Lyon et al, 2004).

En el afio 2001, se registré un caso de una Ulcera colénica en un paciente de 35
afos HIV positivo, trabajador del sector turistico que ingreso6 al Hospital Dr. Rafael
Angel Calderén Guardia por un cuadro de transtorno gastrointestinal no especifico
de 3 afios de evolucion. Al efectuar el ultrasonido se encontré dos segmentos
colénicos con paredes engrosadas. La gastroscopia revelé6 mdultiples Ulceras
gigantes de 10 cm de diametro en el colon ascendente y al tomar biopsias se
descubrié mediante el examen directo en PAS levaduras intracelulares dentro de

macrofagos, y bacilos similares a micobacterias al examen directo en Ziehl Neelsen
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y Fite Faraco, por lo que se concluy6 que el cuadro clinico se debia a tuberculosis
e histoplasmosis que diseminaron por la condicibn de inmunosupresion del
paciente. EI paciente resolvio el cuadro clinico gracias al tratamiento con
antibiéticos (Rifampicina, Isoniacida, Pirazinamida, Etambutol y Trimetroprim
Sulfametozaxol), antirretrovirales (Zidoduvina, Lamiduvina y Efavirenz) e

Itraconazol (Garzona y Solano, 2001).

Uno de los estudios de reporte de casos de histoplasmosis mas completos en el
pais es el efectuado por Herndndez et al (2012) en pacientes HIV positivos del
Hospital Rafael Angel Calderon Guardia. El trabajo consisti6 en un estudio
observacional y retrospectivo entre el afio 2004 al 2007 de pacientes HIV positivos
mayores de 18 afios, donde 28 pacientes fueron diagnosticados con histoplasmosis
(Hernandez et al, 2012).

En el estudio, el 87.5 % de pacientes eran masculinos y con una edad media de
33.4 afos. El 62.5 % de pacientes presentaban un recuento de linfocitos CD4+
menor a 50 células/mm?3y 87.5 % una carga viral por encima de 50000 copias. La
mayoria padecian un cuadro de histoplasmosis diseminada (95.8 %). En todos los
afos de estudio hubo casos diagnosticados (proporcion de 20.8 % casos por afio)
(Hernandez et al, 2012).

La mayoria de casos en este estudio presentaban fiebre, fatiga, perdida de peso,
sudoracion nocturna y hepatoesplenomegalia, ademas de anemia y leucopenia, y
elevacion de enzimas hepéticas (deshidrogenasa lactica, aspartato amino
transferasa y la fosfatasa alcalina) e hiponatremia e hipoalbuminemia, y elevacion
de la proteina C reactiva y velocidad de eritrosedimientacion. Entre las
enfermedades concomitantes a las histoplasmosis méas frecuentemente
encontradas se puede mencionar la candidiasis en tracto gastrointestinal superior y
la neumonia por Pneumocystis jirovecii (45.8 % y 41.6 % de los casos

respectivamente) (Hernandez et al, 2012).

El diagndstico se llevé acabo mediante el cultivo y frotis con Giemsa o Wright, de
sangre periférica y medula 6sea, e histopatologia (biopsia de bazo, pulmén y ganglio

cervical), resultando el cultivo de sangre periférica y médula 6sea como los métodos
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diagnosticos mas sensibles (sensibilidad de 37.5 % y 54.2 % respectivamente). Los
pacientes fueron tratados con terapia dual de Anfotericina B seguido de Itraconazol,
o solamente Anfotericina B o Fluconazol. En este ultimo panorama de monoterapia

se obtuvo los menores porcentajes de curacion (Hernandez et al, 2012).

En el 2014 se publicaron los resultados de otro estudio retrospectivo de casos de
histoplasmosis diseminada en pacientes HIV positivos atendidos en el Hospital San
Juan de Dios, entre el afio 2008 y 2012. En dicho estudio se encontré 15 casos
diagnosticados por cultivo, examen directo de médula 6sea y biopsia, los cuales,
tenian un promedio de edad cercano a los 35 afios (60 % hombres), 86.7 % eran
HIV positivos y poseian en promedio 60 células/mm?® de linfocitos CD4+. Los
pacientes presentaron histoplasmosis diseminada aguda progresiva, y solo dos
padecieron compromiso intestinal (Villalobos y Rodriguez, 2014).

Mediante este estudio, Villalobos y Rodriguez (2014) dilucidaron que el tratamiento
en combinacion de antirretrovirales y Anfotericina B desoxicolato, y una segunda
linea de tratamiento con Fluconazol (para evitar las interacciones medicamentosas
gue pueda tener el Itraconazol con los antirretrovirales del grupo de los inhibidores
de la transcriptasa reversa no nucledsidos, ya que ambos son metabolizados por
el Citocromo P450 3A4) mejora la respuesta clinica de estos pacientes evitando
recaidas, a pesar de que los autores sugieren que el Fluconazol posee menos

actividad contra Histoplasma capsulatum (Villalobos y Rodriguez, 2014).

Otro caso de histoplasmosis diseminada también fue reportado en el afio 2010 por
Rojas y Zumbado (2010) en el Hospital Max Teran Valls en Quepos, Puntarenas,
en un paciente masculino de 51 afios con etilismo crénico, malnutricion y
hemoglobina baja de 6.8 g/dL que ingreso6 por un cuadro febril. El diagnéstico fue
efectuado por el hallazgo de levaduras intracelulares en los macrofagos al realizar
el examen directo del aspirado de médula 6sea. El paciente se traté con Anfotericina

B, Metronidazol y Dexametasona pero al final fallece (Rojas y Zumbado, 2010).

La poblacion pediatrica de Costa Rica también se ha visto afectada por esta micois.
En el afio 1969, Mohs y Jliménez, registraron 12 casos de histoplasmosis en

pacientes con edades entre los 5 meses y 10 afios del Hospital Nacional de Nifios
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Dr. Carlos Saenz Herrera. También en 1999, Odio et al, publicaron un estudio
efectuado entre el afio 1983 y 1996, donde se encontrd 40 casos de histoplasmosis
diseminada infantil (24 masculinos, con edad promedio de diagnostico de 15.3
meses). Los pacientes presentaron fiebre, hepatoesplenomegalia y anormalidades
hematoldgicas. El diagndstico se fectud por histologia y cultivo de médula 6sea,
biopsia de higado, bazo y nddulos linfaticos, y lavado bronqueoalveolar. Todos los
pacientes fueron tratados con Anfotericina B y Azoles orales durante 3 meses, y

s6lo 4 murieron (Odio etal, 1999).

Otro estudio mas reciente que ha dejado en evidencia la presencia de la
histoplasmosis en la poblacion pediatrica de Costa Rica es el trabajo de Batalla
(2020) que consistié en un estudio retrospectivo, descriptivo y observacional en
pacientes pediatricos con histoplasmosis entre el afio 2010 al 2019 atendidos en el
Hospital Nacional de Nifios Dr. Carlos Sdenz Herrera. Se reportaron 18 pacientes
(72 % sexo masculino) con una edad promedio de 12 meses. Entre los sintomas
mas frecuentes que presentaron los pacientes se encontré la hepatomegalia (89 %),
la esplenomegalia (83 %) y la fiebre (78 %) (Batalla, 2020).

Es curioso mencionar que el 78 % de los pacientes en este estudio tuvieron como
factor de riesgo el contacto con gallinas o murciélagos. El diagnéstico se efectuo
mediante histopatologia (mayoritariamente de médula 6sea, pero también de tejido
pulmonar y ganglionar) y al realizar el examen directo del aspirado de médula ésea
y lavado broqueoalveolar. Solo en dos casos se hizo diagndéstico por cultivo de
lavado bronqueoalveolar y solo en un caso se obtuvo hemocultivo y cultivo de
liquido cefalorraquideo positivos. Todos los pacientes fueron tratados con
Anfotericina B desoxicolato intravenosa, registrandose 3 muertes y 3
complicaciones de linfohistiocitosis hemofagocitica secundaria. Batalla (2020)
concluye que la poblacion pediatrica menor de 2 afios tienen mayor riesgo de
desarrollar una histoplasmosis diseminada debido a la inmadurez inmunoldgica,
especificamente de la inmunidad celular, ademas también puede deberse a la
malnutricibn que genera una inmunodeficiencia secundaria pero también es

necesario descartar las inmunodeficiencias primarias (Batalla, 2020).
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Como se puede observar en los datos recopilados, la histoplasmosis es una
enfermedad que esta presente en varias regiones de Costa Rica, y debido al
subregistro de casos en los centros de salud por la ausencia de su reporte en la
literatura, deja entrever que esta enfermedad puede ser mas frecuentre en el pais
de lo que se cree actualmente. Ademas, también estd demostrado que la
histoplasmosis en Costa Rica es una enfermedad prevalente en grupos de riesgo

como lo son los pacientes HIV positivos.

Frecuencia en Suramérica

En los paises de Suramérica, la histoplasmosis diseminada esta siendo
diagnosticada con mayor frecuencia en los nuevos pacientes HIV positivos, por lo
gue se ha estimado que podria llegar a parecerse a la tuberculosis en cuanto a su
frecuencia (Ashraf et al, 2020).

En Guayana Francesa, gracias a un estudio retrospectivo del afio 2011 en
hospitales de las comunas de Saint Laurent du Maroni y Kourou de Cayena, se
demostré que la histoplasmosis es la infeccion oportunista mas frecuente en
pacientes HIV positivos en fase SIDA (1.54 casos por 1000 personas por afo)
seguido de la candidiasis esofagica, toxoplasmosis cerebral y tuberculosis (Gémez,
2011).

En Venezuela, estudios realizados entre el afio 2004 al 2005, en Bolivar,
evidenciaron que en 66 pacientes HIV positivos en fase SIDA que fallecieron, la
histoplasmosis se encontraba presente en el 44 % de las autopsias efectuadas.
Ademas entre el afio 2000 al 2005, en un estudio realizado en Caracas, se vio que
en 158 pacientes con histoplasmosis, 85 % tenian un factor de riesgo (34 % eran
HIV positivos en fase SIDA, 13 % enfermedades malignas, 12 % estaban en
contacto con murciélagos y aves de corral, 10 % de los pacientes eran menores de

2 afios y 7 % eran mayores de 65 afios) (Bahr et al, 2015 y Gomez, 2011).

En Colombia, la dltima encuesta realizada del afio 1971 evidencié que 6 millones
de personas del total de la poblacion (33 millones) estaban infectadas. Estudios

efectuados por la CIB (Corporacién para Investigaciones Bioldgicas) e INS (Medical
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Mycology Groups of the National Institutes of Health) entre el afio 1992 al 2008,
registraron 434 casos de histoplasmosis distribuidos en los 20 departamentos del
pais. El 70.5 % de casos de histoplasmosis en adultos estaba representado por
pacientes HIV positivos en fase SIDA y 7 % de casos era pacientes con otras
condiciones de inmunosupresion. Por lo que se evidencia que la histoplasmosis es
una micosis frecuente en Colombia, especialmente en los grupos de riesgo como

los pacientes HIV positivos (Gomez, 2011).

En el 2018, se publico el estudio de Caceres et al (2018), efectuado en Medellin,
Colombia. El estudio era observacional y transversal de una cohorte de pacientes
HIV positivos en fase SIDA, entre el afio 2008 al 2011, provenientes del Hospital La
Maria. Se logré identificar 45 pacientes con histoplasmosis diseminada progresiva,
de los cuales 23 presentaban otras coinfecciones como por ejemplo tuberculosis,
pneumocistosis, criptococosis, citomegalovirus, toxoplasmosis, herpes y candidiasis
esofagica. Esto puso en evidencia que estos pacientes son propensos a presentar
otras infecciones oportunistas junto a la histoplasmosis por lo que el diagnéstico de
laboratorio apropiado es necesario para disminuir la mortalidad mediante un

adecuado tratamiento (Caceres et al, 2018).

Otro grupo de pacientes que se han visto afectados por la histoplasmosis en
Colombia son los pacientes con trasplante renal. Asi lo deja en evidencia el estudio
descriptivo y retrospectivo efectuado por Nieto et al (2014) en el Hospital Pablo
Tobon Uribe en Medellin entre el afio 2006 al 2013, donde se reportd una incidencia
del 1.1 % en 9 pacientes trasplantados que manifestaron la forma diseminada de la
histoplasmosis. El tratamiento con Anfotericina B causoé la muerte de dos pacientes
debido a la nefrotoxicidad, por lo que los demas continuaron recibiendo Itraconazol.
El tratamiento inmunosupresor que reciben estos pacientes los predispone a
infecciones agresivas por Histoplasma capsulatum, por lo que estos pacientes
deben ser considerados de riesgo para la vigilancia de la enfermedad (Nieto et al,
2014).

En Argentina, el area endémica de histoplasmosis esta compuesta de las provincias

de Buenos Aires, Santa Fe, Entre Rios, Cordoba, este de La Pampa, sur de Salta,
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norte de Tucuman, norte de Corrientes, y este y centro de Chaco (Calanni et al,
2013). Para el 2010, se estim6 que habia 7 millones de personas infectadas con
histoplasmosis (Sanchez et al, 2010) y que el 30-40 % de la poblacion ha estado en

contacto con el hongo (Ashraf et al, 2020).

En el afio 2013 se publicé un brote de histoplasmosis por exposicion laboral
(encargados del mantenimiento de caminos provinciales) en 5 pacientes, ocurrido
en el afio 2002 en la regidn de Zapala, en la provincia de Neuquén, en La Patagonia,
donde ademas se logré evidenciar la presencia del hongo a partir de muestras
ambientales de suelo, lo que sugirié que esta region debe ser estudiada mas a fondo
para poder incluirla entre las areas endémicas de histoplasmosis del pais (Calanni
et al, 2013). Con anterioridad también fue registrado otro brote en el afio 2008 en la
localidad de Morédn, al oeste de la de la provincia de Buenos Aires, en una base
aérea, donde resultaron afectados 6 cadetes al limpiar un hangar donde se

encontraban deyecciones de aves y murciélagos (Negroni et al, 2010).

Recientemente, se publicé en el afio 2020, un estudio retrospectivo y descriptivo en
pacientes pediatricos del Hospital Pediatrico Juan Pedro Garrahan entre el afio 2008
al 2016. Se encontrd 13 pacientes que presentaban la forma diseminada o pulmonar
de la histoplasmosis y algunos presentaban comorbilidades. Se demostré que la
histoplasmosis es una enfermedad a tomar en cuenta también en la poblacion
menor de 18 afios y la incidencia real en estos pacientes es desconocida en
Argentina (Voto et al, 2020).

En Brasil, se considera zonas de alta endemicidad el norte del pais (Amazona,
Roraima, Para, Amapa, Rio Grande do Norte y Bahia) y el medio oeste del pais
(Minas Gerais, Sao Pablo) y una parte del sureste del pais (Bahr et al, 2015). Entre
el afo 1958 al 2006, se inform6 26 brotes de histoplasmosis en donde se vieron
involucradas 184 pacientes (2-3 pacientes por brote). También, entre el afio 1992 al
2005 en Minas Gerais se presentd varios casos de histoplasmosis diseminada
donde el 52.6 % eran pacientes HIV positivos en fase SIDA, considerando a la
histoplasmosis como una de las principales causas de muerte en estos pacientes,

solo por debajo de la criptococosis y candidiasis (Colombo et al, 2011).
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Otros estudios realizados entre el afio 1996 y el 2006, mostraron una tasa de 4.73
casos por 1000 muertes asociadas a pacientes HIV positivos en fase SIDA que
padecen de histoplasmosis (Bahr et al, 2015) ademas este pais posee una tasa de
mortalidad de 39 %, mucho mayor a la reportada en otros paises como Estado
Unidos por lo que autores como Gomez (2011), sugieren que se debe a diferencias
genéticas de las cepas que se encuentran en Latinoamérica en comparacion con

las cepas que se encuentran en otros paises (Gomez, 2011).

Otro pais de Suramérica donde se reportaron casos de histoplasmosis pulmonar
aguda es Ecuador, ademas en Perl también se han presentado casos de

histoplasmosis diseminada (Colombo et al, 2011).

Chile posee una prevalencia estimada de la histoplasmosis de 0.1 %, dado por
casos importados ya que en el 2017 se reportaron 9 casos en inmigrantes
extranjeros (Ashraf et al, 2020), por lo que no hay casos de histoplasmosis
autoctonos del pais (Gémez, 2011).

Frecuencia en Norteamérica, Africa, Asia y otros paises

En Estado Unidos, para el afio 2010, se estimaba un numero de 30 millones de
personas infectadas con histoplasmosis (con un promedio de 200 000/afio)
(Sanchez et al, 2010).

En la ultima encuesta de histoplasmosis en el pais entre el afio 2011 al 2014, en
doce estados, se registré que la incidencia anual de la enfermedad iba de 0-4.3
casos/100 000 individuos (con un promedio de 0-39 casos/100 000 habitantes)
(CDC, 2020). Esta incidencia es un poco mayor en la poblacién adulta mayor (con
un promedio de edad de 65 afos), donde se reporté 3.4-6.1 casos por cada 100 000
individuos, reportandose tasas mayores en el oeste medio del pais. Esta
enfermedad por tanto afecta a un rango amplio de grupos etareos del pais y posee
una tasa de mortalidad del 5-13 %. Lo cual es importante dado el reporte de varios
brotes (CDC, 2020; Gomez, 2011 y Teixeira et al, 2016).

Hoy en dia se sabe que al menos 60-90 % de personas que viven en los alrededores

de las zonas endémicas del pais como por ejemplo el Valle de la Rivera de los rios
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Ohio y Mississippi, han estado en contacto con el patégenos durante su vida, segun
datos de la CDC (2020). De este porcentaje de personas, s6lo el 1 % desarrolla
sintomatologia, sin embargo, los casos pueden exceder el 50 % durante los brotes
de histoplasmosis, ademas de que el 25 % de personas HIV positivas que viven en
estas zonas desarrollaron la enfermedad diseminada. En este pais la
histoplasmosis se ha considerado una infeccion emergente en pacientes
inmunosupresos ya que se ha visto que las presentaciones diseminadas y letales
de esta enfermedad son comunes en este tipo de pacientes (Diaz, 2018 y Sanchez,
2009).

Segun los ultimos datos de la CDC, la histoplasmosis se ha reportado en 13 estados
del pais (Arkansas, Delaware, lllinois, Indiana, Kansas, Kentucky, Louisiana,
Michigan, Minnesota, Nebraska, Pennsylvania, Rhode Island y Wisconsin), siendo
de las enfermedades fuagicas por hongos dimoérfico mas frecuentes junto a la
coccidioidomicosis (reportada en 27 estados) y la blastomicosis (reportada en 5
estados) (CDC, 2020).

Ademas de Estados Unidos, la poblacion de Canada también se ha visto afectada
por esta enfermedad ya que estudios serologicos han demostrado que el hongo
infecta naturalmente a las personas, en tasas bajas, pero se reporta una mayor
prevalencia de infecciones autdctonas en las provincias de Ontario y Quebec, con
una expansion reciente a Montana. También se registré brotes en este pais como
el que se presentd en Quebec en empleados de una compafiia de demoliciéon
(Teixeira et al, 2016).

La histoplasmosis también es prevalente en el cinturén tropical de Africa,
especificamente en el oeste y centro del Subsahara al igual que en Madagascar,
donde alrededor de 300 casos de histoplasmosis fueron reportados en el afio 2007
relacionado al incremento de la poblacion HIV positiva. Se estima que la cantidad
de casos es mayor ya que existe un subregistro debido a la ineficiencia del
diagnoéstico de micosis invasivas en estos paises. También se han diagnosticado
casos de histoplasmosis en Europa importados desde Africa, los cuales son menos

frecuentes (Teixeira et al, 2016).
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Paises del sur del continente asiatico también son perjudicados por la
histoplasmosis. Por ejemplo. en los ultimos afios, se ha presentado un incremento
de la enfermedad en China. Entre el afio 1990 al 2011 se reportaron 300 casos, 75
% de los cuales provenian de la Rivera de Yangtze, y 257 casos correspondieron a
histoplasmosis diseminada progresiva ante inmunosupresion, siendo algunos
pacientes HIV positivos (Ashraf et al, 2020 y Bahr et al, 2015).

Entre el aflo 1994 al 2017, se registraron 144 casos de histoplasmosis en la India,
especificamente al oeste de Bengal, Assam, Bihar, Delhi, Haryana, Punjab y Uttar
Pradesh, pero probablemente los casos estuvieron subdiagndésticados por lo que

podrian ser muchos mas en la actualidad (Ashraf et al, 2020).

En Tailandia, a raiz de la epidemia del SIDA, entre el afio 1984 al 2010, se ha

reportado 1200 casos de histoplasmosis diseminada (Bahr et al, 2015).

Otro pais con menor numero de casos de histoplasmosis es Australia. En la
literatura se ha informado de 63 casos autoctonos entre el afio 1948 al 2009, de los
cuales, 11 eran pacientes HIV positivos en fase SIDA. Ademas, se ha logrado aislar
el agente etioldgico de diferentes fuentes como los son corrales y cuevas de aves
en el estado de Queensland y New South Wales (Bahr et al, 2015).

5.3-Fuentes de Infeccion y vias de entrada

Este hongo se puede aislar en ambientes cerrados como grutas, cuevas, tlneles,
edificios y construcciones, asi como en ambientes abiertos como por ejemplo
parques publicos donde abundan las excretas de aves y murciélagos, por lo que

estos sitios se consideran fuentes de infeccion (Sanchez, 2009).

Se ha visto que los suelos con guano de aves y murciélagos permanecen
contaminados hasta un afio después de que se eliminé los sitios donde habitan
estos animales, por lo que estos suelos también son la fuente de infeccién
(Anderson et al, 2006 y Gomez, 2011).

A pesar de que en verano estan las condiciones mas adecuadas para el crecimiento
del hongo, es la época seca donde se da la mayoria de los casos de primoinfeccion
debido a que hay mayor cantidad de aire y polvo que son los medios por donde se
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transportan las esporas (Chang y Rodas, 2012; Gomez, 2011 y Séanchez et al,
2010).

Las personas con histoplasmosis no son infectocontagiosas (Gomez, 2011). La via
de entrada tanto para la histoplasmosis americana como africana se da por
inhalacion de aerosoles provenientes de suelo, polvo, guano de aves y murciélagos,
y material vegetal, que contienen las microconidias y fragmentos de hifa, pero
también se puede dar por inoculacién cutdnea que genera una lesion chancriforme
similar a esporotricosis y coccidioidomicosis (Alverson et al, 2010; Sanchez, 2009 y
Sanchez et al, 2010).

También se tiene como via de infeccién esporadica la ingestion de microconidias o
el contacto de estas con heridas expuestas (Ortiz et al, 2015). Ademas, se ha
reportado transmision por accidentes de laboratorio en el momento que se esta

manejando cultivos del hongo (Chander, 2018).

Se reporta también la transmision por trasplante de 6rganos, en especifico por
trasplante de rifidn en dos pacientes de zonas no endémicas a partir del mismo

donador de una zona endémica, en el afio 2000 (Diaz, 2018).

En el caso de la histoplasmosis africana, también se ha informado como via de

transmision, las heridas contaminadas con material del suelo (Diaz, 2018).

Se cree que actividades como la quema y generacién de fuego podrian constituir un
medio de transmision de las microconidias mediante aerosoles generados (Diaz,
2018).

Nunca se ha reportado la transmision entre animales de compafia y el ser humano,
pero se cree que las mascotas pueden considerarse centinelas de la posible
exposicion que tiene el ser humano a sitios donde pueda contraer la enfermedad, lo
gue es muy importante en el caso de duefios inmunocomprometidos, ya que se ha
reportado la infeccién simultanea de duefio y mascota ante la misma fuente de
exposicion (Guillot et al, 2018). Ante esta situacion la enfermedad no se considera
una zoonosis sino mas bien una sapronosis porque el hongo se adquiere en la

naturaleza donde esta presente en su fase saprofitica (Fernandez et al, 2011).
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En el afio 2010, Se reportd la transmision vertical de la enfermedad, en una nifia de
4 semanas de nacida, hija de una madre guatemalteca HIV positiva y con linfoma
de Hodgkin, inmigrante residente de Rhode Island, Estados Unidos desde hace 2
afos. La recién nacida presentaba trombocitopenia, fiebre y lesiones cutaneas
maculopapulares, era HIV positiva, ademas mostraba candidiasis oral y al tefiir con
tincion de Wright el frotis de sangre periférica se observo levaduras intracelulares
dentro de neutréfilos y monocitos, y se evidencio la presencia de Histoplasma
capsulatum con el cultivo del liquido espinal por lo que se realiz6 el diagnostico de
histoplasmosis diseminada. Se confirmé la histoplasmosis activa tanto en la recién
nacida como en la madre mediante un ensayo inmunoenzimatico o EIA (por sus
siglas en inglés de Enzyme Immunoassay) para la deteccion del antigeno urinario.
La paciente fue tratada con Itraconazol, Anfotericina B y terapia antiretroviral. Este
caso constituye el primer caso de transmision congénita de histoplasmosis que
progresa a la forma diseminada en una paciente de una zona no endémica
(Alverson et al, 2010).

Otro caso confirmado de transmision vertical de histoplasmosis es el reportado en
Missouri, Estados Unidos, donde una mujer de 23 afios HIV positiva en fase SIDA
con 22 semanas de gestacion presentaba fiebre, sudoracion nocturna, diarrea y
dolor abdominal, por lo que a la semana 25 de gestacion se le practica una cesarea
y se detecta la histoplasmosis tanto en el suero del neonato como en el liquido

peritoneal y liquido cerebro espinal (Alverson et al, 2010).

En la literatura se ha descrito en muy pocos casos la transmision transcutanea
requiriendo la presencia de lesiones expuestas y el contacto intimo entre personas,
ademas, al ser la transmision periparto posible, existe la posibilidad de que las
lesiones expuestas en la piel del pecho de la madre que entran en contacto con el
recién nacido a la hora de amamantar sea una posible via de infeccion que aun no

ha sido comprobada (Alverson et al, 2010).
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5.4-Etnia, sexo y edad

Hay mayor incidencia en la tercera y cuarta década de vida por factores
ocupacionales, pero en general se puede presentar a cualquier edad y género
siendo mas frecuente en hombres que en mujeres en una proporcion de 4:1.
Ademas se estima que, en algunas regiones de paises de Centroamérica y
Surameérica, cerca del 80 % de personas en la década de los 20 afios han sido
infectados con histoplasmosis (Gémez, 2011; Sanchez, 2009 y Sanchez et al,
2010).

Los pacientes pediatricos también se ve afectado por esta micosis. Por ejemplo
estudios efectuados en Costa Rica, entre los afios 1983 y 1996 evidenciaron 40
casos de histoplasmosis infantil donde el promedio de edad en el momento en que
se efectud el diagndstico fue a los 15 meses de nacidos siendo el menor de 6
semanas de edad (Odio et al, 1999).

También se reporta que las personas de raza blanca son un 25 % mas susceptibles

en relacion con las personas de raza negra (Sanchez et al, 2010).

En el caso de la histoplasmosis pulmonar crénica, esta se presenta con mas
frecuencia en adultos varones con historia de enfisema, fumadores cronicos con
EPOC (Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica) o bronquitis crénica, en cambio
la histoplasmosis diseminada aguda suele observarse mas en nifios de la primera

infancia al igual que la histoplasmosis diseminada subaguda (Sanchez et al, 2010).

5.5-Periodo de incubacion

Los sintomas se pueden presentar entre 1 a 3 semanas, pero también se ha
reportado de 1 a 3 dias (con un promedio de 7 a 10 dias) y hasta 1 a 5 meses. En
el caso de la histoplasmosis pulmonar aguda, el periodo de incubacion puede ser
de 10 a 16 dias (Chander, 2018; Sanchez, 2009 y Sanchez et al, 2010).

Generalmente la mayoria de las personas se recuperan de manera espontanea en
la tercera semana después de la exposicion, lo que representa el estadio leve de la
enfermedad (Sanchez, 2009).
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En casos de reinfeccion, el periodo de incubacion puede ir de 4 a 7 dias (Chang y
Rodas, 2012 y GOmez, 2011). En las areas endémicas las personas pueden
reinfectarse por otra cepa del hongo, pero con periodos de incubacion mas cortos
antes de generar la sintomatologia, ademéas se ha visto que, a mayor tiempo de
exposicion e intensidad, mas severa es la enfermedad pulmonar (Sdnchez, 2009).

5.6-Factores predisponentes

La histoplasmosis cutdnea primaria se presenta principalmente en recolectores de
guano y limpiadores de gallineros (Sanchez et al, 2010), por lo que la ocupacién es
un factor predisponente considerandose una enfermedad ocupacional y va a estar
relacionada con la exposicion a las microconidias, es decir a la exposicién a los
ambientes contaminados, por ejemplo en agricultores, cuidadores de aves de corral,
mineros, arquedlogos, espeledlogos, obreros de construccion, turistas de cavernas
y grutas, personas que trabajan derribando arboles o limpiando sétanos de casas
o lugares donde descansan aves y barriendo hojas, y trabajadores rurales de bajo

nivel socioecondmico (Sanchez, 2009; Sanchez et al, 2010 y Teixeira et al, 2016).

La visita de ambientes cerrados como cuevas, grutas Yy construcciones
abandonadas son ambientes de riesgo y generan morbilidad ocasional que podria
desencadenar casos severos, en cambio, los espacios abiertos como por ejemplo
gallineros, granjas, campos de golf, complejo de tenis y parques de atracciones
también son factores de riesgo pero que generan una alta morbilidad con baja

letalidad en pacientes inmunosupresos (Diaz, 2018 y Sanchez, 2009).

En el caso de los ambientes abiertos, se ha visto que tienden a atraer bandadas de
aves como por ejemplo las gaviotas porque les sirve de refugio temporal, por lo que
el guano esta presente en estos ambientes. En los ambientes cerrados como
cuevas Yy edificios, hay mas riesgo de adquirir la infeccion si estan presentes
actividades que generen disrupcion de estos lugares como por ejemplo

excavaciones y construcciones (Diaz, 2018).

Ademas, la intensidad de la exposicion a ambientes contaminados también se
considera un factor predisponente, que va a estar dado por la duracién de la

exposicidon y que tanto polvo genera la actividad realizada (Gomez, 2011 y Sanchez

63



et al, 2010). A baja intensidad de la exposicion, los individuos son en el 99 % de
casos asintomaticos, por lo que nunca son diagnosticados, pero ante la exposicion
de un in6culo grande, los individuos pueden exhibir una serie de sintomas que van
desde los que son autolimitados de una histoplasmosis pulmonar aguda a los que
pertenecen a una enfermedad pulmonar progresiva (Gomez, 2011).

La residencia o viajes a zonas endémicas se considera uno de los principales
factores de riesgo, por lo que se ha visto reflejado en un aumento de casos de
histoplasmosis de uno o varios clusters en diferentes lugares del mundo
principalmente por inmigrantes de América Latina y Africa Subsahariana, debido al
turismo de zonas endémicas, migracién por trabajo y programas de cooperacion
internacional, lo que cobra importancia debido a las reactivaciones por
inmunosupresiones futuras que puedan tener estas personas (Bahr et al, 2015 y
Diaz, 2018).

Desde el afio 1998 al 2008 se han reportado en Estados Unidos casos de
histoplasmosis pulmonar importados por viajes a otros paises, 262 provenientes de
México, 29 de Costa Rica, 20 de El Salvador, 11 de Ecuador y 5 de Nicaragua. En
Espafia, 9 casos importados de Guatemala y 18 casos importados de Perq, El
Salvador, Guatemala, Ecuador, Nicaragua, Venezuela, Africa, ademéas de multiples
exposiciones (Costa Rica, Ecuador, Argentina y Guayana Francesa), relacionados
a la visita de cuevas, pasaje de tuneles infestados con murciélagos, contacto con
arboles infestados de murciélagos, dormir al aire libre en bosques, actividad
agricola, estar cerca de areas de construccion de edificios, practicar entomologia 'y
visitar zonas rurales. En Canada se reportdé 14 casos provenientes de Belice. En
Francia, 13 casos provenientes de Martinica. En Inglaterra, 13 casos provenientes
de Uganda. En ltalia, 4 casos provenientes de Peru. Y en Polonia, 4 casos

provenientes de Ecuador (Bahr et al, 2015 y Diaz, 2018).

También se considera como factor de riesgo las personas que utilizan el guano
como fertilizante para cultivar plantas, ademas de otras actividades como por
ejemplo la tala y quema de bambu, donde se reporto un brote en el afio 2011 en la

zona rural de Arkansas, Estados Unidos, en 19 integrantes de una familia que
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presentaron fiebre, tos, dificultad para respirar y dolor de pecho después de 2 a 9
dias de exposicion a la tala y quema de bambu sin reporte de murciélagos en el
area pero si de la presencia de aves de la especie Agelaius phoeniceus o Tordo
sergento. Adicionalmente, en el afio 1980, se habia informado de un brote en 6
trabajadores que desarrollaron neumonia por histoplasmosis debido a la tala de

bambu cargado con guano de mirlos (Diaz, 2018).

La edad es un factor de riesgo, especificamente los extremos etarios, ya que los
nifios tienden a la diseminacion por lo que es de mal prondstico, principalmente en
nifos menores de 1 afio, informandose que la mortalidad de la histoplasmosis
diseminada en el infante es de 83-93 %, ademas se ha visto que, en algunos paises
latinoamericanos como Venezuela, las personas menores de 2 afos y mayores de
65 afios tienen mas riesgo de contraer histoplasmosis (Alverson et al, 2010; Gémez,
2011 y Sanchez et al, 2010).

Pacientes con enfermedad pulmonar crénica o inmunodeficientes como por ejemplo
diabéticos, tumores sdlidos, linfomas (Hodgkin), leucemias, corticoterapia,
alcoholismo, dialisis y Sindrome de Cushing se consideran en riesgo. La
administracion de productos biol6gicos como Infliximab o Etanercept es un factor de
riesgo importante principalmente para los pacientes reumatologicos, con
enfermedad gastrointestinal o con enfermedades dermatolégicas, que son tratados
con estos medicamentos (Bahr et al, 2015; Chang y Rodas, 2012; Colombo et al,
2011 y Sanchez et al, 2010).

Las enfermedades reumatoldgicas se consideran factor de riesgo sélo si el paciente
estd medicado con inmunosupresores. En un estudio efectuado entre el afio 1998 y
el 2009, en el centro de salud Mayo Clinic, en Minnesota, Estados Unidos, en 26
pacientes con artritis reumatoide e histoplasmosis, se observo que 12 de los
pacientes desarrollaron histoplasmosis diseminada, y 11 de esos 12 pacientes
recibian multiple terapia inmunosupresora. Del total, 16 recibian Metrotexato, 15
Corticosteroides, 5 Hidroxicloroquina, 5 Leflunomida y 15 Inhibidor del factor de
necrosis tumoral alfa 0 TNF-a (por sus siglas en inglés de Tumor Necrosis Factor

Alpha). En el caso del Inhibidor del TNF-a, el medicamento es un factor de riesgo
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importante ya que inhibe el desarrollo de la respuesta inmune granulomatosa contra
Histoplasma capsulatum, por ejemplo, en el afio 2010, se reportd también 88 casos
de histoplasmosis, en su mayoria diseminadas, en pacientes que tomaban Inhibidor
del TNF-a tanto de zonas endémicas como fuera de estas, estando la mayoria
medicados con Infliximab (Barh et al, 2015).

Los pacientes HIV positivos en fase SIDA estan en riesgo de padecer una
histoplasmosis diseminada (20-30 % de pacientes HIV positivos desarrollan
histoplasmosis diseminada aguda en paises endémicos) (Bahr et al, 2015; Chang y
Rodas, 2012; Colombo et al, 2011 y Sanchez et al, 2010).

Se ha observado que la primera manifestacion de los pacientes HIV positivos en
fase SIDA es la histoplasmosis, especificamente en el 50-75 % de los pacientes con
recuento de CD4+ <150 células/yL, lo que se considera de alto riesgo, por lo que
se indica una mortalidad del 10 % en paises con acceso a terapia antirretroviral y
aumenta a 40 % en lugares donde no se tiene acceso a la terapia (Colombo et al,
2011 y Diaz, 2018).

El principal factor de riesgo para la infeccion diseminada es el defecto en la
inmunidad mediada por células, que incluye a los pacientes HIV positivos con
conteo de CD4+ < (150 a 200) células/pL, receptores de trasplantes, pacientes que
consumen Inhibidores del TNF-a y deficiencias congénitas de las células T (Gomez,
2011).

El trasplante de 6rgano sdlido es un factor de riesgo para desarrollar histoplasmosis
debido a la medicacion inmunosupresora. En un estudio retrospectivo en diferentes
centros de salud de Estados Unidos entre el afio 2003 al 2010 en 152 pacientes
con trasplante de organo solido con histoplasmosis (trasplante de rifion, higado,
pancreas, corazén y pulmoén), se observdo que 138 de los pacientes recibian
inhibidores de la calcineurina, algunos con preparaciones de Micofenolato y
Corticosteroides. De estos pacientes, 122 desarrollaron histoplasmosis diseminada
y 15 murieron, ademas se reporté que para 132 pacientes, la deteccion de antigeno

en orina fue la prueba diagndstica méas sensible (Barh et al, 2015).
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También se ha reportado una predisposicion genética a padecer la enfermedad que
va a determinar la capacidad de diseminacion del hongo a diferentes partes del
cuerpo humano. Por lo que algunos antigenos de histocompatibilidad se han
relacionado a una susceptibilidad aumentada como por ejemplo el HLA-B7 y el HLA-
B22. Ademés, mutaciones en los genes IFNGR1 y STAT1, que codifican para el
receptor 1 del interferon y, y para el transductor de sefial y activador de transcripcion
1, respectivamente, se han relacionado a la histoplasmosis diseminada grave
(Bonifaz, 2015; Bolognia et al, 2018 y Ortiz et al, 2015).

Costumbres de los paises asiaticos como el uso de guano de murciélago como
medicina herbaria también se considera un factor de riesgo que aumenta la

probabilidad de adquirir la enfermedad en paises endémicos (Ashraf et al, 2020).
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6-PATOGENESIS

6.1-Historia natural de la enfermedad

La forma infectante son las microconidias, que al ser inhaladas pasan a vias
respiratorias a través de los bronquiolos donde los neutréfilos son incapaces de
destruir al microorganismo. Los macréfagos tisulares fagocitan las microconidias
dentro de los 10 minutos de exposicion en los alveolos pulmonares, con un
promedio de 70 microconidias fagocitadas por cada 100 macréfagos dentro de 1
hora siendo incapaces de destruirlas y generando una infeccion primaria similar a
la tuberculosis (ver Figura 11) (Bahr et al, 2015; Chander, 2018; Chang y Rodas,
2012 y Ray y Rappleye, 2018).

Figura 11. Ciclo de vida de Histoplasma capsulatum en el ser humano, se observa
de color rojo las microconidias (forma infectante) y macroconidias, donde las
primeras logran ingresar a vias respiratorias al ser inhaladas e invaden neutréfilos
y macrofagos (representado de color verde en la imagen) (imagen tomada de
Bonifaz, 2020).
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El ambiente intracelular en los macréfagos es un ambiente de pocos nutrientes y de
acidez, aqui las microconidias se transforman en levaduras (paso de un morfotipo
no virulento a uno virulento) y al fusionarse el fagolisosoma, el hongo es capaz de
incrementar el pH, lo que le permite sobrevivir y multiplicarse intracelularmente, a
pesar de quedar expuesto a anticuerpos especificos y al complemento, ya que no
se modifica la susceptibilidad intracelular del hongo, alun cuando las estructuras
fungicas opsonizadas con anticuerpos estimulan el estallido respiratorio por la
fagocitosis mediada por receptores Fc (DuBois y Smulian, 2016 y Maniscalchi y
Lemus, 2006).

La multiplicacion de la levadura produce lisis celular, y se estimula una respuesta
inflamatoria no caracteristica del hongo, quedando la infeccion controlada en
pacientes inmunocompetentes donde los macréfagos mas bien transportan las
levaduras fagocitadas a los nédulos linfaticos para su destruccion mediado por el
desarrollo de la respuesta inmunitaria de células T (Diaz, 2018 y Ray y Rappleye,
2018).

En el caso contrario, la infeccion se establece, es decir, hay una presentacion
clinica, principalmente en pacientes con deficiencia de la inmunidad innata mediada
por células T, como por ejemplo el Sindrome de Job, en el paciente con
inmunosupresion médica, por inmunosupresion relacionada a otras condiciones
como malignidades o HIV, o si el in6culo del patbgeno es muy grande (Bahr et al,
2015).

Se desarrolla una proliferacidon de histiocitos, de células gigantes y células
epitelioides formando un granuloma con o sin centro caseoso, y hay diseminacién
extrapulmonar mediante células dendriticas por via heméatica o mediante el sistema
reticulo endotelial hacia ganglios regionales, higado, bazo, piel, rifilones, conjuntiva,
médula Osea, hueso, intestino, glandulas adrenales, sistema nervioso central,
superficie de mucosas y rara vez a la glandula tiroides, senos paranasales, prostata
y epididimo, por lo que en la infeccidn crénica como aguda, progresan rapidamente
a una infeccion diseminada principalmente en personas inmunosupresas como

pacientes diabéticos, HIV positivos y HIV positivos en fase SIDA, de los cuales se
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reporta que podrian cursar con histoplasmosis cutanea, mucosa e intestinal
diseminada sin haber cursado con neumonia (Chander, 2018; Diaz, 2018; Gomez,
2011 y Sanchez et al, 2010).

Autores como Gomez (2011), consideran toda infeccion primaria como una infeccion
diseminada ya que las levaduras migran de los pulmones a cualquier érgano rico en
células mononucleares fagociticas, por lo que se retne el término de histoplasmosis
diseminada progresiva o PHD (por sus siglas en inglés de Pulmonary
Histoplasmosis Disseminated) para referirse a este cuadro y més en especifico al
crecimiento implacable de este microorganismo en diferentes 6rganos del cuerpo

humano (Gémez, 2011).

Cabe destacar que una inmunosupresion de células T permite la reactivacion de la
enfermedad en pacientes previamente expuestos que no desarrollaron sintomas
clinicos, lo que se evidencia en inmigrantes latinoamericanos o de Africa
Subsahariana que desarrollan la enfermedad pero que viven en paises no

endémicos de Europa (Bahr et al, 2015).

6.2-Factores de Virulencia

Reconocimiento antigénico y adherencia

A diferencia de otros hongos que tienen la capacidad para crecer y multiplicarse
intracelularmente como por ejemplo Cryptococcus neoformans, Histoplasma
capsulatum no va a tener mecanismos para evadir la fagocitosis como por ejemplo
la capsula de polisacaridos, ya que este microorganismo va a necesitar ser
fagocitado para que la célula le provea un ambiente aislado para poder crecer que
al mismo tiempo va a constituir un vehiculo para su diseminacién extrapulmonar,
por lo que el reconocimiento celular va a ser un paso crucial para que el hongo
pueda lograr entrar a los macréfagos y neutrofilos, y finalmente pueda adoptar una
morfologia levaduriforme, ya que en el caso contrario, un hongo que exprese una
morfologia micelial generaria la ruptura del fagocito, exponiendo al hongo al sistema

inmune del hospedero (Boyce y Andrianopoulos, 2015 y Ray y Rappleye, 2018).

La levadura necesita minimizar su deteccion por parte de los receptores inmunes,

pero al mismo tiempo necesita interactuar con las células fagociticas, por lo que la
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adherencia primaria del hongo a los macrofagos va a estar mediada por los
receptores del complemento, principalmente el CR3 pero también por el CR4 y para
gue se dé la fagocitosis no se va a requerir estrictamente la opsonizacion (mediante
C3b, C3bi o anticuerpos) para mediar el reconocimiento (Garfoot et al, 2016 y Ray
y Rappleye, 2018).

El hongo es reconocido por los receptores del complemento sin desencadenar una
respuesta proinflamatoria pero antes debe lograr evadir los Receptores de
Reconocimiento de Patrones o PRR, ya que estos si pueden desencadenar una
respuesta inflamatoria que lograria controlar la infeccion. Entonces por ejemplo el
hongo debe evadir el reconocimiento mediado por los Receptores Tipo Toll o TLR
(por sus siglas en inglés de Toll Like Receptor) y Receptores de Lectina Tipo C o
CLR (por sus siglas en inglés de C Type Lectin Receptor). Se ha visto que los
antigenos de Histoplasma capsulatum son reconocidos por estos receptores en
menor medida que en comparacion con otros patdbgenos oportunistas (Garfoot et al,
2016 y Ray y Rappleye, 2018).

La proteina Hsp60 es una chaperona citoplasmatica expresada en menor cantidad
en la superficie celular que participa en la evasion de la respuesta inmune del
hospedero ya que sirve de ligando para el receptor CR3 (CD11b/CD18) de los
macrofagos posibilitando el parasitismo intracelular. La Hsp60 se considera de las
adhesinas de superficie mas importantes porque al ser el ligando para el CR3, va a
mediar el reconocimiento antigénico de Histoplasma capsulatum sin desencadenar
una respuesta inmune proinflamatoria, por lo que la molécula es suficiente y
necesaria para la union a la célula fagocitica, pero otras proteinas de superficie del
patdgeno podrian contribuir también a la adhesién (Gonzéalez et al, 2012; Ray y
Rappleye, 2018 y Sanchez, 2009).

El hecho de que el hongo pueda ser reconocido y adherirse al fagocito mediante
receptores del complemento constituye un mecanismo para evadir la respuesta
inmune ya que en general la fagocitosis mediada solamente por receptores del
complemento desencadena una respuesta no inflamatoria cuando no se esta

acompafnado por otras sefiales estimulantes. Hay poca produccion de citoquinas y
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se ha visto que disminuye la produccion de IL-12 por tanto la produccion de IFN-y
ya que no hay estimulo para las células que lo producen por lo que no se limita el

crecimiento del hongo (Ray y Rappleye, 2018).

Se ha visto in vitro que proteinas recombinantes Hsp60p son capaces de unirse
competitivamente a los macrofagos bloqueando el sitio de unién de la Hsp60 del
hongo, demostrando que la Hsp60 es necesaria para la unién al macréfago (Ray y
Rappleye, 2018).

Dimorfismo, el paso a una morfologia virulenta

Se considera que el principal factor de virulencia es el dimorfismo del hongo
(Sanchez, 2009) ya que el cambio de morfologia del hongo es necesario para que
se pueda dar la parasitacion al hospedero, de ahi que los factores de virulencia
conocidos a la fecha pertenecen a la fase levaduriforme y no a la micelial, ya que la
fase micelial se relaciona mas a la penetracion y colonizacién del suelo, absorcién
de nutrientes y la produccién de conidiéforos con la formacion y liberacién de
conidias, por el contrario, la levadura estd mas adaptada para habitar el fagosoma
ya que es la fase que presenta los factores de virulencia que le van a permitir

sobrevivir y proliferar (Garfoot et al, 2016 y Shen y Rappleye, 2017).

Cuando se presenta el cambio de temperatura, se modifica la biosintesis de
glucanas de la pared celular, favoreciéndose la sintesis de a-1,3-glucanas en la fase
levaduriforme, donde el gen AGS1 que codifica para la a-1,3-glucano sintasa (Ags1)
permite este proceso, al igual que el gen AMY1 que codifica para la a-1,4-amilasa
y el gen UGP1 que codifica por la UTP-glucosa-1-fosfato uridiltransferasa. El cambio
hacia la biosintesis de las a-glucanas favorece la evasion de la respuesta inmune
ya que se evita el reconocimiento de las B-glucanas por parte de la Dectina-1 que
de lo contrario desencadenaria la produccion de citoquinas proinflamatorias, por
tanto, se favoreceria la eliminacién del hongo (Boyce y Andrianopoulos, 2015;

Gorocica et al, 2009 y Shen y Rappleye, 2017).

Se cree que una cepa virulenta de Histoplasma capsulatum posee 1000 veces mas
a-1,3-glucanas en comparacién con una cepa avirulenta, donde se ha visto que

algunas cepas espontaneamente producen estas variantes avirulentas carentes de
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a-1,3-glucanas. Las cepas virulentas pueden persistir dentro del macrofago varias
semanas adoptando morfologias atipicas, por lo que las a-1,3-glucanas podrian ser
importantes en establecer la latencia intracelular dentro del macréfago y regular la

proliferacion de la levadura y protegerla del fagolisosoma (Gorocica et al, 2009).

Este dimorfismo esta regulado y requiere de genes como el DRK1 y el RYP1,
ademas de RYP2, RYP3 y RYP4 que son factores de transcripcion, por ejemplo el
gen RYP1 codifica por la proteina Rypl de la familia WOPR de proteinas fungicas
y los genes RYP2 y RYP3 codifican para proteinas Ryp2 y Ryp3 de la familia de
proteinas Velvet, que son reguladores transcripcionales de genes involucrados en
los cambios morfolégicos dependientes de temperatura y se cree que podrian estar
involucrados en la viabilidad de las esporas y la reproduccion sexual (Arenas, 2015;
Laskowski et al, 2012; Nguyen y Sil, 2008 y Shen y Rappleye, 2017).

Se sabe que estos genes permiten el cambio morfoldgico al unirse a promotores de
las secuencias genéticas, aunque las cascadas de sefalizacion que producen no
estan dilucidadas completamente todavia. Consecuentemente, la expresion de
estos factores de transcripcion van a permitir la expresion de los demas factores de
virulencia (Arenas, 2015; Garfoot et al, 2016; Laskowski et al, 2012; Nguyen y Sil,
2008 y Shen y Rappleye, 2017).

Es importante mencionar que el gen DRK1 codifica por la Histidin Kinasa de Clase
IIl necesaria para desencadenar la cascada de sefializacion que permite el cambio
morfolégico, también se ha visto involucrado en la adaptacién de Histoplasma
capsulatum al estrés osmotico, a mantener la integridad de la pared celular y al
desarrollo asexual como lo es la esporulacién, ya que cuando se presenta la
mutacion de este gen, resulta en una distribucion anormal de la quitina en la pared
celular por lo tanto se compromete la integridad de la pared que es clave para la
sobrevivencia ante las especies reactivas del oxigeno o ROS (por sus siglas en
inglés de Reactive Oxygen Species) y la hidrolisis dentro del macréfago, ademas
también genera una reduccion en el desarrollo asexual de la fase micelial por
ejemplo la esporulacion, lo que implica la disminucion en la produccion de los

propagulos (Boyce y Andrianopoulos, 2015).
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El gen VEA1 es otro gen que codifica por proteinas Veal de la familia Velvet de
factores de transcripcion. Este es el gen de Histoplasma capsulatum que es
homologo al gen VEA (Velvet A) de Aspergillus nidulans necesario para el desarrollo
sexual y la produccion de toxinas. Se desconoce su rol en la virulencia de este
hongo dimorfico, pero se ha visto que al silenciar el gen VEAL en cepas productoras
de cleistotecio (UC26), causa que ya no puedan formar estas estructuras
reproductivas complejas, estas pasan rapidamente a la morfologia micelial y una
vez que se induce el cambio a la morfologia levaduriforme, muestran un cambio
alterado o del todo se inhibe la conversion, ademas su virulencia en ratones y
macrofagos disminuye, mostrando sensibilidad al crecimiento en medios con
condiciones acidas, por lo que se cree que este gen es importante para el desarrollo
del hongo (Laskowski et al, 2012).

El gen CDC2 codifica para la proteina Cdc2 o Cdkl que es la Kinasa dependiente
de Ciclina 1. Esta es una serina treonina kinasa que regula el ciclo celular del hongo
mediante fosforilaciones, relacionada también a la expresién de a-tubulina y de -
tubulina. Se ha visto que este gen aumenta su expresion al pasar a la fase

levaduriforme (Arenas, 2015).

Otros genes involucrados en el fendmeno de dimorfismo son el CaM que codifica
para la calmodulina que es un regulador de la transduccion de sefializaciéon del
calcio en las células, OLE1 gue es el gen codifica para la A9-desaturasa implicada
en la sintesis de acidos grasos insaturados y que ademas regula la expresion de
otros genes que codifican por Proteinas de Choque Térmico o HSP (por sus siglas
en inglés de Heat Shock Protein), e YPS que son genes relacionados a la virulencia
diferencial de cepas del hongo y que son exclusivos de la fase levaduriforme que

codifican para la proteina yps-3 de la pared celular (Arenas, 2015y Lopez, 2006).

El dimorfismo también implica la inhibicion de genes miceliales como lo es la
expresion de la proteina reguladora Wetl donde su expresiébn mas bien causa el

crecimiento micelial a 37 °C (Shen y Rappleye, 2017).
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Pared Fungica, el determinante del quimiotipo como modulador de la
respuesta inmune

Los polisacéaridos se consideran un factor de virulencia importante ya que estan
involucrados en el reconocimiento antigénico por parte del sistema inmune del
hospedero y constituyen el 80 % del peso seco de la composicion de la pared de
Histoplasma capsulatum. La glucosa es el monosacarido mas abundante de la
pared (seguido de la manosa y la galactosa), tanto en la fase micelial como en la

fase levaduriforme (Gorocica et al, 2009 y Lara et al, 2014).

Los polisacéaridos son en su mayoria las glucanas que son homo o hetero polimeros
de D-glucosa unidos por enlaces a o 3 glucosidicos (a-1,3 o B-1,3 o 3-1,6, algunas
a-1,4 y B-1,4), ambos presentes en la pared de la fase micelial y levaduriforme
(Gorocica et al, 2009; Lara et al, 2014).

Las a-glucanas contienen residuos lineales de a-1,3-glucosil (ver Figura 12),
mientras que las B-glucanas consisten en una cadena principal lineal unida por
enlaces [3-1,3-glucosil con cadenas laterales unidas mediante enlaces (3-1,6-glucosil
gue varian en longitud y distribucién donde forman una estructura terciaria compleja
gue se estabiliza por enlaces de hidrégenos entre las cadenas (ver Figura 13)
(Gorocica et al, 2009).
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Figura 12. Conformacion de las a-glucanas, donde se observa la estructura de la
D-glucosa unida por enlaces de tipo a-1,4-glucosil en este caso (imagen tomada de
Lara et al, 2014).
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Figura 13. Conformacion de las B-glucanas, compuesta por unidades repetidas de
D-glucosa, donde se observa la estructura de la D-glucosa unida por enlaces de tipo
B-1,3-glucosil con ramificaciones que se unen a la cadena principal mediante
enlaces de tipo B-1,6-glucosil (imagen tomada de Lara et al, 2014).

La fase levaduriforme posee una pared celular mas gruesa con mas a-glucanas que
constituyen cerca del 35-46 % del contenido total de carbohidratos, es rica en quitina
con menos aminodcidos y manosa, y la fase micelial tiene por el contrario mas -
glucanas y galactomananos, mayor proporciéon de manosa y menos contenido de
quitina en comparacién con la fase levaduriforme, por lo que se considera a la pared
celular de la fase levaduriforme mas virulenta que la pared celular micelial (ver
Figura 14) (Lara et al, 2014).
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Figura 14. La imagen A de la izquierda se observa la composicion de la pared y la
membrana celular de Histoplasma spp. en fase micelial y laimagen B a la derecha
corresponde a la fase levaduriforme del quimiotipo Il (imagen tomada de Lara et al,
2014).

Las a-1,3-glucanas son consideradas factores de virulencia importantes de
Histoplasma capsulatum, mientras que las [(-1,3-glucanas poseen propiedades
antigénicas que modulan la respuesta inmune del hospedero (Gorocica et al, 2009).
La forma de las B-glucanas mas activa inmunolégicamente es aquella que tiene mas
ramificaciones o cadenas laterales unidas por enlaces B-1,6-glucosidicos a la
cadena principal, ya que la longitud de las cadenas laterales mas que la longitud de
la cadena principal determina la actividad del sistema inmune del hospedero (Lara
et al, 2014).

Cabe destacar que Histoplasma capsulatum es capaz de regular el contenido de a-
1,3-glucanas, asi como de los otros polisacéridos de acuerdo con las condiciones
ambientales, composicion del medio de cultivo, tipo de cepa y métodos de

extraccion (Lara et al, 2014).

Basados en la concentracion de a-1,3-glucanas en la pared de la levadura, estas se

pueden clasificar en el quimiotipo | y el quimioitipo Il. La pared celular del quimiotipo
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Il contiene una combinacién de a-glucanas y [B-glucanas, pero siempre con
predominio de a-glucanas que forman una capa de polisacaridos superior que cubre
los demas polisacaridos como las B-glucanas, mientras que el quimiotipo | contiene
solo B-glucanas, pero contiene mas quitina y menos glucanas en comparacion con

el quimiotipo Il (Gorocica et al, 2009 y Ray y Rappleye, 2018).

Es interesante mencionar que el Unico grupo filogenético de Histoplasma
capsulatum encontrado hasta el momento que no es capaz de expresar las a-1,3-
glucanas en su superficie es decir que pertenece al quimiotipo I, es el Clado
Norteamericano 2 (NAm 2 o Histoplasma ohiense), lo cual correlaciona con su
virulencia la cual es menor en comparacion a los Clados A y B Latinoamericanos
(LAm Ay LAm B), pero de igual manera, aunque el Clado NAm 2 carece de a-
glucanas en su pared, es capaz de restringir la exposicidon de las B-glucanas como
por ejemplo mediante la endoglucanasa Engl, por lo que igual demuestra virulencia

(Hoolbrook y Rappleye, 2008 y Ray y Rappleye, 2018).

Ambos quimiotipos exhiben una cinética de infeccion diferente en modelos murinos
a altas dosis, donde el quimiotipo Il mata mas rapido a los macréfagos lo que resulta
en un curso de la infeccion mas rapido en comparacién con el quimiotipo | que mas
bien alcanza una carga fangica mucho mayor, pero de igual manera, logra matar a

los macréfagos, pero mas lentamente (Ray y Rappleye, 2018).

Ambos quimiotipos poseen mecanismos para la evasion del reconocimiento por
parte del receptor Dectina-1 que era el Receptor de Lectina Tipo C capaz de
desencadenar una respuesta proinflamatoria que controla la infeccion (Ray y
Rappleye, 2018).

La union de los Patrones Moleculares Asociados a Patégenos o PAMP’s (por sus
siglas en inglés de Pathogen Associated Molecular Patterns) fangicos a los
respectivos receptores permiten la internalizacion de la levadura mediante la
fagocitosis y se desencadena una cascada de sefales proinflamatorias en las
células inmunes como los linfocitos CD4+ de tipo TH1 que permiten la produccion
de mediadores inflamatorios como los leucotrienos, ademéas de TNF-q, la oxido

nitricos sintasa inducible, MIP-2 (quimioquina involucrada en la quimiotaxis y
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activacion de neutrofilos ante infeccién) y el perdxido de hidrégeno por parte de los
macrofagos y se da el reclutamiento de leucocitos (Gorocica et al, 2009, Lara et al,
2014 y Ray y Rappleye, 2018).

Ligando Sefiuelo, la mascara de a-glucanas

A pesar de todos los mecanismos microbicidas del macréfago inducidos por el
reconocimiento antigénico, la levadura evita su eliminacion mediante las a-1,3-
glucanas de superficie del quimiotipo Il, ya que la cubierta externa de a-glucanas
enmascara las B-glucanas y la quitina que son los inmunoestimuladores. Ademas,
también se unen a receptores como la Dectina-1 sin desencadenar la respuesta
inmune actuando como un ligando sefiuelo, por tanto, no hay reconocimiento por
parte de los receptores que reconocen las B-glucanas, consecuentemente se anula
la respuesta inmune innata del huésped, pero se considera que este mecanismo de
evasion no es perfecto ya que se ha visto que receptores como el CR3, la
Lactosilceramida y el SR (por sus siglas en inglés de Scavenger Receptor) si logran
interaccionar con las B-glucanas, por lo que la inhibicién de la respuesta inmune
innata por parte de las a-glucanas podria ser anulada por otros receptores (Gorocica
et al, 2009, Lara et al, 2014 y Ray y Rappleye, 2018).

Estudios en levaduras de Histoplasma capsulatum genéticamente modificadas para
inhibir la expresion de las a-1,3-glucanas mediante la deplecién o deleccion del gen
Ags1 que codifica para la a-glucano sintasa, han demostrado que estas cepas
disminuyen su capacidad para establecer una infeccién en pulmones en modelos in
vivo, también se ha visto que al inhibir este gen en el quimiotipo | que naturalmente
no posee a-1,3-glucanas, resulta no generar un efecto en su virulencia confirmando
que estas levaduras del quimiotipo | no pueden enmascarar las 3-glucanas con las

a-glucanas (Ray y Rappleye, 2018).

Ademas, las células fagociticas a las que se les ha inhibido la expresiéon de la
Dectina-1, tienen una capacidad limitada de producir TNF-a al ser expuestos a las
levaduras con menor expresion de a-glucanas en su pared que deja expuestas las
B-glucanas, como por ejemplo en el quimiotipo I, evidenciando que este receptor

media el reconocimiento al interactuar con las B-glucanas (Ray y Rappleye, 2018).
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Las a-1,3-glucanas, contribuyen también a la latencia intracelular de la levadura
ademas de regular la proliferacion del microorganismo dentro del fagolisosoma,
también reducen la produccién del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) producido

por la célula infectada (Lara et al, 2014).

A diferencia de las a-1,3-glucanas que no son reconocidas por los receptores de [3-
glucanas celulares, las glucanas insolubles (B-1,3-glucanas y 3-1,6-glucanas) al ser
reconocidas por estos receptores activan los macrofagos para que produzcan
citoquinas proinflamatorias como la IL-8 y el TNF-a que participan en la patogenia
de la enfermedad y favorecen el control de la infeccion (Gorocica et al, 2009 y Lara
et al, 2014).

Por su parte se sabe que hay B-glucanas solubles (algunas p-1,3-glucanas y B-1,4-
glucanas) que tienen la capacidad de unirse a otros receptores no Dectina-1 de los
macréfagos y de las células dendriticas, pero generando mas bien que no se active
la respuesta inmune, por lo que estas B-glucanas solubles pueden ser también

ligandos sefiuelos que bloquean receptores (Lara et al, 2014).

Endoglucanasa Engl

El hongo también es capaz de secretar endoglucanasas conocidas como Engl, que
son miembros de la familia de las glicosil hidrolasas 81 (GH81). Esta enzima es una
glucanasa extracelular de la fase levaduriforme con especificidad por los enlaces
glucosidicos 3-1,3 que hidroliza y remueve las B-glucanas expuestas en la superficie
que pueden ser reconocidas por la Dectina-1, por lo que se reduce la produccion de
citoquinas proinflamatorias por parte de las células fagociticas al no reconocer este

antigeno (Garfoot et al, 2016 y Ray y Rappleye, 2018).

Autores como Garfoot et al (2016) analizaron el proteoma de Histoplasma
capsulatum por métodos bioinformaticos y encontraron la presencia de otros genes
gue codifican para Endoglucanasas como por ejemplo los genes ENG3, SUNL1,
BGL2, BGL3, BGL4 y BGL5 que corresponden a glicosil hidrolasas de la familia
GH16, GH17, GH81 y GH132. Sin embargo el gen ENG1 que codifica por la Engl
es la que esta en mayor cantidad en la fase levaduriforme por tanto es la que tiene

el rol mas importante en la patogénesis (Garfoot et al, 2016).
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Es importante mencionar que cuatro de los genes que codifican para
Endoglucanasas, especificamente los ENG3, BGL2, BGL4 y SUN1, se encuentran
también en la fase micelial, por lo que se cree que las Endoglucanasas podrian

tener un papel importante en la biologia del hongo (Garfoot et al, 2016).

Se ha visto in vitro que la enzima Engl no es necesaria para el crecimiento del
hongo ni para la separacion entre célula madre e hija durante el proceso de
gemacion, ya que enzimas homologas a la Engl de otras levaduras como
Sacccharomyces cerevisiae y Candida albicans, si son necesarias para que se
efectué esta separacion, ademas, en estas levaduras la enzima se encuentra en la
pared celular, en cambio, Histoplasma capsulatum si tiene la capacidad de secretar

la enzima (Garfoot et al, 2016).

En cepas a las que se le inhibe la expresion del gen que codifica para la enzima
mediante ARNi (ARN de interferencia), presentan menor virulencia in vivo en la fase
de lainmunidad celular, donde se evidencia un incremento en la produccién de TNF-

a e IL-6 por parte de las células dendriticas y los macrofagos (Garfoot et al, 2016).

Cuando las levaduras se dividen rapidamente pueden quedar remanentes de B-
glucanas en la superficie debido al agotamiento de la Engl, por lo que en ese
momento las levaduras quedan expuestas al reconocimiento por parte de la
Dectina-1, evidenciando que este mecanismo de evasion inmune tampoco es

infalible (Ray y Rappleye, 2018).

En el caso del quimiotipo Il, el cual contiene a-glucanas en su superficie, se ha visto

que el efecto de reducir el reconocimiento de las B-glucanas por parte de la mascara
de a-glucanas de superficie y la accién de endoglucanasa Eng1 que remueve [3-
glucanas remanentes, es aditivo, teniendo mayor aporte la mascara de a-glucanas
de la superficie, ya que se ha comprobado que en cepas del quimiotipo Il al inhibirles
la expresion de la Engl, estas tienen menos incremento en la unién del ligando-
receptor (union de B-glucanas a Dectina-1), que cuando se inhibe la expresion de
las a-glucanas de la mascara, que resulta en mayor incremento de la union entre
ligando-receptor cuando ambos mecanismos estan inhibidos (Ray y Rappleye,
2018).
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Los estudios efectuados por Garfoot et al (2016) demuestran que el aporte de la
Engl en la reduccion del reconocimiento de la Dectina-1 hacia las p-glucanas es de
1/3, mientras que la mascara de a-glucanas aporta 2/3 del efecto (Garfoot et al,
2016).

En la fase levaduriforme también se ha identificado otra enzima como lo es la p-1,3-
exoglucanasa llamada Exg8 que también es una glicosil hidrolasa, pero se ha visto
gue no tiene un efecto relevante en la virulencia del hongo (Shen y Rappleye, 2017).

Otros Componentes de la Pared Fungica

Otros componentes de la pared son la quitina y las mananas. La quitina es un
glicano lineal compuesto de [-1,4-N-acetil-D-glucosamina, por su parte las
mananas son polimeros lineales de manosa unidos a proteinas conocidas como
manoproteinas (Lara et al, 2014). Las fibras de quitina poseen diferentes arreglos
dentro de la pared que varian entre la fase micelial y la fase levaduriforme y se cree
que estas podrian tener un efecto inmunomodulador en los macréfagos al
inmunosuprimir o activar mecanismos antimicrobianos dado por el aumento en la

produccion de o6xido nitrico (Gorocica et al, 2009).

Otros carbohidratos de la pared que tienen propiedades antigénicas son los
galactomananos de la fase micelial del hongo. Se ha visto que estos polisacaridos,
en modelos animales como los cerdos de guinea, inducen una respuesta de
hipersensibilidad e inhiben la liberacién del Factor Inhibidor de Migracion de
Macréfagos o MIF (por sus siglas en inglés de Macrophage Migration Inhibitory
Factor). También se cree que el complejo de galactomananos podria estar
involucrado en la proteccion del hongo contra su propia enzima, la serina-tiol
proteasa que juega un papel importante en la diseminacién del microorganismo a

traves de la matriz extracelular (Gorocica et al, 2009).

La pared fungica contiene una baja proporcion de lipidos, de los cuales se unen a
carbohidratos mostrando una heterogeneidad estructural. Para autores como
Gorocica et al (2009), las modificaciones de los esfingolipidos de la pared de
Histoplasma capsulatum podrian ser relevantes para su ciclo de vida, morfogénesis,

crecimiento e interaccidén patdgeno-hospedero (Gorocica et al, 2009).
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Gorocica et al (2009), plantean que la glicosilinositol fosforilceramida de la pared del
hongo presente tanto en la fase micelial como en la fase levaduriforme podria ser

importante para su supervivencia (Gorocica et al, 2009).

Se ha visto que un componente de la superficie celular de Histoplasma capsulatum
no identificado, tiene la habilidad de unirse a los eritrocitos humanos y aglutinarlos
al interaccionar con los receptores de Lectina Tipo C (CLR), habilidad que es
considerada por Gorocica et al (2009) como implicada en la diseminacion del
microorganismo y la patogénesis de la enfermedad (Gorocica et al, 2009).

Modulacion y sobrevivencia ante los mecanismos microbicidas de los
fagocitos

Maniscalchi y Lemus (2006) consideran la histoplasmosis como una enfermedad
del sistema fagocitico mononuclear debido a la evasiébn de los mecanismos
microbicidas al ser fagocitado el microorganismo, por lo que estos mecanismos son

considerados un factor de virulencia importante (Maniscalchi y Lemus, 2006).

En fagocitos no profesionales, Histoplasma capsulatum tiene la capacidad de entrar
a la célula y multiplicarse porque los mecanismos microbicidas de estas células no
son suficientes para eliminar al hongo, ya que el hongo cuenta con estrategias para
evadir esos mecanismos, pero de igual manera estas estrategias también le van a
permitir evadir los mecanismos de los fagocitos profesionales (Maniscalchi y Lemus,
2006).

Al ser fagocitado Histoplasma capsulatum, se activa una reprogramacion
transcripcional y traduccional en el hongo que favorece su supervivencia dentro de
la célula fagocitica. Se expresan diferentes genes al pasar a la fase levaduriforme
como por ejemplo el gen YPS3 que se expresa al tercer dia de la transformacion
gue codifica para la proteina Yps3 de la pared celular de la levadura producida solo
en algunas cepas. La Yps3 es una proteasa aspartica perteneciente a la familia de
proteinasas yapsina que se relaciona al mantenimiento y crecimiento de la pared
celular del hongo. La Yps3 es reconocida por el TLR-2 del fagocito induciendo una

respuesta inflamatoria, por lo que las cepas que carecen de este antigeno tienen

83



una ventaja en el sentido de que no despiertan esta respuesta (Gonzalez et al, 2012;
Ray y Rappleye, 2018 y Sanchez, 2009).

También se expresan proteinas de choque térmico como la Hsp70 y la Hsp82,
especificamente al momento del cambio hacia la morfologia levaduriforme, que se
involucran con cambios en la concentracion de &acidos grasos saturados e
insaturados de la membrana celular del hongo y junto a la Hsp60, permiten
establecer la homeostasis térmica en respuesta al cambio de temperatura del
hospedero, por lo que estas chaperonas van a permitir aumentar la tolerancia
térmica posibilitando que las proteinas del hongo se plieguen correctamente y que
los complejos proteicos se transporten y se ensamblen adecuadamente (Boyce y
Andrianopoulos, 2015; Gonzélez et al, 2012; Ray y Rappleye, 2018 y Sanchez,
2009).

La internalizacién del hongo en la célula fagocitica es un mecanismo para evadir las
condiciones extracelulares adveras, donde el tiempo de internalizacién es de 15 a
60 minutos, como maximo 180 minutos, lo cual es un tiempo bastante prolongado
en comparacion con otros microorganismos que utilizan esta misma estrategia como
por ejemplo Mycobacterium tuberculosis, por lo que se considera a las levaduras de
este hongo como resistentes a las condiciones adversas extracelulares. Por otro
lado, la permanencia de la levadura en el ambiente intracelular es también largo,
alrededor de 10 horas, que también se considera un mecanismo de escape ante la
adversidad del ambiente extracelular mientras el microorganismo logra diseminar

(Maniscalchi y Lemus, 2006).

Se cree por estudios in vitro en modelos murinos, que Histoplasma capsulatum es
capaz de retrasar la fusion del fagosoma con el lisosoma dependiendo de la
cantidad de inoculo del patégeno, por lo que hay menor probabilidad de fusion con
el lisosoma conforme aumenta la duraciéon de la fagocitosis debido a la cantidad del
in6culo, ademas también se piensa que el patdgeno puede modular el pH del
fagolisosoma permitiéndole prosperar, ya que puede aumentar el pH y mantenerlo
entre 6.0 a 6.5 debido a que a mas de 6.5 se da la privacion de hierro que también
podria inhibir su crecimiento (Maniscalchi y Lemus, 2006).
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Al ser fagocitada la levadura, se expresa el gen HCL1 que codifica para la HMG
CoA liasa (Hidroximetilglutaril Coenzima A liasa) que es la enzima que se cree que
previene la acidificacion del fagosoma en el macréfago ya que se ha visto que en
levaduras mutantes que carecen de la expresion de esta enzima, presentan un
defecto en el crecimiento en los macréfagos, donde ademas se encontré un
aumento en la acidificacion del fagosoma de los macréfagos infectados, pero se
mantiene desconocido como es el mecanismo por el cual la enzima previene la
acidificacion pero se piensa que podria ser porque bloquea la via de biosintesis de
leucina (Boyce y Andrianopoulos, 2015).

Se hipotetiza también que la alteracion del pH puede ser debida mas bien a la
propia H*ATPasa vacuolar del macré6fago que es la encargada de mantener el pH
acido del fagosoma, donde se sugiere que el hongo neutraliza el efecto de la
ATPasa o la excluye o la inhibe directamente por interaccion o aumento de la
degradacion de la enzima, ademas se piensa que puede evitar la fusion de las
vesiculas que contienen la ATPasa con el fagosoma, acidificando por su propia
cuenta un poco el medio para mantener el pH en 6.5 de modo que le permita
sobrevivir al disminuir la actividad de las hidrolasas lisosomales que se activan a pH
acido pero a la misma vez obtener hierro a partir de las transferrinas (Lopez, 2006

y Maniscalchi y Lemus, 2006).

Por el contrario, estudios anteriores postularon que esta ATPasa vacuolar que
generalmente genera el pH acido de los fagosomas no participa en la alteracion del
pH fagosomal durante la infeccion del hongo, ya que experimentalmente se observo
que al agregar Bafilomicina (que es un inhibidor de esta ATPasa) a fagocitos con
fagosomas infectados con Histoplasma capsulatum, no se afectd el crecimiento
intracelular de la levadura ni tampoco el pH fagosomal. En cambio, al agregar
Bafilomicina a fagocitos con fagosomas que contienen levaduras de
Saccharomyces cerevisiae, el pH cambio de 5.0 a 7.0. También se observo que los
fagosomas que contienen a Histoplasma capsulatum poseen 5 veces menos
ATPasa vacuolar que los fagosomas que contienen a Saccharomyces cerevisiae.

Por lo que se cree que Histoplasma capsulatum podria reclutar otras proteinas a la

85



membrana como por ejemplo la Na*/K* ATPasa, para activar el Intercambiador de
Na*/H* (NHE) del fagosoma (que es otra proteina de la membrana del fagosoma)
para que este acidifique el pH del fagosoma, por tanto, la levadura por mecanismos
aun no conocidos, alcalinizaria el pH del fagosoma de modo que logre mantenerlo
entre 6.0 a 6.5. Otra teoria es que la levadura acidifica el pH fagosomal por
mecanismos propios aun no conocidos manteniendo un delicado balance entre la
inactivacion de las hidrolasas y la adquisicion de hierro que lo realizaria mediante
sensores de pH que le permitirian monitorear el pH intrafagosomal para responder
adecuadamente ante cualquier cambio (Newman, 1999).

Cabe destacar que los macrofagos también intentan eliminar a la levadura por otros
mecanismos diferentes a la acidificacion del fagosoma, como por ejemplo el
estallido respiratorio donde se cataliza el paso del oxigeno molecular a anion
superéxido mediante la NADPH Oxidasa y se convierte en peroxido de hidrégeno,
acido hipocloroso y radicales hidroxilos, mediante la superédxido dismutasa y la

mieloperoxidasa (Maniscalchi y Lemus, 2006).

Se cree que la levadura también tiene la capacidad de producir fallos en el estallido
respiratorio de la célula fagocitica por la inhibicion de la Protein Kinasa C (PKC) que
participa en la regulacion de la maduracion del fagosoma, especificamente su
isoenzima PKC-a que juega un papel importante en la regulacion de la funcién
macrofagica innata en el control de infecciones por microorganismos intracelulares.
En modelos murinos infectados con levaduras opsonizadas se ha visto que
estimulan el estallido respiratorio, al igual que en modelos con neutréfilos humanos
infectados con levaduras opsonizadas, por lo que se plantea que el patégeno
modula el estallido respiratorio de forma diferente al ser fagocitado cuando esta

opsonizado (Maniscalchi y Lemus, 2006).

Histoplasma capsulatum es capaz de producir factores neutralizadores de los ROS
como lo son la catalasa y la superdoxido dismutasa, de modo que es capaz de
eliminar estos compuestos secretados tanto por los neutrofilos como por los

macréfagos (Ray y Rappleye, 2018), especificamente el hongo produce la Sod3
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superéxido dismutasa y la CatB catalasa, ademas de la Proteina tipo Tioredoxina
(Trl3) (Boyce y Andrianopoulos, 2015 y Garfoot et al,2016).

El efecto de la Sod3 genera peréxido de hidrogeno a partir del anién superoxido que
es eliminado por la CatB del Histoplasma capsulatum produciendo agua (ver Figura
15). La CatB al igual que Sod3 solo son producidos por la fase levaduriforme. Cabe
destacar que la Sod3 es secretada por la levadura y una pequefia porcion se asocia
a la superficie de la levadura, por lo que la enzima es capaz de neutralizar el
superoxido producido por polimorfonucleares y macréfagos, pero no asi el estrés
oxidativo a nivel citosélico. La CatB también es responsable de la actividad
extracelular contra el estrés oxidativo al igual que la Sod3, pero se ha identificado
otra catalasa, la CatP que es una catalasa peroxisomal que detoxifica el peréxido
producto del catabolismo de los &cidos grasos del hongo que mas bien se encarga
de la actividad contra el estrés oxidativo a nivel intracelular. (Shen y Rappleye,
2017).

Shen y Rappleye (2017) hipotetizan que el estrés oxidativo intracelular al que se
enfrenta la levadura durante la parasitacion del hospedero es despreciable en
comparacién al estrés oxidativo extracelular, ya que se ha visto que al inhibir la
expresion de la CatP en cepas del hongo, su virulencia no se atenua al infectar
ratones, pero si lo hace si se inhibe la expresién de la CatB o la Sod3 (Shen y
Rappleye, 2017).
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Figura 15. Evasion de los mecanismos microbicidas de la fagocitosis por parte de
las levaduras de Histoplasma capsulatum. La mascara de a-glucanas y la
endoglucanasa disminuye el reconocimiento de las B-glucanas por parte de la
Dectina-1 por tanto el desarrollo de una respuesta proinflamatoria. La Sod3 y CatB
protegen al microorganismo de las especies reactivas de oxigeno producto del
complejo NADPH oxidasa celular (Phox) de los fagocitos. También las levaduras
expresan la Cpbl ante bajas concentraciones de calcio para quelarlo y ponerlo a
disposicion del hongo (imagen tomada de Shen y Rappleye, 2017).

Es interesante mencionar que los polimorfonucleares de pacientes con la
Enfermedad Granulomatosa Crénica que carecen de la produccién de anion
superoéxido presentan una actividad fungistéatica parecida al efecto ejercido por los

polimorfonucleares provenientes de pacientes sanos (Ray y Rappleye, 2018).

En el caso de las especies reactivas del nitrégeno o RNS (por sus siglas en inglés
de Reactive Nitrogen Species), se ha visto que Histoplasma capsulatum interfiere
con la actividad de la Oxido Nitrico Sintasa Inducible (iNOS), por tanto, puede

detoxificar o suprimir especies reactivas de nitrégeno. También posee el citocromo
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P450 reductasa codificado por el gen norl que se cree que participa en la
detoxificacién del Oxido Nitrico (Boyce y Andrianopoulos, 2015 y Brunke et al,
2016).

Enzimas y Sider6foros necesarios para sobrevivir ante la limitacidn
nutricional

La parasitacion intracelular en el macréfago también implica para la levadura un
desafio en su metabolismo debido a la falta de elementos traza como el hierro, el
zinc y el calcio (Boyce y Andrianopoulos, 2015).

La adquisicion de hierro por parte de Histoplasma capsulatum es critica para lograr
su crecimiento en los tejidos ya que es un cofactor importante para la sintesis de
metaloenzimas, catalasa y citocromos, metabolismo de aminoacidos y acidos

nucleicos relacionado al crecimiento del hongo (Alvarez et al, 2013).

La escasez de concentracion de hierro en el ambiente como los tejidos y el plasma
constituye un mecanismo de proteccion del hospedero contra el hongo (Agiato,
2002), y esto lo logra gracias a las proteinas de union al hierro de alta afinidad que
corresponden a la transferrina y a la ferritina, que secuestran intracelularmente el
hierro para que no pueda ser utilizado por Histoplasma capsulatum, ademas al
darse una respuesta proinflamatoria, se produce IFN-y que disminuye la expresiéon
de los receptores para transferrina de la superficie celular de la célula por lo que

restringe la disponibilidad intracelular del hierro (Boyce y Andrianopoulos, 2015).

Es interesante destacar que in vitro, el IFN-y inhibe la proliferacion intracelular de
Histoplasma capsulatum, pero al agregar transferrina saturada con hierro, la
inhibicién de la proliferacion se revierte. También se ha visto que al agregar
quelantes como la Deferoxamina, se inhibe el crecimiento intracelular de la
levadura, pero de igual manera al agregar transferrina se revierte el efecto (Boyce

y Andrianopoulos, 2015).

Como ya se menciond, la limitacion del hierro en el ambiente intracelular se debe a
gue, durante la respuesta inmune adaptativa de la histoplasmosis, el IFN-y

producido induce la disminucion de la expresion de receptores de transferrina de la
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célula parasitada de modo que reduce la disponibilidad de hierro para el hongo (ver
Figura 16). Esta limitacion de hierro hace que se expresen varios genes en
Histoplasma capsulatum (sidl, sid3, sid4, nps1, oxrl, msfl y abcl) relacionados con
la biosintesis de sideroforos y transporte y utilizacién del hierro. La expresion de
estos genes va a estar regulada por la proteina Srel que es un factor de
transcripcion GATA. En condiciones de abundancia de hierro, el factor de
transcripcion GATA Srel reprime la expresion de los genes relacionados a la
sintesis de sideroforos y adquisicion de hierro. Un ejemplo de estos genes es el gen
sid1 que codifica para la L-ornitina monooxigenasa que es necesaria para catalizar
el primer paso de la produccion de sideréforos. Se ha visto que cuando se inhibe el
gen sidl en cepas del hongo produce defecto en el crecimiento al exponerse a
ambientes con limitaciones de hierro. Ademas, es importante mencionar que, ante
un ambiente rico en hierro, se induce también la expresion de las catalasas CatB y
CatP para proteger a la levadura del estrés oxidativo relacionado al hierro (Boyce y

Andrianopoulos, 2015; Newman y Smulian, 2013 y Shen y Rappleye, 2017).
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Figura 16. Respuesta de Histoplasma capsulatum ante la deprivacion de hierro y
zinc intracelular e hipoxia. Producto del IFN-y y el GM-CSF producidos en la
respuesta inmune tardia, se genera en el macréfago activado una disminucién de
receptores de transferrina en el fagocito y una redistribucion de zinc hacia el aparato
de Golgi y metalotioneinas, por lo que el hongo expresa sideréforos para adquirir
hierro y el transportador de zinc Zrt2, para adquirir zinc. También ante la hipoxia, la
levadura produce el factor de transcripcion Srbl para expresar genes HRG de
sobrevivencia ante hipoxia (imagen tomada de Shen y Rappleye, 2017).

Autores como Agiato (2002) sugieren que, a partir de estudios previos, se ha visto
gue Histoplasma capsulatum es capaz de adquirir hierro de la transferrina cuando
se encuentran en el medio intracelular en macréfagos, mediante un sistema de
transporte mediado por sider6foros, al igual que a partir de la hemina la cual se
considera la principal fuente de hierro intracelular para el hongo, donde se cree que
su utilizacién y la internalizacion del hierro al microorganismo se da por un sistema
mediado por proteinas de union a la hemina de superficie del hongo que se expresa
ante la exposicion del microorganismo a un medio con escasez de fuente de hierro.
Se sugiere gue la capacidad del hongo de unir la hemina a su superficie podria estar
dada por dos objetivos: internalizar la molécula entera o acercar la hemina a

reductasas en su pared que le permiten reducir el hierro férrico (Fe3*) a hierro
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ferroso (Fe?*) para poder ser utilizado e integrado mediante permeasas sin el anillo
de porfirina (Agiato, 2002).

Esta actividad reductasa de Histoplasma capsulatum estéd dada por la presencia de
un complejo enziméatico con actividad y-glutamiltransferasa (GGT) y actividad de
reductasa férrica dependiente de glutation (GSH-FeR). ElI complejo permite
enzimaticamente escindir el glutation (GSH), donde un grupo tiol del dipéptido
liberado reduce el hierro férrico (Fe®*) a hierro ferroso (Fe?*) lo que le permite a la
levadura adquirir el hierro. Cabe destacar que esta reaccion le da una ventaja al
hongo ya que se efectia en un amplio rango de pH. Al inhibir la expresién de los
genes involucrados en la expresion del complejo enziméatico en cepas de
Histoplasma capsulatum mediante ARNi (ARN de interferencia), resulta en una
replicacion mas lenta dentro del macrofago en comparacion con las cepas a las que
se les sobreexpresa el gen GGT1 que codifica para la enzima Ggtl (gamma

glutamiltransferasa) que es parte del complejo (Newman y Smulian, 2013).

También el hongo podria utilizar otras fuentes de hierro como por ejemplo el hemo,
la hemosiderina y la ferritina que son otras formas de almacenar el hierro en las
células. Se ha observado que, en cultivo con limitaciones de hierro, el hongo
también es capaz de utilizar la hemoglobina como fuente de hierro (Agiato, 2002).

Otro mecanismo que se sugiere para explicar como Histoplasma capsulatum
adquieren hierro del ambiente intracelular es la secrecion de reductasas férricas, las
cuales le permiten al hongo reducir el hierro de la transferrina y de los sideréforos
de hidroxamato producidos por el mismo hongo para poder ser integrado a la
levadura. Adicionalmente, se ha visto que, al cultivar el hongo en medios de cultivo
con baja concentracién de hierro, este es capaz de producir otros compuestos
guelantes de hierro como por ejemplo el coprogeno B y la fusarina (Newman y
Smulian, 2013).

Estudios de alineamiento de secuencias mediante programas informaticos como
BLAST, muestran que algunas cepas de Histoplasma capsulatum poseen
secuencias genéticas homoélogas a los genes FET1 y FET3 de Saccharomyces

cerevisiae que codifican para una permeasa férrica y el complejo de oxidasa
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multicobre, respectivamente. Esto puede implicar que este complejo le sirva a la
levadura de algunas cepas para adquirir hierro de su entorno siendo un importante
factor de virulencia comprobado en otros hongos en el cual el complejo esta

presente como por ejemplo Candida albicans (Newman y Smulian, 2013).

Ante la respuesta inmune tardia contra la histoplasmosis, se va a producir también
el GM-CSF (Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Macréfagos) (ver
Figura 16), que va a activar los macréfagos y va a producir el secuestro de zinc, de
modo que ya no va a estar disponible para la levadura dentro del fagosoma. El
secuestro de zinc por parte del fagocito se da mediante dos mecanismos:
almacenamiento de zinc en el aparato de Golgi y su union a proteinas de unién al
zinc como las metalotioneinas. Ante la limitacion de zinc, la levadura va a expresar
el transportador de zinc Zrt2 que le va a permitir adquirir el zinc en bajas
concentraciones en el fagosoma. Es importante mencionar que el Zrt2 no es
necesario cuando la levadura se encuentra dentro de los macrofagos no activados
en etapas tempranas de la infeccion, ya que el GM-CSF que activa los macréfagos
se produce en etapas tardias de la respuesta inmune, cuando la inmunidad innata

es activada (Shen y Rappleye, 2017).

El calcio es importante para el metabolismo de Histoplasma capsulatum ya que
regula la homeostasis del hierro, la adaptacion al pH, el metabolismo de la glucosa
y la morfogénesis y desarrollo del hongo. Es importante mencionar que la fase
micelial requiere mayor cantidad de calcio para su crecimiento, pero no asi la
levadura, por lo que se sugiere que la levadura se ha adaptado para vivir en
ambientes de baja disponibilidad de calcio como lo es el fagolisosoma. El ambiente
intracelular representa un compartimento de escasez de calcio para la levadura
debido a que el exceso de Ca?* citosdlico se transporta a almacenes internos o
externos donde ya no queda disponible para su utilizacion por parte de los
microorganismos (Boyce y Andrianopoulos, 2015).

El hongo es capaz de producir sideréforos para adquirir el calcio. EI gen CBP1
codifica para la proteina de union al calcio Cbpl que, se cree que por su estructura,
es miembro de la familia de las saponinas de lipidos que unen proteinas. La Cbpl
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es requerida por el hongo para parasitar macrofagos y se produce durante la fase
de infeccion activa, por lo que se ha asociado a la supervivencia y a la infeccion
pulmonar ya que la delecion de este gen provoca que in vitro el hongo sea incapaz
de colonizar y parasitar macrofagos del huésped. El gen CPB1l es expresado
exclusivamente por la fase levaduriforme por lo que la Cbpl se produce solo dentro
del macréfago por ejemplo ante ambientes como el fagolisosoma. Entonces, esta
proteina se expresa ante bajas concentraciones de calcio cuando el hongo se
encuentra en este ambiente intracelular (Boyce y Andrianopoulos, 2015; Brunke et
al, 2016; Chander, 2018; Gonzalez et al, 2012 y Shen y Rappleye, 2017).

La Cpb1 se ha relacionado también a la muerte de los macréfagos, especificamente
mediante la induccién de genes involucrados en apoptosis como la Trb3 (kinasa pro
apoptética) y el fendmeno de “estrés del reticulo endoplasmico” (del inglés ER stress
debido al aumento de la demanda de secrecidn proteica por una situacion patolégica
donde el reticulo endoplasmatico no da abasto), pero se desconoce exactamente el
mecanismo por el cual el hongo puede inducir apoptosis a las células (Shen y
Rappleye, 2017).

Se ha descrito como factor de virulencia el producto del gen URAS5 que codifica por
la Orotato fosforribosiltransferasa (OPRTasa) que participa en la biosintesis de las
pirimidinas y acidos nucleicos, ya que el hospedero representa un microambiente
gue proporciona un aporte nutricional limitado para el patégeno por lo que esta
enzima es necesaria para que el hongo pueda sobrevivir (Fernandez et al, 2011 y
Gonzalez et al, 2012).

Otros Genes, Coactivadores y Factores de Transcripcion

Otro gen que se considera un importante factor de virulencia es el gen Hcp100 que
codifica para una proteina de 100 kDa coactivadora de factores de transcripcion de
Histoplasma capsulatum, relacionada a la supervivencia de la levadura dentro del
macrofago, donde se ha visto que se sobreexpresa 1 hora después del contacto del

hongo con los macrofagos murinos (Gonzalez et al, 2012).

Se cree que la Hcpl00 cuenta con 4 dominios staphylococcal nuclease (SN) de

aproximadamente 150 aminoacidos dispuestos en tdndem que sirven para
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interactuar con la maquinaria basal de la transcripcion y un quinto dominio SN
modificado de 200 aminoacidos que interactia con el dominio tudor de la proteina
de union al ARN involucradas en la unién, transporte y metabolismo del ARN, que
a su vez interactian con componentes importantes del splicing del ARN como por
ejemplo ribonucleoproteinas nucleares pequefas (SnRNP) y proteina nuclear SKIP
(SKIIP) (Gonzélez et al, 2012).

La composicion multidominio de la proteina Hcp100 se asocia también a funciones
esenciales como por ejemplo la unién al ADN y ARN que ademas al ser inducida en
etapas tempranas de la infeccion, actia como una proteina reguladora de la
adaptacion de Histoplasma capsulatum al ambiente interno del macréfago murino

permitiendo que se exprese la virulencia del hongo (Gonzélez et al, 2012).

También se tiene la Proteina de Union al Elemento Regulador del Esterol de
Histoplasma capsulatum o SREBP (por sus siglas en inglés de Sterol Regulatory
Element Binding Protein) conocida como Srbl. Esta proteina es parte de la familia
de factores de trascripcion de uniéon al ADN que aumenta ante condiciones de
hipoxia durante la infeccion al huésped como por ejemplo el ambiente del granuloma
producto de la hipersensibilidad retardada de tipo IV, siendo critica para la
adaptacién del hongo a este ambiente de hipoxia por lo tanto constituye un factor
de virulencia importante (DuBois y Smulian, 2016).

Se ha visto que la Srbl se relacionada al control de la expresion de genes
involucrados en la biosintesis de esteroles, lipidos y hemos, ademas de la activacion
de otros genes relacionados a la hipoxia como lo son los Genes Sensibles a la
Hipoxia 0 HRG (por sus siglas en inglés de Hipoxia Responsive Genes) (DuBois y
Smulian, 2016).

Se ha observado que al inhibir la expresion de la Srbl en cepas del hongo, resulta
un fenotipo incapaz de sobrevivir a la hipoxia in vitro, pudiendo ser eliminados por
macrofagos murinos, por lo que se consideran cepas avirulentas para los modelos
murinos aun al ser administrados en la dosis letal, ademas estas cepas muestran

una hipersensibilidad al Itraconazol (DuBois y Smulian, 2016).
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La maduracion del ARNm de la Hsp82 y el spliceosoma también son importantes
en la infeccidn por Histoplasma capsulatum. La Hsp82 se identifico por primera vez
en la cepa G222B de Histoplasma capsulatum, que es una cepa que se caracteriza

por ser muy virulenta y termortolerante (Maresca y Kobayashi, 2000).

El gen de la Hsp82 contiene intrones y es bien sabido que los choques de calor
afectan el metabolismo del ARN, que incluye el procesamiento del ARN, asi como
la degradacion del ARNm. A temperaturas de 37 °C a 39 °C no se produce la
maduracion del ARN en microorganismos termosensibles, es decir, se acumulan en
el citoplasma los intrones en el pre-ARN ya que se bloquea el fenébmeno de splicing
por la desestabilizacién del complejo spliceosoma-pre-ARNmM, pero en el caso del
ARNmM de la Hsp82 de Histoplasma capsulatum si se mantiene el fenémeno de
splicing aun a temperaturas de 37 °C a 40 °C. Ademés, también se dice que el
propio Spliceosoma de Histoplasma capsulatum es resistente a las altas

temperaturas. (Minchiotti et al, 1991).

Esta caracteristica es importante para la patogenicidad de Histoplasma capsulatum
ya que la maquinaria que permite la maduracion del ARNm debe mantenerse
funcionando a la temperatura corporal del ser humano de modo que se permita el

cambio morfolégico y la sobrevivencia del hongo (Minchiotti et al, 1991).
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7-RESPUESTA INMUNE

7.1-Inmunologia de la histoplasmosis

Inmunidad Innata Humoral contra la Histoplasmosis

Numerosos péptidos solubles y proteinas representan una barrera de proteccion en
las vias respiratorias, como por ejemplo la lisozima, la lactoferrina, las proteasas
leucocitarias secretoras, la fosfolipasa A2, las defensinas y las catelicidinas, que
son secretadas principalmente por las células epiteliales y las células de las
glandulas submucosas de la via aérea. Estas moléculas solubles efectoras son
capaces de eliminar a los microorganismos al neutralizarlos o mediante la

opsonizacién o por sus propios efectos microbicidas (Li et al, 2019).

Las defensinas, la lisozima y los péptidos antimicrobianos secretados por las células
epiteliales son ejemplos de estos mediadores inflamatorios que constituyen un paso
importante en la respuesta protectora ya que incluyen dentro de sus funciones el
reclutamiento de células inflamatorias por tanto la generacién directa de factores

antimicrobianos (Li et al, 2019).

En modelos murinos se ha visto que hay dos isoformas de lisozima llamadas
lisozima P que es expresada por las células de Paneth en el intestino delgado y la
lisozima M expresada por los macrofagos alveolares y células epiteliales alveolares
de tipo Il, que ademas se encuentra en el lavado bronquio alveolar del pulmon.
Estudios indican que tanto las defensinas como la lisozima estan involucradas en la
defensa del huésped contra las infecciones fungicas respiratorias por lo que podrian

jugar un papel en la inmunidad contra la histoplasmosis (Li et al, 2019).

Las Colectinas (Collagen Like o C-type Lectin) van a ser una linea de defensa
importante contra la histoplasmosis. Por ejemplo, se tiene los surfactante SP-A'y
SP-D en pulmén que son producidos por las células alveolares de tipo Il y las células
epiteliales bronquiales no ciliadas conocidas como células de Clara en los

bronquiolos terminales y conductos aéreos (Pandit et al, 2012).

El SP-A y el SP-D representan potentes compuestos fungicidas para las levaduras
de Histoplasma capsulatum ya que mediante la unién dependiente de calcio de
estas moléculas con el patégeno producen un aumento de la permeabilidad de la
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pared celular y una inhibicién de las capacidades biosintéticas del hongo al reducir
la sintesis de proteinas, lo que se ha asociado con la pérdida de la capacidad de la
replicacion del hongo que consecuentemente produce la muerte. Ademas, el SP-A
y el SP-D pueden modular el crecimiento y la viabilidad del hongo en presencia o
ausencia de los macréfagos alveolares (Pandit et al, 2012).

Se ha visto que en ratones deficientes de SP-A e infectados con Histoplasma
capsulatum presentan mayor carga fungica en pulmones en comparacién con los

ratones normales infectados (Pandit et al, 2012).

También se ha evidenciado que el tamafio del indculo no afecta la actividad de estas
colectinas. Pero, es muy importante mencionar que tanto el SP-A como el SP-D
fallan en inhibir el crecimiento de la levadura dentro de los macréfagos una vez han
sido fagocitadas (Pandit et al, 2012), por lo que Histoplasma capsulatum evade la
accion de las colectinas al entrar rdpidamente a los macréfagos pulmonares
(Gorocica et al, 2009).

A veces, las opsoninas son necesarias para que el hongo pueda ser fagocitado
mediante el reconocimiento de receptores Tipo Lecitina C (CLR) o por receptores
de opsonina como el receptor del Complemento CR3, ademas, en algunos casos el
SP-Ay el SP-D funcionan como los ligandos de estos receptores como por ejemplo
para el receptor de manosa MR (CD206), que al opsonizar al patdbgeno estos
receptores proporcionan un mecanismo para controlar la proliferacion del hongo
durante la fase preinflamatoria de la interaccién patdgeno-hospedero, por lo que
inhiben el crecimiento de la levadura y eluden la agresividad de este (Gorocica et
al, 2009).

Otras colectinas como la ficolina y la pentraxina son proteinas circulantes que
pueden servir como opsoninas. Las células epiteliales alveolares de tipo Il son
capaces de secretar H-ficolina como una opsonina de la respuesta inmune innata

involucrada en la defensa pulmonar contra infecciones fungicas (Li et al, 2019).
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Receptores Involucrados en el Reconocimiento de Histoplasma capsulatum

El reconocimiento de PAMP’s por parte de células residentes como por ejemplo las
células dendriticas, macréfagos y neutréfilos, con el posterior desencadenamiento
de sefiales bioquimicas, va a ser muy importante en la reaccion inmediata del
huésped para lograr eliminar al patégeno, por lo que se va a ver involucrado una
serie de receptores en estas células que van a permitir el reconocimiento antigénico
de una serie de ligandos de Histoplasma capsulatum (ver Cuadro V).

Cuadro V. Células fagociticas involucradas en la inmunidad innata contra

Histoplasma capsulatum, y algunos de los receptores involucrados en el
reconocimiento de los antigenos fangicos (informacién tomada de Ray y Rappleye,

2018).

Célula
Residente

Receptor

Tipo de Receptor

Ligando

CR1 0 CD35 Receptor del Complemento -1,3-glucanas-C3b
CDflT):/;CODw Receptor del Complemento B-1,3-glucanas-C3bi
Neutroéfilos FcyRIll 0 CD16 Receptor Fc de Inmunoglobulinas 19G unidas a los antigenos flngicos
TLR2 Receptores de Tipo Toll Zimosan, B-1,3-glucanas de la fase
micelial
TLR4 Receptores de Tipo Toll mananas
CR1 0 CD35 Receptor del Complemento -1,3-glucanas-C3b
CD:(L:E:/;CODB Receptor del Complemento -1,3-glucanas-C3bi, Hsp60
CDlClR:/lCOD18 Receptor del Complemento B-1,3-glucanas-C3bi
Dectina-1 Receptor de tipo Lectina C (CLR) B-1,3-glucanas
Dectina-2 Receptor de tipo Lectina C (CLR) a-manosa
Macro6fagos MR o CD206 Receptor de tipo Lectina C (CLR) Manosa
DCCSIZ%SI 0 Receptor de tipo Lectina C (CLR) Manosa
TLR2 Receptor de Tipo Toll Yps3, Zimlosan, B-1,3-glucanas de
a fase micelial
TLR4 Receptor de Tipo Toll mananas
VLA-5 (Alfa-5- Receptor de adhesién de la familia de las CVDA
beta-1) Integrinas que se une a fibronectina yP
CR3 Receptor del Complemento B-1,3-glucanas
Dectina-1 Receptor de tipo Lectina C (CLR) B-1,3-glucanas
Dectina-2 Receptor de tipo Lectina C (CLR) a-manosa
MR o CD206 Receptor de tipo Lectina C (CLR) Manosa
DC-SIGN Receptor de tipo Lectina C (CLR) Manosa
CLEC-1 Receptor de tipo Lectina C (CLR) Ligando desconocido
TLR2 Receptores de Tipo Toll Zimosan, £-1,3-glucanas de la fase
Células : micelial
Dendriticas TLR4 Receptores de Tipo Toll ' mananas
Ligando desconocido
TLR7 Receptor de Tipo Toll (probablemente material genético
fingico)
Ligando desconocido
TLR9 Receptor de Tipo Toll (probablemente material genético
fingico)
VLA-5 (Alfa-5- Receptor de adhesién de la familia de las CVDA
beta-1) Integrinas yP

99




Después del reconocimiento primario de Histoplasma capsulatum, cerca de la
tercera semana a partir de la infeccidon se presenta inmunidad mediada por linfocitos
T con produccion de citoquinas del tipo TH1 que activa a los macrofagos y expresan
receptores de la familia de las integrinas leucocitarias (LFA-1) para favorecer su
migracion al sitio de infeccion, también se expresan mas receptores del
complemento CR3 y CR4 (CD11/CD18), y receptores de tipo Lectina C como la
Dectina-1 (ver Figura 17), donde tanto las levaduras como las microconidias se
adhieren a los macréfagos y se liberan citoquinas como IL-2 e IL-12 generando
reclutamiento de méas macréfagos tisulares y monocitos (Ray y Rappleye, 2018 y
Sanchez et al, 2010).

Las B-1,3-glucanas presentes en la fase micelial infectiva del hongo, tienen la
capacidad de unirse a los receptores de Tipo Toll como el TLR2, receptores de Tipo
Lectina C como la Dectina-1, receptores del Complemento como el CR3
(CD11b/CD18), moléculas de adhesion (Mac-1), colectinas como el SP-A y el SP-
D, y proteinas de fase aguda de la inflamacién como la pentraxina-3 secretadas o
presentes en la superficie tanto de células fagociticas profesionales como no
profesionales como por ejemplo macrofagos, neutrofilos, células epiteliales y células
dendriticas. Adicionalmente la Dectina-1 esta presente en células NK y células T.
También otros ligandos del hongo son capaces de ser reconocidos por otros
receptores de estas células como lo son el TLR4, el receptor MR (CD206) y el
receptor DC-SIGN (CD209) (Gorocica et al, 2009; Lara et al, 2014 y Ray y Rappleye,
2018).

Es importante mencionar, que en el caso del reconocimiento mediado por los
receptores TLR2 y TLR4, no se va a desencadenar la fagocitosis del hongo, pero
pueden desencadenar la sefializacion necesaria para la diferenciacion celular (Lara
et al, 2014).

Histoplasma capsulatum se acopla a estos receptores de las células fagociticas
para poder ser fagocitado, pero debe hacerlo sin despertar una sefal por parte de
los Receptores de Reconocimiento de Patrones o PRR’s (por sus siglas en inglés
de Pattern Recognition Receptor), por lo que se ha visto que el reconocimiento de
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los PAMP’s de Histoplasma capsulatum se da en menor grado que los PAMP’s de
otros hongos oportunistas, generando que la respuesta celular innata se vuelve

inefectiva (Ray y Rappleye, 2018).

Por ejemplo, la levadura evita su eliminacion mediante las a-1,3-glucanas de
superficie del quimiotipo Il, ya que la cubierta externa de a-glucanas enmascara las
B-glucanas y la quitina que son los inmunoestimuladores, donde también se unen a
receptores como la Dectina-1 sin desencadenar la respuesta inmune actuando
como un ligando sefiuelo (Gorocica et al, 2009; Lara et al, 2014 y Ray y Rappleye,
2018).

Entonces el reconocimiento de las glucanas va a inducir el reclutamiento de
leucocitos, también estimulan las células madre hematopoyéticas, activan la via
alterna del complemento, activan los linfocitos B, linfocitos T, macrofagos, células

dendriticas y células NK (Lara et al, 2014).

Dependiendo de la célula fagocitica que interaccione con Histoplasma capsulatum,
asi va a ser la respuesta hacia el hongo, por ejemplo, los neutréfilos y las células
dendriticas se relacionan al bloqueo del crecimiento del patdgeno mediante la
respuesta inmune de tipo THi1, en cambio, los macréfagos proveen un ambiente
intracelular habitable para la levadura. En este sentido, Histoplasma capsulatum es
considerado patdgeno primario debido a que este hongo no despierta una respuesta
inmune parecida a la que inducen los hongos patdégenos oportunistas, por lo que las
células de la respuesta inmune innata no son capaces de controlar la infeccion (Ray

y Rappleye, 2018).
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Figura 17. Reconocimiento antigénico de Histoplasma capsulatum por parte de los
fagocitos profesionales de la inmunidad innata. Se observa el reconocimiento de la
Hsp60 por parte del macréfago mediante el CR3, de las B-1,3-glucanas mediante la
Dectina-1y la Yps3 mediante el TLR-2, con la subsecuente cascada de sefializacion
gque puede o no permitir el control de la infeccibn. También se evidencia el
reconocimiento de las células dendriticas mediante los mismos receptores que el
macrofago, pero adicionalmente mediante el receptor VLA-5, o que constituye una
via alternativa que si logra el control de la infeccion promoviendo una respuesta
THi1. Adicionalmente, se ve que las células dendriticas reconocen también las
mananas mediante la Dectina-2 y que los TLR-7 y TLR-9 podrian promover la
respuesta inmune al reconocer acidos nucleicos de las levaduras producto de su
destruccion. Los neutrdfilos al igual que los demas polimorfonucleares reconocen el
patdgeno, pero opsonizado (por ejemplo, por el C3bi o por anticuerpos) mediante
receptores como el CR1, CR3 y FCyRIII, en donde la respuesta desencadenada
tampoco es capaz de controlar la infeccion, pero media un efecto fungistatico
gracias a la secrecion de sus granulos azurdfilos (imagen tomada de Ray y
Rappleye, 2018).
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Receptores de Opsonina (CR3): cuando el patbgeno es opsonizado, el dominio
C3bi y el dominio CD11b del receptor CR3 reconocen al patégeno, mientras que las
B-glucanas del hongo permiten la unién al Carbono terminal del dominio CD18, pero
se sabe que la proteina de shock térmico Hsp60 es el principal ligando del dominio
CD18, y dependiendo de cudl sea el ligando, asi va a ser la respuesta inmune
desencadenada, por ejemplo la proteina Hsp60 de la superficie celular del hongo
va a mediar el reconocimiento sin desencadenar una respuesta inmune
proinflamatoria, caso contrario si el ligando son las B-glucanas (Gonzélez et al,
2012; Gorocica et al, 2009; Lara et al, 2014; Ray y Rappleye, 2018 y Sanchez,
2009).

Por lo que se ha reportado que dependiendo del ligando unido al receptor CR3
podria producir mas bien una regulacién negativa en la produccion de IL-12, por lo
gue disminuye su concentracion y por tanto su efecto protector contra Histoplasma
capsulatum, en este sentido el receptor puede constituir una puerta de entrada

segura para el hongo hacia el macréfago (Gorocica et al, 2009).

La fagocitosis de Histoplasma capsulatum, ademas de facilitarse por la
opsonizacién por parte del dominio C3bi y del reconocimiento del receptor CR3,
también requiere de los microfilamentos de actina de la célula, pero no de la
polimerizacién de los microtibulos, por lo que para algunos autores, la opsonizacion
por parte del C3bi o del C3b o de anticuerpos, no es requerido estrictamente para

gue se dé la fagocitosis del patdgeno (Ray y Rappleye, 2018).

Receptores de Lectina tipo C: Las lectinas tipo C son receptores para el
reconocimiento inmune de polisacaridos que generan la activacion de las células
fagociticas. La Dectina-1 reconoce las B-glucanas y la Dectina-2 las a-mananas,
donde la respuesta que generan contra Histoplasma capsulatum va a variar entre
los diferentes tipos de células fagociticas. Las células dendriticas expresan tanto la
Dectina-1 como la Dectina-2. La Dectina-1 activa la caspasa-1 y el inflamasoma
NLRP3 desencadenando la produccién de citoquinas proinflamatorias como la IL-1
y laIL-18, pero la Dectina-1 no es imprescindible para la activacion del inflamasoma
y la ausencia de Dectina-2 no tiene efecto en la progresion de la infeccion, por lo
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gue autores como Ray y Rappleye (2018) consideran que el aporte de ambos

receptores en el control de la infeccién es minimo (Ray y Rappleye, 2018).

Al unirse las B-glucanas al receptor Dectina-1, se induce la produccion de especies
reactivas del oxigeno o ROS (por sus siglas en inglés de Reactive Oxygen Species)
y el factor transcripcional NF- k3 es translocado al nucleo donde desencadena la
produccion de citoquinas proinflamatorias como la IL-1, IL-6, TNF-a, MIP-2
(proteina-2 inflamatoria de macréfagos), intermediarios reactivos de oxigeno o ROI
(por sus siglas en inglés de Reactive Oxygen Intermediates) y eicosanoides
(Gorocica et al, 2009 y Lara et al, 2014).

Entonces, tanto la Dectina-1 como la Dectina-2 son receptores importantes en el
reconocimiento y la respuesta inmune contra la histoplasmosis ya que se han visto
involucrados en la generacién de una respuesta inmune de tipo THi1 y THi7

necesarias para que se pueda dar la resolucion de la infeccion (Goyal et al, 2018).

En modelos murinos, se ha visto que la Dectina-1 actia en conjunto con el receptor
CR3 mediante una asociacion a través de las balsas lipidicas para que ante el
reconocimiento de Histoplasma capsulatum se pueda generar TNF-a e IL-6
mediante la cascada de sefalizacién por medio de Syk, JNK y AP-1, por lo que el
reconocimiento por parte de la Detina-1 induce la secrecién de citoquinas y el
reconocimiento por parte del CR3 permite la fagocitosis del patégeno (Goyal et al,
2018 y Salazar y Brown, 2018).

También los otros receptores de Lectina tipo C (CLR), ademas de la Dectina-1 como
la Dectina-2, DC-SIGN, CLEC-1 y KLRB1 (CLEC-5B o NKR-P1A o CD161
presentes en las células NK) se han relacionado a la respuesta inmune de tipo THa7
implicada en la defensa contra este patdégeno ya que las células THi7 son capaces
de producir citoquinas proinflamatorias como IL-17, TGF, IL-1B, IL-6, IL-21, IL-22,

y IL-23, que favorecen la eliminacion intracelular de las levaduras, (Lara et al, 2014).

Receptores de Tipo Toll: Las células dendriticas también expresan receptores
Tipo Toll como por ejemplo el TLR7 y TLR9 que permiten el reconocimiento de los

antigenos de Histoplasma capsulatum y promueven una respuesta de tipo Interferén
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| contra el hongo que polariza la respuesta inmune hacia una de tipo TH1 (Ray y
Rappleye, 2018).

Una vez reconocidos los ligandos por parte de estos receptores, las células
dendriticas son capaces de destruir las levaduras con la consecuente liberacion de
acidos nucleicos fungicos que pueden servir para dirigir a estas células a la

respuesta inmune adaptativa protectora para el hospedero (Ray y Rappleye, 2018).

Los receptores TLR2 se unen también al antigeno Yps3 que es una proteasa
aspartica de la superficie de Histoplasma capsulatum, presuntivamente de la fase
levaduriforme, la cual no estd presente en todas las cepas y desencadenan una
respuesta proinflamatoria, adicionalmente, la Yps3 también es reconocido por el
CD18 de las integrinas de los receptores del complemento (CR3) y la Dectina-1 para
la formacion de cuerpos lipidicos que se relacionan a la produccion de leucotrienos
del tipo B4, donde se ha correlacionado los altos niveles de leucotrienos con el
control de la infeccién, ya que es bien sabido que el leucotrieno B4 es importante
en la defensa, el reclutamiento de los neutréfilos y el establecimiento de las células
T de memoria durante la histoplasmosis (Caffrey et al, 2018 y Ray y Rappleye,
2018).

Se havisto que la pérdida del adaptador proteico MyD88 mediante el cual la mayoria
de los TLR controlan la respuesta contra Histoplasma capsulatum, reduce la
produccion de citoquinas proinflamatorias por parte de las células dendriticas y los
macréfagos pulmonares, pero no altera la proliferacion del hongo lo que sugiere la
participacion de otros receptores en el reconocimiento y control de este patdgeno

(Ray y Rappleye, 2018 y Salazar y Brown, 2018).

Receptores Tipo RIG (RLR): son receptores intracelulares que reconocen ARN y
son expresados tanto en células inmunes como en células no inmunes. Son
capaces de promover las vias de sefializacion que desencadenan la producciéon de
IFN de tipo | e IFN de tipo Ill involucrados en la inmunidad antiviral, sin embargo,
estos receptores se han asociado a la respuesta inmune contra la histoplasmosis,
especificamente en la produccién de interferones a partir del reconocimiento del

hongo por las células dendriticas (Salazar y Brown, 2018).
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Complejo Inflamasoma NLRP3: este complejo comprende una serie de proteinas
intracelulares cuya funcién es la regulacion de la inmunidad innata mediante la
maduracion de la pro-IL-1B y pro-IL-18, asi como la induccién de la muerte de las

células inflamatorias por piroptosis mediado por la caspasa-1 (Li et al, 2019).

El complejo puede ser activado via unién de PAMP’s con los PRR’s o0 por la unién
de los DAMP’s (por sus siglas en inglés de Damage Associated Molecular Pattern
o patrones moleculares asociados al dafio) con los PRR’s. Este complejo se asocia
a las infecciones respiratorias de multiples microorganismos incluyendo los hongos
(Li et al, 2019).

Adicionalmente, el zymosan y las mananas también estimulan el inflamasoma
NLRP3 para inducir la actividad de la caspasa 1 en macréfagos y células
dendriticas, al igual que la secrecion de IL-1p3, sugiriendo que los componentes de
la pared celular son los responsables de la activacion del ASC (proteina adaptadora
del inflamasoma) y del inflamasoma durante la infeccion fangica (Li et al, 2019).

En el caso de la histoplasmosis, la Dectina-1 puede interactuar junto a la Dectina-2,
para activar el inflamasoma NLRP3/Caspasa 1, mediante la cascada de
sefializacion que involucra Syk y JNK ante el reconocimiento del hongo, con la
consecuente produccion de IL-1B e IL-18, que son citoquinas proinflamatorias

importantes en la resolucion de la infeccién (ver Figura 18) (Salazar y Brown, 2018).
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Dectin-2 Dectin-1

Figura 18. Interaccion entre los receptores de tipo CLR, Dectina-1 y Dectina-2 para
desencadenar la activacion del inflamasoma NLRP3/Caspasa 1, con la consecuente
maduracion de la IL-1 (imagen tomada de Salazar y Brown, 2018).

Se ha observado que células dendriticas que carecen tanto de la Dectina-1 como la
Dectina-2, tienen deficiencias en la secrecion de IL-1p al compararlo con las células
control o las células que poseen solo deficiencia en uno de los receptores. Ademas,
Chang et al (2017) demostraron al utilizar anticuerpos anti Dectina-1, anticuerpos
anti Dectina-2 y anticuerpos anti Dectina-1/Dectina-2, que la Dectina-2 es el receptor
que mas aporta a la activacion del inflamasoma en las células dendriticas infectadas
con Histoplasma capsulatum (Castro et al, 2017 y Chang et al, 2017).

107



Inmunidad Innata Celular contra la Histoplasmosis

Los fagocitos profesionales como los polimorfonucleares, células dendriticas y
macréfagos, asi como los fagocitos no profesionales de la linea epitelial y
fibroblastica, van a ejercer la funcién fagocitica sobre el patégeno. Los fagocitos
profesionales son efectores preliminares de la inmunidad innata, al fagocitar a
Histoplasma capsulatum e intentar destruirlo y producir citoquinas, ademas son
células presentadoras de antigeno, y vuelven a ser efectores al ser estimulados por
los linfocitos T cooperadores (Maniscalchi y Lemus, 2006).

Cuando el hongo es fagocitado la célula lo trata de eliminar por especies reactivas
del oxigeno (ROS) mediante el estallido respiratorio, asi como por especies
reactivas del nitrégeno (RNS) y otras proteinas almacenadas en los granulos como
por ejemplo lisozima, lactoferrina y proteinas cationicas (defensinas, catepsina G y
azurozidina). La eliminacién del microorganismo en el fagolisosoma no ocurre
siempre, ya que depende de la cantidad de conidias fagocitadas y de deficiencias
congénitas o primarias del hospedero (Maniscalchi y Lemus, 2006).

El fagolisosoma es altamente acidico con una gran variedad de enzimas hidroliticas
que se activan a pH bajo. La disminucion de pH es debida a la ATPasa incorporada
a la membrana del fagosoma y este pH interviene tanto en la unién del lisosoma
como en la actividad de las hidrolasas. Histoplasma capsulatum va a lograr

multiplicarse aun con la formacién del fagolisosoma (Maniscalchi y Lemus, 2006).

En el momento en que los microorganismos atraviesan las primeras barreras fisicas,
la primera linea de defensa celular de la inmunidad innata pulmonar contra las
infecciones fungicas son las células epiteliales, los neutréfilos, los macréfagos
alveolares y las células dendriticas, que van a desencadenar una cascada de
sefalizacion producto del reconocimiento de los PAMP’s fangicos, que va a
conducir a la activacién de las células involucradas en la respuesta inmunitaria. Los
macrofagos alveolares se van a encontrar en mayor cantidad y van a fagocitar a los
microorganismos, al mismo tiempo, las células epiteliales contribuyen al producir
citoquinas, quimioquinas y péptidos antimicrobianos, principalmente las betas
defensinas (Juarez et al, 2009 y Li et al, 2019).
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Los macréfagos alveolares, ante el reconocimiento de las B-glucanas de la pared
del hongo mediante el receptor de Dectina-1, montan una respuesta inflamatoria
constituida por la secrecion de TNF-a, IL-1a/p, IL-6, la quimioquina MIP
(Macrophage Inflammatory Proteins) y G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating
Factor). A continuacion, hay una respuesta rdpida dada por el reclutamiento de
neutrofilos hacia el sitio de infeccibn que van a servir no solo para controlar la

infeccion sino también para promover la reparacion tisular (Li et al, 2019).

Posteriormente, los macrofagos y células dendriticas también van a constituir el
puente entre la inmunidad innata y adaptativa al funcionar como células
presentadoras de antigeno, donde le van a presentar antigenos fungicos a las

células T nativas (Li et al, 2019).

Consecuentemente, se involucra el reclutamiento de otras células inmunes al sitio
de infeccion como por ejemplo neutrofilos, eosindéfilos y monocitos que amplifican la
respuesta inflamatoria local y aportan mas mecanismos microbicidas para lograr

eliminar al patdgeno (Juarez et al, 2009).

Células Epiteliales: representan la barrera mecanica o fisica entre el ambiente
interno y externo de las vias respiratorias contra Histoplasma capsulatum, pero
también participan en la inmunidad innata, especificamente las células epiteliales
ciliadas del tracto respiratorio superior, las células de Clara de la via aérea pequefia

y las células epiteliales tipo Il de los alveolos (Garcia y Sibila, 2013).

Las células epiteliales pulmonares entonces constituyen un puente entre la
inmunidad innata y la inmunidad adaptativa frente a las infecciones fangicas en la

mucosa respiratoria (Li et al, 2019).

También participan en la regeneracion del tejido dafiado al promover angiogénesis
y proliferacién celular. El surfactante SP-A funciona como ligando para los TLR de
las células epiteliales del tracto respiratorio, por ejemplo, la union del ligando al TLR
induce la produccion de IL-8 en las células epiteliales (Tonatouh et al, 2005),
mediante la sefalizacion que involucra a MyD88, donde la quimioquina es la

responsable del reclutamiento rapido de neutrofilos durante la infeccion fangica,
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también induce la expresién de otras quimioquinas a través de la union del ligando
al IL-1R (Li et al, 2019).

Neutrofilos: Los polimorfonucleares también pueden ser considerados células
fagociticas profesionales hospederas del patdégeno, como el neutréfilo que
representa parte de la respuesta aguda contra la infeccion (Maniscalchi y Lemus,
2006).

Se ha observado in vitro que la accion fungistatica ejercida por los
polimorfonucleares esta dada ademas por mecanismos no oxidativos ya que al
comparar la actividad fungistética de polimorfonucleares tanto de pacientes con
enfermedad Granulomatosa Crénica como de personas normales, no se evidencian
diferencias. Estos mecanismos no oxidativos antimicrobianos estan dados
principalmente por las hidrolasas lisosomales y los péptidos cationicos o defensinas
de los granulos azurdfilos, ya que se sabe que el hongo es resistente al efecto de
las ROS (Maniscalchi y Lemus, 2006 y Newman, 1999).

Los neutrofilos no son capaces de eliminar a las levaduras, por lo que cumplen una
funcion fungistatica en la inmunidad innata en etapas tempranas contra la infeccion
por Histoplasma capsulatum en los pulmones hasta que la inmunidad adaptativa
logre activarse, por lo que autores como Deepe (2000) consideran que los
polimorfonucleares son importantes en el control de la infecciébn primaria y no
secundaria debido a su efecto fungistéatico, ya que tanto en modelos murinos como
de células humanas se ha relacionado a alta mortalidad en la infeccién primaria la
deplecién de los polimorfonucleares al agregar anticuerpos monoclonales anti

polimorfonucleares (Deepe, 2000 y Ray y Rappleye, 2018).

Los polimorfonucleares fagocitan el hongo opsonizado mediante varios receptores
entre los cuales se encuentran los receptores del complemento CR1 (CD35) y CR3
(CD11b/CD18), y el receptor de inmunoglobulina FcyRIII (CD16), siendo necesaria
la opsonizacion para que el patdgeno sea fagocitado, pero a su vez, la fagocitosis
Nno es necesaria para que estas ceélulas ejerzan el efecto fungistatico, ya que lo
hacen a través del estallido respiratorio mediado por los granulos azuroéfilos

secretados, sin que sea indispensable el efecto de ROS (Ray y Rappleye, 2018).
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Los granulos azurdfilos contienen catepsina G (proteasa), Proteina Bactericida que
Incrementa la Permeabilidad o BPI (por sus siglas en inglés de Bactericidal
Permeability Increasing Protein), HNP-1, HNP-2 y HNP-3 (defensinas de neutrofilos
humanos), donde se ha visto que in vitro ejercen un efecto fungistatico dependiendo
de la dosis (Ray y Rappleye, 2018).

También la fagocitosis puede no generar una respuesta inflamatoria dependiendo
si el microorganismo no viene acompafada de otras sefiales estimulatorias ya sea
por falta de respuesta de las citoquinas o por la inhibicién en la produccién de estas,
ya que in vitro se ha evidenciado que neutréfilos expuestos a levaduras de
Histoplasma capsulatum inactivadas por calor, hacen que el neutroéfilo reduzca la
produccién de IL-12 al ser estimulados con polisacaridos, ya que la IL-12 es
importante para promover la inmunidad celular y la produccion de IFN-y, que
deberia limitar el crecimiento del microorganismo (Gorocica et al, 2009; Lara et al,
2014 y Ray y Rappleye, 2018).

Los neutrofilos liberan IL-12, TNF-a y Factor Estimulador de Colonias de
Granulocitos y Macrofagos (GM-CSF), los cuales participan en la defensa contra la
infeccion primaria, por lo que, ante neutropenia del paciente, se produce un

descenso importante en la produccion de citoquinas (Maniscalchi y Lemus, 2006).

Es importante resaltar que los polimorfonucleares son células con menor vida que
los macrofagos por lo que estos ultimos son mas adecuados para la proliferacién de
Histoplasma capsulatum que es un hongo de crecimiento lento, ademas les
proporciona la ventaja de que son células migratorias que facilitan su diseminacion

(Maniscalchi y Lemus, 2006).

Macrofagos: los macrofagos y las células dendriticas son los encargados de
regular la respuesta inmune contra Histoplasma capsulatum, siendo las células
dendriticas mas eficientes en la destruccion de la levadura porque hay mas
exposicion de las hidrolasas dentro del fagolisosoma lo que podria ser suficiente

aun si el microorganismo intenta evadir la destruccion (Maniscalchiy Lemus, 2006).
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En los macrofagos, los cuales son mas permisivos para la proliferacion del hongo,
los receptores de lectina tipo C cumplen funciones diferentes. La Dectina-1 estimula
la produccion de citoquinas, pero no participa en la fagocitosis de la levadura a
diferencia de otros tipos de receptores del complemento como el CR3
(CD11b/CD18) (Ray y Rappleye, 2018).

También, las diferentes poblaciones de macréfagos van a tener una expresion
diferente de los receptores capaces de reconocer los antigenos de Histoplasma
capsulatum como por ejemplo LFA-1 (CD11a), CR3 y CR4, por lo que autores como
Ray y Rappleye (2018) creen que se podria ver afectado el reconocimiento e
internalizacidon del patégeno, ya que los receptores presentan ademas diferentes

afinidades a los antigenos, pero aun no estad comprobado (Ray y Rappleye, 2018).

En las primeras etapas de la infeccidn, los macréfagos son capaces de reconocer a
Histoplasma capsulatum y fagocitarlo representando un ambiente intracelular
permisivo para la replicacion del hongo. Se ha visto in vitro que tanto las levaduras
como las microconidias sin ser opsonizadas pueden ser fagocitadas por los
macrofagos alveolares, lo cual es un proceso rapido que desencadena la inmunidad
mediada por células hacia este patdgeno, estimulandose el estallido respiratorio y
la fusién del lisosoma con el fagosoma, que, en el caso del estallido respiratorio, es
un mecanismo que no logra eliminar las levaduras de Histoplasma capsulatum
(Newman, 1999).

Es interesante mencionar que, in vitro, se ha visto que las levaduras no opsonizadas
del hongo no estimulan el estallido respiratorio en macréfagos residentes o
macrofagos activados por IFN-y en modelos murinos, a diferencia de las levaduras

opsonizadas que si lo hacen (Newman, 1999).

Una vez que la levadura es fagocitada por el macréfago, esta es capaz de sobrevivir
dentro del fagolisosoma al alcalinizar el pH y mantenerlo entre 6.0 a 6.5 de modo
que se inactivan las hidrolasas y el hongo es capaz todavia de adquirir hierro.
Adicionalmente, se cree que el hongo puede evitar la fusion del fagosoma con el

lisosoma, por lo que también disminuye su exposicion a las hidrolasas, o también
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se cree que podria evitar la acumulacién de la ATPasa vacuolar del fagosoma

evitando que se acidifique el pH (Deepe, 2000 y Newman, 1999).

La IL-12 es necesaria para que se induzca la produccion de IFN-y que va a activar
a los macréfagos, pero en modelos in vitro de macrofagos humanos, se ha visto que
también la IL-3, el GM-CSF y el M-CSF, son capaces de activar macrofagos para

inhibir el crecimiento de las levaduras de Histoplasma capsulatum (Newman, 1999).

Entonces, los macréfagos son activados principalmente por citoquinas como el INF-
Yy que es la citoquina que restringe la proliferacion de la levadura en una respuesta
inmune del tipo TH1, donde se induce la activacion de la Oxido Nitrico Sintasa (NOS)
para la liberacion de éxido nitrico (NO) producto del metabolismo de la L-Arginina.
El éxido nitrico actta al quelar el hierro intracelular disminuyendo su disponibilidad
necesaria para el metabolismo de Histoplasma capsulatum, ademas disminuye la
regulacion de los receptores de transferrina expresados en los macréfagos por el
IFN-y, por lo que se restringe la proliferacion de la levadura ejerciendo un efecto

fungistéatico (Maniscalchi y Lemus, 2006).

Histoplasma capsulatum es capaz de sobrevivir a las ROS producidas por los
macrofagos, ya que se ha visto en modelos murinos, que la levadura no
desencadena el estallido respiratorio en las células murinas, caso contrario, en los
macrofagos humanos, la levadura si desencadena un estallido respiratorio fuerte,
pero de igual manera las levaduras fagocitadas pueden sobrevivir a estas moléculas
y replicarse (Deepe, 2000).

El macréfago también es capaz de presentar antigenos a los linfocitos T, y una vez
que son producidas mas citoquinas, se pueden activar mas macrofagos que pasan

a ser células efectoras intentando eliminar al hongo intracelular (Newman, 1999).

El cambio del fenotipo entre M1 y M2 del macrofago también es importante en la
generacion de una respuesta inflamatoria capaz de controlar la infeccién. Por
ejemplo, la IL-4 conducira a la respuesta de tipo TH2, amplificando la produccion de
la IL-33 por parte del macréfago con fenotipo M2, mediante la cascada de

sefalizacion que involucra STAT6, IRF4 y la Dectina-1 (Salazar y Brown, 2018).
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Los macrofagos y monocitos reclutados también forman los granulomas epitelioides
compactados en personas inmunocompetentes, por tanto, se controla la infecciéon

por lo que generalmente resuelve espontaneamente (Sanchez et al, 2010).

Monocitos: son capaces de regular a los neutrofilos, las células NK y los linfocitos
T, orquestando de manera indirecta la inmunidad innata y adaptativa. Por lo que la
monocitopenia se ha sugerido como un factor de riesgo para la histoplasmosis. Por
el contrario, una excesiva activacion de los monocitos puede conducir a un aumento
en el reclutamiento de los neutréfilos que con su consecuente activacion pueden
llegar a generar dafio, sugiriendo que la actividad de los monocitos también debe

ser regulada (Salazar y Brown, 2018).

Células Dendriticas: los PAMP’s fungicos son reconocidos por el receptor DC-
SIGN presente en las células dendriticas inmaduras, permitiendo la fagocitosis del
patdégeno, por tanto, la célula dendritica madura es capaz de presentar antigenos a
las células T (Li et al, 2019).

La maduracion de las células dendriticas puede estar mediada por los neutréfilos,
recordando que, a su vez, los neutréfilos fueron reclutados por las quimioquinas
secretadas por las células dendriticas, al igual que son reclutados los linfocitos T
cooperadores de tipo TH1, por lo que se evidencia una interaccion entre estas tres

células (neutrdfilos, células dendriticas, linfocitos TH1) (Li et al, 2019).

Las células dendriticas proveen un ambiente menos permisivo para la proliferacion
de las levaduras en comparacién con los macréfagos donde se ha reportado la
degradacion de las levaduras dentro de las células dendriticas en alrededor de 2
horas al ser fagocitadas. Las células dendriticas son las responsables de presentar
los antigenos de las levaduras degradadas a los linfocitos de la respuesta inmune
adaptativa, despertando una respuesta del tipo TH1, donde proliferan las células T

(Ray y Rappleye, 2018).

Se cree que la diferencia entre la capacidad de destruir al patégeno por parte de las
células dendriticas y los macréfagos se debe a que las células dendriticas son

capaces de reconocer los antigenos del hongo mediante diferentes vias, por
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ejemplo, las células dendriticas presentan glicoproteinas del complejo CD18
(especificamente CR4 o CD11c¢/CD18) que in vitro al ser blogueadas por
anticuerpos no se inhibe la union del hongo a las células dendriticas por lo que se

evidencia que posee otras vias de reconocimiento (Ray y Rappleye, 2018).

Ademas también al administrar in vitro Hsp60 recombinante del hongo no inhibe la
adherencia a las células dendriticas como si sucede con los macrofagos,
demostrando otra vez que las ceélulas dendriticas tiene diferentes vias de
reconocimiento al patégeno ya que adicionalmente el hongo a través de su antigeno
cyclofiina A (CypA) se une a las células dendriticas mediante el receptor de
fibronectina conocido como antigeno muy tardio-5 o VLA-5, que in vitro, al agregar
CypA recombinante en exceso se inhibe la union del hongo a la célula dendritica
por saturacion de sus receptores, pero no asi a los macrofagos, sugiriendo que el
receptor VLA-5 es especifico para el ligando CypA, a pesar de que el receptor VLA-
5 se expresa tanto en las células dendriticas como en los macrofagos, por lo que

estas diferencias continGian sin explicacion (Ray y Rappleye, 2018).

Células NK: estudios en modelos murinos han evidenciado que las células NK son
importantes en la respuesta inmune generada contra Histoplasma capsulatum, ya
que se ha visto que modelos murinos que poseen una deplecién de las células NK
son mas susceptibles a esta infeccion. Estas células son mediadores de la
inmunidad innata que protegen de las infecciones de los microorganismos mediante
la secrecidn del IFN-y y sus granulos. En infecciones respiratorias fungicas, se ha
visto que los linfocitos T CD4+ causan que haya un aumento de las células NK con
su posterior liberacion de IFN-y, granzima B y perforinas. También pueden producir
el GM-CSF necesario para que los neutréfilos ejerzan su actividad antifungica (Li et
al, 2019; Salazar y Brown, 2018 y Schmidt et al, 2017).

A diferencia de otras células del sistema inmune innato, las células NK no pueden
defenderse del agente fungico directamente mediante la fagocitosis, sino que se
cree que mas bien regulan su actividad antifungica mediante la secrecion del IFN-y
(Li et al, 2019).
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Actualmente, los mecanismos por los cuales las células NK median la defensa
contra infecciones fangicas a nivel respiratorio y su interaccion con las demas
células de la inmunidad durante estas infecciones, queda poco esclarecido y se

requieren mas estudios (Li et al, 2019).

Tanto las células T CD4+ como las células NK, y las citoquinas producto de
reconocimiento del patdgeno (el IFN-y, IL-2 e IL-12) son considerados por Sanchez
et al (2010), como componentes importantes en la defensa contra este patdégeno
(Sanchez et al, 2010).
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Inmunidad Adaptativa contra la Histoplasmosis

Linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+: la resolucion del cuadro clinico va a estar
influenciada por la activacion de la inmunidad celular mediada por las células T,
pero cuando esta inmunidad falla en controlar la infeccion, el microorganismo es
encerrado en un granuloma que eventualmente calcifica lo que representa un foco
de reactivacion si el individuo llegara a padecer una enfermedad inmunosupresora
0 ante la ingesta de medicamentos que suprimen la inmunidad celular (Deepe,
2000).

En modelos murinos que presentan una deplecion genética de las células T o al
administrar anticuerpos monoclonales anti TCR, demuestran mayor susceptibilidad
a padecer histoplasmosis en comparacion con los ratones controles (Deepe, 2000).

Tanto los linfocitos T CD4+ como los linfocitos T CD8+, contribuyen a la inmunidad
en la infeccion pulmonar primaria contra este hongo. Esto se ha demostrado al
transferir células T CD4+ reactivas contra Histoplasma capsulatum, a ratones
confiriéendoles resistencia a la infeccion, ademas, también se ha visto que el
aclaramiento de las levaduras en los tejidos de ratones infectados se ve deteriorado

cuando estos ratones carecen de células T CD8+ (Deepe, 2000).

En la infeccién pulmonar secundaria, la presencia de cualquiera de estas células
sean las células T CD4+ o células T CD8+, basta para que los sujetos
experimentales en los modelos murinos logren sobrevivir a la reinfeccion, pero la

muerte se produce si ambos tipos de células faltan (Deepe, 2000).

El mecanismo por el cual las células T contribuyen a la resolucion de la
histoplasmosis, es mediante la produccion de citoquinas como el IFN-y y el TNF-a
gue activa a las células fagociticas, sin embargo, no se sabe con certeza si las
células T inducen la produccién de anticuerpos protectores contra esta micosis, ya
gue se ha visto en modelos murinos, que al transferir sueros de ratones que
resolvieron la infeccion a ratones infectados, no se presenta una reduccion
importante en la carga fangica ni tampoco en el curso de la infeccion al comparar
estos ratones con los ratones que carecen de células B y con el control (Deepe,
2000).
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Las células T CD8+ son capaces de secretar IL-17A que es importante en la
proteccion contra la histoplasmosis ya que favorece la actividad de los neutroéfilos

(Kumaresan et al, 2017).

La histoplasmosis va a depender del balance de la respuesta mediada por linfocitos
T cooperadores de la respuesta TH1 caracterizado por la produccion de IFN-y que
refuerza la inmunidad celular y figura el control de la infeccidn, y de la respuesta
TH2 asociada a la produccion de IL-4 junto a la produccion de anticuerpos, donde
este balance de respuestas correlaciona con la severidad de la enfermedad.
Adicionalmente se piensa que la IL-17 podria tener un papel importante en la

regulacion del balance de la respuesta inmune del tipo TH1y TH2 (Lara et al, 2014).

Las citoquinas de la respuesta de tipo TH1 estimulan las funciones efectoras de las
células fagociticas mientras que las citoquinas de la respuesta THi7 como la IL-17
y la IL-22 promueven la liberacién de péptidos antimicrobianos por parte de las
células epiteliales que inducen el reclutamiento y la activacion de los neutrdfilos, por
lo que se consideran respuestas protectoras contra las infecciones fangicas

pulmonares (Salazar y Brown, 2018).

En la infeccion pulmonar primaria por Histoplasma capsulatum, se produce una
respuesta inmune de tipo THi1 con la liberacion de IL-12, IFN-y y el TNF-a, que
coincide con el incremento de células pertenecientes al linaje mieloide en pulmén
que es seguido por un flujo de células T y células B al sitio de infeccién (Deepe,
2000).

Se sabe que la IL-12 es clave para el desarrollo de la respuesta protectora de tipo
TH1, ya que, al neutralizarla con anticuerpos monoclonales en ratones infectados
intranasal e intramuscularmente con el patégeno, resulta en la muerte de los sujetos
experimentales, ademas se observa una reduccion del IFN-y, pero no asi del TNF-
a y el GM-CSF que también son citoquinas relacionadas a la proteccion contra la

infeccion (Deepe, 2000).

Por otro lado, la liberacién de IL-12 y TNF-a no es dependiente del IFN-y ya que no

se evidencian diferencias significativas entre los niveles de estas dos primeras
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citoquinas en ratones que carecen de IFN-y en comparacion con los ratones control,
pero si se sabe que los ratones que carecen de IFN-y llegan a morir a dosis
subletales del hongo por lo que se sugiere que el IFN-y es una molécula efectora
importante en la resistencia del huésped contra la histoplasmosis, ya que su
ausencia genera una disminuciéon del NO (Oxido Nitrico) que si es significativo en

el control de la infeccion (Deepe, 2000).

En cuanto al TNF-a, esta citoquina es necesaria para el control de la histoplasmosis
ya que al neutralizarla causa un aumento en la carga fungica en los tejidos de
ratones infectados por via intranasal e intramuscular, acelerando su mortalidad,
relacionada a una disminucion en la produccién del NO por parte de las células

fagociticas, pero sin afectar los niveles de IL-12, GM-CSF e IFN-y (Deepe, 2000).

El GM-CSF también es requerido para el control de la infeccion pulmonar debido a
que los ratones que carecen de esta citoquina también presentan un aumento en la
carga fungica en tejidos asi como de la mortalidad, similar a los ratones que carecen
de TNF-a, pero con la diferencia de que la deficiencia de GM-CSF también se
relaciona a una disminucién del TNF-a y el IFN-y, por tanto una disminucion del NO,
y un aumento de la IL-4 e IL-10 caracteristico de una respuesta inmune del tipo TH2
que no lleva a la resolucion de la infeccion (Deepe, 2000).

En la infecciébn secundaria tanto pulmonar como sistémica, la IL-12 no es tan
importante para la resolucién de la infeccién a diferencia de la infeccion primaria ya
que al neutralizar esta citoquina en los ratones con infeccion secundaria, no se ve
afectada su capacidad para resolver la infeccidn, situacion que se da también al
neutralizar el IFN-y en el modelo de infeccion sistémica, no asi en el modelos de
infeccién intranasal donde el raton si sucumbe a la infeccion, es decir, la
dependencia del IFN-y para resolver la infeccion varia de acuerdo al sitio de

inoculaciéon (Deepe, 2000).

El TNF-a si es critico para resolver la infeccidon secundaria al igual que en el caso
de la infeccion primaria, tanto en modelos murinos de infeccion pulmonar como
sistémica. En el modelo de la infeccion sistémica secundaria, el TNF-a es solo

necesaria si el sujeto experimental carece de IFN-y ya que si el sujeto experimental
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presenta el IFN-y, entonces el TNF-a no es necesario para resolver la infeccion
secundaria sistémica. En el modelo de la infeccion pulmonar secundaria, la
inhibicion del TNF-a anula la proteccién de los ratones normales, y ademas también
se ha visto implicado en la alteracion en la produccion de citoquinas de la respuesta
iInmune de tipo TH2, aumentando los niveles de IL-4 e IL-10 que conducen a un
empeoramiento de la infeccion, donde se ha comprobado que la ausencia de la IL-

10 se relaciona a la eliminacion del patégeno (Deepe, 2000 y Toth et al, 2017).

El GM-CSF también juega un papel importante en la infeccion pulmonar secundaria,
pero con efectos menos importantes que el TNF-a. Al inhibir el GM-CSF en los
modelos murinos que padecen una infeccién pulmonar secundaria, se exacerba la
infeccion, pero no incrementa la mortalidad, ni tampoco altera la produccién de

citoquinas (Deepe, 2000).

Anticuerpos: se considera que los anticuerpos circulantes contra el agente
etiolégico producto de la inmunidad adaptativa son poco relevantes para inhibir el
desarrollo intracelular del hongo al ser fagocitado, por lo que después de la
resolucién de la infeccion, estos anticuerpos tienen poco valor en la inmunidad
establecida, pero si se han reportado algunos anticuerpos como por ejemplo los
dirigidos contra la proteina tipo histona H2B que facilitan la fagocitosis y la
produccion de citoquinas. Por lo que la respuesta protectora para estos patdbgenos
intracelulares esta dada por la inmunidad mediada por células (Maniscalchi y
Lemus, 2006).

La histoplasmosis genera el incremento de IgM en las primeras dos semanas de la
infeccion, seguido de un aumento del titulo de las IgG e IgA. Estudios en modelos
murinos han demostrado que los anticuerpos especificos contra este hongo
alcanzan su pico maximo al dia 21 de la infeccion y que las células B en pulmén
incrementan su nimero en la primera semana de la infeccion, pero en un grado
menor que las otras células mieloides, pero continian aumentando mientras las

otras células mieloides comienzan a disminuir (Roth et al, 2019).
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7.2-Vacunas e Inmunizacion Pasiva

A raiz del creciente nimero de casos de histoplasmosis alrededor del mundo, y
basado en estudios a partir del Norte de América, especialmente en las zonas
endémicas como la Rivera del Valle de Mississippi, se ha propuesto la elaboracién
de una vacuna contra este hongo dimérfico, enfocada principalmente en proteger a
las personas inmunosupresas, ya que Estados Unidos es un pais con alta incidencia
de la histoplasmosis en la que se registra 4.3 casos/100 000 habitantes al afio, lo
cual se estima que puede ser mayor debido al subregistro de casos por la pobre
vigilancia epidemiolégica que existe en los servicios de salud en lo referente a esta
enfermedad (Roth et al, 2019).

Entre las estrategias de inmunizacidén activa, se tiene el uso de la glicoproteina
HIS62 (ahora conocida como Hsp60), derivada del extracto de pared y membrana
de Histoplasma capsulatum, la cual se considera un antigeno inmunogénico y es el
principal ligando del receptor CR3 de los macréfagos del hospedero. Se ha visto
gue esta glicoproteina puede generar una reaccion de hipersensibilidad en modelos
murinos que fueron inmunizados previamente con una dosis subletal del hongo.
Ademas, esplenocitos extraidos de ratones los cuales fueron inmunizados
previamente con levaduras vivas de este hongo, proliferaron en respuesta a la
exposicion de la HIS62 (Roth et al, 2019).

También, el 80 % de los ratones inmunizados con la HIS62 purificada, sobrevivieron
al administrar la dosis letal intravenosa del hongo (Roth et al, 2019).

Es curioso mencionar que al estudiar el gen que codifica por la HIS62, se encontrd
que esta proteina es homadloga en un 70 % de las secuencias de aminoacidos a la
Hsp60 de Saccharomyces cerevisiae, por lo que se le cambi6 el nombre a esta
glicoproteina como Hsp60 de Histoplasma capsulatum y a su contraparte
recombinante como rHsp60, donde el 100 % de los ratones vacunados con la
rHsp60 sobrevivieron a la dosis letal intranasal de levaduras vivas de Histoplasma
capsulatum (Roth et al, 2019).

Se ha visto que el uso de la rHsp60 genera en el hospedero la produccion de I1gG,
donde el efecto protector que genera se caracteriza por la disminucion de la carga
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fungica y dafio en el tejido del hospedero, asi como por una prolongacion de la
sobrevivencia de los sujetos experimentales en modelos murinos (Nosanchuk et al,
2012).

Se cree que la vacunacion con la Hsp60 funciona preparando una respuesta
efectora de células T CD4+ de tipo TH1 dependiente de IL-12 e IFN-y secretadas
por las células dendriticas y macrofagos, ademés de la IL-10, que inducen la
diferenciacion de los linfocitos T nativos, pero también se ha visto un efecto sobre
las células T CD8+ (Roth et al, 2019).

Debido a que la vacuna con Hsp60 requiere una poblacién funcional de células T
CD4+, se piensa que dicha vacuna tiene una aplicabilidad limitada en pacientes que
poseen un conteo disminuido de este tipo de células como lo son los pacientes HIV
positivos en fase SIDA, por lo que se cree que su efectividad va a estar dada por la
administracion de la vacuna al paciente antes de que adquiera una
inmunodeficiencia, pero se piensa que se podria inmunizar a estos pacientes
mediante la activacion directa de otras células efectoras como las células T CD8+
de modo que se pueda llevar a cabo la respuesta efectora a pesar del bajo recuento
de las células T CD4+ (Roth et al, 2019).

Otro antigeno que se ha visto que podria ser capaz de conferir proteccion contra la
histoplasmosis es el antigeno H. Este es un miembro de las proteinas de la familia
B-glucosidasa que forma parte de la superficie de la pared celular de Histoplasma
capsulatum (Roth et al, 2019).

Se ha evidenciado que el antigeno H es inmunogénico, pero se ha visto que el
antigeno H recombinante no genera una respuesta inmune protectora en modelos
murinos que fueron inmunizados con una dosis letal o subletal intravenosa de

levaduras vivas de este hongo (Roth et al, 2019).

Es importante mencionar que las células dendriticas son las principales células
presentadoras de antigeno y fagocitos capaces de eliminar las levaduras de
Histoplasma capsulatum, ademas de estimular una respuesta efectora de células T
CD4+y T CD8+ contra esta infeccién (Roth et al, 2019).
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Al estimular in vitro células dendriticas con macréfagos apoptéticos que previamente
habian fagocitado levaduras inactivadas con calor de Histoplasma capsulatum, se
ha descubierto que al trasplantarlas a ratones, genera una respuesta protectora de
células efectora como las células T CD4+y T CD8+, por lo que se considera que
podria ser otro posible método de inmunizacién activa contra esta enfermedad,
correspondiendo igualmente un desafio para los pacientes HIV positivos en fase
SIDA que no son capaces de levantar una respuesta efectora de células T CD4+
(Roth et al, 2019).

Otro antigeno importante como potencial recurso para desarrollar una vacuna es el
antigeno M. Este es una glicoproteina del hongo que se ha utilizado en el
diagndstico de la enfermedad y que se expresa en la superficie celular del hongo
donde cumple una funcién de catalasa (Nosanchuk et al, 2012).

Se ha producido a partir del antigeno M, IgM e 1gG2a que han evidenciado que son
capaces de opsonizar a Histoplasma capsulatum e inducir la fagocitosis de las
levaduras por parte de los macréfagos favoreciendo la expresion de los mecanismos

microbicidas (Nosanchuk et al, 2012).

Autores como Nosanchuk et al (2012) piensan que la inmunizacién pasiva para
tratar las micosis es un tema controversial, pero si se sabe que los anticuerpos
colaboran para mejorar la respuesta inmune dada por la fagocitosis y la respuesta
de células T (Nosanchuk et al, 2012).

La efectividad de la inmunizacion pasiva va a depender del tamafio del in6culo del
patdgeno, la ruta de infeccion, de la genética tanto del hospedero como del hongo,
de la condicion inmunolégica del hospedero, de los epitopos del hongo, asi como
del isotipo del anticuerpo y del momento en que se administran los anticuerpos
(Nosanchuk et al, 2012).

En cuanto a la inmunizacion pasiva contra las histoplasmosis, se ha visto que la
infeccion induce la produccion de anticuerpos policlonales contra una variedad de
antigenos del hongo, sin embargo, la inmunizacién pasiva con suero de ratones

inmunes a la infeccién, no confiere proteccién a los ratones que nunca han sido
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infectados, una vez que se les administra e infecta con la dosis letal, por lo que deja
en evidencia que el componente celular es necesario para proteger contra la
infeccion (Roth et al, 2019).

Otros anticuerpos contra antigenos de Histoplasma capsulatum han sido sugeridos
como posibles candidatos para efectuar la inmunizacion pasiva contra esta
enfermedad, entre los cuales se puede mencionar la IgM contra las Histonas 2B y
la 1gG contra la rHsp60 (Roth et al, 2019).

Al inmunizar a ratones con levaduras inactivadas con calor de Histoplasma
capsulatum se producen IgM contra Histonas 2B que es una proteina de superficie
del hongo asociada a la unién y reconocimiento por parte de las células del
hospedero. Al pretratar a ratones con estos anticuerpos antes de ser infectados
genera una reduccion en la severidad de la infeccibn incrementando la

sobrevivencia (Nosanchuk et al, 2012 y Roth et al, 2019).

La IgM contra Histonas 2B se relaciona a la reduccion de la capacidad del hongo
para replicarse en el ambiente intracelular ya que es incapaz de mantener el pH
neutro dentro del fagosoma de los macréfagos lo que resulta en la eliminacion de
las levaduras, asi como en el incremento del procesamiento y presentacion de
antigenos fungicos, por lo tanto, la activacién de las células T (Nosanchuk et al,
2012).

Se cree que la inefectividad de esta IgM se debe a la propia naturaleza del
anticuerpo ya que debido a su estructura pentamérica, se limita su transito a través
del flujo sanguineo de los espacios alveolares. Se ha visto que al preincubar este
anticuerpo con las levaduras del hongo para ser administrados intranasalmente,
mejoran la sobrevida de los ratones, pero también disminuyen la carga fungica y el
dafo en los tejidos (Roth et al, 2019).

Estudios actuales han permitido elaborar anticuerpos del tipo IgG contra la rHsp60,
los cuales se encuentran actualmente bajo estudio. La administracion

intraperitoneal de los subtipos 1gGi1 e 1gG2a de estos anticuerpos genera una

124



sobrevivencia mas prolongada en ratones infectados con la dosis letal intranasal de

levaduras de Histoplasma capsulatum (Roth et al, 2019).

La eficiencia de las IgG contra rHsp60 es limitada, debido a que se ha observado
gue la inmunizacion confiere solo proteccion al 60 % de los sujetos experimentales,
ademas la 1gG2a no confiere proteccion a los ratones ante la dosis letal del hongo, a
pesar de que se ha visto que ambos subtipos de anticuerpos se unen al mismo
epitopo (Roth et al, 2019).

Otros anticuerpos pan fungicos que se cree que podrian tener algun efecto sobre la
histoplasmosis son la 1gG2s contra la [(-1,3-glucanas, la IgM contra la
glucosilceramida de superficie de los hongos y la IgM contra la melanina (Roth et
al, 2019).

El tratamiento de los ratones con IgG2b contra la rHsp60 antes de ser infectados con
la dosis letal, no genera ningun tipo de efecto en la sobrevivencia, pero cuando se
incuban los anticuerpos con el hongo antes de infectar a los ratones, se puede ver

un aumento al 30 % de la sobrevivencia de los sujetos de prueba (Roth et al, 2019).

También se han creado anticuerpos quimera dirigidos contra antigenos pan
fungicos como por ejemplo el WGA-Fc, que es una lectina o WGA (por sus siglas
en inglés de Wheat Germ Agglutinin) fusionada al dominio Fc de una IgG2a que

poseen alta afinidad por los oligdmeros de quitina (Roth et al, 2019).

La opsonizacién de Histoplasma capsulatum con WGA-Fc antes de ser incubados
con macrofagos disminuye el indice de crecimiento intracelular de la levadura,
ademas al tratar a ratones con estos anticuerpos quimera genera proteccion
completa contra la dosis subletal intranasal de Histoplasma capsulatum (Roth et al,
2019).

La terapia con anticuerpos pareciera ser una alternativa de tratamiento contra las
micosis para los pacientes inmunosupresos que no se pueden beneficiar de la
inmunizacién activa, por lo que su efectividad en estos pacientes continua bajo
estudio (Roth et al, 2019).
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8-MANIFESTACIONES CLINICAS

Se pueden presentar 3 tipos de cuadros clinicos de acuerdo con la variedad del
agente etioldgico que infecte al paciente, asi por ejemplo se tiene Histoplasmosis
capsulati (causada por Histoplasma capsulatum var. capsulatum) que es la
histoplasmosis clésica, la Histoplasmosis africana o Histoplasmosis duboisii
(causada por Histoplasma capsulatum var. duboisii) y la Histoplasmosis
farciminosi (causada por Histoplasma capsulatum var. farciminosum) que es la
histoplasmosis epizodtica, donde los primeros dos cuadros son exclusivos del ser
humano (Chander, 2018).

El paciente puede ser asintomaticos o sintomaticos con presentacion que puede ser
benigna o diseminada. La fase de diseminacion hematica de las levaduras
generalmente cursa asintomatica (Sanchez et al, 2010). Generalmente el paciente
asintomatico presenta una prueba positiva a la histoplasmina sin ningan foco de

infeccion que es muy comun en areas endémicas (Chander, 2018).

Menos del 1 % de personas expuestas a las microconidias desarrollan
sintomatologia, la cual esta dada en el 60 % de los casos por sintomatologia
respiratoria como por ejemplo dolor de pecho, tos y dificultad respiratoria, donde en
pacientes inmunosupresos, la sintomatologia recuerda a la influenza. También se
puede presentar fiebre, escalofrios, dolor abdominal, nauseas y vdmitos
principalmente en nifios, ademas de malestar general, fatiga, pérdida de peso, dolor

de cabeza severo, mialgia y artralgias en adultos (Diaz, 2018).

A pesar de que algunos pacientes son asintomaticos en la infeccién primaria, el
padecimiento si va a dejar lesiones calcificadas (Gomez, 2011). La sintomatologia
inespecifica como, por ejemplo, fiebre, escalofrios, dolor de cabeza, tos no
productiva, mialgia, pérdida de peso, fatiga y dolor de pecho, usualmente

desaparece en pocas semanas (Gémez, 2011).

En pacientes que viven en zonas endémicas y se trasladan a otros lugares, se ha
visto la aparicion de la enfermedad muchos afios después de que fue adquirida lo

gue se conoce como una reactivaciéon, principalmente en pacientes con factor de
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riesgo de fondo como lo es el trasplante de 6rganos o los pacientes HIV positivos
en fase SIDA (Chander, 2018).

Puede presentarse también lesiones cutdneas y en mucosas que se consideran
inespecificas como resultado de la llegada de las levaduras a la piel al diseminar.
Ocurren en el 4-11 % de los pacientes, porcentaje que aumenta hasta 10-25 % si
se es un paciente HIV positivo en fase SIDA. La manifestacion cutdnea es mas
comun en América Latina llegando a estar presente en el 38-85 % de los pacientes
(Chang y Rodas, 2012 y Sanchez et al, 2010).

En el caso de pacientes inmunosupresos, se puede exhibir sintomas no especificos
gue generalmente no se van a presentar en todas las personas por lo que puede
variar, como por ejemplo lesiones en piel y mucosas, linfadenopatia dolorosa,
leucopenia, lesiones granulomatosas en vias respiratorias, colon, ojos, higado y
cerebro. También puede haber sintomas especificos en los pacientes
inmunosupresos que, si se van a presentar en la mayoria de los individuos como
por ejemplo fiebre prolongada, pérdida de peso, caquexia y pancitopenia (Diaz,
2018).

Debido a que la presentacion clinica de la histoplasmosis capsulati es tan
variable, varios autores han propuesto clasificarla para poder estudiarla, de modo
que Sanchez et al (2010), proponen dividirla en: histoplasmosis primaria,
histoplasmosis diseminada, histoplasmosis mediada inmunolégicamente,
histoplasmosis-SIDA, Sindrome Inflamatorio de Reconstitucién Inmune vy

complicaciones (ver Figura 19) (Sanchez et al, 2010).
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Asintomatica o subclinica

Pulmonar aguda
Histoplasmosis primaria g

Pulmonar crénica

Cutanea primaria

Diseminada aguda

Histoplasmosis
Histoplasmosis capsulati o diseminada
Histoplasmosis americana

Diseminada subaguda

Histoplasmosis mediada
Histoplasmosis africana o inmunoldgicamente
Histoplasmosis duboisii

Diseminada crénica

. _ e . Histoplasmosis-SIDA
Linfangitis epizodtica o

Histoplasmosis farciminosi

Sindrome Inflamatorio de
Reconstitucion Inmune

Complicaciones

Figura 19. Clasificacion del cuadro clinico causado por las diferentes variedades de
Histoplasma capsulatum (informacién tomada de Sanchez et al, 2010).
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8.1-Histoplasmosis capsulati o Histoplasmosis Americana

Histoplasmosis Primaria

La histoplasmosis primaria se puede dividir en histoplasmosis asintomatica o
subclinica que es comun en areas endémicas. En esta presentacion clinica no se
manifiestan signos o sintomas, pero la prueba de histoplasmina se presenta positiva
porque el sistema inmunolégico controla la infeccion siendo mas fungistatico que
fungicida. En este caso podria haber persistencia de las levaduras dentro de células
permisivas lo que constituiria una infeccion latente donde si el sistema inmune se
ve debilitado ya sea por la edad, medicamentos inmunosupresores, enfermedades
inmunosupresoras y alcoholismo cronicos, podria desencadenar una reactivacion
endégena que puede iniciar una enfermedad diseminada (Sanchez, 2009 y
Sanchez et al, 2010).

En algunos casos se presentan focos pulmonares de calcificacion observables
mediante radiologia, ademas, estos pacientes cursan con un periodo de incubacion
gue va de 1 a 3 semanas. En estos casos se podria presentar una forma subclinica
gue evoluciona a la curacién espontanea y se asemeja a la gripe (Sanchez et al,
2010).

La histoplasmosis primaria también puede ser una histoplasmosis pulmonar
aguda que se da en pacientes inmunocompetentes cuando el inéculo inhalado es
grande. Presentan un periodo de incubacion que va de los 7 a los 21 dias (con un
promedio de 14 dias) con sintomatologia leve o subclinica en el 65-95 % de los
casos gue tiende a la resolucion espontanea, siendo sélo un 5 % de los casos los
gue presentan sintomatologia variable que en este caso se considera de mal

prondstico (Sanchez et al, 2010).

Si hay sintomatologia el cuadro puede ser moderado y si empeora, se presenta
neumonia atipica con un cuadro respiratorio mas marcado. Si se esta en la fase
grave, la infeccion se asemeja a la tuberculosis pulmonar y se puede deber a una
infeccion primaria o reactivacion de un foco latente o a una reinfeccion. Se presenta
decaimiento, fiebre, cefalea, mialgias, artralgias, sintomatologia respiratoria

inespecifica, tos con expectoracion mucoide, dolor toracico, disnea, estertores y
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puede haber cianosis por insuficiencia respiratoria. Los sintomas duran de 2 a 4
semanas, pero en los casos graves puede durar de 1 a 6 meses (Sanchez et al,
2010).

En el 5 % de los casos también se forma una mediastinitis granulomatosa con
adenopatias con sintomatologia obstructiva (compresion esofagica, hemoptisis y
compresion de la vena cava). Puede presentarse pericarditis en el 5-10 % de los
casos. Generalmente se acompafia de erupcion cutdnea de tipo eritema toxico,
eritema multiforme y eritema nodoso. Con el tiempo este cuadro pulmonar agudo
de histoplasmosis puede evolucionar a un cuadro pulmonar crénico (Sanchez, 2009
y Sanchez et al, 2010).

La histoplasmosis primaria ademas puede manifestarse como una histoplasmosis
pulmonar crénica, generalmente se limita al pulmoén y a los ganglios linfaticos
regionales, generando consolidacion y cavitacibn pulmonar semejante a la
tuberculosis pulmonar sin manifestaciones cutaneas. Se puede presentar
escalofrios, hemoptisis, moco o pus, fiebre, pérdida de peso y dificultad para

respirar. (Sanchez et al, 2010).

Las lesiones calcifican y se ven rodeadas por una zona periférica de fibrosis
conocidas como histoplasmoma que comienzan como zonas de 2 mm a 4 mm de
diametro que en un periodo de 10 a 15 afios aumentan de 3cm a4 cm. La presencia
de calcificaciones es mas comun en la histoplasmosis que en la tuberculosis y

coccidioidomicosis, y es inusual en la criptococosis y blastomicosis (Chander, 2018).

Generalmente la infeccion se resuelve después del tratamiento con antimicéticos
con excepcion de la cicatrizacion del tejido pulmonar. Pueden haber recaidas,
ademas puede diseminar a otros 6rganos por via hematica evolucionando a una
histoplasmosis diseminada, en el caso de nifilos pequefios o pacientes con el
sistema inmune debilitado. El cuadro también puede complicarse a artritis, fibrosis

pulmonar, pericarditis e insuficiencia respiratoria (Sanchez et al, 2010).

La histoplasmosis primaria se puede mostrar como una histoplasmosis cutanea

primaria que es poco comun porgue solo se presenta en el 0.5 % de los casos ya
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que la mayoria de los casos es debido a inoculacidén trauméatica del patogeno en la
piel que se manifiesta como un nodulo o una Ulcera mas adenopatia satélite

semejante a la tuberculosis primaria (Sanchez et al, 2010).

La lesién cutdnea generalmente es chancriforme que en el caso de pacientes
inmunocomprometidos la morfologia de la lesion puede variar por lo que se dificulta
el diagnostico, ademés puede presentar nddulos, abscesos y Ulceras que pueden
confundirse con las lesiones de tipo moluscoide (Sanchez et al, 2010).

Cuando no es primaria generalmente es porque constituye una forma secundaria a
la histoplasmosis pulmonar aguda o cronica y también se puede manifestar como
lesiones purpura equiméticas o petequias usualmente en el area abdominal y
toraxica o en la mucosa de la cavidad oral (Chander, 2018). Por lo general el
paciente inmunocompetente cursa con una infeccion autolimitada ya que
Histoplasma capsulatum no posee mucha afinidad con el tegumento cutdneo
(Sanchez et al, 2010).

Histoplasmosis Diseminada

Se presenta en pacientes con alteraciones inmunolégicas tales como linfoma,
etilismo cronico, desnutricion severa e inmunosupresion por SIDA y la diseminacién
se da por via hemética durante la infeccion aguda o por una reinfeccion o
reactivacion, donde la infeccion pasa de los pulmones hacia otros érganos (Sanchez
et al, 2010).

Se pueden ver involucrados 6rganos de varios sistemas o pueden tener una
diseminacién focal a un solo 6rgano. Usualmente se puede presentar infecciones
hepéticas, destruccion de las glandulas adrenales y mucosas ulceradas, que se
exhibe en mas del 60 % de los pacientes inmunosupresos y cuando se muestra
infeccidn al sistema nervioso central presente en el 5-20 % de estos pacientes, se

produce meningitis o lesiones cerebrales focales (Gémez, 2011).

De acuerdo con su progresion se puede dividir artificialmente para facilitar su
estudio en: diseminada aguda, diseminada subaguda y diseminada cronica
(Sanchez et al, 2010).
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La histoplasmosis diseminada aguda cursa con adelgazamiento progresivo,
astenia, anorexia, fiebre, diarrea, vomitos, hepatoesplenomegalia, adenomegalia,
anemia o pancitopeniay fiebre (ver Figura 20). También puede haber sintomatologia
respiratoria como por ejemplo disnea, tos con expectoracion mucopurulenta, con
infiltrado en el intersticio pulmonar, bilaterales y micronodulillares al realizar la

radiografia del pulmoén (Sanchez et al, 2010).

Figura 20. Paciente con histoplasmosis diseminada aguda donde se evidencia
organomegalia (imagen tomada de Sanchez et al, 2010).

Hay papulas y nédulos pequefios moluscoides que se transforman en Ulceras
superficiales y con Ulceras cubiertas con secrecién serohematica en mucosas. Esta
forma se presenta en pacientes con grave disminucion de la actividad de la
inmunidad celular como por ejemplo en leucemia, linfoma, SIDA y por trasplante de
organos (Sanchez et al, 2010).

Se asocia a un curso fatal si no hay tratamiento, teniendo un cuadro clinico similar
a la septicemia grave con fallo multiorganico, encefalopatia, coagulacion
intravascular diseminada y un cuadro de insuficiencia respiratoria del adulto con
vasculitis cutanea y hemorragia en mucosas (Sanchez et al, 2010). Si la
histoplasmosis diseminada aguda no es tratada inmediatamente, cursa rapidamente

hacia la muerte en el transcurso de semanas (Gomez, 2011).
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La histoplasmosis diseminada subaguda también suele presentarse en
pacientes con la actividad de la inmunidad celular disminuida. Es la presentacion
mas comun de histoplasmosis en pacientes HIV positivos en fase SIDA (Sanchez
et al, 2010).

Hay presencia de pérdida de peso, anorexia, fiebre prolongada, diarrea y vomitos.
Puede haber manifestaciones cutaneas y mucosas que se presentan con mas
frecuencia que en comparacion con las demés formas clinicas, donde se presentan
papulas que se ulceran en el vértice cubiertas de costras serohematicas, pero
también se pueden observar nddulos que evolucionan a gomas y Ulceras de aspecto
variado que se describen como mas profundas en comparacion con la forma
diseminada aguda. Puede haber también uGlceras de fondo rojo cubiertas de
secrecion blanco-amarillenta en mucosa de la boca (ver Figura 21), laringe y glande,

ademas puede haber afectacion visceral (Sanchez et al, 2010).

Figura 21. Lesiones orales en pacientes con histoplasmosis en un adulto (A) y un
nifio (B) (imagen tomada de Bonifaz, 2015).

En pacientes receptores de trasplante de 6rganos soélidos suele observarse también
nédulos grandes eritematosos que producen Ulceras extensas y afectacion del

aparato gastrointestinal (Sanchez et al, 2010).
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Se ha reportado que los pacientes con histoplasmosis diseminada subaguda que

no son tratados llegan a morir en 2 a 24 meses (Gomez, 2011).

La histoplasmosis diseminada crdénica se caracteriza porque los pacientes
presentan sintomatologia leve, lesiones focales y respuesta inmunologica efectiva
mediada por la inmunidad celular que se reporta que aparece de meses a afos
después de que el paciente abandona la zona endémica y se presenta
principalmente en adultos del sexo masculino entre 40 a 60 afios (Sanchez et al,
2010).

Suele presentarse fiebre, sudoracion nocturna, leve pérdida de peso, afeccion
respiratoria, linfadenopatia, meningitis cronica con LCR claro y tendencia a la
hidrocefalia y lesiones cutaneas o mucosas como por ejemplo Ulceras orales con
bordes definidos y fondo granulomatoso que afectan mucosa nasal, yugal, faringea,

laringea y lengua que se observan en el 50 % de los casos (Sanchez et al, 2010).

Se puede presentar hepatoesplenomegalia y afeccidén en glandulas suprarrenales
en el 30 % de los casos (Sanchez et al, 2010). Puede haber histoplasmosis
gastrointestinal con presencia de diarrea, sangre en heces que se puede confundir
con colitis ulcerativa y la enfermedad de Crohn, causando obstruccion intestinal o
perforacion, estando involucrado principalmente el ileon distal, colon y estbmago
(Chander, 2018).

Histoplasmosis Mediada Inmunolégicamente

A partir del parasitismo quiescente acompafiado de la constante liberacion de
antigenos del hongo se puede generar la histoplasmosis mediada
inmunolégicamente que comprende el histoplasmoma (masas fibrosas
asintomaticas de 5 mm a 3 cm Unicas o multiples), mediastinitis fibrosante (produce
compresion intrinseca de la vena cava superior y eso6fago), y el Sindrome de
Presunta Histoplasmosis Ocular o POHS ( por sus siglas en inglés de Presumed
Ocular Histoplasmosis Syndrome) (Chander, 2018 y Sanchez et al, 2010).

El histoplasmoma se puede presentar tanto en el paciente inmunocompetente

como inmunosupreso. Representa un problema a la hora del diagnostico ya que se
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confunde facilmente con malignidades o tuberculomas desde el punto de vista
radiografico. Estos se presentan principalmente en pulmones, pero puede
presentare en sistema nervioso central y otras areas corporales como huesos,
cavidad oral y partes blandas, y muy poco frecuente en el tracto intestinal, y pueden
llegar a medir mas de 3 cm, y cuando son docenas de nodulos calcificados de 2 mm
a 4 mm se les ha llamado “buckshot” (traducido como perdigones), por el contrario,
si es una masa =3 cm se le conoce mas bien como “cannonball”’ (traducido como
bala de cafion). Puede presentarse como una lesion subaguda o crénica, y estar
asociado a sintomas respiratorios o sistémicos (Inocente et al, 2012 y Richmond et
al, 2013).

El histoplasmoma generalmente no produce sintomatologia y se produce posterior
a un cuadro respiratorio primario siendo un hallazgo casual de los examenes
radiolégicos que se observan generalmente como un nodulo pulmonar solitario de
3 cm de diametro mas frecuentemente en lobulos inferiores con lesiones satélites

calcificadas (Bonifaz, 2015).

Esta compuesto de lesiones cavitarias encapsuladas o calcificadas constituidos de
un foco central de necrosis dando el aspecto de una masa rigida y fibrosa que se
genera en el término de afios siendo este fenbmeno mucho mas frecuente en la
histoplasmosis que en la tuberculosis o coccidioidomicosis y que suelen confundirse

con neoplasias (Bonifaz, 2015).

En el caso de pacientes inmunocomprometidos, el histoplasmoma puede constituir
una fuente de diseminacion hacia otros 6rganos después de 5 a 10 afos. Estos

pacientes presentan la prueba a la histoplasmina positiva (Bonifaz, 2015).

El histoplasmoma también representa el origen de una reactivacion de la
enfermedad durante la inmunosupresion ya que el microorganismo persiste en

estos focos de forma inactiva (Colombo et al, 2011).

Se desconoce si en regiones endémicas el histoplasmoma es el origen del cuadro
clinico ante una presuntiva reactivacion o si mas bien se debe a una exposicion

exdgena del agente (Gomez, 2011).
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La mediastinitis fibrosante es la complicacion como resultado del paciente que
cursa con histoplasmosis y desarrolla adenitis (inflamacion de ganglios linfaticos), y
son masas llamadas granulomas mediastinales que consisten en material
semiliquido cubierto de una capsula fibrética las cuales generalmente no tienen
significancia clinica, pero podrian estar envueltos en la compresion de vasos del
mediastino (Richmond et al, 2013).

Los mediastinitos fibrosantes son una manifestacion de la hiperreactividad del
paciente hacia la infeccion, los cuales pueden desencadenar la estenosis de vasos
y bronquios dentro del mediastino (zona anatdmica del térax entre los pulmones y
las pleuras), causando hipertension pulmonar, sindrome de vena cava superior y

obstruccion bronquial (Gémez, 2011 y Sanchez et al, 2010).

El Sindrome de Presunta Histoplasmosis Ocular o POHS (por sus siglas en
inglés de Presumed Ocular Histoplasmosis Syndrome) es un sindrome inflamatorio
con una coriorretinitis cronica que desencadena desprendimiento de la retina. Se da
principalmente en mujeres entre los 30 a 50 afios y se ha visto asociado al antigeno
leucocitario humano HLA B7 y DRw2, donde se reporta que ambos han resultado
positivos en estos pacientes con una frecuencia de 81 % y 77 % en pacientes con
histoplasmosis ocular en Estados Unidos, respectivamente (Chander, 2018 y
Ramirez, 2015).

Actualmente se asocia también la presencia de los alelos HLA-DR15 y HLA-DQ®6
con la manifestacion de membranas neovasculares en pacientes con
histoplasmosis ocular que viven en el medio oeste de los Estados Unidos (Chander,
2018 y Ramirez, 2015).

El sindrome ha sido descrito tanto en pacientes inmunocompetentes como
inmunosupresos. Si no se trata produce ceguera en el 50 % de los casos. Se da
como una secuela de la infeccion subclinica o sistémica donde las lesiones o

manchas se conocen como “histo spots” (Chander, 2018 y Ramirez, 2015).

Se describe como presuntivo porque aun no se ha encontrado una asociacion

causal entre el hongo y la enfermedad ocular. Se piensa que el cuadro se da por
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una infeccion focal de la coroides debido a una diseminacién hematdgena,
resultando en una cicatriz atréfica en patrén de sacabocados en los estadios mas
tempranos, que dafa la membrana de Brunch y que adicionalmente podria dafar el
epitelio retinal pigmentario y producir la coriocapilaritis que progresa a hemorragia
subretinal, exudacion y a la formacion de una cicatriz disciforme fibrovascular
(Chander, 2018 y Ramirez, 2015).

Se cree también que la cicatrizacion no est4 dada por el hongo en si, sino mas bien
debido al proceso inflamatorio, ya que algunos autores han descrito que la
histoplasmosis diseminada asociada a la invasién ocular se manifiesta como
infiltrados intrarretinianos de levaduras de Histoplasma capsulatum que no generan
cicatrizacion, pero si se sugiere que el hongo podria estar relacionado a una
respuesta tardia del sistema inmune que induce una reaccién autoinmune en la
retina (Chander, 2018 y Ramirez, 2015).

Como sintomatologia se reporta la pérdida indolora progresiva de la agudeza visual
y metamorfopsia que puede presentarse como aguda o insidiosa. La sintomatologia
se presenta hasta que la neovascularizacion coroidal compromete la févea
(Chander, 2018 y Ramirez, 2015).

Histoplasmosis vy el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)

En pacientes HIV positivos en fase SIDA con histoplasmosis, la enfermedad se
presenta como una infeccion oportunista multisistémica con presentaciones
cutdneas (papulas necroticas, lesiones acneiformes, moluscoides, variceliformes,
placas y ulceras en sacabocado), pulmonares y en menor medida lesiones en la

mucosa nasal, sinusal, paladar, laringe, faringe e intestino (Sanchez et al, 2010).

La infeccién puede iniciar a partir de una reactivacion de la infeccién latente cronica
o la progresion de una infeccidn adquirida. Los sintomas son similares a la
histoplasmosis diseminada aguda con predominio de manifestaciones generales
(Sanchez et al, 2010).

También concomitante con la histoplasmosis se pueden presentar otras infecciones

fungicas oportunistas como por ejemplo la candidiasis oral y lesiones
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granulomatosas en higado, bazo, colon y cerebro, donde se han reportado 2 casos
de histoplasmosis gastrointestinal con perforacién colonica y del neumoperitoneo
en pacientes HIV positivos en fase SIDA que presentaban dolor abdominal crénico

y melena (Diaz, 2018).

Un estudio efectuado en Colombia revel6 que los pacientes HIV positivos en fase
SIDA en comparacion con los pacientes HIV negativos, eran mas propensos a
manifestar lesiones en piel, anemia, leucopenia, velocidad de eritrosedimentacion
elevada, ademas de demostrar una respuesta mas reducida a la terapia antifingica
(Colombo et al, 2011).

Si se presentan las lesiones cutdneas, estas se caracterizan por ser polimorficas
pudiéndose presentar como papulas, placas con o sin costra, pustulas, nodulos,
Ulceras en mucosa, erosiones, lesiones similares al molluscum contagiosum,
erupciones acneiformes, pépulas eritematosas, sindromes de eritrodermia,
pioderma gangrenosa, paniculitis, hiperpigmentacion difusa, abscesos y celulitis
(ver Figura 22, 23, 24 y 25), siendo las zonas mas comunmente afectadas la cara,
extremidades, tronco y mucosa oral, perianal y genital pero podria haber lesiones
en la mucosa gastrointestinal en forma de placas, nédulos o Ulceras (Chang y
Rodas, 2012).

Las lesiones en mucosa oral afectan al 75 % de estos pacientes presentandose
como Ulceras orofaringeas o nédulos dolorosos en la lengua, encias y laringe
(Chang y Rodas, 2012).
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Figura 22. Lesiones nodulares en el rostro de paciente HIV positivo en fase SIDA
con histoplasmosis diseminada (A y B) (imagen tomada de Chang y Rodas, 2012).

Figura 23. Lesiones con aspecto de papulas en el rostro de pacientes HIV positivos
en fase SIDA con histoplasmosis diseminada (A y B). Laimagen B muestra lesiones
papulares un poco mas hiperqueratécicas (imagen tomada de Chang y Rodas,
2012).
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Figura 24. Lesiones con aspecto similar a molluscum contagiosum en rostro (A) y
brazo (B) de paciente HIV positivo en fase SIDA con histoplasmosis diseminada
(imagen tomada de Chang y Rodas, 2012).
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Figura 25. Lesiones con aspecto de placas hemorragicas en rostro de paciente HIV
positivo en fase SIDA con histoplasmosis diseminada (imagen tomada de Chang y
Rodas, 2012).

Se reporta que del 5-10 % de pacientes HIV positivos en fase SIDA habitantes de
areas endémicas con histoplasmosis diseminada presentan afeccion al sistema
nervioso central, donde no necesariamente se muestran sintomas debido a las
lesiones presentadas. La clinica mas frecuente es la presencia de meningitis
subaguda o crénica, ademas se podrian presentar apoplejia y encefalitis. Otros
hallazgos es la presencia de histoplasmomas (ver Figura 26). En el andlisis del
liguido cefalorraquideo se puede evidenciar generalmente aumento de la
concentracion de proteinas sin una elevacion significativa de la celularidad (Azizirad
et al, 2007).
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Figura 26. Estudio post mértem de un paciente HIV positivo en fase SIDA con
histoplasmosis diseminada e histoplasmoma en mesencéfalo. En la imagen A se
evidencia la zona de inflamacién granulomatosa con tejido necrético (marcado con
una flecha). En las imagenes B y C se observan levaduras semejantes a
Histoplasma capsulatum (1000X) (B en GSM y C en hematoxilina eosina) (imagen
tomada de Azizirad et al, 2007).

A veces se puede presentar sepsis como antesala de la histoplasmosis diseminada
en estos pacientes, siendo de mal prondstico, donde la mortalidad va del 10-20 %,

y puede aumentar hasta el 80 % (Azizirad et al, 2007).

La afeccion a sistema nervioso central debida a histoplasmosis diseminada es de
dificil diagndstico empeorando si no se encuentran evidencias de padecer una

histoplasmosis diseminada, siendo de eleccion el analisis de muestras como el
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liquido cefalorraquideo (es recomendado el andlisis de por lo menos 20 mL) y la
biopsia, con una sensibilidad de 20-60 % para el cultivo, 60-80 % para el estudio de
anticuerpos en liquido cefalorraquideo y 50-80 % para el estudio de la biopsia
(Azizirad et al, 2007).

El diagnostico no invasivo es poco util muchas veces, y aunado a esta situacion no
en todos los casos se le puede tomar una biopsia al paciente, en los cuales el
andlisis del liquido cefalorraquideo mediante las técnicas convencionales como el
cultivo, y el analisis de anticuerpos y antigenos resulta critico para poder
diagnosticar la enfermedad, a pesar de que se ha visto que la determinacion del
antigeno urinario en estos pacientes puede resultar negativa principalmente en
pacientes inmunocompetentes que poseen una baja carga parasitaria (Azizirad et
al, 2007 y Richmond et al, 2013).

También se presenta la afectaciéon del tracto intestinal en pacientes HIV positivos
con histoplasmosis diseminada, donde se ha reportado un compromiso en el 90 %
de los casos con un curso de sintomatologia inespecifica como diarrea y dolor
abdominal, por lo que se debe hacer diagndstico diferencial con infecciones
causadas por patégenos entéricos principalmente en paises no endémicos de la
histoplasmosis (Inocente et al, 2012).

Se afecta principalmente el ileon terminal y colon, a veces como una masa
obstructiva pseudotumoral (ver Figura 27), que son lesiones hiperplasicas mas
frecuentemente vistas en la Enfermedad de Crohn y la tuberculosis intestinal y que
simulan un tumor al estudio radiolégico, clinico y anatomopatolégico al observar
macroscopicamente, lo que puede conducir a un diagnostico erréneo, siendo el
estudio microscépico histoldgico el que va a permitir efectuar el diagnostico ya que
en este ultimo solo se confunde con los tumores por la presencia de engrosamiento
e inflamacion del intestino pero se diferencia por la presencia de microorganismos

intracelulares semejantes a Histoplasma capsulatum (Inocente et al, 2012).
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Figura 27. Segmento de intestino delgado con areas hemorragicas y perforacion
con aspecto infiltrativo e inflamacion, extraido de un paciente HIV positivo con
histoplasmoma ileal (imagen tomada de Inocente et al, 2012).

Sindrome Inflamatorio de Reconstitucién Inmune o IRIS

Se presenta en pacientes HIV positivos que inician la terapia antirretroviral HAART
donde hay una recuperacion parcial de la inmunidad celular o en pacientes que
suspenden el tratamiento de inhibidores del TNF-a u otros inmunosupresores. Se
inducen manifestaciones clinicas conocidas como el Sindrome Inflamatorio de
Reconstitucion Inmune o IRIS (por sus siglas en inglés de Immune Reconstitution
Inflammatory Syndrome), que consiste en el empeoramiento de los sintomas que
presentaba el paciente después del éxito del tratamiento microbioldgico al mejorar
el sistema inmunitario debilitado (Bahr et al, 2015 y Chander, 2018).

El IRIS describe la inflamacion que presentan estos pacientes que desencadena el
empeoramiento de infecciones preexistentes, desordenes autoinmunes o0
desenmascara infecciones subclinicas debido a una respuesta inmune no

controlada y especifica (Hidron y Gonzalez, 2012).

En un estudio retrospectivo efectuado en areas no endémicas de histoplasmosis en
Francia, se reportd una prevalencia del 11 % en pacientes HIV positivos con

histoplasmosis que reciben tratamiento HAART (Peigne et al, 2011).
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En pacientes HIV positivos con histoplasmosis que reciben tratamiento HAART, el
IRIS es una manifestacion poco frecuente y cuando se presenta cursa con sintomas
leves. Generalmente la evolucion del paciente HIV positivo con infeccion fungica en
tratamiento con HAART es favorable cuando es tratado con antifungicos (Hidron y
Gonzélez, 2012).

Ademas de la histoplasmosis, también se ha asociado a otras infecciones fangicas
como la criptococosis y pneumocystosis, donde el comun denominador es ser un
paciente con trasplante de 6rgano sélido, paciente neutropénico o mujer en periodo
posparto (Hidron y Gonzalez, 2012).

Se cree también que los antimicoticos utilizados como tratamiento de las infecciones
fungicas invasoras (Anfotericina B, Triazoles y Equinocandinas) contribuyen al
fendbmeno de IRIS ya que presentan propiedades proinflamatorias porque se
consideran inmunomoduladores debido a que aumentan la actividad de las células
fagociticas como los monocitos, neutréfilos y macrofagos (Hidron y Gonzélez,
2012).

En la histoplasmosis, el IRIS se manifiesta 1 a 4 meses después de que el paciente
inicia el tratamiento con HAART con sintomatologia focal que se asocia a las
lesiones que ya existian pero puede haber compromiso de nuevos érganos ademas
de los anteriormente afectados como granulomas hepaticos, uveitis y artritis, pero
especificamente para la histoplasmosis se reporta adenopatias necréticas,
obstruccion intestinal secundaria a colitis granulomatosa, infarto esplénico,
Sindrome hemofagocitico, lesiones en piel y meningitis aséptica. Al realizar el
estudio histolégico de las lesiones se observa granulomas con células gigantes y
necrosis que se presentan generalmente en el paciente que es inmunocompetente
(Hidron y Gonzélez, 2012).
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Complicaciones

Se ha reportado recaidas en pacientes inmunocomprometidos o tratados
inadecuadamente (Sanchez et al, 2010). También se pueden presentar la
obstruccion bronquial, traqueal y esofagica secundarias a la adenopatia,
calcificaciones pulmonares, hepaticas, esplénicas y rara vez pleuresia y pericarditis
(que puede generar estenosis valvular). Ademas, puede haber histoplasmosis del
sistema nervioso central con meningitis cronica e histoplasmosis intracraneal
(Arenas, 2015; Gomez, 2011 y Sanchez et al, 2010).

Puede producirse bronquiolitiasis, neumonia y hemoptisis que resultan en
cavitaciones, insuficiencia respiratoria y adrenal (en este caso al afectar glandulas
suprarrenales se produce Enfermedad de Addison ya que ambas glandulas
presentan inflamacién granulomatosa necrotizante lo que genera la insuficiencia)
(Arenas, 2015; Colombo et al, 2011; Gomez, 2011 y Linder y Kauffman, 2019).

Se debe sospechar de insuficiencia adrenal en pacientes con histoplasmosis que
presenten hipotensién ortostatica, hiperkalemia, hiponatremia y eosinofilia. Es
interesante mencionar que estos pacientes al ser tratados y resolver la
histoplasmosis, necesitan de por vida suplementos con corticosteroides ya que la

funcién adrenal no es restaurada (Linder y Kauffman, 2019).

En un estudio del ailo 1970 en 57 pacientes con histoplasmosis diseminada se
encontro que el 50 % desarrollaron insuficiencia adrenal lo cual es una de las causas
de muerte mas comunes incluyendo a la meningitis crénica, en donde se dice que,
en este Ultimo caso, si no es diagnosticado prontamente, las probabilidades de fallo
del tratamiento y recaidas son altas. Si las complicaciones son severas, el paciente
muere por sepsis, fallo respiratorio y renal o fallo multiorganico (Colombo et al, 2011
y Gémez, 2011).

El cuadro agudo también puede resultar en granulomatosis mediastinica con
afeccion de las estructuras adyacentes, pericarditis y fibrosis. Las formas cavitadas

pueden generar espacios que puede ser ocupados por bolas fungicas del género
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Aspergillus sp. Si se producen Ulceras intestinales, se genera el Sindrome de
Malabsorcion (Arenas, 2015).

La infeccion endovascular como complicacién de la histoplasmosis es un evento
raro que se da principalmente en pacientes con protesis cardiacas, y debe ser
sospechado en pacientes con endocarditis que poseen una proétesis cardiaca y que
presentan cultivos negativos, por lo que el diagnostico debe complementarse con la
deteccion de antigenos, ya que por ejemplo menos de la mitad de pacientes con
esta complicacion presentan hemocultivos positivos (Ledtke et al, 2012).

8.2-Histoplasmosis duboisii o Histoplasmosis Africana
La histoplasmosis duboisii afecta primariamente huesos y tejidos blandos (tejido
cutaneay subcutaneo) con poca evidencia de lesiones en pulmones u otros 6érganos

ya que involucra muy pocas veces al sistema reticuloendotelial (Chander, 2018).

Las lesiones cutaneas pueden parecerse a lesiones de carcinoma y se presentan
como papulas que frecuentemente desarrollan un centro umbilicado que puede

transformarse en nodulos, abscesos o Ulceras (ver Figura 28) (Chander, 2018).

Las manifestaciones subcutdneas se pueden presentar como granulomas con
abscesos que descargan a través de sinusoides. Las lesiones en hueso son
osteoliticas tipicamente en huesos largos y huesos planos (ver Figura 29) (Chander,
2018).

Es poco comun las manifestaciones respiratorias, en el tracto gastrointestinal y
nodulos linfaticos (Chander, 2018). La histoplasmosis africana se limita
generalmente a pulmones en pacientes sanos por lo que la ruta de infeccion es
respiratoria, se asocia muy rara vez a pacientes HIV positivos en fase SIDA, pero
cuando lo hace se puede presentar como sintomatologia mas diseminada con
lesiones granulomatosas en piel y nédulos linfaticos, lesiones osteoliticas en hueso,
costilla y vértebras, donde se reporta un porcentaje de fatalidad del 20 % en el caso
de la histoplasmosis africana diseminada (Diaz, 2018).
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Sin embargo, en los ultimos afios se ha reconocido a la histoplasmosis duboisii
como causante de enfermedad diseminada en pacientes HIV positivos en paises
africanos (Ashraf et al, 2020).

Figura 28. Paciente HIV positivo habitante de Senegal con recuento de células
CD4+ de 4 células/mm3, que presenta lesiones papulonodulares, necréticas,
ulceradas y umbilicadas diseminadas con afectacion oral, y fiebre que evidencia
presencia de levaduras extracelulares grandes (10 um de diametro) de doble
contorno al examen directo de las lesiones, confirmado con cultivo (macroconidias
tuberculadas) e histopatologia (levaduras intracelulares en células gigantes
multinucleadas) como histoplasmosis africana (imagen tomada de Ndiaye et al,
2011).
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Figura 29. Paciente agricultor de 22 afios inmunocompetente habitante de Senegal.
A) Presenta lesiones polimorficas en piel, principalmente lesiones papulonodulares
umbilicadas (la flecha amarilla indica un nodulo carnoso) y linfadenopatia no
inflamatoria. B) Geodo 0Oseo (sefialado con la flecha amarilla) en extremidad
superior izquierda visto en la radiografia que demuestra desmineralizacién Osea.
Confimado por histoplasmosis africana mediante la observacion de levaduras
grandes de doble contorno (10-12 um de diametro) al examen directo de biopsia de
piel y ganglios linfaticos, y mediante cultivo en Agar Sabouraud Glucosado. El
paciente fallece por cuadro de sepsis debido a la inaccesibilidad de la Anfotericina
B como tratamiento en el pais (imagen tomada de Diadie et al, 2016).
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9-DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Las lesiones cutaneas por histoplasmosis se pueden confundir con sifilis, carcinoma
y paracoccidioidomicosis (principalmente si las lesiones afectan mucosa oral, ya que
son fecuentes en la paracoccidioidomicosis), por lo que se debe hacer diagnéstico
diferencial con estas otras entidades clinicas (Chander, 2018).

Las lesiones cutaneas también pueden tener aspecto moluscoide, entonces se debe
hacer diagnéstico diferencial con el virus del Molusco contagioso (poxvirus), en
especial en los casos de histoplasmosis diseminada donde se presentan papulas

de aspecto moluscoide (Bonifaz, 2015 y Sanchez et al, 2010).

Pero a nivel histopatolégico de las lesiones cutaneas, el principal diagndstico
diferencial de la histoplasmosis es el carcinoma epidermoide, debido a que en
ambas enfermedades se presenta crecimiento de forma irregular en las crestas
epiteliales que aparentan separarse del epitelio es decir se presenta hiperplasia
pseudoepiteliomatosa (Bolognia et al, 2018).

En pacientes inmunocompetentes con sintomatologia pulmonar, se debe hacer
diagnostico diferencial con influenza, neumonia adquirida en la comunidad,
tuberculosis y psitacosis (enfermedad pulmonar causada por la bacteria intracelular
Chlamydia psittaci) (Diaz, 2018). Pero la tuberculosis va a ser el principal
diagnéstico diferencial con el cuadro pulmonar de histoplasmosis debido a que
ambas enfermedades son homdlogas, debido a que tanto la bacteria
(Mycobacterium tuberculosis) como el hongo (Histoplasma capsulatum), utilizan a
los macrofagos como sus hospederos entablando una infeccidon aguda, persistente
pulmonar o diseminada, ademas en ambas enfermedades los aspectos patologicos

y clinicos también son similares (Chander, 2018).

En el caso del cuadro diseminado en pacientes inmunosupresos, especialmente
pacientes HIV positivos en fase SIDA o pacientes con enfermedad neumonica difusa
reticulonodular, el diagnostico diferencial es mas complejo debido a la amplia
presentacion clinica, por lo que se debe diferenciar la histoplasmosis de la
tuberculosis miliar, neumonia debida a Pneumocystis jirovecii, Sarcoma de Kaposi,

neumonia por Citomegalovirus, linfoma y otras infecciones oportunistas de origen
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fungico como por ejemplo coccidioidomicosis, paracoccidioidomicosis, criptococosis

y talaromicosis (Diaz, 2018).

También se tiene que hacer diagnéstico diferencial con otros agentes etioldgicos
gue desarrollan neumonitis localizada como por ejemplo Mycoplasma pneumoniae,
Legionella sp., Coxiella burnetti o Chlamydia pneumoniae (Chander, 2018), al igual
gue con otras enfermedades respiratorias y cuadros agudos de fiebre del viajero
que visitan zonas endémicas, como por ejemplo leptospirosis, esquistosomiasis,

influenza, parainfluenza, dengue y malaria (Sanchez, 2009).

Al realizar tinciones para histopatologia como la tincion de metanamina de plata o
acido peryddico de Schiff, las levaduras intracelulares pueden confundirse con otros
hongos como por ejemplo Candida glabrata, Talaromyces (Penicillium) marneffei,
Pneumocystis jirovecii, Cryptoccoccus neoformans y Blastomyces dermatitidis
(Sanchez, 2009).

Ademas, las levaduras de Histoplasma capsulatum se deben distinguir también de
otros microorganismos intracelulares como por ejemplo Leishmania donovani,
Toxoplasma gondii, Emergomyces pasteurianus y Emergomyces africanus (las
levaduras de estos dos ultimos hongos son pequefias de 1 um a 3 um de diametro
pero carecen de halo). En el caso de Emergomyces orientalis, sus levaduras miden
de 4 um a 10 um por lo que se podrian confundir con las levaduras de Histoplasma
capsulatum var. duboisii. Las levaduras de Histoplasma capsulatum no poseen
kinetoplasto por lo que se diferencian de Leishmania donovani, ademas también se
diferencian de los taquizoitos de Toxoplasma gondii en que estos ultimos no se tifie
con tincion Argéntica o GMS. Las levaduras de Candida glabrata se podrian
confundir con las de Histoplasma capsulatum debido a que son pequefas y se
podrian encontrar colonizando orofaringe y se diferencian porque no se encuentran
intracelulares (Bonifaz, 2020 y Chander, 2018).

Las macroconidias de la fase saprofitica de Histoplasma capsulatum también se
podrian confundir con las macroconidias de hongos saprofiticos como Sepedonium
sp. Y Renispora flavissima, ademas de que las microconidias también podrian

parecerse a las de Chrysosporium sp., por lo que se requiere realizar diagndstico
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diferencial, por su estuvieran presentes como contaminantes de medios de cultivo
(Chander, 2018).

Las levaduras de Histoplasma capsulatum var. duboisii, al ser tan grandes deben
diferenciarse de las levaduras monogemantes con base de implantacion ancha de
Blastomyces dermatitidis y de las levaduras de Lacazia loboi que estan dispuesta

en la conformacion en cadena generalmente (Chander, 2018).

En el examen directo se debe hacer diagnostico diferencial con Talaromyces
(Penicillium) marneffei ya que este presenta también levaduras intracelulares que
son redondas u ovaladas de 2.5 um a 4.5 um de didmetro (generalmente son curvas
o0 elongadas cuando se encuentran en el medio extracelular lo que es caracteristico
de este hongo), también se diferencian debido a que poseen una septacion
transversal (que se observa mejor en tinciones como GMS), ademas es importante
mencionar que estas levaduras se reproducen por fision binaria por lo que no se
observan levaduras gemantes a diferencia de Histoplasma capsulatum (ver Figura
30) (Bonifaz, 2015 y Chander, 2018). Los amastigotos de Leishmania sp. podrian

también generar confusion al examen directo (Bonifaz, 2015).

Figura 30. Levaduras ovaladas y elongadas con septo central (sefialada con una
flecha) de Talaromyces (Penicillium) marneffei. Muestra tefiida en Hematoxilina
Eosina (100X) (imagen tomada de Kradin, 2017).
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10-DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

10.1-Diagnostico micoldgico

La histoplasmosis no es clinicamente diagnosticada debido a lo inespecifico de su
sintomatologia clinica (Sanchez, 2009). El examen directo es de valor diagndstico
y por ejemplo los montajes en KOH no son utiles ya que las levaduras son muy
pequefias e intracelulares en polimorfonucleares, mononucleares y ocasionalmente
células gigantes, por lo que generalmente pasan inadvertidas. La muestra para su
estudio es el esputo, aspirado bronquial, secrecidén de lesiones, sangre periférica,
médula Osea, liquido cefalorraquideo y biopsia (higado, pulmones, ndédulos

linfaticos y lesiones cutaneas) (Diaz, 2018 y Sanchez et al, 2010).

El examen directo tiene utilidad diagnostica cuando también se efectia al montar
con Blanco de Calcofluor (ver Figura 31) o Hematoxilina Eosina (ver Figura 32) o
Wright (ver Figura 33) pero también al tefiir con Giemsa (ver Figura 34), PAS (ver
Figura 35), GMS o Grocott (ver Figura 36) y Gomori o Griedley, donde al observar
al microscopio se ven levaduras de 1 um a 2 um de diametro con una pared gruesa
gue se observa como un halo refringente que simula una cépsula, generalmente

dentro de polimorfonucleares (Sanchez et al, 2010).

Figura 31. Levaduras intracelulares en un examen directo con Blanco de Calcofluor
a partir de una muestra de lavado bronquioalveolar (100X) (imagen de autoria

propia).
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Figura 32. Levaduras intracelulares en un macrofago. Muestra tefiida en
Hematoxilina Eosina (120X) (imagen tomada de Bonifaz, 2015).

Figura 33. Levaduras intracelulares en un neutrofilo. Muestra tefiida en tincion de
Wright (100X) (imagen cortesia del Dr. Allan Valverde Vindas, Especialista en
Micologia Médica).
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Figura 34. Levaduras intracelulares en un histiocito. Muestra tefiida en
Giemsa(1000X) (imagen tomada de McCullough y Leslie, 2018).

En la tincion de Giemsa, la pared celular de las levaduras se observa azul claro con

un espacio claro entre la pared y el protoplasma de color azul oscuro. En la tincion
de PAS (Acido Periddico de Schiff), la pared celular de las levaduras se ve violeta,
rojo o rosado con un protoplasma palido. En la tinciébn de GMS (metanamina plata
de Grocott) o0 argéntica, las levaduras se observan de color negro. En el caso de
Histoplasma capsulatum var. duboisii, se observan levaduras mas grandes de 7 um
a 15 um de didmetro intracelulares de pared gruesa (3 o0 4 veces mas grandes que
las de Histoplasma capsulatum var. capsulatum) (ver Figura 37) (Chang y Rodas,
2012).
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Figura 35. Levaduras intracelulares en un macréfago. Muestra tefiida en PAS
(1000X) (imagen tomada de Diaz, 2015).
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Figura 36. Levaduras intracelulares en un macréfago. Muestra tefiida en GMS
(1000X) (imagen tomada de Diaz, 2015).
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J
Figura 37. Levaduras de Histoplasma capsulatum var. duboisii en una muestra de

esputo teflido con tincion de Metanamina de Plata de un paciente con
histoplasmosis africana (800X) (imagen tomada de Diaz, 2018).

El frotis de sangre para realizar tinciones se puede obtener a partir de la capa
leucocitaria o “buffy coat” obtenido al centrifugar sangre citratada o del sedimento
que queda en el tubo al centrifugar donde esta concentrada la celularidad (Chander,
2018). Las tinciones de tejidos o sangre periférica son métodos rapidos, pero de
baja sensibilidad (Chang y Rodas, 2012).

El cultivo es de valor confirmatorio y se considera el estandar de oro para el
diagnéstico complementado con los hallazgos histopatologicos, especialmente si se
efectla a partir del aspirado de médula 6sea en pacientes HIV positivos. En conjunto
con el examen directo, se incrementa la sensibilidad diagnostica (Chang y Rodas,
2012; Hernandez et al, 2012 y Linder y Kauffman, 2019).

A partir de la muestra se siembra Agar Sabouraud glucosado mas antibiéticos, Agar
Sangre y Agar Mycosel, en el caso de hemocultivos, la muestra se puede cultivar a

partir del sistema lisis centrifugacion con saponina que presenta una mejor
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sensibilidad en comparacion con los cultivos efectuados a partir del hemocultivo
convencional, siendo considerado el método de eleccidn para el aislamiento de este
hongo, ya que la sangre extraida es lisada por la saponina, por lo que se destruyen
los eritrocitos y leucocitos liberando las levaduras intracelulares en el medio. Los
medios de cultivo inoculados con la muestra se incuban a una temperatura de 25
°C a 28 °C hasta por 6 semanas antes de descartar las placas inoculadas. Los
cultivos se revisan diario la primera semana y dos veces a la semana las siguientes
tres semanas. En el caso del Agar Mycosel, si es inoculado a partir de aislamientos
primarios obtenidos de las lesiones, la cicloheximida o actidione podrian ser
inhibitorios o retardar el crecimiento de Histoplasma capsulatum, entonces cuando
no hay crecimiento de los aislamientos primarios, el material clinico podria ser
inoculado en Agar Extracto de Levadura Fosfato con Hidroxido de Amonio (medio
sélido para el cultivo de hongos dimorficos a partir de aislamientos primarios de
muestras contaminadas, el extracto de levadura provee vitaminas, elementos traza
y aminoacidos, el fosfato mantiene el pH y estimula la esporulacion y el crecimiento,
y el hidréxido de amonio funciona como agente selectivo que inhibe el crecimiento
de bacterias y hongos saprofitos) (Arenas, 2015; Chander, 2018; Linder y Kauffman,
2019; Mufioz et al, 2010 y Sanchez et al, 2010).

El crecimiento obtenido puede presentar dos tipos de morfologia colonial que se
han descritos como tipo A o albina y tipo B o café (B por Brown por su nombre en
inglés) (ver Figura 38). En ambos casos las colonias son de aspecto lanoso,
algodonoso o liso que llegan a abarcar gran parte de la superficie de la placa con el
medio de cultivo. Generalmente la tipo A presenta fino micelio aéreo y es de color
blanco y al realizar pasajes podria expresar pigmentos y la de tipo B es plana de
color café oscuro o claro donde el pigmento es desarrollado dentro de 7 dias, en los
cuales el pigmento podria difundir al medio (Arenas, 2015; Chander, 2018 y
Sanchez et al, 2010).

Se dice que las colonias de tipo A tienen mayor produccion de macroconidias, en
comparacion con las colonias de tipo B que producen mas microconidias. En paises

como México, se ha observado que es mas frecuente aislar colonias del tipo B en
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la naturaleza y a partir de pacientes HIV positivos en fase SIDA con histoplasmosis
(Arenas, 2015).

Figura 38. En la imagen A se observan dos tubos con colonias filamentosa de
Histoplasma capsulatum con morfologia de tipo B y en la imagen B se observa un
tubo incubado a 25 °C con una colonia filamentosa y un tubo incubado a 37 °C con
una colonia levaduriforme, ambas de Histoplasma capsulatum con una morfologia
de tipo A (imagen tomada y modificada de Bonifaz, 2015 y Chander, 2018).

Se debe inducir el dimorfismo del hongo para confirmar los aislamientos al cultivar
a 37 °C en medios ricos como el Agar Infusién Cerebro Corazén mas antibiéticos,
Agar Kelley, Medio Pine o Agar BGC (Agar Sangre Glucosa Cisteina). Al cultivar se
obtiene una colonia levaduriforme de consistencia granular y mucoide de color
crema que se torna café en pocas semanas (ver Figura 39). Este hongo requiere
condiciones reductoras para poder pasar a la fase levaduriforme y mantenerse, por
lo que muchos de estos medios ricos contienen cisteina que provee grupos tiol libres
para generar esas condiciones reductoras. La esporulacion del hongo se puede
inducir con Agar Papa Dextrosa (Chander, 2018).
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Figura 39. Colonia levaduriforme de Histoplasma capsulatum obtenida al inocular
Agar Infusion Cerebro Corazoén e incubar a 35 °C durante 28 dias (imagen tomada
de Ortiz et al, 2015).

Al realizar el examen microscopico se observan macroconidias tuberculadas de 8
um a 14 um de diametro redondas u ovaladas de pared gruesa que crecen a partir
de conidioforos simples cortos, ademas se observan microconidias de 2 ym a 4 um
de didmetro esféricas, de pared lisa que nacen de conidi6éforos simples cortos y
angostos y que ademas se consideran la fase infectante al ser humano (ver Figura
40) (Sanchez et al, 2010).
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Figura 40. Micelio hialino septado y macroconidias tuberculadas de Histoplasma
capsulatum (800X) (imagen tomada de Diaz, 2018).

El cultivo se puede confirmar también mediante técnicas de biologia molecular
mediante el empleo de una sonda de ADN comercial (accu-probe; Gen probe)
(Sanchez, 2009). En la fase saprofitica, Histoplasma capsulatum var. capsulatum
e Histoplasma capsulatum var. duboisii son morfolégicamente indistinguibles, pero
autores como Chander (2018), establecen que casualmente el tamafio de las
levaduras de Histoplasma capsulatum var. duboisii, se asemejan al tamafio de las
macroconidias y el tamafio de las levaduras de Histoplasma capsulatum var.
capsulatum se asemejan al tamafio de las microconidias, siendo la otra alternativa
para diferenciar entre variedades las técnicas de biologia molecular a través de la
utilizacion de sondas de ADN (Chander, 2018).
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10.2-Diagnostico histopatolégico

La biopsia es la muestra de eleccion para el estudio histopatoldgico al igual que
para estudiar los casos de histoplasmosis mucocutanea. A nivel histopatoldgico, las
lesiones se caracterizan porque inicialmente pueden presentar una reaccion
inflamatoria aguda con infiltrado de polimorfonucleares y macréfagos que contienen
gran cantidad de levaduras intracelulares de 2 um a 4 um de didmetro ovales con
brotes pequefios, que posteriormente al hacerse crénicas pueden presentar
infiltrado granulomatoso de células epiteliales y células gigantes multinucleadas con
areas de necrosis (ver Figura 41) (Sanchez et al, 2010).

Entonces para autores como Arenas (2015), los hallazgos histolégicos van a
depender del cuadro que presente el paciente y el tiempo de evolucién por tanto la
gravedad. En general, en la fase aguda se observa numerosas levaduras que estéan
dentro de los histiocitos, y hay infiltrado de neutrofilos, linfocitos y células
plasmaticas. En la fase subaguda, ya se forma el granuloma epitelioide que contiene
células plasméticas, linfocitos, neutréfilos, macréfagos y células gigantes
multinucleadas, ademas se encuentra menos cantidad de levaduras, puede haber
formacion de granuloma tuberculoide con necrosis caseosa, fibrosis y
calcificaciones, pero estos hallazgos no son especificos de la histoplasmosis y
podrian presentarse en otras infecciones. En el cuadro grave, las levaduras
abundan, pero ya en la fase crénica vuelven a estar escasas y pueden llegar a
adoptar tamafos y formas irregulares llegando a medir de 10 um a 20 um de
diametro (Arenas, 2015 y Linder y Kauffman, 2019).

En el caso de Histoplasma capsulatum var. duboisii, se observa generalmente
infiltrado de muchas células gigantes pero que van a contener numerosas levaduras
ovales de 12 um a 15 pm de diametro, mucho mas grandes en comparacion a

Histoplasma capsulatum var. capsulatum (Arenas, 2015).

Los granulomas pueden o no presentar la necrosis caseosa, hay infiltrado
linfohistiocitico o mononuclear difuso con presencia de levaduras adentro o afuera
de los macrofagos (ver Figura 42). Las preparaciones para el estudio histoldgico se
pueden tefiir con tincion de Acido Peryddico de Schiff (PAS), Metanamina de Plata,
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Gomori Grocott, Gram, Giemsa, Gridley, Hematoxilina Eosina y Wright (Arenas,
2015 y Chang y Rodas, 2012). Cabe destacar que en Giemsa la levadura se tifie y
se rodea de un halo claro que asemeja una capsula, ademas, también se logra tefiir
las levaduras con rojo Congo, pero solo parcialmente con PAS y se ha visto que
solo el 50 % de las levaduras se tifien con Ziehl Neelsen. En Hematoxilina Eosina
las levaduras se observan como estructuras pequefias redondas de pared gruesa
con un halo claro (ver Figura 43), y en Grocott se ven levaduras con tamafo
homogéneo donde la célula madre es més grande que la célula hija gemante con
una base de implantacion angosta (ver Figura 44) (Arenas, 2015). La sensibilidad
del diagnostico histolégico es de 69 % para los lavados bronquiales, 30 % para el

frotis de sangre y 42 % para médula 6sea (Chang y Rodas, 2012).
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Figura 41. Biopsia obtenida por aspirado transtoracico de aguja fina en paciente
con histoplasmoma paratraqueal y paraesofagico. En la imagen A se observa tejido
granulomatoso con zonas de necrosis (tefiido en hematoxilina eosina, 100X) y en la
imagen B se observa una levadura similar a Histoplasma capsulatum sefialada con
una flecha (tefiido en GSM, 1000X) (imagen tomada de Richmond et al, 2013).
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Figura 42. Infiltrado histiocitario, con linfocitos, plasmocitos y macrofagos
parasitados con microorganismos intracelulares, en paciente HIV positivo con
histoplasmoma ileal. Preparacion tefiida con hematoxilina eosina (40X) (imagen
tomada de Inocente, 2012).

Figura 43. Estructuras fangicas redondas pequefias de pared gruesa con halo claro,
visto en una biopsia de piel tefiida con Hematoxilina Eosina (100X) (imagen de
autoria propia).
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Figura 44. Levaduras homogéneas, con una célula madre mas grande que la célula
hija, y base de implantacion angosta, visto en una biopsia de piel tefiida en Grocott
(100X) (imagen de autoria propia).

10.3-Diagnostico serologico, molecular, deteccién de antigeno,
intradermorreaccién y otras técnicas

Diagnostico Seroldgico

En cuanto a las pruebas serolégicas, en la sangre del paciente aparecen
anticuerpos fijadores anti Histoplasma sp. en fase micelial o levaduriforme que son
los que se determinan, pero también se valoran precipitinas y aglutininas (Chang y
Rodas, 2012; Diaz, 2018 y Sanchez et al, 2010).

Por ejemplo, en una histoplasmosis aguda se produce anticuerpos anti Histoplasma
capsulatum en 6 semanas 0 mas de infectado el paciente, pero en general se dice
gue estos anticuerpos aparecen de 4 a 8 semanas después de la infeccion primaria
pulmonar aguda y disminuyen después de 2 a 5 afios de la infeccién (Chander,
2011; Chang y Rodas, 2012; Diaz, 2018; Linder y Kauffman, 2019).
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Un paciente con una presentacion clinica inicial de la enfermedad aguda puede
resultar negativo para las pruebas seroldgicos y positivizarse semanas después,
pero para el caso de los pacientes que tienen el cuadro clinico de una
histoplasmosis diseminada generalmente resultan positivos para las pruebas
seroldgicas inmediatamente (Linder y Kauffman, 2019).

Entonces la positividad de los anticuerpos va a variar de acuerdo con la evolucion
de la enfermedad, siendo positivos el 90 % de los pacientes con enfermedad
pulmonar y 85 % de los pacientes con enfermedad diseminada, después de la
cuarta semana de contacto y su presencia se puede mantener unos afos por lo que
estas técnicas si permiten diferenciar entre infecciones recientes y pasadas pero
tienen poco valor en el caso de pacientes con la infecciébn aguda reciente o en
inmunosupresos donde los casos que dan positivos disminuyen a 80 % (por ejemplo
se reporta para los pacientes HIV positivos en fase SIDA una positividad de 75 %),
y para otros casos se puede presentar solo 25 % a 35 % de positividad (Chang y
Rodas, 2012; Diaz, 2018 y Sanchez et al, 2010).

Se dice que hay una correlacion entre la carga fungica y la severidad de los
sintomas, por lo que el 100 % de los pacientes que presentan un cuadro severo dan
resultados positivos para la serologia (Chang y Rodas, 2012).

Estas técnicas seroldgicas se utilizan cuando el examen directo y el cultivo resultan
negativos, ademas se utilizan para confirmar los resultados positivos presuntivos de
los ensayos inmunoenziméticos (Chander, 2011; Chang y Rodas, 2012 y Diaz,
2018).

Un titulo de anticuerpos igual o mayor a 1:32 es sugerente de histoplasmosis, pero
también se toma en consideracion un aumento de cuatro veces en el titulo de los

anticuerpos (Chander, 2018).

Estas pruebas seroldgicas se realizan por dos técnicas: inmunodifusion en gel por
la técnica de Ouchterlony y la reaccion de fijacion del complemento. La técnica de
Inmunodifusién en gel y la técnica de fijacién del complemento dan un resultado

positivo en alrededor del 80 % y 87 % de individuos infectados, respectivamente
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(Arenas, 2015; Chander, 2018). En zonas endémicas, se reporta una prevalencia
de positividad de 0.5 % para la técnica de inmunodifusién en gel y de 40 % para la
técnica de fijacion del complemento, por lo que la inmunodifusidbn en gel se
considera menos sensible pero mas especifica que la fijacion del complemento
(Chang y Rodas, 2012).

La técnica de fijacion del complemento detecta la presencia de anticuerpos contra
dos tipos de antigenos correspondientes a la fase micelial y la fase levaduriforme
que componen a la histoplasmina. Esta técnica indica tanto valor predictivo como
diagnéstico, es especifica y sencilla, da positivo entre la segunda y cuarta semana
después de la infeccion y se mantiene mientras la histoplasmosis esté activa siendo
evidenciado por un titulo 1:8 o 1:16, ya titulos de 1:32 se pueden traducir como
infeccion activa o progresion, y se sabe que la recuperacion clinica conduce la
negativizacion de los resultados. Puede haber reacciébn cruzada con otras
enfermedades granulomatosas como los son la tuberculosis y la sarcoidosis
(Arenas, 2015; Chang y Rodas, 2012; Linder y Kauffman, 2019 y Sanchez et al,
2010).

La inmunodifusién en gel por la técnica de Ouchterlony utiliza exoantigenos My H,
es rapida, barata, da positivo en la tercera o cuarta semana de la infeccion,
negativiza con la curacién o persiste hasta los 2 afios y da buenos resultados si se
combina con la reaccién de fijacion del complemento (Arenas, 2015 y Sanchez et
al, 2010).

Un resultado positivo en la prueba de inmunodifusidén se evidencia por la aparicion
de una de las dos bandas correspondientes a la reaccién de los anticuerpos contra
los antigenos H y M, o ambas, donde la banda M tiene apariencia de linea gruesa
cercana al pocillo donde esta depositado el antigeno y la banda H aparece como
una linea delgada cercana al pocillo donde esta depositado el antisuero (ver Figura
45) (Arenas, 2015 y Chander, 2018).

La banda H aparece en una infeccidn activa ya que los anticuerpos anti antigeno H
son formados durante la infeccién activa pero esta banda generalmente es vista en

menos del 20 % de los casos y es raro verla sin la banda M. La banda M es un
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hallazgo mas frecuente y sugiere tanto una infeccion aguda como cronica, debido a
gue los anticuerpos anti antigeno M se producen tanto en la infeccidén activa como
cronica (que podria entenderse también como un proceso de recuperacion del
paciente) y puede persistir aun cuando la infeccion ha resuelto, por lo que la banda
H tiene mas valor diagnostico durante los primeros 6 meses de infeccion
desapareciendo una vez que termina la fase activa de la infeccion (Arenas, 2015;
Chander, 2018 y Linder y Kauffman, 2019). La banda C podria indicar reaccion
cruzada con otros patégenos, ya que representa a los anticuerpos anti carbohidrato
C que corresponde a un galactomanano termoestable presente en la mayoria de los

hongos dimaorficos que producen micosis sistémicas (Dantas et al, 2018).

A = antigeno

T = suero testigo

P = suero problema

| = banda de precipitaciéon

C = banda de precipitacion cruzada

H = banda de precipitacion
en histoplasmosis activa
(cerca de antisuero)

M = banda de precipitacién por
presencia de anticuerpos
(cerca de antigeno)

Figura 45. Banda de precipitacion H y M, producto de la interaccion de los
anticuerpos presentes en el pocillo con suero del paciente y los antigenos de la
histoplasmina depositados en el pocillo central, mediante la técnica de
inmunodifusion en gel de Ouchterlony (imagen tomada de Arenas, 2015).
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La histoplasmina utilizada en estas técnicas como antigeno, se obtiene al filtrar
Caldo Asparagina Glucosa donde la forma micelial del hongo estuvo creciendo
durante un periodo de 3 a 6 meses o al filtrar una suspension de mertiolate y
levadura en solucion salina. Curiosamente, el antigeno M es un antigeno que se

encuentra en forma abundante en la fase micelial del hongo (Chander, 2018).

Tanto el antigeno H como M que forman parte de la histoplasmina deben ser
utilizados al mismo tiempo, ya que uno solo no puede ser detectado por todos los
anticuerpos que podrian estar presentes en la muestra del paciente (Chander,
2018).

Ambos antigenos son especie especificos pero otros componentes de la
histoplasmina como lo son algunos carbohidratos podrian generar reaccion cruzada
con otros anticuerpos contra antigenos de Coccidioides sp. y Blastomyces sp.,
principalmente en zonas endémicas, y contra antigenos de Sporothrix sp., por lo
gue los anticuerpos anti Histoplasma sp. pueden estar presentes en otras
infecciones flngicas sistémicas. También se puede realizar aglutinacion en latex
como prueba serologica (Bonifaz, 2020; Chander, 2018 y Chang y Rodas, 2012).
Tanto en pruebas serolégicas como en ensayos enzimaticos, la confirmacion por

cultivo o histopatologia es necesaria (Diaz, 2018).

Recientemente se han desarrollado ensayos inmunoenziméaticos (EIA) para medir
la concentracion de IgG e IgM, utilizadas en el diagnostico de la histoplasmosis
pulmonar aguda, con posible utilidad también en el diagndstico del cuadro de
meningitis en la histoplasmosis. Estas técnicas aparentemente son mas sensibles
que la inmunodifusion en gel y la fijacion del complemento, pero aun es necesario

mas estudios que pueden confirmar estos hallazgos (Linder y Kauffman, 2019).

Deteccion de Antigeno

También se pueden efectuar ensayos inmunoenzimaticos o EIA que detectan
rapidamente la presencia de antigenos de Histoplasma capsulatum en sangre y

orina, en especifico la histoplasmina, y son recomendados como una prueba de
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tamizaje para la histoplasmosis. En pacientes inmunosupresos permite efectuar un
diagnéstico rapido, teniendo la ventaja en comparaciéon con las pruebas serologicas
gue detectaban anticuerpos anti-Histoplasma capsulatum, de que la presencia del
antigeno no se ve retrasado por la formacion de anticuerpos de ahi que sea una
técnica mas rapida para apoyar el diagnostico en estos tipos de pacientes (Diaz,
2018).

Segun “las Directrices para el Diagnostico y Manejo de la Histoplasmosis
Diseminada en Personas con Infeccién por el HIV”?, de la OPS, publicadas en abril
del afio 2020, el diagnéstico de la enfermedad en estos pacientes debe realizarse
mediante la deteccién de antigenos circulantes, no solamente por la metodologia
tradicional ya que esta por si sola toma mas tiempo en dar un resultado final que
podria eventualmente retrasar la administracién adecuada del tratamiento a los
pacientes (OPS, 2020).

La deteccion del antigeno tiene una especificidad del 98 % y una sensibilidad en
orina y suero de 82 % y 60 %, respectivamente (Chander, 2018 y Chang y Rodas,
2012).

El analisis del antigeno urinario se utiliza para el diagnéstico de recaidas, ademas
posee una sensibilidad mayor al 90 % en la enfermedad diseminada por ejemplo en
pacientes HIV positivos en fase SIDA, por lo que es un método sensible para el
diagnéstico de la enfermedad diseminada donde se obtiene la mejor sensibilidad
para el cuadro diseminado agudo y el cuadro pulmonar agudo (Chang y Rodas,
2012 y Sanchez et al, 2010).

La deteccion del antigeno también se puede efectuar en sangre, liquido de lavado
alveolar y liquido cefalorraquideo, pero con la desventaja de que es menos sensible
determinarlo en estas matrices en comparacion con la orina y se utiliza también para

orientar acerca de la eficiencia del tratamiento (Sanchez, 2009).

Se considera usualmente como positivo un resultado tanto en sangre como en orina
20.6 ng/mL. La sensibilidad de los ensayos inmunoenzimaticos (EIA) aumenta con

la severidad de la enfermedad, pero puede resultar en falsos negativos en pacientes
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con presentaciones leves de la enfermedad o baja carga del agente fungico (Diaz,
2018).

La deteccion del antigeno puede presentar reaccion cruzada con
paracoccidioidomicosis, blastomicosis, talaromicosis, coccidioidomicosis e
histoplasmosis africana (Chander, 2018). Entre las técnicas que se pueden realizar
para la deteccion de antigenos se encuentra los radioinmunoensayos y el ensayo

inmunoenzimatico (EIA) (Chang y Rodas, 2012).

El radioinmunoensayo (RIA, por sus siglas en inglés de Radioimmunoassay) es la
técnica mas vieja en la deteccion de antigenos de este hongo en orina y suero, es
una técnica rapida y util para el diagnéstico de la histoplasmosis diseminada,
ademas sirve para el monitoreo del tratamiento y el diagndéstico de posibles
relapsos ya que la antigenuria y antigenemia cesan con el tratamiento y aparecen
en recaidas. Fue desarrollada en 1986 desconociendo especificamente cual
antigeno del hongo era detectado (Wheat et al 1986).

Un ejemplo de técnica de deteccidn de antigeno de Histoplasma capsulatum que se
ha utilizado para el diagnéstico son la deteccién de galactomananos, que se ha
desarrollado como un EIA cuantitativo aplicable en suero, orina, lavados
bronquealveolares y liquido cefalorraquideo, pero estandarizado solo en orina. Esta
técnica es desarrollada por MiraVista Diagnostics, LLC (Indianapolis, EEUU), que
detecta este antigeno y ha evidenciado una especificidad del 99 % y una
sensibilidad mayor al 90 % (100 % para antigenuria 'y 92.3 % para antigenemia) en
pacientes con histoplasmosis diseminada, especialmente pacientes HIV positivos
gue presentan una alta carga del microorganismo, pero esta sensibilidad disminuye
hasta cerca del 60 % en pacientes con histoplasmosis pulmonar aguda. La reaccién
cruzada con Blastomyces dermatitidis, que presenta esta prueba es debido a que la
distribucion de galactomananos en la pared celular de Histoplasma capsulatum es
similar a la distribucién que presenta el otro hongo. Este ensayo no esta disponible
comercialmente por lo que las muestras tienen que ser remitidas a los laboratorios
de MiraVista en Indianapolisis, EEUU (Connolly et al, 2007 y Linder y Kauffman,
2019).
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Otros ensayos para la determinacion de antigenos de Histoplasma capsulatum en
orina mediante EIA con anticuerpos policlonales que si estan disponibles
comercialmente son el EIA Histoplasma IMMY ALPHA de ImmunoMycologics, Inc.
(Norman, OK, Estados Unidos) que presenta una especificidad de 97.5 % y una
sensibilidad del 67.1 % en pacientes HIV positivos con histoplasmosis diseminada,
por lo que su sensibilidad se considera inferior al compararlo con el ensayo de
MiraVista (Linder y Kauffman, 2019 y Torres et al, 2018). También
ImmunoMycologics, Inc. (Norman, OK, Estados Unidos) ha desarrollado el EIA
Histoplasma GM IMMY para detectar los galactomananos en orina pero que utilizan
anticuerpos monoclonales, el cual presenta una especificidad del 98 % y una
sensibilidad del 64.5 % que sigue siendo menor a la obtenida por el ensayo de
MiraVista (Linder y Kauffman, 2019 y Theel et al, 2013). Adicionalmente a la
reaccion cruzada que presentan estas pruebas con otros hongos dimorficos, el EIA
Histoplasma GM IMMY tiene reaccion cruzada también con Candida sp. (Theel et
al, 2013 y Torres et al, 2018).

El Centro para el Control y la Prevencién para Enfermedades (CDC por sus siglas
en inglés de Centers for Disease Control and Prevention) también desarrolldé su
propio EIA para la deteccién de antigenuria mediante anticuerpos policlonales,
probado en pacientes HIV positivos en fase SIDA con histoplasmosis diseminada
progresiva en un estudio en Guatemala en el 2009 que present6 una especificidad
del 95 % y una sensibilidad del 81 %, esto con el objetivo de que la técnica pueda
ser accesible para paises de escasos recursos (Linder y Kauffman, 2019 y Scheel
et al, 2009).

También se ha desarrollado pruebas rapidas o “rapid point of care test” (en inglés)
gue aumentan la especificidad y acortan el tiempo que tarda el diagndstico
convencional de la histoplasmosis como por ejemplo el ensayo de amplificacion
isotérmica mediada por bucle o Histoplasma sp. specific loop mediated isothermic
amplification assay (en inglés) para el diagnostico de la histoplasmosis pulmonar
(Diaz, 2018).
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Intradermorreaccion a la Histoplasmina

Una prueba utilizada con poco valor diagnéstico es la Intradermorreaccion a la
histoplasmina (IDR) o hipersensibilidad tardia a la histoplasmina que da un resultado
positivo en los pacientes con la enfermedad con un valor de primocontacto,
demostrando hipersensibilidad tardia, por lo que se usa mas para estudios
epidemioldgicos, especificamente para identificar areas endémicas (Chang y
Rodas, 2012 y Teixeira et al, 2016).

El poco valor diagnostico que tiene la prueba se define principalmente en las zonas
endémicas donde es utilizada para estudiar la inmunidad que prevalece en la
poblacion, es decir, se utiliza para fines epidemioldgicos, pero en éareas no
endémicas se ha reportado que se utiliza para diagnosticar la histoplasmosis,
principalmente en viajeros, pero no deberia ser utilizada de rutina para el
diagndstico (Chander, 2018; Chang y Rodas, 2012 y Sanchez et al, 2010).

La prueba de intradermorreaccion utliza la histoplasmina obtenida del
sobrenadante del cultivo del hongo que es un filtrado de proteinas y polisacaridos,
no una proteina purificada, entonces, lo que se detecta es la inmunidad celular
contra Histoplasma sp. que permanece de por vida en la persona (Chander, 2018 y
Sanchez et al, 2010).

Se le administra al paciente una inyeccion intradérmica de 0.1 mL del antigeno en
el antebrazo y se considera un resultado positivo si después de 48 a 72 horas de
administrado el antigeno se genera una induracion 25 mm, lo que se traduce como
una infeccion presente o pasada pero que no puede ser diferenciada entre ambas,
ademas una prueba negativa no excluye la enfermedad. Debe evitarse efectuar la
IDR a la histoplasmina en pacientes con enfermedad pulmonar, fiebre de origen
desconocido y hepatoesplenomegalia ya que el antigeno puede estimular un
incremento de anticuerpos proporcionando informacion engafiosa a la hora de

interpretar las pruebas serolégicas (Chander, 2018 y Chang y Rodas, 2012).

La intradermorreaccion a la histoplasmina da resultados falsos positivos recurrentes

en poblaciones de personas sudamericanas sanas. Se dice que del 60-90 % de
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personas originarias de areas endémicas de Estados Unidos presentan la prueba
de histoplasmina positiva (Teixeira et al, 2016), pero en estas areas endémicas, la
reaccion cutanea positiva a la histoplasmina puede variar del 5-90 % de los casos
(Sanchez et al, 2010). En Canada, se reporta una reaccién cutanea a la
histoplasmina positiva que varia de 0-68 % de los casos (Teixeira et al, 2016), en
paises latinoamericanos como Colombia se reporta un valor de positividad de 22
% en las regiones mas importantes del pais, en Venezuela de 42.7 % en areas
rurales y 34 % en zonas urbanas como la ciudad de Upata, en Brasil de 2.6 % en
Bahia y 93.2 % en Rio de Janeiro, en Argentina de 22.4-53.6 % en Tucaman, en
México entre 5-50 % en diferentes areas, en Panama valores alrededor de 50 %, en
Costa Rica y Nicaragua la positividad ronda el 37 %, y en Guatemala es de 57 %.
En paises del Caribe como Trinidad y Tobago la positividad llega a valores de 42 %
(Ashraf et al, 2020 y Gomez, 2011).

En China se reporta una positividad a la histoplasmina entre 6-50 %. En Japon la
sensibilidad a la histoplasmina se considera despreciable excepto en algunas
poblaciones especificas como lo son los trabajadores que manipulan tierra y arena
importadas de Estados Unidos, ya que en este pais nunca se ha detectado el hongo
por PCR a partir de muestras de suelo. En Tailandia, a raiz de un estudio efectuado
entre los afios 1966 y 1968, se reportd una positividad a la histoplasmina de 7-14 %
en el norte del pais y 15-36 % en el sur y sureste del pais. En Malasia se reporta
una prevalencia de positividad a la histoplasmina de 10.5 %. En India, la positividad
a la histoplasmina reportada es de 4.7-12.3 %, dado principalmente por Calcutta y
Delhi, con la mayoria de los casos en el noreste del pais en los estados de Assam
(Bahr et al, 2015).

También se reportan valores altos de reaccion a la histoplasmina en Centroamérica,
Puerto Rico y Dominica, pero resultados bajos para Europa, con escasa informacion
para el resto del mundo lo que podria sugerir que la exposicion al agente es
infrecuente en esos lugares (Chander, 2018; Chang y Rodas, 2012 y Sanchez et al,
2010).
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Diagndéstico Molecular

Actualmente no se encuentran disponibles ensayos de PCR oficiales aprobados por
la FDA que se estén utilizando para apoyar el diagnéstico de la histoplasmosis en
muestras clinicas, a pesar de que muchas de estas técnicas han probado ser
sensibles y con aplicabilidad en la identificacion de aislamientos clinicos. Pero si se
han desarrollado PCR a nivel experimental (“in house” o caseros) usando diferentes
blancos moleculares que no han sido validados para su uso (Azar y Hage, 2017;
Dantas et al, 2018 y Linder y Kauffman, 2019).

El PCR, se ha utilizado no solo para el diagndstico molecular en aislamientos
clinicos, sino también para otros tipos de matrices como muestras de suelo,
recordando que la utilizacion de nuevas sondas siempre implica validar su utilizacion
en estudios clinicos contra el cultivo y deteccién del antigeno como meétodos

diagnosticos (Sanchez, 2009).

El PCR también permite diferenciar las variedades de los aislamientos obtenidos.
El PCR en tiempo real o PCR-RT y el PCR anidado, son técnicas que se han
utilizado para apoyar el diagnéstico de la histoplasmosis, a partir de muestras
respiratorias como aspirado bronquial, sangre y tejidos, principalmente en pacientes
HIV positivos, donde se consideran técnicas sensibles y especificas (Arenas, 2015
y Linder y Kauffman, 2019).

En el 2016, Muraosa et al, desarrollaron dos ensayos mediante PCR en tiempo real
y PCR en tiempo real anidado para la detecciéon de Histoplasma capsulatum en
muestras clinicas mediante la amplificacién y deteccion del gen que codifica para la
Dipeptidasa acida ligada al a N acetilado (NAALADase por sus siglas en inglés de
N-acetylated a-linked acidic dipeptidase) correspondiente a un producto de PCR de
279 pb, que es un antigeno que se encuentra en el suero de los pacientes con
histoplasmosis, por lo cual la técnica permite detectar el ADN especifico de las
cepas de este hongo sin confundirlo con el de otros hongos o con el ADN del ser

humano (Muraosa et al, 2016).
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Para el PCR en tiempo real se utilizé el par de primers HCN2F/HcN1R y la sonda
ciclica Histlprobe3. Para el PCR en tiempo real anidado se uso el par de primers
HcN4F/HcHCEN4R para la primera etapa de PCR convencional, y para la segunda
etapa de PCR en tiempo real se uso el par de primers HCN2F/HCcN1R y la sonda
ciclica Histlprobe3 (Muraosa et al, 2016).

Ambas técnica fueron puestas a prueba en muestras clinicas de pacientes con
histoplasmosis como por ejemplo en suero, tejido fijado en formalina y lavados
bronquioalveolares, lo que resulté en una sensibilidad de 77 % para el PCR en
tiempo real anidado, mucho mayor a la sensibilidad de 33 % obtenida para el PCR
en tiempo real, por lo que es necesario continuar los estudios con un mayor niamero
de muestras ya que pareciera que el PCR en tiempo real anidado constituye una
herramienta rapida y precisa para efectuar el diagnéstico de la histoplasmosis en
las muestras clinicas de los pacientes, recordando que esta técnica tiene la
desventaja de tener mayor riesgo de contaminacion cruzada, y de ser un proceso

largo de alto costo en comparacion con el PCR en tiempo real (Muraosa et al, 2016).

La proteina reguladora de adaptacion al ambiente intracelular Hcp100 de 100 kDa,
especificamente el gen con un fragmento de 210 pb, también podria funcionar como
marcador molecular en el diagnostico de la histoplasmosis mediante el monitoreo
por PCR anidado ya que se ha visto que es capaz de determinar la carga fungica
en el tejido de animales silvestres en cautiverio con histoplasmosis diseminada
como por ejemplo los murciélagos, considerdndose este marcador como altamente
sensible y Unico para Histoplasma capsulatum (Arenas, 2015 y Gonzalez et al,
2012).

La metodologia diagnoéstica para histoplasmosis mediante PCR anidado también ha
sido comprobada en pacientes HIV positivos en fase SIDA con histoplasmosis. En
el estudio de Dantas et al (2018) se recolectaron 40 muestras de pacientes con
histoplasmosis y se clasificaron de acuerdo a la seropositividad del HIV. Se comparé
el diagnostico molecular por PCR anidado usando primers de Histoplasma
capsulatum correspondientes a los genes 18S ARNr (HC18S), 5.8S ARNr ITS
(HC5.8S-ITS) y el gen que codifica para la proteina de 100 kDa Hcp100 (HC100),
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en comparacion con otras metodologias convencionales micolégicas (el cultivo y las
tinciones) y la metodologia serologica (la Inmunotransferencia y la Doble

Inmunodifusién) (Dantas et al, 2018).

La mejor sensibilidad en suero se obtuvo al realizar el diagndstico mediante la
técnica de PCR anidado del gen 5.8S ARNr ITS (HC5.8S-ITS), ademas la mejor
especificidad en suero se encontré por igual para la Doble Inmunodifusion,
Inmunotransferencia y PCR anidado del gen HC100. Para el diagnéstico en sangre,
la mayor sensibilidad se obtuvo mediante PCR anidado del gen 5.8S ARNr ITS
(HC5.8S-ITS) y la mejor especificidad para el diagndstico mediante la observacion
de frotis tefiido con Giemsa. En el Cuadro VI, se observa los primers de los genes
utilizados para efectuar el diagndstico por PCR anidado. A pesar de que la
metodologia por microscopia puede resultar limitada para el diagndéstico de
histoplasmosis en pacientes HIV positivos, asi como la baja sensibilidad del cultivo,
se recomienda utilizarlos en conjunto con el diagndstico molecular, ya que se mejora

la capacidad diagndstica (Dantas et al, 2018).

Cuadro VI. Primers utilizados en la amplificacion y deteccion de los diferentes
blancos moleculares de Histoplasma capsulatum en la técnica de PCR anidado para
el diagndstico de histoplasmosis (informacion tomada de Dantas et al, 2018).

Tamairio
Blanco . . aproximado de la
Primers Secuencia .
Molecular secuencia (pb)
Primers 5 GTT AAAAAG CTCGTAGTTG 429
Gen 18S externos | 3'y5' TCC CTAGTC GGC ATAGTTTA 3
ARNF Primers 5'GCC GGA'CC'II' TTC
(HC18S) | internos CTC CTG GGG AGC 3'y5'CAAGAATTT 231
CACCTCTGACAGCCGA3Z
Primers 5'GCG TTC CGA GCC TTC CAC CTC
externos AAC 3'y5'ATG TCC 391
Gen CAT CGG GCG CCG TGT AGT 3'
HC100 Primers 5'GAG ATC TAG TCG CGG CCA GGT
iNernos TCA 3'y 5 AGG AGA GAA CTG TAT 210
CGG TGG CTT G3'
Primers . '
Gen 5.8S ITS1 5'TCC GTA GGT GGA CCT GCG 3 290
ADNr ITS | Primers 5'GCA TCG ATG AAG 330
(HC5.8S- ITS3 AAC GCAGC 3
ITS) P{'Trgirs 5' TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3' 330

Se utiliza como control positivo a Histoplasma capsulatum ATCC A811 y B923 (Dantas et al, 2018).

177



Diagndéstico mediante Protedmica

El estudio de la funcién y estructura de las proteinas mediante espectrometria de
masas o MS (por sus siglas en inglés de Mass Spectrometry) se ha utilizado para la
identificacion de aislamientos clinicos obtenidos a partir de pacientes con micosis
para apoyar al diagndstico. Un ejemplo claro es el uso del MALDI-TOF (por sus
siglas en inglés de Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight) que
consiste en una ionizacion suave que permite identificar biomoléculas como las
proteinas y los péptidos, generalmente proveniente de las proteinas ribosomales

del hongo, lo que se conoce como “huella peptidica” (Bonifaz, 2020).

El MALDI-TOF es una metodologia rapida, relativamente facil de usar, sensible,
especifica, de bajo costo, segura, reproducible, de alto rendimiento, alta
discriminacion entre especies, puede reconocer a hongos de dificil identificacion y
tiene una base de datos mas completa que permite asociar microorganismos a
enfermedades, entre otros. Por otro lado, como limitaciones, es incapaz de
diferenciar microorganismos muy relacionados, requiere un cultivo puro o una
colonia aislada del hipotético agente etioldgico, es necesario estar ampliando su
base de datos (las bases de datos son exclusivas de cada compafiia), no cuantifica,
no determina sensibilidad a los antifungicos, posee interferencias con sales,
detergentes (Triton-100 y Tween 20) y pigmentos melanicos, y posee baja precision

al identificar hongos filamentosos (Bonifaz, 2020).

La colonia incégnita del hongo es colocada para su identificacion en una placa
metalica superpuesta con una matriz (amortigua la muestra y permite el paso del
laser a calor). Se incide un laser sobre la colonia que causa la desorcidn y ionizacion
de sus proteinas en un ambiente de alto vaci6. Un campo eléctrico acelera las
proteinas dentro de un tubo en direccién a un detector y se graba un “tiempo de
vuelo”, donde las proteinas mas livianas viajan mas rapido que las proteinas mas
pesadas. Se genera un espectro de masas que es comparado con una base de
datos construida a partir de aislamientos de hongos previamente identificados. Por
altimo, un software provee una puntuacidon numérica que se traduce como la

identificacion del género y la especie del aislamiento incognita de acuerdo a su
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cercania a los espectros de otros aislamientos pertenecientes a la base de datos.
Como control positivo se utiliza a Candida glabrata ATCC MYA-2950 (Ramanan et
al, 2017).

Para hongos filamentosos como Histoplasma capsulatum, se utiliza una etapa de
lisis y extraccion mas fuerte en comparacion con las levaduras, asi por ejemplo se
usa &cido férmico méas etanol, acetonitrilo y zirconio para romper la pared celular
(generalmente para las levaduras se usa solo &cido férmico) para liberar las
proteinas (Bonifaz, 2020 y Ramanan et al, 2017).

En la actualidad, la FDA ha aprobado para realizar el diagnostico clinico los
sistemas Brunker-Biotyper® y Vitek MS® (Bonifaz, 2020). El Vitek MS® fue
evaluado en el estudio de McMullen et al (2016) para determinar la precisién de la
identificacion de hongos filamentosos. Se trabajé con 319 aislamientos clinicos
(comprendian 43 géneros previamente identificados fenotipicamente), en los cuales
se incluia 2 aislamientos de Histoplasma capsulatum. Se logré identificar
correctamente 245 aislamientos (76.8 %), que contenian a Histoplasma capsulatum
(segun el software Spectraldentifier R2.1.0 y la version 3.0 de la base de datos
SARAMIS por sus siglas en inglés de Spectral Archive and Microbial Identification
System) y fueron confirmados por secuenciacién (McMullen et al, 2016).

Es importante destacar que en la investigacion no se presentd identificaciones
errbneas a nivel de género, solo a nivel de especies de Aspergillus sp. muy
relacionadas entre si (pertenecientes a la Seccion Versicolor) no asi para los hongos
dimérficos testeados como Histoplasma capsulatum. Se concluyé que esta
metodologia por MALDI-TOF puede solventar el problema que representa tratar de
identificar aislamientos de hongos filamentosos estériles (que no esporulan en los
medios de cultivo) por los métodos convencionales (McMullen et al, 2016).

El equipo Vitek MS® incluye en su base de datos los espectros para identificar
hongos dimorficos como Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis,
Coccidioides posadasii y el complejo Sporothrix schenckii, donde estudios han

reportado una identificacién para estos hongos del 100 % (Patel, 2018).
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El equipo Brunker-Biotyper® también ha sido evaluado en la identificacién de
Histoplasma capsulatum gracias al estudio de Valero et al (2018). En este estudio
se construy6 una base de datos de los espectros para la identificacion de este hongo
a partir del procesamiento de 6 cepas del patdégeno identificados previamente por
secuenciacion de la region ITS (incluia las 3 variedades conocidas del hongo).
Posteriormente se utilizd 63 cepas clinicos (30 de Histoplasma capsulatum)
provenientes del “Collection of the Spanish National Center for Microbiology” para
validar la nueva base de datos y las previamente establecidas por el fabricante o
comerciales. En un ensayo ciego efectuado en el estudio, se logré identificar
correctamente todos los aislamientos a partir de las bases de datos evaluadas
(Valero et al, 2018).

Es interesante destacar que en este estudio se evalud la identificacion tanto de la
fase levaduriforme como de la fase micelial, y se encontré que esta Ultima era la
mas adecuada para realizar la identificacidn ya que resultaba en puntajes de
identificacion sobre 1.7 en la mayoria de los aislamientos (segun el fabricante 22.0
indica identificacion de especie, 1.7-1.9 indica identificacion a nivel de géneroy <1.7
se interpreta como no identificacion). De igual manera se logré identificar también
adecuadamente la fase levaduriforme. Se obtuvo una especificidad del 100 % y una
sensibilidad del 75-100 % dependiendo del punto de corte evaluado para la

identificacion de Histoplasma capsulatum (Valero et al, 2018).

El estudio concluye que esta metodologia es una excelente herramienta para apoyar
el diagnostico de la histoplasmosis porque reduce el tiempo de respuesta del
laboratorio y disminuye el riesgo de contagio al manipular cultivos de la forma
micelial del patbgeno por mas tiempo al esperar que esporulen para realizar la
identificacion tradicional. Como aspecto negativo no se ha logrado separar
correctamente los aislamientos identificados como Histoplasma capsulatum en sus
3 variedades debido a la compleja relacion filogenética que poseen entre ellos lo
gue sugiere que talvez esta clasificacion en variedades no es tan adecuada (Valero
et al, 2018).
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FTIR o Microespectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

La técnica de FTIR (por sus siglas en inglés de Fourier Transform Infrared
Microspectroscopy) 0 microespectroscopia infrarroja por transformada de Fourier,
es una metodologia prometedora para apoyar el diagnéstico de las enfermedades
micoticas mediante la discriminacion rapida de la causa de la infeccion ya sea de
origen bacteriano o de origen fingico o si representa contaminaciéon (Erukhimovitch
et al, 2005).

La técnica consiste en generar un espectro infrarrojo de absorcion a partir de una
muestra, al incidirle un rayo de luz que contiene diferentes frecuencias, donde se
mide cuanta luz es absorbida en cada longitud de onda. Por lo que se obtiene un
espectro que es una “huella digital” unica para cada componente de una célula
viviente (proteinas, lipidos y carbohidratos), lo que podria servir para identificar y

detectar patdégenos fungicos (Erukhimovitch et al, 2005).

En la actualidad, las investigaciones sobre esta técnica han ido dirigidas hacia la
identificacion de microorganismos en productos alimenticios y hongos fitopatégenos
(Salman et al, 2010). Pero también ha sido utilizada para caracterizar y detectar
células infectadas con microorganismos, lo que seria Util en el caso del estudio de
hongos intracelulares como lo son las levaduras de Histoplasma capsulatum que

invaden los macroéfagos del hospedero (Erukhimovitch et al, 2005).

En el estudio de Erukhimovitch et al (2005) se utilizé la técnica de FTIR para
observar la diferencia entre los espectros de cultivos de bacterias (Escherichia coli,
Pseudomonas stutzeri y Bacillus magaterium) y hongos (Penicillium sp.,
Memnoniella sp. y Fusarium sp.) que pudieran constituir biomarcadores
prometedores para ser utilizados en el futuro para la rapida identificacion de
patdgenos (resultados se obtienen en 1 hora). Los espectros se determinaron en un
rango de longitud de onda de 600 cm™ a 4000 cm. Se obtuvo diferencias sutiles
entre los espectros de los diferentes microorganismos en estudio que los hacen
anicos por lo que representan preliminarmente una forma de identificacion confiable
(Erukhimovitch et al, 2005).
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Es curioso resaltar que Erukhimovitch et al (2005) encontraron ciertos picos en los
espectros que podrian ser Unicos para hongos o bacterias (por ejemplo, un pico a
1396 cm presente solo en las bacterias y un pico a 1377 cm Unico para los
hongos), que probablemente representan un grupo de proteinas y lipidos. Estos
picos podrian ser potenciales biomarcadores para realizar una efectiva
discriminacion y deben ser estudiados a futuro. Ademas, ambos picos pueden ser
identificados en muestras mixtas, siendo entonces la técnica de FTIR util en el
diagndstico de infecciones mixtas causadas tanto por bacterias como por hongos
(Erukhimovitch et al, 2005).

Resultados similares se encontraron en el estudio efectuado por Salman et al (2010)
al estudiar hongos como Fusarium sp. donde se evidencié que la técnica es capaz
de diferenciar a nivel de género a este hongo porque presenta una intensa banda
correspondiente a lipidos entre la region de longitud de onda de 2800 cm™ a 3020
cm® (Salman et al, 2010).

En el caso de la histoplasmosis, no se han efectuado estudios especificos para la
identificacion de este hongo dimorfico a partir de muestras clinicas mediante FTIR,
pero se espera que estudios a futuro permitan su deteccion rapida en pacientes con
histoplasmosis, de modo que se pueda instaurar rapidamente el tratamiento
adecuado en el paciente (Erukhimovitch et al, 2005).

Otras Técnicas Diagndsticas

Otras técnicas reportadas en la literatura que se utilizan para apoyar el diagnéstico
de la histoplasmosis son los rayos x y la tomografia axial computarizada que son
indispensables para los casos pulmonares, meningeos y 0seos, asi como otros
examenes de rutina en el laboratorio clinico por ejemplo el hemograma donde se
evidencia anemia y pancitopenia, la quimica clinica que muestra un incremento de
la velocidad de eritrosedimentaciéon y de la concentracion de fosfatasa alcalina y
ferritina (Arenas, 2015 y Sanchez et al, 2010).

Los hallazgos por técnicas radiograficas y tomografia axial computarizada del torax

(TAC) simulan otras enfermedades como por ejemplo la tuberculosis o la neumonia
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debida a otras etiologias, por lo que estas técnicas no son diagndsticas, solo sirven
para apoyar el diagndéstico de laboratorio (Diaz, 2018). Los hallazgos radiolégicos
de la histoplasmosis incluyen un infiltrado pulmonar pequefio y disperso con
linfadenopatia hiliar (agrandamiento de los ganglios linfaticos que rodean el hilio que
es la zona en la que ambos pulmones se separan de la traquea) y densos nodulos
gue sugieren infiltrado parenquimatoso, ademas hay presencia de calcificacion en

estadios avanzados (ver Figura 46) (Chander, 2018).

Figura 46. En la imagen A se observa la radiografia del térax de un paciente con
histoplasmosis primaria donde se evidencia lesiones micronodulares. En la imagen
B se observa el TAC del paciente donde se ven los infiltrados nodulares (imagen
tomada de Bonifaz, 2015).

Al realizar la radiografia del torax, el histoplasmoma se observa como un nédulo
definido de 0.5 cm a 3 cm de diametro el cual generalmente se observa en el I6bulo
inferior del pulmon y puede presentar lesiones satélites de menor tamafio, donde el
nddulo generalmente presenta un foco central de calcificacion formando una imagen
en diana o mas bien difusa (ver Figura 47) y la calcificacion no implica la curacion

del histoplasmoma ya que con el tiempo la lesién puede aumentar de tamafio, por
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lo que al realizar el estudio radiogréfico durante varios meses se puede llegar a

confudir el diagndstico con una neoplasia (Fraser et al, 2006).

Figura 47. En laimagen A se observa la radiografia del térax de un paciente con un
histoplasmoma calcificado sefialado con la flecha. En la imagen B se observa el
TAC de térax del paciente con el nédulo calcificado y adenopatias hiliares (imagen
tomada de Fraser et al, 2006).

Para el caso de la histoplasmosis pulmonar aguda, se puede realizar reacciones
cutaneas donde la intradermorreaccién a las histoplasmina generalmente es
débilmente positiva, reacciones serolégicas que generalmente dan negativo y la
deteccidn de antigenos en sangre y orina (siendo la deteccién del antigeno urinario
la técnica de eleccién para estos casos ya que posee una sensibilidad y una
especificidad mayor al 90 %), ademas también se puede hacer la observacion del
agente etioldgico en muestras clinicas y en el cultivo. También se puede observar
mediante radiografia de térax infiltrados focales, adenopatias hiliares o
mediastinicas (0 ambos patrones). Cuando el diagndstico es post moértem se

observa hepatoesplenomegalia (Sanchez et al, 2010).

Cuando se realiza tomografia axial computarizada (TAC) en el pecho de los
pacientes con neumonia aguda por histoplasmosis, también se puede observar en
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el corte axial una apariencia clasica nodular miliaria o conocida como en “tormenta”

que puede orientar el diagnéstico (ver Figura 48) (Diaz, 2018).

Figura 48. En la imagen A se observa la radiografia del torax de un paciente con
histoplasmosis miliar es decir que las lesiones diseminaron a todo el pulmon. En la
imagen B se observa el TAC de toérax de un paciente con neumonia por
histoplasmosis donde se ve el patron caracteristico de infiltrados nodulares miliares
conocido como “patron en tormenta” (imagen tomada de Bonifaz, 2015 y Diaz,
2018).

En la histoplasmosis pulmonar crénica, se puede efectuar radiografia del térax
evidenciando cavidades de paredes gruesas y adenopatias hiliares. Se efectla
también biopsia de tejido (biopsia pulmonar a cielo abierto), broncoscopio con
biopsia transbronquial o lavado broncoalveolar, tomografia computarizada del térax,
intradermorreaccion cutanea, titulo de fijacion para el complemento para
Histoplasma capsulatum, prueba de antigeno urinario para Histoplasma capsulatum
(en cuyo caso es positiva solo si el cuadro evoluciona a una histoplasmosis
diseminada), prueba de inmunodifusién, y tincién y cultivo de esputo (Sanchez et al,
2010).

Cuando el paciente presenta histoplasmosis cutanea primaria, el diagndéstico
depende principalmente de estudios histopatolégicos con la consecuente
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identificacion del hongo en el tejido, ya que la variabilidad de la morfologia de las
lesiones cutaneas dificulta el diagnostico clinico e incita a realizar el diagndstico
diferencial con otros cuadros que presentan lesiones cutaneas similares (Sanchez
et al, 2010). Sanchez et al (2010), también proponen que el diagnostico se puede
efectuar si el paciente cumple con 2 o mas criterios de Wilson JW: desarrollo de la
lesion chancriforme de 3 a 4 semanas después de una inoculacidon traumatica,
aislamiento en cultivo del agente etiolégico, presencia de linfangitis vy
linfadenomegalia regional, sin evidencia clinica o de laboratorio de infeccion
sistémica o pulmonar previa y conversion de la Prueba de Histoplasmina negativa

a positiva con mas un titulo serologico ascendente (Sanchez et al, 2010).

Para el diagndstico y manejo de la histoplasmosis ocular se recomienda realizar
técnicas de angiografia con fluoresceina y protocoagulacion laser. El diagnéstico es
principalmente clinico, por lo que debe verificarse la ausencia de inflamacion del
vitreo y la camara anterior mas la presencia de dos de las tres lesiones
caracteristicas en uno o ambos ojos. Entonces se observaria para hacer el
diagnéstico, la presencia de lesiones en el fondo del ojo tipicamente cicatrices
coroideas en sacabocado discretas, focales y atroficas, a nivel de la macula o su
periferia, ademas de la presencia de la cicatrizacién coriorretiniana peripapilar
correspondiente a atrofia peripapilar, y la neovascularizacién coroidea o secuelas
como el desprendimiento de la retina hemorragica y cicatriz disciforme fibrovascular
(Chander, 2018 y Ramirez, 2015).

186



11-TRATAMIENTO

El inicio del tratamiento de la histoplasmosis debe de ser rapido debido a la alta
mortalidad de la enfermedad diseminada (Chang y Rodas, 2012). La dosis, forma
de administracion y la eleccion del tratamiento van a depender de las
manifestaciones clinicas de la histoplasmosis que presente el paciente,
enfermedades asociadas y su tratamiento, donde la Anfotericina B y el Itraconazol
son los tratamientos de eleccidn principalmente para pacientes severamente

comprometidos (ver Cuadro VII) (Chander, 2018).

El manejo de la histoplasmosis incluye tratamiento para inducir la remision de la
enfermedad y tratamiento de mantenimiento para prevenir relapsos o recaidas de
la enfermedad (Chang y Rodas, 2012 y Chander, 2018).

Los pacientes inmunocompetentes con histoplasmosis asintomatica no requieren
de tratamiento antifingico al igual que la mayoria de los pacientes
inmunocompetentes con histoplasmosis pulmonar aguda que solo se les administra
tratamiento si la sintomatologia como malestar y fiebre persisten mas de un mes
(Diaz, 2018).

En general, los Azoles como el Ketoconazol, Itraconazol, Fluconazol y Posaconazol
poseen efectividad contra Histoplasma capsulatum tanto in vitro como in vivo, similar
a la Anfotericina B (Chang y Rodas, 2012).
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Cuadro VII. Tratamiento para diferentes cuadros clinicos de histoplasmosis segun
la condicion del paciente (Informacion tomada de Chander, 2018; Chang y Rodas,
2012; Diaz, 2018 y Sanchez et al, 2010).

Paciente Tratamiento

Inmunocompetente con
histoplasmosis asintomatica o
inmunocompetentes con
histoplasmosis pulmonar aguda

No requieren de tratamiento antifungico

Con compromiso leve o
moderado que pueden recibir
tratamiento antifangico

Itraconazol oral, dosis inicial o de carga de 200 mg
tres veces al dia por 3 dias en comidas, luego 200
mg dos veces al dia por 6 a 18 meses 0 100 mg dos
veces al dia por 3 a 6 meses segun el grado de
inmunosupresion y se realiza vigilancia por sus
efectos hepatotdxicos

Inmunocompetente o
inmunosupreso con
histoplasmosis pulmonar
cronica

Itraconazol oral, 200 mg dos veces al dia por 12 a 24
meses

Con histoplasmosis diseminada

Itraconazol intravenoso, 200 mg dos veces al dia por

3 dias, seguido de 200 mg intravenoso diario por 14

dias, después de forma oral 200 mg dos veces al dia
de 12 a 24 meses

Mantenimiento en pacientes
con cuadros leves

ketoconazol oral, 400 mg/dia por 3 dias y después
200 mg/dia 2 veces al dia

Con histoplasmosis diseminada
HIV positivo en fase SIDA o
con enfermedad del Sistema

Nervioso Central o con
compromiso renal

Anfotericina B liposomal intravenosa, de 3.0 a 5.0
mg/kg/dia hasta alcanzar la dosis total de (100 a 120)
mg/kg de 2 a 4 meses

Sin respuesta adecuada al
tratamiento convencional

Posaconazol (800 mg/kg/dia en dos tomas) o
Voriconazol (intravenosa u oral, dosis de carga de 6
mg/kg/dia o cada 21 horas y de mantenimiento de (3

a 4) mg/kg/dia o cada 12 horas

Con histoplasmosis pulmonar
cronica y diseminada que no se
le puede administrar itraconazol

Fluconazol, dosis inicial de 800 mg/dia y 400 mg/dia
de mantenimiento

Con histoplasmosis progresiva
cronica

Sulfas como Sulfametoxipiridazina y
Sulfametoxidiazina en dosis de 20 mg/kg/dia (en
adultos equivale a 1.5 g/dia) o
Sulfametoxazol/trimetroprim a dosis de 400 mgy 80
mg respectivamente durante 1 o 2 afios

Mantenimiento

Itraconazol, 200 mg una a dos veces por dia 0 como
alternativa 50 mg de Anfotericina B una vez por
semana si el paciente lo tolera
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La Anfotericina B se puede administrar en varias presentaciones: Anfotericina B
liposomal de administracion intravenosa con dosis de (3.0 a 5.0) mg/kg/dia hasta
alcanzar la dosis total de (100 a 120) mg/kg de 2 a 4 meses para pacientes con
compromiso renal y con enfermedad del sistema nervioso (Chander, 2018). Esta
presentacion es de eleccion para el tratamiento de induccién de la histoplasmosis
grave o moderada en pacientes HIV positivos (3.0 mg/kg durante dos semanas),
de no estar disponible se debe dar la presentacion desoxicolato ((0.7 a 1.0) mg/kg,
durante dos semanas) previniendo la toxicidad en personas con insuficiencia renal
(OPS, 2020).

La Anfotericina B también se puede administrar como Anfotericina B convencional
de administracion intravenosa con dosis de (0.7 a 1.0) mg/kg/dia hasta alcanzar una
dosis total de 35 mg/kg por 2 a 4 meses con efectos secundarios como la
nefrotoxicidad (Chang y Rodas, 2012 y Sanchez et al, 2010).

Se ha visto que la administracion de Anfotericina B es efectiva en inducir la remisiéon
de la infeccion hasta en el 80 % de los pacientes, pero puede fallar en caso de
pacientes severamente enfermos o que padecen de una infeccion del sistema

nervioso central (Chander, 2018).

Para pacientes con compromiso leve o moderado que pueden recibir tratamiento
(aplica también para pacientes HIV positivos con histoplasmosis leve a moderada),
el antifangico de eleccion es el Itraconazol que se administra de forma oral con una
dosis inicial o de carga de 200 mg tres veces al dia por 3 dias en comidas, luego
200 mg dos veces al dia por 6 a 18 meses segun el grado de inmunosupresion y se
realiza vigilancia por sus efectos hepatotoxicos o también se puede administrar 100
mg dos veces al dia por 3 a 6 meses que debe ser instituido para prevenir el
desarrollo de la histoplasmosis pulmonar cronica (Chang y Rodas, 2012; Diaz, 2018;
OPS, 2020 y Sanchez et al, 2010).

En el caso de la histoplasmosis pulmonar cronica, se debe administrar Itraconazol
oral tanto a pacientes inmunocompetentes como inmunosupresos, 200 mg dos
veces al dia por 12 a 24 meses. Si se presenta una histoplasmosis diseminada, se

debe administrar primero Itraconazol de forma intravenosa, 200 mg dos veces al dia
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por 3 dias, seguido de 200 mg intravenoso diario por 14 dias, después se administra

de forma oral 200 mg dos veces al dia de 12 a 24 meses (Diaz, 2018).

Para pacientes que no muestran una respuesta adecuada al tratamiento
convencional, se han usado nuevos Azoles como el Posaconazol y el Voriconazol
gue muestran buena actividad in vitro contra Histoplasma capsulatum (Chang y
Rodas, 2012). Similar al Itraconazol, se ha usado el Posaconazol que tiene una
dosis de 800 mg/kg/dia en dos tomas (Sanchez et al, 2010).

El Voriconazol esta disponible en presentacion tanto intravenosa como oral, con una
dosis de carga de 6 mg/kg/dia o cada 21 horas y de mantenimiento de (3 a 4)
mg/kg/dia o cada 12 horas, reportandose que llega una concentracion del 50 % en

el liquido cefalorraquideo (Chang y Rodas, 2012 y Sanchez et al, 2010).

También se reporta en la literatura el uso efectivo del Rabuconazol, pero todavia no
se ha aprobado como tratamiento (Sanchez et al, 2010).

Se reporta que el Ketoconazol es efectivo por via oral en dosis de 400 mg/dia por 3
dias y después 200 mg/dia 2 veces al dia como mantenimiento en cuadros leves
(Sanchez et al, 2010).

Para la histoplasmosis pulmonar crénica y diseminada se ha utilizado también el
Fluconazol con una dosis inicial de 800 mg/dia y 400 mg/dia de mantenimiento, pero
se mantiene bajo investigacion (Sanchez et al, 2010). Se ha observado una eficacia
terapéutica limitada para el Fluconazol, por lo que su administracion se reserva para
tratar pacientes con histoplasmosis que por alguna razén no se les puede

administrar Itraconazol (Chang y Rodas, 2012).

Recientemente se encuentra disponible el Isovuconazol, como una alternativa para
tratar los casos de micosis invasivas como la aspergilosis pulmonar, mostrando
ventajas claras sobre el tratamiento con Itraconazol y Anfotericina B por lo que se

sugiere su uso para tratar la histoplasmosis (Diaz, 2018).

Para la histoplasmosis progresiva cronica se ha reportado la utilizacion de Sulfas
como tratamiento, por ejemplo, Sulfametoxipiridazina y Sulfametoxidiazina en dosis
de 20 mg/kg/dia que en adultos equivale a 1.5 g/dia, también el
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Trimetroprim/Sulfametoxazol a dosis de 400 mg y 80 mg respectivamente durante
1 o 2 afios (Sanchez et al, 2010).

Para mantenimiento que en algunos casos es de por vida, se ingiere 200 mg de
Itraconazol de una a dos veces por dia 0 como alternativa se administra 50 mg de
Anfotericina B una vez por semana siempre y cuando el paciente sea capaz de
tolerarlo (Chang y Rodas, 2012). Este régimen se mantiene por 12 meses en el caso
de los pacientes HIV postivos, pero puede disminuirse los meses de administracion
si el paciente se encuentra inmunolégicamente estable (por administracion de

antirretrovirales y supresion de la carga viral) (OPS, 2020).

En el caso de recidivas que se presentan en el 10-20 % de pacientes
inmunocompetentes con histoplasmosis diseminada y en el 80 % de pacientes HIV
positivos en fase SIDA con histoplasmosis diseminada, se debe administrar de
nuevo el tratamiento con Itraconazol ya que se ha visto que la mortalidad es de un
80 % en los casos de histoplasmosis diseminada sin el tratamiento con Itraconazol
(Diaz, 2018).

Si las recidivas se presentan en pacientes con neumonia aguda grave, se debe
tratar con Anfotericina B desoxicolato intravenosa con dosis de (0.7 a 1.0) mg/Kg
diario por 1 a 2 semanas, seguido de Itraconazol intravenoso en 200 mg tres veces
al dia por 3 dias y después Itraconazol oral en 200 mg dos veces al dia por 12

semanas (Diaz, 2018).

En cuanto a las complicaciones debidas a las histoplasmosis, es necesario el
tratamiento antimicotico en el caso de la compresion de la vena cava. Ademas, se
ha visto que el granuloma mediastinal y fibrosis mediastinica responden al

tratamiento con Anfotericina B (Sanchez et al, 2010).

Como efecto secundario a la medicacion se ha reportado falla renal y disfuncién
hepatica, ademas de hipocalemia causada por la Anfotericina B (Sanchez et al,
2010).
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Para el caso de pacientes embarazadas, el Itraconazol y el Fluconazol son
teratogénicos por lo que, si es necesario, se puede dar Anfotericina B, estando la

profilaxis no indicada para estas pacientes (Alverson et al, 2010).

Los nifios inmunocomprometidos que presentan histoplasmosis diseminada se les
puede administrar Anfotericina B, Fluconazol o Itraconazol. Si son nifios HIV
positivos que presentan histoplasmosis diseminada progresiva, la terapia de por
vida esta recomendada, pero es mejor que la terapia sea descontinuada si se
demuestra que, por 12 meses continuos, no se detecta el antigeno en orina
(Alverson et al, 2010).

Nuevas moléculas antifungicas han sido sometidas a estudios clinicos y han
demostrado tener efecto contra Histoplasma capsulatum. Por ejemplo, se tiene al
Olorofim (F2G Inc., Manchester Reino Unido, fase Ill), que forma parte de una nueva
clase de antifangicos conocidos como Orotomidas, donde su mecanismo de accion
es inhibir la dihidroorotato deshidrogenasa, importante en la biosintesis de las
pirimidinas en los hongos, por lo tanto afecta a la estructura del ADN y ARN, la pared
celular y la sintesis de fosfolipidos, la regulacion celular y la produccion de
proteinas, entonces va a provocar importantes efectos sobre Histoplasma
capsulatum tanto in vitro como in vivo (Rauseo etal, 2020 y Van Daele et al, 2019).

La Nikkomycina Z (Valley Fever Solutions,Inc., Tucson, AZ, fase Il) es la primera
molécula perteneciente a una nueva clase de antifingicos derivados de las
bacterias filamentosas Streptomyces tendae y Streptomyces ansochromogenes que
actua al inhibir competitivamente la quitina sintasa, por lo tanto, inhibe la sintesis de
quitina que es un componente esencial para la pared fungica y se ha comprobado
en estudios con modelos murinos que posee moderada actividad contra la

histoplasmosis (Gonzalez et al, 2017 y Rauseo et al, 2020).

Otro compuesto es el VT-1598, que es un nuevo Azol en estudios en fase
preclinicos que posee un espectro mas amplio y potente contra los hongos
filamentosos como Aspergillus sp. y Rhizopus arrhizus, asi como otros hongos

endémicos como Histoplasma sp. (Rauseo et al, 2020).
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También se tiene al AR-12 (Arno Therapeutics Inc. Flemington, NJ, fase |) que es
un antitumoral derivado del Celecoxib y un antiinflamatorio no esteroideo que actla
de dos maneras, primero inhibe a la Acetil CoA Sintetasa del hongo, y segundo
genera una regulacion negativa o a la baja de las proteinas chaperonas del
hospedero, incrementado su respuesta inmune, y ha demostrado actividad contra

hongos dimaorficos como Histoplasma sp. (Rauseo et al, 2020).
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12-PRONOSTICO Y PREVENCION

La histoplasmosis primaria generalmente tiene un buen prondéstico porque resuelve
en el 99 % de los casos, pero en el caso de la histoplasmosis cronica cavitaria, el
prondstico va a estar dado por la pérdida del parénquima pulmonar por lo tanto de
la funcion pulmonar y generalmente hay mal pronostico en la histoplasmosis

diseminada en pacientes inmunosupresos (Sanchez et al, 2010).

Pacientes inmunocomprometidos poseen peor prondstico que los pacientes
inmunocompetentes ya que se ha visto que los primeros tienen indices de
mortalidad méas altos (Gomez, 2011). En pacientes HIV positivos, la terapia
antirretroviral es una importante herramienta de prevencion para evitar el desarrollo
de una histoplasmosis futura, debido a que se revierte el defecto inmune en el
recuento de los linfocitos CD4+, ya que se ha visto una mejoria en el cuadro de
histoplasmosis en pacientes HIV positivos en fase SIDA solo con el tratamiento
antirretroviral, por lo que en muchos paises se recomienda que todo paciente HIV
positivo comience el tratamiento con antirretrovirales sin importar el recuento de

linfocitos CD4+ que se tenga (Bahr et al, 2015).

El Centro de Control y Prevencion de Enfermedades o CDC (por sus siglas en inglés
de Centers for Disease Control and Prevention) ha publicado guias para la
proteccion de los trabajadores con riesgo de infectarse con Histoplasma
capsulatum, donde se recomienda evitar situaciones que generen aerosoles de
material que podria estar contaminado con las microconidias del hongo y su
subsecuente inhalacion (Gémez, 2011). También se recomienda el aseo regular de
gallineros e instalaciones de granjas para reducir el riesgo a la exposicion (Chander,
2018).

Para el caso de obreros que trabajan en suelos contaminados con Histoplasma
capsulatum o en zonas donde hay acumulacién de guano de aves o murciélagos, la
organizacion “The US National Institute of Occupational Safety and Health” (NIOSH
por sus siglas en inglés) recomienda ahuyentar aves o murciélagos que habitan las
edificaciones, advertir de antemano a los obreros acerca del peligro que existe de

adquirir la infeccidn al trabajar en estos lugares, controlar la acumulacion de polvo
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al lavar constantemente las superficies de las edificaciones durante la
construcciones, edificacion o excavacion en zonas endémicas, darle un manejo
adecuado a las aguas contaminadas y portar equipo y ropa de proteccion adecuada
(Diaz, 2018).

Para los visitantes de cuevas u otras zonas con alta concentraciéon de guano de
aves y murciélagos, deben también usar equipo de proteccion como por ejemplo
guantes, ropa de proteccidén y mascarillas. Si se encuentran arboledas de bambu
cercanas a casas 0 escuelas que sirven de asentamiento para aves, se tienen que
remover si ya presentan mas de un afo, utilizando el equipo de proteccion adecuado

y dandole una disposicién adecuada a los residuos (Diaz, 2018).

Los oficiales de salud publica deben vigilar mediante la inspeccién constante y la
restriccion de licencias, las actividades que puedan constituir un riesgo para la
diseminacion de la histoplasmosis en ambientes urbanos como lo son la cria de

aves en patios de casas o las carreras de bandadas de palomas (Diaz, 2018).

En la industria de la agricultura, la cria de las aves de corral es una actividad muy
importante por lo que se ha usado y esta en desarrollo vacunas para la prevencion
primaria en estos animales, donde también se encuentra actualmente en estudio,
vacunas para la prevencion primaria en el ser humano, que se ha visto que las
vacunas experimentales inducen en el ser humano la produccién de linfocitos T

cooperadores activos contra los antigenos de Histoplasma capsulatum (Diaz, 2018).

También se cree que la inmunizacién contra las proteinas de shock térmico
constituye una herramienta importante para evitar la diseminacion de las micosis en
pacientes inmunosupresos ya que las proteinas de shock térmico son un factor de

virulencia que permiten la evasion de la respuesta inmune (Diaz, 2018).

En la actualidad, la Agencia de Proteccion Ambiental o EPA (por sus siglas en inglés
de Environmental Public Health) no ha aprobado el uso de desinfectantes
especificos contra Histoplasma capsulatum como meétodo de prevencidn que se

puedan aplicar sobre superficies que podrian estar contaminadas (Goémez, 2011).
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En el laboratorio de micologia médica, se debe sellar los cultivos en tubo o placa
destinados a la identificacion del patdgeno o cuando van a ser transportados a otro
laboratorio de referencia como por ejemplo el “Histoplasmosis Reference
Laboratory” (HRL por sus siglas en inglés, Indianapolis, EEUU) para prevenir la
formacién de aerosoles, ademas Histoplasma capsulatum al igual que otros hongos
como Coccidioides sp. requieren de una infraestructura de nivel 3 de seguridad y

peligrosidad para su manipulacion (Chander, 2018).
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13-MODELOS DE INFECCION

Los modelos murinos han sido parte de los modelos animales mas utilizados para
estudiar la inmunologia de la histoplasmosis. Por ejemplo, en estos modelos
murinos se ha estudiado el perfil de citoquinas producidas ante la infeccion de este
hongo, donde se ha evidenciado que la produccion de IL-17 favorece la eliminacién
de Histoplasma capsulatum, ademas la produccion de IL-23 en ausencia de la IL-
12 extiende la supervivencia del raton (Lara et al, 2014), en contraste, otros autores
como Maniscalchi y Lemus (2006) vieron que la disminucion en la produccion de IL-
12 se asocia mas bien a una mortalidad acelerada (Maniscalchi y Lemus, 2006).

Adicionalmente, el reconocimiento antigénico del patdogeno por parte de los
receptores celulares como los TLR, también se ha estudiado en los modelos
murinos. Células de la microglia extraidas de estos modelos han sido utilizadas para
estudiar el receptor TLR-2 y su reconocimiento al antigeno de Histoplasma
capsulatum Yps3, donde se ha visto que su unién induce la expresion de NF- k3
que es un complejo de proteinas involucrados en la transcripcion del ADN,
produccién de mas citoquinas y supervivencia celular. La Yps3 purificada ha servido
para evidenciar que no se da la expresion del NF- kB en las células de microglia
murina a las cuales se le ha inhibido la expresion del receptor TLR-2, sugiriendo
que el hongo es reconocido por este receptor pero no se ha evidenciado este
reconocimiento en células fagociticas presentes en el pulmén del ratén (Ray y
Rappleye, 2011).

También se ha estudiado la participacién de los receptores TLR-7 y TLR-9 de las
células dendriticas en el control de la histoplasmosis mediante los modelos murinos.
Se ha visto que en ratones a los que se les inhibe la expresion de los receptores
TLR-7 y TLR-9 sucumben a una dosis subletal de Histoplasma capsulatum al dia 11
a partir de que inicia la infeccion, pero solo produce un aumento leve de las
levaduras en pulmén y bazo dos semanas después de la infeccion, lo que sugiere
gue la produccién de una respuesta de tipo Interferén | solo contribuye un poco a la

inmunidad innata en los primeros 10 dias post infeccion en los modelos murinos
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pero si permite orientar esta respuesta a una del tipo TH1 que es efectiva para
controlar la histoplasmosis (Ray y Rappleye, 2011).

Se ha estudiado la participacion de otros receptores como los de Lectina Tipo C en
el reconocimiento del hongo. Se ha visto in vitro en modelos de ratones, que el
reconocimiento de Histoplasma capsulatum por parte de la Dectina-1 no tiene un
aporte tan grande en la respuesta inmune ya que al inhibir la expresion de la
Dectina-1 en las células murinas no genera un cambio drastico en la respuesta
inmune, solo se evidencia un aumento leve en la carga fungica en los pulmones
(Ray y Rappleye, 2011). Donde también se ha observado que el componente tipo
lecitina de la levadura interacciona con una proteina de 68 kDa de la superficie de
los macréfagos por lo que participan en su regulacion y por tanto de la fagocitosis
(Gorocica et al, 2009).

La participacion de los receptores del Complemento en el reconocimiento de
Histoplasma capsulatum han sido estudiados en células ovaricas de ratones chinos
las cuales carecen de la expresion de la familia de integrinas CD8+, demostrando
gue el receptor CR3 por si solo es suficiente para mediar la union de la levadura a

las células (Ray y Rappleye, 2018).

Se dice que la histoplasmosis ocurre principalmente en pacientes con alteraciones
de las células T, por lo que se ha usado también estos modelos murinos para
estudiar este defecto. Se ha visto que los ratones que son atimicos congénitamente
0 cuando son tratados con suero anti-linfocitos y agentes citotoxicos, presentan un
incremento en la infeccion, ademas se ha observado que la inmunidad anti-
Histoplasma sp. puede ser transferida por células peritoneales o de bazo
provenientes de donadores inmunizados. Los ratones inmunizados con una
infeccion subletal pueden desencadenar la inhibicion del crecimiento intracelular del
hongo, por lo que se cree que la infeccion puede dejar cierta resistencia a la

reinfeccién (Maniscalchi y Lemus, 2006).

También en modelos animales se ha estudiado la posibilidad de producir vacunas
para prevenir el desarrollo del cuadro clinico en el ser humano como por ejemplo,

se ha inmunizado ratones con la proteina Hsp60 donde se generd una respuesta
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inmune protectora contra la infeccion, por lo que esta proteina podria ser un
candidato para ser utilizada como blanco para producir una vacuna (Ray y

Rappleye, 2011 y Gonzalez et al, 2012).

Los modelos animales han permitido estudiar ciertos factores de virulencia de
Histoplasma capsulatum como las endoglucanasas y los galactomananos del
hongo. Levaduras de Histoplasma capsulatum a las que se les ha inhibido la
expresion de la Engl, producen menos carga fangica en pulmones de modelos de
ratones a los cuales a sus células se les ha inhibido la expresion de la Dectina-1
(Ray y Rappleye, 2011). Otros modelos animales como los cerdos de guinea han
permitido estudiar las propiedades antigénicas de los galactomananos donde se ha
visto que, inducen una respuesta de hipersensibilidad e inhiben la liberacion del
Factor de Migracion de Macroéfagos (Lara et al, 2014).

Otro organismo utilizado para estudiar la histoplasmosis ha sido Galleria mellonella,
ya que esta larva se ha utilizado para estudiar la virulencia de varios agentes
fungicos, debido a que su sistema inmune presenta similitud con el sistema inmune
innato del ser humano, donde el componente celular conocido como hemocitos, son
capaces de fagocitar hongos y matarlos mediante la produccion de especies
reactivas de oxigeno y enzimas liticas, por lo que se consideran estas células como

los equivalentes de los neutréfilos (Binder et al, 2015).

Ademas, este modelo es barato y de facil obtencion, y permite obtener resultados
en estudios de virulencia, de forma rapida dentro de una o dos semanas, pero tiene
la desventaja de que los insectos carecen de sistema inmune adaptativo, ademas
su genoma no ha sido secuenciado totalmente y no hay protocolos para
estandarizar el mantenimiento y la propagacion del modelo, asi como la

concentracion del volumen infeccioso (Binder et al, 2015).

La mortalidad dependiente de dosis (espora, conidia o célula) de Galleria mellonella
incubada a 37 °C para la histoplasmosis es de 1X108 con 100 % de mortalidad
dentro de 14 dias, 1X10° con 100 % de mortalidad dentro de 15 dias, 1X10% con un
100 % de mortalidad dentro de 16 dias y 1X10? con un 95 % de mortalidad dentro
de 16 dias (Binder et al, 2015).

199



Recientes estudios han demostrado que Galleria mellonella es un modelo adecuado
para estudiar hongos dimérficos como por ejemplo Histoplasma capsulatum, ya que
se ha visto que el grado de melanizacion del modelo es proporcional al nimero de
células inoculadas, ademas el in6culo mas grande no causa el mayor indice de
muerte, por lo que Binder et al (2015) consideran que existe un proceso dinamico
en el modelo para el establecimiento de la enfermedad, sin embargo, se ha
observado que la formacion de micelio solo ocurre en la larva incubada a 37 °C
(Binder et al, 2015).
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14-CONCLUSIONES

El reporte de casos de histoplasmosis en animales domeésticos es un
indicador indirecto del riesgo de contagio del ser humano debido a la
exposicion a la fuente de contaminacion en comudn, ademas la enfermedad
supone un impacto econémica cuando afecta al ganado y a los caballos, y
un peligro para la preservacion de especies de vida silvestre, por lo que la
investigacion de esta micosis en animales es necesaria.

En paises de Latinoamérica como Costa Rica y paises de Africa y Asia, existe
un subregistro de casos debido a que la histoplasmosis no constituye una
enfermedad de reporte obligatorio para los sistemas de salud, por lo que se
desconoce el verdadero impacto que tiene esta micosis en la salud publica,
especificamente en el sector mas vulnerable representado por los pacientes
HIV positivos, por tanto, es necesario contar con especialistas en micologia
médica para apoyar el diagnostico de la histoplasmosis, principalmente en
los paises endémicos de la enfermedad, para que se visibilice su verdadera
frecuencia.

En Costa Rica se desconoce el tipo de apareamiento, clado filogenético o
especie filogenética a la que pertenecen tanto los aislamientos clinicos como
los aislamientos ambientales que circulan en el pais, por lo que es necesario
invertir en investigacion para poder caracterizar adecuadamente al agente
etiolégico y a la enfermedad, debido a la diferencia en la virulencia entre
cepas de este hongo.

El acceso a la terapia antirretroviral, uso de equipo de proteccion para
trabajadores en riesgo y turistas de zonas endémicas, asi como la inversion
econdémica para el desarrollo de una vacuna como lo es el uso de la Hsp60
recombinante, representan medidas efectivas que podrian disminuir el
numero de casos de histoplasmosis alrededor del mundo.

Los avances en el diagnéstico de la histoplasmosis por medio de las técnicas
de biologia molecular como el PCR en tiempo real y el PCR anidado,
representan herramientas sensibles, rapidas y precisas para la identificacion

del patégeno en muestras clinicas, por lo que se debe continuar estudiando
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su aplicabilidad y validacién para el uso clinico, pero siempre teniendo en
cuenta que estas nuevas metodologias se deben usar complementariamente
a los métodos diagnosticos tradicionales como lo es el cultivo y el examen
directo de muestras clinicas, ya que en conjunto mejoran la capacidad
diagndstica del laboratorio de micologia.

Debido a la sociedad globalizada y a los cambios ecoldgicos vy
medioambientales, es importante que el profesional en micologia médica
conozca otros cuadros clinicos como la histoplasmosis africana u otras
enfermedades con presentacion clinica similar a la histoplasmosis clasica
como la talaromicosis, ya que podrian presentarse casos importados que
requieran realizar diagnostico diferencial y mejorar la rapidez de respuesta
del laboratorio, pues muchas de estas pueden llegar a ser enfermedades

emergentes.
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