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Resumen 
 
La paracoccidioidomicosis (PCM) es una micosis sistémica endémica producida 

por el hongo del género Paracoccidioides. Esta enfermedad tiene una progresión 

generalmente crónica y el órgano blanco es el pulmón, en el que se genera 

fibrosis pulmonar (FP) en más del 50% de los pacientes. Esta micosis es de gran 

importancia en América Latina, principalmente en Brasil, Colombia y Venezuela, 

en donde se estima que hay aproximadamente 10 millones de personas 

infectadas. El tratamiento de la FP en la PCM está basado en el uso de agentes 

anti-inflamatorios pero sin ningún éxito. Recientemente, terapias celulares 

basadas en células madre mesenquimales derivadas de médula ósea (BMMSCs), 

a nivel experimental, han sido efectivas en el tratamiento de la FP inducida por 

agentes químicos, gracias a su capacidad inmunomoduladora y regenerativa.  

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del trasplante de BMMSCs en el 

desarrollo de la FP en un modelo experimental de PCM pulmonar. 

En este modelo se utilizaron ratones BALB/c machos de 8 semanas de edad 

inoculados con 1.5x106 levaduras de P. brasiliensis vía intranasal; luego en la 

octava semana post-infección los ratones se trasplantaron vía intravenosa con 

1x106 BMMSCs, las cuales se aislaron de fémur y tibias de ratones BALB/c 

hembras de 3 semanas de edad. Un grupo adicional de ratones se trató con 

itraconazol (ITC) dos semanas antes de la administración de las BMMSCs.  

En cada uno de los grupos experimentales los animales fueron sacrificados en la 

semana 12 pos-infección, y se obtuvieron los pulmones para evaluar los siguientes 

parámetros: subpoblaciones leucocitarias, carga fúngica, citoquinas y 

quimioquinas, número de fibrocitos, expresión de genes relacionados con la 

fibrosis, colágeno soluble y análisis histopatológico. Adicionalmente, cultivos de 
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fibroblastos humanos se trataron con sobrenadantes de homogeneizados de 

pulmón (SHP) de los ratones infectados y/o trasplantados para determinar la 

expresión de colágeno.  

Se observó que los ratones infectados con P. brasiliensis y trasplantados con 

BMMSCs tuvieron un aumento significativo en: i) carga fúngica; ii) recuento de 

neutrófilos, eosinófilos, macrófagos M2 y fibrocitos; iii) niveles de IL-6, IL-9, GM-

CSF, CXCL1, CXCL9 y CCL5; iv) colágeno soluble; v) expresión de colágeno-3α1, 

TGF-ß 3, MMP-8 y MMP-15; y vi) respuesta inflamatoria in situ y fibrosis en 

comparación con los animales infectados y no trasplantados. Así mismo, en los 

animales infectados con el hongo y trasplantados con BMMSCs se observó 

disminución de i) macrófagos M1, linfocitos Th9, linfocitos Th17 y células Treg; ii) 

M-CSF y LIF; y iii) expresión aumentada de MMP-13 en comparación con los 

animales infectados y no trasplantados.  

Adicionalmente, luego del tratamiento con Itraconazol, se evidenció una 

disminución no solo de la carga fúngica sino también una disminución significativa 

de la respuesta inflamatoria exacerbada inducida por la administración de las 

BMMSCs, y una reducción de la expresión de los genes TIMP-1 y MMP-13. 

Finalmente, los fibroblastos humanos estimulados con SHP de ratones infectados 

y trasplantados con las BMMSCs mostraron una mayor expresión del gen que 

codifica para el colágeno 1.  

Los resultados de este trabajo, contrario a reportes previos en modelos de FP 

inducida por agentes no infecciosos, mostraron que el trasplante de BMMSCs 

exacerba el proceso fibrótico en los animales infectados con P. brasiliensis. Este 

fenómeno podría deberse al constante estímulo inflamatorio inducido por el hongo, 

que generaría una polarización de las BMMSCs hacia un perfil de células madre 
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mesenquimales tipo 1 (MSC1), caracterizadas por ejercer un patrón inflamatorio, a 

la amplificación de la inflamación local por el incremento de las citoquinas, 

quimioquinas y células inflamatorias, y finalmente a una posible interacción directa 

de las BMMSCs con el hongo. 

Este es el primer estudio enfocado en evaluar el efecto de una terapia celular 

basada en el uso de BMMSCs en una micosis de tipo crónico como la PCM. En el 

modelo experimental empleado, las BMMSCs no generaron un efecto 

inmunomodulador de tipo benéfico; sin embargo, es interesante indicar que la 

terapia combinada ITC/BMMSCs mostró resultados prometedores. Por lo tanto, el 

uso de BMMSCs bajo diferentes condiciones o en combinación con otros 

tratamientos (por ejemplo, ITC) abre la posibilidad de nuevos enfoques en la 

terapia de la FP en la PCM. 
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Capitulo I. Introducción general 
 

1. Paracoccidioidomicosis (PCM) 

 

1.1. Generalidades 

Las micosis endémicas son una de las principales causas de morbilidad y 

mortalidad en el ámbito mundial y representan un serio problema de salud 

pública, tanto en individuos inmunocompetentes como 

inmunocomprometidos (Bonifaz, A. y Col. 2011; Cano, L. E. y Col. 2012; 

Vallabhaneni, S. y Col. 2016). Entre estas micosis se encuentra la 

paracoccidioidomicosis (PCM), la cual es producida por el hongo dimórfico 

del género Paracoccidioides, de gran importancia en América Latina; 

principalmente en Brasil, Colombia, Peru y Venezuela. Países en los cuales 

se estima que hay aproximadamente 10 millones de personas infectadas, 

siendo la gran mayoría hombres en edad productiva entre los 30 y 60 años 

de edad (principalmente agricultores y afines) (Cano, L. E. y Col. 2012; 

Marques, S. A. 2013). Cerca del 80 % de los casos de PCM se han 

reportado en Brasil, país con áreas endémicas e hiper-endémicas bien 

definidas; los casos restantes se presentan principalmente en Venezuela, 

Argentina y Colombia (Martinez, R. 2015). La incidencia para América 

Latina es de 1 – 3 casos por cada 100.000 habitantes y la tasa de 

mortalidad es de 1.4 por millón de habitantes (Bocca, A. L. y Col. 2013; 

González, A. & Hernandez, O. 2016). En la infección por P. brasiliensis se 

presentan manifestaciones clínicas que van desde una infección 

asintomática a una enfermedad activa con fases crónicas en las que el 

pulmón es el principal órgano afectado, y en algunos de los casos hay 
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diseminación a piel y mucosas, nódulos linfáticos y otros órganos como el 

hígado y el bazo, entre otros (Bonifaz, A. y Col. 2011; De Oliveira, H. C. y 

Col. 2015). En toda América Latina la PCM tiene un gran impacto social en 

áreas de alta endemicidad, esto debido, no solo al alto número de casos 

sino también a la cronicidad de esta micosis. Así mismo, los largos periodos 

de tratamiento y las secuelas de la enfermedad llevan a una pobre calidad 

de vida en los individuos afectados (Martinez, R. 2015). 

 

1.2. Agente causal de la PCM 

 

La PCM es causada por las especies del genero Paracoccidioides, 

pertenecientes al filo Ascomycota, orden Onygenales, familia 

Onygenaceae. En años anteriores se había definido que el género 

Paracoccidioides estaba conformado por dos especies Lutzii y brasiliensis; 

y a su vez esta última comprendía cuatro especies filogenéticas a saber: 

S1, PS2, PS3 y PS4 (Teixeira, M. M. y Col. 2014; González, A. & 

Hernandez, O. 2016; Muñoz, J. F. y Col. 2016; Camacho, E. & Nino-Vega, 

G. A. 2017). No obstante, estudios recientes en los que se realizó una 

rigurosa clasificación taxonómica (basada en aspectos morfológicos y 

moleculares) sugirieron la presencia de 5 especies diferentes: i) P. Lutzii, ii) 

P. brasiliensis especie a la que se le atribuye la mayoría de casos de PCM 

y ha sido encontrada en casi toda Sur-América (principalmente en el 

Sureste y Centro Oeste de Brasil, y en Argentina), y la cual se subdivide en 

los clados S1a y S1b.; iii) P. americana presente en el Sudeste de Brasil y 

Venezuela; iv) P. restrepiensis, endémica de Colombia y v) P. 
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venezuelensis, descubierta recientemente en Venezuela (Turissini, D. A. y 

Col. 2017). 

P. brasiliensis, así como las otras cuatro especies exhiben un dimorfismo 

térmico en el que las levaduras tienen la capacidad de mantenerse tanto in-

vitro como en los tejidos del hospedero a temperaturas de 36 – 37oC, 

mientras que la forma de moho se mantiene a temperaturas menores de 

24oC. Las levaduras in-vitro tardan en crecer una semana a una 

temperatura de 37oC y macroscópicamente se caracterizan por la formación 

de colonias de contextura suave, ligeramente rugosa y de color crema. Al 

microscopio las levaduras son redondas u ovales, multinucleadas y su 

pared es delgada y refractaria. La principal característica de las levaduras 

es la de formar agrupaciones, en las que la célula madre es rodeada por 

células hijas de igual o diferente tamaño, que se asemejan un timón de 

barco (característica morfológica patognomónica de este microorganismo); 

sin embargo, también se pueden observar células madre solitarias o unidas 

a una sola célula hija; el tamaño de estas estructuras puede variar entre 4 y 

40 m (Restrepo, A. & González, A. 2015; González, A. & Hernandez, O. 

2016).  

En el micelio el crecimiento, in-vitro, puede tardar de 2 a 4 semanas 

formando colonias blancas e irregulares que poseen un micelio aéreo corto. 

Microscópicamente, se observan hifas delgadas y septadas con 

clamidosporas terminales e intercalares. En condiciones nutricionales 

deficientes, el micelio produce conidias que miden menos de 5 m, siendo 

esta la forma infectante del hongo. A temperaturas de 370C se presenta la 

transformación a levadura que es la forma patogénica del microorganismo 
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(Marques, S. A. 2013; Restrepo, A. & González, A. 2015; González, A. & 

Hernandez, O. 2016).  

 

1.3. Factores de virulencia de Paracoccidioides brasiliensis 
 

Entre los principales mecanismos de virulencia de P. brasiliensis se 

encuentra su dimorfismo térmico, los componentes de su pared, sus 

moléculas de adhesión y los antígenos extracelulares que produce. De los 

anteriores, los carbohidratos presentes en su pared celular son de gran 

importancia; por ejemplo, la forma miceliar tiene una pared compuesta de 

dos capas, la más externa se compone de ß-1-3 glucanes y la interna de 

fibras de quitina; mientras que la levadura presenta una pared gruesa 

compuesta principalmente por α-1-3 glucanes; esta configuración 

representa un importante factor de virulencia debido a que los macrófagos 

no poseen alfa-glucanasas. En la tabla 1 se describen los principales 

factores de virulencia de P. brasiliensis reportados hasta el momento. 
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  Tabla 1: Factores de virulencia de P. brasiliensis. 
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1.4 Inmunopatogénesis de la PCM 
 
La PCM se desarrolla principalmente en hombres en una relación de 13:1 

(hombre:mujer), y aunque las mujeres se pueden infectar en una proporción 

igual a los hombres, son menos susceptibles a padecer la PMC debido a 

que las conidias de P. brasilensis expresan receptores de la hormona 17-β-

estradiol, de tal forma que cuando las hormonas femeninas interactúan con 

estos receptores se inhibe su transformación a la forma levadura del hongo 

(Nosanchuk, J. D. 2016). 

La infección por P. brasiliensis inicia en la vía respiratoria y llega hasta los 

pulmones siendo este el órgano blanco. Posteriormente, el microorganismo 

se disemina vía linfática o sanguínea a otros órganos y tejidos que incluyen 

la mucosa gastrointestinal, glándulas adrenales, piel, bazo e hígado. 

Adicionalmente, se ha descrito que el microorganismo puede permanecer 

quiescente (latente) en los ganglios linfáticos hasta por 30 años (Gould, J. & 

Aronoff, S. 2016). 

 

La infección en el pulmón inicia con el proceso de adhesión de P. 

brasilensis a las proteínas de matriz extracelular (MEC) mediante las 

moléculas de adhesión mencionadas en la tabla 1. Entre las principales 

moléculas se encuentran la glucoproteína Gp43 (el principal antígeno 

inmunodominante), proteínas de 19, 30 y 32 kDa, malato sintasa, 

triosafosfato isomerasa, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa y enolasa, 

entre otras. Estas moléculas tienen la capacidad de interactuar con la 

laminina, el plasminógeno, la fibronectina y el fibrinógeno facilitando la 

adhesión del microorganismo (Gonzalez, A. y Col. 2005; Tomazett, P. K. y 
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Col. 2005; González, A. y Col. 2008a; Parente, J. A. y Col. 2010; Cano, L. 

E. y Col. 2012).  

Luego del proceso de adhesión, P. brasiliensis, interactúa con las células 

epiteliales pulmonares y los macrófagos alveolares, células que a su vez se 

activan y producen citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas. Además, se 

presenta una interacción con otras células de la inmunidad innata 

principalmente polimorfo nuclear neutrófilos (PMN), células NK, macrófagos 

y células dendríticas. Estas células mediante sus receptores de 

reconocimiento de PAMPs (PRRs, por su sigla en inglés pattern recognition 

receptors), que incluyen los receptores tipo toll (TLRs, por su sigla en inglés 

toll-like receptors) y dectina-1 reconocen los patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPs, por su sigla en inglés pathogen-associated 

molecular pattern) de P. brasiliensis tales como la gp43, quitina y glucanes, 

entre otros. Como resultado de este reconocimiento se induce la activación 

de estas células con la subsecuente liberación de citoquinas y quimioquinas 

de carácter pro-inflamatorio como las IL-1α, IL-1β, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12p70, 

IL-13, IL-17, eotaxina, proteína inflamatoria de macrófagos 2 (MIP-2, por su 

sigla en inglés macrophage inflammatory protein 2), factor estimulante de 

colonias de granulocitos (G-CSF, por su sigla en inglés granulocyte colony-

stimulating factor), proteína quimo-atrayente de macrófagos 1  (MCP1, por 

su sigla en inglés monocyte chemoattractant protein 1), MIP1α, MIP-1β, 

factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF, por su 

sigla en inglés granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), interferón 

gamma (IFN-γ) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α, por su sigla en 

inglés tumor necrosis factor alpha), entre otras (González, A. y Col. 2003; 
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Lopera, D. y Col. 2011). El microambiente pro-inflamatorio y la expresión de 

proteínas adhesión leucocitarias como: la molécula de adhesión intercelular 

1 (ICAM, por su sigla en inglés intercellular adhesion molecule 1) y la  

molécula de adhesión vascular (VCAM, por su sigla en inglés vascular cell 

adhesion molecule) inducen la llegada de más leucocitos, principalmente 

PMN y Macrófagos (Restrepo, A. y Col. 2015). En caso de que estas 

células no sean  capaces de controlar la infección, posteriormente 

participarán en la formación de granulomas cuyo propósito es el de 

contener la infección; no obstante, durante esta respuesta, estas células 

activan sus mecanismos efectores que incluyen la liberación de citoquinas 

pro-inflamatorias y moléculas antimicrobianas, mecanismos que en algunos 

casos no alcanzan a contener totalmente la infección, y por el contrario 

inducen mayor inflamación y daño tisular (Cano, L. E. y Col. 2012). 

Estudios previos en modelos animales han permitido dilucidar el papel de 

algunas de estas células, así por ejemplo la depleción de PMN utilizando un 

anticuerpo específico, evidencia un papel dual de estas células (Pino-

Tamayo, P. A. y Col. 2016); en dichos estudios se observó que en las 

etapas iniciales de la infección, los PMN son fundamentales para controlar 

la infección, debido a que en su ausencia los animales sucumben en la 

primera semana post-infección, de igual manera se observa un incremento 

en el número de eosinófilos, la carga fúngica y altos niveles de citoquinas y 

quimioquinas pro-inflamatorias (Pino-Tamayo, P. A. y Col. 2016); por el 

contrario, en las fases crónicas de la enfermedad, la depleción de los PMN 

generó una disminución de la respuesta inflamatoria, la carga fúngica, fibras 



 23 

de colágeno todo ello asociado a una recuperación de la arquitectura 

pulmonar (Puerta-Arias, J. D. y Col. 2016).   

Los macrófagos, también representan un componente fundamental en la 

inmunidad innata frente a P. brasiliensis. A pesar de que son células 

permisivas a la infección si no son activados, éstos participan en la 

diseminación inicial del hongo. Se ha reportado que cuando son activados 

por IFN-γ, tienen la capacidad de destruir conidias y levaduras mediante la 

producción del óxido nítrico sintasa inducible (iNOS, por su sigla en inglés 

inducible nitric oxide synthase). Otro activador importante de los 

macrófagos es el TNFα que induce una actividad microbicida por 

mecanismos independientes del óxido nítrico (González, A. y Col. 2008b; 

Fortes, M. R. y Col. 2011). 

Las células NK, también tienen un papel fundamental en las primeras 

etapas de la infección, estas incrementan en número y despliegan sus 

mecanismos efectores basados en la liberación de granzimas y perforinas 

sobre las células infectadas. Otros estudios también han demostrado que 

estas células pueden tener un papel inmuno-regulador basado en la 

producción de IFN y TNF-α ante una estimulación previa con la IL15 

recombinante (Longhi, L. N. y Col. 2012; Restrepo, A. y Col. 2016). 

En la respuesta inmune adaptativa frente a P. brasiliensis hay un 

predominio de un perfil Th1 y una respuesta inmune celular mediada por LT 

CD8. En los pacientes con PCM y sus formas más severas se denota el 

predominio de un patrón de citoqinas Th2 y una deficiente respuesta Th1. 

Así mismo, estudios en modelos animales confirman la importancia de los 
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linfocitos T CD8, los cuales participan en la disminución de la carga fúngica 

y evitan la diseminación de este hongo patógeno (González, A. y Col. 

2008b; Restrepo, A. y Col. 2016). 

La importancia de la inmunidad celular, también se comprobó al describirse 

un aumento en la incidencia y mortalidad por PCM en pacientes con VIH-

sida en los últimos años. De igual forma se ha descrito que los individuos 

que reciben esteroides, quimioterapia o pacientes trasplantados tienen un 

riesgo incrementado de sufrir una forma severa de la micosis (Gould, J. & 

Aronoff, S. 2016; Restrepo, A. y Col. 2016). Finalmente, se ha descrito un 

riesgo incrementado en pacientes fumadores, sin embargo se desconoce el 

mecanismo responsable (Nosanchuk, J. D. 2016). 

También se ha descrito tanto en la PCM en el humano como en los 

modelos experimentales, que la expansión de células Th1 / Th17 

concomitante con una cantidad reducida de células Treg representan un 

cuadro clínico benigno, mientras que la proliferación elevada de células Th2 

/ Th9 y Treg se asocia con PCM grave (De Castro, L. F. y Col. 2013; 

Feriotti, C. y Col. 2017). En una respuesta adaptativa en la que predomina 

un perfil Th1 / Th17, es de gran importancia los componentes de la 

inmunidad innata como la dectina 1, la Indolamina-prolina 2-3 dioxigenasa 

(IDO), la producción de citoquinas y la estimulación del receptor similar a 

NOD P3 (NLRP3, del inglés NOD-like receptor P3) (Araujo, E. F. y Col. 

2014; Loures, F. V. y Col. 2014; Feriotti, C. y Col. 2017).  

 

Finalmente, el predominio de una respuesta adaptativa de tipo humoral Th2 

contra P. brasiliensis se ha asociado a un mal pronóstico de la enfermedad 
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acompañado de una producción de anticuerpos de tipo policlonal con hiper-

gamaglobulinemia y títulos altos de anticuerpos específicos tanto en la 

forma juvenil como en la crónica. Sin embargo, en adultos con una afección 

menor se observa una baja producción de anticuerpos (Santos Lda, S. y 

Col. 2012; De Castro, L. F. y Col. 2013). 

 

 

1.5 Formas Clínicas de la PCM 

 

La infección por P. brasiliensis puede llevar a dos estados: i) Infección 

asintomática o subclínica la cual se puede resolver o generar latencias que 

pueden perdurar hasta 30 años (Cano, L. E. y Col. 2012); y ii) la 

enfermedad clínicamente aparente, la cual tiene dos presentaciones 

clínicas: la forma aguda o juvenil (subaguda) y la forma crónica o del adulto. 

La forma aguda o juvenil representa menos del 10% de los casos, y afecta 

principalmente a niños y adultos jóvenes. Esta forma se caracteriza por una 

sintomatología general de tipo moderado a severo en la que se presenta 

una diseminación al sistema retículo-endotelial con compromiso de bazo, 

hígado, nódulos linfáticos y médula ósea (Marques, S. A. y Col. 2016; 

Restrepo, A. y Col. 2016). 

La forma crónica corresponde al 90% de los casos y es diagnosticada en 

pacientes mayores de 30 años, en la mayoría de los casos se presenta una 

reactivación endógena tras el contacto inicial con el hongo y se caracteriza 

por una fuerte afección pulmonar y diseminación multi-orgánica (Queiroz-

Telles, F. & Escuissato, D. L. 2011; Restrepo, A. y Col. 2016). 
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Aproximadamente el 60% de los pacientes con esta presentación clínica de 

la enfermedad desarrollan secuelas fibróticas en el pulmón (figura 2) (Cano, 

L. E. y Col. 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Formas clínicas de la paracoccidioidomicosis (Figura elaborada 

con información proveniente de Queiroz-Telles, F. y Col. 2011) 
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1.6 Fibrosis pulmonar en la PCM 

El pulmón es considerado el principal órgano blanco en esta micosis y la 

mayoría de los pacientes desarrollan lesiones infiltrativas en más del 90% 

de los casos. Entre los anteriores, el 60% de los pacientes desarrollan FP 

siendo ésta la principal secuela de la PCM en su forma crónica y la 

característica que se evidencia al momento del diagnóstico en la mayoría 

de los pacientes. (Borges-Walmsley, M. I. y Col. 2002). El desarrollo de la 

FP provoca cambios dramáticos e irreversibles en la arquitectura pulmonar 

(figura 3), lo que resulta en una insuficiencia respiratoria y deterioro en la 

calidad de vida de los pacientes, la figura 2 muestra los principales 

alteraciones pulmonares asociadas al desarrollo de la fibrosis pulmonar 

(Costa, A. N. y Col. 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Alteraciones pulmonares en una cohorte de pacientes con PCM, 

figura elaborada con información proveniente de (Costa, A. N. y Col. 2013). 
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La FP producida en la PCM es un proceso caracterizado por la excesiva 

acumulación de colágeno y otros componentes de la MEC que conllevan a 

una remodelación de la arquitectura pulmonar y alteraciones funcionales, 

clínicas, fisiológicas y radiológicas en el pulmón (Todd, N. W. y Col. 2012). 

Además, la FP es un evento dinámico en el que participan activamente 

leucocitos y factores solubles tales como citoquinas: IFNγ, TNFα, IL1, IL4, 

IL6, IL17; factores de crecimiento que incluyen el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF, por su sigla en inglés platelet-derived growth 

factor), factor de crecimiento vascular-endotelial (VEGF, por su sigla en 

inglés vascular endothelial growth factor), factor de crecimiento similar a 

insulina (IGF, por su sigla en inglés insulin-like growth factor), quimioquinas 

(CCL2, CCL3, CXCL12) y otros que incluyen metaloproteinasas, 

prostaglandinas y especies reactivas del oxígeno (ROS, por su sigla en 

inglés reactive oxygen species) (Wynn, T. A. & Ramalingam, T. R. 2012). 

Del balance entre estos componentes y agentes anti-inflamatorios como la 

IL10 y las células Treg, depende la diferenciación y activación del 

fibroblasto, fibrocito y miofibroblasto que, a su vez, producen abundantes 

cantidades de colágeno que afectan la arquitectura y funcionamiento del 

tejido (González, A. y Col. 2008a; Wick, G. y Col. 2013). La participación 

dinámica de todos los componentes anteriores, en la FP, ha sido 

ampliamente estudiada en modelos animales (Abreu, S. C. y Col. 2011; 

Todd, N. W. y Col. 2012; Wynn, T. A. & Ramalingam, T. R. 2012). Modelos 

múridos de PCM inducida con las conidias de P. brasiliensis se caracterizan 

por el desarrollo de una inflamación aguda que compromete entre el 34% y 
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45% de los pulmones, con presencia de abundantes PMN; posteriormente 

en etapas crónicas a partir de la cuarta semana post-infección predominan 

células mononucleares y se observa la formación de granulomas (su 

consolidación se presenta ente la 8va a 12va semanas post-infección) 

(Restrepo, S. y Col. 1992; Cock, A. M. y Col. 2000; González, A. y Col. 

2003; González, A. y Col. 2008a). En el proceso fibrótico, en la cuarta 

semana pos-infección, se observa un incremento de fibras de colágeno tipo 

III y fibras delgadas de reticulina en pulmón. Posteriormente, a partir de la 

8a semana post-infección se observan fibras de colágeno tipo I y fibras 

gruesas de reticulina con alteraciones en su deposición y organización, así 

como de otras proteínas de MEC, sugiriendo un proceso fibrótico severo 

(Cock, A. M. y Col. 2000; González, A. y Col. 2003; González, A. y Col. 

2008a; González, A. & Hernandez, O. 2016). Modelos de FP inducidos vía 

intranasal (i.n) con las levaduras del hongo también muestran fases agudas 

y crónicas similares a los modelos realizados con las conidias de P. 

brasiliensis (figura 4) (Pino-Tamayo, P. A. y Col. 2016; Puerta-Arias, J. D. y 

Col. 2016). 
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Figura 3: Modelo experimental de PCM en ratones BALB/c infectados i.n. 

con levaduras de P. brasiliensis (cepa Pb18). Microfotografías de secciones 

de pulmón. Se observa la consolidación del proceso fibrótico entre la 

semana 8 y la semana 12 pos-infección. (Microfotografías propias tomadas 

en el laboratorio de Micología Médica de la CIB-Universidad de Antioquia). 

 

Estos modelos han permitido estudiar no solo la patogénesis de esta 

enfermedad, sino también el uso de terapias combinadas entre agentes 

anti-fúngicos y anti-inflamatorios (Itraconazol + Petoxifilina) (Naranjo, T. W. 

y Col. 2011; Cano, L. E. y Col. 2012). No obstante, a pesar de que se han 

logrado importantes avances, se ha observado que la FP no se revierte 
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completamente; y, además este tipo de estrategia podría generar estados 

de inmunosupresión y efectos adversos que limitarían su uso.  

Teniendo en cuenta lo anterior, en otro trabajo realizado por el mismo 

grupo, el cual consistió en depletar neutrófilos mediante un anticuerpo 

específico (mAb-anti-Ly6G) y de forma simultánea con el anti-fúngico ITC, 

se observó una disminución en la expresión de genes que codifican para 

algunas proteínas asociadas al desarrollo de fibrosis que incluyeron: la IL-

1, IL-6, IL-17, TNF-, factor transformante del crecimiento-β1 (TGF-β1, del 

inglés  Transforming growth factor), TGF-3, proteína unidora a GATA 3 

(GATA-3, por su sigla en inglés GATA binding protein 3), receptor huérfano 

relacionado a RAR gamma (RORc, por su sigla en inglés RAR-related 

orphan receptor gamma), receptor aryl-hidrocarbono (Ahr, por su sigla en 

inglés aryl-hydrocarbon receptor), metaloproteinasa 1α (MMP-1α, por sus 

siglas en inglés, metalloproteinases), MMP-8 MMP-15, inhibidor de 

metaloproteinasa 1 (TIMP-1, por su sigla en inglés tissue inhibitors of 

metalloproteinases 1) y TIMP-2. Estos hallazgos demuestran que el ITC en 

combinación con otras biomoléculas (como anticuerpos específicos) podría 

ser efectivo en el tratamiento de la FP en la PCM (Puerta-Arias, J. D. y Col. 

2017). 

 

2. Células madre mesenquimales derivadas de médula ósea 

2.1 Generalidades 

En médula ósea se encuentran dos tipos de células madre adultas: i) las 

células madre hematopoyéticas (HSC, por sus siglas en inglés 

hematopoietic stem cells) y ii) las células madre mesenquimales (BMMSCs, 
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por sus siglas en inglés Bone marrow messencymal stem cells). Las HSC 

se caracterizan por ser células no adherentes bajo condiciones de cultivo in 

vitro, además expresan marcadores específicos de linaje, y generalmente 

se diferencian en células de las series hematopoyéticas como los eritrocitos 

y los diferentes leucocitos (Herzog, E. L. y Col. 2003). 

Las BMMSCs son células madre adultas, que en médula ósea pueden tener 

una proporción del 0.01% del total de las células. Las BMMSCs tienen la 

capacidad de diferenciarse a células maduras de tejidos mesenquimales 

incluyendo tejido óseo, graso y cartílago (Herzog, E. L. y Col. 2003; Ortiz, L. 

A. y Col. 2003);  su principal atributo es su capacidad inmunomoduladora, 

por lo que han sido postuladas como una alternativa terapéutica en el 

tratamiento de enfermedades autoinmunes e inflamatorias (Abreu, S. C. y 

Col. 2011; Gebler, A. y Col. 2012). Las células madre mesenquimales 

(MSCs, por sus siglas en inglés messencymal stem cells) también pueden 

derivarse de tejido adiposo y cordón umbilical. Sin embargo, las obtenidas 

de médula ósea, son las más empleadas en modelos experimentales y en 

ensayos clínicos por presentar una mayor capacidad inmunoreguladora y 

regenerativa en comparación con las MSC de otros orígenes (Dmitrieva, R. 

I. y Col. 2012; Kyurkchiev, D. y Col. 2013). En 2006 la Sociedad 

Internacional de terapias celulares (ISCT The International Society for 

Cellular Therapy) determinó como tres los criterios mínimos para definir las 

MSCs humanas a saber: i) adherencia a superficies de plástico en 

condiciones de cultivo estándar; ii) presencia de marcadores de superficie 

mayor o igual del 95% (CD105, CD73 y CD90) y ausencia o expresión 

menor o igual al 2% de CD45, CD34, CD11b o CD14, CD79α o CD19 y 
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HLA-DR; y iii) capacidad de diferenciarse a osteblastos, condroblastos y 

adipocitos en medios de diferenciación específicos (Dominici, M. y Col. 

2006). 

 

2.2. Mecanismos inmunoreguladores de las BMMSCs 

Se ha descrito que las BMMSCs poseen tres mecanismos de acción los 

cuales se describen a continuación:  

2.2.1. Migración al tejido inflamado. Las BMMSCs expresan receptores de 

quimioquinas tipo CC (entre ellos CCR1, CCR2, CCR5) y tipo CXC (entre 

ellos CXCR4, CXCR5 y CXCR6); estos receptores permiten que las 

BMMSCs puedan seguir gradientes de concentración de quimioquinas 

hacia los tejidos inflamados, y precisamente se ha descrito que las 

BMMSCs requieren un ambiente inflamatorio (con predominio de IFNγ, 

TNFα, IL-1α, IL-1β, y IL-17) para su activación y despliegue de sus 

mecanismos inmunomoduladores (Stagg, J. 2006; Castro-Manrreza, M. E. 

& Montesinos, J. J. 2015) (figura 5). 
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Figura 4. Receptores de quimioquinas de las BMMSC. Adaptado de: da Silva 

Meirelles y col. 2008 

 

2.2.2 Liberación paracrina de moléculas (anti-fibróticas, apoptóticas e 

inmunoreguladoras) e interacción directa entre membranas celulares.  

Se ha demostrado que las BMMSCs humanas producen constitutivamente 

citoquinas inmunosupresoras, como el factor de crecimiento del hepatocito 

(HGF, del inglés hepatocyte growth factor), IL10, TGF-β1 prostaglandina E2 

(PGE2), IDO y óxido nítrico (NO, del inglés nitric oxide), entre otras (Gao, F. 

y Col. 2016).  

La PGE2, IDO, el NO y el TGF-β1 tienen la capacidad de inhibir la 

proliferación de linfocitos T, la producción de citoquinas por LTCD4 y la 

función citotóxica de LTCD8 (Ren, G. y Col. 2008; Gao, F. y Col. 2016). 

Adicionalmente, IDO inhibe la activación de linfocitos B y células NK, 

mediante la conversión del triptófano a kinurenina, metabolito que induce 

anergia y apoptosis en linfocitos. Adicionalmente, la PGE2 tiene capacidad 

de afectar la maduración de células dendríticas (figura 5) (Ren, G. y Col. 

2008). 

Estudios recientes han demostrado que el contacto célula-célula es un 

factor fundamental en la capacidad inmunomoduladora de las BMMSCs. 

Han y col. (2011) describieron que las BMMSCs no sólo reducen la 

supervivencia y proliferación de células T por mecanismos dependientes del 

contacto, sino que también aumentan la inducción de Treg (Han, K. H. y 

Col. 2011). En el proceso de interacción célula-célula, las BMMSCs 
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expresan moléculas tales como CD274 (también conocido como ligando de 

muerte programada 1), VCAM-1 y galectina-1, estas interacciones inhiben 

las vías de las moléculas co-estimuladoras en los linfocitos T regulando 

negativamente su proliferación, adhesión y migración (Ren, G. y Col. 2010; 

Najar, M. y Col. 2012; Castro-Manrreza, M. E. & Montesinos, J. J. 2015; 

Gao, F. y Col. 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Mecanismos inmunoreguladores de las BMMSCs (Adaptado de 

Gao, F y Col. 2016). 

 

2.2.3. Diferenciación a tejido específico. Las BMMSCs son células madre 

multipotentes con capacidad de diferenciarse a linajes mesodermales como 

osteocitos, adipocitos, condrocitos, fibroblastos y miocitos. Adicionalmente, 

las BMMSCs también tienen la capacidad de trans-diferenciarse en tejidos 

endodermales y ectodermales tales como el muscular, nervioso, óseo, 

neuronal y pulmonar (células epiteliales alveolares tipo I y tipo II, células 

endoteliales, fibroblastos y células epiteliales bronquiales) (Lee, S. H. y Col. 
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2010; Abreu, S. C. y Col. 2011; Gebler, A. y Col. 2012; Wang, Y. y Col. 

2014). Al llegar a los tejidos dañados, se cree que las BMMSCs ejercen sus 

efectos terapéuticos mediante la sustitución o la fusión con las células 

alteradas. Varios estudios han intentado aprovechar este potencial para 

reemplazar así a las células residentes dañadas, como células endoteliales, 

células de músculo liso, cardiomiocitos o hepatocitos. Actualmente, se 

desconoce el mecanismo exacto que lleve a la diferenciación de las 

BMMSCs o a la fusión celular; no obstante, se ha encontrado que este 

proceso es dependiente de los niveles del TFG- y de señales mecano-

transductoras como la flexibilidad de la MEC. En el caso específico de la 

diferenciación a células del tejido pulmonar se ha descrito que inductores de 

estrés celular como la hipoxia inducen la expresión del receptor de VEGF 

en las BMMSCs lo cual favorecería la reparación de dicho tejido (Stagg, J. 

2006). 

 

 

2.3. BMMSCs en modelos de fibrosis pulmonar no infecciosa 

El potencial inmunomodulador de las BMMSCs ha sido ampliamente 

estudiado en modelos animales de fibrosis pulmonar inducida por agentes 

no infecciosos. El tipo de animal más utilizado son los roedores, entre ellos 

ratones (BALB/C o C57BL/6), hámster y ratas. Uno de los trabajos pioneros 

y de referencia es el de Rojas y col en 2005, en este estudio se realizó un 

modelo de fibrosis pulmonar inducido por bleomicina en ratones C57BL/6, 

en el cual se inocularon por vía intra-traqueal 5 x 106 BMMSCs, 

posteriormente 14 días pos-inoculación se evidencio una reducción de la 
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fibrosis pulmonar en los animales trasplantados, acompañado de una 

disminución de citoquinas tipo Th1 y Th2 (IL-1, IFN, IL-4 e IL-2) (Rojas, M. 

y Col. 2005). Posteriormente, Kumamoto M. y Col., evaluaron el efecto de 

diferentes dosis de BMMSCs (entre 0,5 x 106 y 5 x 106 células) en este 

modelo de fibrosis inducido por bleomicina, y determinaron que el efecto 

reparador de estas BMMSCs es independiente de la dosis (Kumamoto, M. y 

Col. 2009). En otro estudio, en el cual se indujo la fibrosis con bleomicina en 

ratas, se observó además un efecto inmunomodulador por estas BMMSCs. 

Efecto que se basó en la disminución de poblaciones leucocitarias en 

pulmón (PMN, linfocitos y macrófagos) y en la modulación de la producción 

de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-, TGF- y VEGF) y óxido 

nítrico (Lee, S. H. y Col. 2010). Posteriormente, en 2014 Sun y Col. 

trasplantaron 2 x 106 BMMSCs en un modelo de FP aguda inducida por 

ácido clorhídrico en ratas Sprague Dawley, y hallaron una disminución de la 

fibrosis pulmonar, el área inflamada y la deposición de fibras de colágeno; 

en este trabajo también se concluyó que la capacidad inmunomoduladora 

de las BMMSCs se favoreció por la inhibición de las Wnt/-cateninas (Sun, 

Z. y Col. 2014). 

En otro modelo múrido de injuria severa aguda causada por LPS se 

demostró que el trasplante con BMMSCs indujo una reducción significativa 

de la inflamación pulmonar, y llamativamente al trasplantar los animales con 

BMMSCs modificadas genéticamente con el gen de la angiopoyetina 1 se 

potenció el efecto anti-inflamatorio sobre la inflamación alveolar y la 

permeabilidad pulmonar (Mei, S. H. y Col. 2007). 
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Teniendo en cuenta la importancia de tratar la FP producida en la PCM, y 

las ventajas que representa el uso de BMMSCs, este trabajo tiene como 

propósito estudiar el efecto de estas células sobre el desarrollo de la FP en 

un modelo múrido experimental de PCM inducido por levaduras de P. 

brasiliensis, evaluando su eficiencia, así como su posible mecanismo de 

acción. 

 

2.4 Efecto de las BMMSCs en modelos infecciosos 
 

El potencial terapéutico de las BMMSCs no solo ha sido explorado en 

modelos de enfermedades autoinmunes o asociadas a fibrosis de órganos 

(por agentes no infecciosos), sino que además también se ha estudiado su 

capacidad microbicida y anti-inflamatoria en modelos de enfermedades por 

microorganismos como Aspergillus fumigatus, Candida albicans, 

Escherichia coli, Porphyromonas gingivalis y Mycobacterium tuberculosis 

(Krasnodembskaya, A. y Col. 2010; Yang, R. y Col. 2013; Tang, J. y Col. 

2015; Cho, S. Y. y Col. 2016; Nenasheva, T. y Col. 2017).  

Diferentes trabajos han permitido determinar que la capacidad microbicida 

de las BMMSCs se desarrolla mediante mecanismos indirectos y directos. 

Los mecanismos indirectos, son inducidos por la activación de TLRs 

presentes en la superficie de las BMMSCs y se basan en la producción de 

moléculas como IFN, TNF y activina B, que potencian los mecanismos 

efectores de macrófagos y PMN. Los mecanismos directos se basan en la 

expresión constitutiva de péptidos antimicrobianos como catelicidina LL-37, 

β-defensina-2, hepcidina y lipocalina-2. Dada la importancia de estos 
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mecanismos, ha sido demostrado el potencial terapéutico de las BMMSCs 

en ensayos preclínicos de sepsis bacteriana, síndrome de dificultad 

respiratoria aguda (ARDS) y fibrosis quística (Alcayaga-Miranda, F. y Col. 

2017).  

 

Con relación al papel inmunoregulador de las BMMSCs en enfermedades 

infecciosas Yang, R, y Col. determinaron que hay un subtipo especifico de 

BMMSCs productoras de IL-17, las cuales tienen la capacidad de inhibir el 

crecimiento de C. albicans tanto in vitro como in vivo (por un mecanismo 

aún no determinado), además se encontró que este subtipo de BMMSCs 

produce muy bajas cantidades de TGF, lo que conlleva a una alteración en 

el control de la inflamación en el hígado de los animales infectados (Yang, 

R. y Col. 2013). Por el contrario, en un modelo múrido de asma 

desencadenada por hifas de A. fumigatus, se observó que las BMMSCs 

redujeron la inflamación mediada por PMN en las vías respiratorias, a través 

de la inhibición de la vía de señalización Th17 (Lathrop, M. J. y Col. 2014). 

Así mismo, en otro estudio in vitro, se demostró un efecto inhibidor de las 

BMMSCs sobre macrófagos estimulados con conidias de A. fumigatus 

asociado a una disminución de TNFα y un aumento de IL-10 (Cho, S. Y. y 

Col. 2016). Adicionalmente, se demostró que la carga microbiana es un 

factor crucial que altera el efecto de las BMMSCs. Tang y Col demostraron 

que un inóculo pequeño de P. gingivalis resulta en un incremento de la 

respuesta anti-inflamatoria y anti-bacteriana, mientras que un inóculo alto de 

este patógeno conlleva a la inactivación de las BMMSCs (Tang, J. y Col. 

2015). Finalmente, Nenasheva, T. y Col en un modelo de daño pulmonar 
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por M. tuberculosis, en el que evaluaron el papel inmunomodulador de las 

BMMSCs, encontraron un efecto desfavorable en la reducción de la 

inflamación. En dicho trabajo, inicialmente se determinó que las BMMSCs 

tenían la capacidad de migrar al tejido afectado (en este caso a pulmón); sin 

embargo, se logró determinar que las infusiones de las células formaron 

agregados que no les permitieron atravesar los septos alveolares, por lo 

tanto a pesar que las BMMSCs llegaron a pulmón, no lograron hacer 

contacto directo con el foco inflamatorio. Este hecho interfirió en el contacto 

de las BMMSCs con el micro-ambiente inflamatorio y las células presentes 

en el mismo, por consiguiente no se generó el perfil anti-inflamatorio 

esperado, lo que repercutió en un incremento en citoquinas pro-

inflamatorias y linfocitos Th1, que a su vez condujo a una exacerbación del 

proceso inflamatorio (Nenasheva, T. y Col. 2017).  
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3. Objetivos 

 
 Objetivo General 

 
Evaluar el efecto de una terapia celular con células madre mesenquimales 

derivadas de médula ósea (BMMSCs) en el desarrollo del proceso fibrótico 

en un modelo de fibrosis pulmonar (FP) experimental en ratón inducido por 

P. brasiliensis. 

  
Objetivos específicos  

 

1. Comprobar la eficiencia del trasplante de BMMSCs y determinar su 

localización en hígado, bazo y pulmones en el modelo experimental 

utilizado. 

 

2. Determinar el efecto del trasplante de BMMSCSs en la carga fúngica 

en pulmones de ratones infectados y trasplantados. 

 

3. Determinar los efectos del trasplante de BMMSCs en el desarrollo de 

la FP experimental inducida por la inoculación intranasal de 

levaduras de P. brasiliensis. 

 

4. Determinar el efecto del trasplante de BMMSCs en la expresión de 

diferentes mediadores moleculares asociados al desarrollo de FP en 

el homogenizado pulmonar de los animales infectados. 

 

5. Determinar el efecto del trasplante de BMMSCs en las diferentes 

subpoblaciones celulares en el pulmón de los animales infectados y 

trasplantados. 
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Discusión General 
 

Esta tesis se enfocó en determinar el potencial terapéutico de las BMMSCs en el 

tratamiento de la fibrosis pulmonar en un modelo experimental de 

paracoccidioidomicosis pulmonar. Entre las principales características de este 

trabajo se destacan: 

 

1. Se utilizó un modelo de fibrosis pulmonar previamente estandarizado, en el 

cual se controlaron variables tales como la cepa del hongo (Pb18), el 

inoculo (1,5 x 106 levaduras) y los tiempos de desarrollo de la fibrosis 

pulmonar (FP), por lo tanto, es un modelo apropiado para evaluar diferentes 

estrategias terapéuticas, entre ellas las terapias celulares. Adicionalmente, 

las características de este modelo animal han sido validadas en varios 

trabajos previamente reportados (Pino-Tamayo, P. A. y Col. 2016; Puerta-

Arias, J. D. y Col. 2016). 

 

2.  El uso de las BMMSCs como agentes inmunomoduladores de la fibrosis 

pulmonar ha sido evaluado en otros modelos de FP inducida por agentes 

no infecciosos que causan daño en el tejido como LPS, bleomicina o ácido 

clorhídrico (Rojas, M. y Col. 2005; Wecht, S. & Rojas, M. 2016). Dado el 

potencial inmunoregulador de las BMMSCs, se evaluó el papel de estas 

células en el desarrollo de la FP en el modelo en ratón de PCM pulmonar, 

en el cual se evaluaron diferentes componentes inmunológicos que 

participan en este proceso tales como las células del sistema inmune, 
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mediadores solubles y la expresión de genes asociados al desarrollo de la 

FP. 

 

3. El modelo empleado es de tipo crónico. Hasta ahora el efecto de las 

BMMSCs, en los modelos de FP tanto en ratas como en ratones se ha 

determinado en periodos relativamente cortos (de 1 a 4 semanas), mientras 

que, en nuestro modelo experimental, la evaluación del efecto de las 

BMMSCs, se realizó en tiempos más prolongados (crónicos) de hasta 12 

semanas pos-infección. Este modelo de PCM de tipo crónico se asemeja al 

contexto de la PCM en humanos. 

 

Este es el primer estudio enfocado a evaluar el efecto de una terapia celular 

basada en BMMSCs sobre una micosis crónica como la PCM. Los resultados 

expuestos en el capítulo II y III permiten esbozar que la terapia con BMMSCs en el 

modelo experimental de PCM pulmonar exacerbó la respuesta inflamatoria y el 

desarrollo de FP, resultados que contrastan a los descritos en modelos de FP 

aguda producida por agentes no infecciosos. 

En la figura 1 se describe el modelo propuesto de los eventos que suceden en los 

animales infectados y trasplantados con BMMSCs. En la representación se 

pueden observar dos etapas, una etapa de incremento o exacerbación de la 

respuesta inflamatoria en pulmón descrita en el capítulo II y aumento de la fibrosis 

pulmonar descrita en el capítulo III. 
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Figura 1. Mecanismos asociados a la exacerbación de la inflamación y la fibrosis 

pulmonar en ratones infectados con P. brasiliensis y tratados con BMMSCs. 

 

En la etapa uno, las BMMSCs trasplantadas migran al microambiente inflamatorio 

en el pulmón (1). Este proceso de migración inicial se corroboró en un 

experimento independiente en el que las BMMSCs teñidas con el colorante Dil 
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llegan en su mayoría al pulmón y permanecen en este órgano hasta por 28 días 

(Capitulo II, Figura II). En el modelo propuesto las BMMSCs se exponen a un 

micro-ambiente inflamatorio característico del proceso causado por P. brasiliensis 

en el que participan la IL-1, IL-6, IL-9, GM-CSF y TNF-, entre otras moléculas 

(Benard, G. 2008). Estas citoquinas pueden inducir la polarización de las BMMSCs 

a un perfil inflamatorio, es decir células MCS1(1a). De forma paralela las 

BMMSCs, podrían interactuar con el hongo mediante receptores tipo toll (TLRs) lo 

que también podría explicar la polarización a MSC1 (Waterman, R. S. y Col. 2010) 

(1b). Posteriormente, estas células generan aún más moléculas de carácter pro-

inflamatorio; en este medio se encontró un importante incremento de IL-6, IL-9 y 

GM-CSF (2). El incremento de dichas citoquinas induce la migración de neutrófilos 

y eosinófilos a través de la producción de quimioquinas y/o expresión de 

moléculas de adhesión; a su vez, estas células inflamatorias retroalimentan el 

proceso inflamatorio (3). Las condiciones de este micro-ambiente, potencian la 

diseminación del hongo a otros tejidos y el incremento de la carga fúngica (UFC) 

en el pulmón (4). Investigaciones previas demuestran la importancia de los 

neutrófilos en la progresión de la infección (Pino-Tamayo, P. A. y Col. 2016; 

Puerta-Arias, J. D. y Col. 2016) y de los eosinófilos en la diseminación de P. 

brasiliensis (Shikanai-Yasuda, M. A. y Col. 1992). Simultáneamente, durante el 

desarrollo de la inmunidad adaptativa se presenta una disminución de linfocitos 

Th17 y Th9, lo cual puede asociarse con la polarización de macrófagos a un perfil 

M2 (5). Adicionalmente, en el presente estudio, también se observó una 

disminución de linfocitos Treg lo cual ha sido asociado al perfil de MSC1 

(Bernardo, M. E. & Fibbe, W. E. 2013). Los fenómenos anteriores evidencian un 

proceso inflamatorio amplificado por la inmunidad innata, en los cuales los 
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mecanismos de regulación ejercido por los macrófagos M2 y los linfocitos Treg no 

controlan este proceso. Los resultados anteriores son similares a los obtenidos por 

Nenasheva, T. y col 2017 (referenciado en el capítulo 1) en un modelo de daño 

pulmonar e inflamación por Mycobacterium tuberculosis, en este trabajo se 

evidenció un incremento en citoquinas pro-inflamatorias y linfocitos Th1 

(Nenasheva, T. y Col. 2017). 

En la etapa dos, los eventos anteriores favorecen el daño tisular en el que se 

evidencia un incremento en el área inflamatoria con aumento de fibras de 

colágeno (6). Durante el proceso fibrótico se observa un incremento de fibrocitos, 

que a su vez, pueden provenir de médula ósea o de pericitos (Células contráctiles 

que se envuelven alrededor de las células endoteliales)  (Barron, L. y Col. 2016) 

(7). Aunque no hay evidencia directa que demuestre que los fibrocitos pueden 

diferenciarse a partir de BMMSCs, se ha descrito que estas células pueden 

diferenciarse a pericitos (De Souza, L. E. y Col. 2016). Entre las moléculas que 

favorecen la llegada de fibrocitos al tejido están la IL-1, IL-6 y el TGF- que se 

encuentran notablemente incrementadas (7). Adicionalmente, el TGF- induce la 

producción de proteínas de matriz extracelular (MEC) por parte de los fibrocitos, 

los cuales pueden liberar grandes cantidades de colágeno (Wynn, T. A. 2011) (7). 

Los fibroblastos residentes en el microambiente pulmonar pueden activarse y 

contribuir a la síntesis de proteínas de MEC generando más fibrosis (8). 

Posteriormente, los fibrocitos, fibroblastos, células en transición endotelio-

mesénquima y células en transición epitelio-mesénquima se pueden diferenciar a 

miofibroblastos los cuales, a su vez, producen abundante colágeno (Wynn, T. A. 

2011; Wynn, T. A. & Ramalingam, T. R. 2012; Barron, L. y Col. 2016) (9). Luego 

en el tejido pulmonar ya fibrosado se pueden presentar interacciones MEC – 
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hongo o MEC – BMMSCs, este tipo de interacciones también pueden polarizar las 

BMMSCs a un perfil inflamatorio MSC1 (Somaiah, C. y Col. 2015; Prockop, D. J. 

2016) (10). El desarrollo de la fibrosis va acompañado de un proceso de 

remodelación en el que participan tanto metaloproteinasas de MEC (MMP) como 

sus inhibidores (TIMP) (11). Las MMP8 y MMP13 tienen la capacidad de generar 

más cicatrices fibróticas, y al presentarse una disminución en TIMP1 se ve 

favorecida su función. Los mecanismos anteriores llevan a una exacerbación del 

proceso de fibrosis pulmonar (12).  

 

En el modelo experimental empleado en el presente trabajo, las BMMSCs no 

generaron un efecto inmuno-modulador de tipo benéfico como se ha descrito 

previamente en modelos de FP inducidos por agentes químicos. En nuestro 

diseño experimental se incluyó un microorganismo vivo con capacidad de 

replicarse y estimular constantemente los componentes del sistema inmune. Por lo 

tanto, con el ánimo de controlar la proliferación del hongo, se empleó el 

antimicótico ITC, el cual es usado en pacientes con PCM. Es llamativo que la 

terapia combinada ITC/BMMSCs mostró un efecto fungistático acompañado de 

una disminución en la expresión de TIMP1 y MMP-13, moléculas que se asocian 

con progresión de la fibrosis en pulmón e hígado. Por lo tanto, el uso de BMMSCs 

bajo diferentes condiciones o en combinación con otros tratamientos (por ejemplo, 

ITC) abre la posibilidad de nuevos enfoques en la terapia de PF en la 

paracoccidioidomicosis. 
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Perspectivas 

 
Los resultados de este trabajo de investigación abren las puertas a nuevos 

estudios que permitan comprender el potencial terapéutico de las BMMSCs en los 

procesos asociados al desarrollo de la FP tanto de carácter infeccioso como no 

infeccioso. Como perspectivas se plantean las siguientes: 

 
1. Aumentar el número de dosis de BMMSCs. En este trabajo se tomó 

como referencia los procedimientos de trasplante de BMMSCs en modelos 

de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina y otros agentes químicos en 

los que se empleó una sola dosis. Teniendo en cuenta que el modelo 

utilizado en este estudio fue de tipo infeccioso y crónico, un trabajo a futuro 

consistiría en incluir una o dos dosis adicionales antes del sacrificio de los 

animales.  

 
2. Entender la interacción de P. brasiliensis con las BMMSCs. Es posible 

que en el modelo de PCM pulmonar aquí analizado, las BMMSCs 

interactúen directamente con las levaduras de P. brasiliensis. Una 

interesante propuesta consistiría en determinar si hay interacciones vía 

PAMPs – PRRs, y si las BMMSCs podrían llegar a tener un efecto 

microbicida directo o indirecto sobre las levaduras del hongo o por el 

contrario son permisivas y permiten el crecimiento del hongo, o si ésta 

interacción altera el patrón de expresión de genes asociados a la capacidad 

anti-inflamatoria de las BMMSCs. 
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3. Células madre pre-activadas. Otra posible estrategia consistiría en pre-

activar las BMMSCs con citoquinas como TNF-, IL-1; lo cual se ha 

descrito en células humanas. De igual manera, también se podría pre-

activar con LPS, buscando una respuesta mediada por receptores tipo toll y 

la activación de un perfil anti-inflamatorio (MSC2) en estas células. 

 
4. Células modificadas genéticamente. Recientes estudios demuestran que 

las BMMSCs pueden ser modificadas genéticamente con el propósito de 

inducir la expresión de genes que mejoren su capacidad de migración a un 

tejido específico o de sobre-expresar moléculas con características anti-

inflamatorias como la IL-10. 
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