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Resumen. Se realizé estudio histopatologico, mediante el uso de
microscopio foténico y electrénico, de la cromomicosis causada por C.
carrionii Se tomaron biopsias a 10 pacientesy se procesaron por las técnicas
histolégicas convencionales de hematoxilina y eosina y de microscopia
electronica de transmision. Al microscopio de luz se evidenciaron los com-
ponentes granulomatoso y supurativo del proceso infeccioso acompanado
de otros elementos celulares como linfocitos, células plasmaticas, eosindfilos
y células de Langerhans. El hongo se observé libre o en el interior de células
fagociticas. Ultraestructuralmente present6 una pared celular gruesa, lami-
nar y electrondensa. La membrana citoplasmatica mostré abundantes
invaginaciones y vacuolas que contenian un material electrondenso. Se
plantea la existencia de un proceso de secrecién-excrecion del pigmento
oscuro parecido a melanina, el cual se deposita en la pared celular del hongo
contribuyendo asi a la resistencia que opone la célula fiingica a su destruc-
cién por el fagocito. Se hace necesario determinar el papel exacto de las
células de Langerhans en la cromomicosis causada por C. carrionil
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Abstract. Light and electron microscopic study of cromomycosis cau-
sed by C.carrionii was undertaken. Biopses from 10 patients were taken and
processed by means of conventional histopathologic techniques of hemato-
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xiline and eosine and by transmision electron microscopy. Granulomatous
and suppurative components of the infection process were observed by the
histological procedure, other cellular elements such as lymphocytes, plasma
cells, eosinophils and Langerhans cells were present. The fungus was
observed free or within phagocitic cells. Ultrastructural evidence revealed
that it was surrounded by a wide multilayered and electron dense cell wall.
Its citoplasmic membrane presented invaginations and vacuoles containing
the electrondense material. We suggest the existence of a secretion-excretion
process of a melanin-like dark pigment, which is accumulated on the cell
wall of fungus, increasing the resistence of fungic cell to its destruction by
phagocitic cell. It is necessary to determine the exact role of Langerhans cells
in chromomycosis caused by C. carrionil
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INTRODUCCION

La cromomicosis es una enfer-
medad créonica, granulomatosa y
supurativa, generalmente localiza-
da en la piel y causada por los cro-
momicetos, especies de hongos per-
tenecientes a la familia Dematiaceae
{4, 5). Estos hongos son de color
negro por la acurnulacién, en la pa-
red celular, de un pigmento polimé-
rico que ha sido caracterizado como
melanina (1). Las principales espe-
cies de hongos dematiaceos causan-
tes de cromomicosis son: Cladospo-
rium carrionii, Fonsecaea pedrosoi y
Phialophora verrucosa.

Las manifestaciones clinicas de
la enfermedad son similares, inde-
pendientemente de la especie cau-
sante. Las lesiones se desarrollan
sobre areas del cuerpo expuestas a
un trauma y se caracterizan por ser
lesiones nodulares, verrugosas, de
superficie irregular y variablemente
escamocostrosas que pueden gene-
rar la incapacidad del paciente. En
el curso clinico de la infeccion jue-

gan papel importante los factores
individuales {22}, siendo determi-
nante la inmunidad mediada por
células (12}). En un intento por ca-
racterizar la respuesta inmune local
se han realizado estudios prelimina-
res que describen la topografia de
las células secretoras de citokinas
dentro de la lesion {10).

Los estudios histopatolégicos
demuestran que durante el curso de
la enfermedad se produce un granu-
loma micético organizado, modifica-
do por la presencia de neutrdfilos;
igualmente se observa una hiper-
plasia pseudoepiteliomatosa en la
cual el epitelio parece jugar un papel
importante en la eliminacioén transe-
pitelial del hongo (20). Hasta ahora
se desconoce la morfogénesis de
este granuloma. Es bien conocido
que el curso clinico de las enferme-
dades infecciosas esta dado por la
relacién huésped-parasito, por lo
tanto sera basado en esta interac-
ciébn como se puedan realizar estu-
dios tendientes a establecer los pro-
cesos inmunorregulatorios del gra-
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nuloma micético causado por C. ca-
rrionii En el presente trabajo se eva-
luaron, por microscopia foténica y
electronica de transmisién, los cam-
bios morfolégicos ocurridos en la
célula fungica y en el tejido del hués-
ped durante la cromomicosis causa-
da por C, carrionii.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron biopsias a diez pa-
cientes que presentaban lesiones su-
gestivas de crumomicosis activa quie-
nies eran procedentes de la zona semi-
arida del estado Falcon, Venezuela. El
diagnéstico micolégico de la enferme-
dad y la identificacién del agente cau-
sal se realizd segin la metodologia
reportada previamente (16).

Cada biopsid fue dividida en dos
porciones para su procesarniento
por las técnicas histologicas con-
vencionales y paramicroscopia elec-
tronica de transmision. Una porcién
fue fijada con una solucién de for-
malina al 10%, incluida en parafina,
seccionada en cortes de 5 m de gro-
sor y coloreada con hematoxilina y
eosina. El resto de la muestra se
proces6 como se indicod previamente
(19}, para lo cual se fijo con una
solucion de glutaraldehido al 2% en
tampon cacodilato de sodio 0,2 M:
pH 6,8, se lavaron tres veces en el
mismo tampoén; se post-fijaron con
tetradxido de osmio al 2%y después
de tres lavados con agua bidestila-
da-deionizada se deshidrataron en
una serie ascendente de alcoholes,
las muestras se incluyeron en Aral-
dita 502 (Electron Microscopy
Sciences, U.S.A}, se hicieron cortes

ultrafinos en un Ultramicrotomo
Sorvall Porter-Blum MT2-B (DU-
PONT, divisién de productos biomé-
dicos, U.S.A.) y se contrastaron con
acetato de uranilo y citrato de plo-
mo. Las observaciones se realizaron
en un microscopio 6ptico NIKON y
en un microscopio electrénico de
transmisién (Marca Hitachi Modelo
H-7000, Jap6n).

RESULTADOS

Diagnéstico micolégico

En todos los pacientes se aislo e
identifico C. carrionii como el agente
causal de la cromomicosis.

Histopatologia

Se observaron fragmentos de
piel con hiperparaqueratosis, mar-
cada acantosis y papilomatosis. En
la epidermis abundaban microabs-
cesos (Fig. 1 A) ocupados por neu-
trofilos y en la dermis superior, me-
dia e interpapilar era frecuente ob-
servar denso infiltrado inflamatorio
de predominio mononuclear linfo-
histioplasmocitario (Fig. 2j. acom-
panado o nio por polimorfoniucleares
neutréfilos que tendian a la forma-
cién de granulomas. La presencia de
células micoéticas en los granulomas
era variable; cuando estaban pre-
sentes se les identificaban en el in-
terior de células gigantes multinu-
cleadas, como células redondeadas
de color marron claro, algunas divi-
didas por tabiques ecuatoriales y
limitadas por una gruesa pared ce-
lular birrefringente (Fig. 1 B}, tam-
bién se podian observar aisladas o
dispuestas en grupos de dos (Fig. 1
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Fig. 1.

Microabscesos en la epidermis y en la dermis de paciente con cromomicosis (A).

Las células escleréticas se pueden observar en el interior de células gigantes (B) o
libres y dispuestas en grupos de dos (C) a cuatro células (D).

C) 6 cuatro cuerpos esclerdticos (Fig.
1 D).

Ultraestructura

El estudio ultraestructural mos-
tré un infiltrado celular mixto com-
puesto por neutréfilos, histiocitos,
linfocitos y en menor proporcion eo-

sindfilos y células plasmaticas orga-
nizadas alrededor del hongo. Este se
observo aislado o formando grupos
de dos ¢ mas cuerpos escleréticos
libres o en el interior de células fa-
gociticas (Fig. 3). La morfologia de
las células fungicas era variable y se
podian observar, alternando, célu-
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Fig. 2.

Cuerpos escleréticos de C. carrionii sin segmentacién transversal, fagocitado por

histiocito (A) y con tabiques transversales fagocitado por neutréfilo (B). Los aster-

iscos sefialan estructuras vesiculares de diferentes tamaiios,
Abreviaturas: PC: pared celular; N: nidcleo; Cicitoplasma; V: vacuolas; cea: cuerpos electrondensos

alargados; mn: membrana nuclear.

las sin division interna (Fig. 3 A} con
otras que presentaban de uno a tres
tabiques que la dividian en dos a
cuatro células (Fig. 3 B). La pared
celular presentd dos capas: una ex-
terna electrondensa, irregular, de
500 a 800 nm de espesor y de apa-
riencia laminar. Estas laminas se
observaban mas condensadas en su
cara interna (Fig. 4} y al introducirse
al interior del hongo formaban los
septos transversales que lo dividian
en dos o mas células. Inmediata-
mente por dentro de la pared celular
externa se observaba una estrecha
zona electrotransparente de 40 a
140 nm de espesor que era repre-
sentativa de la pared celular inter-
na. Por fuera de la pared celular se
observaban cuerpos electrondensos
alargados en numeros de 2 o mas
(Fig. 3 A).

La membrana citoplasmatica de
aspecto irregular presentd invagina-
ciones en cuyo interior se observa-

ban actimulos de cuerpos membra-
nosos y pequenas vesiculas con un
contenido granular electrondenso
(Fig. 4 B, C). El citoplasma igual-
mente presentaba un aspecto varia-
ble; en algunas células fangicas era
homogéneo, con abundantes ribo-
somas libres, reticulo endosplasma-
tico rugoso, ntcleo y pequenas vesi-
culas; en otro el citoplasma se en-
contraba ocupado en su casi totali-
dad por una gran vacuola central
con cuerpos osmiofilicos en su inte-
rior. En la epidermis y cercano a las
zonas de mayor infiltracién se ob-
servaron células de Langerhans con
un nucleo dentado y con los granu-
los de Birbeck en forma de ragueta
(Fig. 5).

DISCUSION

Las evidencias han senalado al
estado Faleén, situado en la region
noroccidental de Venezuela, como
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Fig. 4. (A) Célula de Langerhans magnificada. Note parte del niicleo (N) dentado y los
granulos de Birbeck intra-citoplasmiaticos (flechas). (B) detalle de un grdnulo de
Birbeck en forma de raqueta.

area endémica y reservarea para la
cromomicosis por C. carrionii {17, 22,
23). La evolucién clinica de la cromo-
micosis al igual que otras enfermeda-
des micoéticas (8, 14), tiende a la cro-
nicidad y produce unarespuesta gra-
nulomatosa, altamente organizada,
modificada por la presencia de neu-
tréfilos, en la cual el epitelio parece
jugar un papel importante en la eli-
minacion transepidérmica del hongo
(20). En nuestro estudio, igualmente
evidenciamos por histopatologia, los
componentes granulomatoso y supu-
rativo que caracterizan al proceso in-
feccioso, acompanado de otros ele-
mentos celulares como linfocitos, cé-
lulas plasmaticas, eosinéfilos y célu-
las de Langerhans. Estos hallazgos
sugieren que las células inmunocom-
petentes de la epidermis y en particu-
lar éstas ultimas juegan un papel

importante en la respuesta local in-
mune desarrollada contra C. carrionii,
de manera similar a lo que ocurre en
otras enfermedades infecciosas como
la Leishmaniasis (3, 7, 15). Se plantea
la necesidad de emprender futuros
estudios tendientes a esclarecer la
-participacion de las células de Lan-
gerhans en la cromormnicosis.
Aungque se desconoce la patogé-
nesis de esta enfermedad, un hecho
de singular importancia es que has-
ta ahora no se han reportado casos
de cura espontanea en la cromomi-
cosis causada por C. carrionii (18}.
Se piensa que el principal factor pa-
tologico esta relacionado con la per-
sistencia in situ del hongo (10). Por
otra parte existen evidencias que los
pacientes con esta enfermedad fan-

gica presentan una supresion par-
cial de la inmunidad celular, con un

Vol. 36(4): 173-182, 1995



180

Sanchez-Mirt y col.

marcado defecto de las células T,
desconociéndose la naturaleza
exactade tal disfuncién (12). Se cree
que esta supresion contribuye a la
persistencia del hongo en el tejido y
a la cronicidad de la enfermedad, de
tal manera que la supresién de la
inmunidad mediada por células
puede ser causa o efecto de la cro-
momicosis (12). En nuestro estudio
pudimos observar, a nivel ultraes-
tructural, la persistencia y viabili-
dad del hongo atin cuando se encon-
traba fagocitado por macréfagos o
por polimorfonucleares. Esto se evi-
dencid por la integridad de la célula
fungica, la mgrcada actividad meta-
bélica demostrada por la abundan-
cia de ribosomas, reticulo endoplas-
matico rugoso y lo que es mas im-
portante por la divisién de las célu-
las en dos o mas cuerpos escler6ti-
cos en ¢] interior de las células fago-
citicas. Estos hallazgos nos inducen
a pensar que el hongo presenta re-
sistencia a la muerte, después de ser
fagocitado por dichas células. Este
fenémeno también ha sido observa-
do en infecciones por Blastomyces
dermatitidis, habiéndose explicado
por una deficiencia en el depésito de
mieloperoxidasa asociado con el he-
cho de que el tamario del hongo le
impide su completa internalizacién
(6). Igualmente se ha descrito que
los polimorfonucleares de pacientes
con paracoccidioidomicosis presen-
tan una deficiencia especifica para
la digestion del Paracoccidioides bra-
siliensis (13). La resistencia que pre-
senta C. carrionii a ser destruido por
el fagocito pudiera estar relacionada
con la morfologia y composicién de

la pared celular de los cuerpos es-
clerdticos. Estudios ultraestructu-
rales de estas células obtenidas in
vivo e in vitro (2) sugieren que pre-
sentan caracteristicas morfologicas
parecidas, con una pared celular
laminar y mas gruesa que la de las
células vegetativas, con depdsitos de
un pigmento oscuro que ha sido
caracterizado como melanina el
cual también se puede observar en
el interior de estructuras citoplas-
micas (1). Se ha sugerido que la
presencia de este pigmento parecido
a melanina tiene un efecto inhibito-
rio sobre la fagocitosis y posible-
mente juega un ‘papel importante en
la interaccién huésped-parasito
{11). Nuestros resultados coinciden
con los presentados por estos auto-
res, llamando la atencién el tipo de
vacuola citoplasmica que contenia a
la célula fungijca en la cual no existia
ninglan espacio entre la pared del
hongo y la membrana de la vacuola,
correspondiendo a la fagocitosis cla-
sica tal como ha sido reportada pre-
viamente (11). De igual forma noso-
tros observamos alrededor de la pa-
red celular externa la presencia de
cuerpos electrondensos alargados
(ue parecen representar segmentos
de pared pigmentada los cuales po-
drian estar cumpliendo un papel im-
portante en la resistencia que pre-
senta el hongo a su destruccién por
la célula fagocitica.

Un hallazgo importante fue la
gran cantidad de invaginaciones de
la membrana citoplasmatica con un
contenido vacuolar electrondenso
en su interior semejando un proceso
de excrecion. Estos hallazgos indu-
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cen a pensar que en la forma para-
sitaria de C. carrionii el pigmento
oscuro parecido a melanina €s sin-
tetizado por el hongo en el interior
de estructuras citoplasmaticas y por
un mecanismo de excrecion, en el
cual la membrana citoplasmatica
juega un papel fundamental, es
transportado hasta la pared celular
donde se deposita de adentro hacia
afuera dandole un aspecto laminar
a la pared celular del hongo.

Estos resultados evidencian los
cambios morfolégicos que ocurren
en la relacién huésped-parasito du-
rante el curso clinico de la cromomi-
cosis causada por C. carrionii.
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