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BREVE HISTORIA.

Recuerdo con alegria cuando ibamos a casa de los vecinos y los amigos de Papd. Mama me
repetia una y otra vez que no hiciera travesuras. Lo que verdaderamente hacia, y que solamente
conocia mi hermana, es que practicaba mis primeros experimentos.

Después de saludar a los anfitriones, Mariana y yo nos encerrabamos en el bafio. Mariana
revisaba que nadie nos interrumpiera (0 nos descubriera), mientras yo tomaba prestados el
perfume, las cremas, los limpiadores, el shampoo, el jabdn y la pasta de dientes y me dedicaba
a revolver metodicamente los productos, con la finalidad de observar algun fendmeno que
expeliera humo o cambiara de color, nada de eso ocurrid; sin embargo, la mezcla que méas me
Ilamaba la atencion era la que resultaba de juntar una parte de perfume por cada tres de agua.
Esta Gltima producia un coloide blanco lechoso. ¢Por qué razén pasaba esto? La verdad es que
no tenia ni idea, apenas tenia 5 afios de edad y la teoria de las ciencias estaba a unos afios de
distancia, pero como buena cientifica innata repetia el experimento tres, cuatro y hasta diez
veces para demostrar su reproducibilidad. Por supuesto que en el intento, me terminaba la
botellita de Channel No. 5.

Horas mas tarde, una vez que los amigos de Papa se daban cuenta del olor a pasta de dientes en
el jabon liquido o a perfume en el inodoro, Mama, con una risa timida, pedia disculpas a mi
nombre.

En casa, Mama me llamaba la atencién y me hacia prometer que no repetiria nada de aquello.
iPobre de mi Madre!, ;Quién diria que seguiria haciéndolo por algunos afios mas? Desde luego
los experimentos fueron subiendo de nivel, inclusive las lagartijas del patio de mi tia me temian
y con razon, pues la ultima murié ahogada y doné su cuerpo a la ciencia. Le practiqué la
autopsia mientras Mariana veia con un dejo de horror y fascinacion.

Mama decidid convertirse en mi segunda colaboradora (Mariana fue la primera), me alentd a
ver programas cientificos y culturales por television en el Canal Once. “A la Cachi Cachi
Porra” y “El mundo de BeakMan” eran mis favoritos. A la edad de 10 afios recibiria como
regalo un Juego de Quimica y un Microscopio “Mi Alegria”, que sin duda influenciaron en la

eleccion de mi carrera y ahora en lo que me he de dedicar de por vida.
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RESUMEN.

La coccidioidomicosis es la micosis endémica respiratoria mas frecuente y grave en humanos. Es
ocasionada por los hongos dimorficos Coccidioides immitis y C. posadasii. Sus manifestaciones
van desde la afeccion pulmonar hasta la diseminacion sistémica. Esta Gltima puede traer la muerte
del individuo. En México, el hongo que afecta principalmente a la poblacion es C. posadasii, pero
debido a sus manifestaciones es comunmente subdiagnosticado.

En la actualidad aun se desconocen muchos aspectos de la patogenia e histopatologia de esta
enfermedad. Para ello el modelo experimental representa una herramienta Gtil para la elucidacion
y comprension de la patogénesis, resistencia del hospedero a la infeccion y a la busqueda de
terapias antifungicas mas eficaces; sin embargo no se cuenta con un modelo no invasivo que
reproduzca la coccidioidomicosis sistémica por C. posadasii.

En el presente trabajo, se inocularon por via intranasal tres grupos de ratones BALB/c con 30, 60
y 120 artroconidios respectivamente de una cepa mexicana de referencia de C. posadasii.
Se analizaron los cambios histopatologicos en pulmdn, corazén, higado, bazo, rifién, tubo
digestivo y cerebro. Se realiz6 la morfometria y la cinética micoldgica a partir de pulmon, ademas
de la microscopia electronica de las fases parasitarias. La dosis de 120 artroconidios mostrd un
patron de enfermedad aguda, mientras que la dosis de 60 artroconidios mostrd un patrén de
enfermedad mas cronica. EI nimero de muertes fue de 2 de 15 ratones inoculados (13.33%) tanto
para la dosis de 60 como para la de 120 artroconidios. La dosis de 30 artroconidios mostro
cambios histopatoldgicos heterogéneos, sin embargo, la dosis es suficiente para estimular al bazo
en la produccién de linfocitos B. A pesar de la dosis, la infeccién no lleg6 a cerebro durante el
desarrollo del experimento (60 dias). En todos casos la enfermedad parece autolimitarse y se
muestra evidencia de que la enfermedad esta en funcidn de la dosis inoculada.

Se lograron reproducir los dafios mas comunmente observados en humanos al igual que
pericarditis e inflamacion de pelvis renal, las cuales son poco comunes pero estan reportados en la

literatura.



ABSTRACT.

Coccidioidomycosis is the endemic respiratory mycosis more frequent and severe in humans. It is
caused by dimorphic fungi Coccidioides immitis and C. posadasii. Its manifestations range from
lung disease to systemic dissemination. The last one could bring the individual's death. In Mexico,
the fungus that primarily affects the population is C. posadasii, but because of its manifestations
is often underdiagnosed.

Today are still unknown many aspects of the pathogenesis and histopathology of this disease. The
experimental model represents a useful tool for the elucidation and understanding of the
pathogenesis and host resistance to infection, as well as to finding more effective antifungal
therapies; however there is not a non-invasive model that reproduces coccidioidomycosis
systemic by C. posadasii.

In this study, were inoculated intranasally three groups of BALB/c mice with 30, 60 and 120
arthroconidia respectively with a Mexican reference strain of C. posadasii. We analyzed the
histopathological changes in lung, heart, liver, spleen, kidney, gastrointestinal tract and brain.
Morphometry was performed and mycological kinetics from lung, in addition to electron
microscopy parasitic forms. The dose of 120 arthroconidia showed a acute illness pattern, while
the dose of 60 arthroconidia showed a chronic disease pattern. The number of deaths was 2 of 15
mice inoculated (13.33%) for both doses of 60 and for 120 arthroconidia. 30 arthroconidia dose
showed a heterogeneous histopathological changes; however these dose is enough to stimulate the
spleen to produce linfocites B. Despite the dose, the infection did not reach the brain during
development of the experiment (60 days). In all cases the disease seems to limit themselves and
showed evidence that the disease is dependent on the dose inoculated.

Managed to reproduce the damage was more commonly observed in humans as well as

pericarditis and inflammation of renal pelvis, which are rare but are reported in the literature.



1. INTRODUCCION.

1.1 Coccidioidomicosis.
La coccidioidomicosis, o fiebre del Valle de San Joaquin, es provocado por los hongos dimorficos
Coccidioides immitis y C. posadasii. Es la micosis endémica de origen respiratorio mas frecuente

y grave.!

1.1.1 Clasificacién taxonémica del género Coccidioides.
Segun Fisher (2002), la clasificacion taxondémica de Coccidioides es la siguiente: pertenece al
Reino: Eumycota; Phylum: Dikaryomycota; Sub-phylum: Ascomycota; Orden: Onygenales;
Familia: Onygenaceae; Género: Coccidioides; Especies: immitis / posadasii. Esto indica que debe
tener un teleomorfo correspondiente a un ascocarpo (estructura sexuada en forma de saco o
canasta) que posee ascas (esporas sexuadas encerradas en el ascocarpo). Sin embargo, hasta la
fecha no se han observado estas estructuras, por lo que se le considera un hongo mitosporico.?

Estudios filogenéticos han permitido definir dos especies, C. immitis y C. posadasii.

1.1.2 Biologia del género Coccidioides.
Coccidioides es un hongo dimorfico, que en el suelo y en cultivos bajo condiciones normales de
laboratorio, se desarrolla con forma filamentosa (forma saprofita). La forma parasitica, que se da
en los tejidos y bajo condiciones especiales de cultivo (medios liquidos a 40°C), es la esférula con

endosporas.*

La forma filamentosa se desarrolla en un lapso de 3 a 15 dias y produce colonias algodonosas, de
blanco a gris claro, pulverulentas; mismas que desarrollan hifas septadas que limitan y dan lugar
a estructuras cilindricas pequefias (2-4.5 um) llamadas artroconidios. Estas particulas son
altamente infecciosas. En los cultivos especiales a 40°C, el hongo empieza a desarrollar su ciclo
parasitario, cuando los artroconidios comienzan a redondearse, aumentan de tamafio y la pared
celular se hace méas gruesa (esférulas); internamente, ocurre la division del nucleo y la
segmentacion del citoplasma (endosporas), con la produccion de hasta 800 de ellas. La esférula
termina por romperse, liberando su contenido. Al quedar libres, las endosporas conservan el

potencial para convertirse en una nueva esférula.> '



1.1.3 Ciclo de vida del género Coccidioides.
En el suelo el hongo se encuentra en forma filamentosa y los artroconidios son dispersados por el
viento. Estos pueden ser inhalados por el ser humano. Se aloja en los pulmones y después de dos
o tres dias, cada artroconidio se transforma en esférulas con endosporas.* Las esférulas pueden ser
expectoradas y arrojadas al suelo, donde regresaran a la forma saprofita. El ciclo se completa en

pequefios roedores donde el hongo sigue una fase parecida a la del ser humano.?

Autores mexicanos (Mufioz et al.2008) proponen que este ciclo de vida sea modificado pues han
observado en pacientes con diabetes mellitus que presentan cavitacion, y en pacientes con
afeccion al sistema nervioso central, la coexistencia de formas parasiticas diferentes, por ejemplo:
formas miceliales, esporas en diferentes estadios de filamentacion, artroconidios en barril y

artroconidios que generan esférulas y/o micelio (Figura 1).°

Figura 1.- Ciclo de vida de Coccidioides spp. A) Ciclo de vida tipico (Esférula). B) Nuevas formas
parasiticas; a) endospora, b) endospora en filamentacién, c) esférula inmadura en
filamentacidn, ci, cd y d esporas en diferentes estadios de filamentacién (Mufioz y et al.,
2008).



1.1.4 Caracteristicas clinicas.
Cerca del 60% de las infecciones no causan sintomas, el 40% restante representa a los pacientes
sintomaticos cuyas manifestaciones son diversas, desde la afeccion pulmonar hasta la enfermedad
pulmonar progresiva o diseminacién extrapulmonar. ° La mayoria de los pacientes con
enfermedad primaria se recuperan espontaneamente, pero cuando el hongo se disemina, la
infeccion adquiere una gravedad considerable, afectando la piel, los huesos, las articulaciones, las
meninges y otros drganos; es en estos casos cuando la micosis puede adquirir un curso fatal. En la

figura 2, se puede observar el resumen de lo anteriormente descrito.** 3

—[Crénica benigna
Asintomatica (60%)
umou —[Progresiva {0.5%)
—[Pu]monar
Leve
Sintomatica (40%) Moderada = Secundaria
Primaria e Grave Meningea
Diseminada 74
Cutanea cronica
Generalizada
—[Cuténea {(excepcional)

Figura 2.- Clasificacion clinica de la coccidioidomicosis. (Modificado de Arenas, 2005).

La mayor parte de los pacientes con coccidioidomicosis, presentan alteraciones respiratorias que

simulan una neumonia comdn o una tuberculosis.'* *

En regiones donde la incidencia de tuberculosis es alta, pueden coexistir las dos enfermedades. La
tuberculosis 'y la coccidioidomicosis comparten caracteristicas epidemiologicas, clinicas,
radiograficas e histopatoldgicas, lo que dificulta el diagnostico correcto donde ambos
padecimientos estan presentes. Por tanto, en areas donde ambas enfermedades son endémicas, es
prudente realizar los estudios respectivos en cada paciente con caracteristicas clinicas

compatibles, pues el diagnostico de una de ellas no excluye la presencia de la otra.™

En la coccidioidomicosis, los procesos de curso agudo con infiltrados pulmonares localizados,
tienen sintomas y signos semejantes a los de una neumonia bacteriana con fiebre, tos, dolor

toréacico, expectoracion purulenta o hemoptisis, disnea, sindrome de condensacion pulmonar e



infiltrados lobulares homogéneos. A veces se presenta derrame pleural y adenomegalias en hilios
pulmonares. Estos pacientes (15% de los casos) suelen responder bien a los antifungicos y curan
rdpidamente. Las complicaciones fatales mas comunes son el dolor en el pecho y choque séptico
debido a la diseminacion aguda de Coccidioides spp. Las localizaciones extrapulmonares mas
frecuentes son los ganglios linfaticos, los huesos, la piel, el higado, el bazo y el sistema nervioso
central (SNC). La afeccion al SNC se presenta en un 30 al 50% de los casos con enfermedad
diseminada. La meningoencefalitis por Coccidioides spp, es semejante a la tuberculosa: evolucién
cronica, liquido cefalorraquideo (LCR) con aspecto de agua de roca y baja concentracion de
glucosa, ataque a los nacleos basales y tendencia a producir bloqueos de la circulacion del LCR

con hidrocefalia, su prondstico es grave.'® 1718

En México, la forma clinica mas frecuentemente observada es la pulmonar y existe un escaso
numero de casos reportados con diseminacion a la piel y los huesos; de las formas meningeas, la
gran mayoria de los registros proceden de pacientes pediatricos.’® Ademés se han reportado dos

casos de pericarditis por Coccidioides spp, en México, forma clinica muy poco comun.*®

1.1.5 Epidemiologia.
Desde 1941, se ha informado de brotes y epidemias de coccidioidomicosis, ligados a actividades
humanas que producen aerosoles y a eventos naturales como tornados y terremotos. Ya que la
infeccion depende de la exposicion al hongo, es mas frecuente en campesinos, soldados,

arquedlogos y puede ser accidental en el laboratorio.?® %

Se calcula que ocurren mas de 100,000 infecciones de coccidioidomicosis cada afio en las areas
endémicas de Estados Unidos. En afios recientes, la incidencia se ha incrementado en California y

Arizona.?* % Las infecciones ocurren mas en el verano y el otofio. 2

En Mexico, la coccidioidomicosis no se considera una enfermedad que deba notificarse
obligatoriamente, por lo que actualmente se desconoce su prevalencia en los estado considerados

como zonas endémicas.?*

Las formas diseminadas son favorecidas por factores genéticos y raciales, grupos sanguineos asi
como en el segundo y tercer trimestre del embarazo y la administracion de glucocorticoides.?
Entre los latinos la enfermedad sintomatica y diseminada esta asociada al tipo sanguineo A y B,

respectivamente.'® 1" 18 192 | o5 residentes de areas endémicas suelen infectarse tempranamente,

4



pero casi siempre lo hacen en forma subclinica.?? Por el contrario, los inmigrantes que entran a
dicha area experimentan trastornos mas severos; de igual forma es severa la micosis en personas
que experimentaron una infeccion inaparente en &reas endémicas pero que afios después
desarrollan la enfermedad en regiones libres de la coccidioidomicosis donde, debido a su rareza,

son diagnosticadas tardiamente.®

En México, no se cuenta con datos que indiquen la situacion actual de la enfermedad en relacion a
las tasas de infeccion y mortalidad, datos que son imprescindibles de conocer para tomar las

medidas de precaucion necesarias, en pacientes con factores de inmunocompromiso.* >

1.1.6 Habitat y distribucion.
El habitat del género Coccidioides es el suelo, esto fue demostrado por Stewart & Meyer (1932),
quienes lo aislaron por primera vez en las inmediaciones de una vivienda en la cual habia ocurrido
un brote de coccidioidomicosis. Este hallazgo fue comprobado posteriormente por varios

autores.?!

Coccidioides desarrolla su ciclo de vida en suelos alcalinos y con altas concentraciones de sales
en zonas aridas y semiaridas con estacion seca seguida de varios meses de lluvias intermitentes y
precipitaciones pluviales reducidas, con temperatura anual promedio de 30°C %, presencia de
plantas xerdfilas como lo son cactaceas, plantas espinosas, arbustos bajos y lefiosos. Su presencia
esta relacionada a la planta Larrea tridentata, la cual es predominante en Sonora Inferior, (arbusto
de creosota). En los Estados Unidos esta planta es conocida con el nombre de “gobernadora”, y en

Colombia como “chaparral”.? %%

La fauna que predomina en las zonas endémicas de coccidioidomicosis, estd compuesta por

roedores, perros salvajes, zorros, coyotes, serpientes y armadillos.®

Coccidioides se encuentra en las areas endémicas de Norte y Centro América y C. posadasii, es
originaria de Texas, emigr6 a América Latina. Se ha postulado que en épocas prehistoricas
(aproximadamente 14.000 afios), la migracion tanto del hombre como de animales infectados que
Ilevaban consigo las esférulas, permitié que a su muerte, estas se convirtieran en la fase micelial,

estableciéndose en suelos propicios.’



En EUA la zona endémica mas importante es el sur, sobre todo Arizona, California, Nevada,
Nuevo Mexico, UTA y Texas. En México, la coccidioidomicosis se presenta como continuacion
de la zona endémica californiana, abarcando una amplia region de tres zonas, una en la franja
fronteriza norte, que abarca Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leon y Tamaulipas, asi como parte de
Durango, Zacatecas y San Luis Potosi; una zona en el litoral Pacifico incluye Sonora, Sinaloa y
Nayarit, asi como una pequefia zona semidesértica entre Colima, Michoacan y Guerrero.'® La

intensidad de la endemia disminuye de norte a sur.3*

También existen zonas endémicas en Guatemala, Honduras, El Salvador; en Venezuela en los
estados de Falcon, Lara y Zulia®; Paraguay®*; y en Argentina en el Chaco y la Patagonia. % * Una
nueva zona de endemia ha sido descrita recientemente en el noreste de Brasil, en los estados de
Piaui y Ceara.® % % En Colombia, no existe una verdadera zona de endemia para la
coccidioidomicosis pues solo se han informado casos esporadicos en la Guajira y en el
Magdalena, siendo, ademas, bajos los indices de reactividad a la coccidioidina en estas zonas

aridas.®®*°

1.1.7 Patogenia.
Durante las primeras fases de la infeccion, las defensas contra el hongo son poco eficaces.
Después de aproximadamente tres semanas, la inmunidad especifica mediada por células, origina
la formacion de granulomas epitelioides compactos, con macréfagos activados, que poseen una
gran capacidad fagocitaria y litica. De esta forma, la mayor parte de las infecciones respiratorias,
tanto sintomaticas como asintomaticas, son autolimitadas y de curso benigno.!’” Cerca de un 60%
de las infecciones agudas no producen sintomas y la enfermedad sélo es reconocida por la prueba

de intradermorreaccion positiva (IDR+) a la coccidioidina o esferulina.*®*’

Al igual que en el resto del mundo, en México la coccidioidomicosis grave es de prondstico
frecuentemente fatal, se vincula a condiciones que producen deficit de la inmunidad mediada por

células (pacientes diabéticos, mujeres embarazadas, pacientes con SIDA, etc.). 617 18.19.25

1.1.8 Histopatologia.
Las esférulas, se pueden observar con la técnica de hematoxilina y eosina, miden 30 a 60 um,

tienen pared gruesa y citoplasma eosindfilo; pueden tener aspecto de cuerpo asteroide por un



fendmeno de Splendore-Hoeppli, en lesiones no activas se deforman y adoptan formas variadas, si

se rompen dan salida a endosporas mononucleadas de 2 a 5 micras de diametro.®

En ocasiones las endosporas libres pueden ser confundidas con otras estructuras micéticas como

levaduras de Blastomyces dermatitidis o con otro tipo de artefactos.*

En los pulmones, hay reaccion granulomatosa alrededor de la esférula, esta se caracteriza por la
presencia de histiocitos y células gigantes tipo cuerpo extrafio con linfocitos, células plasmaticas,

monocitos, células epitelioides y después fibrosis, caseificacion y calcificacion.

En los coccidioidomas se observa la cavidad con una pared fibrosa y centro necrético, pueden
encontrarse esférulas e incluso filamentos. En lesiones pulmonares localizadas se sefialan
granulomas con linfocitos T cooperadores en la parte central y supresores en la periferia. Las
lesiones en otros Organos también son granulomatosas y en piel se acompafian ademéas de

hiperplasia seudoepiteliomatosa; a menudo se observa proliferacion vascular con eosinofilia.*?

1.1.9 Diagnostico.
Para un diagndstico confiable el médico debe sospechar de la enfermedad, de ello dependera el
tipo de pruebas o anélisis que integraran el protocolo de estudio del paciente. Los hallazgos en las
radiografias de térax o en las imagenes por resonancia magnética, no llegan a confirmar el
diagnostico clinico, por lo que es necesario recurrir al laboratorio microbioldgico. Los métodos de
diagnostico son el examen directo de esputo, orina y pus en busqueda de esférulas y
ocasionalmente formas hifales, asi como la realizacién de cultivos en Agar Dextrosa Sabouraud

(SDA) con o sin cicloheximida y Agar Mycobiotic incubados a 25°C por 3 al5 dias. %

De los trabajos actuales llevados a cabo en el campo de diagnéstico microbiolégico, se encuentra
el de Mufioz-Hernandez et al. (2004), quienes efectuaron el primer reporte documentado de
pacientes mexicanos con coccidioidomicosis pulmonar, en donde las formas hifales fueron

observadas frecuentemente (15 de 26 pacientes) en sus productos patoldgicos.

En los estudios anatomopatologicos, la observacion de esférulas y/o endosporas en los tejidos del
paciente, utilizando las tinciones clésicas (H&E) o especiales (PAS o Grocott), también es

diagnostica, mientras que el hallazgo exclusivo de formas hifales, es solamente sugerente. A nivel



de diagndstico etioldgico, los estudios llevados a cabo en EUA y México orientan a pensar que la

especie causante de coccidioidomicosis en nuestro pais, es preferentemente C. posadasii.*

La utilidad de los hemocultivos, mediante la técnica de lisis-centrifugacion, ha sido comprobada
para el diagndstico de las formas pulmonares graves acompafiadas de enfermedad

hepatoesplénica.'® '

La serologia es una herramienta de gran utilidad para el diagnostico y pronostico por medio de la
deteccion de anticuerpos anti-Coccidioides, las pruebas cutaneas y la prueba de fijacion del
complemento. Cabe destacar los estudios realizados por Toriello et al. (1997), quienes
desarrollaron y probaron dos tipos de coccidioidinas (antigenos crudo y purificado), concluyendo
que los antigenos crudos (principalmente moléculas glucoprotéicas), muestran buena reactividad
en pruebas de precipitacion e intradérmicas, mientras que los antigenos purificados (complejo
polisacarido-proteina desproteinizado) exhiben mayor grado de especificidad, por lo que su uso
debe restringirse a pruebas de alta sensibilidad como ELISA y reaccién de fijacion del

complemento. #?

1.1.10 Tratamiento.
Para el tratamiento de la coccidioidomicosis se utilizan los compuestos azélicos: ketoconazol,
itraconazol, fluconazol y voriconazol. El polieno anfotericina B (AMB) y sus formulas lipidicas
(complejo lipidico, dispersion coloidal, liposomal) se usan en las formas mas graves. El
tratamiento de la coccidioidomicosis en Latinoamérica generalmente consiste en fluconazol o

itraconazol y/o AMB. Todos ellos acttian a nivel de la membrana celular fangica.??

La dosis requerida de AMB supera los 2 g sin embargo, se observa gran cantidad de efectos
colaterales y de fallas terapéuticas. Los fracasos se producen en las formas pulmonares difusas

reticulo-nodulillares y en las meningitis.*® '

Se sugiere para el tratamiento la combinacion de caspofungina con fluconazol para C. immitis
como alternativa de tratamiento para aquellos casos que no responden a la AMB. El voriconazol
también podria ser (til, ya que posee actividad in vitro contra C. immitis y tiene buena penetracion
a sistema nervioso central > 44 4> 46

Aunque la mayoria de los individuos infectados se sobreponen sin complicaciones, una minoria se

enfrenta a una enfermedad debilitante que conlleva a la falta de opciones terapéuticas
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completamente efectivas. Para estas personas y en general, las vacunas representarian una opcion

preventiva en un futuro no muy lejano.*’

En nuestro pais, se desconoce la proporcion de pacientes que responden favorablemente a los
tratamientos, asi como a qué antifingico se presenta la mayor resistencia. Para los pacientes con
complicaciones graves de la enfermedad (generalmente inmunocomprometidos) el tratamiento es

muy costoso y se complica cuando la terapia de la que se dispone, no resulta adecuada.* 2°

1.2 Antecedentes del modelo experimental.
En la actualidad, el modelo experimental representa una herramienta util para la elucidacion y
comprension de la patogénesis, la resistencia del hospedero y a la bdsqueda de terapias
antifungicas eficaces.

Se han empleado perros, conejos, cobayos y ratas en baja frecuencia para estudiar la respuesta del
hospedero y la eficacia de vacunas. Sin embargo, el costo y el aumento de las necesidades de

cuidado y cria de animales son las limitantes.*®

1.2.1 El modelo murino.
El modelo murino es el més utilizado en el estudio de la coccidioidomicosis debido a la
disponibilidad de las cepas genéticamente definidas, reactivos inmunologicos, su facilidad de
manejo y los gastos, entre los méas destacados se encuentran: el de enfermedad primaria pulmonar
por inoculacion intranasal, enfermedad con diseminacién por inoculacién intraperitoneal,
enfermedad sistémica por inoculacion intravenosa y el de infeccion meningea por inoculacion
intracraneal o intratecal. Cada uno ha sido utilizado para examinar diversos aspectos de la

resistencia del hospedero, patogenia, o terapia antifingica.*®

Los modelos sistétmicos mencionados emplean métodos invasivos para generar la enfermedad, los
cuales por si mismos son capaces de generar dafio. Los ratones empleados son hembras, que
ademas de ser mas resistentes a la enfermedad, tienen variaciones hormonales.*®**® También se
han manejado cepas “outbred”, esto es con reproduccion no consanguinea, lo cual produce
variaciones genéticas que por lo tanto también podrian repercutir en la respuesta del hospedero.
Por ultimo, los modelos se han disefiado empleando en su mayoria a C. immitis (ATCC 288868),
y no aislamientos clinicos mexicanos, lo cual puede producir diferencias tanto en la respuesta del

hospedero, como en la patogenia debido a diferencia en la virulencia del hongo.



2. JUSTIFICACION.

En la actualidad no se cuenta con un modelo experimental, que elimine las variaciones
hormonales y que mantenga una baja variacion genética, ademéas, no se han realizado estudios
empleando cepas mexicanas de Coccidioides posadasii y por esta razon, aun se desconocen
muchos aspectos de la patogenia e histopatologia de esta enfermedad. Por lo anterior, se propone
un modelo murino experimental que representard una herramienta atil para la elucidacion y
comprension de la patogénesis y resistencia del hospedero a la infeccion, tanto como para la

blusqueda de terapias antifingicas mas eficaces.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢Es posible desarrollar un modelo murino, de tal modo que se puedan estudiar las alteraciones
histopatoldgicas, microbioldgicas y ultraestructurales, para conocer el desarrollo de la infeccion
sistémica por C. posadasii?

4. HIPOTESIS.

Mediante la inoculacion de C. posadasii por via intranasal, es posible desarrollar en un modelo

murino la infeccion sistémica. Lo anterior hace posible estudiar las alteraciones histopatoldgicas,

microbioldgicas y ultraestructurales.
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5. OBJETIVO GENERAL.

Desarrollar un modelo murino de coccidioidomicosis sistémica capaz de reproducir el sindrome

caracteristico de esta enfermedad en humanos.

5.1 Objetivos particulares.

e Probar diferentes dosis de artroconidios de una cepa mexicana de C. posadasii para

desarrollar el modelo murino de coccidioidomicosis sistémica.
e Estudiar los cambios anatomopatoldgicos e histopatoldgicos de la enfermedad.

e Conocer las caracteristicas microbioldgicas de C. posadasii obtenido a partir de los tejidos
infectados.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

Todo el procedimiento, excepto la histologia, se realizé en las instalaciones del bioterio de El
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, cumpliendo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

Todo el procedimiento se llevé a cabo en un gabinete de seguridad bioldgica nivel Ill. El
protocolo empleado, esta aceptado por EI Comité de Etica para la Experimentacion en Animales
del mismo Instituto. El desarrollo experimental se resume en la figura 3.

Recuperacion de cepa de C. posadasii
en tubos con medio SDA.

1

Cuenta de artroconidios en camarade
Neubauer con azul de algododn.

¥

Ajuste de inéculo por dilucién en
solucién salina estéril (30, 60 y 120
artroconidios/20pl)

¥

Inoculacion intranasal de ratones
BALB/c de 6-8 semanas de edad y 20g
de peso.

v

Sacrificio (dias 3,7, 14, 28 y 60).

!

Extraccion de higado, bazo, pulmoan,

rinones, tubo digestivo y cerebro.

v v

Fijacién en formaldehido al 10%. Preservacién de pulmones en
¢ nitrégeno liquido.
Inclusion en parafina para corte i
histolégico. Cuenta de unidades formadoras de
¢ coloniasen pulmén.
Tincion H&E, PAS, Grocott. ¢
‘L Cineticamicrobiana.
Analisis histopatologico.
Microscopia electronica.

Figura 3.- Diagrama general de trabajo.
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6.1 Material y métodos.

6.1.1 Inoculo.
6.1.1.1 Recuperacion de la cepa
Se trabajé con una cepa de referencia de Coccidioides posadasii donada por la Dra. Gloria
Gonzalez Gonzélez del Departamento de Microbiologia Médica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (90UANL), aislada en un area endémica de México. Se
recuperd en tubos con Sabouraud dextrosa agar (SDA) incubadas a 28° C porl5 dias.

6.1.1.2 Obtencion de indculo.
Se agreg6 solucién salina estéril isotonica (SS) a un cultivo de 15 dias de C. posadasii (evitando
crear aerosoles). Los artroconidios se desprendieron por movimiento suaves. Se tomd el
sobrenadante y se centrifugd para obtener un boton, el cual fue lavado 5 veces con SS.
Posteriormente, los artroconidios fueron resuspendidos en 1mL de SS para realizar una cuenta en

camara de Neubauer con azul de algodon.

Se realizaron diluciones para obtener in6culos con intervalos aproximados de 30, 60 y 120

artoconidios por cada 20 pL de SS.

Las diluciones, incluyendo el primer tubo, se mantuvieron en refrigeracion a 4°C hasta el dia de la

inoculacion.

Los inéculos fueron verificados por en cultivo en placa con SDA por duplicado de 20uL de cada

dosis.

6.1.1.3 Inoculacion.
Se inocularon tres grupos de quince ratones BABL/c macho de 6-8 semanas de edad y con 20 g de
peso con los indculos de: 30 artroconidios/20uL, 60 artroconidios/20uL y 120 artroconidios/20uL
en SS. Cada ratdn se anestesio con 100uL de Sevorane® en una cdmara de 20x15x15cm. Un solo
indculo de 20uL se repartio en ambos orificios nasales usando material estéril, en campana de
bioseguridad N3. Se esperd a que cada raton aspirara el inoculo y se recuperara de la anestesia. Se
repartieron en cajas con un maximo de 10 ratones cada una. Todos los ratones contaron con agua

y comida abundante, con cambio periddico de camay fotoperiodos estandar (12 por 12).
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6.1.2 Sacrificio.
Se realizo el sacrificio de tres animales por grupo los dias 3, 7, 14, 28 y 60 después de la
inoculacion. Cada raton se anestesié con éter-etilico, se inmoviliz6 y se sangré en blanco. Se
expusieron las visceras y se extrajeron en el siguiente orden: higado, bazo, rifién izquierdo, rifion

derecho, tubo digestivo y cerebro.

Los pulmones se dividieron a la mitad y se congelaron con nitrégeno liquido en criotubos estériles
para la cuenta de unidades formadoras de colonias. La otra mitad junto con los demas 6rganos

fueron preservados en formaldehido al 10% para la realizacion de cortes histolégicos.

6.1.3 Cuenta de unidades formadoras de colonias en pulmén.
Las muestras congeladas se llevaron a temperatura ambiente y a cada uno se les agreg6 regulador
de fosfatos (estéril) hasta obtener un volumen de 0.5mL. Posteriormente fueron homogenizadas y
se llevd a un volumen final de 1mL con el regulador de fosfatos. Se realizaron diluciones
decimales con regulador de fosfatos en microplacas estériles de 96 pozos y se sembraron 20uL en
placas Petri con medio Mycobiotic. Se incubaron a 37°C con 5% de CO, y se contaron las

colonias después de cuatro dias.

6.1.4 Histologia.
Los 6rganos fijados con formaldehido al 10% se deshidrataron con diferentes grados de alcohol y
xilol. Se incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 3 a 5 micras de grosor. Los cortes se
montaron en portaobjetos para su tincién con las técnicas de hematoxilina y eosina (H&E), acido
periddico de Schiff (PAS) y Grocott (TG).

6.1.4.1 Analisis histopatologico.
Cada laminilla fue observada y evaluada de forma cualitativa respecto al dafio histopatologico. Se

realizd la morfometria de pulmones y la microscopia electrénica de las laminillas de interés .
6.1.4.2 Morfometria de pulmon.

Los cortes de pulmén fueron examinados con el analizador de iméagenes IM1000® adaptado a un

microscopio Optico Leica. Se midié el dafio histopatoldgico con respecto al area total de tejido.
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6.1.4.3 Microscopia electronica.
Después de observar los cortes histologicos, se seleccionaron aquellos con caracteristicas de
interés y se tomaron muestras en los bloques de parafina de los cuales provienen. Se
desparafinaron con calor y solventes organicos. Posteriormente, se incluyeron en resina. Se
realizaron cortes finos de 90 a 100 nm, se montaron en rejillas de cobre y se contrastaron con una

solucion saturada de acetato de uranilo y citrato de plomo de Ronald para su analisis al

microscopio electronico.
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7. RESULTADOS.

Se recuperd la cepa de referencia 90 UANL de C. posadasii en tubos de SDA. El crecimiento fue
lento. Se hicieron cultivos en placas Petri para observar su morfologia, la cual fue tipica, es decir,
las colonias que produce son blancas grisaceas por el anverso, algodonosas que se volvieron
pulverulentas por la produccion de artroconidios, umbilicadas con pliegues radiales y reverso
color crema. Microscopicamente presentd micelio septado con produccion de artroconidios tipicos
en forma de barril y células disyuntivas. Los artroconidios se desarrollaron a partir del dia siete de

crecimiento.

Los artroconidios fueron obtenidos y contados segun la metodologia descrita. Se realizaron
diluciones para obtener los in6culos de 30, 60 y 120 artoconidios. Estos fueron verificados por en
cultivo en placa con SDA. Las diluciones, incluyendo el primer tubo, se mantuvieron en

refrigeracion a 4°C hasta el dia de la inoculacion.

7.1 Modelo con in6culo de 120 artroconidios.

El grupo de ratones cuya inoculacién fue de 120 artroconidios de la cepa 90UANL de

C. posadasii, mostro los siguientes hallazgos histopatol6gicos.

7.1.1 Pulmon.

En el parénquima pulmonar se observd una respuesta inflamatoria a expensas de células
mononucleares en el sacrificio del dia 3, en el sacrificio del dia 7 ademas se presenté hemorragia
y congestion vascular. El dia 14 se visualizé la progresion de las lesiones con la produccion de
abscesos con necrosis e inflamacién por células mixtas y destruccion tisular con vasculitis, edema
y fibrosis. Dentro de estas lesiones se encontraron esférulas de C. posadasii en diferentes estadios
de maduracion. En el sacrificio del dia 28 las lesiones unicamente son hemorragia, inflamacion y
vasculitis, mientras que el dia 60 el tejido pulmonar contiene hemorragia, congestion e

inflamacion leve (figura 4).
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Figura 4.- Hallazgos histopatolégicos en pulmén con el indculo de 120 artroconidios. a) Dia 3,
inflamacién; b) Dia 7, hemorragia e inflamacién; c) Dia 14, absceso, esférulas en diferentes
estadios de maduracion (flecha), fibrosis; d) Dia 28, inflamacién, hemorragia moderada y
congestidn; e) Dia 60, congestién vascular e inflamacién leve. (H&E x400).
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7.1.1.1 Morfometria de pulmén.

De acuerdo a la metodologia, se midieron las lesiones histopatoldgicas por area de tejido
pulmonar en cada laminilla analizada. Se observo que al emplear la dosis de 120 artroconidios, el

porcentaje de inflamacién al dia 3 del experimento fue de 0.51%, en el dia 7 la hemorragia se

presentd en el 28.78% del tejido. EI mayor porcentaje de inflamacion (55.19%), hemorragia
(41.35%), edema (83.5%) y absceso (24.18%) en pulmon, se presenté el dia 14. En el dia 28 se

present6 una inflamacion del 10% y absceso en el 0.22 % del parénquima pulmonar y eln el dia

60, el 0.14% del tejido.(figura 5).
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Figura 5.- Morfometria de pulmdn con el inéculo de 120 artroconidios. Los resultados de las lesiones
histopatolégicas se presentan en porcentajes. Se observa que el mayor de ellos se presenta

el dia 14 posterior a la inoculacién.
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7.1.1.2 Cultivo y cuenta de unidades formadoras de colonias.

La infeccion pulmonar se comprobé por medio del cultivo micolégico como anteriormente se ha
descrito y se construyo la cinética microbiol6gica que se describe en la figura 6. Para el in6culo de
120 artroconidios Unicamente fueron detectables 106.66 UFC/pulmon en el dia 14 (figura 6).
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Figura 6.- Cuenta de unidades formadoras de colonias en pulmén con el inéculo de 120
artroconidios. Los resultados se muestran en unidades formadoras de colonias por pulmoén.
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7.1.2 Higado.

En el parénquima hepaético, al dia 3 de posinfeccion, se observd hemorragia y necrosis
centrolobulillar, mientras que al dia 7 solamente se encontrd congestion vascular. El dia 14
ademas de congestién vascular, se observaron abscesos. En el dia 28, es posible observar necrosis

en los abscesos y al dia 60 se observa congestion e inflamacion leve (figura 7).

Figura 7.- Hallazgos histopatolégicos en higado con el in6culo de 120 artroconidios. a) Dia 3 y b) Dia
7, Tejido sin lesion; c) Dia 14, necrosis centrolobulillar; d) Dia 28, inflamacién y congestion;
e) Dia 60, congestion. (H&E x400).
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7.1.3 Bazo.

Durante el desarrollo del experimento, fue posible observar la progresion de la hiperplasia de la
pulpa blanca en bazo con la presencia franca de centros germinales en los foliculos linfoides, lo
cual se demuestra en las microfotografias de la figura 8. El dia 28 se observd ademas

esplenomegalia en uno de los tres animales sacrificados (figura 8a).

Figura 8.- Hallazgos histopatoldgicos en bazo con el indculo de 120 artroconidios. a) Esplenomegalia
en el dia 28. b) Dia 3, ¢) Dia 7 y d) Dia 14, hiperplasia de centros germinales; e) Dia 28 y f)
Dia 60, hiperplasia marcada de centros germinales. (H&E x100).
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7.1.4 Corazon.
Durante los dias 3 y 7 del experimento, fue posible observar congestion en el tejido cardiaco, y el
dia 14 se presento pericarditis con células mononucleares (figura 9a).

7.1.5 Rifiones.
Durante el desarrollo del experimento, se observo inflamacion leve por células mononucleares en
la pelvis renal de todos los animales (figura 9b). El dia 14, ademas de esta lesion, se observd

congestion vascular.

7.1.6.1 Tubo digestivo.
A pesar de que se muestred el estomago, el intestino delgado y el intestino grueso, no se

observaron lesiones en ninguno de ellos.

Figura 9.- Hallazgos histopatolégicos en corazoén y rifién con el inéculo de 120 artroconidios de
indculo. a) Pericarditis H&E x100; b) Inflamacién de pelvis renal H&E x400.
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7.1.7 Cerebro.
Durante el desarrollo del experimento, los cortes de cerebro no mostraron lesiones

histopatoldgicas ni presencia de esférulas u otras formas fungicas (figura 10). Cabe mencionar que

durante la autopsia, no se observaron lesiones macroscopicas.

Figura 10.- Hallazgos histopatologicos en cerebro con el in6culo de 120 artroconidios. a-e) Dias 3, 7,
14, 28 y 60 respectivamente, el tejido no muestra lesiones. (H&E x400).
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7.2 Modelo con inoculo de 60 artroconidios.

En los ratones que fueron inoculados con 60 artroconidios de la cepa 9OUANL de Coccidioides
posadasii, se encontraron los siguientes hallazgos histopatol6gicos.

7.2.1 Pulmon.

El tejido pulmonar presentd hemorragia al dia 3 después de la inoculacion, la cual se encontro
disminuida al dia 7. En el dia 14 solo se observé congestion del parénquima pulmonar y en el dia 28
se presentd inflamacion abundante con células mixtas, fibrosis, células epitelioides y células gigantes,
en este dia fue posible observar esférulas en diferente estadio de maduracion, algunas de ellas
fagocitadas por células gigantes como lo demuestra la microfotografia de la figura 11d. En el dia 60
se observa que la inflamacion ha disminuido, ademas se observa también la presencia de edema y

congestion. Esta descripcion, se puede notar en la figura 11.
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Figura 11.- Hallazgos histopatoldgicos en pulmén con el indculo de 60 artroconidios. a) Dia 3,
hemorragia extensa; b) Dia 7, hemorragia e inflamacidn leves; c) Dia 14, congestion; d) Dia
28, inflamacion, fibrosis y células gigantes; e)Dia 60, edema e inflamacién moderada con
congestién. (H&E x400).
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7.2.1.1 Morfometria de pulmén.

Después de realizar la morfometria de pulmon, se observé que con el indculo de 60 artroconidios,
se presenta un 0.10% de inflamacion y 65.35% de hemorragia. ElI dia 7 mostré 0.05% de
inflamacién. El dia 14 no se detectaron lesiones. EI mayor porcentaje de inflamacién (90.51%),
edema (13.17%) y absceso en pulmon (9.66%), se presentaron preferentemente durante el dia 28,

mientras que el dia 60 se presentd 77. 32% de inflamacion en el parénquima pulmonar (figura
12).
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Figura 12.- Morfometria de pulmén con el inéculo de 60 artroconidios. La mayor parte de las
lesiones evaluadas, se presentan el dia 28. La hemorragia (rojo) ademas se presenta el dia
3. La inflamacién (azul) se presenta también el 60.
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7.2.1.2 Cultivo y cuenta de unidades formadoras de colonias.

La infeccién pulmonar con el inéculo de 60 artroconidios, se comprobd por medio del cultivo
segun la metodologia previamente descrita y se construyd la cinética microbiolégica que se
muestra en la figura 13. En ella se puede observar que el microorganismo unicamente se detecto

el dia 28 con 61 UFC por pulmon.
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Figura 13.- Cuenta de unidades formadoras de colonias en pulmén con el inéculo de 60
artroconidios. Los resultados se muestran en unidades formadoras de colonias por pulmén.
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7.2.2 Higado.

Durante el andlisis del dia 3, se observo necrosis centrolobulillar y congestion vascular en uno de los
ratones mientras que el higado de los demas ratones no mostré lesion alguna. En el dia 7 del
experimento, la congestion vascular fue general y en el dia 14 se encontré ademas esteatosis de gota
fina, y dilatacidon sinusoidal. En el dia 28 fue posible observar esférulas con endosporas rodeadas por
inflamacién con produccion de abscesos con necrosis y congestion del tejido. En el dia 60 el tejido

solamente presentd inflamacion leve (ver figura 14).

Figura 14.- Hallazgos histopatolégicos en higado con el indculo de 60 artroconidios. a y b)Dias 3y 7
respectivamente, tejido sin lesiones; c) Dia 14, esteatosis de gota fina; d) Dia 28,
inflamacién, absceso con necrosis y congestion; e) Dia 60, tejido sin lesiones. (H&E x400).
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7.2.3 Bazo.
Al igual que con el modelo anterior, es posible ver la progresion de la hiperplasia de pulpa roja y

foliculos linfoides con centro germinativo; sin embargo este es evidente el dia 7 (figura 15). El dia 28
de la infeccion fue evidente la esplenomegalia en uno de los tres animales sacrificados (figura 15a).

Figura 15.- Hallazgos histopatoldgicos en bazo con el indculo de 60 artroconidios. a) Esplenomegalia
en el dia 28. b) Dia 3, tejido normal; c y d) Dias 7 y 14 respectivamente, hiperplasia leve de
los centros germinales; e y f) Dia 28 y 60 respectivamente, hiperplasia marcada de los
centros germinales. (H&E x100).
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7.2.4 Rifones.
Se observo inflamacion leve por mononucleares de pelvis renal durante el desarrollo del experimento

con congestion vascular el dia 14.

7.2.5. Corazon, tubo digestivo 'y cerebro.
El corazon y tubo digestivo no presentaron signo alguno de lesion en ningun dia del experimento. De
igual forma, el cerebro no presentd lesién como lo muestra la figura 16.

Figura 16.- Hallazgos histopatolégicos en cerebro con el indculo de 60 artroconidios. a-e) Dias 3, 7,
14, 28 y 60 respectivamente, tejido normal. (H&E x400).
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7.3 Modelo con in6culo de 30 artroconidios.

El grupo de ratones que fueron inoculados con 30 artroconidios de la cepa 90 UANL de

Coccidioides posadasii, presentaron los siguientes hallazgos histopatologicos.

7.3.1 Pulmon.

Las lesiones pulmonares muestran hemorragia, edema e inflamacién por células mononucleares,
mientras que en el dia 7 y 14, se observo inflamacién por células mononucleares y congestion
vascular. En el dia 28 la inflamacién predomina con fibrosis y esférulas de C. posadasii en
diferentes estadios de maduracion. Al dia 60 del experimento, se present6 inflamacion moderada.
Estos hallazgos pueden observarse en la figura 17.
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Figura 17.- Hallazgos histopatoldgicos en pulmén con el indculo de 30 artroconidios. a) Dia 3,
hemorragia, edema e inflamacién por mononucleares; b) Dia 7, congestion e inflamacion
leve; c) Dia 14, congestion e inflamacién moderada con edema leve; d) Dia 28, inflamacién y
fibrosis con esférulas en diferentes estadios de maduraciéon; e) Dia 60, inflamacién
moderada. (H&E x400).
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7.3.1.1 Morfometria de pulmén.

Tras la inoculacién de 30 artroconidios se observé que en el dia 3 la inflamacion se encuentra en
el 0.20% del parénquima pulmonar, la hemorragia en el 98.54% y el edema en el 77.83%,
mientras que en el dia 14 hay 40.66% de inflamacion y en el dia 28 existe 75.8% de inflamacién,
15.19% de edema y 7.5% de tejido con abscesos. En el dia 7 y 60 no se detectaron las lesiones
evaluadas (figura 18).
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Figura 18.- Morfometria de pulmoén. Indculo de 30 artroconidios. Los datos se muestran en

porcentajes, como se puede observar, las lesiones histopatolégicas se presentan de manera
heterogénea..
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7.3.1.2 Cultivo y cuenta de unidades formadoras de colonias.

La infeccion pulmonar se comprobo por medio del cultivo micoldgico y se construyd la cinética
microbioldgica que se presenta en la figura 19. Las cuentas fueron de 0.33 y 0.15 UFC por
pulmoén en los dias 7 y 28 respectivamente (esto es al menos una colonia en uno de los

especimenes). En los demas dias, el hongo no fue detectado.
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Figura.19.- Cuenta de unidades formadoras de colonias en pulmén con el in6culo de 30
artroconidios. Los resultados se muestran en UFC por pulmén.
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7.3.1.3 Microscopia electrdnica de formas parasitarias en pulmon.

Para realizar la microscopia electronica de transmision, fueron tomadas muestras del bloque de
pulmon del dia 28 con indculo de 30 artroconidios (flechas de la figura 17d). Las micrografias se
muestran en la figura 20. Cabe mencionar que no es posible observar los organelos de las
endosporas, probablemente debido a defectos en la fijacion de las muestras; sin embargo, es
posible observar que la pared celular de las endosporas es muy gruesa y electron-densa. No se
observa la membrana celular. En las esférulas, se observa también una pared celular gruesa,

misma que se puede observar inclusive a 400 aumentos en la figura 17d.

Figura 20.- Micrografias de formas parasitarias de C. posadasii en pulmén. ay b) endosporas
10000x y 12500x respectivamente. ¢ y d) pared celular de esférulas inmaduras
25000x.
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7.3.2 Higado.
Durante el analisis histopatolégico, se observaron inflamacién a expensas de células

mononucleares y microabscesos en el dia 3 del experimento, el dia 7 y 14 se observo congestion
vascular. En el dia 28 se observaron solamente microabscesos y en el dia 60 se observo que el

tejido no presentaba lesiones (figura 21).

Figura 21.- Hallazgos histopatoldgicos en higado con el in6culo de 30 artroconidios. a) Dia 3,
inflamacién por mononucleares y microabscesos; b y c) Dias 7 y 14, tejido sin lesion; d) Dia
28, inflamacion y microabscesos; €) Dia 60, tejido sin lesidn. (H&E x400).
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7.3.3 Bazo.
Con el in6culo de 30 artroconidios de C. posadasii, se observa la progresion de la hiperplasia de

la pulpa roja y foliculos linfoides con centro germinal desde el dia 3 del experimento (figura 22).

Figura 22.- Hallazgos histopatolégicos en bazo con el inéculo de 30 artroconidios. a-e) Dia 3, 7, 14, 28
y 60 respectivamente, hiperplasia ascendente de centros germinales y foliculos linfoides
con centros germinales. (H&E x100).
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7.3.4 Corazbn y rifiones.
El tejido cardiaco mostr6 Unicamente congestion a lo largo del experimento. Los rifiones

mostraron inflamacion de la pelvis renal durante el desarrollo del trabajo.

7.3.5 Tubo digestivo y cerebro.
El estobmago, intestino delgado e intestino grueso, no mostraron dafio alguno. El tejido cerebral

tampoco mostro signos de lesion durante el desarrollo del experimento (figura 23).

' a b

Figura 23.- Hallazgos histopatoldgicos en cerebro con el inculo de 30 artroconidios. a-e) Dias 3, 7,
14, 28 y 60 respectivamente, tejido normal. (H&E x400).
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7.4 Sobrevivencia de los animales de experimentacion.

Durante el desarrollo del trabajo, se contaron el nimero de animales que murieron antes de ser
sacrificados para construir la curva de sobrevivencia. EI nimero de muertes con el indculo de 120
artroconidios fue de 2 de 15 animales (13.33%) entre el dia 28 y 60. EI niUmero de muertes con el
indculo de 60 artroconidios fue de 1 de 15 animales entre el dia 14 y 28, y 1 de 15 animales entre
el dia 28 y 60 (Total 13.33%).

Para el in6culo de 30 artroconidios, no hubo muertes (figura 24).
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Figura 24.- Supervivencia de los animales de experimentacién. Los resultados se muestran en
numero de ratones por dia posinfeccion. Azul, in6culo de 120 artroconidios. Rojo, indculo
de 60 artroconidios. Verde, in6culo de 30 artroconidios. El total de muertes fue de dos para
el inéculo de 120 artroconidios; dos para el inéculo de 60 artroconidios; ninguno para el
inoculo de 30 artroconidios.
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8. DISCUSION.

Como anteriormente se habia mencionado, la coccidioidomicosis es la micosis endémica de
origen respiratorio méas frecuente y grave. Es ocasionada los hongos dimorficos Coccidioides
immitis y C. posadasii. Esta enfermedad se encuentra confinada Gnicamente al continente
americano y los reportes en otros paises se deben a personas que visitaron las zonas endémicas

americanas.t*

Se sabe que una de las areas endémicas de mayor importancia es la zona sur de E.U.A que se
extiende al norte de México. Se ha calculado que cada afio, ocurren mas de 100,000 infecciones
de coccidioidomicosis en Estados Unidos y en afios recientes, la incidencia se ha incrementado. %
22 En México, se desconoce las cifras epidemioldgicas de esta enfermedad, en su mayoria debido a
la falta de una norma que exija el reporte inmediato de casos diagnosticados, inclusive, se cuenta
con pocos trabajos comunitarios que apoyen el estudio de esta enfermedad; Sin embargo, se sabe
que el agente etioldgico de la coccidioidomicosis mas comunmente aislado es Coccidioides

posadasii. *°*

La coccidioidomicosis tiene varias presentaciones clinicas, la mas frecuente es la pulmonar en la
cual el 60% de las personas que la padecen son asintomaticas, y el 40% restante pueden referir
fatiga, tos, dolor de pecho, disnea y, ocasionalmente, hemoptisis. ** >* Debido a que los sintomas
son poco especificos, suele ser confundida con otras enfermedades, entre ellas la tuberculosis,
pues ademas de compartir sintomas respiratorios, comparten las areas endémicas.® Debido a
esto, la enfermedad fingica es comdnmente subdiagnosticada™ y por lo tanto mal tratada. En el
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, se han encontrado casos (no reportados) en los
gue pacientes con sintomas respiratorios, son diagnosticados con tuberculosis y a pesar de recibir
tratamiento (para tuberculosis) producen signos meningeos y mueren en poco tiempo. En estas
personas, después de la autopsia, se reveld que la verdadera enfermedad que padecian era
coccidioidomicosis. Generalmente, la enfermedad deberia autolimitarse, pero en algunos casos, y
sobre todo posiblemente con la presencia de factores de riesgo o en este caso probablemente
debido a la administracion de corticoesteroides, puede diseminarse al organismo causando la

muerte del individuo.***?

Las formas més graves de la enfermedad, son aquellas extrapulmonares como la meningitis 2* y se

reconoce que aspectos como la patogénesis, respuesta del huésped, inmunidad humoral y celular,
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virulencia entre cepas, mecanismo de patogenicidad y otros, aun no han sido bien estudiados por
la falta de un modelo adecuado.® En la actualidad, el modelo experimental ofrece una alternativa
para el estudio de la respuesta del hospedero, la patogenia, la efectividad de vacunas y
antifungicos. Un modelo que logre reproducir el dafio que experimentan los humanos durante la
infeccion con Coccidioides sp., es un punto de partida para estudiar los aspectos antes

mencionados con el fin de hacer frente a esta enfermedad.

En la literatura se encuentran algunos modelos que son capaces de desarrollar la enfermedad
sistémica diseminada, la extrapulmonar y la meningea, en estos la inoculacion es intravenosa,
intraperitoneal, intratecal e intracraneal respectivamente.®® *> * Sin embargo este tipo de
inoculacion es invasiva (no natural) y por si sola genera un dafio.>” La técnica de inoculacion
propuesta en este trabajo, es la via natural, es decir, la inhalacién de artroconidios por inoculacién

intranasal, 1 > 19 24

Poco se sabe sobre la dosis infectiva en humanos, pero en estudios previos se ha reportado que 10
artroconidios por via intranasal, son suficientes para producir la enfermedad pulmonar en ratones.
Autores como Magee y Cox han empleado dosis de 25 a 35 artroconidios de C. posadasii para
documentar las diferencias en la virulencia de diferentes cepas en ratones BALB/c (datos no
publicados).”® Para producir la enfermedad sistémica, esta reportado que la cantidad necesaria es
de 50 artroconidios de C. immitis por via intravenosa (una via no natural que por si misma genera
un dafio) y 50 artroconidios de C. posadasii cepa Silveria por via intranasal en ratones hembra
C57BL/6, DBA/2n, y Swiss-Webster; para ratones macho Beige y Nude se reportan hasta 200
artroconidios por via intranasal.”® *® Estos dos Gltimos estudios tienen la desventaja de manejar
ratones hembras con variaciones hormonales y ratones no singénicos susceptibles con variaciones

genéticas respectivamente. Un mejor modelo deberia eliminar estas dos variantes.

Se ha reportado que los ratones BABL/c son susceptibles a la coccidioidomicosis y sobre todo los

machos son mas propensos debido a la produccién de testosterona; ° ©

sin embargo, sus
caracteristicas hacen que sean propuestos como huéspedes modelo, pues debido a que pertenecen
a cepas singénicas de reproduccion consanguinea (inbred), se disminuyen al minimo las
variaciones geneticas entre los animales empleados y por lo tanto las diferencias entre su
respuesta al reto impuesto. A pesar de que el raton macho es mas susceptible a la enfermedad, de
esta forma se controla la variacion hormonal pues se eliminan los ciclos estrogénicos que tienen

lugar en las hembras, lo que disminuye la variacion en la respuesta inmune. También se ha
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reportado que no hay diferencias cualitativas entre la histopatologia de ratones con reproduccion
consanguinea resistentes y susceptibles, ® por lo cual es indiferente utilizarlos; no obstante, por
razones de bioseguridad, es mas conveniente emplear ratones susceptibles para manejar dosis

bajas de artroconidios.

Por todo lo anteriormente descrito, en el presente trabajo, se probaron las dosis de 30, 60 y 120
artroconidios para infectar ratones macho BALB/c. La cepa flngica elegida es un aislamiento
clinico mexicano de Coccidioides posadasii donada por la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
con morfologia tipica al que denominamos 90UANL, esta cepa fue identificada por métodos de

biologia molecular. ©

Todos los grupos de ratones inoculados con las diferentes dosis de artroconidios mostraron una
infeccion pulmonar y lesiones extrapulmonares; sin embargo, las formas parasitarias solo fueron
observadas en pulmén e higado. La respuesta inflamatoria temprana fue a expensas de células
mononucleares principalmente, lo cual contrasta con publicaciones previas, en las cuales los
neutréfilos fueron las células que predominaron. *° En el caso de los grupos de ratones inoculados
con 120 y 60 artroconidios, se observo la presencia células epitelioides binucleadas en pulmoén
después del dia catorce, signo de inflamacion crénica, lo cual refiere qué el sistema inmune
necesita de otra estrategia para deshacerse de la infeccion, pues los macr6fagos no son suficientes.
Este tipo de inflamacién est4 referida en el caso de coccidioidomicosis pulmonar. ® En humanos,
los pulmones presentan una reaccion granulomatosa alrededor de las formas parasitarias
(esférulas) y se caracteriza por la presencia de histiocitos y células gigantes tipo cuerpo extrafio
con linfocitos, células plasmaticas, monocitos, células epitelioides y después fibrosis,
caseificacion y calcificacion.'” El modelo desarrollado, muestra precisamente este patron, aungue no

se logro observer calcificacion.

Aunado a esto, los datos muestran que los signos en bazo son progresivos, la hiperplasia de pulpa
blanca, la presencia de centros germinales y la esplenomegalia estan relacionadas con las
infecciones activas que tienden a la produccién de linfocitos B con produccion células plasmaticas

y anticuerpos.

El grupo de ratones inoculados con 120 artroconidios, ademas mostré lesiones poco comunes
como la congestién cardiaca y la pericarditis, esta Gltima se ha reportado en pacientes

mexicanos;*? por otro lado, entre las especificaciones de la cepa de ratén empleada, se tiene que
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los ratones BALB/c muestran alta incidencia en defectos cardiacos y calcificacion cardiaca.® Otro
hallazgo, fue el de inflamacion de pelvis renal a lo largo del experimento, esto podria ser signo de

infeccion, la cual se encuentra reportada como infeccién genitourinaria en la literatura. ®

Algo que llama la atencion, es que en ninguna de las dosis probadas, se observaron lesiones o
infeccion en el cerebro. Algo que podria explicar esto es que la barrera hematoencefalica esta
intacta y no permite que ocurra la diseminacién a este tejido. Otra hipotesis es que aunque el
estimulo (patdgeno) se encuentra presente, el tiempo méaximo de sacrificio (60 dias) es poco para
observar la infeccidn del cerebro. Por Gltimo queda que probablemente el patégeno no tenga

tropismo a cerebro y realmente lo esta evadiendo.

En cuanto a la cronicidad de la enfermedad desarrollada en los animales, el modelo con 120
artroconidios mostré6 que era menor en comparacién con el de 60 artroconidios. En los tres
modelos, las lesiones coinciden con las cuentas mas altas de UFC, esto da evidencia de que la
respuesta del hospedero, esta en funcion del inéculo y de la carga micoldgica en el drgano.
Probablemente el modelo con 120 artroconidios, podria ser empleado cuando se necesita analizar
la respuesta a una enfermedad aguda, mientras que el de 60 artroconidios podria emplearse para

estudiar la respuesta a una enfermedad crénica.

En el caso del modelo con inoculacion de 30 artroconidios, probablemente el sistema inmune de
los animales de experimentacion esta logrando contener la infeccion desde el principio del
experimento, pues las cuentas micoldgicas no llegan ni a dos UFC por pulmon en ninguno de los
animales. Los cambios histopatol6gicos son heterogéneos y no se observo esplenomegalia, pero si
hay progresion de la hiperplasia de la pulpa blanca y presencia de centros germinales en los
foliculos linfoides del bazo, esto hace suponer que 30 artroconidios son suficientes para estimular

al bazo para la produccion de linfocitos B y que se trata de una infeccion activa.

En ningun modelo, se observaron formas filamentosas o diferentes a las endosporas o esférulas en
diferentes estadios de maduracién. Los reportes realizados por investigadores mexicanos indican
gue se han observado en cavitaciones y en productos bioldgicos de pacientes con algun factor de

inmunosupresion. %4

En cuanto a la microscopia electrénica de transmisién, no es posible ver los organelos ni la

compartimentacion del citoplasma en los diferentes estadios de las formas parasitarias que ha sido
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previamente descrita, °® probablemente debido a una mala técnica de fijacion, pues el tejido fue
extraido de bloques de parafina con una metodologia que sigue ciclos de calor y exposicion a

solventes, mismos que podrian dafarlo al punto de borrar los detalles de su ultraestructura.

Durante el experimento, solo hubo dos pérdidas de animales (13.33%) en el modelo con el
indculo de 120 artroconidios antes del dia 60. En el modelo con 60 artroconidios también hubo
dos muertes, una antes del dia 28 y otra entre el dia 28 y 60 (13.33%). Esto llama la atencion, pues
en otros modelos como el de Magee y Cox, la mayoria de los animales (>50% ratones BALB/c)
murieron al dia 14 después de ser inoculados por via intratraqueal e intranasal con dosis de 19 a
35 artroconidios de diversos aislamientos de C. posadasii (datos no publicados), *®esto nos lleva a

pensar en diferencias en la virulencia entre los aislamientos de C. posadasii.

Recapitulando, el modelo propuesto para la coccidioidomicosis sistémica, posee las ventajas de
manejar una cepa mexicana de C. posadasii y ratones macho BALB/c, que son susceptibles y que
desarrollan la enfermedad sistémica con dosis bajas de artroconidios (120, 60 y 30 artroconidios).
Debido al género y la composicion genética de la cepa de raton empleada, las variaciones en la
respuesta entre cada individuo, es reducida al minimo. La enfermedad desarrollada con 120 y 60
artroconidios es sistémica y muestra signos de inflamacion crénica a los dias 14 y 28 después de
la infeccion respectivamente, con una duracion aguda y cronica también respectivamente. La

sobrevivencia en el modelo con ambos indculos es alta.

Cabe mencionar que es importante reproducir el experimento en hembras de la cepa BALB/c,
pues de esta manera se podrian comparar los resultados y observar si las diferencias son
significativas. En experimentos futuros, el tiempo del experimento se podria prolongar para
observar si efectivamente el patdgeno es eliminado o si existe latencia y reactivacién de la misma.
También como perspectiva, seria posible inducir un estado de inmunosupresion o de enfermedad
diabética, lo cual aportaria informacion valiosa. Consideramos que ademas seria atractivo realizar
pruebas inmunohistoquimicas para la obtencion del patron de interleucinas de los modelos, asi

como la caracterizacién bioguimica.

Reiteramos que el modelo murino propuesto, es uno de los primeros pasos en el estudio de la
coccidioidomicosis sistémica y es importante que se le dé seguimiento, pues de esto depende la
mejor atencion y tratamiento a las personas que padecen o pueden llegar a padecer esta
enfermedad.
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9. CONCLUSIONES.

10.

e Los grupos de ratones macho BALB/c inoculados con 120 y 60 artroconidios muestran
una enfermedad sistémica con inflamacion cronica y baja mortalidad.

e EIl grupo de ratones inoculados con 120 artroconidios puede reproducir las lesiones
reportadas en humanos.

e Los grupos de ratones inoculados con 120 y 60 artroconidios podrian emplearse para
emular la enfermedad sistémica aguda y cronica respectivamente.

e El grupo de ratones inoculados con 30 artroconidios muestra una respuesta heterogénea en

los animales de experimentacion.

PERSPECTIVAS.

e Aumentar el nimero de ratones en el estudio.
e Obtencion del perfil de interleucinas en el modelo desarrollado.
e Caracterizacion bioquimica del modelo.

e Desarrollar del modelo en ratones inmunosuprimidos y/o con diabetes.
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11. PRODUCTOS.

Diploma.

Constancia.

Constancia.

Constancia.

Constancia.

Constancia.

Durante el periodo del 09 de Junio al 04 de Julio del 2008 se curso el VII Diplomado
Tedrico Practico en Micologia Médica “Dr. Amado Gonzilez Mendoza”
organizado por el Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Medicina de la UNAM, con una duracion de 200 horas de las cuales128.5 fueron horas
tedricas y 71.5 fueron horas préacticas. Fue aprobado obteniendo un Diploma con valor
de 20 creditos.

Participacion como COORDINADORA del curso monogréfico “Introduccion a la
Patologia Infecciosa y Tropical” en el marco del Verano de la Investigacion
Cientifica 2008, de la Academia Mexicana de Ciencias y el programa Delfin. Del 3 de
Julio al 4 de Agosto de 2008, en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“Manuel Velasco Suarez”. México D.F.

Participacion como PONENTE del curso monogréfico “Introducciéon a la Patologia
Infecciosa y Tropical” en el marco del Verano de la Investigacion Cientifica 2008, de
la Academia Mexicana de Ciencias y el programa Delfin. Del 3de Julio al 4 de Agosto
de 2008 en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez”. México D.F.

Participacion como PONENTE en la modalidad de cartel del trabajo titulado
“Prediccion de la estructura secundaria y terciaria de la ureasa de Coccidioides
posadasii por homologia con la ureasa de Bacillus pasteuri” (81472), en las VII
Jornadas de Biomedicina y Biotecnologia Molecular “Dr. Guillermo Carvajal
Sandoval” del 24 al 27 de Marzo de 2009, en la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas del IPN, México D.F.

Participacion como COORDINADORA del curso monogréfico “La investigacion en
medicina” en el marco del Verano de la Investigacién Cientifica 2009, de la Academia
Mexicana de Ciencias y el programa Delfin. Del 6 de Julio al 14 de Agosto de 2009, en
el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”. México
D.F.

Participacion como PONENTE del curso monografico “La investigacién en
medicina” en el marco del Verano de la Investigacién Cientifica 2009, de la Academia
Mexicana de Ciencias y el programa Delfin. Del 6 de Julio al 14 de Agosto de 2009, en
el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”. México
D.F.
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