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INTRODUCCION

1.

RESENA HISTORICA DE LA COCCIDIOIDOMICOSIS

El primer caso de coccidioidomicosis fue estudiado y re-
portado por Posadas y Wernicke en una serie de trabajos publi
cados entre 1892 y 1898. (1)

El paciente era un soldado proveniente del norte de Argen
tina que fue llevado al hospital San Martin de Buenos Aires 4
anos después de comenzada la enfermedad. Este paciente vivid
3 anos m&s, con severas lesiones en piel y diseminacién gene-
ralizada de la enfermedad.

Posadas y Wernicke describieron la enfermedad con gran de
talle, pero su diagnf6stico fue equivocado. Ellos caracterizaron
el microorganismo encontrado en las lesiones como un protozoo.

Contemporéneamente, un trabajador portugués migr6 de las
Azores al "San Joaquin Valley" en California. En el transcurso
de 1 a 2 anos, manifest6 una enfermedad con sintomas y lesiones
en piel similares a las del paciente argentino. Este caso fue
informado por Rixford en 1894, y dos anos después, junto con
Gilchrist, el caso fue descripto en forma mids completa. Estos
investigadores reprodujeron la enfermedad en forma experimental
en perros y conejos, pero sus intentos de cultivos bacteriol6-
gicos mostraban un hongo que ellos descartaban por considerar-

lo contaminante.



Por sugerencia del Dr. Charles W. Siles,el microorganis-
mo que ellos veian en los tejidos de los animales infectados

fue denominado Coccidioides immitis suponiendo siempre que se

trataba de un protozoo.

En 1900, Ophuls y Moffitt estudiaron otro paciente, era
un trabajador portugués proveniente de las Azores, al igual
que el anterior. Estos Gltimos investigadores sostuvieron que
el hongo, primariamente considerado como un contaminante de
los cultivos , era el agente causal de la enfermedad.

Ophuls y Moffitt realizaron el primer informe del ciclo

de vida del Coccidioides immitis. Cinco afos m&s tarde, Ophuls

publicé dos trabajos adicionales describiendo con detalles,las
principales caracteristicas de la coccidioidomicosis y el ciclo
de vida del hongo.

Dado que Ophuls habia tenido oportunidad de seguir el cur-
so de la enfermedad en este Gltimo paciente desde sus origenes,
enfatiz6 la importancia de la infeccién pulmonar inicial con
una subsecuente aparicién de lesiones secundarias en piel y vis
ceras caracteristicas de la enfermedad diseminada.

En el transcurso de los 10 anos siguientes, tanto los ca-
sos presentados como los estudios experimentales, establecieron
la importancia de la coccidioidomicosis en el Sur de California.

Dickson, en 1915, hizo un estudio retrospectivo de la en-

fermedad con una revisién de 40 casos, incluyendo nueve casos



En la misma época, numerosos informes senalaron la impor-
tancia de la via respiratoria como puerta de entrada de la in-
feccibn. La experiencia de Dickson y de otros médicos estable-
cieron que las formas leves o auto-limitadas de la enfermedad
eran prevalentes.

Gifford, al poco tiempo de comenzar a trabajar en Califor-
nia, observé un paciente con neumonia, fiebre, pleuresia y eri
temas nodosos, un sindrome conocido como "San Joaquin Valley-
Fever". Unos pocos meses después observé un caso similar y pu-
do aislar C.immitis del esputo.

Posteriormente, en 1938 Dickson y Gifford publicaron un
importante trabajo enfatizando la importancia de la coccidioi-
domicosis en el Valle de San Joaquin. Estos describieron esta
enfermedad de origen respiratorio, causada por la inhalacién
de esporas de C.immitis, de naturaleza benigna en la mayoria
de los pacientes y que podia llegar a ser severa en algunos
individuos en los que se producia una diseminaci6én del agente
causal.

C.E.Smith realizb6 estudios exhaustivos en puestos milita-
res y tierras del Sur de California correspondientes al 4rea
endémica. Estos estudios brindaron importante informacién sobre

el patrén epidemiolbgico de la coccidiodomicosis. Smith descri



bié con precisibn los tb6picos de importancia referentes a la
enfermedad tales como la duracién del periodo de incubacién
la gran variaci6n en la severidad de los sintomas, y métodos

de control como siembra de gramineas en 4reas trabajadas por

el hombre (2) (3) (4)..

.ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

La coccidioidomicosis es una enfermedad restringida al
Hemisferio Occidental, especificamente entrg los 40°de latitud
Norte y 40° de latitud Sur.

La mayoria de los casos son encontrados en las regiones
semidesérticas de California, Arizona, Texas y en las &reas
contiguas a México. Ademds existen focos endémicos limitados
en América Central y Sud América: Guatemala, Honduras y Nica-
ragua; Venezuela, Colombia, Argentina y Paraguay. En nuestro
pais la zona endémica incluye las provincias de Santiago del
Estero, Sur de Tucumdn, parte de C6rdoba, San Luis, y Catamarca.
(5)

En los Estados Unidos se estima la aparicién de 25.000 a
100.000 casos nuevos cada ano (6) . Siendo tanto California, co
mo Arizona y Texas, tres de las mids importantes dreas de creci

miento demogr&fico de los Estados Unidos, mayor es la posibili

dad de nuevas infecciones.

Las infecciones reportadas fuera de las &reas endémicas,



generalmente se deben a individuos que han viajado a ellas y
comienzan a presentar los sintomas de la enfermedad :al retor-
nar a sus hogares.

Los casos son usualmente esporéddicos, pero en ciertas cir
cunstancias se presentan epidemias, por ejemplo, en arqueblo-
gos expuestos a un &rea comGn de expedicién (7) . La infeccién
es mis frecuente entre aquellas personas que por su ocupacibn,
trabajan el suelo. El nGimero de casos se relaciona ademds con
factores climdticos: es mayor cuando el tiempo es seco y vento
so y disminuye en épocas lluviosas, ya que con el suelo hdGmedo
es menor el riesgo de infeccibén por via &erea.

Los estudios epidemidemiol6gicos en nuestro pais son esca
sos, pero las encuestas realizadas mediante intradermorreaccio
nes entre los anos 1948 y 1978 acusan un indice de infeccidén
en la poblacién infantil que varfa entre el 10,6 y 19,72% (8)

(9) (10) .

1.2.TIPOS CLINICOS DE LA ENFERMEDAD

La severidad de la coccidioidomicosis varfia desde una in-
feccibn inaparente de las vias respiratorias altas hasta una

enfermedad fatal diseminada.

Smith indica que en un 60% de las infecciones no existe

un diagnéstico previo de coccidioidomicosis. En estas personas,



la evidencia de una primo-infeccifn se presenta por la reac-
ci6én de hipersensibilidad retardada luego de la inyeccibn in-
tradérmica de coccidioidina. En el 40% restante, existe una
infeccibén respiratoria diagnosticada retrospectivamente como
coccidioidomicosis, o bien diagnosticada como una infeccién
respiratoria leve de origen viral. Alrededor de un 0,5% de es-
tos casos desarrolla una micosis progresiva severa. Los tipos
clinicos de esta micosis, de acuerdo a la clasificacién de

Smith y Fiese se pueden describir de la siguiente forma:

Coccidioidomicosis pulmonar primaria: La coccidioidomicosis u-

sualmente comienza con una infeccibfn respiratoria en personas
expuestas a la inhalacién de artrosporas, ya sean trabajadures,
residentes o visitantes de la zona endémica. Las personas con
una infeccidén asintomdtica, presentan hipersensibilidad hacia
la coccidioidina, como también posibles cicatrices en el parén-
guima pulmonar y lesiones calcificadas.

En los casos de coccidioidomicosis primaria aguda, se han
caracterizado eritemas nodosos y eritemas multiformes.

El perfodo de incubacibén varia entre 7 y 28 dfas. Se pueden
presentar diversos sintomas. La mayorfia de los pacientes presen-
ta fiebre por perfodos que varfan de pocas horas a meses, siendo
prolongada y recurrente en casos de diseminacién. Es frecuente

la aparicién de pleuresia, con dificultades respiratorias en los



casos mas graves. Puede aparecer tos generalmente no producti-
va, asociada al compromiso pulmonar, ya sea éste grave o modera
do.

En los casos leves, es comin la aparicién de anorexia de
breve duracién y pérdida de peso. Son prominentes los dolores
generalizados, de espalda, artralgias, mialgias, malestar y fa-
tiga, alGn sin un claro compromiso pulmonar. Puede persistir la-
situd por semanas (11) (12). El liguido cefalorraquideo es nor-
mal en una coccidioidomicosis aguda; pero puede presentarse com-
promiso meningeo en los casos diseminados.

En un bajo porcentaje de los casos de coccidioidomicosis
primaria las lesiones dérmicas son importantes. En un 20% de
los casos sintomdticos pueden aparecer eritemas nodosos o multi-

formes. Estos estdn generalmente asociados con un buen prondésti

Cco.

Coccidioidomicosis primaria extrapulmonar: Las lesiones en piel

son extremadamente raras. Cuando el paciente presenta lesiones
en piel, sin infeccibn respiratoria reciente, es muy improbable

que la piel haya sido puerta de entrada.

Coccidioidomicosis residual benigna: La cavitacién pulmonar cré6-

nica es la complicacifén mds importante de la coccidioidomicosis
primaria y ocurre en un 2 a 8% de las infecciones sintomédticas.

Esta cavitacién es generalmente descubierta por accidente en un



examen radiolbégico, asintomftica, y puede persistir por muchos
anos sin diseminacibén, especialmente en individuos caucdsicos.
Aunque aparece asociada generalmente con una importante resis-
tencia a la diseminacién, no responde a la quimioterapia.

En estos casos, es posible encontrar también coccidioido-
mas, los cuales son lesiones residuales benignas de granulomas
cicatrizados. Los coccidioidomas usualmente permanecen estables
y calcificados. Generalmente son asintomdticos, son descubier-

tos por accidente y no representan un riesgo de reactivacién.

Coccidioidomicosis diseminada (coccidioidomicosis secundaria,

generalizada o progresiva). La diseminacién de la coccidioido-

micosis se produce por via linfohemdtica hacia cualquier 6rga-
no. La severidad de la diseminacibén se encuentra principalmen-
te relacionada con la falta de una buena respuesta inmunol&gi-
ca por parte del huésped. En la enfermedad diseminada, el com-
promiso meningeo lleva a la muerte (13) (14).

La coccidioidomicosis primaria puede derivar en una dise-
minacidn masiva méds frecuentemente en individuos de raza negra
y en Filipinos. En los grupos étnicos mds resistentes, la dise
minacién puede estar precedida de una enfermedad primaria carac
terizada por neumonia, efusiones pleurales y eosinofilia.

Las lesiones diseminadas pueden ocurrir en piel, tejidos

subcutdneos, articulaciones, cavidad peritoneal, y todos los



6rganos viscerales; aunque son raros los casos descript0s
de endocarditis y compromiso del tracto gastrointestinal (15).
La progresibén puede ser répida o bien el paciente logra recu-
perarse, excepto en casos de diseminacién miliar aguda y menin-
gitis . Seg(n Coburn (16), la micosis diseminada puede estar
precedida por hipertrofia de los ganglios linfoides paratraquea-
les y del mediastino, pero la diseminacifén de C.immitis a los
ganglios supraclaviculares no refleja necesariamente una seria
diseminacidén metapulmonar.

Algunos casos de coccidioidomicosis intrapulmonar sin dise
minacién llegan a ser letales, ya que se presentan con falla res

piratoria aguda (17).y enfermedad crénica, progresiva, fibroca-

vitaria (18).

.FACTORES QUE INFLUENCIAN LA DISEMINACION FUNGICA

Algunos factores relativos al huésped pueden afectar el cur
so de la infeccién. Los factores conocidos que afectan la dise-
minacién extrapulmonar en la coccidioidomicosis son las siguien-
tes:

Raza: Es conocido que la raza negra presenta una mayor suscepti-
bilidad con respecto a la raza blanca. La explicacién permanece
an oscura. Otros grupos étnicos tales como Asiiticos y Filipi-
nos también parecen presentar una mayor susceptibilidad. Sievers,

en estudios sobre indfigenas norteamericanos, ha enfatizado la
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necesidad de un andlisis m4s profundo sobre los riesgos ambien-
tales antes de atribuir la mayor frecuencia de diseminacib6n a
una predisposicidn racial (19).

Edad: Cuidadosos estudios epidemiol6gicos indican un mayor ries
go de diseminacién en edades extremas: hasta 5 anos y més de 50
anos (19).

Inmunosupresi6n: La inmunidad mediada por células es el mecanis-

mo central de control en la coccidioidomicosis. Los pacientes
inmunosuprimidos, corren mayor riesgo de enfermedad diseminada.
Tal inmunosupresidn puede ser causada por un agente viral
que ataque especificamente un componente del sistema inmune, co-
mo ocurre en el sindrome de inmunodeficiencia adquirida con el
virus HTLV III (20) (21) (22) (23) (24) (25), y con el virus
Coxsackie (26). Otro caso de inmunosupresibén y riesgo lo cons-

tituye el grupo de pacientes receptores de transplante renal o
cardiaco (27) (28).

Sexo: Los hombres presentan mayor frecuencia de infecciébn con
respecto a las mujeres, Este hecho fue atribuido primariamente
a que los hombres realizan las tareas agricolas y por lo tanto
estdn mis expuestos a ser infectados.

Un trabajo realizado por Beck (29) estudia 254 casos afec-
tados de infeccibén coccidioidea relacionados con la ocupacién.

Un 62% de las mujeres en estudio realizaban trabajos de granja.



-11-

En estas condiciones las mujeres podrian ser tan susceptibles
como los hombres.
Pero, hasta el momento, no se ha relacionado en ningGn es-

tudio la susceptibilidad en el sexo dentro de una misma raza.

Embarazo: Cuando la coccidioidomicosis es adquirida durante el
embarazo, el riesgo de diseminaci6én varia segGn el momento de
adquisicién de la enfermedad. El tercer trimestre de embarazo
es el periodo que merece mayor cuidado.

Los factores que influencian este mayor riesgo serfan la
inmunosupresién natural que se adquiere durante el embarazo,

posiblemente debida a células T supresoras fetales (30) y el

alto nivel hormonal (31).



1.

4.

AGENTE ETIOLOGICO

El Coccidioides immitis es un hongo difdsico, multimbr-

fico que se encuentra en dos fases: una hifal-artroconidial

y otra esporiangial. La primera fase es la saprofitica, que

se encuentra en la naturaleza y los cultivos. La fase espo-
rangial es la fase parasitaria, se encuentra en el mamifero
huésped infectado; pero en condiciones apropiadas puede re-
producirse in vitro. La clasificacién taxonfémica del C.immitis
es incierta ya que no se ha demostrado un . estadfo sexual.

Los elementos vegetativos de propagacién denominados cla-
domidoartrosporos se forman a partir de un filamento fértil
septado o proconidia. Los clamidoartrosporos se presentan se-
parados entre si por una célula vacia que se rompe y permite
su liberacién. Esta caracteristica recuerda a la de los otros

organismos agrupados en Ascomycotina. El porcentaje de guani-

na-citosina (49.41 a 49.61%) es similar entre las formas espo
rangial e hifal (32). Estos porcentajes pueden ser comparados

con los 47,3% y 48% encontrados en Histoplasma capsulatum y

Blastomyces dermatitidis, respectivamente (33). Currah (34)

ha propuesto clasificar a Coccidioides immitis dentro de la fa

milia Onygenaceae del orden Onygenales Divisién Ascomycotina.

Ya sea en la naturaleza (fase saprofitica) o in vitro en

un medio apropiado (1% glucosa-0.50 extracto de levadura, 2%
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de &gar), se producen las artrosporas o clamidoartrosporas.
estas clamidoartrosporas, cilindricas u ovales, generalmente
miden 2 a 4 X 5 a 6 p .

Las clamidoartrosporas son producidas en un fragmento hi-
fal aéreo aparentemente especializado, que se diferencia del mi-
celio vegetativo por su menor didmetro. Usualmente multinucleadas
y de pared delgada, se desarrollan alternando con células no via-
bles de paredes delgadas, que se rompen permitiendo la fragmen-
tacién del micelio. Esto lleva a la dispersibén de clamidoartros-
poras individuales o pequeinas cadenas de ellas.

Las clamidoartrosporas liberadas representan la forma alta-
mente infecciosa de C.immitis que puede ser inhalada por un hués-
ped susceptible,

En presencia de las células propias de una reaccidén infla-
matoria del huésped y un elevado porcentaje de CO2 (35), las ar-
trosporas se desprenden de la capa externa. Esta capa externa,
posee una composicién de un 50% de péptidos, 12% de carbohidra-
tos neutros y un 12% de lipidos (36).

Uno de los nficleos liberados en este momento, aumentari su
tamano progresivamente y sufrir§ sucesivas divisiones nucleares
seguidas de la formacién de planos de clivaje originados a par-
tir de la pared periférica, que dividen el citoplasma.

Este esporangio o esferula alcanza la madurez en 48 horas
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in vivo, con un tamano de 20 a 150 p de di&metro Y posee nume-
rosas endosporas de 2 a 4 p de difmetro. La ruptura del espo-
rangio permite la diseminacién de endosporas, tanto en forma lo-
cal como por via hemdtica, produciendo nuevos focos de infeccién.
La duraciébn del ciclo parasitario es de 4 a 6 dfas.

La conversibn de artrosporas a esporangios y endosporas
puede lograrse in vitro con el medio sintético de Converse (37),
modificado por Levine (38) a 35-39~°C,

Lones y Peacock (39) mostraron que la mantencién de la fa-
se esporangial se ve incrementada por una atmésfera de C02. El
tiempo entre inoculacién y formacibén de esporangios maduros es

variable entre los diferentes laboratorios, siendo de 30 a 72 ho-
ras.

1.5. OBTENCION DE LA MUESTRA PARA EL AISLAMIENTO DEL HONGO

La eleccibdn apropiada de la muestra depende del tipo de co-
ccidioidomicosis sospechada y de la facilidad de acceso.

Es mias frecuente obtener C.immitis a partir de una broncos-
copfia de fibra 6ptica flexible que a partir de esputo (40). Por
ejemplo, la biopsia de tejido bronquial o piel brindar& un diag-
néstico m&s seguro por demostracibn directa de Ciimmitis,

La muestra obtenida a partir de biopsia debe ser cultivada

al mismo tiempo que se efectGa el examen histol6gico principal-
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mente si no se encuentran esferulas endosporulantes tfpicas.

En el caso particular de una lesibén pulmonar antigua, es
importante conocer si hay en ella C.immitis viable.

Los cultivos deben prepararse por inoculacién en un medio
selec;ivo, por ejemplo dgar Saboraud, al cual se le ha adicio-
nado cicloheximida y algln otro antibibtico como cloramfenicol
(41).

El aislamiento del agente etiolb6gico debe ser realizado
siempre que sea posible. Aunque el esputo es el material mé&s
frecuente de estudio, otras fuentes son exudados;efusiones(pleu-
ral, peritoneal);lavados gistricos, bronquiales y transtraquea-
les ; fluido cerebro-espinal; sangre periférica(42), orina y ma
teriales provenientes de biopsias (43) (44).

En el caso del esputo, deben evitarse los tratamientos con
dlcali antes del cultivo del hongo, ya que dicho tratamiento no
permite obtener C.immitis viable (45). El uso de agentes mucoli-
ticos o la homogeinizacién con bolillas de vidrio favorece la
recuperacién de C.immitis proveniente de esputo (46).

Para evitar el crecimiento bacteriano en la muestra a cul-
tivar, puede utilizarse un medio con antibiéticos tales como ci-
¢icloheximida y cloramfenicol, o bien la muestra se pretrata 1 a

4 horas con penicilina G y estreptomicina o sulfato de cobre en

una concentracidétn final de 0.04%.
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Un medio selectivo para C.immitis satisfactorio es el agar
fosfato con extracto de levadura y una gota de NH40H (47) (48).
El material tratado con antibibticos debe centrifugarse e ino-
cularse en un medio de cultivo apropiado, o bien ser probado en
animales (inoculacién intraperitoneal en ratén o inoculacién in
tratesticular.en cobayo).

Para investigar la presencia de C.immitis en muestras de
suelo, €stas deben ser diluidas en agua, permitir su decantacién
y tomar el sobrenadante para centrifugar. El sedimento obteni-
do debe ser cultivado en un medio de cultivo selectivo, y luego
ser inoculado en animales.

En el caso de no resultar posible el procesamiento y cul-
tivo de una muestra en forma inmediata, &sta debe ser congelada
en hielo seco. La recuperacién de C.immitis se logra hasta 72
horas después del congelamiento, aunque éste causa la pérdida

de viabilidad de otros hongos como Histoplasma capsulatum,Blas-

tomyces dermatitidis y Crytococcus neofarmans {48),

1.6.IDENTIFICACION

Existen tres criterios de segura identificaci6n de C.immitis

aislado en una muestra:

a) Inoculacibén en animales

Los animales mds usados son el ratén y el cobayo, los que son

inoculados con una suspensifn salina del cultivo del material



b)

c)

obtenido, 5 dfias después de la siembra para permitir la for-
macibén de artroconidias. A partir de la primera semana post
inoculacibén pueden sacrificarse los animales, obteniéndose
en el rat6n lesiones nodulares en las visceras abdominales

y en pulmén.

En el cobayo se extraen los testiculos para observar las le-
siones. El examen microscbdpico se realiza a partir de prepa-

rados de las lesiones, o bien,a partir de muestras trata-

das con KOH.

Conversibébn de las artroconidias a esferulas in vitro

A partir del cultivo en cuestibn, se realiza una siembra en
el medio de Converse, incubando a 40°C en una atm6sfera de

20% CO, - 80% aire. Las endosporas se obtienen entre 3 y 5

2

dfas de cultivo.

Identificaci6én del exoantigeno

Una vez obtenido un cultivo de 7 a 10 dias de incubacién del
material que supuestamente contiene C.immitis, en 5gar Sabog
raud, éste es tratado con merthiolate 1:5000 en buffer fosfa
to, pH 7.2.

La solucién de merthiolate sirve no s6lo como fungicida sino

como solvente (49) . Luego de 24 horas, el liquido es concen-

trado.
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Este concentrado se emplea en una inmunodifusién con un an-=
ticuerpo anti C.immitis y un antigeno de referencia conoci-
do. Esto permite detectar C.immitis en presencia de conta-
minantes en el cultivo original (50) . La identificacién por
exoantigeno puede suplantar tanto la inoculacién en anima-
les, como la formacién de esferulas in vitro en la identi-

ficacién del hongo.



1.7.ASPECTOS INMUNOLOGICOS:SEROLOGIA E HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA

1.7.1. Naturaleza de los antigenos

Se utilizan dos antigenos provenientes de cultivos de C.
immitis tanto en pruebas serolbfgicas como de hipersensibilidad
retardada:coccidioidina y esferulina.

La coccidioidina constituye el filtrado del cultivo o el
lisado del micelio de C.immitis. Una forma de preparacibn es
el crecimiento de distintas cepas de C.immitis en un medio de
cultivo sintético, con asparagina, durante 8 a 16 semanas. En
este largo perfiodo de incubacién, tiene lugar el lisado y el
filtrado concentrado puede usarse como antigeno (51) . Otro mé-
todo de obtencibn mds reciente consiste en la lisis inducida
con tolueno de un cultivo joven (3 dias) crecido en medio de
cultivo con extracto de levadura (52) (53).

La esferulina es obtenida a partir de esferulas y endos-
poros producidos in vitro en medio sintético, siendo sometidos
a lisis espontdnea en agua destilada durante 40 dias (54) (55).
Los antigenos para serologia pueden obtenerse por lisis indu-
cida durante 3 difas por tolueno de las esferulas y endosporos.

Tanto los antigenos obtenidos a partir del micelio o de
esferulas-endosporos estédn compuestos por una variada gama de
proteinas y polisacdridos. En los Gltimos anos distintos grupos

de trabajo han realizado estudios para determinar cudles de es-
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tos componentes son los responsables de la reaccién serol&bgica

especifica (56) (57) (58) (59) (60).

1.7.2. Secuencia temporal de respuesta del huésped

Los pacientes con coccidioidomicosis aguda, no diseminada,
presentan tres tipos de respuesta en el siguiente orden: a)hi-
persensibilidad retardada a la coccidiodina y/o esferulina; b)

sintesis de IgM, y c) IgG especifica.

Los tests de hipersensibilidad cuténea se utilizan en diag-
néstico, pron6stico y resultan muy Gtiles en catastros epidemio-
16gicos. Una reacci6n positiva en piel indica una primo-infec-

cibn con Coccidioides immitis, pero s6lo la conversi6én de reac-

cibn negativa a positiva dar§ evidencia de una infeccién recien-
te.

La estimulacién "in vitro" de linfocitos ya sea con cocci-
dioidina o esferulina guarda correlacién con la respuesta de hi-
persensibilidad cutédnea (61) pero su utilizacibn clinica no re-

sulta prdctica para ser reemplazada por la intradermorreaccién.

1.7.3.Respuesta humoral

A partir de 1930, comenzaron a realizarse pruebas serol6-
gicas gracias a las técnicas empleadas por C. Smith. Se demos-
tré que el suero de los pacientes, en una fase temprana de la

enfermedad, presentaba un anticuerpo denominado precipitina,
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que daba un precipitado al adicionarse coccidioidina (test

de precipitina en tubo) (62) .Luego, la misma reaccibn se llevé
a cabo en medio s6lido, con la técnica llamada de doble difu-
sidén.

La inmunoglobulina responsable de la precipitacién en es-
tas técnicas fue identificada como IgM por Pappagianis (63) vy
Sawaki (64).

M&s tarde Smith demostr6 la presencia de anticuerpos fijija-
dores de complemento (C ) en el suero de pacientes. Esta téc-
nica permitié la cuantificacibn de los anticuerpos. La IgG res
ponsable de la fijacién de C , también es capaz de dar bandas

de precipitacibén en la técnica de doble difusibn.

Deteccién de IgM

Los antigenos reconocidos por IgM, mantienen su reactivi-
dad una vez calentados a 60°por 30 minutos, es decir son resis

tentes al calor.

Existen varios métodos para detectar IgM, entre ellos po-
demos mencionar: la precipitacidén en tubo, la aglutinacién de
particulas de l&tex recubiertas de antigeno proveniente de 1li-

sado de micelio, o la inmunodifusién.

Deteccién de IgG

Los antigenos reactivos para fijacibén de complemento son



l&biles al calor. Las técnicas usadas para la deteccién de IgG

comprenden: fijacién de C , inmunodifusién y contrainmunoelec-

troforesis.

1.7.4. Aplicacibén de las pruebas serolbgicas

El suero de un paciente debe ser analizado siempre que e-
xista seguridad © sospecha de coccidioidomicosis. Pero ademi&s
del suero, los fluidos corporales pueden ser analizados, tanto
por técnicas de inmunodifusibén, como fijacibén de complemento.
Por ejemplo ,tanto el liquido cefalorraquideo como pleural, pe-
ritoneal y articular pueden ser analizados en caso de sospe-
cha de infeccibn.

AGn asi no todos los métodos resultan adecuados para cada
caso, por ejemplo, para evaluar lfiquido cefalorraquideo no re-
tex (65). Para dichos fluidos resulta de utilidad la prueba de
inmunodifusién. Por esta técnica se han detectado anticuerpos
(Ac) en liquido cefalorraquideo concentrado, aln en el caso de
ausencia de meningitis coccidioidal, probablemente por el pasa-
je de pequenas cantidades de Ac a través de barrera hematoence-
falica (65).

La reacci6n de precipitacidén en tubo no es frecuente con
liquido cefalorraquideo pero en caso de dar positiva indica me-

ningitis coccidioidal reciente.
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En cuanto a la reaccidén de fijaciébn de C en liquido cefalo-
rragquideo, inicialmente da resultados negativos en un 25% de los
casos, pero las muestras m&s tardias son positivas en un 95% de
los casos (67).

El liquido cefalorraquideo puede ser obtenido del espacio
subaracnoideo, lumbar o cervical, de la cisterna magna o de los
ventrficulos laterales. Como los niveles de glucosa, proteinas y
células en liquido cefalorraquideo pueden variar de un comparti-
mento a otro, los niveles de anticuerpos también pueden variar.

Es importante entonces, comparar los tfitulos de anticuerpos
fijadores de complemento provenientes de un mismo compartimento
anatémico.

La persistencia de anticuerpos fijadores de C en liquido ce-
falorragquideo indica persistencia de meningitis, aGn en los casos
de normalizacién de los niveles de glucosa, proteinas y células en
dicho fluido corporal,.

El control periédico de los titulos de anticuerpos en suero,
asi como en otros fluidos corporaleé, es importante. Por ejemplo,
en un paciente con meningitis con compromiso ventriculo peritoneal
o ventriculo atrial, un aumento en el tftulo de reaccibén de fija-
cibén de C en suero indica una reinfeccién sistémica a partir de

meninges.

En lineas generales, cualquier titulo de fijacién de C es
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significativo, particularmente si los anticuerpos anti-C.immi-
tis son confirmados por inmunodifusifn. Los cambios en niveles
de anticuerpos fijadores de C generalmente reflejan cambios

en el estado clinico del paciente: una disminucibén indica mejo-
ria y un aumento mayor,de gravedad de la enfermedad. Los titu-
los bajos de fijacibn de C’ pueden persistir por afos en pacien

tes con cavidades pulmonares residuales.

1.7.5.Significacién clinica y aplicacién de las técnicas serol6gicas

La deteccién de IgM por lo general precede a la deteccidn
de IgG por fijacibén de C . Adem&s la IgM es el Gnico anticuer-
po detectable que confirma una infeccién coccidioidal primaria,
aguda y temprana. Las técnicas apropiadas son: aglutinacién de
particulas de l&tex, precipitacién en tubo o inmunodifusién,
utilizando en este Gltimo test antigeno calentado y suero con-
centrado para obtener mayor sensibilidad.

La IgM no se encuentra normalmente en liquidos cefalorra-
quideos, pero su presencia se asocia con meningitis reciente.

La IgM puede persistir o reaparecer en suero en ciertas
condiciones: en asociacidén con cavidades pulmonares o fistulas
broncopleurales, casos ocasionales de coccidioidomicosis di-
seminada, y cuando se presenta una reinfecci6n sistémica a par-
tir de meninges a través de la zona ventriculo peritoneal.

La presencia de IgG indica una infeccién corriente o ante-
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rior. En ausencia de IgM, la presencia de IgG evidencia una
infeccién adquirida varias semanas atrés.

Los tests serol6gicos pueden ser negativos en pacientes
con lesiones pulmonares residuales (coccidioidomas o cavita-
ciones) presentes por largos perfiodos.

Los titulos de anticuerpos de fijaci6n de C aparecen re-
lacionados con la severidad de la enfermedad, y titulos por en-
cima de 1/16 alertan sobre la posibilidad de una coccidioido-
micosis diseminada.

Clinicamente, es de importancia obtener muestras seriadas
de suero del paciente para titulacibn de anticuerpos fijadores
de C a intervalos de 3 a 4 semanas, una vez establecido el ti-
tulo primario.

Los cambios en los tfitulos de Ac cktenidos, pueden indicar
una evolucién desfavorable o favorable en el estado del pacien-
te. Es de suma importancia preservar el suero u otro fluido cor
poral inicial, para ser comparado con muestras posteriores del
mismo paciente.

Si bien las determinaciones serolfgicas son indispensables
para el diagn6stico y tratamiento de los pacientes, tanto por
su sensibilidad como por su especificidad, el aislamiento o la
demostracibén histolfgica deben ser realizadas siempre que sea

posible, tanto para la confirmacibén del diagn6stico como para



seguir la evolucién durante la terapia.

Las determinaciones serol6gicas pueden resultar negativas
en pacientes inmunocomprometidos.

Por ejemplo,de 22 pacientes con SIDA, 4 fueron seronega-
tivos. Los pacientes inmunosuprimidos para transplante de ri-
fion y ciertos linfomas de tipo no-Hodgkin no presentan respues-
ta serolb6gica detectable hacia C.immitis en algunos casos. En

tales circunstancias, es Gtil la detecci6én del antigeno (68).



2.

OBJETIVOS

La incidencia de infecciones mic6ticas ha aumentado en la
Gltima década debido a las terapias inmunosupresoras utilizadas
en el transplante de 6rganos, como también a consecuencia de in-
fecciones virales que comprometen seriamente el sistema inmuno-
16gico. En este caso cabe destacar el Sindrome de Inmunodeficien-
cia Adquirida (SIDA), cuyo incremento es realmente critico en to-
do el mundo.

Los modelos experimentales en los que se induce inmunosupre-
si6én, han sido ampliamente desarrollados para estudiar el papel
que desempena el sistema inmune en las infecciones causadas por
virus, pardsitos, bacterias y hongos.

En el caso especifico del Coccidioides immitis, existe es-

casa informacibén sobre las modificaciones producidas durante el
curso de la infeccién en un modelo experimental inmunosuprimido.

Por otra parte, la rata ha sido muy poco utilizada como ani-
mal de laboratorio en esta micosis, aunque presenta propiedades
para serlo.

En este hGesped se desencadena una enfermedad crénica, de
proceso evolutivo semejante al que se produce en el hombre, con
una marcada restriccibén de la infeccibén a los pulmones,

Asimismo, resulta un huésped Gtil para el estudio de prue-
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bas serolbfgicas y cutdneas por la homogeneidad de los resulta-
dos encontrados . La resistencia a la infeccién por C.immitis
que presenta, lo muestra como muy conveniente para los estudios
de inmunosupresién.

La ciclofosfamida, una droga alquilante de propiedades ci-
tostdticas y utilizada ampliamente como inmunosupresora, se em-
ple6 como herramienta moduladora del sistema inmune para poder
establecer los mecanismos inmunolégicos que se ponen en juego
durante la infecci6n con C.immitis

El primer objetivo de este trabajo fue conocer en forma de-
tallada el curso de la infeccibén provocada por el hongo, en la
cepa endocriada de rata Buffalo/Sim. Para ello se determinaron
los siguientes puntos:

a) Observacibn de la secuencia temporal de lesiones macroscépi-
cas en 6rganos, luego de la infeccién con el microorganismo

b) Recuento de unidades formadoras de colonias en pulmén a lo
largo de la infeccién.

c) Hipersensibilidad retardada a la coccidiodina en distintos
tiempos pi.

d) Dosaje de anticuerpos séricos.

e) Estudios histopatol&gicos en distintos &érganos.

f) Dosis letal 50 (DL50) en este modelo experimental

El segundo objetivo fue investigar los efectos causados
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por tratamientos inmunosupresores en el modelo experimental

expuesto. Este objetivo abarcd6 varias etapas:

a) Empleo de diferentes esquemas de administracién del inmuno-
supresor en distintos momentos de la evolucién de la enfer-
medad.

b) Determinacidén de sus consecuencias en base a parédmetros ta-
les como: Recuento de unidades formadoras de colonias, intra-
dermorreaccidén a la coccidioidina, anticuerpos séricos y es-
tudios histolégicos.

c) Estudios inmunol&gicos tendientes a esclarecer los mecanis-

mos alterados durante el tratamiento con ciclofosfamida.

Dentro de este Gltimo punto fue de interés evaluar distin-
tos aspectos:

- La alteracién en los recuentos y f6rmulas leucocitarias en
sangre en distintos tiempos, como consecuencia del tratamiento
inmunosupresor prolongado.

- La actividad macrofégica, ya que el macr6fago es la célula
con capacidad fungicida por excelencia, siempre que se encuen-
tre activada por linfocitos T sensibilizados.

- La capacidad de linfocitos esplénicos sensibilizados de res-
tringir la infeccién en animales infectados e inmunosuprimidos.

- Ia posible generacién de linfocitos supresores en los anima-
les infectados e inmunosuprimidos, a causa de la mayor repli-

cacién fGngica, y por lo tanto mayor cantidad de antigenos



del C.immitis ‘Para esto se propuso la transferencia de linfo-
citos esplénicos de animales infectados e inmunosuprimidos hacia
animales solamente infectados.

La btisqueda de antigenemia y su posible relacién en la genera-
cidn de células de actividad supresora, tal como ocurre en o-

tras infecciones fGngicas

Determinacién de la actividad Natural Killer (NK) como mecanis-

mo de defensa inespecifico y su comportamiento durante el trata-

miento inmunosupresor.
Obtencidén de una reactivacién del C.immitis por el empleo del

tratamiento inmunosupresor, en animales con infeccibén crénica

establecida.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. ANIMALES

Se utilizaron ratas adultas de alrededor de 3 meses
de vida endocriadas, pertenecientes a la cepa Buffalo/Sim,
(Simonsen Lab. Inc.; Gilroy, USA) ,mantenidas en nuestro bio-
terio. En todas las experiencias, salvo especificacién ex-
presa, se utilizaron machos cuyo peso oscilaba entre 250-
300 g de peso.

Los animales fueron alimentados con purina, alimento

balanceado comercial, y agua"ad libitum".

3.2. MICROORGANISMOS

La cepa de Coccidioides immitis utilizada en este tra-

bajo fue la cepa Acosta, aislada originalmente de un pacien-
te. Los cultivos fueron mantenidos por repiques en &dgar miel
Sabouraud a 28°C y por pasajes alternados en rata en el
Centro de Micologia de la Facultad de Medicina, Universidad
de Buenos Aires.

La certificacién e identificacién de los cultivos se rea-

1iz6 por examinacién microscbdpica y por inoculacién en ratén.

3.3. PROCEDIMIENTO DE INOCULACION

Las artrosporas fueron cosechadas en solucién salina



a partir de cultivos bien esporulados y contados en c&mara
de Neubauer. Cada animal recibi6é 400 artrosporas en una sus-
pensién de 0.1 ml de solucién salina, por vfa intracardfaca.

El nGmero de artrosporas viables fue confirmado por

conteo de placas.

3.4. DETERMINACION DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS DE C.IMMITIS

(UFC)VIABLES A PARTIR DE TEJIDOS

Los 6rganos fueron extrafdos asépticamente,y se maceraron
en homogeneizadores de vidrio, con un volumen proporcional
de solucibn fisiolbégica de acuerdo al peso de cada 6rgano.

La suspensidn obtenida se diluy6 seriadamente hasta
1/10.000 y 0.1 ml de cada una de las diluciones fueron sem-
brados sobre una placa de Petri con &gar Sabouraud. Luego de
3 a 4 dfias de incubacién a 37°C, se realiz6 el conteo de las

colonias expres&ndolas como unidades formadoras de colonias

/gramos de 6rgano.

3.5. EXAMEN DE ORGANOS EN FRESCO

Una vez extraidos los 6rganos de los animales infecta-
dos, como primer examen se realizaron preparados en "squash"
a partir de las lesiones o granulomas hallados. Los prepa-

rados en "squash" consisten en disgregar el material obtenido



entre dos portaobjetos, presionando levemente. Luego sobre
la muestra se coloca un cubreobjeto y se examina el material

al microscopio para comprobar la presencia de esporangios.

HISTOPATOLOGIA

Los animales fueron sacrificados a varios tiempos post-
infeccién. Los pulmones, bazos e higados fueron extraidos,
fijados en formalina al 10%, y embebidos en parafina. Los

cortes de 6rganos fueron tenidos con hematoxilina-eosina y

observados al microscopio.

PREPARACION DE AN491GENOS

3.7.1 Preparacibén del exoantigeno de C.immitis

La cepa Acosta del C.immitis fue sembrada en frascos
de Erlenmeyer que contenfan 125 ml de un medio de cultivo
constituido por extracto de levadura (Gibco) al 1% y dextro-
sa al 2% en agua destilada. Se lo sometid a incubacién du-
rante 10 dias, a 37°C, en agitador mecénico rotatorio New
Brunswich a razén de 90 rpm

Cumplido este perfiodo , se adicion6 al medio de cultivo
mertiolate-borato de sodio hasta una concentracién final 1:
10000, dej&ndolo 24 horas a temperatura ambiente. El micelio

fue separado por filtracién de filtro Buchner con papel, la-
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vadndolo repetidas veces con agua destilada. La masa micelial
fue resuspendida en un volumen de agua destilada cinco veces
menor que el original, agregdndole mertiolate-borato de sodio
hasta una concentracién final de 1: 10000 . Esta suspensién
fue dejada a 37°C durante 10 difas, separando el micelio por
filtracién y el liquido remanente que contiene el exoantige-
no fue esterilizado por filtro Seitz. La concentracién protei-
ca se determind por la técnica de Folin Ciocalteau (69) .Luego
se procedidé a liofilizar el producto obtenido solubiliz&ndolo
més tarde en agua destilada estéril para llevarlo a una con-
centracién de 20 mg/ml de proteinas. Esta Gltima concentracién
fue utilizada para inmunodifusién y contrainmunoelectrofore-
sis, en tanto que para fijacién de complemento se empled una
concentracién de 0,156 mg/ml. Las intradermorreacciones se
realizaron inoculando dosis de 0.1 ml que contenian 0.2 mg de
proteinas.

La técnica descripta es una modificacién del procedimien-
to de Standard y Kaufman (49) realizada en el Centro de Mico-

logia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos

Aires (70)

3.7.2. Obtencidn del micelio inactivado

Los pasos para la preparacién de micelio inactivado

son semejantes a los seguidos para la obtencién del exoanti-



geno de C.immitis. El micelio retenido en el filtro Buchner
fue resuspendido en agua destilada estéril que contenia mer-
tiolate-borato de sodio 1/500, y luego de 48 horas se liofi-
1liz6., Se realizaron controles de viabilidad del micelio por

sembrado en placas con medio Sabouraud.

TECNICAS SEROLOGICAS

3.8.1. Prueba de inmunodifusién

3.8.1.1. Reactivos

1) Solucién tampdén de fosfatos pH 7,4 (conservada a 5°C)

Fosfato de sodio monobdsico (P04H2Na) 0,15M......24ml

Fosfato de sodio dibdsico (PO4HNa2) 0,15M......76ml

2) Gel de &gar

Agua destilada 98ml
_.86lucibn tampdbn de fosfatos iml
ClNa 0,85ml
Fenol 0,3ml
Agar Noble (purificado) 1g
Polietilenglicol 6000 iml

El &gar debe agregarse a la solucién salina mezcléndolo
primero, y luego en bafio de agua hirviendo hasta su total di-
solucién . Se lo fracciona en tubos a razén de 5 6 15 ml ca-
da uno, segln se lo emplee para distribuir en portaobjetos o

en placa de Petri, conservédndolo a 5°C,



3.8.1.2. Preparacién de la placa de &gar

El &gar fundido en bano de agua hirviendo, se deja en-
friar a 50 - 55°C. En una placa de Petri colocada sobre una su-
perficie plana, se vierte el &gar dejando que solidifique;
luego las placas se mantienen al menos 2 horas a 5°C antes
de realizar el ensayo.

Cuando el gel se prepara sobre portaobjetos éstos deben
tener una base de &gar diluido (1ml de &gar en 7 ml de agua
destilada). Una vez formada una capa opaca y seca, se agrega

sobre ella el agar de inmunodifusién de modo que cubra toda

la l&mina.

3.8.1.3. Realizacién del ensayo

En primer lugar, se perfora el gel del &gar con sacabo-
cados de 4 mm de difmetro, de acuerdo con un esquema de seis
hoyos periféricos y uno central, manteniendo una distancia de
4 mm entre el central y los periféricos. Los hoyos periféri-
cos son numerados en la base de la placa del 1 al 6. Se siem-
bran 0.1 mlde un suexropositivo como control y 5 sueros proble-
ma en los hoyos periféricos, colocando el antfigeno en el cen-
tral. La placa es incubada a temperatura ambiente, en cémara
hGmeda. La reaccién debe leerse diariamente durante los 3 dias
siguientes. La lectura se efectfia colocando las placas sobre

el negatoscopio y observando la formaci6én de bandas de preci-



pitacién.

Cuando los sueros presentan reacciones positivas con
la inmunodifusi6én cualitativa, puede realizarse esta técni-
ca cuantitativamente, llenando las cavidades periféricas con
diluciones del suero desde 1/2 a 1/64.

Las pruebas de inmunodifusién en gel de &gar han demos-
trado ser las m&s especificas de las reacciones serolégicas,
reduciendo al minimo la proporcién de reacciones cruzadas
con otros antigenos fGngicos. En general una reaccibén positi-
va, con formacién de bandas de identidad con el suero control
debe hacer pensar en enfermedad micética activa. El nGmero
de bandas de precipitacién asi como el titulo de la prueba es

proporcional a la gravedad y extensién de la enfermedad (71)

3.8.2.Prueba de electroforesis opuesta o contrainmunoelectro-

foresis.
3.8.2.1 Reactivos

Solucién tampon de veronal pH 8.2; fuerza ib6nica 0.05 M.

Veronal s6dico 0.1 M (2.06 g%) 769 ml
Acido clorhidrico 0.1M(0.82 ml %) 231 ml

Una vez preparado se le adiciona un volumen igual de agua

destilada.

3.8.2.2. Preparacidén de la placa con gel de agarosa

El gel de agarosa se prepara disolviendo 0,85 g de aga-
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rosa en 100 ml de la solucibén tamp6n, fundiendo en bano de
agua hirviendo. La solucién de veronal pH 8.2 y fuerza i6-
nica 0.05 M, se emplea no sblo para preparar el gel de aga-
rosa sino también para llenar las cubas de electroforesis.
Una placa de vidrio fino de una superficie de 12 x 9 cm
se cubre con 10 ml de agarosa fundida y se deja solidificar
a 4°C. Una vez solidificado el gel se perforan paralelamente
2 lineas de 8 cavidades cada una, con un sacabocados de 5 mm

de diametro, siendo la distancia de separacién entre orifi-

cios de 3 mm.

3.8.2.3. Realizacibn del ensayo

La linea de cavidades cercana al &nodo se llena con los
diferentes sueros o con diluciones de un mismo suero desde
1/2 a 1/256, en el caso de las pruebas cuantitativas. Las ca-
vidades pr6ximas al c&todo son llenadas con el antifgeno.

Se establece un puente entre la placa y la cuba con pa-
pel Whatman N°1, efectudndose la corrida con una corriente
continua de 30 mA, durante 1 hora.

La formacibén de bandas de precipitacifén es observada en
el negatoscopio; el lavado de las placas con solucibn salina
0.85% mejora la definicibén del precipitado. Con el fin de
conservar las placas, se las seca entre dos capas de papel

de filtro mojadas, durante 24 horas a 37°C, son tenidas con
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Amido Schwartz (Amido Schwartz 2g, acetato de sodio 0.1 M,
425 ml y &dcido acético 425 ml) y la decoloracién se hace

con una solucibn de &cido acético al 5% (72).

3.8.3. Ensayo de fijaci6én de complemento

3.8.3.1. Reactivos

1) Cloruro de sodi0 ..ievvneeneeann cenoas ... 83g
5,5 dietilbarbiturado de sodio ........... 10,19 g
agua destilada  ....... cececcceraccracns 1500 ml

Mezclar hasta campleta disolucién

2) Agregar 34,58 ml de.una solucién de 1N de ClH(8.07%) y mezclar -
por agitacién.

3) Verter 5 ml de una solucién de cloruro de calcio y cloruro de magnesio

4) Llevar a 2 litros con agua destilada.

Solucién de cloruro de calcio y cloruro de magnesio

012 Mg 6 H20 ................ 20.3 g
012 Ca 2 HZO ................ 4.4 g
Agua destilada ...cevseananns 100 ml

Solucién de veronal diluido

La soluci6én madre se diluye 1:5 con agua gelatinada

( 0,125% de gelatina en agua destilada). El pH final debe ser

entre 7,2 y 7,4.
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3.8.3.2. Realizaci6n del ensayo

Para la determinacibén del tftulo de anticuerpos fijado-
res de complemento (C) se utiliz6 una microtécnica en placa
recomendada por la Organizaci6n Panamericana de la Salud (73).

Se utiliza un suero patrén positivo, un suero negativo
conocido y los sueros problema. En primer lugar, en una micro-
cubeta de 96 orificios, se realizan diluciones seriadas al me-
dio de los sueros, previamente inactivados durante 30 minutos
a 56°C, con 25 ul de la solucién de veronal dilufdo frfo.

Luego, a cada cavidad se le adicionan 25 ul de la dilu-
cién 6ptima del antigeno y 25 ul de 5 unidades hemoliticas 50%
de complemento de cobayo, dejando incubar durante 15 a 18 ho-
ras a 4°C. Una vez terminada la incubacibén, se agrega a cada
orificio la mezcla hemolftica, compuesta por una solucibn de
glébulos rojos de carnero al 2,8% y un volumen igual de la di-
lucién 6ptima de hemolisina. Se incuba la placa a 37°C duran-
te 30 minutos y al cabo de la incubacién se centrifuga 3 mi-
nutos a 1500 rpm.

La lectura de las placas se realiza comparando con una
escada de colores preparada en tubos con diferentes porcenta-

jes de hemblisis.,

El tftulo se expresa como la inversa de la dilucién que

presenta un 50% de hem6lisis.
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OBTENCION DE INMUNOSUEROS

Los inmunosueros de rata anti-C.immitis fueron obteni-
dos sensibilizando los animales tanto con micelio inactiva-
do como con el exoantigeno de C.immitis.

La suspensibén de micelio inactivado en solucién fisio-
l6gica, se emulsiondé con adyuvante completo de Freund pre-
sentando una concentraci6n de 5 mg/ml. Cada animal recibié
una dosis total de 5 mg, por inoculacifn subcut&nea en cua-
tro sitios del 1lomo.

La solucién del exoantfigeno también se emulsiond en
igual volumen de adyuvante completo de Freund y fue inocula-
da en cuatro lugares del lomo en forma subcuténea.Cada ani-
mal recibi6 de 5 a 6 mg de protefnas totales correspondien-
tes al exoantigeno.

Luego de 2 semanas de la primera inoculacibn,los anima-
les recibieron una dosis Gnica de 5 mg de micelio inactivado
o 5 mg de exoantigeno, segfin el caso, disueltos en solucidn

fisiolb6gica sin adyuvante.

Esta segunda inoculacibén se realizé por via intraperito-
neal.

Cuatro semanas después de la primera inoculacién del
antfgeno se efectué un sangrado exploratorio para la deter-

minacibén de anticuerpos por inmunodifusién.
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Siete dias mds tarde, se efectué el sangrado a blanco

de los animales.

TRATAMIENTO CON CICLOFOSFAMIDA (CY)

La droga ciclofosfamida (Endoxan Asta, Labinca SA.)
disuelta en el momento de su uso en soluci6n salina esté-
ril, se administrd por vfa intraperitoneal (ip)

Las dosis utilizadas fueron de 20 mg/Kg de peso,o bien

100 mg/Kg de peso.

REACCION INTRADERMICA A LA COCCIDIOIDINA

Las pruebas de hipersensibilidad retardada a la cocci-
dioidina se llevaron a cabo inoculando 0.1 ml de exoantige-
no, preparado como se describid anteriormente, en la almoha-
dilla plantar derecha de los animales. La concentracidén pro-
teica de dicho antigeno para esta prueba fue de 2 mg/ml. I-
gual volumen de solucién salina estéril se inoculd en la al-
mohadilla plantar izquierda.

El grosor de ambas patas fue determinado 24 horas des-
pués de la inoculacién, con un calibre de precisién (Oditest,

H.C.Kroeplin GMBH)

El porcentaje de hinchazén se calculd de la siguiente

forma:
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& Hinchazén: Grosor pata inoculada—grosor pata control x 100

Grosor de pata control

3.12. OBTENCION DE CELULAS PERITONEALES

.13.

Las células fueron obtenidas por lavado de la cavidad
peritoneal. Para ello se inyect6 medio de Hanks con 10% de
suero de ternera adicionado de antibibticos al 1% y de hepa-
rina (5 unidades/ml) con jeringa de pl&stico. Luego de sua-
ves masajes sobre la piel del abdomen se practic6 en la mis-
ma un pequeno orificio por el que se extrajo el liquido ino-
culado, por aspiracién. El exudado peritoneal (EP)distribuil-
do en tubos de plastico mantenidos en frio,se centrifugb a
900 rpm. Para separar la fracci6én adherente de la no adhe-
rente el (EP) se virti6 sobre placas de Petri de plédstico
tratadas con gelatina al 0.01%. Luego de una hora de incuba-

cién a 37°C en estufa gaseada, se recogif la fraccién no

adherente.

FAGOCITOSIS IN VITRO

Las células de EP, llevadas a una concentracién de
2.106/ml en RPMI 1640 con 10% de suero fetal bovino (SFB),
fueron sembradas en tubos Leighton. A los efectos de facili-

tar la adherencia de las células macrofégicas,los cubreobje-
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tos de Leighton habfan sido tratados con SFB, el cual se
desechf6 antes de sembrar las células., Luego de una hora de

incubacién a 37°C en estufa de CO, al 5%, se descarté el

2
sobrenadante y se lav6 el preparado, agregando medio fres-
co. En algunos casos, se agreg6 una suspensién celular co-
rrespondiente a la fraccién no adherente de EP en una con-
centracién de 106/ml. Al dfa siguiente, la monocapa fue in-
fectada con artrosporas en una relacibén de 2 artrosporas
por cada célula.

Luego de 4 horas de incubacién con las artrosporas, las
c€lulas fueron lavadas con solucién fisiolb6gica, cubriéndo-
las con 1 ml de solucibn de naranja de acridina en una con-
centracién de 5 ug/ml. Después de 15 minutos de incubacién
con el colorante, los cubreobjetos fueron lavados con solu-
cibén fisiolbgica y observados al microscopio de luz ultra-
violeta.

Las células adherentes aparecen con su nficleo verde ro-
deado por gré&nulos de color rojo anaranjado indicativos de
artrosporas con fusién fago-lisos6mica (74 ). Las artrospo-
ras no fagocitadas,o bien que no presentan fusi6én fagolis6-
mica permanecen de color verde. Se determind el nGmero de
macrbfagos que presentaban tincibén lisosbémica de color ro-

jo anaranjado sobre un total de 200 células. De esta manera
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puede establecerse el porcentaje de macr6fagos que presen-
tan fusién-fagolisosdémica.

Al mismo tiempo, para determinar la capacidad fungici-
da, se sembraron 2 x 10% células totales de exudado perito-
neal por ml, en placas de pl&stico de 24 orificios, previa-
mente tratadas con SFB. Luego de una hora de incubacién,
el sobrenadante fue descartado, agregindose medio fresco o
bien la suspensibén celular de la fraccién no adherente del
EP. Al dfa sigquiente,se infectaron los distintos orificios
con artrosporas en relacibén 1:10 células. En algunos de ellos
se sembrd s6lo el inbSculo del hongo. Despué€s de 4 horas de
incubacién,se recogieron los sobrenadantes y la monocapa
celular se traté6 durante 10 minutos con agua destilada a
37°C, con el objeto de lisar las células y liberar las ar-
trosporas alGn viables.

Los sobrenadantes junto con los lisados celulares,y
el in6culo fueron sembrados en placas con medio Sabouraud.

El resultado indica el nGmero de UFC de artrosporas viables

luego de la fagocitosis.

OBTENCION DE ESPLENOCITOS

Los bazos de los animales fueron extrafdos aséptica-

mente y disgregados por pasaje a través de una malla de a-
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cero. La suspensibn celular se recogié en tubos de pl&stico
con medio de Hanks, adicionado de suero fetal bovino al 2%.
Los tubos se dejaron en reposo durante 10 minutos con el ob-
jeto de decantar los detritos de los 6rganos, recogiéndose
luego la suspensibn celular . Esta fue centrifugada y el sedi-
mento tratado con una solucibn de cloruro de amonio ( 9 vold-
menes de NH4C1 0,16M + 1 volumen de tris (hidroximetil amino-
metano 0,17M) durante 10 minutos a temperatura ambiente, con
el objeto de lisar los glbébulos rojos.

Luego de dos lavados con medio fresco, las células fue-
ron resuspendidas en medio RPMI 1640 adicionado de SFB al 10%,

Los esplenocitos asiI obtenidos fueron utilizados para

los ensayos de actividad NK, o bien para ser transferidos a

otro grupo animal.

TRANSFERENCIA DE ESPLENOCITOS

La suspensién de esplenocitos obtenida como se describid
anteriormente, fue filtrada por malla fina de nylon. Luego de
efectuar el recuento celular en cédmara de Neubauer, se ajust6
la concentrcién celular de manera tal que cada animal recibie-

ra 108 esplenocitos. Estos fueron inoculados por la vena cau-

dal.
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3.16. CULTIVO DE TEJIDOS

Se utilizé la linea celular denominada YAC-1, prove-
niente de un linfoma murino inducido por el virus de la
Leucemia Moloney ( 75 ), mantenida en medio RPMI 1640, su-
plementado con SFB al 10% y 1% de antibiético (penicilina

100 Uébml y Estreptomicina 100 mg/ml).

3.17. DETERMINACION DE LA ACIVIDAD NATURAL KILLER (NK)

La linea celular YAC-1 fue utilizada como célula blan-
co; en otros trabajos se ha empleado esta linea celular pa-

ra determinacién de la actividad NK en otras cepas de rata

(76 ).

6

Para la incorporacién de Crsl, 5.10° cé&lulas/ml se in-

cubaron con 100 /UCi del material radioactivo a 37°C durante

1 hora.
Luego de 4 lavados con medio RPMI 1640, se ajustaron

5 células/ml, sembrando un volu-

a una concentracién de 5.10
men de 50 ul de esta suspensién por pocillo en placas de
pldstico de 96 pocillos.

Por otra parte, igual volumen de una suspensién de es-
plenocitos obtenidos como se explica previamente y ajusta-

dos a distintas concentraciones ,fueron sembrados por cada

orificio.
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Las relaciones ensayadas fueron de 104 células tumorales por

5.106; 2.5.106 Yy 5.105 células efectoras respectivamente. La

51

relacién que mostr6 mayor liberacién de Cr en los sobrena-

dantes fue de 104 células blanco : 106 células efectoras.

Cada muestra se sembr§ por cuadruplicada; como controles
se sembraron sblo 104 c€lulas YAC-1 marcadas por pocillo, lle-
vando a 100 ul finales con medio.,

Al cabo de 4 horas de incubacién a 37°C en estufa gasea-
da, se agregaron 50 ul de medio por pocillo y las placas fue-
ron centrifugadas a 1000 rpm durante 10 minutos. La tercera
parte del sobrenadante (50 ul) fue recogida y lefda en un con-
tador ¥ - de centelleo (od Nuclear), refiriéndose luego al vo-
lumen total.

Las cuentas por minuto (cpm) totales son determinadas
por la lectura de cpm incorporadas en 104 células YAC-1,

El porcentaje de citotoxicidad fue calculado segfin la
siguiente férmula:

cpm liberadas - cpm fondo
% citotoxicidad =cpm totales - c¢pm fondo

donde cpm de fondo son las encontradas en los sobrenadantes

correspondientes a los pocillos s6lo con células YAC-1 mar-

cadas.
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3.18.ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS CON FITOHEMAGLUTININA (PHA)

Los esplenocitos obtenidos segGn se ha indicado, fueron
cultivados en una concentraci6n de 107/ml en RPMI 1640, con el
agregado de PHA-P (Bacto Phytohemagglutinin-P, Difco) en una
concentracién final de 10 ug/ml, a 37°C en atm6sfera de C02.
Al cabo de 72 horas de cultivo, se recogieron los sobrenadantes
y se centrifugaron a 700 g durante 10 minutos a 4°C. Luego,
estos materiales fueron clarificados por filtracién en membra-
na Millipore de 0,45 u y mantenidos a -70°C hasta el momento
de su uso,.

Los sobrenadantes fueron administrados a los animales por

via intraperitoneal, en volGmenes de 2 ml durante los dfas 8,
9, 10 y 11 pi.

3.19.ESTUDIOS - ESTADISTICOS

Se utilizb el test de Andlisis de la Varianza para las di-
ferencias entre porcentajes de hinchazén de la pata. Las dife-
rencias entre recuentos de UFC se realizaron con el mismo test,
transformando las variables a logaritmos, o bien por el test no
paramétrico de Mann-Whitney., Los valores de p<0,05 se conside-

raron significativos.
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RESULTADOS

4.1.EVOLUCION DE LA COCCIDIOIDOMICOSIS EXPERIMENTAL EN RATAS

DE LA CEPA BUFFALO

Nuestro estudio se dirigi6 en primer lugar, a observar
la evolucién de la coccidiodomicosis en ratas de la cepa Bu-
ffalo, huésped experimental de todo este trabajo, dado que
por ser una cepa endocriada nos permitfa mayores posibilida-
des de experimentacién.

Los animales infectados se sacrificaron semanalmente,
desde el dia 7 pi hasta el dia 50 pi.

El examen microscépico directo reveld, en todos los
tiempos analizados, una predominancia neta de granulomas en
pulmén. El pericardio y el timo presentaron en algunos ca-
sos, una importante cantidad de granulomas. Hfgado, bazo y
rifnén podian presentar granulomas escasos y aislados gene-
ralmente sin esporangios al ser observados microscé6picamen-
te. La observaci6én directa de los granulomas , mostr§ espo-
rangios de primo-infeccién hasta el dia 14 pi. Hacia el dia
21 pi estos esporangios evolucionaron a quisticos con gran
cantidad de endosporos, existiendo algunos esporangios in-
termedios. A partir de dicho tiempo pi se continGan encon-

trando esporangios quisticos.



HISTOPATOLOGIA

Los animales infectados con C.immitis mostraron dos
tipos de respuesta inflamatoria. Hasta los 14 dias pi se
hallaron infiltrados leucocitarios con numerosos polimor-
fonucleares junto con esporangios grandes de paredes delga-
das y endosporas pequenas y numerosas (esporangios de primo-
infeccién).

A partir del dfa 14 pi, se comenzaron a observar gra-
nulomas foliculares con células gigantes. Los esporangios
decrecen en nGmero y en tamano, sus paredes se engrosan,
con endosporas de mayor tamano y menos numerosas (esporan-
gios quisticos).

En otros 6rganos tales como bazo e higado, se obser-

- 4 - - -
varon con frecuencia granulomas sinC.immitis.

RECUENTO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

El recuento de unidades formadoras de colonias de C.
immitis/gramo de 6rgano (UFC/g)a partir del pulmbén oscilé
entre 3,5 y 9.104 a lo largo de la evolucién de la infec-
cibén, sin presentarse variaciones importantes entre los

distintos tiempos pi. (Grafico 1)



Grafico 1

Ratas adultas inoculadas por via intracardfaca con 400
rrrrrrrrrrrr

UFC: unidades formadoras de colonias/g de pulmén.
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ENSAYO DE INTRADERMORREACCCION

La reaccién intradérmica a la coccidoidina se hizo
positiva hacia el dfa 14 pi., manteniéndose hasta el dGlti-
mo tiempo analizado. La prueba se realiz6 en la almohadilla
plantar, y el Indice de hinchaz6n se calculé como se indi-
ca en Materiales y Métodos. A partir del tiempo 14 pi. el

porcentaje de hinchazbén alcanza valores mayores o iguales

al 25%.

SEROLOGIA

Las reacciones serol6gicas, tanto por la técnica de
inmunodifusién como de contrainmunoelectroforesis, dan ban-
das de precipitacibn a partir del dfa 21 pi. (Fig. 1)

La técnica de fijaci6bn de complemento da resultados
positivos a partir del dfa 28 pi, con titulos de 1:16 a
1:32. Los titulos encontrados en los tiempos posteriores

no difieren de los mencionados.
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Fig. 1:
A) Inmunodifusifn en gel de &gar. Los sueros de ratas
infectadas se siembran periféricamente y en el cen

tro se coloca coccidioidina.

B) Contrainmunoelectroforesis. El orificio de mayor
tamafio posee el suero y el mds pequeno coccidioi-

dina.
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4.6. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50 (DLso) PARA COCCIDIOI-

DES IMMITIS EN RATAS BUFFALO

Con el objeto de determinar la dosis letal 50 en esta
cepa de ratas , se inocularon lotes de por lo menos 6 anima-
les cada uno con : 1250 artrosporas, 2500, 5000 y 10000 ar-
trosporas, por via intracardiaca.

No se registr6 muerte de los animales con ninguna de
las cantidades de artrosporas inoculadas, hasta el dfa 32 pi.
Hacia el dia 15 pi, los cuatro lotes recibieron coccidioidi-
na en la almohadilla plantar para determinaciétn de la reac-
cibébn intradérmica y presentaron una reaccién positiva, afin
en los lotes infectados con mayor cantidad de artrosporas.

En el dia 14 pi se sacrificaron 2 animales infectados
con 10000 artrosporas, y todo el resto de los animales en
el dfa 32 pi.

A partir del examen macroscbpico de los 6rganos y mi-
croscbpico de los granulomas se observ6 lo siguiente:

a) La cantidad de granulomas en pulmén es mucho mayor con
respecto a los demds 6rganos, manteniéndose esta rela-
cién ain con el mdximo nfimero de artrosporas inoculadas

Se observaron nédulos en rinones, bazo e higado pero en

poca cantidad.

b) La cantidad de esporangios dentro de los granulomas fue



llamativa al examen microscépico, en los animales ino-

culados con 5000 y 10000 artrosporas.

4.7. TRATAMIENTO CON INMUNOSUPRESORES

Tal como se puntualiz6 en los objetivos de este tra-
bajo, nuestro interés fue buscar un modelo experimental
apropiado para poder estudiar los efectos causados por la
inmunosupresi6tn durante la infeccibén con C.immitis.

En el intento de observar los distintos efectos pro-
vocados por esquemas de administracién de un inmunosupre-
sor como la ciclofosfamida (CY) se ensayaron dosis frac-
cionadas de las mismas.

Estos esquemas que se detallan a continuacibén, fueron
practicados tanto antes como después de la inoculacibén de
C.immitis, y fueron utilizadas dosis individuales de 20 mg/

Kg de peso de CY cada vez.

Esquema A

-8 -6 -4 -1 0
< . RN
Cy C.immitis
20 mg/Kg/dosis
(total :80mg/Kg)
E B cY
bsquema B 20mg/Kg/dosis

0 '+l +2 43 +4

o

:
C.immitis
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Los animales fueron sacrificados en los tiempos 7, 14, 21

Yy 28 pi, tomi&ndose al menos 3 animales por tiempo.

4.7.1. Observacibn de formacibén de granulomas en distintos 6r-

ganos por examen macro y microscépico.

El estudio macroscédpico mostraba mayor cantidad de granulo-
mas en los animales tratados con respecto a los controles, sobre
todo en pulmén. Aparecian granulomas aislados en bazo e higado,

pero se observaban en mayor cantidad que en los controles.

4.7.2. Recuento de UFC a partir de pulmdn

El recuento de colonias/g de 6rgano result6 elevado con
respecto a los animales infectados sin tratamiento inmunosupre-
sor alrededor del dia 14 pi, aumentando en un log (Tabla I).
M&s tarde los valores alcanzados en los animales tratados se e-

quiparaban con los controles.

4.7.3. Serologia

La respuesta humoral se encontr6 inhibida hasta el dia 21

pi, logrdndose detectar mis tardiamente.

4.7.4. Reaccibdn intradérmica a coccildioidina

La reaccién intradérmica, resultd positiva a partir del dia

14 pi, tal como ocurre con los controles. (Tabla I)
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Tabla I

Efecto de administracién fraccionada de CY en la infeccién con C.immitis

Control (a) Esquema A (b) Esquema B (c)
@ (c)
UFC/g (x10°) RI (3) UFC/g(x10°) RI (8)  UFC/g(x10%) RI (%)

0.4 14.3 0.6 17.3 3.9 13.6
7 oi 0.39 19 1.03 10 5.1 15
P 3 19 4.8 8.5 4.1 5.2
4.2
0.63 40 8.8 28 5.3 33.3
14 oi 0.64 35 0.75 41.6 8.4 42.1
P 0.42 32 4.2 45 3.2 29.4
0.5
0.46 45 0.64 37 4.07 47
. 3.2 28 0.95 42 2.36 39
21 pi 0.5 32
37 0.8 39 5.5 45
1.1 40 0.35 38 2.8 39
28 bi 0.8 29 0.84 38 0.73 42
p1 0.11 31.6 0.91 36.4 0.6 35.7
0.21

a) Control : Ratas infectadas con 400 artrosporas de C.immitis por via intracar-
dfaca y sacrificadas a distintos tiempos post-infeccién (pi)

b) Esquema A: Ratas tratadas con 4 dosis de CY de 20 mg/Kg y luego inoculadas
con C,immitis.

c) Esquema B: Ratas inoculadas con C.immitis y luego tratadas con 4 dosis de CY
de 20 mg/Kg por vez

d) Unidades formadoras de colonias/g de pulmdn

¢) Reaccién intradérmica a coccidioidina expresada camo el porcentaje de hincha-
z6n de la almohadilla plantar.
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4.7.5. Examen histolégico

El examen histol6gico de pulmén, bazo, higado y rifién mos-
tr6 una evolucibén en las caracteristicas de los granulomas seme-
jante a la observada en los controles.

Hacia el dfa 21 pi comenzaban a aparecer granulomas giganto-
celulares, bien circunscriptos. Los esporangios eran de primo-
infeccibnentre los 7 y 14 dias pi, evolucionando a quisticos hacia
el dia 28 pi.

Estas observaciones son semejantes tanto para el esquema
A como para el B.

Como primera conclusién podemos decir que la inmunosupresién
observada no fue capaz de alterar la respuesta celular al C.immi-
tis medida como reaccibn intradérmica a la coccidioidina. Adem&s
la adquisicién de una respuesta celular adecuada se traduce en
la formacifén de granulomas giganto-celulares, de tipo defensivos.
Con estos dos esquemas existi6 una mayor diseminacién del C.im-

mitis primariamente, que luego fue restringida por las defensas

del huésped.

4.8.UTILIZACION DE 2-4-DINITROFLUORBENCENO (2-4-DNFB)

Los esquemas de administracién de CY,A y B,antes menciona-

dos,fueron utilizados con un hapteno como el 2-4-DNFB, como pa-

rametro de respuesta celular.
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El esquema de trabajo fue el siguiente:

Esquema A

-8 -6 -4 -1 0 +7
- v 4 4 1
(64 4 2-4-DNFB 2-4-DNFB
20 mg/Kg/dosis Sensib. Desenc.

Esquema B

CY: 20mg/Kg/dosis

L4 Y

0 +1 +2 +3 +4 +7
2-4-DNFB 2-4-DNFB
Sensib. Desenc.

Siete dias después de la dosis sensibilizante del hapteno,
se aplic6 la dosis desencadenante, efectudndose la medida de
hinchazén de la oreja 24 horas méds tarde.

Los resultados obtenidos indican inhibicién de la res-
puesta hacia DNFB con los dos esquemas de administracibén de
CY mencionados. (Tabla II).

Por lo tanto, con los esquemas de administracién de CY
expuestos, se deprime la inmunidad celular hacia un antigeno
quimicamente definido. Sin embargo, la respuesta celular hacia

un antigeno autorreplicante, como lo es el C.immitis no se al-

tera en gran medida.
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TablaII:
Respuesta hacia DNFB en ratas inmunosuprimidas

Indice @
1,02 0,59
Control (@ 0,64 0,71
0,52 0,69
X= 0,695+ 0,173
0,097 0,186
Esquema () 0,081 0,176
0,128 0,105
X = 0.129 + 0,043
p <0,01®
0,369 0,107
ema B(© 0,291 0,017
0,098
0,019 0,341

X = 0.177 + 0.152 p < 0,001

(a) Ratas sin tratamiento inmunosupresor
(b) "  tratadas con CY en dias -8,-6,-4,-1
(c) " " * en dias +1,+2,+3,+4 siendo 0 el
dfa de sensibilizacifén con DNFB
(@) Indice _Medida oreja desencadenada-Medida oreja contralateral
Medida oreja contralateral
(e) Las diferencias son significativas entre los animales de
ambos esquemas de administracién de CY y los controles.




Esto nos corrobora el hecho de que en la respuesta hacia
C.immitis ocurren varias etapas y en cuanto a la respuesta ce-

lular es muy importante la segunda semana post-infeccién,

4,9, OTRO TRATAMIENTO DE DOSIS FRACCIONADAS DE CY

Continuando en la bisqueda de un tratamiento inmunosupre-
sor, nos preguntamos si prolongando dicho tratamiento durante
la segunda semana post-infeccibén se alterarfia la respuesta ce-
lular hacia el C.,immitis,

Para ello, se -utiliz6 el siguiente esquema de administra-
cibn de CY

Esquema C

0 +1 +2  +3 +4 +8 +9 +10
- ' - ~ - N M 2
C.immitis CY:20 mg/kg/dosis

La cantidad total de CY administrada fue de 120 &6 140 mg/kg de
peso, segln se aplicara o no la Gltima dosis (dia +10),

Cuando la dosis total fue de 140 mg/kg, los animales mu-
rieron en su totalidad entre el dia 10 y 15 pi.

Si la dosis totalizaba 120 mg/kg, la mortalidad alcanza-

da era del 60% de los animales (12/20), entre los dias 15 y

22 pi.



-64-

4.9.1. Examen macrosc6pico

El examen macrosc6dpico muestra una diseminacién marcada
del C.immitis, con importante cantidad de granulomas en higado
y bazo con respecto a los controles.

Son notablemente marcadas las diferencias entre los pul-
mones de los animales s6lo infectados con respecto a los in-

fectados y tratados con el esquema C. (Fig.2)

4.9.2. Recuento de UFC/g de pulmén

En este grupo experimental se observ6 un aumento muy im-
portante en el nfimero de unidades formadoras de colonias en
pulmén, el que llega a alcanzar el orden de 10’ UFC/g de 6rga-

no. (Grafico 2 )

4.9.3. Serologia

La serologfa di6 resultados negativos.

4.9.4. Reaccibn intradérmica a coccidioidina

La reaccién intradérmica fue negativa a los 14 dias pi.
y 21 dfas pi.(Grdfico3 ), haciéndose positiva hacia el dia

28 pi. en los animales sobrevivientes.

4.9.5. Histologia

El examen histol6gico muestra incapacidad para la forma-

cién de granulomas giganto-celulares, con ausencia de células



Fig. 2:

A) Pulmones de un animal inoculado con 400 artrospo-
ras de C.immitis, al dfia 16 pi. Se observan los

granulomas caracteristicos

B) Pulmones de un animal inoculado con 400 artrospo-
ras de C.immitis y tratado seglin el esquema C de
CY, al dfa 16 pi. Se observan numerosas lesiones,

asi{ como hiperplasia del 6rgano.
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Grafico 3

HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA A
COCCIDIOIDINA

DIAS P.I.
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[::::]Ratas inoculadas con 400 artrosporas de C.immitis

&@&&&&Ratas inoculadas con C.immitis y tratadas con 6

dosis de CY de 20 mg/kg.




epitelioides y gigantes. Existen ademds &reas de necrosis.
Los esporangios son grandes, con gran cantidad de endosporos,
y mantienen las caracteristicas de primo-infeccién,

Fue posible observar una evolucib6n diferente de las le-
siones segfin el 6rgano del que se trate,especialmente en los
animales sobrevivientes. Entre los dfas 21 y 28 pi, se obser-
van esporangios quisticos en bazo y formacién de granulomas,
los cuales son mds escasos en hifigado. El pulmén,el 6rgano mis
afectado, presenta ain en estos tiempos pi., esporangios de
primo-infeccibn, con infiltrados de polimorfonucleares y &-

reas de necrosis (Figuras 3 a 6).

EFECTO DE LA DOSIS UNICA DE CY

Como ha sido expuesto, se trataron animales con diferen-
tes esquemas de administracién de CY en dosis seriadas de 20mg/
Kg cada una.

Al mismo tiempo, se busc6 determinar el efecto de una G-
nica dosis de la droga inmunosupresora, con el objeto de esta-
blecer el momento durante la evolucibn de la coccidioidomico-
sis en que la inmunosupresibn resultara mis eficaz.

Fue ensayada, entonces, una dosis de 100 mg/Kg de peso
administrada en el dfa 7 pi y, por otra parte, la misma dosis

administrada 3 dias antes de la infeccién.
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Fig. 3:
Granulomas con células gigantes y esporangios
quisticos de C.immitis, en pulmones de ratas

infectadas (15 pi.) (250 X).

Fig. 4:
Reaccibn inflamatoria con esporangios de primo-
infeccibn y pocos esporangios quisticos, pero
sin granulomas, en pulmones de ratas infectadas
y tratadas con CY segfin esquemas A y B (15 pi.)

(250 X).
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Fig. 5:
Areas de necrosis hemorr&gica supurativa con espo-
rangios de primo-infeccibén en pulmones de ratas in-

fectadas y tratadas con CY segin esquema C (15 pi.)

(250 X).

Fig. 6:

Idem Fig. 5 pero a mayor aumento (400 X).
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En el primer caso, se observ6 un aumento en el nGmero de
UFC a partir de pulmén. La reaccién intradérmica a la coccidioi-
dina fue positiva en el dfa 23 pi., pero result6 negativa en un
tiempo anterior ( Tabla III).

En el caso de los animales tratados con 100 mg/kg de CY
3 dias antes de la infeccién, no se obtuvieron cambios signifi-
cativos con respecto al grupo control.

Administrando CY solamente en *a segunda semana post-in-
fecci6n (dfias 8 y 9 pi., 70 mg/kg de peso cada vez), se observa-
ba un aumento muy importante en el nGmero de colonias/g de pul-
mén entre el dfa 17 y 23 pi., que oscilaba entre 5.106 Y 107
UFC/g de 6rgano. Sin embargo, la reaccibén intradérmica a la coc-

cidoidina resultd positiva en el dfa 20 pi., alcanzando iguales

valores a los del grupo control.

2.11.ESTUDIOS HEMATOLOGICOS

Para todos los estudios realizados ( a menos que se especi-
fique) se utiliz6 el llamado esquema C de administracién de CY,.
Los resultados expuestos previamente indican que con esta forma
de inmunosupresifén se logra inhibir la respuesta celular a la
coccidioidina en forma prolongada, produciéndose también los
cambios mds importantes a nivel histolégico.

En primer lugar se determinaron las variaciones hematol6-

gicas producidas por la droga inmunosupresora en cuanto a los
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‘Tabla III : Efecto de dosis tGnicas de CY

Control CY + 7(@) cY - 3(b)
UFC/g (c) R.I. (d  UFC/g R.I. UFC/g R.I.
3 . 6 5
7,1 x 10 23 1,7 x 10 12 5,6 x 10 24,6
14pi 7,8 x 104 26,4 4 x 10° 17,5 2,8 x 10° 29
5 x 10% 28 3 x 10° 13,2 3,2 x 104 25,3
6,3 x 10° 35 2,5 x 10° 18 5 x 104 29,5
6,2 x 10% 25 4,3 x 10° 30
4,5 x 104 26,5 1,4 x 10° 33,2
23 pi 4 5
3x 10 30 3,6 x 10 26
7,2 x 104 32,4 2,1 x 10° 28,9
5 x 10° 34

(a) Ratas infectadas y tratadas con 100 mg/Kg de CY al dfa 7 pi.
(b) Ratas tratadas con 100 mg/Kg de CY 3 dias antes de ser inoculadas con C.immitis
(c) Unidades formadoras de colonias/g de pulmén.

(d) Reacci6n intradérmica a coccidioidina. Los valores son porcentajes de hincha-
z6n de la almohadilla plantar,



recuentos y f6rmulas leucocitarias,

Se analizaron cuatro grupos de animales, constitufdos de,

al menos, 3 animales por tiempo estudiado:

Gruno I : Ratas normales

Grupo II: Ratas a las que se les administr6 CY en dosis seria-
das segln esquema C.

Grupo III: Ratas infectadas con C.immitis

Grupo IV : Ratas infectadas con C.immitis y tratadas con CY se-
gGn esquema C,

Los resultados hallados se resumen en la Tabla IV. Se ob-
serv6 que los animales tratados con la droga inmunosupresora re-
cuperan valores normales en cuanto al recuento de leucocitos en-
tre el dfa 5°y 6°luego del tratamiento.

Las f6rmulas leucocitarias permanecen alteradas hasta el

dia 8-9 post-tratamiento, con una disminucién en el porcentaje

de linfocitos.

4.12 .DETERMINACION DE FAGOCITOSIS

Al dfa 15 pi., el exudado peritoneal (EP) de ratas infecta-
das con C.immitis e inmunosuprimidas con 6 dosis de CY se sembr6
en placas con medio Sabouraud, recuperando UFC (Tabla V).

En los EP de animales s6lo infectados, no se obtuvieron UFC,

Por otra parte, la tincién con May-Grunwald Giemsa de célu-

las de E.P., demostr6 gque los animales inmunosuprimidos presen-
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Referencias de la Tabla IV

Grupos I: Normal; II: Tratados con CY; III: Infectados;

IV: Infectados y tratados con CY.

3
a) Estos valores se expresan como N°blancos/mm~ de sangre.

b) Las f6rmulas leucocitarias se expresan como promedio de
porcentajes de polimorfonucleares (PMN), linfocitos (L) y

monocitos (M).

c) Los datos corresponden a los dfas p.i. equivalentes.

(dfa 10 p.i.= 1 post-tratamiento con CY, y asf sucesivamente).
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Tabla V: UFC en exudado peritoneal

UFC/ 106 células (c)

Ratas + (a) 15,2 8,9
C. immitis 12,8 10,3
7,5 9,5
Ratas + (b)
C.immitis No se detectan
+ CY

(a) Ratas inoculadas con 400 artrosporas

(b) Ratas inoculadas y tratadas con 6 dosis
de CY de 20 mg/Kg

(c) Las células de exudado peritoneal fue-
ron extrafdas, tratadas con agua desti-
lada durante 10 minutos, y luego sembra-

das en placas con medio Sabouraud.
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taban una relacién linfocito/macr6fago disminufda con respecto

a los animales normales; tal como se indica a continuacién:

Normales ‘Inmunosuprimidos
con CY
$ de
macr6fagos 34 + 7,5% 56 + 2%
$ de
linfocitos 45 + 6% 26 + 3%

Se trat6 de establecer si esta relacit6n linfocito/macré6fa-
go alterada, tenfia efecto en la replicacién fdngica de las célu-

las peritoneales observada en los animales infectados e inmuno-

suprimidos.

4.12.1, Recuperaci6én de artrosvoras infectantes viables

Se recogieron exudados peritoneales de animales normales
y de animales infectados con C.immitis al dfa 15 pi. Se separa-
ron las fracciones adherentes y no adherentes. Las monocapas de
las células obtenidas de la fracci6n adherente se cocultivaron
con linfocitos de ratas normales o de ratas inoculadas con el
hongo. Células sin el agregado de linfocitos fueron usadas como
control. Todas ellas se infectaron in vitro con artrosporas y

se incubaron durante 4 horas,
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Para conocer la capacidad fagocitica de las diferentes
monocapas , los sobrenadantes y el lisado celular de cada una

de ellas fueron sembrados en placas con medio Sabouraud, deter-

minando el nGmero de UFC.

Como se presenta en el grdfico, las células fagocitarias
a las que se le agregaron linfocitos sensibilizados mostraron

una menor recuperacién de UFC (Grdfico 4 ).

4,12,2, Tincibn connaranja de. acridina

Monocapas similares a las mencionadas ,fueron infectadas
con artrosporas Yy tenidas con una solucibén de naranja de acri-
dina , luego de 4 horas de incubacién,

Se determinaron los porcentajes de células con fusién fago-
lisosomal, encontridndose mayores porcentajes en las monocapas

cocultivadas con linfocitos provenientes de animales infectados

(Grafico 5 )

TRATAMIENTO CON SOBRENADANTE DE LINFOCITOS ESTIMULADOS CON

FITOHEMOAGLUTININA (PHA)

La activaciébn ejercida por los linfocitos sensibilizados
es debida a linfoquinas segregadas por ellos cuando est&n en
presencia del antfgeno especifico o por estfmulos inespecffi-

cos como la PHA,



Grafico 4

UFC RECUPERADAS

IN' ECCION IN VITRO
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INOCULO MCn-+Li MGi+Li MCn
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MCi+Ln: Macr de ratas infectadas + linfocitos de ratas
n

OXT

MCn+Li: Macr« de ratas normales + linfocitos de ratas

iiiiii

MCi+Li: Macxr¢ de ratas infectadas + linfocitos de ratas

iiiii
Cn: Macréfac ratas normales.

MCi: Macrdfag ratas infectadas.

ras de incuba con artrosporas infectantes.



Grafico 5

TINCION CON NARANJA DE ACRIDINA

MCi+Li: Macré6fagos de ratas infectadas + linfocitos de ratas

aaaaaaaaaaa

MCi+Ln: Macr6fagos de ratas infectadas + linfocitos de ratas

MCn+Li: Macr6fagos de ratas normales + linfocitos de ratas

aaaaaaaaaaa
MCn: Macré6fagos de ratas normales.

MCi: Macr6fagos de ratas infectadas.
Los valores son promedios de porcentajes de células que presen-
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En la rata infectada e inmunosuprimida la mayor replicacién
del hongo dentro de los macr6fagos podrfa deberse a una insufi-
ciente concentracién de linfoquinas secretadas,:zya que el ndmero
de linfocitos estd disminuido.

Las ratas infectadas y tratadas con CY recibieron sobrena-
dante de cultivos de esplenocitos estimulados con PHA-P,

Al dfa 17 p.i.,los animales fueron sacrificados y se deter-
miné en cada uno de ellos UFC en los pulmones y en las células
del exudado peritoneal. Como puede observarse en la Tabla VI,
el nimero de UFC en ambos materiales fue significativamente me-
nor en las ratas que recibieron los sobrenadantes provenientes
de linfocitos estimulados con respecto a los controles. Cuando
se utiliz6 el sobrenadante de linfocitos sin estimulaci6én, no

se obtuvo diferencia con respecto a los controles.

4.14. TRANSFERENCIA DE ESPLENOCITOS

4.14.1: Transferencia de esplenocitos sensibilizados

Con el objeto de esclarecer algunos mecanismos implicados
en la inmunosupresién inducida en este modelo experimental, se
planearon distintas experiencias de transferencia de espleno-
citos,

En un primer caso se quiso averiguar si la transferencia
de esplenocitos pertenecientes a animales inmunizados, era capaz

de "limpiar" el hongo en receptores infectados e inmunosuprimidos,



Tabla VI: Tratamiento con sobrenadante de linfocitos

estimulados con PHA-P

Grupo control (a) . Grupo tratado (b)
8,07 6,86 1,9 2,78
— 15,9 5,57 3 0,43
o 4,93 4 3,4 1,3
pulmén 6,7 1,7 2 0,39
x 107) ) 0,64
%=6,72 X =1,76
(c)
¢ 15,22 20,5 6,08 2,1
UFC/10 13,42 10,9 7,6 0,74
células 18,31 4,9 0,17 0,79
de 38,46 0,95 2,26 0,9
exudado (d)
peritoneal

a) Ratas infectadas e inmunosuprimidas

b) Ratas infectadas, inmunosuprimidas y tratadas con 2 ml de sobrenadante
de linfocitos estimulados con PHA-P, en los dfas 8,9,10 y 11 pi.

c) lLas diferencias entre ambos grupos son significativas ( p <0,05)

d) Las diferencias son significativas ( o <0,05, test de Mann-Whitney)
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Para ello, se utilizaron como dadores de esplenocitos ani-
males que habfan recibido tres dosis de 100 ug de micelio inac-
tivado cada una, en tres semanas sucesivas, Luego de 10 dfas de
la Gltima inoculaci6n de micelio inactivado, se extrajeron es-
plenocitos que fueron transferidos a animales previamente infec-
tados e inmunosuprimidos seglin el esquema C,

Al mismo tiempo, se transfirieron esplenocitos a otro gru-
po experimental que habfa recibido una Gnica dosis de CY de 100
mg/Kg de peso en el dia 7 pi. En los sueros de los animales sen-
sibilizados con micelio inactivado pudieron detectarse anticuer-
pos por contrainmunoelectroforesis en el dia 20 post inoculacién
de la Gltima dosis.

A continuacibfn, se esquematizan las transferencias reali-

zadas:

Dador: sensibilizado con micelio inactivado, dfa 10 de Gltima

inoculacién ———— esplenocitos
CY: 20 mg/Kg por vez
r— A \‘
0 +1 42 43 +4 +8  +9  +10
Receptores C.immitis
/ v
0 +7 +10

CY: 100 mg/Kg

El grupo receptor que habia recibido varias dosis de CY,

no mostrd diferencia entre controles y animales transferidos
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en cuanto al nGmero de UFC obtenidas a partir de pulmén. La reaccibn
intradérmica a coccidioidina se encontr6 inhibida en ambos grupos
experimentales.

Sin embargo, el grupo que habfa recibido una sola dosis de CY
en el dfa 7 pi. present6 mayor nGmero de UFC con respecto al grupo
correspondiente transferido con esplenocitos de animales sensibili-
zados. La reacci6én intradérmica a coccidioidina result6 positiva en

el grupo transferido, en el dfa 16 pi. (Grdficos 6 y 7 )

4.14.2. Transferencia de esplenocitos de funcifn supresora

Se transfirieron esplenocitos de animales que habfan recibido
6 dosis de CY como tratamiento inmunosupresor, hacia animales s6lo
infectados con C.immitis.,

Como control, un grupo de ratas s6lo tratadas con CY fue el
dador para el mismo grupo receptor mencionado.

Esta transferencia se llev6 a cabo en el dfa 15 pi. Al dfa si-
guiente se administr6 coccidioidina , para leer la reaccién 24 horas
mds tarde.

Esquema de trabajo:

CY:20 mg/kg

Dador 0 "+1 +2 +3 +4 +8 +9° +15
g | .
C.immitis 10" esplenocitos
{
0 +15

Receptor —
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Gréafico 6

TRANSFERENCIA DE ESPLENOCITOS
SENSIBILIZADOS

LOG UFGC

10

Ci Gi+CY Ci+CY+E GCi+CY1d  Gi+CY1d+E

Ci: Ratas infectadas con C,immitis

Ci+CY: Ratas infectadas y tratadas con 6 dosis de CY de
20 mg/kg.

Ci+CY+E: Ratas Ci+CY + esplenocitos de ratas sensibilizadas

Ci+CYyld: Ratas infectadas y tratadas con una dosis de CY
de 100 mg/Kg al dia 7 pi.

Ci+CY1ld+E: Ratas Ci+CY1ld+ esplenocitos de ratas sensibilizadas

Las diferencias entre Ci+CY1ld y Ci+CY1d+E son significativas

(p<0,001),6 Cada grupo estd integrado por, al menos, 6 ratas.

B T T T
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Grafico 7

TRANSFERENCIA DE ESPLENOCITOS

SENSIBILIZADOS
Ci | | | |
Ci+CY —
CI+CY+E L
CisCY1d _m——_l-—|
Ci+CY1d+E . I
0 0 20 30 20 50

% HINCHAZON DE PATA

Ci: Ratas infectadas con C.immitis

Ci+CY: Ratas infectadas y tratadas con 6 dosis de CY de
20 mg/kg.
Ci+CY+E: Ratas Ci+CY + esplenocitos de ratas sensibilizadas.

Ci+CY1d: Ratas infectadas y tratadas con una dosis de CY de
100 mg/kg al dfa 7 pi.

Ci+CY1d+E: Ratas Ci+CY1ld + esplenocitos de ratas sensibilizadas.
Las diferencias entre Ci+CY1ld y Ci+CY1d+E son significativas

(p < 0,001), cada grupo est& integrado por, al menos, 6 ratas.



Los resultados obtenidos indicaron una inhibicién en la respuesta
a la reacci6én intradérmica a la coccidioidina en el grupo receptor,
siendo el grupo dador el de animales infectados e inmunosuprimidos.

( Gr4afico 8).

4.15.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NATURAL KILLER (NK)

El ensayo para determinacién de actividad NX se realizé con
el objeto de averiguar qué papel desempehaba esta actividad en el
curso de la infeccién. Al mismo tiempo, era de interés conocer si
la actividad NK se modificaba en el desarrollo del tratamiento in-
munosupresor.

Los resultados obtenidos indican que existe actividad NK tan-
to en el grupo experimental infectado e inmunosuprimido ( con dise-
minacién fGngica), como en el grupo s6lo infectado.

El grupo s6lo tratado con CY no presentd§ modificacién alguna

con resvecto al grupo de animales normales ( Tabla VII ).

4.16 .DCTERMINACION DE ANTIGENEMIA

4.16.1 Obtencibn de inmunosueros

Se prepararon dos inmunosueros, utilizando en un caso exoan-
tigeno (ExoAg) de C.immitis y en el otro micelio inactivado, tal
como se describif6 en Materiales y Mé&todos.

El inmunosuero obtenido a partir de animales sensibilizados

con ExoAg dio bandas de precipitacién por inmunodifusién hasta la
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Grafico 8

TRANSFERENCIA DE ESPLENOCITOS

T —
st @

% DE HINCHAZON DE PATA

1
40 50

Ci: Ratas infectadas con C.immitis

Ci+CY: Ratas infectadas y tratadas con 6 dosis de CY de
20 mg/kg.

Tr (Ci+CY) : Ratas infectadas y transferidas con esplenocitos
del grupo Ci+CY, al dia 15 pi.

Tr (CY) : Ratas infectadas y transferidas con esplenocitos del
grupo s6lo tratado con CY, al dfa 15 pi.

Las diferencias entre Ci y Tr(Ci+CY) son significativas (p<0,01)

Cada grupo estd formado por,.al menos, 7 animales,




Tabla VII: Actividad Natural killer (NK) en los distintos

grupos experimentales

Dias pi.
Grupo 11 15 17
Normal 2,03 @ 5,57 1,92
Tratadas
con CY 4,14 3,1 2,8
Infectadas 10,03 26,5 15,5
Infectadas 0 27,1 11,1

vy tratadas

a) Los valores se expresan como el porcentaje de citotoxicidad, siendo éste:

% citotoxicidad _ cpm experimentales - cpm esponténeas

cpm totales - cpm espontineas

b) Los valores son promedios de 3 valores individuales, cada uno determinado

nor cuadruplicado.



Gltima dilucién ensayada (1/8) tanto frente al antfgeno
coccidioidina metab6lico, como frente al exoantigeno.

El inmunosuero obtenido a partir de animales sensi-
bilizados con micelio inactivado, s6lo dio bandas de preci-
pitacibén frente a los dos antfgenos mencionados, cuando el
mismo estaba concentrado (2 X).

Por lo tanto, se utiliz6 el suero anti-ExoAg para la

bGsqueda de antigeno en sangre.

4.16.2. BGsqueda de antigenemia

Se extrajo sangre de animales infectados desde el dia
1 pi. hasta el dfa 10 pi. inclusive. Al mismo tiempo, se
sangraron animales infectados e inmunosuprimidos en el dia
10 pi., es decir, al acabar el tratamiento inmunosupresor.

Alfcuotas de estos sueros fueron enfrentadas con el
suero anti-ExoAg puro en placas para el ensayo de contrain-
munoelectroforesis. No se detectaron bandas de precipitacién

en ningGn caso.

4.17. REACTIVACION DEL C,IMMITIS

Los animales con infeccibn crénica, y por lo tanto con
un grado de resistencia ya adquirido, recibieron tratamientos
inmunosupresores comenzando a los dias 60 pi. con el objeto

de lograr una reactivacién del C.immitis.
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El tratamiento inmunosupresor empleado consisti6 en dosis
de 100 mg/Kg, administradas a intervalos de 7 dfas, durante 4
semanas. Al cabo de este tratamiento se observ6 un aumento en
el nGmero de UFC en pnulmones, sin presentarse diseminacién en
otros 6rganos (Grafico 9).

Otros esquemas de administraci6n de CY (20 mg/Kg diaria-
mente durante 2 semanas;y 2 dosis de 100 mg/Kg a intervalos de

7 dias), no lograron reactivar la infeccidn.



Grafico 9

REACTIVACION DE C.IMMITIS

LOG UFC
8

CONTROLES TRATADOS

Controles: Ratas infectadas con C.immitis y sacrificadas al
dfa 95 pi.

Tratados: Animales infectados y tratados con 4 dosis de CY
de 100 mg/kg a intervalos de 7 dias, durante 4

semanas, comenzando al dia 60 pi.
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5. DISCUSION

La coccidioidomicosis es una enfermedad endémica de zonas
dridas y semidridas que abarca una gran extensién del continen-
te americano, desde California hasta la precordillera de nues-
tro pais.

El C.immitis es un hongo dimérfico, con un ciclo evolu-
tivo saprofitico y otro parasitario. A partir del micelio
que se desarrolla en el suelo se forman las artrosporas, las
cuales son vehiculizadas por el viento y pueden dar lugar a
otro micelio vegetativo, o bien ser inhaladas por un huésped.
Dentro de &éste las artrosporas pasan a un estadfo multinucle-
ado que luego de sucesivas fragmentaciones da lugar a un es-
porangio, en el cual comienzan a formarse endosporas. La rup
tura de los esporangios permite la liberacién de las endos-
poras y su distribucidn tanto local como por via hemdtica pro
duce otros focos de infeccibn.

Otros hongos que causan micosis profundas,tales como

Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis y

Blastomices dermatitidis poseen también un ciclo difdsico.

Los estudios realizados por varios autores sobre la
infeccibn con C.immitis permitieron establecer una serie de

caracteristicas comunes a otras micosis sistémicas, entre
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las que pueden senalarse:

a) La primoinfecci6én pulmonar origina un complejo primario
similar al de la tuberculosis.

b) Los animales domésticos y silvestres de las zonas endémi-
cas se infectan espontdneamente de la misma forma que el
hombre.

c) La fuente de infeccién comGn para ambos es el suelo, donde
se encuentra la fase saprofitica del honco.

d) La primoinfeccidn es en la mayoria cde los casos, asintomé-
tica o subclinica y deja una sb6lida inmuridad frente a re-
infecciones.

Ademé&s, la coccidioidomicosis reviste importancia desde
el punto de vista veterinario, ya que las especies de interés
econfmico como el ganado bovino y ovino son susceptibles a
esta micosis(77) (78) (79). El primero presenta un 20% de in-
feccibén asintomdtica en las zonas endémicas.

Los modelos experimentales han ofrecido abundante infor-
macién sobre esta enfermedad, ya sea en su aspecto evolutivo

como en el histopatolégico e inmunol6gico(80) (81) (82) (83).

Es ampliamente conocido el hecho de que la depresibn o
inhibicién de la inmunidad celular por parte del huésped in-
fectado favorece la diseminacién del agente etiolb6gico en la

mayoria de las infecciones flingicas(84).
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Sin embargo, no se encuentra en la bibliograffa suficiente
informacibén sobre modelos animales inmunosuprimidos en rela-
cién a la infeccién con C.immitis.

En este trabajo se desarrollé un estudio en un animal
de experimentacifén poco utilizado en la infeccibén con este
hongo.

La rata, de acuerdo a nuestras observaciones, es un
huésped de alta resistencia a la infeccién mic6tica, ya que
dosis tan elevadas como 5000 artrosporas de C.immitis inocu-
ladas por via intracardiaca, no le provocan la muerte.

Por lo tanto, result6 un modelo muy adecuado para de-
sarrollar estudios con agentes inmunosupresores, asi como

también de cronicidad de la infeccién.

Frente a una infecci6én mic6tica, un huésped desarrolla
una respuesta inmune a nivel humoral y celular. Con respecto
a la primera, hasta el momento no se ha asignado un papel pre-
dominante para los anticuerpos en la resistencia de la infec-
cibn. Los mismos son utilizados como elementos de diagnéstico
y prondéstico.

En cuanto a la respuesta mediada por células, una reac-
cién intradérmica positiva es Indice de infeccibén, y estd aso-

ciada con el grado de resistencia adquirida por el huésped.
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Como primer paso, se establecieron para la rata los parémet;os
que se utilizan habitualmente en el diagnéstico de la coccidioi-
domicosis, tales como la reccién de hipersensibilidad retarda-
da a 1la coccidioidina y la deteccién de anticuerpos hacia an-
tigenos del C.immitis.

La reaccién de hipersensibilidad retardada se detecta co-
mo positiva a partir del dia 14 post-infecci6bn (p.i.) con un
30% de hinchazdén de la pata que recibe coccidioidina, mantenien-
do la capacidad de responder a este antigeno durante toda la
vida del animal.

Los anticuerpos, va sea determinados por técnicas de inmu-
nodifusidn o contrainmunoelectroforesis, aparecen alrededor del
dia 21 p.i.; mientras que los fijadores de complemento se detec-
tan mids tardiamente hacia los dias 28 p.i.

Los estudios histopatolddgicos muestran un desarrollo secuen-
cial en cuanto al tipo de esporangios, tal como fue descripto an-
teriormente en otros modelos experimentales (8l). Los esporangios
denominados de primoinfeccién se caracterizan por ser grandes, de
paredes delgadas y numerosas endosporas pequenas en su interior,
y se pueden observar hasta el dia 14 p.i. A partir de este momen-
to, dichos esporangios evolucionan a quisticos, los que se carac-
terizan por su tamano mds pequeno, paredes mds gruesas y por al-

bergar endosporas grandes y menos numerosas.
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En la primera fase de la infecci6n, la reaccién inflamatoria se
caracteriza por un infiltrado de leucocitos polimorfonucleares
predominante, tal como ocurre en otros modelos experimentales
(85). Este hecho se atribuye a la capacidad de las artrosporas
Yy endosporas de estimular la quimiotaxis de los polimorfonucle-
ares (86). Alrededor del dia 14 p.i., se constituyen granulomas
de estructura folicular, con células gigantes. Escasos granulo-
mas pueden aparecer en bazo e higado y en ocasiones sin alber-
gar el C.immitis.

Dada la secuencia de eventos descriptos, existirfa una ' *;
correlacidén entre la reaccibédn de hipersensibilidad retardada l."_
& la coccidioidina, positiva a partir de los dfas 14 p.i., y .a,.

Ssazee

el cuadro histopatolégico con la formacién de esporangios quig-&?w

»

crvee

ticos en el mismo tiempo p.i.. Esto confirmarfa la importanciajs

.
an"

de la segunda semana posterior a la infeccidn en la adquisi-

cibn de resistencia, como fue observado por otros autores (81).

Dado que el objetivo de nuestro trabajo fue desarrollar
un modelo experimental de infeccibén con concomitante inmunosu-
presién, se ensayaron varios esquemas de administracién de CY
como droga inmunosupresora.

La CY altera el curso de numerosas infecciones mic6ticas,

segln sea el momento y ritmo de administracién. Entre las mi-
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cosis en las que se ha estudiado el efecto de la CY en modelos
experimentales, podemos mencionar: candidiasis (87), histoplas
mosis (88) y criptococcosis (89) (90).

Por otra parte, la rata es un huésped muy sensible a la
toxicidad de la CY, dado que dosis superiores a 100 mg/Kg de
peso le producen serias alteraciones en distintos 6rganos (91).
Adem&s, en trabajos realizados con el modelo rata-virus Junin
se comprobd que era necesaria la administracién de varias do-
sis de CY para modificar el curso de la infeccién (92).

En nuestro caso, se han-ensayado tratamientos con dosis
Gnicas o seriadas de la droga inmunosupresora. Utilizando do-
sis seriadas, tanto antes como en los primeros dfas después
de la infeccibén (Esquema A: 4 dosis de 20 mg/Kg de CY en dias
-8; -6; -4 y -1 ; siendo el dia 0 el de la infeccién. Esque-
ma B: 4 dosis de 20 mg/Kg de CY en dias +1; +2; +3 y +4) se
encontrd un retardo en la sintesis de anticuerpos que se pu-
dieron detectar recién después del dfa 28 p.i. Ademds se ob-
servé una mayor diseminacién fingica primaria determinada por
el incremento en el nGmero de unidades formadoras de colonias,
dado que alrededor del dfa 20 p.i. el nGmero de UFC fue simi-
lar al de los controles sin tratamiento. En cambio,via reacciQn
intradérmica a la coccidioidina no se encontr6 inhibida con ;

estos esquemas de administracién de CY.
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La formacién de granulomas caracteristicos de la evolucién nor-
mal de la infeccibn se retras6 aproximadamente en una semana con
respecto a los controles sin tratamiento.

Al prolongar el tratamiento con CY durante la segunda sema-
na p.i. ( Esquema C: 6 dosis de 20 mg/kg en dias +1,+2,+3,+4,+8
y +9), se registraron modificaciones importantes en el curso de
la infecci6én . Estas modificaciones abarcan: a) una mortalidad
elevada ; b) inhibicién de la sintesis de anticuerpos y de la reac-
ci6én intradérmica a la coccidioidina.; c) una mayor diseminacién
del C.immitis en el pulmén, como en otros &6rganos tales como
bazo e hfigado; d) ausencia de formacién de verdaderos granulo-
mas y presencia de dreas necr6ticas en pulmén;y e) persistencia
de los esporangios de primo-infeccién.

Por el contrario, con dosis (Gnicas de CY los efectos no:
resultaron tan marcados.

Con relacién a la respuesta humoral inhibida con la ad-
ministracién de CY con los esquemas A y B, los resultados eran
esperables ya que la CY afecta primariamente las células B,
tal como se ha descripto en trabajos previos (93). Ademé&s,
la capacidad de recuperarse y restringir la infeccibn que
presentan los animales de los dos grupos inmunosuprimidos men,
cionados, indica una vez mds que los anticuerpos no juegan un;é

papel preponderante como mecanismo de resistencia a la infec-

cién micbtica (94).
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Con nuestro esquema de 6 dosis de CY la ausencia de for-
macién de granulomas se correlaciona con la falta de respuesta
celular a la coccidioidina. La respuesta histopatolbgica en-
contrada en este grupo de ratas infectadas e inmunosuprimidas
tiene puntos en comlin con la hallada por Clemons y col. (95)
en ratones atimicos infectados con C.immitis. En cortes his-
tol6gicos de pulmones de estos animales, dichos autores encon-
traron infiltrados celulares predominantemente supurativos,
con ausencia de respuesta granulomatosa, la que era caracte-
ristica de ratones eutimicos. Asimismo, en ratones "nude"
se observ6 mayor cantidad de esporangios, muchos intactos,
sin estar asociados a una respuesta inflamatoria.

Por lo tanto, la prolongacién del tratamiento inmunosu-
presor durante la segunda semana p.i. disminuye la capacidad
de resistencia al C.immitis no permitiendo que la infeccién
guede circunscripta.

Es probable que el efecto de la droga, con el tratamien-
to prolongado, sea acumulativo y gradual, ya que cuando se
administran dosis altas de CY s6lo en la segunda semana p.i.,

las alteraciones del curso de la infeccibn no son tan marcadas.

La respuesta celular ha sido senalada por varios autores

como de fundamental importancia para la resistencia al C.immitis,
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como sucede en la mayorfa de las micosis profundas(96). Asimismo
se han comprobado numerosas alteraciones de la inmunidad mediada
por células en enfermos de diversas micosis sistémicas, relacio-
nando severidad de dichas deficiencias con la gravedad de la afec-
cién.

En cuanto al mecanismo de accién de los linfocitos T, se ha
descripto que estas cé&lulas son capaces de modular la accién de
los macr6fagos a través de la produccién de linfoquinas(97). Los
macrb6fagos activados por la interaccién con las células T, adquie-
ren capacidad fungicida(100). Los estudios de Beaman y Holmberg(98)
sugirieron que los macrb6fagos alveolares obtenidos por lavados de

pulmédn de Macaca mulatta, eran incapaces de matar las artrosporas

fagocitadas in vitro, atribuyéndolo a una inhibici6én de la fusibn
fagolisosomal, y en consecuencia las artrosporas intracelulares se
desarrollaban en esporangios con endosporas. Resultados semejantes
fueron hallados con macr6fagos y polimorfonucleares de sangre peri-
férica(99).

En sucesivos trabajos, otros autores demostraron que en pre-
sencia de linfocitos provenientes de ratones sensibilizados con
C.immitis, los macr&6fagos murinos eran capaces de matar al agente
fGngico. Ellos observaron la disminucién de la viabilidad de endos-
poras infectantes, luego de cocultivar linfocitos sensibilizados

con las células macrofdgicas(100).

Estos estudios no han sido confirmados aGn en células humanas
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pero todos los hallazgos hasta el momento corroboran la impor-
tancia de la inmunidad mediada por células en la defensa del
huésped hacia el C.immitis (101).

El mecanismo de activacién por linfoquinas que habilita
al macr6fago para matar al microorganismo intracelular, ha si-
do observado en numerosos sistemas pardsito-huésped. Se han des
cripto resultados que confirman la accién de las linfoquinas

con otros agentes fGngicos tales como Histoplasma capsulatum

(102), Blastomices dermatitidis (103) y Criptococcus neoformans

(104) (105). También, se demostraron estos mecanismos en in-

fecciones por Rickettsia tsutsugamushi (106), distintas espe-

cies de Leishmania (107) (108) (109), Listeria monocitogenes

(110) y Trypanosoma crugl (111).

En lo que se refiere a nuestro modelo experimental, los
animales infectados con C.immitis e inmunosuprimidos sufren
una diseminacidn importante del hongo en diversos 6rganos, pro
bablemente producida por la falta de macré6fagos efectores, ya
que los mismos requieren para su activacibn de la interacciébn
con linfocitos T sensibilizados (112). Es conocido el hecho
de que todo tratamiento inmunosupresor disminuye principalmente
el ndmero de linfocitos, por ser células de rdpida divisién (93).
En las ratas infectadas e inmunosuprimidas el nGmero de leu-

cocitos disminuye marcadamente hasta las 48 horas posteriores
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al tratamiento. Luego del tratamiento el nGimero de leucocitos re-
toma r4pidamente los valores normales, pero las f6rmulas leucoci-
tarias se encuentran alteradas presentando un alto porcentaje de

polimorfonucleares a expensas de linfocitos.

La disminuci6én de linfocitos B se manifest6 en la inhibicién
de la sintesis de anticuerpos, aunque &stos no influirfan en la
adquisicién de resistencia a la infecci6én. Por el contrario, la
disminuci6én de linfocitos T en un periodo de tiempo relativamente
prolongado, alter6 notoriamente el curso de la infeccién, lo que
qued6 evidenciado por la falta de respuesta a la coccidioidina y
por la reaccién histolébgica.

En otras experiencias, se observ6 que era posible recuperar
C.immitis a partir de exudados peritoneales de ratas infectadas e
inmunosuprimidas, pero no ocurria lo mismo en los animales infec-
tados solamente.

Al mismo tiempo, los exudados peritoneales coloreados con
May-Grunwald Giemsa, presentaban una relacién linfocito/macré6fago
disminufida en los animales inmunosuprimidos en comparacién a los
controles normales.

Todos los hallazgos descriptos hacfan suponer gque la menor
proporcién de linfocitos presentes en la cavidad peritonéél podrfa
ser responsable de una menor activacién fagocitaria.

Para comprobar esta hip6tesis, se cocultivaron linfocitos

provenientes de exudado peritoneal, tanto de animales previamente
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infectados como de animales normales, con macré6fagos de ratas in-
fectadas, que luego fueron desafiados in vitro con artrosporas.

En los macr6fagos peritoneales cultivados con linfocitos de anima-
les infectados, se observ6 un mayor porcentaje de células con fu-
si6én fagolisosomal, por la tinci6n de naranja de acridina. También
se obtuvo una menor recuperacifén de unidades formadoras de colo-
nias de artrosporas infectantes en este grupo experimental. Por

el contrario, los linfocitos de animales normales no lograron ac-
tivar funcionalmente a los macr6fagos. Estos resultados estarfan
de acuerdo con lo hallado por los autores antes mencionados (100)
(112).

Estudios m&s recientes muestran que ,in vitro ,el Interferén
¥ -recombinante ejerce el mismo efecto en macr6fagos alveolares
que el cocultivo con linfocitos esplénicos sensibilizados, para
provocar la activacibén de la capacidad fungicida hacia el C.immi-
tis(113).

Del mismo modo, Wu-Hieh comprueba que el Interferén ¥-recom-

binante inhibe el crecimiento intracelular de H.capsulatum(114),
Experiencias previas de los mismos investigadores, demostraron que
las linfoquinas segregadas por linfocitos T esplénicos obtenidos

de ratones inmunizados con H.capsulatum eran capaces de activar

macr6fagos(115).’El mismo efecto podfa causarse con linfoquinas

generadas por un estfmulo inespecifico, como la concanavalina A

(116) .
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Por lo tanto, dentro de las linfoquinas capaces de activar al ma-
cr6fago en sistemas fGngicos, el Interfer6n parece cumplir un pa-
pel principal, aunque no se pueden excluir otras linfoquinas como
moduladoras sobre la accién fagocitica.

En nuestro modelo, con la inoculacién del sobrenadante cru-
do de linfocitos estimulados con fitohemaglutinina a animales in-
fectados e inmunosuprimidos, se logr6 una disminucién del C.immi-
tis viable en pulmén y en exudado peritoneal. Aunque estas experien-
cias son preliminares, indicarifian una activacién macrofdgica por
parte de las linfoquinas in vivo, dado que &stas se encontrarian

disminuidas en los huéspedes inmunosuprimidos.

Por otra parte, fue de interés determinar si la transferen-
cia de esplenocitos provenientes de animales sensibilizados con
antigenos de C.immitis, restringfa la infeccién en receptores in-
fectados e inmunosuprimidos, ya que en &stos Gltimos los linfoci-
tos T se encontraban fuertemente disminufdos.

Cuando los receptores infectados recibfan una Gnica dosis
de 100 mg/kg de CY en el dfa 7 p.i. como tratamiento inmunosupre-
sor, la transferencia de esplenocitos a partir de dadores sensibi-
zados con micelio inactivado, permitfa reducir el ndmero de unida-
des formadoras de colonias de C.immitis en pulmones, Al mismo tiem-
po, en el grupo de ratas transferidas, la reaccién intradérmica a

coccidioidina se revertfa de negativa a positiva.
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La transferencia de esplenocitos del mismo grupo de animales dado-
res, no ejerci6é6 un efecto positivo sobre los receptores que habfi-
an recibido un tratamiento inmunosupresor prolongado de 6 dosis de
CY. En este Gltimo caso, la diseminacién fdngica al momento de la
transferencia es de gran magnitud, y por esto la restriccién del
hongo en su replicacién ya no serfa posible.

Beaman y col. transfirieron células de bazo de ratones inmu-
nizados con endosporas muertas de C.immitis a receptores previamen-
te irradiados, logrando su resistencia a un desaffo posterior con
artrosporas (96).

Por otra parte, Rifkind y col.(116) fueron capaces de trans-
ferir la hipersensibilidad retardada hacia antfgenos de C.immitis,
medida por hinchazén de la pata, a receptores normales con células
esplénicas provenientes de ratones inmunes.

También se demostr6 proteccién hacia un desaffo con H.capsula
tum en receptores transferidos previamente con esplenocitos o con

células de exudado peritoneal de dadores inmunizados con este hon-

go(117).

Por otra parte, se plantef§ como hip&tesis la generacién de
una subpoblacién celular con actividad supresora en los huéspedes
inmunosuprimidos con infeccibn altamente diseminada. Con este ob-
jeto, los esplenocitos de animales que habfan.recibido 6 dosis de
CY durante las dos primeras semanas p.i., fueron transferidos a

receptores previamente infectados con C.immitis y se observ6 en
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ellos una inhibici6én de la respuesta celular a coccidioidina. Es-
te hecho sugiere la formacién de una subpoblacién de linfocitos T
supresores en los animales inmunosuprimidos en los que se ha pro-
ducido una infecci6én diseminada.

En pacientes con micosis sistémicas diseminadas, se ha encon-
trado una respuesta deprimida hacia diversos antigenos caracteris-
ticos como estimuladores de la inmunidad mediada por células. Den-
tro de las anormalidades en la respuesta celular, sobresalen :

a) pruebas cutéineas de hipersensibilidad negativas, tanto para el
antigeno especifico como para candidina, PPD y tricofitina(118)
(119) (120) (121); b) ausencia de respuesta cutdnea a la fitohema-
glutinina(122) (123); c) incapacidad para sensibilizarse al dini-
troclorobenceno(120) (122) (124); d) disminucién de la transforma-
cib6bn blastica frente al antigeno especifico, candidina y fitohema-
glutinina(123) (125) (121); e) disminucién del porcentaje de lin-
focitos T en sangre periférica, determinado por la técnica de for-
macién de rosetas(126) (122) (121); £f) disminucién del nGmero de
linfocitos en el drea paracortical de los ganglios linfdticos(126);
g) ausencia del factor inhibidor de la migracién de monocitos fren-
te al antfigeno especifico y candidina(122); h) prolongacién del
tiempo de supervivencia de los injertos cut&neos no autflogos(122),

Todas las alteraciones de la respuesta celular, tanto in vivo
como in vitro, son mds acentuadas con el antigeno especifico. y
la recuperacién de la reaccifn cutdnea hacia el mismo va asociada

a la remisién de la enfermedad (127) (128).



Los pacientes con coccidioidomicosis progresiva presentan una res-
puesta celular deprimida hacia coccidioidina, pero, en general se
mantiene la capacidad para responder hacia antfgenos no relaciona-
dos(129) (130). Sin embargo, Catanzaro y col.(131l) encontraron una
respuesta disminufda a fitohemaglutinina en pacientes con coccidioi
domicosis pulmonar activa y diseminada.

No se han descripto estudios que demuestren la presencia de
células con funcibén supresora en la falta de respuesta celular en
estos pacientes. En cambio, en enfermos con paracoccidioidomicosis
diseminada se hall®d un aumento de células OK T8+ (132).

Es probable que en el grupo de animales inmunosuprimidos con
infeccién extensiva a varios 6rganos, la alta cantidad de antige-
no(s) fangico(s) sea responsable de la induccibén de células T de
funcién supresora. La inhibicién de inmunidad celular por altas
concentraciones de antfgeno fGngico ha sido sugerida por varios
autores (133) (134).

En otras infecciones mic6ticas como histoplasmosis, cripto-
coccosis y paracoccidioidomicosis, se ha estudiado la induccién y
funcibén de subpoblaciones de células T supresoras en modelos expe-
rimentales(134). En las dos dltimas micosis mencionadas se han des-
cripto los circuitos supresores implicados con detalle(135) (136)
(137) (138) (139) (140).

En nuestro modelo experimental, en primer lugar se induce

una alta replicacién fGngica por un tratamiento inmunosupresor.
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En segundo lugar,se observa una actividad supresora en células
esplénicas, probablemente inducida por la gran cantidad de anti-
geno fGngico. Estos dos efectos podrian ocurrir copcomitantemente
en pacientes inmunocomprometidos que padecen una micosis sistémi-
ca.

La presencia de antigenemia en las micosis es indicativa de
la diseminacién alcanzada por el microorganismo, La existencia de

antfigeno de Paracoccidioides brasiliensis circulante en un modelo

experimental murino, se ha correlacionado con la estimulacién de
células T supresoras (139).

En coccidioidomicosis, se ha encontrado antigenemia en sueros
de pacientes con enfermedad progresiva y primaria (141) (142). Ade-
mds, la sintomatologia de la enfermedad en muchos casos sugiere
la presencia de complejos antfgeno-anticuerpo circulantes (143).

Por lo tanto, se quiso indagar la presencia de antiIgeno de
C.immitis en sangre en nuestro modelo experimental, como también
ver si era posible relacionar este hecho con la actividad supreso-
ra hallada en los animales con infeccién diseminada.

Por la técnica de contrainmunoelectroforesis no se detecté6
antigenemia en ratas infectadas, ni tampoco en las infectadas e
inmunosuprimidas, hasta el dia 10 pi. Es probable que dicha téc-
nica no sea lo suficientemente sensible para tal determinacién,

pero con un enzima-inmunoensayo (ELISA) se pueda determinar la
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presencia de antigeno en suero en los animales con infeccif6n di-

seminada

La actividad Natural Xiller (NK) es un mecanismo inmune ines-
pecifico que interviene en la resistencia a numerosas infecciones
(144) (145).

En el caso de las infecciones mic6ticas, algunos autores han
enfatizado la accidén NK como protectora en el curso de la infec-
cién (146) (147).

Los resultados de este trabajo muestran que, tanto los ani-
males infectados como los infectados y tratados, los cuales pre-
sentan diseminacién fGngica en varios 6rganos, poseen actividad
NK en esplenocitos. Por lo tanto, la actividad NK no parece tener
un efecto importante en la restricci6n de la infeccién, Estos re-
sultados concuerdan con los hallados por Clemons y col. (95), los
qgue indican que en los ratones atimicos la replicacién fdngica en
bazo alcanza iguales o afin mayores niveles que en los ratones eu -
timicos. Sin embargo, los ratones atfimicos poseen una alta activi-
dad NK en bazo (148).

Por lo contrario, trabajos realizados in vitro muestran que
las células NMNatural Killer son capaces de inhibir el crecimiento

de endosporas de C.immitis (149).

En ratones inoculados con C.neoformans por via endovenosa,

Lipscomb y col (150) afirman que las cé&lulas NK juegan un papel
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en la resistencia hacia este hongo en una fase temprana de la in-
feccibn. Estos autores observaron un menor"clearance" del agente
fGngico en los animales tratados con el monoclonal anti-NK 1.1.
con respecto a los controles sin tratar. Sin embargo, los ani-
males tratados con dicho anticuerpo no presentaban diferencias
en cuanto a sobrevida luego de la inoculacibén endovenosa. Si la
inoculacién del microorganismo era realizada por via intratra-
queal, el tratamiento con anti-NK 1.1, no indujo ninguna modi-
ficacién en la limpieza del hongo ni en la adquisici6én de re-
sistencia a la infeccién.

Por lo tanto, la funcién de las cé€lulas NK in vivo es dis-
cutida.

Del mismo modo que para C,immitis, la replicacién in vitro

de C.neoformans, se encuentra inhibida por células NK esplénicas

(151).

En los Gltimos anos se ha registrado un notable incremento
de infecciones mic6ticas de gravedad en individuos cuyo sistema
inmunolégico se encuentra seriamente comprometido., Estas infec-
ciones se evidencian en la mayoria de los casos por reactivacién
de una enfermedad ya curada.

En la rata, a los 60 dias de la inoculaci6n de C.immitis
la infeccidn es crbnica presentando los animales una sé6lida
resistencia. Este modelo era de utilidad para ipducir_una reac-=

tivacién de la infeccién por el tratamiento con CY,
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Como se demostr6 en resultados, la reactivacién se manifesté
por un aumento significativo del ndGmero de UFC en pulmones sin
llegar a provocar una diseminacibén en otros 6rganos.

Estas experiencias confirman, en forma experimental, lo que
ocurre en el hombre cuando su sistema inmune presenta serias de-

ficiencias,
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6. CONCLUSIONES

- La rata endocriada de la cepa Buffalo/Sim, inoculada por via

intracardfaca con artrosporas de C.immitis presenta las si-

guientes caracteristicas:

Es muy resistente a la infeccifn, ya que inoculaciones de
5000 6 10000 artrosporas no le provocan la muerte.
La reaccibn intradérmica a la coccidioidina, valorada por la
hinchazé6n de la pata, aparece positiva a partir del dfa 14 pi.
Los anticuerpos séricos determinados por inmunodifusién o con-
trainmunoelectroforesis, se detectan alrededor del dfa 21 pi.,
mientras que los fijadores de C no antes de los 28 pi.
En la histopatologia de 6rganos se puede observar esporangios
de primoinfeccién durante las primeras 2 semanas pi.
A partir de este perfodo aparecen los esporangios quisticos.
La reaccit6n inflamatoria se caracteriza por granulomas de es-
tructura folicular, con un infiltrado de leucocitos polimor-
fonucleares y con cé&lulas gigantes.

Existirfa una correlacién entre la hipersensibilidad re-
tardada a coccidioidina y la formacién de esporangios quisti-
cos, marcandq a la seqgunda semana pi. como importante en la

adquisicibén de resistencia a la infecciébn.

En cuanto a los tratamientos con CY como droga inmunosupresora:

La inoculacibén de 4 dosis de CY de 20 mg/Kg antes o después
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de la infeccién,

a)

b)

c)

d)

a)

b)

c)

a)

e)

retarda la sintesis de anticuerpos hasta los 28 dfas pi.
incrementa la diseminacifén del C.immitis comprobada por el
aumento de UFC en pulmones

no modifica la reaccibn positiva de hipersensibilidad retar-
dada (HR) a coccidioidina.

la evolucib6n de los esporangios de primoinfecci6n a quis-
ticos se retrasa aproximadamente en una semana, con respec-
to a los controles sin tratamiento.

La administracién de 6 dosis de CY de 20 mg/Kg luego de la
infecci6én produjo importantes modificaciones en el curso
de la enfermedad:

Se registrd una mortalidad elevada

Se inhibieron tanto la respuesta sérica humoral, como la
reaccién de HR a coccidioidina

Se observ$ una gran diseminacién fGngica, la que involucré
bazo e higado adem&s de pulmones.

Ausencia de formacién de verdaderos granulomas.
Persistencia de esporangios de primoinfeccién.

Los esquemas de administraci6én de una Gnica dosis de CY,
provocan un aumento en el nGmero de UFC en pulmones. En

algGn caso inhiben la HR a coccidioidina, pero este efec-

to es transitorio.
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- Los estudios hematol6égicos realizados en las ratas infectadas
e inmunosuprimidas mostr6 que el nGmero de leucocitos se encon-
traba disminufdo hasta las 48 horas posteriores al tratamiento,
mientras que las f6rmulas leucocitarias se encontraban altera-
das hasta el dfia 8-9 post- tratamiento. Estas presentaban un
alto porcentaje de polimorfonucleares a expensas de linfocitos

- En los animales inoculados con el microorganismo € inmunosupri-
midos segfin el esquema de 6 dosis de CY, los exudados peritone-
ales presentaban una relacién linfocito/macréfago disminuida
con respecto a los controles normales.

De los exudados mencionados se recuperS el C.immitis no
ocurriendo lo mismo en ratas infectadas solamente,

- La menor cantidad de linfocitos que formaban el exudado peri-
toneal influfia en la capacidad fagocitaria de los macr6fagos
peritoneales.

Experiencias realizadas en los que se cocultivaban macré6-
fagos de ratas infectadas con linfocitos provenientes de ani-
males infectados, el porcentaje de células con fusién fagoli-
sosomal, era mayor, observindose ademds una menor recupera-
ci6n de unidades formadoras de colonias de artrosporas con res-
pecto al cocultivo utilizando linfocitos de ratas normales,

- El1 sobrenadante crudo de linfocitos estimulados con fitohema-

glutinina administrado a ratas infectadas e inmunosuprimidas
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activarfa los macr6fagos ya que en estos animales disminuy6
significativamente la cantidad de C.immitis viable recupera-
do de pulmones y de exudado peritoneal,

- La transferencia de esplenocitos de dadores sensibilizados
con micelio inactivado a receptores que recibieron una dnica
dosis de 100 mg/Kg de CY en el dia 7 pi. redujo el nlGmero de
UFC en pulmén. Adem&s se positivizd la reaccién intradérmica
a la coccidioidina. Cuando los receptores recibfan un trata-
miento de CY prolongado, la transferencia no ejerci6 los efec-
tos mencionados, probablemente debido a la gran diseminacién
fingica en el momento de la transferencia.

- Por otra parte, la transferencia de esplenocitos de animales
qgue recibieron 6 dosis de CY a receptores previamente infecta-
dos di6 lugar a una inhibici6n de la respuesta celular a la
coccidioidina, lo que sugiere la formacién de una subpoblacién
de linfocitos T supresores en las ratas inmunosuprimidas.

- No se hall6 antigenemia por la técnica de contrainmunoelectro-
foresis en ratas infectadas ni en infectadas e inmunosuprimidas

- La actividad NK no parece tener un efecto importante en la res-
triccién de la infecci6n.

- Fue posible reactivar la infeccién con C.immitis luego de 60
dfias pi., la que se manifest6 con un aumento significativo

del nGmero de UFC en pulmén.
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