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INTRODUCCION

l. RESEÑA 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

años después de comenzada la enfermedad. Este paciente vivió

3 años más, con severas lesiones en piel y diseminación gene
ralizada de la enfermedad.

Posadas y Wernicke describieron la enfermedad con gran de

talle, pero su diagnóstico fue equivocado. Ellos caracterizaron

el microorganismo encontrado en las lesiones comoun protozoo.

Contemporáneamente,un trabajador portugués migró de las

Azores al "San Joaquin Valley" en California. En el transcurso

de l a 2 años, manifestó una enfermedad con sintomas y lesiones

en piel similares a las del paciente argentino. Este caso fue

informado por Rixford en 1894, y dos años después, junto con

Gilchrist, el caso fue descripto en forma más completa. Estos

investigadores reprodujeron la enfermedad en forma experimental

en perros y conejos, pero sus intentos de cultivos bacterioló

gicos mostraban un hongo que ellos descartaban por considerar
lo contaminante.



Por sugerencia del Dr. Charles W. Siles,el microorganis

moque 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 últimos investigadores sostuvieron que

el hongo, primariamente considerado comoun 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 años más tarde,OPhUls

publicó dos trabajos adicionales describiendo con detalles,las
principales caracteristicas de la coccidioidomicosisy el ciclo
de vida del hongo.

Dado que Ophuls había tenido oportunidad de seguir el cur

so de la enfermedad en este último paciente desde sus origenes,

enfatizó la importancia de la infección pulmonar inicial con

una subsecuente aparición de lesiones secundarias en piel y vis
ceras características de la enfermedaddiseminada.

En el transcurso de los 10 años siguientes, tanto los ca

sospresentadoscomo 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 revisión de 40 casos, incluyendo nueve casos



En la misma época, numerosos informes señalaron la impor

tancia de la via respiratoria comopuerta de entrada de la in

fección. 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, observó un paciente con neumonía, fiebre, pleuresia y eri
temas nodosos, un sindrome conocido como "San Joaquin Valley

Fever". Unos pocos meses después observó 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

enfermedadde origen respiratorio, causada por la inhalación

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 producía una diseminación del agente
causal.

C.E.Smith realizó estudios exhaustivos en puestos milita

res y tierras del Sur de California correspondientes al área
endémica. Estos estudios brindaron importante información sobre

el patrón epidemiológico de la coccidiodomicosis. Smith descri



bió con precisión los tópicos de importancia referentes a la

enfermedad tales como la duración del periodo de incubación

la gran variación en la severidad de los sintomas, y métodos

de control comosiembra de gramïneas en áreas trabajadas por

el hombre(2) (3) (4X

.ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS

La coccidioidomicosis es una enfermedad restringida al

Hemisferio Occidental, especificamente entre 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 áreas

contiguas a México. Ademásexisten 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 Tucumán, parte de Córdoba, San Luis,y Catamarca.

(5)

En los Estados Unidos se estima la aparición de 25.000 a

100.000 casos nuevos cada año(6) . Siendo tanto California, c2

moArizona y Texas, tres de las más importantes áreas de crecí

miento demográfico de los Estados Unidos, mayor es 1a posibili
dad de nuevas infecciones.

Las infecciones reportadas fuera de las áreas endémicas,



N

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 esporádicos, pero en ciertas CiE
cunstancias se presentan epidemias, por ejemplo, en arqueólo

gos expuestos a un área comúnde expedición(7) . La infección

es más frecuente entre aquellas personas que por su ocupación,

trabajan el suelo. El número de casos se relaciona además con

factores climáticos: es mayor cuando el tiempo es seco y vento
so y disminuye en épocas lluviosas, ya que con el suelo húmedo

es menor el riesgo de infección por via áerea.

Los estudios epidemidemiológicos en nuestro país son esca

sos, pero las encuestas realizadas mediante intradermorreaccig
nes entre los años 1948 y 1978 acusan un Indice de infección

en la población infantil que varia entre el 10,6 y 19,72%(8)
(9) (lO) .

.TIPOS CLINICOS DE LA ENFERMEDAD

La severidad de la coccidioidomicosis varia desde una in

fección inaparente de las vias respiratorias altas hasta una
enfermedad fatal diseminada.

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

un diagnóstico previo de coccidioidomicosis. En estas personas,



la evidencia de una primo-infección se presenta por la reac

ción de hipersensibilidad retardada luego de la inyección in
tradérmica de coccidioidina. En el 40%restante, existe una

infección respiratoria diagnosticada retrospectivamente como
coccidioidomicosis, o bien diagnosticada comouna infección

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 clasificación de

Smith y Fiese se pueden describir de la siguiente forma:

Coccidioidomicosis pulmonar primaria: La coccidioidomicosis u

sualmente comienza con una infección respiratoria en personas

expuestas a la inhalación de artrosporas, ya sean trabajadores,

residentes o visitantes de la zona endémica. Las personas con

una infección asintomática, presentan hipersensibilidad hacia

la coccidioidina, comotambién posibles cicatrices en el parén

quima pulmonar y lesiones calcificadas.

En los casos de coccidioidomicosis primaria aguda, se han

caracterizado eritemas nodosos y eritemas multiformes.

El periodo de incubación varia entre 7 y 28 dias. Se pueden

presentar diversos sintomas. La mayoria de los pacientes presen

ta fiebre por periodos que varían de pocas horas a meses, siendo

prolongada y recurrente en casos de diseminación. Es frecuente

la aparición de pleuresia, con dificultades respiratorias en los



casos más graves. Puede aparecer tos generalmente no producti

va, asociada al compromiso pulmonar, ya sea éste grave o modera

do.

En los casos leves, es comúnla aparición de anorexia de

breve duración y pérdida de peso. Son prominentes los dolores

generalizados, de espalda, artralgias, mialgias, malestar y fa
tiga, aún sin un claro compromisopulmonar. Puede persistir la

situd por semanas (11) (12). El liquido cefalorraquideo es nor

mal en una coccidioidomicosis aguda; pero puede presentarse com

promiso meningeo en los casos diseminados.

En un bajo pórcentaje de los casos de coccidioidomicosis

primaria las lesiones dérmicas son importantes. En un 20%de

los casos sintomáticos pueden aparecer eritemas nodosos o multi

formes. Estos están generalmente asociados con un buen pronósti

CO.

Coccidioidomicosis primaria extrapulmonar: Las lesiones en piel

son extremadamente raras. Cuandoel paciente presenta lesiones

en piel, sin infección respiratoria reciente, es muyimprobable

que la piel haya sido puerta de entrada.

Coccidioidomicosis residual benigna: La cavitación pulmonar cró

nica es la complicación más importante de la coccidioidomicosis

primaria y ocurre en un 2 a 8%de las infecciones sintomáticas.

Esta cavitación es generalmente descubierta por accidente en un



examenradiológico, asintomática, y puede persistir por muchos

años sin diseminación, especialmente en individuos caucásicos.

Aunque aparece asociada generalmente con una importante resis

tencia a la diseminación, 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 permanecenestables

y calcificados. Generalmente son asintomáticos, son descubier

tos por accidente y no representan un riesgo de reactivación.

Coccidioidomicosis diseminada (coccidioidomicosis secundaria,

generalizada o progresiva). La diseminación de la coccidioido

micosis se produce por vía linfohemática hacia cualquier órga

no. La severidad de la diseminación se encuentra principalmen

te relacionada con la falta de una buena respuesta inmunológi
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

minación masiva más frecuentemente en individuos deraZa negra

y en Filipinos. En los grupos étnicos más resistentes, la dise

minación puede estar precedida de una enfermedad primaria carag
terizada por neumonía,efusiones pleurales y eosinofilia.

Las lesiones diseminadas pueden ocurrir en piel, tejidos

subcutáneos, articulaciones, cavidad peritoneal, y todos los
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órganos viscerales; aunque son raros los casos descriptbs

de endocarditis y compromisodel tracto gastrointestinal (15).

La progresión puede ser rápida o bien el paciente logra recu

perarse, excepto en casos de diseminación miliar aguda y menin

gitis . Según Coburn (16), la micosis diseminada puede estar

precedida por hipertrofia de los ganglios linfoides paratraquea

les y del mediastino, pero la diseminación de C.immitis a los

ganglios supraclaviculares no refleja necesariamente una seria
diseminación metapulmonar.

Algunos casos de coccidioidomicosis intrapulmonar sin dise

minación llegan a ser letales, ya que se presentan con falla res
piratoria aguda (17),y enfermedadcrónica, progresiva, fibroca
vitaria (18).

.FACTORES QUE INFLUENCIAN LA DISEMINACION FUNGICA

Algunos factores relativos al huésped pueden afectar el our
so de la infección. Los factores conocidos que afectan la dise

minación extrapulmonar en la coccidioidomicosis son los siguien
tes:

5333: Es conocido que la raza negra presenta una mayor suscepti

bilidad con respecto a la raza blanca. La explicación permanece

aún oscura. Otros grupos étnicos tales comoAsiáticos y Filipi

nos también parecen presentar una mayor susceptibilidad. Sievers,

en estudios sobre indigenas norteamericanos, ha enfatizado la
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necesidad de un análisis más profundo sobre los riesgos ambien

tales antes de atribuir la mayor frecuencia de diseminación a

una predisposición racial (19%

Edad: Cuidadosos estudios epidemiológicos indican un mayor ries

go de diseminación en edades extremas: hasta 5 años y más de 50

años (19).

Inmunosupresión: La inmunidad mediada por células es el mecanis

mocentral de control en la coccidioidomicosis. Los pacientes

inmunosuprimidos, corren mayor riesgo de enfermedad diseminada.

Tal inmunosupresión 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 HTLVIII (20) (21) (22) (23) (24) (25), y con el virus

Coxsackie (26). Otro caso de inmunosupresión y riesgo lo cons

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

E359: Los hombres presentan mayor frecuencia de infección con

respecto a las mujeres. Este hecho fue atribuido primariamente

a que los hombresrealizan las tareas agricolas y por lo tanto

están más expuestos a ser infectados.

Un trabajo realizado por Beck (29) estudia 254 casos afec

tados de infección coccidioidea relacionados con la ocupación.

Un 62%de las mujeres en estudio realizaban trabajos de granja.
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En estas condiciones las mujeres podrian ser tan susceptibles
como los hombres.

Pero, hasta el momento, no se ha relacionado en ningún es

tudio la susceptibilidad en el sexo dentro de una mismaraza.

Embarazo: Cuandola coccidioidomicosis es adquirida durante el

embarazo, el riesgo de diseminación varia según el momentode

adquisición de la enfermedad. El tercer trimestre de embarazo

es el periodo que merece mayor cuidado.

Los factores que influencian este mayorriesgo serian la

inmunosupresión 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 difásico, multimór

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 mamífero

huésped infectado; pero en condiciones apropiadas puede re

producirse in vitro. La clasificación taxonómicadel C.immitis

es incierta ya que no se ha demostrado un‘Estadio sexual.

Los elementos vegetativos de propagación 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 liberación. 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 espg

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 División 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 ágar), 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 diámetro. Usualmente multinucleadas

y de pared delgada, se desarrollan alternando con células no via

bles de paredes delgadas, que se rompen permitiendo la fragmen

tación del micelio. Esto lleva a la dispersión de clamidoartros

poras individuales o pequeñas 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 reacción 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 composición de un 50%de péptidos, 12%de carbohidra

tos neutros y un 12%de lípidos (36).

Uno de los núcleos liberados en este momento, aumentará su

tamañoprogresivamente y sufrirá sucesivas divisiones nucleares

seguidas de la formación 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 tamaño de 20 a 150 p de diámetro y posee nume

rosas endosporas de 2 a 4 p‘ de diámetro. La ruptura del espo

rangio permite la diseminación de endosporas, tanto en forma lo

cal comopor via hemática, produciendo nuevos focos de infección.

La duración del ciclo parasitario es de 4 a 6 dias.

La conversión de artrosporas a esporangios y endosporas

puede lograrse in vitro con el medio sintético de Converse (37),
modificado por Levine (38) a 35-39PC.

Lones y Peacock (39) mostraron que la mantención de la fa

se esporangial se ve incrementada por una atmósfera de C02. El
tiempo entre inoculación y formación de esporangios maduros es

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

OBTENCION DE LA MUESTRA PARA EL AISLAMIENTO DEL HONGO

La elección apropiada de la muestra depende del tipo de co

ccidioidomicosis sospechada y de la facilidad de acceso.
Es más frecuente obtener C.immitis a partir de una broncos

(40). Porcopia de fibra óptica flexible que a partir de esputo

ejemplo, la biopsia de tejido bronquial o piel brindará un diag

nóstico más seguro por demostración directa de Efipmitis.
La muestra obtenida a partir de biopsia debe ser cultivada

al mismotiempo que se efectúa el examenhistológico principal
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mente si no se encuentran esferulas endosporulantes tipicas.

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

Los cultivos deben prepararse por inoculación en un medio

selectivo, por ejemplo agar Saboraud, al cual se le ha adicio

nado cicloheximida y algún otro antibiótico comocloramfenicol

(41).

El aislamiento del agente etiológico debe ser realizado

siempre que sea posible. Aunqueel esputo es el material más

frecuente de estudio, otras fuentes son exudados;efusiones(pleu

ral, peritoneal);lavados gástricos, bronquiales y transtraquea

les ; fluido cerebro-espinal; sangre periférica(42), orina y mg
teriales provenientes de biopsias (43) (44).

En el caso del esputo, deben evitarse los tratamientos con

álcali antes del cultivo del hongo, ya que dicho tratamiento no

permite obtener C.immitis viable (45). El uso de agentes mucoli

ticos o la homogeinizacióncon bolillas de vidrio favorece la

recuperación de C.immitis proveniente de esputo (46).
Para evitar el crecimiento bacteriano en la muestra a cul

tivar, puede utilizarse un medio con antibióticos tales comoci

ciclohex'm'idaycloramfenicol, o bien la muestra se pretrata l a

4 horas con penicilina G y estreptomicina o sulfato de cobre en
una concentración final de 0.04%.
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Unmedio selectivo para C.immitis satisfactorio es el ágar

fosfato con extracto de levadura y una gota de NH4OH(47) (48).
El material tratado con antibióticos debe centrifugarse e ino

cularse en un medio de cultivo apropiado, o bien ser probado en

animales (inoculación intraperitoneal en ratón o inoculación in
tratesticular en cobayo).

Para investigar la presencia de C.immitis en muestras de

suelo, éstas deben ser diluidas en agua, permitir su decantación

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, ésta debe ser congelada

en hielo seco. La recuperación de C.immitis se logra hasta 72

horas después del congelamiento, aunque éste causa la pérdida

de viabilidad de otros hongos comoHistoplasma capsulatum,glas

tomyces dermatitidis y Crytococcus neofarmans M8),

.IDENTIFICACION

Existen tres criterios de segura identificación de C.immitis
aislado en una muestra:

a) Inoculación en animales

Los animales más usados son el ratón y el cobayo, los que son

inoculados con una suspensión salina del cultivo del material



b)

C
V

obtenido, 5 dias después de la siembra para permitir la for

mación de artroconidias. A partir de la primera semanapost

inoculación pueden sacrificarse los animales, obteniéndose
en el ratón lesiones nodulares en las vísceras abdominales

y en pulmón.

En el cobayo se extraen los testículos para observar las le

siones. El examenmicroscópico se realiza a partir de prepa
rados de las lesiones, o bien,a partir de muestras trata
das con KOH.

Conversiónde las artroconidias a esferulas in vitro

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

20% CO - 80% aire.
2

dias de cultivo.
Las endosporas se obtienen entre 3 y S

Identificación del exoantigeno
Una vez obtenido un cultivo de 7 a 10 días de incubación del

material que supuestamente contiene C.immitis, en agar Sabou

raud, éste es tratado con merthiolate 1:5000 en buffer fosfa

to, pH 7.2.

La solución de merthiolate sirve no sólo comofungicida sino

. Luego de 24 horas, el liquido es concencomo solvente M9)

trado.
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Este concentrado se emplea en una inmunodifusión con un ane

ticuerpo anti C.immitis_y un antígeno de referencia conoci
do. Esto permite detectar C.immitis en presencia de conta

minantes en el cultivo original (50). La identificación por

exoantigeno puede suplantar tanto la inoculación en anima

les, comola formación de esferulas in vitro en la identi

ficación del hongo.



l.7.ASPECTOS INMUNOLOGICOS:SEROLOGIA E HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA

1.7.1. Naturaleza de los antígenos

Se utilizan dos antígenos provenientes de cultivos de g.
immitis tanto en pruebas serológicas comode hipersensibilidad

retardadazcoccidioidina y esferulina.
La coccidioidina constituye el filtrado del cultivo o el

lisado del micelio de C.immitis. Una forma de preparación 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 período de incubación, tiene lugar el lisado y el

filtrado concentrado puede usarse comoantígeno (51). Otro mé
todo de obtención más reciente consiste en la lisis inducida

con tolueno de un cultivo joven (3 días) crecido en medio de

cultivo con extracto de kavadura (52)(53).

La esferulina es obtenida a partir de esferulas y endos

poros producidos in vitro en medio sintético, siendo sometidos

a lisis espontánea en agua destilada durante 40 días (54) (55).

Los antígenos para serología pueden obtenerse por lisis indu

cida durante 3 días por tolueno de las esferulas y endosporos.

Tanto los antígenos obtenidos a partir del micelio o de

esferulas-endosporos están compuestos por una variada gamade

proteínas y polisacáridos. En los últimos años distintos grupos

de trabajo han realizado estudios para determinar cuáles de es
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tos componentesson los responsables de la reacción serológica

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 cutánea se utilizan en diag

nóstico, pronóstico y resultan muyútiles en catastros epidemio

lógicos. Unareacción positiva en piel indica una primo-infec

ción con Coccidioides immitis, pero sólo la conversión de reac

ción negativa a positiva dará evidencia de una infección reciens
te.

La estimulación "in vitro" de linfocitos ya sea con cocci

dioidina o esferulina guarda correlación con la respuesta de hi

persensibilidad cutánea (61) pero su utilización clinica no re

sulta práctica para ser reemplazadapor la intradermorreacción.

1.7.3.Respuesta humoral

A partir de 1930, comenzarona realizarse pruebas seroló

gicas gracias a las técnicas empleadas por C. Smith. Se demos

tró que el suero de los pacientes, en una fase temprana de la

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

de precipitina en tubo)(62).Luego, la mismareacción se llevó
a cabo en medio sólido, con la técnica llamada de doble difu

sión.

La inmunoglobulina responsable de la precipitación en es

tas técnicas fue identificada comoIgMpor Pappagianis (63) y

Sawaki (64).

Más tarde Smith demostró la presencia de antfllfirpos fija

dores de complemento (C ) en el suero de pacientes. Esta téc

nica permitió la cuantificación de los anticuerpos. La IgG res
ponsable de la fijación de C , también es capaz de dar bandas

de precipitación en la técnica de doble difusión.

Detección de IgM

Los antígenos 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

demosmencionar: la precipitación en tubo, la aglutinación de

partículas de látex recubiertas de antígeno proveniente de li
sado de micelio, o la inmunodifusión.

Detección de IgG

Los antígenos reactivos para fijación de complementoson



lábiles al calor. Las técnicas usadas para la detección de IgG

comprenden: fijación de C , inmunodifusión y contrainmunoelec
troforesis.

1.7.4. Aplicación de las pruebas serológicas

El suero de un paciente debe ser analizado siempre que e

xista seguridad o sospecha de coccidioidomicosis. Pero además

del suero, los fluidos corporales pueden ser analizados, tanto

por técnicas de inmunodifusión, comofijación de complemento.

Por ejemplo,tanto el liquido cefalorraquideo comopleural, pe

ritoneal y articular pueden ser analizados en caso de sospe
cha de infección.

Aún asi no todos los métodos resultan adecuados para cada

caso, por ejemplo, para evaluar liquido cefalorraquideo no re

sulta adecuada la técnica de aglutinación de particulas de lá

tex (65). Para dichos fluidos resulta de utilidad la prueba de

inmunodifusión. Por esta técnica se han detectado anticuerpos

(Ac) en liquido cefalorraquideo concentrado, aún en el caso de

ausencia de meningitis coccidioidal, probablemente por el pasa

je de pequeñas cantidades de Ac a través de barrera hematoence

fálica (65).

La reacción de precipitación 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 reacción de fijación de C en líquido cefalo

rraquídeo, inicialmente da resultados negativos en un 25%de los

casos, pero las muestras más tardías son positivas en un 95%de

los casos (67).

El líquido cefalorraquídeo puede ser obtenido del espacio

subaracnoideo, lumbar o cervical, de la cisterna magnao de los

ventrículos laterales. Comolos niveles de glucosa, proteínas y

células en líquido cefalorraquídeo pueden variar de un comparti

mento a otro, los niveles de anticuerpos también pueden variar.

Es importante entonces, comparar los títulos de anticuerpos

fijadores de complemento provenientes de un mismocompartimento

anatómico.

La persistencia de anticuerpos fijadores de C en líquido ce

falorraquídeo indica persistencia de meningitis, aún en los casos

de normalización de los niveles de glucosa, proteínas y células en

dicho fluído corporal.

El control periódico de los títulos de anticuerpos en suero,

así comoen otros fluidos corporales, es importante. Por ejemplo,

en un paciente con meningitis con compromisoventrículo peritoneal

o ventrículo atrial, un aumentoen el título de reacción de fija

ción de C en suero indica una reinfección sistémica a partir de

meninges.

En líneas generales, cualquier título de fijación de C es
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significativo, particularmente si los anticuerpos anti-C.immi

tii son confirmados por inmunodifusión. Los cambios en niveles
de anticuerpos fijadores de C generalmente reflejan cambios

en el estado clinico del paciente: una disminución indica mejo

ria y un aumento mayor,de gravedad de la enfermedad. Los titu

los bajos de fijación de C’ pueden persistir por años en pacien
tes con cavidades pulmonares residuales.

Significación clinica y aplicación de las técnicas serológicas

La detección de IgMpor lo general precede a la detección

de IgG por fijación de C . Además la IgMes el único anticuer

po detectable que confirma una infección coccidioidal primaria,

aguda y temprana. Las técnicas apropiadas son: aglutinación de

particulas de látex, precipitación en tubo o inmunodifusión,

utilizando en este último test antígeno calentado y suero con

centrado para obtener mayor sensibilidad.

La IgMno se encuentra normalmente en liquidos cefalorra

quideos, pero su presencia se asocia con meningitis reciente.

La IgMpuede persistir o reaparecer en suero en ciertas

condiciones: en asociación con cavidades pulmonares o fistulas

broncopleurales, casos ocasionales de coccidioidomicosis di

seminada, y cuando se presenta una reinfección sistémica a par

tir de meninges a través de la zona ventrículo peritoneal.

La presencia de IgG indica una infección corriente o ante
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rior. En ausencia de IgM, la presencia de IgG evidencia una

infección adquirida varias semanasatrás.

Los tests serológicos pueden ser negativos en pacientes
con lesiones pulmonares residuales (coccidioidomas o cavita

ciones) presentes por largos periodos.

Los titulos de anticuerpos de fijación 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 titulación de anticuerpos fijadores
de C a intervalos de 3 a 4 semanas, una vez establecido el tI

tulo primario.

Los cambios en los titulos de Ac obtenidos, pueden indicar

una evolución desfavorable o favorable en el estado del pacien

te. Es de sumaimportancia preservar el suero u otro fluido cor
poral inicial, para ser comparadocon muestras posteriores del

mismo paciente.

Si bien las determinaciones serológicas son indispensables

para el diagnóstico y tratamiento de los pacientes, tanto por
su sensibilidad comopor su especificidad, el aislamiento o la

demostración histológica deben ser realizadas siempre que sea

posible, tanto para la confirmación del diagnóstico comopara



seguir la evolución durante la terapia.

Las determinaciones serológicas pueden resultar negativas

en pacientes inmunocomprometidos.

Por ejemplo,de 22 pacientes con SIDA, 4 fueron seronega

tivos. Los pacientes inmunosuprimidospara transplante de ri

ñón y ciertos linfomas de tipo no-Hodgkinno presentan respues

ta serológica detectable hacia C.immitis en algunos casos. En

tales circunstancias, es útil la detección del antígeno (68).



2. OBJETIVOS

La incidencia de infecciones micóticas ha aumentado en la

última década debido a las terapias inmunosupresorasutilizadas

en el transplante de órganos, comotambién a consecuencia de in

fecciones virales que comprometenseriamente el sistema inmuno

lógico. 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

sión, han sido ampliamente desarrollados para estudiar el papel

que desempeña el sistema inmune en las infecciones causadas por

virus, parásitos, bacterias y hongos.
En el caso especifico del Coccidioides immitis, existe es

casa información sobre las modificaciones producidas durante el

curso de la infección en un modelo experimental inmunosuprimido.

Por otra parte, la rata ha sido muypoco utilizada comoani

mal de laboratorio en esta micosis, aunque presenta propiedades

para serlo.
En este húesped se desencadena una enfermedad crónica, de

proceso evolutivo semejante al que se produce en el hombre, con

una marcada restricción de la infección a los pulmones.

Asimismo, resulta un huésped útil para el estudio de prue
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bas serológicas y cutáneas por la homogeneidadde los resulta

dos encontrados . La resistencia a 1a infección por C.immitis

que presenta, lo muestra comomuyconveniente para los estudios

de inmunosupresión.

La ciclofosfamida, una droga alquilante de propiedades ci

tostáticas y utilizada ampliamente comoinmunosupresora, se em

pleó comoherramienta moduladora del sistema inmune para poder

establecer los mecanismos inmunológicos que se ponen en juego
durante la infección con C.immitis

El primer objetivo de este trabajo fue conocer en forma de

tallada el curso de la infección provocada por el hongo, en la

cepa endocriada de rata Buffalo/Sim. Para ello se determinaron

los siguientes puntos:

a) Observación de 1a secuencia temporal de lesiones macroscópi

cas en órganos, luego de la infección con el.microorganismo

b) Recuento de unidades formadoras de colonias en pulmón a lo

largo de la infección.

c) Hipersensibilidad retardada a la coccidiodina en distintos

tiempos pi.

d) Dosaje de anticuerpos séricos.

e) Estudios histopatológicos en distintos órganos.
f) Dosis letal 50 (DLSO)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 abarcó varias etapas:

a) Empleo de diferentes esquemas de administración del inmuno

supresor en distintos momentosde la evolución de la enfer
medad.

b) Determinación de sus consecuencias en base a parámetros ta

les como: Recuento de unidades formadoras de colonias,intra—

dermorreacción a la coccidioidina, anticuerpos séricos y es
tudios histológicos.

c) Estudios inmunológicos tendientes a esclarecer los mecanis
mos alterados durante el tratamiento con ciclofosfamida.

Dentro de este último punto fue de interés evaluar distin

tos aspectos:
- La alteración en los recuentos y fórmulas leucocitarias en

sangre en distintos tiempos, comoconsecuencia del tratamiento

inmunosupresor prolongado.

- La actividad macrofágica, ya que el macrófago 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 infección en animales infectados e inmunosuprimidos.

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

cación fúngica, y por lo tanto mayor cantidad de antígenos



del C.immitis 'Para esto se propuso la transferencia de linfo

citos esplénicos de animales infectados e inmunosuprimidoshacia
animales solamente infectados.

La búsqueda de antigenemia y su posible relación en la genera

ción de células de actividad supresora, tal comoocurre en o

tras infecciones fúngicas
Determinación de la actividad Natural Killer (NK)comomecanis

mode defensa inespecIfico y su comportamientodurante el trata

miento inmunosupresor.

Obtención de una reactivación del C.immitis por el empleo del
en animales con infección crónicatratamiento inmunosupresor,

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 especificación 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 ágar miel

Sabouraud a 28°C y por pasajes alternados en rata en el

Centro de Micología de la Facultad de Medicina, Universidad

de Buenos Aires.

La certificación e identificación de los cultivos se rea

lizó por examinación microscópica y por inoculación en ratón.

3.3. PROCEDIMIENTO DE INOCULACION

Las artrosporas fueron cosechadas en solución salina
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a partir de cultivos bien esporulados y contados en cámara

de Neubauer. Cada animal recibió 400 artrosporas en una sus

pensión de 0.1 ml de solución salina, por vía intracardiaca.

El número de artrosporas viables fue confirmado por

conteo de placas.

DETERMINACION DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS DE C.IMMITIS

(UFC)VIABLES A PARTIR DE TEJIDOS

Los órganos fueron extraídos asépticamenteúrse maceraron

en homogeneizadores de vidrio, con un volumen proporcional

de solución fisiológica de acuerdo al peso de cada órgano.

La suspensión obtenida se diluyó seriadamente hasta

1/10.000 y 0.1 ml de cada una de las diluciones fueron sem

brados sobre una placa de Petri con ágar Sabouraud. Luego de

3 a 4 dias de incubación a 37°C, se realizó el conteo de las

colonias expresándolas comounidades formadoras de colonias

/gramos de órgano.

EXAMEN DE ORGANOS EN FRESCO

Unavez extraídos los órganos de los animales infecta

dos, comoprimer 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

infección. Los pulmones, bazos e higados fueron extraídos,

fijados en formalina al 10%, y embebidos en parafina. Los

cortes de órganos fueron teñidos con hematoxilina-eosina y

observados al microscopio.

PREPARACION DE ANíiGENOS

3.7.1 Preparación del exoantïgeno de C.immitis

La cepa Acosta del C.immitis fue sembrada en frascos

de Erlenmeyer que contenían 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 sometió a incubación du

rante 10 días, a 37°C, en agitador mecánico rotatorio New

Brunswich a razón de 90 rpm

Cumplidoeste período , se adicionó al medio de cultivo

mertiolate-borato de sodio hasta una concentración final 1:

10000, dejándolo 24 horas a temperatura ambiente. El micelio

fue separado por filtración de filtro Buchnercon papel, la
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vándolo repetidas veces con agua destilada. La masa micelial

fue resuspendida en un volumen de agua destilada cinco veces

menor que el original, agregándole mertiolate-borato de sodio

hasta una concentración final de 1: 10000 . Esta suspensión

fue dejada a 37°C durante 10 dias, separando el micelio por

filtración y el liquido remanente que contiene el exoantige

no fue esterilizado por filtro Seitz. La concentración protei
ca se determinó por la técnica de Folin Ciocalteau (69).Luego

se procedió a liofilizar el producto obtenido solubilizándolo

más tarde en agua destilada estéril para llevarlo a una con

centración de 20 mg/mlde proteínas. Esta última concentración

fue utilizada para inmunodifusión y contrainmunoelectrofore

sis, en tanto que para fijación de complementose empleó una

concentración de 0,156 mg/ml. Las intradermorreacciones se

realizaron inoculando dosis de 0.1 ml que contenían 0.2 mg de

proteinas.
La técnica descripta es una modificación del procedimien

to de Standard y Kaufman (49) realizada en el Centro de Mico

logía de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos

Aires (70)

3.7.2. Obtención del micelio inactivado

Los pasos para la preparación de micelio inactivado

son semejantes a los seguidos para la obtención del exoanti



geno de C.immitis. El micelio retenido en el filtro Buchner

fue resuspendido en agua destilada estéril que contenía mer

tiolate-borato de sodio 1/500, y luego de 48 horas se liofi

Se realizaron controles de viabilidad del micelio porlizó.

sembrado en placas con medio Sabouraud.

TECNICAS SEROLOGICAS

3.8.1. Prueba de inmunodifusión

3.8.1.1. Reactivos

l) Solución tampón de fosfatosng 7,4 (conservada a 5°C)

Fosfato de sodio monobasico (PO4H2Na)0,15M......24ml
Fosfato de sodio dibásico 0,15M......76ml(PO4HNa2)

2) Gel de ágar

Agua destilada 98ml

.Solución tampón de fosfatos 1ml

ClNa 0,85ml

Fenol 0,3ml

Agar Noble (purificado) lg

Polietilenglicol 6000 lml

El ágar debe agregarse a la solución salina mezclándolo

primero, y luego en baño de agua hirviendo hasta su total di

solución Se lo fracciona en tubos a razón de 5 ó 15 ml ca

da uno, según se lo emplee para distribuir en portaobjetos o

en placa de Petri, conservándolo a 5°C.



3.8.1.2. Preparación de la placa de ágar

El ágar fundido en baño de agua hirviendo, se deja en

friar a 50 - 55°C. En una placa de Petri aflocakisobre una su

perficie plana, se vierte el ágar dejando que solidifique;
luego las placas se mantienen al menos 2 horas a 5°C antes

de realizar el ensayo.

Cuandoel gel se prepara sobre portaobjetos éstos deben

tener una base de ágar diluido (lml de ágar en 7 ml de agua

destilada). Una vez formada una capa opaca y seca, se agrega

sobre ella el agar de inmunodifusión de modoque cubra toda

la lámina.

3.8.1.3. Realización del ensayo

En primer lugar, se perfora el gel del ágar con sacabo

cados de 4 mmde diámetro, de acuerdo con un esquema de seis

hoyos periféricos y uno central, manteniendo una distancia de

4 mmentre 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 mldelnïsuenapositivo comocontrol y 5 sueros proble

ma en los hoyos periféricos, colocando el antígeno en el cen

tral. La placa es incubada a temperatura ambiente, en cámara
húmeda. La reacción debe leerse diariamente durante los 3 dias

siguientes. La lectura se efectúa colocando las placas sobre

el negatoscopio y observando la formación de bandas de preci



pitación.
Cuandolos sueros presentan reacciones positivas con

la inmunodifusióncualitativa, puederealizarse esta técni

ca cuantitativamente, llenando las cavidades periféricas con
diluciones del suero desde 1/2 a 1/64.

Las pruebas de inmunodifusión en gel de ágar han demos

trado ser las más especificas de las reacciones serológicas,

reduciendo al minimo la proporción de reacciones cruzadas

con otros antígenos fúngicos. En general una reacción positi

va, con formación de bandas de identidad con el suero control

debe hacer pensar en enfermedad micótica activa. El número

de bandas de precipitación asi comoel título de la prueba es

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

3.8.2.Prueba de electroforesis opuesta o contrainmunoelectro
foresis.
3.8.2.1 Reactivos

Solución tampon de veronal pH 8.2; fuerza iónica 0.05 M.

veronal sódico 0.1 M (2.06 9%) 769 ml

Acido clorhídrico 0.1N(0.82 ml %) 231 ml

Una vez preparado se le adiciona un volumen igual de agua

destilada.

3.8.2.2. Preparación 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 solución tampón, fundiendo en baño de

agua hirviendo. La solución de veronal pH 8.2 y fuerza ió

nica 0.05 M, se emplea no sólo 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. Unavez solidificado el gel se perforan paralelamente

2 lineas de 8 cavidades cada una, con un sacabocados de 5 mm

de diámetro, siendo la distancia de separación entre orifi
cios de 3 mm.

3.8.2.3. Realización del ensayo
La línea de cavidades cercana al ánodo se llena con los

diferentes sueros o con diluciones de un mismosuero desde

1/2 a 1/256, en el caso de las pruebas cuantitativas. Las ca

vidades próximas al cátodo son llenadas con el antígeno.

Se establece un puente entre la placa y la cuba con pa

pel WhatmanN°l, efectuándose la corrida con una corriente

continua de 30 mA, durante 1 hora.

La formación de bandas de precipitación es observada en

el negatoscopio; el lavado de las placas con solución salina

0.85%mejora la definición del precipitado. Conel fin de

conservar las placas, se las seca entre dos capas de papel

de filtro mojadas, durante 24 horas a 37°C, son teñidas con
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Amido Schwartz (Amido Schwartz Zg, acetato de sodio 0.1 M,

425 ml y ácido acético 425 ml) y la decoloración se hace

con una solución de ácido acético al 5% (72).

3.8.3. Ensayo de fijación de complemento
3.8.3.1. Reactivos

1) Cloruro de sodio . . . . . . . . . . . . . ........... 83 g

5,5 dietilbarbiturado de sodio . . . . . . . . . .. 10,19 g

agua destilada . . . . . ... . . . . . . . . . . . . . . .. 1500 ml

Mezclar hasta completa disolución

2 Agregar 34,58 nd de.una solución de lN de ClH(3.07%) y mezclar 'V

por agitación.

3) verter 5 ml de una solución de cloruro de calcio y cloruro de magnesio

4) Llevar a 2 litros con agua destilada.

Solución de cloruro de calcio y cloruro de magnesio

C12 Mg.6 H20 . . . . . . . . . . . . . . .. 20.3 g

Cl2 Ca 2 H20 . . . . . . . . . . . . . . .. 4.4 g

Agua destilada . . . . . . . . . . . . .. 100 ml

Solución de veronal diluido

La solución 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. Realización del ensayo

Para la determinación del titulo de anticuerpos fijado

res de complemento (C) se utilizó una microtécnica en placa

recomendada por la Organización Panamericana de la Salud (73).

Se utiliza un suero patrón 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 solución de veronal diluido frío.

Luego, a cada cavidad se le adicionan 25 ul de la dilu

ción óptima del antígeno 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 incubación, se agrega a cada

orificio la mezcla hemolitica, compuesta por una solución de

glóbulos rojos de carnero al 2,8% y un volumen igual de la di

lución óptima de hemolisina. Se incuba la placa a 37°C duran

te 30 minutos y al cabo de la incubación se centrífuga 3 mi

nutos a 1500 rpm.

La lectura de las placas se realiza comparandocon una

escala de colores preparada en tubos con diferentes porcenta

jes de hemólisis.
El titulo se expresa comola inversa de la dilución que

presenta un 50%de hemólisis.
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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 suspensión de micelio inactivado en solución fisio

lógica, se emulsionó con adyuvante completo de Freund pre

sentando una concentración de 5 mg/ml. Cada animal recibió

una dosis total de 5 mg, por inoculación subcutánea en cua
tro sitios del lomo.

La solución del exoantigeno también se emulsionó en

igual volumen de adyuvante completo de Freund y fue inocula

da en cuatro lugares del lomo en forma subcutánea.Cada ani

mal recibió de 5 a 6 mg de proteinas totales correspondien

tes al exoantigeno.

Luego de 2 semanas de la primera inoculación,los anima

les recibieron una dosis única de 5 mgde micelio inactivado

o 5 mg de exoantigeno, según el caso, disueltos en solución

fisiológica sin adyuvante.
Esta segunda inoculación se realizó por via intraperito

neal.

Cuatro semanas después de la primera inoculación del

antígeno se efectuó un sangrado exploratorio para la deter
minación de anticuerpos por inmunodifusión.
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Siete dias más tarde, se efectuó el sangrado a blanco
de los animales.

TRATAMIENTO CON CICLOFOSFAMIDA (CY)

La droga ciclofosfamida (Endoxan Asta, Labinca SA.)

disuelta en el momentode su uso en solución salina esté

ril, se administró por via intraperitoneal (ip)

Las dosis utilizadas fueron de 20 mg/Kgde 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 comose describió anteriormente, en la almoha

dilla plantar derecha de los animales. La concentración pro

teica de dicho antígeno para esta prueba fue de 2 mg/ml. I

gual volumende solución salina estéril se inoculó en la al

mohadilla plantar izquierda.

El grosor de ambas patas fue determinado 24 horas des

pués de la inoculación. con un calibre de precisión (Oditest,

H.C.Kroeplin GMBHQ

El porcentaje de hinchazón se calculó de la siguiente
forma:
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%Hinchazón: Grosor pata inoculadasgrosor pata control x 100
Grosor de pata control

3.12.0BTENCION DE CELULAS PERITONEALES

.13.

Las células fueron obtenidas por lavado de la cavidad

peritoneal. Para ello se inyectó medio de Hanks con 10%de

suero de ternera adicionado de antibióticos al 1%y de hepa

rina (5 unidades/ml) con jeringa de plástico. Luego de sua

ves masajes sobre la piel del abdomense practicó en 1a mis

ma un pequeño orificio por el que se extrajo el liquido ino

culado, por aspiración. El exudadoperitoneal (EP)distribuï

do en tubos de plástico mantenidos en frio,se centrifugó a

900 rpm. Para separar la fracción adherente de la no adhe

rente el (EP) se virtió sobre placas de Petri de plástico

tratadas con gelatina al 0.01%.Luegode una hora de incuba

ción a 37°C en estufa gaseada, se recogió la fracción no

adherente.

FAGOCITOSIS IN VITRO

Las células de EP, llevadas a una concentración de

2.106/ml en RPMI1640 con 10% de suero fetal bovino (SFB),

fueron sembradas en tubos Leighton. A los efectos de facili

tar la adherencia de las células macrofágicas,los cubreobje
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tos de Leighton habian sido tratados con SFB, el cual se

desechó antesde sembrar las células. Luego de una hora de

incubación a 37°C en estufa de C0 al 5%, se descartó el2

sobrenadante y se lavó el preparado, agregando medio fres

co. En algunos casos, se agregó una suspensión celular co

rrespondiente a la fracción no adherente de EP en una con

centración de 106/ml. Al dia siguiente, la monocapafue in

fectada con artrosporas en una relación de 2 artrosporas

por cada célula.

Luego de 4 horas de incubación con las artrosporas, las

células fueron lavadas con solución fisiológica, cubriendo

las con 1 ml de solución de naranja de acridina en una con

centración de 5 ug/ml. Después de 15 minutos de incubación

con el colorante, los cubreobjetos fueron lavados con solu

ción fisiológica y observados al microscopio de luz ultra
violeta.

Las células adherentes aparecen con su núcleo verde ro

deado por gránulos de color rojo anaranjado indicativos de

artrosporas con fusión fago-lisosómica (74). Las artrospo

ras no fagocitadas,o bien que no presentan fusión fagolisó

mica permanecen de color verde. Se determinó el número de

macrófagos que presentaban tinción lisosómica de color ro

jo anaranjado sobre un total de 200 células. De esta manera
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puede establecerse el porcentaje de macrófagos que presen

tan fusión-fagolisosómica.

Al mismotiempo, para determinar la capacidad fungici

6 células totales de exudadoperitoda, se sembraron 2 x 10

neal por ml, en placas de plástico de 24 orificios, previa

mente tratadas con SFB. Luego de una hora de incubación,

el sobrenadante fue descartado, agregándose medio fresco o

bien la suspensión celular de la fracción no adherente del

EP. Al dia siguiente,se infectaron los distintos orificios
con artrosporas en relación 1:10 células. En algunos de ellos

se sembró sólo el inóculo del hongo. Después de 4 horas de

incubación,se recogieron los sobrenadantes y la monocapa

celular se trató durante 10 minutos con agua destilada a

37°C, con el objeto de lisar las células y liberar las ar

trosporas aún viables.
Los sobrenadantes junto con los lisados celulares,y

el inóculo fueron sembrados en placas con medio Sabouraud.

El resultado indica el número de UFCde artrosporas viables

luego de la fagocitosis.

OBTENCION DE ESPLENOCITOS

Los bazos de los animales fueron extraídos aséptica

mente y disgregados por pasaje a través de una malla de a
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cero. La suspensión celular se recogió en tubos de plástico
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 órganos, recogiéndose

luego la suspensión celular . Esta fue centrifugada y el sedi
mento tratado con una solución de cloruro de amonio ( 9 volú

menes de NH4Cl0,16M + 1 volumen de tris (hidroximetil amino

metano 0,17M) durante 10 minutos a temperatura ambiente, con

el objeto de lisar los glóbulos rojos.

Luego de dos lavados con medio fresco, las células fue

ron resuspendidas en medio RPMI1640 adicionado de SFB al 10%.

Los esplenocitos asi obtenidos fueron utilizados para

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

otro grupo animal.

TRANSFERENCIA DE ESPLENOCITOS

La suspensión de esplenocitos obtenida comose describió

anteriormente, fue filtrada por malla fina de nylon. Luegode

efectuar el recuento celular en cámara de Neubauer, se ajustó

la concentrción celular de manera tal que cada animal recibie

ra 108 esplenocitos. Estos fueron inoculados por la vena cau
dal.
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CULTIVO DE TEJIDOS

Se utilizó la línea celular denominadaYAC-l, prove

niente de un linfoma murino inducido por el virus de la

Leucemia Moloney ( 75), mantenida en medio RPMI1640, su

plementado con SFB al 10%y 1%de antibiótico (penicilina

100 U6ml y Estreptomicina 100 mg/ml).

DETERMINACION DE LA ACIVIDAD NATURAL KILLER (NK)

La línea celular YAC-lfue utilizada comocélula blan

co; en otros trabajos se ha empleadoesta linea celular pa

ra determinación de la actividad NKen otras cepas de rata

(76 ).
51Para la incorporación de Cr , 5.106 células/m1 se in

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

Luego de 4 lavados con medio RPMI1640, se ajustaron
5a una concentración de 5.10 células/ml, sembrando un volu

men de 50 ul de esta suspensión por pocillo en placas de

plástico de 96 pocillos.
Por otra parte, igual volumen de una suspensión de es

plenocitos obtenidos comose explica previamente y ajusta
dos a distintas concentraciones jueron sembradospor cada
orificio.
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Las relaciones ensayadas fueron de 104 células tumorales por
65.10 ; 2.5.106 y 5.105 células efectoras respectivamente. La

relación que mostró mayor liberación de Cr51 en los sobrena

dantes fue de 104 células blanco : 106 células efectoras.

Cada muestra se sembró por cuadruplicado; como controles

se sembraron sólo 104 células YAC-lmarcadas por pocillo, lle

vando a 100 ul finales con medio.

Al cabo de 4 horas de incubación 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 leida en un con

tador -Ï5- de centelleo (0(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-l.

El porcentaje de citotoxicidad fue calculado según la

siguiente fórmula:

cpm liberadas - cpm fondo
% CltOtOXlCldad _cpm totales - cpm fondo

donde cpm de fondo son las encontradas en los sobrenadantes

correspondientes a los pocillos sólo con células YAC-lmar
cadas.
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3.18.ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS CON FITOHEMAGLUTININA (PHA)

Los esplenocitos obtenidos según se ha indicado, fueron

cultivados en una concentración de 107/m1 en RPMI1640, con el

agregado de PHA-P (Bacto Phytohemagglutinin-P, Difco) en una

concentración final de lO ug/ml, a 37°C en atmósfera 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 filtración 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 volúmenes de 2 ml durante los dias 8,

9, 10 y 11 pi.

3.19.ESTUDIosiESTADISTICOS

Se utilizó el test de Análisis de la Varianza para las di

ferencias entre porcentajes de hinchazón de la pata. Las dife

rencias entre recuentos de UFCse realizaron con el mismotest,

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.



4. RESULTADOS

4.1.EVOLUCION DE LA COCCIDIOIDOMICOSIS EXPERIMENTAL EN RATAS

DE LA CEPA BUFFALO

Nuestro estudio se dirigió en primer lugar, a observar

la evolución de la coccidiodomicosis en ratas de la cepa Bu

ffalo, huéSped experimental de todo este trabajo, dado que

por ser una cepa endocriada nos permitía mayores posibilida

des de experimentación.

Los animales infectados se sacrificaron semanalmente,

desde el dia 7 pi hasta el dia 50 pi.

El examenmicroscópico directo reveló, en todos los

tiempos analizados, una predominancia neta de granulomas en

pulmón. El pericardio y el timo presentaron en algunos ca

sos, una importante cantidad de granulomas. Higado, bazo y

riñón podian presentar granulomas escasos y aislados gene

ralmente sin esporangios al ser observados microscópicamen

te. La observación directa de los granulomas , mostró espo

rangios de primo-infección hasta el dia 14 pi. Hacia el dia

21 pi estos esporangios evolucionaron a quísticos con gran

cantidad de endosporos, existiendo algunos esporangios in

termedios. A partir de dicho tiempo pi se continúan 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 numerosospolimor

fonucleares junto con esporangios grandes de paredes delga

das y endosporas pequeñas y numerosas (esporangios de primo

infección).

A partir del dia 14 pi, se comenzarona observar gra

nulomas foliculares con células gigantes. Los esporangios

decrecen en número y en tamaño, sus paredes se engrosan,

con endosporas de mayor tamaño y menos numerosas (esporan

gios quisticos).
En otros órganos tales comobazo e higado, se obser

. ' v y uvaron con frecuen01a granulomasSlnClemltls.

RECUENTO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

El recuento de unidades formadoras de colonias de g.

immitis/gramo de órgano (UFC/g)a partir del pulmón osciló

entre 3,5 y 9.104 a lo largo de la evolución de la infec

ción, sin presentarse variaciones importantes entre los
distintos tiempospi.(Gráfico l)



—.

Gráfico l

Ratas adultas inoculadas pór Via i aaaaaaaaaaaaaaaa OO

rrrrrrrrrr s.

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

La reacción intradérmica a la coccidoidina se hizo

positiva hacia el dIa 14 pi., manteniéndosehasta el últi

mo tiempo analizado. La prueba se realizó en la almohadilla

plantar, y el Indice de hinchazón se calculó comose indi

ca en Materiales y Métodos. A partir del tiempo 14 pi. el

porcentaje de hinchazón alcanza valores mayores o iguales
al 25%.

SEROLOGIA

Las reacciones serológicas, tanto por la técnica de
inmunodifusión comode contrainmunoelectroforesis, dan ban

das de precipitación a partir del dia 21 pi. (Fig. 1)

La técnica de fijación de complementoda resultados

positivos a partir del dia 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) Inmunodifusión en gel de ágar. Los sueros de ratas

infectadas se siembran periféricamente y en el cen
tro se coloca coccidioidina.

B) Contrainmunoelectroforesis. El orificio de mayor

tamaño posee el suero y el más pequeño coccidioi
dina.
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4.6. DETERMINACIONDE LA DOSIS LETAL 50 (DL50)PARA COCCIDIOI

DES IMMITIS EN RATAS BUFFALO

Conel 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 registró muerte de los animales con ninguna de

las cantidades de artrosporas inoculadas, hasta el dia 32 pi.
Hacia el dia 15 pi, los cuatro lotes recibieron coccidioidi

na en la almohadilla plantar para determinación de la reac

ción intradérmica y presentaron una reacción positiva, aún

en los lotes infectados con mayorcantidad de artrosporas.

En el dia 14 pi se sacrificaron 2 animales infectados

con 10000 artrosporas, y todo el resto de los animales en

el dia 32 pi.

A partir del examen macroscópico de los órganos y mi

croscópico de los granulomas se observó lo siguiente:

a) La cantidad de granulomas en pulmón es mucho mayor con

respecto a los demás órganos, manteniéndose esta rela

ción aún con el máximonúmero de artrosporas inoculadas

Se observaron nódulos en riñones, bazo e higado pero en

poca cantidad.

b) La cantidad de esporangios dentro de los granulomas fue



llamativa al examenmicroscópico, en los animales ino

culados con 5000 y 10000 artrosporas.

4.7. TRATAMIENTO CON INMUNOSUPRESORES

Tal comose puntualizó en los objetivos de este tra

bajo, nuestro interés fue buscar un modelo experimental

apropiado para poder estudiar los efectos causados por la

inmunosupresión durante la infección con C.immitis.

En el intento de observar los distintos efectos pro

vocados por esquemas de administración de un inmunosupre

sor comola ciclofosfamida (CY)se ensayaron dosis frac

cionadas de las mismas.

Estos esquemas que se detallan a continuación, fueron

practicados tanto antes comodespués de la inoculación de

C.immitis, y fueron utilizadas dosis individuales de 20 mg/

Kg de peso de CY cada vez.

Esquema A

-8 -5 -4 -1 0
C ' v 1 i . . .CY C.nmutis

20 mg/Kg/dosis
(tota1:80mg/Kg)

E B CY
_jïlEÉEEL__ 20mg/Kg/dosis

f1 T2 f3 f4
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Los animales fueron sacrificados en los tiempos 7, 14, 21

y 28 pi, tomándose al menos 3 animales por tiempo.

4.7.1. Observación de formación de granulomas en distintos ór

ganos por examen macro y microscópico.

El estudio macroscópico mostraba mayor cantidad de granulo

mas en los animales tratados con respecto a los controles, sobre

todo en pulmón. Aparecian granulomas aislados en bazo e higado,

pero se observaban en mayor cantidad que en los controles.

4.7.2. Recuento de UFCa partir de pulmón

El recuento de colonias/g de órgano resultó elevado con

respecto a los animales infectados sin tratamiento inmunosupre

sor alrededor del dia 14 pi, aumentando en un log (Tabla I).

Más tarde los valores alcanzados en los animales tratados se e

quiparaban con los controles.

4.7.3. Serologia

La respuesta humoral se encontró inhibida hasta el dia 21

pi, lográndose detectar más tardiamente.

4.7.4. Reacción intradérmica a coccidioidina

La reacción intradérmica, resultó positiva a partir del dia

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

Efecto de administración fraccionada de CYen la infección con C.inmitis

Control (a) Esquema A (b) Esquema B (c)
(d) (c)

UFc/g (x105) RI (%) UFc/gmos) RI (es) UFc/g(x105) RI (%)

0.4 14.3 0.6 17.3 3.9 13.6
7 i 0.39 19 1.03 1o 5.1 15P 3 19 4.8 3.5 4.1 5.2

4.2

0.63 4o 8.8 28 5.3 33.3
14 i 0.64 35 0.75 41.6 8.4 42.1P 0.42 32 4.2 45 3.2 29.4

o 5

0.46 45 0.64 37 4.07 47
. 3.2 23 0.95 42 2.36 39

21 Pl o s 32
37 0.8 39 5.5 45

1.1 4o 0.35 38 2.a 39

28 . 0.8 29 0.84 .38 0.73 42Pl 0.11 31.6 0.91 36.4 0.6 35.7
0.21

a) Control : Ratas infectadas con 400 artrosporas de C.inmitis por via intracar
diaca y sacrificadas a distintos tierpos post-infección (pi)

b) EsquemaA: Ratas tratadas con 4 dosis de CYde 20 Irg/Kg y luego inoculadas
con C. immitis _.

c) EsquemaB: Ratas inoculadas con C.inmitis y luego tratadas con 4 dosis de CY
de 20 tng/Kg por vez

d Unidades formadoras de colonias/g de pulmón

c) Reacción intradérmica a coccidioidina expresada cano el porcentaje de hincha
zón de la almohadilla plantar.

V
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4.7.5. Examenhistológico

El examen histológico de pulmón, bazo, higado y riñón mos

tró una evolución en las caracteristicas de losgranulomasseme
jante a la observada en los controles.

Hacia el dia 21 pi comenzaban a aparecer granulomas giganto

celulares, bien circunscriptos. Los esporangios eran de primo

infección entre los 7 y 14días pi, evolucionando a quisticos hacia

el día 28 pi.

Estas observaciones son semejantes tanto para el esquema

A como para el B.

Comoprimera conclusión podemos decir que la inmunosupresión

observada no fue capaz de alterar la respuesta celular al C.immi

tii medida comoreacción intradérmica a la coccidioidina. Además

la adquisición de una respuesta celular adecuada se traduce en

la formación de granulomas gigante-celulares, de tipo defensivos.

Con estos dos esquemas existió una mayordiseminación del C.imf

mitis primariamente, que luego fue restringida por las defensas

del huésped.

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

Los esquemas de administración de CY,Ay B,antes menciona

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

rámetro de respuesta celular.
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El esquemade trabajo fue el siguiente:

Esquema A

‘8 '6 -f1 -.1 Q f7‘----v 4 T
CY 2-4-DNFB 2-4-DNFB

20 mg/Kg/dosis Sensib. Desenc.

Esquema B

CY: ZÜWQÜQVÜOSiS

Q +1 +2 +3 {E +7

2-4-DNFB 2-4-DNFB

Sensib. Desenc.

Siete dias después de la dosis sensibilizante delhapteno,
se aplicó la dosis desencadenante, efectuándose la medida de

hinchazón de la oreja 24 horas más tarde.

Los resultados obtenidos indican inhibición de la res

puesta hacia DNFBcon los dos esquemas de administración de

CYmencionados. LTabla II).

Por lo tanto, con los esquemas de administración de CY

expuestos, se deprime la inmunidad celular hacia un antígeno

químicamentedefinido. Sin embargo, la respuesta celular hacia

un antígeno autorreplicante, comolo es el C.immitis no se a1

tera en gran medida.
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Tabla I I :

Respuesta hacia DNE‘Ben ratas inmunosuprimidas

Indice (d)

1,02 0,59
Control(a) 0,64 0,71

0,52 0,69

í = 0,695 i 0,173

0,097 0,186

Esquema A(b) 0,081 0,176
0,128 0,105

í: mn9iomu
p 4 0,01(e)

0,369 0,107

ama B(c) 0,291 0,017
0,098
0,019 0,341

_í = 0.177 ¿0.152 p< 0,001

(a) Ratas sin tratamiento inmmosupresor
(b) " tratadas con CYen dias -8,-6,-4,-1
(c) " " " en dias +1,+2,+3,+4 siendo 0 el

dia de sensibilización con DNFB

(d) Indice _Medidaoreja desencadenada-Medidaoreja contralateral
Medidaoreja contralateral

(e) Las diferencias son significativas entre los animales de
ambosesquemas de administración de CYy 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 muyimportante la segunda semanapost-infección.

4.9. OTRO TRATAMIENTO DE DOSIS FRACCIONADAS DE CY

Continuando en la búsqueda de un tratamiento inmunosupre

sor, nos preguntamos si prolongando dicho tratamiento durante

la segunda semanapost-infección se alteraria la respuesta ce
lular hacia el C.immitis.

Para ello, se-utilizó el siguiente esquemade administra
ción de CY

Esquema C

Q +1 f2 +3 +4 +8 +9 +io
: 4+ r v . rr v r

C.immitis CY:20 mg/kg/dosis

La cantidad total de CYadministrada fue de 120 ó 140 mg/kg de

peso, según se aplicara o no la última 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.
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4.9.1. Examenmacroscópico

El examen macroscópico muestra una diseminación 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 sólo infectados con respecto a los in

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

4.9.2. Recuento de UFC/g de pulmón

En este grupo experimental se observó un aumento muy im

portante en el número de unidades formadoras de colonias en
7pulmón, el que llega a alcanzar el orden de 10 UFC/g de órga

no.(Gráfic02 )

4.9.3. Serologia

La serologia dió resultados negativos.

4.9.4. Reacción intradérmica a coccidioidina

La reacción intradérmica fue negativa a los 14 dias pi.

y 21 dias pi.(Gráfico3 ), haciéndose positiva hacia el dia

28 pi. en los animales sobrevivientes.

4.9.5. Histología
El examenhistológico muestra incapacidad para la forma

ción de granulomas giganto-celulares, con ausencia de células



Fig. 2:

A) Pulmones de un animal inoculado con 400 artrospo

ras de C.immitis, al dia 16 pi. Se observan los

granulomascaracterísticos

B) Pulmones de un animal inoculado con 400 artrospo

ras de C.immitis y tratado según el esquema-Cde

CY, al dia 16 pi. Se observan numerosas lesiones,

asi comohiperplasia del órgano.
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Gráfico 3

HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA A
COCCIDIOIDINA

DIAS P.I.

17-1

l l l

20 30 40 50
%HINCHAZON DE LA PATA

O 5..

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

ÑÑÑNNRZatéSinoculadas con ELÉEEÉEÉÉy tratadas con 6os1s de CY de 20 mg/kg.
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epitelioides y gigantes. Existen ademásáreas de necrosis.

Los esporangios son grandes, con gran cantidad de endosporos,

y mantienen las caracteristicas de primo-infección,
Fue posible observar una evolución diferente de las le

siones según el órgano del que se trate,especialmente en los

animales sobrevivientes. Entre los dias 21 y 28 pi, se obser

van esporangios quisticos en bazo y formación de granulomas,

los cuales son más escasos en higado. El pulmón,el órgano más

afectado, presenta aún en estos tiempos pi., esporangios de

primo-infección, con infiltrados de polimorfonucleares y á
reas de necrosis (Figuras 3 a 5)

EFECTO DE LA DOSIS UNICA DE CY

Comoha sido expuesto, se trataron animales con diferen

tes esquemas de administración de CYen dosis seriadas de 20mg/

Kg cada una.

Al mismo tiempo, se buscó determinar el efecto de una ú

nica dosis de la droga inmunosupresora, con el objeto de esta
blecer el momentodurante la evolución de la coccidioidomico

sis en que la inmunosupresión resultara más eficaz.

Fue ensayada, entonces, una dosis de 100 mg/Kg de peso

la misma dosisadministrada en el dia 7 pi y, por otra parte,
administrada 3 dias antes de la infección.



_70_

Fig. 3:

Granulomas con células gigantes y esporangios

quisticos de C.immitis, en pulmones de ratas

infectadas (15 pi.) (250 x).

Fig. 4:

Reacción inflamatoria con esporangios de primo

infección y pocos esporangios quisticos, pero

sin granulomas, en pulmones de ratas infectadas

y tratadas con CY según esquemas A y B (15 pi.)

(250 X).
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Fig. 5:

Areas de necrosis hemorrágica supurativa con espo

rangios de primo-infección en éulmones de ratas in

fectadas y tratadas con CYsegún 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 observó un aumento en el número de

UFCa partir de pulmón. La reacción intradérmica a la coccidioi

dina fue positiva en el dia 23 pi., pero resultó 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 infección, no se obtuvieron cambios signifi

cativos con respecto al grupo control.

Administrando CYsolamente en ia segunda semana post-in

fección (dias 8 y 9 pi., 70 mg/kg de peso cada vez), se observa

ba un aumento muy importante en el número de colonias/g de pul

mónentre el dia 17 y 23 pi., que oscilaba entre 5.106 y 107

UFC/gde órgano. Sin embargo, la reaccion intradérmica a la coc

cidoidina resultó positiva en el dIa 20 pi., alcanzando iguales

valores a los del grupo control.

4.11.ESTUDIOS HEMATOLOGICOS

Para todos los estudios realizados( a menosque se especi

fique) se utilizó el llamado esquema C de administración de CY.

Los resultados expuestos previamente indican que conesta forma

de inmunosupresiónse logra inhibir la respuesta celular a la

coccidioidina en forma prolongada, produciéndose también los

cambios más importantes a nivel histológico.

En primer lugar se determinaron las variaciones hematoló

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

Control cy + 7(a) CY'- 3(b)

UFC/g (c) R.I. (d) ' UFC/g R.I. UFC/g R.I.

3 . 6 5
7,1 x 1o 23 1,7 x 10 12 5,6 x 10 24,6

14 Di 7,8 x 1o4 26,4 4 x 1o6 17,5 2,8 x 1o4 29
5 x 104 28 3 x 106 13,2 3,2 x 1o4 25,3

6,3 x 1o4 35 2,5 x 1o6 18 5 x 104 29,5

6,2 x 1o4 25 4,3 x 1o5 3o

4,5 x 1o4 26,5 1,4 x 105 33,2
23 pi 4 5

3 x 10 3o 3,6 x 10 26

7,2 x 1o4 32,4 2,1 x 105 28,9
5 x 1o5 34

Ratas infectadas y tratadas con 100 mg/Kgde CYal día 7 pi.V(a

(b) Ratas tratadas con 100 Ing/Kgde CY3 dias antes de ser inoculadas con C.J‘eritis

Unidades formadoras de colonias/g de pulmón.V(c

Reacción intradérmica a coccidioidina. Ios valores son porcentajes de hincha
zón de la almohadilla plantar.

(d V



recuentos y fórmulas leucocitarias.

Se analizaron cuatro grupos de animales, constituidos de

al menos,3 animales por tiempo estudiado:

Grupo I : Ratas normales

Grupo II: Ratas a las que se les administró CYen dosis seria

das según esquema C.

Grupo III: Ratas infectadas con C.immitis

Grupo IV : Ratas infectadas con C.immitis y tratadas con CYse

gún esquema C.

Los resultados hallados se resumen en la Tabla IV. Se ob

servó que los animales tratados con la droga inmunosupresora re

cuperan valores normales en cuanto al recuento de leucocitos en

tre el día 5°y 6°luego del tratamiento.

Las fórmulas leucocitarias permanecenalteradas hasta el

dia 8-9 post-tratamiento, con una disminución en el porcentaje
de linfocitos.

4.12.DETERMINACION DE FAGOCITOSIS

Al dia 15 pi., el exudado peritoneal (EP) de ratas infecta

das con C.immitis e inmunosuprimidas con 6 dosis de CYse sembró

en placas con medio Sabouraud, recuperando UFC (Tabla V).

En los EP de animales sólo infectados, no se obtuvieron UFC.

Por otra parte, la tinción con May-GrunwaldGiemsa de célu
las de E.P., demostró que los animales inmunosuprimidos presen
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TablaIV.RecuentoyfórmulasleucocitariasenanimalestratadosoonCY DIapost tratamiento

conCY Grupo_1234567a9

(a)
43119994997:11985010:11795813:2874_8438:25737850:25308990:18528820:1530

IIn=6n=6n=5n=6n=5n=5n=5n=5

PMNLMPMNLMPIVWLMPMNLM

___67321643424550531681

(a)
9537:203311437i2917———12180114421189011560————

(c)n=3n'=3n=3n=3 III

1EI‘LÏIILLMPMNLMPMNLMPMNLM

336612673l ——-——2970l28684 ——_ (a)
1563:4421800:212——16620i76412960_+_23009127:1565—10020i1612

IVn=3n=3-——n=3n=3n=3n=3

-77

PMNLMPWLMPDWLM——PMNLM

752326336l6930123752

(a)
11561i4850

In=7

(b) PMNLM
3168l



Referencias de la Tabla IV

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

IV: Infectados y tratados con CY.

3Estos valores se expresan comoN°blancos/mm de sangre.a)

b) Las fórmulas leucocitarias se expresan comopromedio de

porcentajes de polimorfonucleares (PMN),linfocitos (L) y

monocitos (M).

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

(dia 10 p.i.= l post-tratamiento con CY,y asi sucesivamente).
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Tabla V: UFCen exudado peritoneal

UFC/ 106 células (c)

Ratas + (a) 15,2 8,9
C. . .tis 12,8 10,3

7,5 9,5

Ratas + (b)
C.innútis Nose detectan

+ CY

(a) Ratas inoculadas con 400 artrosporas

(b) Ratas inoculadas y tratadas con 6 dosis

de CY de 20 Ing/Kg

las células de exudadoperitoneal fueV(c

ron extraídas, tratadas con agua desti

lada durante 10 minutos, y luego sembra

das en placas con medio Sabouraud.
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taban una relación linfocito/macrófago disminuida con respecto
a los animales normales; tal comose indica a continuación:

Normales- 'Inmunosuprimidos
con CY

% de

macrófagos 34 i 7,5% 56 :_2%

% de

linfocitos 45 i 5% 26 i 3%

Se trató de establecer si esta relación linfocito/macrófa

go alterada, tenia efecto en la replicación fúngica de las célu

las peritoneales observada en los animales infectados e inmuno

suprimidos.

4.12.1. Recuperaciónde artrosporas infectantes viables

Se recogieron exudados peritoneales de animales normales

y de animales infectados con C.immitis al dia 15 pi. Se separa

ron las fracciones adherentes y no adherentes. Las monocapas de

las células obtenidas de la fracción 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. Todasellas 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 número de UFC.

Comose presenta en el gráfico, las células fagocitarias

a las que se le agregaron linfocitos sensibilizados mostraron

una menor recuperación de UFC (Gráfico 4 ).

4 .1 2.2. Tinción c'onnaranja de. acridina

Monocapassimilares a las mencionadas,fueron infectadas

con artrosporas y teñidas con una solución de naranja de acri

dina , luego de 4 horas de incubación.

Se determinaron los porcentajes de células con fusión fago

lisosomal, encontrándose mayores porcentajes en las monocapas

cocultivadas con linfocitos provenientes de animales infectados

(Gráfico 5 )

TRATAMIENTO CON SOBRENADANTE DE LINFOCITOS ESTIMULADOS CON

FITOHEMOAGLUTININA (PHA)

La activación ejercida por los linfocitos sensibilizados

es debida a linfoquinas segregadas por ellos cuando están en

presencia del antígeno especifico o por estímulos inespecifi
cos como la PHA.



IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII!IIIIIIIIII?IIIIIIIIIIIIIIIII

¡a

mHmmHoo A

CWO mm0cvmm>0>m
.2“. mOQOZ _Z <_._._uO

N



—I

Gráfico 5

TINCION CON NARANJA DE ACRIDINA

T

MCi+L1:aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa as

k

MCi+Ln:Macrófagos de ratas infectadas + linfoci t os de r at as

MCn+Li: Macrófagos de r at as normales + linfoci t os de r at as
i aaaaaaaas.

MCn:aaaaaaaaaaaaaaaaaa ormales.

MCi: Macrófagos de ratas i aaaaaaaa s.
Los valores son promedios de porcentaj es de cél ul as que pr esen
tan fusión fagoli ssssss l.
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En la rata infectada e inmunosuprimidala mayor replicación

del hongo dentro de los macrófagos podria deberse a una insufi

ciente concentración de linfoquinas secretadas,:ya que el número
de linfocitos está disminuido.

Las ratas infectadas y tratadas con CYrecibieron sobrena

dante de cultivos de esplenocitos estimulados con PHA-P.

Al dia 17 p.i.,los animales fueron sacrificados y se deter
minó en cada uno de ellos UFCen los puimones y en las células

del exudado peritoneal. Comopuede observarse en la Tabla VI,

el número de UFCen ambos materiales fue significativamente me

nor en las ratas que recibieron los sobrenadantes provenientes

de linfocitos estimulados con respecto a los controles. Cuando

se utilizó el sobrenadante de linfocitos sin estimulación, no

se obtuvo diferencia con respecto a los controles.

TRANSFERENCIA DE ESPLENOCITOS

4.14.1. Transferencia de esplenocitos sensibilizados

Con el objeto de esclarecer algunos mecanismosimplicados

en la inmunosupresión 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)

0,07 6,86 1,9 2,78

UFC/g 15,9 5,57 3 0,43
de 4,93 4 3,4 1,3

pulmón 6,7 1,7 2 0,39

(x 107) _ 0,64
x = 6,72 x = 1,76

_ (c)

6 15,22 20,5 6,08 2,1
UFC/1° 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, inmunosuprimidasy tratadas con 2 ml de sobrenadante

de linfocitos estimulados con PHA-P,en los días 8,9,10 y 11 pi.
c) Las diferencias entre ambosgrupos son significativas ( p4<0,05)
d) Las diferencias son significativas ( p«<0,05, test de Mann-Whitney)

v
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Para ello, se utilizaron comodadores de esplenocitos ani

males que habian recibido tres dosis de 100 ug de micelio inac

tivado cada una, en tres semanas sucesivas. Luego de 10 dias de

la última inoculación de micelio inactivado, se extrajeron es

plenocitos que fueron transferidos a animales previamente infec

tados e inmunosuprimidos según el esquema C.

Al mismotiempo, se transfirieron esplenocitos a otro gru

po experimental que habia recibido una única dosis de CYde 100

mg/Kgde 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 inoculación
de la última dosis.

A continuación, se esquematizan las transferencias reali
zadas:

Dador: sensibilizado con micelio inactivado, dia 10 de última

inoculación-———————*esplenocitos

CY: 20 mg/Kg por vez
F ’P \ ¡

0 fl +2 +3 +4 18 ¿9 +l0

Receptores .C-immitis
/ VL

0 +7 +10

CY: 100 mg/Kg

El grupo receptor que habia recibido varias dosis de CY,

no mostró diferencia entre controles y animales transferidos
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en cuanto al número de UFCobtenidas a partir de pulmón. La reacción

intradérmica a coccidioidina se encontró inhibida en ambosgrupos

experimentales.

Sin embargo, el grupo que habia recibido una sola dosis de CY

en el dia 7 pi. presentó mayor número de UFCcon respecto al grupo

correspondiente transferido con esplenocitos de animales sensibili
zados. La reacción intradérmica a coccidioidina resultó positiva en

el grupo transferido, en el dia 16 pi. (Gráficos 6 y 7 )

4.14.2. Transferencia de esplenocitos de función supresora

Se transfirieron esplenocitos de animales que habian recibido

6 dosis de CYcomo tratamiento inmunosupresor, hacia animales sólo

infectados con C.immitis.

Comocontrol, un grupo de ratas sólo tratadas con CYfue el

dador para el mismogrupo receptor mencionado.

Esta transferencia se llevó a cabo en el dia 15 pi. Al dIa si

guiente se administró coccidioidina , para leer la reacción 24 horas
más tarde.

Esquema de trabajo:

CY:20 Amg/kg
Dador g r+1 +A2 +A3 +_4 +_a «¿9‘ +15

C.immitis 108 esplenocitos
L
0 +15Receptor ri
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Gráfico 6

TRANSFERENCIA DE ESPLENOCITOS
SENSIBILIZADOS

LOG UFC
O

Ci CÍ+OY Ci+CY+E Ci+CY1d Ci+OY1d+E

Ci: Ratas infectadas con C.immitis

Ci+CY: Ratas infectadas y tratadas con 6 dosis de CYde
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 día 7 pi.

Ci+CYld+E=Ratas Ci+CYld+esplenocitos de ratas sensibilizadas

Las diferencias entre Ci+CYldy Ci+CYld+Eson significativas

(p<’0,001). Cada grupo está integrado por, al menos, 6 ratas.
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Gráfico 7

TRANSFERENCIA DE ESPLENOCITOS
SENSIBILlZADOS

Cl

CI+CY

CI’CY*E

Ci*CY1d

CIOCY1d*E

0 10 20 30 40 50
°h HINCHAZON DE PATA

Ci: Ratas infectadas con C.immitis

Ci+CYzRatas infectadas y tratadas con 6 dosis de CYde
20 mg/kg.

Ci+CY+EzRatas Ci+CY+ esplenocitos de ratas sensibilizadas.

Ci+CY1d=Ratas infectadas y tratadas con una dosis de CYde
100 mg/kg al día 7 pi.

Ci+CY1d+E:Ratas Ci+CY1d+ esplenocitos de ratas sensibilizadas.

Las diferencias entre Ci+CY1dy Ci+CY1d+Eson significativas

(P < 0,001). Cada grupo está integrado por, al menos, 6 ratas.



Los resultados obtenidos indicaron una inhibición en la respuesta

a la reacción intradérmica a la coccidioidina en el grupo receptor,

siendo el grupo dador el de animales infectados e inmunosuprimidos.
( Gráfico 8).

4.15.DETBRMINACION DE LA ACTIVIDAD NATURAL KILLER (NK)

El ensayo para determinación de actividad NKse realizó con

el objeto de averiguar qué papel desempeñabaesta actividad en el

curso de la infección. A1 mismotiempo, era de interés conocer si
la actividad NKse modificaba en el desarrollo del tratamiento in

munosupresor.

Los resultados obtenidos indican que existe actividad NKtan

to en el grupo experimental infectado e inmunosuprimido ( con dise

minación fúngica), comoen el grupo sólo infectado.

El grupo sólo tratado con CYno presentó modificación alguna

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

4.16.DDTBRMINACION DE ANTIGENEMIA

4.16.1 Obtención de inmunosueros

Se prepararon dos inmunosueros, utilizando en un caso exoan

tigeno (Eong) de C.immitis y en el otro micelio inactivado, tal

como se describió en Materiales y Métodos.

El inmunosueroobtenido a partir de animales sensibilizados

con Eong dio bandas de precipitación por inmunodifusión hasta la
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Gráfico 8

TRANSFERENCIA DE ESPLENOCITOS

Q.

O4CY

40 50
L L

O 10 20

% DE HINCHAZON DE PATA

Ci: Ratas infectadas con C.immit{í
Ci+CYzRatas infectadas y tratadas con 6 dosis de CYde

20 mg/kg.

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

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

Las diferencias entre Ci y Tr(Ci+CY)son significativas (p<0,01)
Cada grupo está formado por, al menos, 7 animales.



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

grupos experimentales

Días pi.
Grupo ll 15 17

Normal 2,03 (a) 5,57 1,92

Tratadas
con CY 4,14 3,1 2,8

Infectadas 10,03 26,5 15,5

Infectadas
y tratadas o 27'1 11'1

a) Los valores se expresan comoel porcentaje de citotoxicidad, siendo éste:
%citotoxicidad _ cpmexperimentales - cpmespontáneas

cpm totales - cpmespontáneas

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



.17.

última dilución ensayada (1/8) tanto frente al antígeno

coccidioidina metabólico, comofrente al exoantígeno.

El inmunosueroobtenido a partir de animales sensi

bilizados con micelio inactivado, sólo dio bandas de preci

pitación frente a los dos antígenos mencionados, cuando el

mismo estaba concentrado (2 x).

se utilizó el suero anti-Eong para laPor lo tanto,

búsqueda de antígeno en sangre.

4.16.2. Búsqueda de antigenemia

Se extrajo sangre de animales infectados desde el día

1 pi. hasta el día 10 pi. inclusive. Al mismotiempo, se

sangraron animales infectados e inmunosuprimidos en el día

10 pi., es decir, al acabar el tratamiento inmunosupresor.
Alícuotas de estos sueros fueron enfrentadas con el

suero anti-Eong puro en placas para el ensayo de contrain

munoelectroforesis. Nose detectaron bandas de precipitación

en ningún caso.

REACTIVACION DEL C.IMMITIS

Los animales con infección crónica, y por lo tanto con

un grado de resistencia ya adquirido, recibieron tratamientos

inmunosupresores comenzandoa los días 60 pi. con el objeto

de lograr una reactivación del C.immitis.
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El tratamiento inmunosupresor empleado consistió en dosis

de 100 mg/Kg, administradas a intervalos de 7 dias, durante 4

semanas. Al cabo de este tratamiento se observó un aumento en

el número de UFCen pulmones, sin presentarse diseminación en

otros órganos (Gráfico 9).

Otros esquemas de administración de CY(20 mg/Kgdiaria

mente durante 2 semanas;y 2 dosis de 100 mg/Kg a intervalos de

7 dias), no lograron reactivar la infección.



Gráfico 9

REACTlVACION DE CJMMITIS

LOG UFC
8

CONTROLES TRKUGOS

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

Tratados: Animales infectados y tratados con 4 dosis de CY
de 100 mg/kg a intervalos de 7 días, durante 4
semanas, comenzando al dIa 60 pi.



5.

-96

DISCUSION

La coccidioidomicosis es una enfermedad endémica de zonas

áridas y semiáridas que abarca una gran extensión del continen

te americano, desde California hasta la precordillera de nues
tro país.

El C.immitis es un hongo dimórfico, con un.ciclo evolu

tivo saprofitico y otro parasitario. Apartir 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 estadio 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 liberación de las endos

poras y su distribución tanto local comopor via hemática pro
duce otros focos de infección.

Otros hongos que causan micosis profundas,tales como

Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis y

Blastomices dermatitidis poseen también un ciclo difásico.

Los estudios realizados por varios autores sobre la

infección con C.immitis permitieron establecer una serie de
caracteristicas comunesa otras micosis sistémicas, entre
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las que pueden señalarse:

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

b) Los animales domésticos y silvestres de las zonas endémi

cas se infectan espontáneamente de la misma forma que el
hombre.

c) La fuente de infección común para ambos es el suelo, donde

se encuentra la fase saprofítica del hongo.

d) La primoinfección es en la mayoría de los casos, asintomá

tica o subclínica y deja una sólida inmunidadfrente a re
infecciones.

Además, la coccidioidomicosis reviste importancia desde

el punto de vista veterinario, ya que las especies de interés

económico como el ganado bovino y ovino son susceptibles a

esta micosis(77) (78) (79). El primero presenta un 20%de in

fección asintomática en las zonas endémicas.

Los modelos experimentales han ofrecido abundante infor

mación sobre esta enfermedad, ya sea en su aspecto evolutivo

como en el histopatológico e inmunológico(80) (81) (82) (83).

Es ampliamente conocido el hecho de que la depresión o

inhibición de la inmunidadcelular por parte del'huésped in

fectado favorece la diseminación del agente etiológico en la

mayoría de las infecciones fúngicas(84).
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Sin embargo, no se encuentra en la bibliografia suficiente

información sobre modelos animales inmunosuprimidos en rela
ción a la infección con C.immitis.

En este trabajo se desarrolló un estudio en un animal

de experimentación poco utilizado en 1a infección con este

hongo.

La rata, de acuerdo a nuestras observaciones, es un

huésped de alta resistencia a la infección micótica, ya que
dosis tan elevadas como 5000 artrosporas de C.immitis inocu

ladas por vía intracardïaca, no le provocan la muerte.

Por lo tanto, resultó un modelo muy adecuado para de

sarrollar estudios con agentes inmunosupresores, asi como
también de cronicidad de la infección.

Frente a una infección micótica, un huésped desarrolla

una respuesta inmune a nivel humoral y celular. Con respecto

a la primera, hasta el momentono se ha asignado un papel pre

dominante para los anticuerpos en la resistencia de la infec

ción. Los mismos son utilizados comoelementos de diagnóstico

y pronóstico.
En cuanto a la respuesta mediada por células, una reac

ción intradérmica positiva es Indice de infección, y está aso

ciada con el grado de resistencia adquirida por el huésped.
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Comoprimer paso, se establecieron para la rata los parámetros
que se utilizan habitualmente en el diagnóstico de la coccidioi

domicosis, tales comola rección de hipersensibilidad retarda

da a la coccidioidina y la detección de anticuerpos hacia an

tígenos del C.immitis.

La reacción de hipersensibilidad retardada se detecta co

mopositiva a partir del dia 14 post-infección (p.i.) con un

30%de hinchazón de la pata que recibe coccidioidina, mantenien

do la capacidad de responder a este antígeno durante toda la
vida del animal.

Los anticuerpos, ya sea determinados por técnicas de inmu

nodifusión o contrainmunoelectroforesis, aparecen alrededor del
dia 21 p.i.; mientras que los fijadores de complementose detec

tan más tardiamente hacia los dias 28 p.i.

Los estudios histopatológicos muestran un desarrollo secuen

cial en cuanto al tipo de esporangios, tal comofue descripto an

teriormente en otros modelos experimentales (81). Los esporangios

denominadosde primoinfección se caracterizan por ser grandes, de

paredes delgadas y numerosas endosporas pequeñas 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 tamaño más pequeño, paredes más gruesas y por al

bergar endosporas grandes y menos numerosas.
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En la primera fase de la infección, la reacción inflamatoria se

caracteriza por un infiltrado de leucocitos polimorfonucleares

predominante, tal comoocurre en otros modelos experimentales

(85). Este hecho se atribuye a la capacidad de las artrosporas

y 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 hígado y en ocasiones sin alber

gar el C.immitis.

Dada la secuencia de eventos descriptos, existiría una :”73

correlación entre la reacción de hipersensibilidad retardada ;_"_
a la coccidioidina, positiva a partir de los dias 14 p.i., y _¿ i

7'13.
el cuadro histopatológico con la formación de esporangios quis-¿Ïw

ticos en el mismotiempo p.i.. Esto confirmaria la importuuplung
.w..de la segunda semana posterior a la infección en la adquisi

ción de resistencia, comofue observado por otros autores (81).

Dadoque el objetivo de nuestro trabajo fue desarrollar

un modelo experimental de infección con concomitante inmunosu

presión, se ensayaron varios esquemas de administración de CY

como droga inmunosupresora.

La CYaltera el curso de numerosas infecciones micóticas,

según sea el momentoy ritmo de administración. Entre las mi
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cosis en las que se ha estudiado el efecto de la CYen modelos

experimentales, podemosmencionar: candidiasis (87), histoplas
mosis (88) y criptococcosis (89) (90).

Por otra parte, la rata es un huésped muysensible a la

toxicidad de la CY, dado que dosis superiores a 100 mg/Kg de

peso le producen serias alteraciones en distintos órganos (91).
Además,en trabajos realizados con el modelo rata-virus Junin

se comprobóque era necesaria la administración de varias do

sis de CYpara modificar el curso de la infección (92).

En nuestro caso, selunrensqka> tratamientos con dosis

únicas o seriadas de la droga inmunosupresora. Utilizando do

sis seriadas, tanto antes comoen los primeros dias después

de la infección (Esquema A: 4 dosis de 20 mg/Kg de CY en dias

-8; -6; —4y -1 ; siendo el dia 0 el de la infección. Esque

ma B: 4 dosis de 20 mg/Kg de CY en dias +1; +2; +3 y +4) se

encontró un retardo en la sintesis de anticuerpos que se pu

dieron detectar recién después del dia 28 p.i. Ademásse ob

servó una mayor diseminación fúngica primaria determinada por

el incremento en el número de unidades formadoras de colonias,

dado que alrededor del dia 20 p.i. el número de UFCfue simi

lar al de los controles sin tratamiento. En cambio, la reaccíÉn
intradérmica a la coccidioidina no se encontró inhibida con :

estos esquemas de administración de CY.
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La formación de granulomas característicos de la evolución nor

mal de la infección se retrasó aproximadamente en una semana con

respecto a los controles sin tratamiento.

Al prolongar el tratamiento con CYdurante 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 infección . Estas modificaciones abarcan: a) una mortalidad

elevada :b) inhibición de la sintesis de anticuerpos y de la reac

ción intradérmica a la coccidioidina.;c) una mayordiseminación

del C.immitis en el pulmón, comoen otros órganos tales como

bazo e higado; d) ausencia de formación de verdaderos granulo

mas y presencia de áreas necróticas en pulmón;y e) persistencia

de los esporangios de primo-infección.

Por el contrario, con dosis únicas de CYlos efectos no:

resultaron tan marcados.

Con relación a la respuesta humoral inhibida con la ad

ministración de CYcon los esquemas A y B, los resultados eran

esperables ya que la CYafecta primariamente las células B,

tal como se ha descripto en trabajos previos (93). Además,

la capacidad de recuperarse y restringir la infección que

presentan los animales de los dos grupos inmunosuprimidos me3_'

cionados, indica una vez más que los anticuerpos no juegan un;é
papel preponderante comomecanismode resistencia a la infec- I
ción micótica (94).
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Con nuestro esquema de 6 dosis de CYla ausencia de for

mación de granulomas se correlaciona con la falta de respuesta

celular a la coccidioidina. La respuesta histopatológica en

contrada en este grupo de ratas infectadas e inmunosuprimidas

tiene puntos en comúncon la hallada por Clemons y col. (95)

en ratones atimicos infectados con C.immitis. En cortes his

tológicos de pulmones de estos animales,dichos autores encon

traron infiltrados celulares predominantementesupurativos,

con ausencia de respuesta granulomatosa, la que era caracte

ristica de ratones eutimicos. Asimismo,en ratones "nude"

se observó mayor cantidad de esporangios, muchos intactos,

sin estar asociados a una respuesta inflamatoria.

Por lo tanto, la prolongación del tratamiento inmunosu

presor durante la segunda semana p.i. disminuye la capacidad

de resistencia al C.immitis no permitiendo que la infección

quede 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 CYsólo en la segunda semana p.i.,

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

La respuesta celular ha sido señalada por varios autores

comode fundamental importancia para la resistencia al C.immitis,
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como sucede en la mayoria 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
ción.

En cuanto al mecanismo de acción de los linfocitos T, se ha

descripto que estas células son capaces de modular la acción de

los macrófagos a través de la producción de linfoquinas(97). Los

macrófagos activados por la interacción con las células T, adquie

ren capacidad fungicida(100). Los estudios de Beamany Holmberg(98)

sugirieron que los macrófagos alveolares obtenidos por lavados de

pulmón de Macacamulatta, eran incapaces de matar las artrosporas

fagocitadas in vitro, atribuyéndolo a una inhibición de la fusión

fagolisosomal, y en consecuencia las artrosporas intracelulares se

desarrollaban en esporangios con endosporas. Resultados semejantes

fueron hallados con macrófagos 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 macrófagos murinos eran capaces de matar al agente

fúngico. Ellos observaron la disminución de la viabilidad de endos

poras infectantes, luego de cocultivar linfocitos sensibilizados
con las células macrofágicas(100).

Estos estudios no han sido confirmados aún en células humanas
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pero todos los hallazgos hasta el momentocorroboran la impor

tancia de la inmunidad mediada por células en la defensa del

huésped hacia el C.immitis (101).

El mecanismode activación por linfoquinas que habilita

a1 macrófago para matar al microorganismo intracelular, ha si

do observado en numerosos sistemas parásito-huésped. Se han des

cripto resultados que confirman la acción de las linfoquinas

con otros agentes fúngicos tales comoHistoplasma 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 Trypanosomacrugi (lll).

En lo que se refiere a nuestro modelo experimental, los

animales infectados con C.immitis e inmunosuprimidos sufren

una diseminación importante del hongo en diversos órganos, pro
bablemente producida por la falta de macrófagos efectores, ya

que los mismosrequieren para su activación de la interacción
con linfocitos T sensibilizados (112). Es conocido el hecho

de que todo tratamiento inmunosupresor disminuye principalmente
el númerode linfocitos, por ser células de rápida división (93).

En las ratas infectadas e inmunosuprimidas el númerode leu

cocitos disminuye marcadamentehasta las 48 horas posteriores
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al tratamiento. Luegodel tratamiento el númerode leucocitos re

toma rápidamente los valores normales, pero las fórmulas leucoci

tarias se encuentran alteradas presentando un alto porcentaje de

polimorfonucleares a expensas de linfocitos.
La disminución de linfocitos B se manifestó en la inhibición

de la sintesis de anticuerpos, aunqueéstos no influirian en la

adquisición de resistencia a la infección. Por el contrario, la
disminución de linfocitos T en un periodo de tiempo relativamente

prolongado, alteró notoriamente el curso de la infección, lo que

quedó evidenciado por la falta de respuesta a la coccidioidina y

por la reacción histológica.
En otras experiencias, se observó que era posible recuperar

C.immitis a partir de exudados peritoneales de ratas infectadas e

inmunosuprimidas, pero no ocurría lo mismoen los animales infec

tados solamente.

Al mismo tiempo, los exudados peritoneales coloreados con

May-GrunwaldGiemsa, presentaban una relación linfocito/macrófago

disminuida en los animales inmunosuprimidos en comparación a los
controles normales.

Todos los hallazgos descriptos hacían suponer que la menor

proporción de linfocitos presentes en la cavidad peritoneal podria
ser responsable de una menoractivación fagocitaria.

Para comprobaresta hipótesis, se cocultivaron linfocitos

provenientes de exudado peritoneal, tanto de animales previamente
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infectados comode animales normales, con macrófagos de ratas in

fectadas, que luego fueron desafiados in vitro con artrosporas.
En los macrófagos peritoneales cultivados con linfocitos de anima

les infectados, se observó un mayor porcentaje de células con fu

sión fagolisosomal, por la tinción de naranja de acridina. También

se obtuvo una menor recuperación 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 macrófagos. Estos resultados estarian

de acuerdo con lo hallado por los autores antes mencionados(100)

(112).

Estudios más recientes muestran que,in vitro,el Interferón
X-recombinante ejerce el mismoefecto en macrófagos alveolares

que el cocultivo con linfocitos esplénicos sensibilizados, para
provocar la activación de la capacidad fungicida hacia el C.immi

t¿5(113).
Del mismo modo, Wu-Hieh comprueba que el Interferón X-recom

binante inhibe el crecimiento intracelular de H.capsulatum(ll4).

Experiencias previas de los mismosinvestigadores, demostraron que

las linfoquinas segregadas por linfocitos T esplénicos obtenidos

de ratones inmunizados con H.capsulatum eran capaces de activar

macrófagos(115). El mismoefecto podia causarse con linfoquinas

generadas por un estimulo inespecifico, comola concanavalina A

(116).
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Por lo tanto, dentro de las linfoquinas capaces de activar al ma

crófago en sistemas fúngicos, el interferón parece cumplir un pa

pel principal, aunque no se pueden excluir otras linfoquinas como

moduladoras sobre la acción fagocítica.

En nuestro modelo, con la inoculación del sobrenadante cru

do de linfocitos estimulados con fitohemaglutinina a animales in

fectados e inmunosuprimidos, se logró una disminución del C.immi

Eis viable en pulmón y en exudado peritoneal. Aunqueestas experien
cias son preliminares, indicarían una activación macrofágica por

parte de las linfoquinas in vivo, dado que éstas se encontrarían

disminuídas en los huéspedes inmunosuprimidos.

Por otra parte, fue de interés determinar si la transferen

cia de esplenocitos provenientes de animales sensibilizados con

antígenos de C.immitis, restringía la infección en receptores in
fectados e inmunosuprimidos, ya que en éstos últimos los linfoci

tos T se encontraban fuertemente disminuidos.

Cuandolos receptores infectados recibían una única dosis

de 100 mg/kg de CYen el día 7'p.i. comotratamiento inmunosupre

sor, la transferencia de esplenocitos a partir de dadores sensibi
zados con micelio inactivado, permitía reducir el númerode unida

des formadoras de colonias de C.immitis en pulmones. A1 mismo tiem

po, en el grupo de ratas transferidas, la reacción intradérmica a
coccidioidina se revertía de negativa a positiva.
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La transferencia de esplenocitos del mismogrupo de animales dado

res, no ejerció un efecto positivo sobre los receptores que habi
an recibido un tratamiento inmunosupresor prolongado de 6 dosis de

CY. En este último caso, la diseminación fúngica al momentode la

transferencia es de gran magnitud, y por esto la restricción del

hongo en su replicación ya no seria posible.

Beamany 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 desafio posterior con

artrosporas(96).

Por otra parte, Rifkind y col.(116) fueron capaces de trans

ferir la hipersensibilidad retardada hacia antígenos de C.immitis,
medida por hinchazón de la pata, a receptores normales con células

esplénicas provenientes de ratones inmunes;

También se demostró protección hacia un desafio con ELQapsula

EEEen receptores transferidos previamente con esplenocitos o con
células de exudado peritoneal de dadores inmunizados con este hon

go(1l7).

Por otra parte, se planteó comohipótesis la generación de

una subpoblación celular con actividad supresora en los huéspedes

inmunosuprimidos con infección altamente diseminada. Con este ob

jeto, los esplenocitos de animales que habian.recibido 6 dosis de

CYdurante las dos primeras semanas p.i., fueron transferidos a

receptores previamente infectados con C.immitis y se observó en
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ellos una inhibición de la respuesta celular a coccidioidina. Es

te hecho sugiere la formación de una subpoblación de linfocitos T

supresores en los animales inmunosuprimidos en los que se ha pro

ducido una infección diseminada.

En pacientes con micosis sistémicas diseminadas, se ha encon

trado una respuesta deprimida hacia diversos antígenos caracterís

ticos como estimuladores de la inmunidad mediada por células. Den

tro de las anormalidades en la respuesta celular, sobresalen :

a) pruebas cutáneas de hipersensibilidad negativas, tanto para el

antígeno específico comopara candidina, PPDy tricofitina<118)

(119) (120) (121); b) ausencia de respuesta cutánea a la fitohema

glutinina(122) (123); c) incapacidad para sensibilizarse al dini
troclorobenceno(120) (122) (124); d) disminución de la transforma

ción blástica frente al antígeno específico, candidina y fitohema

glutinina(123) (125) (121); e) disminución del porcentaje de lin

focitos T en sangre periférica, determinado por la técnica de for
mación de rosetas(126) (122) (121); f) disminución del número de

linfocitos en el área paracortical de los ganglios 1infáticos(126);

g) ausencia del factor inhibidor de la migración de monocitos fren

te al antígeno específico y candidina(122); h) prolongación del

tiempo de supervivencia de los injertos cutáneos no autólogos(122).

Todas las alteraciones de la respuesta celular, tanto in vivo

comoin vitro, son más acentuadas con el antígeno específico. y

la recuperación de la reacción cutánea hacia el mismova asociada
a la remisión 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 antígenos no relaciona

dos(129) (130). Sin embargo, Catanzaro y col.(l3l) encontraron una

respuesta disminuida a fitohemaglutinina en pacientes con coccidioi

domicosis pulmonar activa y diseminada.

No se han descripto estudios que demuestren la presencia de

células con función supresora en la falta de respuesta celular en

estos pacientes. En cambio, en enfermos con paracoccidioidomicosis

diseminada se halló un aumento de células OKT8+(132).

Es probable que en el grupo de animales inmunosuprimidos con

infección extensiva a varios órganos, la alta cantidad de antíge
no(s) fúngico(s) sea responsable de la inducción de células T de

función supresora. La inhibición de inmunidadcelular por altas
concentraciones de antIqeno fúnqico ha sido sugerida por varios

autores(133) (134).

En otras infecciones micóticas comohistoplasmosis, cripto

coccosis y paracoccidioidomicosis, se ha estudiado la inducción y

función de subpoblaciones de células T supresoras en modelos expe

rimentales(l34). En las dos últimas micosis mencionadas se han des

cripto los circuitos supresores implicados con detalle(l35) (136)
(137) (138) (139) (140).

En nuestro modelo experimental, en primer lugar se induce

una alta replicación fúngica 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 antí

geno fúngico. Estos dos efectos podrían ocurrir concomitantemente

en pacientes inmunocomprometidosque padecen una micosis sistémi

ca.

La presencia de antigenemia en las micosis es indicativa de

la diseminación alcanzada por el microorganismo. La existencia de

antígeno de Paracoccidioides brasiliensis circulante en un modelo

experimental murino, se ha correlacionado con la estimulación de

células T supresoras (139).

En coccidioidomicosis, se ha encontrado antigenemia en sueros

de pacientes con enfermedad progresiva y primaria (141) (142). Ade

más, la sintomatología de la enfermedad en muchoscasos sugiere

la presencia de complejos antígeno-anticuerpo circulantes (143).

Por lo tanto, se quiso indagar la presencia de antígeno 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 infección diseminada.

Por la técnica de contrainmunoelectroforesis no se detectó

antigenemia en ratas infectadas, ni tampocoen las infectadas e

inmunosuprimidas, hasta el día 10 pi. Es probable que dicha téc

nica no sea lo suficientemente sensible para tal determinación,

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

La actividad Natural Killer (NK)es un mecanismo inmune ines

pecifico que interviene en la resistencia a numerosasinfecciones

(144) (145).

En el caso de las infecciones micóticas, algunos autores han

enfatizado la acción NKcomoprotectora en el curso de la infec

ción (146) (147).

Los resultados de este trabajo muestran que, tanto los ani

males infectados comolos infectados y tratados, los cuales pre

sentan diseminación fúngica en varios órganos, poseen actividad

NKen esplenocitos. Por lo tanto, la actividad NKno parece tener

un efecto importante en la restricción de la infección. Estos re

sultados concuerdan con los hallados por Clemonsy col. (95), los

que indican que en los ratones atImicos la replicación fúngica en

bazo alcanza iguales o aún mayores niveles que en los ratones eu 

timicos. Sin embargo, los ratones atImicos poseen una alta activi

dad NK en bazo (148).

Por lo contrario, trabajos realizados in vitro muestran que
las células Natural 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 células NKjuegan un papel
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en la resistencia hacia este hongo en una fase temprana de la in

fección. Estos autores observaron un menor"clearance" del agente

fúngico 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 inoculación endovenosa. Si la

inoculación del microorganismoera realizada por via intratra

queal, el tratamiento con anti-NK 1.1. no indujo ninguna modi

ficación en la limpieza del hongo ni en la adquisición de re
sistencia a la infección.

Por lo tanto, la función de las células NKin vivo es dis
cutida.

Del mismomodoque para C.immitis, la replicación in vitro

de C.neoformans, se encuentra inhibida por células NKesplénicas

(151).

En los últimos años se ha registrado un notable incremento

de infecciones micóticas de gravedad en individuos cuyo sistema

inmunológico se encuentra seriamente comprometido. Estas infec

ciones se evidencian en la mayoria de los casos por reactivación

de una enfermedad ya curada.

En la rata, a los 60 dias de la inoculación de C.immitis

la infección es crónica presentando los animales una sólida

resistencia. Este modeloera de utilidad para indpcirnuna reacq
tivación de la infección por el tratamiento con CY.
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Comose demostró en resultados, la reactivación se manifestó

por un aumento significativo del número de UFCen pulmones sin

llegar a provocar una diseminación en otros órganos.

Estas experiencias confirman, en forma experimental, lo que

ocurre en el hombre cuando su sistema inmune presenta serias de
ficiencias.
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CONCLUSIONES

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

intracardIaca con artrosporas de C.immitis presenta las si

guientes caracteristicas:
Es muyresistente a la infección, ya que inoculaciones de

5000 ó 10000 artrosporas no le provocan la muerte.

La reacción intradérmica a la coccidioidina, valorada por la

hinchazón de la pata, aparece positiva a partir del dia 14 pi.

Los anticuerpos séricos determinados por inmunodifusión o con

trainmunoelectroforesis, se detectan alrededor del dIa 21 pi.,

mientras que los fijadores de C no antes de los 28 pi.

En 1a histopatologia de órganos se puede observar esporangios

de primoinfección durante las primeras 2 semanas pi.

A partir de este período aparecen los esporangios quIsticos.
La reacción inflamatoria se caracteriza por granulomas de es

tructura folicular, con un infiltrado de leucocitos polimor

fonucleares y con células gigantes.

Existiría una correlación entre la hipersensibilidad re
tardada a coccidioidina y la formación de esporangios quísti

cos, marcando a la segunda semana pi. como importante en la
adquisición de resistencia a la infección.

En cuanto a los tratamientos con CYcomodroga inmunosupresora:

La inoculación de 4 dosis de CYde 20 mg/Kg antes o después
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la infección.

retarda la sintesis de anticuerpos hasta los 28 dias pi.

incrementa la diseminación del C.immitis comprobada por el

aumento de UFC en pulmones

no modifica la reacción positiva de hipersensibilidad retar

dada (HR)a coccidioidina.

la evolución de los esporangios de primoinfección a quis

ticos se retrasa aproximadamente en una semana, con respec
to a los controles sin tratamiento.

La administración de 6 dosis de CYde 20 mg/Kg luego de la

infección produjo importantes modificaciones en el curso
de la enfermedad:

Se registró una mortalidad elevada

Se inhibieron tanto la respuesta sérica humoral, comola
reacción de HRa coccidioidina

Se observó una gran diseminación fúngica, la que involucró

bazo e higado además de pulmones.

Ausencia de formación de verdaderos granulomas.

Persistencia de esporangios de primoinfección.

Los esquemas de administración de una única dosis de CY,

provocan un aumento en el número de UFCen pulmones. En

algún caso inhiben la HRa coccidioidina, pero este efec
to es transitorio.
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- Los estudios hematológicos realizados en las ratas infectadas

e inmunosuprimidas mostró que el número de leucocitos se encon

traba disminuido hasta las 48 horas posteriores a1 tratamiento,

mientras que las fórmulas leucocitarias se encontraban altera
das hasta el dia 8-9 post- tratamiento. Estas presentaban un

alto porcentaje de polimorfonucleares a expensas de linfocitos
- En los animales inoculados con el microorganismo e inmunosupri

midos según el esquema de 6 dosis de CY, los exudados peritone

ales presentaban una relación linfocito/macrófago disminuida
con respecto a los controles normales.

De los exudados mencionados se recuperó el C.immitis no

ocurriendo lo mismoen ratas infectadas solamente.

- La menor cantidad de linfocitos que formaban el exudado peri

toneal influia en la capacidad fagocitaria de los macrófagos

peritoneales;
Experiencias realizadas en los que se cocultivaban macró

fagos de ratas infectadas con linfocitos provenientes de ani

males infectados, el porcentaje de células con fusión fagoli

sosomal, era mayor, observándose además una menor recupera

ción de unidades formadoras de colonias de artrosporas con res

pecto al cocultivo utilizando linfocitos de ratas normales.
- El sobrenadante crudo de linfocitos estimulados con fitohema

glutinina administrado a ratas infectadas e inmunosuprimidas
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activaria los macrófagos ya que en estos animales disminuyó

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 única

dosis de 100 mg/Kg de CYen el dia 7 pi. redujo el número de

UFCen pulmón. Ademásse positivizó la reacción intradérmica

a la coccidioidina. Cuandolos receptores recibían un trata

miento de CYprolongado, la transferencia no ejerció los efec

tos mencionados, probablemente debido a la gran diseminación

fúngica en el momentode la transferencia.

Por otra parte, la transferencia de esplenocitos de animales

que recibieron 6 dosis de CYa receptores previamente infecta

dos dió lugar a una inhibición de la respuesta celular a la

coccidioidina, lo que sugiere la formación de una subpoblación

de linfocitos T supresores en las ratas inmunosuprimidas.

No se halló antigenemia por la técnica de contrainmunoelectro

foresis en ratas infectadas ni en infectadas e inmunosuprimidas

La actividad NKno parece tener un efecto importante en la res

tricción de la infección.

Fue posible reactivar la infección con C.immitis luego de 60

dias pi., la que se manifestó con un aumentosignificativo

del número de UFC en pulmón.

m M nTA R.NEJAMKH
PR SOÑA ADJUN'I’A

CATEDRA DE MICROBIOLOGIA
PARASITOLOGIA E INMULOGIA



-120:

BIBLICBRAFIA

1. Posadas A. Obras ccmpletas. Imprenta de la Universidad,Buenos Aires,l928.

2. Smith C.E. Ooccidioidauycosis. Med. Clin. North. Am.27: 790-807, 1943.

3. Smith C.E. Coccidioidauycosis. Ped. Clin. North. Am.2: 109-125,1955.

4. Smith C.E., Saito M.T., SimonsS.A. Pattern of 39.500 serologic test in
coccidiodcmycosis. J.Am.Med.Assoc. 160: 546-552, 1956.

5. Negroni P. Coccidiodanicosis o enfermedad de Posadas. Em:Micosis cutá
neas y viscerales. López (ed.)pp: 139-144. Bs.Aires, 1975.

6. Pappagianis D. Epidemiology of coccidioidcmycosis. Em:Coccidioidcmycosis
Stevens D.A. (ed.) .Plenum Medical Book Co., pp: 63-85, NewYork, 1980.

7. Pappagianis D. Coccidiodanycois. Eh: laboratory diagnosis of infectious
diseases. Principles and Practice. BalowsA., Hansler w.J., Ohashi M.,
'Iurano A. (eds.) . Volumel. pp. 677-686. Springer Verlag, NewYork, Berlin,
Heidelberg, London, París, Tokio, 1988.

8. Negroni P. , Daglio C.A.N., Briz de Negroni C. Estudios sobre el C.iIrmitis
V: Primera investigación sobre la existencia de una endania de coccidiodo
micosis en la Argentina. Rev. Arg. Dermat. Sifilo 32: 250-263, 1948.

9. Negroni P., Briz de Negroni C., Daglio C.A.N., Vivaneos G., Bonatti A.:
Estudios sobre el C.i1rmitis. XII: Cuarta contribución al estudio de la

endania argentina. Rev. Arg. Dermat., 36: 269-275, 1952.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

-121

Negroni P. , Bravo C.R., Negroni R., Briz de Negroni C., Muñozde Gerez
C. , Herrera de Bravo B. Estudios sobre el Coccidioides inmitis XIX: En
cuesta epidaniológica efectuada en la provincia de Catamarca. Boletin
Academia Nacional de Medicina V. 56: 327-341, 1978.

Lundergan L.L. , Kerrick S.S. , Galgiani J .N. Coccidioidcmycosis at a
university out-patient Clinic: a clinical description .-En
H.E. Einstein, A. Catanzaro (ed.) Ooccidioida'nyoosis National
Foundation for Infectious Diseases. Washington D.C.pn.47—54,1985

Willett F.M., Weiss A. Ooccidiodauycois in Southern California. Report
of a new endemic area with review of 100 cases. Ann. Intern. Med. 23:

349-375 , 1945.

Bouza E. , Dreyer J .S. , Hewitt w.L. , Meyer R.D. Coccidioidal meningitis.
Ananalysis of thirty-one cases and review of the literature. Medicine
(Baltimore) 60: 139-172, 1981.

Caudill R.G., Smith C.E., Reinarz J.A. Coccidiodal meningitis: a
diagnostic challenge. Am. J. Med. 49: 360-365, 1970.

WeismanI.M. , MorenoA.J., Parker A.L. , Sippo W.C., Liles W.J. Gastroin
testinal dissemination in coccidioida'nycosis. Am.J. Gastroenterol. 81:
589-593, 1986.

Coburn J .w. Scalene lymph node involvement in primary and disseninated

coccidioidcmycosis. EVidenceof extrapulmonary spread in primary infection
Ann. Intern. Med. 56: 911-924, 1962.



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Larsen R.A., Jacobson J .A. , Morris A.H. Benowitz B.A. Acute respiraer
faiLure caused by primary pulmonary ooccidiodcmyoosis. Am. Rev. Respir.
Dis. 131: 797-799, 1985.

Catanzaro A. Coccidioidcmycosis. Em:Fungal diseases of the lung.Sarosi
G.A. and Davies S.F. (eds.) , pp 103-123. Grune and Stratton Inc., Orlan
do, Florida, 1986.

Sievers M.L. Disseminated coccidioidauycosis amongsouthwestem American
Indians. Am. Rev. Respir. Dis. 109: 602-612, 1974.

Abrams D. , Robia M., Blumenfeld w. , et al. Dissaninated ooccidiodcmyoosis
in AIDS.N. Engl. J. 310: 986, 1984.

KovacsA. , Kovacs J. Overturf G. Disseminated coccidiodanycosis in a patient
with acquired inmunedeficiency syndrane. West. J. md. 140: 447, 1984.

Roberts C. Coccidiodcmycosis in acquired inmune deficiency syndrome.
Depressedhumoralas well as cellular Am.J. Med.76: 734, 1984.

Macher A. , De Vinatea M., KochY, et al. Disseminated coccidioidanycosis
in a patient with AIDS. Milit. Med. 151: 1157, 1986.

Wolf J. , Little J. , Pappagianis D., et al. Disseninated ooccidioidanycosis
in a patient with the acquired imme'deficiency syndrcme.Diagn.Microbiol.
Infect. Dis 5 :331, 1986.

BronnimannD., AdamR. , Galgiani J ., et al. Coccidiodanycosis in the
acquired immodeficiency syndrcme. Ann. Intern. Mad. 106:372, 1987.



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

-123

Gururaj V.J. Marsh w.w., Aiyar S.R. Fulminant pulmonary

coccidiodcmycosis in association with CoxsackieB4 infection. Clin.
Pediatr. 24: 406-408.

Calhoun D.L., Galgiani J.N., Zukoski CII-1.,Copeland J.G.

Coccidioidcmycosisin recent renal or cardiac transplant recipients.
En: Einstein H.E., Catanzaro A. (ed.) Coccidiodcmyoosis. Proceedings
of Fourth International Conference on Coccidioidcmycosis. p. 312-318.
Washington, 1985.

Stevens D.A. Clinical manifestations and managementof coccidiodcmycosis
in the ccmpranised patient. En: Fungal infection in the ccmpranised
patient. Warnock D.W. and Richardson M.D. (eds.) pp. 199-205, NewYork,
1982.

Beck M.D. Diagnostic laboratory procedure and epidemiology. En: Poter
G.S. (ed.) Coccidioidal granulana (Special bulletin N° 57). State of
California Department of Public Health, Sacramento, p 19-37, 1931.

Froelich C.J., GoodwinJ.S., Bankhurst A.D., Williams R.C.Preg'nancy
a temporary fetal graft of suppressor cells in autoinmunedisease..Am.
J.Med. 69: 329-331, 1980.

Drutz D.S., Huppert M., Sun S.H., Mc Guire W.L. Humansex homones

stimulate the growth and maduration of Coccidiodes imnitis. Infect.
Immin. 32: 897-907, 1981.

Pappagianis D., Ornelas A. , Hector R. Guanine plus cytosine content of
the DNAof Ooccidioides imnitis . Sabouraudia 23:451-454, 1985.



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

-124

BawdonR.E. , Garrison R.G. , Fina L.R. Deoxyribonucleic acid base

compisition of the yeast-like and mycelial phases of Histoplas ma
capsulatum and Blastcmycesdermatitidis. J. Bacteriol.11:593-596,1972.

Currah R.S. Taxonany of the OnygenaleszArthroderrnataceae, Gymnoascaceae,

Myxotrichaceae and Onygenaceae. Myootaxon 24:1-216, 1985.

Klotz S.A., Drutz D.J., Huppert M., Sung S.H.,De Marsh P.L. The critical

role of (132in the morphogenesisof Coccidioides imnitis in cell-free
subcutaneous Chambers. J.Infect.Dis. 150: 127-134, 1984.

Cole G.T., Pope L.M., Huppert M., Sun S.H., Starr P. Wall composition
of different cell types of Coccidioides imnitis. En H.E. Coccidioidcmyoosis.
Einstein and A.Catanzaro (ed.) . National Foundation for Infectious Diseases,
Washington, D.C. pp 112-129, 1985.

Converse J .L. Effect of surface active agents on endosporulation of
Coccidioides inmitis in a chemically defined medium.J . Bacteriol. 74:
106-107, 1957.

Levine H.B., Cobb J .M., Smith C.E. Inmunity to coccidioidomycosis induced
in mice by purified spherule, arthrospore and mycelial vaccines. Trans.
N.Y. Acad. Sci. 22: 436-449, 1960.

Iones G.W., Peacock C.L. Role of carbon dioxide in the dimorphism of
Coccidioides irrmitis. J. Bacteriol. 79: 308-309, 1960.

Wallace J .M., Catanzaro A. , Moser K.M., Harrell J .H. Flexible fiberoptic
bronchoscopy for diagnosing pulmonary coccidiodanyoosis.Am. Rev. Respir.
Dis. 123: 286-290, 1981.



41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

Georg L.K. , Ajello L. , GordonM.A.Aselective mediumfor the isolation
of Coccidioides inmitis. Science 114: 387-389, 1951.

Land G. , Dorn G.L. , Hill J .M. The isolation of dissaninated Ooccidiodes

irrmitis by an improved blood culture technique. En L.Ajello (ed.) ,
Coccidiodomycosis. Symposia Specialists . Miami, Florida pp. 19-30,l977.

Howward,P. , Smith J .w. Diagnosis Of disSaninated cócCidioidomycosis by
liver biopsy. Arch. Intern. Med. 143: 1335-1338, 1983.

Huntington R.W.Jr. Diagnostic and biologic implications of the
histopathology of Coccidioidanycosis Proceedings of Symposium
on Ooccidioidomycosis, Public Health Service Publication N° 575,
Washington, D.C.,pp.36-46, 1957.

Ajello L. , Grant V.Q., Gutske M.A. The effect of tubercle bacillus
conoentration procedures on fungi causing pulmonarymycoses. J .Lab. Clin.
Med. 38: 486-491, 1951.

Reep B.R. , Kaplan W. The use of N-acetyl-L-cysteine and dethiothreitol
to process sputa for mycological and fluorescent antibody examinations.
Health Lab. Sci. 9: 118-124, 1972.

Smith C.D. GoodmanN.L. Improved culture method for the isolation of
Histoplasma capsulatum and Blastomyces dermatitidis frcm contamined
specimens. AmJ. Clin. Pathol. 68: 276-280, 1975.

'IhcxrpsonD.W., Kaplan w. , Phillips B.J. The effect of freezing and the
influence of isolation mediumon the recovery of pathogenic fungi frcm
sputum. Mycopathol. 61: 105-109, 1977.



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

-126

Standard P.G. , KaufmanL. Inmunological procedure for the rapid and
specific identification of Coccidioidesinmitis. J .Clin. Microbiol.8:
149-153, 1977.

Di Salvo A.F. , Terreni A.A., WootenA.K. The use of the exoantigen test
to identify Blastomycesdermatitidis, Coccidioides inmitis and
Histoplasma capsulatum in mixed cultures. Am.J. Clin. Pathol. 752825
826, 1981.

Hupppert M., Bailey J .W. The use of immmodiffusion tests in
coccidioidomycosis. I. The accuracy and reproducibility of the
inmunodiffusion test wich correlates with ccmplementfixation. Am.J.
Clin. Pathol. 44: 364-368, 1965.

Pappagianis D. , Smith C.E. , Saito M.T. Kobayashi. Preparation and
property of a canplen‘ent —fixingantigen fran myoelia of Coccidioides
inmitis. Public Health Serv. Publ. 575: 57-63, 1957.

Pappagianis D., Smith C.E. , Kobayashi G.8. , Saito M.T. Studies of antigens
fran youngmicelia of Coccidioides irrmitis. J .Infect. Dis. 108: 35-44,
1961.

Levine H.B. , Cobb J .M., Scalarone G.M. Spherule coccidiodes in delayed
dermal sensitivity reactions of experimental animals. Sabouraudia7: 10
32. 1969.

Scalarone G.M., Levine H.B., Chaparas S.D., CobbJ.M. Properties and
assay of spherulins frcm Coccidioides imnitis in delayed sensitivity
responses of animals. Sabouraudia 11: 222-234, 1973.



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

-127

Calhoun D.L., Oser E.O. , Dugger K.O., Galgiani J.N., LawJ.H. Humoral
antibody responses to specific antigens of Coccidioides inmitis. J.
Infect. Dis. 154: 265-272, 1968.

Huppert M., Spratt N.S. Vukovich K.R., Sun S.H., Rice E.H. Antigenic
analysis of coccidioidin and spherulin determined by Udo-dimensional
electrophoresis. Infect. Inmun. 20: 541-551, 1978.

Huppert M., Adler J.P., Rice E.H., Sun S.H. Ccmnonantigens arrong
systemic disease fungi analyzed by two-din‘entional inmunoelectrophoresis
Infect. Inmun. 23: 479-485, 1979.

CoxR.A., Huppert , Starr P. , Britt L.A. Reactivity of alkali-soluble,
water soluble cell wall antigen of Coccidioides inmitis with anti
Coccidioides itmninoglobulin Mprecipitin antibody. Infect. Inmun. 43:
502-507, 1984

Zinmer B.L. , Pappagianis D. Comparisonof inmunoblot analysis of spherule
endospore-phase extracellular protein and mycelila-phase antigen of
Coccidioides inmitis . Infect. Inmun. 53: 64-70, 1986.

Hicks M.J. , HagamanR.M. Parbec R.A. 'Ihe prevalence of cellular inmunity
to coccidioidanycosis in a highly endenic area. (Clinical Investigation) .
West. J. Med. 144: 425-428, 1986.

Smith S.E., Whiting E.G., Baker E.E., Rosenberg H.G., Beard R.R., Saito
M. The use of coccidioidin. Aver. Rev. Tuber.57: 330-360, 1948.



63.

64.

65.

66.

67

68.

69.

70.

-128

Pappagianis D., Lindsey N., Smith C.E., Saito M.T. Antibodies in human

coccidioidcrnycosis: iJmmoelectrophoretic properties. Proc. Soc. Ebcp.
Biol. Med. 118: 118-122.

Sawaki Y., Huppert M., Bailey J .W., Yagi I. Patterns of human antibody
reactions in coccidioidomycosis. J. Bacteriol. 91: 422-427, 1966.

Pappagianis D., KrasnowI. , Beall S. False-positive reactions of
cerebrospinal fluid and diluted sera with the coccidioidal latex
agglutination test. Am.J. Clin. Pathol. 66:916-921, 1976.

Pappagianis D., Saito M.T., Van Hooser K. Antibody in oerebroespinal
fluid in non-meningitic coccidioidanycosis . Sabouraudia 10: l73-179,1972.

Pappagianis D., Crane R. Survival in ooocidioidal neningitis since
introduction of amphotericin B. En L.Ajello (ed), Coccidioidanycosis.
Current clinical and diagnostic status. SymposiaSpecialists, Miami,
Florida, pp 223-237, 1977.

Galgiani J .N. , Ito J .I. , Dugger K.O. Enzyme-linked inmunosorbent assay
detection of coccidioidal antigens in humanserumjm H.E. Einstein, A.
Catanzaro (ed.) Coccidioidauycosis. National Foundation for Infectious
Diseases, Washington, D.C. p. 239-249, 1985.

Chase W. Estimation of protein by Folin-Ciocalteu reaction. En: Methods
in Drmunology and Inmunochemistry 2: 273-275, 1978.

Elias Costa M.R.I. de, Negroni R., Gineno S.R. Estudio biológico en un
exoantïgeno del Coccidioides inmitis. Rev. Arg. Micología 9: 9-11,1985.



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

-129

Manual of Standarized serodiagnostic procedures for Systemic Mycoses.
Part I: Imuunodifussion test. Pan Am.Health Org. Washington, 1972.

Galussio J .C., Fridman J. Negroni R. Rapid diagnosis of pulrronary
mycosis by counterelectrophoresis. Mycopathologia51: 143-146, 1973.

Manualof standardized serodiagnostic procedures for systenic
mycosis. Part II: The complementfixation tests. Pan. Am.Health Org.
Washington, 1974.

Allison A.C. , YoungM.R. Vital staining and fluorescenoe microscopy
of lysoson'es. Em: Dingle J ., Fell H. (ed) Lysoscmes in biology and
pathology, vol. 2. North-Holland Publishing Co. Amsterdam.pp.395
404, 1969.

Kiessling R., Klein E., Wigzell H. "Natural" killer cells in the mouse.
I. Cytotoxic cells with specificity for mouseMoloneyleukemia cells.
Specificity and distribution according to genotype. Eur. J. Imnunol.
5: 112-116, 1975.

Brooks C.G., Flannery G.R. , Cantrell D.A., Dixon Gray J. , Adrian Robins
R. , Baldwin R.W. Rat NKcells active against lymphcmaand sarocma tumor

cells are probably identical. J.Inmunol. 128: 913-191, 1982.

Jucerman P.F. , Schwartzman R.M. Coccidioidanicosis. En: Micología Médica

Veterinaria. CompañiaEditorial Continental, Mexico, pp. lll-129, 1977.

Giltner L.T. Ocurrence of coccidioidal grnulcmain catle. J. Agric.
Res. 14: 533-541, 1918.



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

-l30

Beck M.D., TraumJ. Hurrington E.S. Coccidioidal garanulcma in animals:
Reference to skin tests. J. Amer. Vet. M.A. 78: 490-499, 1931.

Wegner T.N., Reed R.E., Trautman R.J., Beavers C.D. Sane evidence for

the development of a phagocytic response by polymrphonuclear leukocytes
recovered frcm the venous blood of dogs inoculated with Coccicioides
imnitis or vaccinated with an irradiated spherule vaccine. Am.Rev.
Respir. Dis. 105: 845-849, 1972.

Negroni P. , Besuschio S., Negroni R., Negroni M.B. Studies on
Coccidioides inmitis XVII:Morphologyof the parasite in relationship
with the host mmmoallergic condition in the experimental infection
of the guinea-pig. Mycopathologiaet Myoologiaapplicata. 52: 1-11,1974.

Tarbet J .E. , Wright E.T. , NewccmarV.D. Experimental coccidioidal

granuloma. Developrental stages of sporangia in mice. Amer. J. Pathol.
28: 911-917, 1972.

ZabezenskyF. , Northey w. T. Variation in the in vitro migration of
sensitized guinea pig peritoneal exudate cells in the presence of
coccidioidin. Infect. Irmïun. 9: 416-418, 1974.

Drutz D. J ., Catanzaro A. Coccidioidcmycosis. Am. Rev. Respir. Dis.

117: 559-585, 727-771, 1978.

Savage D. C. , Madin S. H. Cellular responses in lungs of inmunized mice
to intranasal infection with Coccidioides inmitis. Sabouraudia.6: 94-102,
1968.

Galgiani J. N., Isenberg R. A., Stevens D. A. Charotaxigenic activity
of extracts from the mycelial and spherule phases of Coccidioides inmitis
for humanpolymorphonuclear leukocytes. Infect. Inmun. 21: 862-865, 1978.



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Bistoni F. , Baccarini M., Blasi E. , Marconi P., Puccetti P. , Garaci E. .
Correlation between vivo and in vitro studies of nodulation of
resistance to experimental Candida albicans infection by cyclophosphamide
in mice. Infect. Inmun. 40: 46-55, 1983.

Cozad G. C. , Lindsey T. J. Effect of cyclophosphamide on Histoplasma
capsulatum infections in mice. Infect. Inmun. 9: 261-265, 1974.

Graybill J. R. , Mitchell L. Cyclophosphamideeffects on murine
cryptococcosis. Infect. Inmun. 21: 674-677, 1978.

Hidore M. R., MurphyJ. W.. Correlation of natural killer cell activity
and clearance of Cryptococcus neoformansfran mice after adoptive transfer
of splenic nylon wool-nonadherent cells. Infect. ImmJn. 5.1: 547-552, 198.6.

Sharbaugh R.J. , GroganJ .B. Suppression of reticuloendothelial function
in the rat with cyclophosphamide. J .Bact. 100: 117-122, 1969.

Lascano E.F., Blejer J.L., Galassi N.V., NejamkisM.R.Brain inflamnatory
exudate in Junin Virus-infected rats: Its characterization by the
inmunoperoxidase (PAP) technique. J. Neuroirmunol. 11: 105-116, 1986.

StockmanG.D., HeimL.R., South M.A., Trentin J.J. Differential effects

of cycclophosphamideon the B and T cell carparuïents of adult mice. J.
Inmunol. 110: 277-282, 1973.

KongY.M, Ievine H.B., Madin S.H., Smith C.E. Fungal multiplication and
histopathological changes in vaccinated mice infected with Coccidioides
im'nitis. J. Inmunol. 92: 779-790, 1964.



95.

96.

97.

98.

99.

100 .

101 .

102 .

103.

Clemons K.V., Leathers CH, R., Lee K.w. Systemic Coccidiodes inmitis

infection in nude and beige mice. Infect. Inmun. 47: 814-821, 1985.

BeamanL., Pappagianis D., Benjarru’niE. Significanoe of T cells in
resistance of experimental murine ooccidioidanycosis. Infect. Inmun.
17: 580-585, 1977.

BeamanL., Pappagianis D., Benjamini E. Mechanismsof resistance to
infection with Coccidioides inmitis in mice. Infect. Irrmun.23: 681

685, 1979.

BeamanL. , HolmbergC.A. In vitro response of alveolar macrophages to
infection with Coccidioides imnitis . Infect. Irrmun.28: 594-600,l980.

BeamanL. , Holmberg C.A. Interaction of nonhumanprimate peripheral
blood leukocytes and Coccidioides inmitis in vitro. Infect. Inmun. 29:
1200-1201, 1980.

BeamanL. , Benjamini E. , Pappagianis D. Role of lymphocytes in macrophage

induced killing of Coccidioides inmitis in vitro. Infect. Imnun.34: 347
353, 1981.

Drutz D.J. , Huppert M. Ooccidioidcmycosis: factors affecting the host
parasite interaction. J .Infect. Dis. 147: 372-390, 1983.

Wu—HischB. , Howard D.H. Inhibition of growth of Histoplasma capsulatum

by lyrrphokine-stirmilated macrophages. J .Inmunol. 132: 2593-2597, 1984.

McDaniel L.S. , Cozad G.C. Inmuncn'odulation by Blastanyces dermatitidis:
functional activity of murine peritoneal macrophages.Infect.Irmtun.40:733
740 , 1983 .



104 .

105.

106.

107 .

108 .

109.

110 .

lll .

112 .

-133

Levitz S.M., Di Benedetto D.J. Differential stimilation of murine resident

peritoneal cells by selectively opsonized encapsulated and acapsular
Cryptococcus neoformans. Infect. Inmun. 56: 2544-2548 , 1983.

Flesch I .E.A. , SchwambergerG. , KaufmannS.H.E. Fungicidal activity of
E‘N- - activated macrophages. Extracellular killing of Crypbococcus
neoformans. J.Imrrunol. 142: 3219-3224, 1989.

NacyC.A., Meltzer M.S. Macrophagesin resistance to rickettsial infections:
activation of macrophagesin vitro for killing of Rickettsia tsutsugamushi.
J.I1mrunol. 123: 2544-2549, 1979.

Haidaris C.G., Bonventre P.F. Elimination of Ieishmania donovani amastigotes
by activated macrophages . Infect.Irm1un. 33: 918-926, 1981.

Murray H.w. Interaction of Leishmania with a macrophagecell line. J. Exp.
Med. 153: 1690-1695, 1981.

NacyC.A., Meltzer M.S., Ieonard E.J. , Wyler D.J. Intraoellular replication

and LK- induced destruction of Ieishmania tropica in C3H/HeNmouse
macrophages. J.Inmunol. 127: 2381-2386, 1981.

Cole P. Activation of mouseperitoneal cells to kill Listeria monocytogenes
by T-lymphocyte products. Infect. Irrmun. 12: 36-41, 1975.

Nogueira N. , Cohn Z.A. Trypanoscmacruzi: in vitro induction of macrophage
microbicidal activity. J .Exp. Med. 148: 288-300, 1978.

BeamanL. , Benjamini E. , Pappagianis D. Activation of macrophages by

lymphokines: Enhancementof phagoscrre lysosane fusion and killing of
Coccidioides imnitis. Infect Inmun. 39: 1201-1207, 1983.



113 .

114 .

115 .

116 .

117 .

118 .

119 .

120 .

-l34

BeamanL. Fungicidal activation of murine ¡macrophagesby reccmbinant
gamna interferon. Infect. Inmun. 55: 2951-2955, 1987.

Wu-HsiehB.A., HowardD.H. Inhibition of the intra cellular growth of
Histoplasma capsulatum by reccmbinant murine garrmainterferon. Infect.
Irrmun. 55: 1014-1016, 1987.

Wu-Hsieh B. , Zlotnik A. , Howard D.H. T-oell.. hybridcma-produoed lymphokine
that activates macrophagesto suppress intracellular growthof
Histoplasma capsulatum. Infect. Inmun. 43:380-385, 1984.

Rifkind D. , Frey J.A. Davis J.R. , Peterson E.A., Dinowitz M. Delayed
hypersensitivity to fungal antigens in mice. I. Useof the intradermal
skin and footpad tests as assays of active and passive sensitization.
J. Infect. Dis. 133: 50-56, 1976.

'I‘ewari R.P. , Sharma D. , Solotorovsky M., Lafe'nia R., Balint S. Adoptive
transfer of irrmunityfran mice immmizedwith ribosanes or live yeast

cells of Histoplasma capsulatum. Infect. Immm. 15:789—795,1977.

Arechavala A. , Negroni R. Estado inmunitario de enfermas portadores de
micosis sistémicas. Rev. Arg. Micología 1 (3): 5-11, 1978.

MendesE. , Raphael A. Impaired delayed hypersensitivity in patients with
South-Americanblastcmycosis. J. Allergy. 47: 17-22, 1971.

MendesE. Delayedhipersensitivity reactions in patients with
paracoccidiodauycosis. En: Proceedings of Third International Conference
on the Mycosis. Pan American Health Organization. pp. 17-22, 1975.



121.

122.

123 .

124 .

125.

126 .

127 .

128 .

129.

-135

Restrepo A., Restrepo M., Restrepo F. de, Aristizábal L.H., ancada L.H.,
Vélez H. Imuuneresponses in paracoccidioidcmycosis . A controlled study
of 16 patients before and after treatment Sabouraudia 16: 151-163, 1978.

Musatti C.C. Imnunidadecelular na paraooccidioidcmicose. Tese de
doutorado. Escola Paulista de Medicina. Sao Paulo. Brasil, 1974.

Musatti C.C. Cell-.rnediate inmunity in patients with paracoccidioidcmycosis.
En: Proceedings of third lntemational Conference on the Mycoses, Pan
American Health Organization. pp 23-29, 1975.

Negroni R. , Negroni P. , BachmannA. Algunos aspectos inmuoalérgicos de
la histoplasmosis en la Argentina. Rev. Dermat. Iberolatinoamericana 9:
41-48, 1967.

Newberry W.M., Chandler J.W., Chin I.D., Kirkpatric C.H. Irrmunologyof
the Mycosis I. Depressed lymphocytetransformation in chronic histoplasmsis
J.Imm1nol. 100: 436-443, 1968.

Mendes N.F. Lymphocytes and lymphonodules in paracoccidioidcmyoosis. Eh:
Proceedings of 'I’nird International Conference on the Mycosis. Pan American
Health Organization. pp 30-35, 1975.

Negroni R. , Robles A.M. Valor pronóstico de la prueba cutánea en
paracoccidioidanicosis. Med. Cut. I.L.A. II 453-458, 1974.

Negroni R. Inmunología de las micosis sistánicas. Rev.Asoc.Arg. Microbiol.
8: 117-127, 1976.

Cox R.A., Vivas J.R. Spectrum of in vivo and in vitro cell-mediated inmune
responses in coccidioidcmycosis. Cell. Immnol. 31: 130-141, 1977.



130.

131.

132 .

133 .

134 .

135 .

136 .

137 .

-l36

Opelz G., Scheer M. I. Cutaneous sensitivity and in vitro responsiveness
of lymphocytesin patients with disseminated coccidioidcmycosis. J. Infect.
Dis. 132:250-255, 1975.

Catanzaro A., Spitler L. E., Moser K. M. Cellular inmuneresponse in
coccidioidomycosis. Cell. Irrmunol. 15:360-371, 1975.

Mota N. G. S., Rezkallah-Iwasso M. T. R., Peracoli M. T. S., Audi R. C.,
Mendes R. P., Marcondes J., Marques S. A., Dillon N. L., Franco M. F.

Cor-relation between cell-mediated immmity and clinical forms of
paracoccidioidomycosis. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 79:765-772, 1985.

Chaparas D.D., Levine H.B., Scalarone G.M., Pappagianis D. Cellular
response, protective imnunity and virulence in experimental
coccidioidcmycosis. En: Proceedings of Third International Conference
on the Mycosis. Pan American Health Organization. pp. 72-79, 1975.

Nickerson D.A., Havens R.A. , Bullock W.E. Inmunoregulation in
disseminated histoplasnosis: characterization of splenic suppressor
cell populations. Cell. Irrmunol. 60: 287- 297, 1981.

MurphyJ .w. , Mosley R.L., Moorheas J .W. Regulation of cell-nediated
inmunity in cryptococcal antiqen. J. Imnunol. 128:. 276-283, 1982.

MurphyJ .W., Nbsley R.L. , Moorhead J .W. Pegulation of cell-ruediated

imnunityin cryptococcosis. II Characteristics of first-order T
suppressor cells (T1) and induction of the second-order T suppressor
cells. J. Immmol. 130: 2876-2881, 1983.

MurphyJ .W., Nbsley R.L. Regulation of oell-mediated inmunity in
cryptococcosis. III. Characteristics of second-order T suppressor
cells (T52) J. Imuunol. 134: 577-584, 1985.



138 .

139.

140.

141.

142.

143

144 .

145 .

146 .

-137

KhakpourF.R. , MurphyJ .W. Characterization of a third-order suppressor
T cell (Ts3) induced by cryptococcal antigen(s) . Infect. Immin. 55: 1657
1662, 1987.

Jimenez-Finkel B.E. , MurphyJ .W. Induction of antigen-specific T
suppressor cells by soluble Paracoccidioides brasiliensis antigen.
Infect. erIun. 56: 734-743, l98_8.

Jimenez-Finkel B.E. , MurphyJ .W. Characterization of efferent' T suppressor
cells inducedby Paracoccidioides brasiliensis-specific afferent T
suppressor cells. Infect. Inmun. 56: 744-750, 1988.

Galgiani J.N. , DuggerK.O., Ito J.I.,' WiedenM.A.Antigenenia in primary
coccidioidcmycosis. Am. J. Trop. Med. Hyg. 33: 645-649, 1984.

Weiner M.H., Antigenemia detected in humancoccidioidcmycosis. J. Clin.
Microbiol. 18: 136-142, 1983.

Yoshinoya S. , Cox R.A., Pope R.M. Circulating inmune canplexes in
coccidioidanycosis. Detection and characterization. J. Clin. Invest.
66: 655-663, 1980.

Stein-Streile'zin J. , Guffee J. In vivo treatment of mice and hamster with

antibodies to asialo GMlincreases morbidity and mortality to pulmonary
influenza infection. J. Inmunol. 136: 1435-1441, 1986.

Hatcher F.M., KuhnB.E. , Cerrone C., Burton R.C. Increased natural killer
(NK)cell activity in experirrantal Americantrypanoscmiasis. J. Inmunol.
127: 1126-1130, 1981.

Hidore M.R., MurphyJ .W. Natural cellular resistance of beige mice
against Cryptococcus neofonnans. J. Inmunol. 137: 3624-3631, 1986.



147.

148.

149.

150.,

151.

-l38

Marquis G., Monplaisir S., Pelletier M., MousseauS., Anger P.
Genetic resistance to murine cryptococcosis: the beige mutation
(Chediak- Higashi Syndnane) in mice. Infect. Dnnun. 47: 282-286, 1985.

HerbermanR.B. Natural cell-mediated cytotoxicity in nude mice. En:
The nude mouse in experimental and clinical research. Vbl. 1. Fogh
and B.C. Giovanella (ed.) , Academic Press, Inc., NewYork. pp. 135
166, 1978.

Petkus A., BaumL. Natural killer cell inhibition of youngspherules
and endospores of Coccidioides innútis. J. Innmnol. 139: 3107-3111,
1987.

Lipscanb M., Alvarellos T., Toews G., ‘Ib'npkins R., Evans Z., Koo G.,
KumarV. Role of natural killer cells in resistance to Cryptococcus
neoformans infection in mice. Am.J. Pathol. 128: 354-361, 1987.

MurphyJ., McDaniel D. In vitro reactivity of natural killer (NK)
cells against Cryptococcus neoformans. J. Innmnol. 128: 1577-1583,
1982.


	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	1. Introducción
	2. Objetivos.
	3. Materiales y Métodos
	4. Resultados
	5. Discusión.
	6. Conclusiones
	7. Bibliografía

