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RESUMEN.

INTRODUCCION: Actualmente existen un gran nimero de firmacos que se utilizan
en el tratamicnto de enfermedades agudas y crdnicas. los cuales actdan sobre
la respuesta inmune tanto humoral como celular y pece se ha investigado sobre
la aceidn de estos medicamentos en la proliferacidn de algunos hongos y acti-
nomicctos patdgenos en el huésped, por lo tanto en la realizacién de este -~ -
trabajo se planted el siguiente OBJETIVO: Implantar algunos hongos y actino -
micetos patdgenos en ratdén bajo la accién de algunos férmacos de uso comin.
MATERIAL Y METODOS: Sec trabajaron con lotes de 10 ratones cada uno, se inyec-—
taron con Of. ml. cada 24 horas ( 8 dfas ) por via intraperitoncal con anti -
bidticos ( cloranfenicol, kanamicina, ampicilina, gentamicina), inmunosupre -
sores (cortisona, dexamctasona, butazolidona y parametasona) y un antiinfla -
matorio ( ncomelubrina ) en concentraciones equivalentes a las utilizadas en-
el humano; al noveno dia se inocularon con 0.1 ml. de una suspensidn contenieé
.do 140 mg/ml ( peso himedo ) de: Blastomyces dermatitidis, Paracoccidiocides

brasiliensis ( fase micelial ), Nocardia brasiliensis. Nocardia asteroides, -
Nocardia otitis caviarium ( fase vegetativa ) y con Histoplasma capsulatum -

( fase micelial ) en una concentracién cquivalente al tubo No. 5 de la escala
de Marckfarland. Se sacrificaron de I a 2 ratones a los 9 dias después de la-
inoculacidn con los microorganismos, por examen directo o tincién se buscaron
las formas caracteristicas de la fase parasitaria de los hongos y actinomice-
tos asi como la colonia tipica de cada uno de ellos en agar Sabouraud dextro-
Sa.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES: Los f4rmacos que favorecieron la implantacién de -
los hognos y actinomicetos fueron: el cloranfenicol y parametasona para - -
Histoplasma capsulatum en 14 dfas; ampicilina para Blastomyces dermatitidis -

en 7 dias; ncomelubrina en Paracoccidioides brasiliensis y Nocardia asteroi--

des a los 7 y t2 dfas respectivamente; la cortiscna para Nocardia brasilien -
sis a los 13 dfas, y para Actinomadura madurae 12 dias.
De acuerdo a los resultados obtenidos sc logré la observacidn de las formas -

parasitarias en tiempo mds corto que los reportadcs en estudios previos.
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1, - INTRODUCCION

Muchos de los conocimientos de medicina en el hombre han siéo
aprendidos por analogfa desarrollando la investigacidn en animales
de laboratorio, su empleo como parte de los reactivos biloldgicos
dentro de la investigacidn médica y veterinaria asi como en otras
actividades clent{ficas tiene una gran importancia y
trascendencia. Actualmente su utilizacidn tiene una prioridad en
la experimentacidén dentro de los campos de la inmunologia,
histoquimica, contaminacidn ambiental, ia produccidén y
estandarizacisn de los reactivos bioldgicos y farmacoldgicos.

Un animal de experimentacidén es un instrumento de trabajo Gtil vy
con frecuencia indispensable que se cria y mantiene bajo sistemas
de reproduccidén con control en el equilibrio bioldyico,
fisioldgico y manejo sanitario con el fin de evitar variaciones
que interfieran en el resultado de la invastigacidn.

En micologf{a médica, los animales de laboratoric se han empleado
como modelos = para estudiar los mecanismos de  relacidn
huésped-parﬁsito, inmunoldglicos, terapduticos, en el
xenodlagndstico, ete.; los animales mds utilizados ban sidot
ratén, cobayo, hidmster, conejo y otros; los cuales se han
inoculado con algunas levaduras y hongos filamentosos patdgenos en
las condiciones adecuadas para estudiar los mecanismos antes

mencionados.

1.1.~LEVADURAS
1.1.1.~ Diferentes especies de Candida y Crypltococcus neoformans,

Entre las levaduras patdgenas estd C. albicans, la cual se
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encuentra como parte de la fiora normal en los animales pero se
han reportado diferentes formas clinicas como forma oral,
balanitis, oniquia y paroniquia en monos €133); la cuténea on
perros (57); de lesiones de tracto digestivo en gallinas y pavos
(8, 127, 133); de ulceras esofdgicas en cerdos (133), en primates
€105, 158) y ovinos (54, 133, 16Q); la diseminada se ha visto en
mono arafla (139), en cabras (123) y ratones (78, 133) y mastitis
en ganado bovino (133),

Experimentalmonte los animales mds utilizados han sido el ratdn,
cobayo y conejo; el ratdn y conejo son igualmente susceptibles a
C. albicans cuando son inoculados por via intravenosa (133),
C. parapstilosts, C. gut lltermondt y ¢ troplcalis son
relativamente no virulentas (143), sin embargo, en otros reportes
C. aldbicans y C. tropicalis lnoculadas {ntraperitonealmente en
;-atdn produjeron plelonefritis severa (7, 78). Pearsall y col. en
1974 €137) reportan en ratén C57 BL/Ks la evidencia de 1la
participacidén de la respuesta inmune celular por estudios
histopatoldgicos.

Estudios sobre la lnmunoreguiac.ldn en ratones CBA”J o BALB/C B y J
realizados por Carrow en 1985 (35) reportan una supresidén inmune
celular importante por la glucoproteina de 1la pared celular de
C. alticans. También se han postulado péptidos provenientes de
macréfagos y granulocitos alveclares de conejo que tienen
propiedades antifungicas contra C. albicans (165), La actividad de
este pépﬁdo como candidicida dependid de su capacidad de unidén
con C. aldicans y de otros factores como la temperatura e iones
calcio (116). En 1977 Cutler (55) demostrd la prasencla de .una

.substnncla en filtrados del cultivo del hongo con ofectos
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quimiotdcticos en los neutrdéfilos y polimorfonucleares de cobayo y
en ratones inoculados intraperitonealmente con C. albicans
inactivada, Con el objeto de probar algunos factores
predisponentes en las Infecciones por C. albicans tales como los
Latrogénicos dentro de los cuales se encuentra la administracidn
de glucocorticosteroides como la hidrocortisona inyectada
previamente en cobayo con candidosis diseminada, se demostré que
aumenta la morbilidad y abatimiento de la respuesta inmune durante
la infeccidn (88).

Louria y col. en 1960 (120) probaron que este esteroide inyectado
6 dias antes y después de la inoculacidn de C. aldbicans aumenta la
mortalidad, la cual estaba relacionada con la multiplicacidn de la
levadura en rifién.

La generacidn de cdélulas supresoras en neoplaslias ha sido bien
establecida y se ha demostrado que el uso de agentes
quimioterapéuticos no Unicamente actua sobre las células tumorales
sinoc también elimina células suprl.o;oras tal como hace la
ciclofosfamida administrada en tiempo y dosis adecuada, de tal
manera que elimina las células precursoras de los linfocitos T
supresores; eon ratones BALD/C pretratados con este farmaco
favorece la implantacidn de C. aldbicans, ademis de otras drogas
como la mitomicina €, silica gel y azul de tripano, los cuales son
inhibidores de la actividad de los macrdéfagos y también favorecen
la proliferacién deo esta levadura (177). Sin embargo, existen
otros compuestos como BCG que disminuyen la mortalidad producida
por este agente en ratones inmunosuprimidos (166).

Con el objeto de buscar un efecto terapsutico de algunos

antifdngicos, Cutsem en 1987 (56) probd en cobayos infectados por
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via intravenosa con C. albicans la eficacia del ditraconazole y
encontré que en dosls adecuadas era efectivo contra la candidosis
sin efectos secundarios, en ratones se probd también en la forma
sistémica y fué igualmente efectivo. El conejo con neutropenia
prolongada y con candidosis producida por €. albicans y C.
tropicalis en forma diseminada, Thaler y c¢ol. en 1088 .<172)
probaron el efecto de 1la anfotericina B, S~fluorocitosina,
ketoconazole y rifampicina solos y combinados, 1los resultados
indicaron que la combinacidén de anfotericina By S-fluorocitosina

fué el dnico tratamiento para eliminar la candidosis renal.

1.1.2.=Cryptococcus neoformans.

Otra levadura patégena es Cryptococcus neoformans, agente
etioldgico de la criptococosis; fué reportada por primera vez en
buey y desde entonces se ha reportado en caballos, perros, =zorros,
delfines, monos, cobayos y paAjaros (40, 133, 161). Los sitios mis
frecuentemente afectados en los animales son: sistema nervioso
central, ojo y pulmén, en éste Wltimo se Inicia la infeccidén y se
disemina a la regidn facial, nariz paladar y piel. La mastitis por
Cryptococcus en vacas es una enfermedad cosmopolita causdndoles
distensidn mamaria con produccidn de secresiones caracteristicas
(133). Experimentalmente la criptococosis es producida en animales
de laboratorio como el ratén y el conejo, éste udltimo es menos
susceptible quiz4d porque tiene como temperatura normal 36. 8°¢, 1lo
cual hace diff{cil 1la proliferacién de la levadura (133); 1la
mayoria de estos trabajos han sido sobre macani smos de
patogenicidad y resistencia con el polisacarido capsular del hongo

y desde 1967 uno de los primeros trabajos fud el de Goren y col.
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caai, quienes probaron como ant{geno el polisacdrido purificado
extraido de un cultivo de C. neoformans tipoe “A" muy capsulado, lo
emplearon solo y unido a fracciones derivadas del mismo, los
inyectaron a ratones CD1 y demostraron que el polisacirido soluble
inerte fué un potente antigeno cuando se acopléd a la proteina
heterdloga.

En 1870 Kosel y col. (110) probaron el polisacdrido soluble de dos
cepas de €, neoformans, una poco capsulada y con baja virulencia y
la otra capsulada altamente virulenta y con elevado contenide de
dcido wurdnico, éstos se inyectaron a ratones por via
intracerebral, intraperitoneal e intravenosa, la cepn més
virulenta produjo la muerte en el 80X de los ratones inoculados
por via intracerebral en comparacidén del 10X en los animales
inoculados con la cepa menos virulenta. Los resultados confirman
que las diferencias estructurales y antigénicas determinan la
virulencia de las dos cepas; ésta tiene relacidn con la produccidn
de fenoloxidasa en diferentes ceopas de €. neoformans, lo cual fué
demostrads por Rhodes y col. en 1882 (147) quienes inocularon
ratones por via intravenosa con dos cepas de levaduras con
diferente actividad de fenoloxidasa y demostraron que las cepas
con produccidn de pigmento MEL CMEL+) produjeron un mayor {ndice
de mortalidad que las MEL; por lo tanto los investigadores
concluyeron que la actividad fenoloxidasa es un factor de
virulencia del hongo.

La fagocitosis en relacidn al tamafic de la cdpsula de la levadura
fué estudiada por Mitchell y col. en 1072 (1250 quienes utilizaron
células de exudado peritoneal de rata Lewis para prohar la

fagocitosis en cinco cepas de C. neoformans con alto contenido
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capsular y encontraron que el ndmero de levaduras Iingerido era
inversamente proporcional a la medida de las cépsula de las
diferentes cepas estudiadas; el efecto antifagocitario del
polisacarido se debe a que no permite la adhesidén de las levaduras
a las células fagocfitlicas (11).
Varios investigadores estudiaron la respuesta a la
hipersensibiitdad tardfa con ¢ fracciones celulares de c.
neoformans inoculadas en el cojinote plantar de ratones y cobayos,
la fraccién mitocondrial produjo una alta reaccién de
hipersensibilidad en cobayos sin reaccién cruzada en animales
sensibilizados con otros hongos heterslogos (83).
Esta reaccidn también fué evaluada en ratones inmunizados con la
levadura, la respuesta cutdnea se estudid por histopatologfa, los
antigenos fueron preparados a partir de extractos de membrana y
sustancias solubles del citoplasma, los resultados demostraron una
proteccidn altamente positiva (15{). Murphy en 1982 (131) en un
modelo con ratones CBA/J inmunizados con antigenos de Cryptococcus
por via intravenosa induce supresidén de células en los nédulos
linfaticos, deprime la reaccidn de hipersensibilidad tardia y de
células T responsables de la inhibicisén del crecimiento de
¢, neoformans in vitro.
Con el objeto de estudiar 1la transferencia inmune adoptiva de
células provenientes de bazo de ratones que han sobrevivido a la
infeccidn por C. neoformans, Graybill en 1979 (8%5) monta un modelo
con ratones y conejos en los cuales transfiere la inmunidad
mediada por células y la respuesta fué detectada por medio de las
técnicas de hipersensibilidad tardfa y MIF, los resultados indican

que la proteccién inmme celular s{ puede ser transferida. En otro
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estudio semejante estas células se tomaron de ratones BALB/C y C57
BL/8J y fueron fuslionadas con células de mieloma con el objeto de
obtener anticuerpos monoclonales hacia antfigenos fungicos para
aplicacidn terapédutica, los resultados demostraron que de 40
mielomas solo O produjeron anticuerpos contra €. neoformans €80).
Graybill y col., en 1981 (84) demostraron que los anticuerpos de
conejo infectado con C. neaformans indujeron inmunidad pasiva
contra la criptococosis inducida en ratones normales y atfmicos;
sin embargo, dicha proteccidn fué demostrada dnicamente con los
anticuerpos que se encuentran durante el tiempo del reto y en los
sitios de inmunizacidn en el ratdn.

En cobayos se han estudiado algunos mecanismos inmuncldgicos en la
criptococosis tal como lo describen Murphy y col. en 1878 <(132),
quienes estudiaron la reaccién de hipersensibilidad tardia en
cobayos inoculados " con filtrados de C. neoformans y = Sus
fracciones, los resultados indicaron que la fraccidén glucoprotefca
produjo una induracidn significativamente marcada en la prueba

intradérmica.

1,2, ~HONGOS FILAMENTOSOS.
Diferentes especles de dermatofitos y del género Aspergillus,

Coccidioldes tmnt tis, Blastomyces dermatt tidis b4
Paracoccidioides brasiliensis.
1.2.1.-Diferentes especies de dermatofitos.

Los animales de laboratorio también han sldo dtiles para explicar
los mecanismos de patogenecidad de los hongos filamentosos, para
estudiar las interacciones {nmunoldgicas, xenodiagndstico y los

medicamontos ttiles en el tratamiento de las enfermedades que
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dstos producen; dentro de éstas se encuentran las dermatofitosis,
las cuales se han reportado en animales salvajes y domdsticos
desde hace algunas décadas, en perros, en gatos (34, 36, 71, 103,
135, 115), en equinos, (36, {71), en cerdos, (43, 44), en bovinos
€38, 70) y otros.

Experimentaimente los mis empleados han sido el cobayo y el conejo
en los estudios de patogencidad, inmunidad, tratamiento y
profilaxis; en cobayo se ha probado la implantacidn de
dormatofitos deteccidén de la resistencia a esta micosis y desde
1908 se demostrd la infeccidn cutdnea en cobayoes producida por los
dermatofitos zoofflicos Achorion guincheanun y T. gypseun, las
lesiones producidas curaban espontdncamente de tres a cuatro
semanas y les produjo clerta resistencia a una segunda infeccidn,
por lo tanto se concluyd que aparecid clerta itnmunidad que
persiste hasta 18 meses despuds de la primera infeccidn;
posteriormente se demostrd 1la hipersensibilidad y resistencia
parcial en cobayos frotados en plel con una suspensidn de micelio
inactivado por calor de varias cepas de dermatofitos y con los
sobrenadantes de los mismos (84). En el mismo allo se describié un
factor "anticuerpo" que fué encontrado en células epiteliales de
cobayo infectado con 4. quickeanum; este factor termoestable
mezclado con esporas vivas “in vitro" a 37°C formaban una
sustancia téxica que inoculada en cobayos producfa una reaccldnl
inflamatoria, pero no una dermatofitosis; Greenbaum en 1824
comprueba el fendmeno y ademds afirma que la inmunidad en esos
animales era local y después desaparecia rapidamente (83, 87).

En cobayos infectados por vi{a intradérmica con una suspensidén de

esporas de Trchophyton eguinum, T. granulosum, A. gypseun y con
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tricofitina preparada con el filtrado de 1los cultivos de las
mismas ce‘pns observaron que éste no era un buen antigeno de
prueba, sin embargo una suspensidn de esporas utilizada como
ant{geno aumentaba la cantidad de anticuerpos en el suero en el
85% de los cobayos inoculadoes. En los mismos animales pero
reinfectados con una suspensién de esporas muertas por
esterilizacidén de 7, granulosum por via subcutdnea, tres semanas
después de la primera inoculacidn se produjo una reaccién menos
aparente que la producida con esporas viables (83).
En 1938 DeLamater y col. (64) estudliaron la reaccién dermtofitica
para caracterizar la inmumidad adquirida en cobayos inoculados con
varias cepas de dermatofitos y observaron que la segunda infeccidn
curaba esponténeamente y mis répidamente que 1la primera, la
rosistencia alcanzaba su méximo de 2 a 3 semanas despuds de la
desaparicidén de la primoinfeccidn y coincid{a con la aparicidén de
la hipersensibilidad tardia. Estos hallazgos fueron confirmados en
cobayos inoculados con cepas virulentas de 7. mentagrophytes
obtenidas del hombre y de animales; en cobayos hembras prefiadas e
inoculadas con dermatofitos encontraron varios investigadores que
la resistencia a la infeccldn por estos hongos no pasaba al
producto (83).
Relss y col. en 1956 (144) demostraron que la inyeccidn con
tricofitina con y sin  adyuvante de Freund produce
hipersensibilidad en cobayos sin resistencia a la infeccidn, pero
aplicaciones tépicas con micello de T. mentagrophyvtes con una base
de ungliento producfian hipersensibilidad y resistencia parcial con
inmunidad de corta duracién en estos animales (83, 106).

Estudios sobre la deteccidn de anticuerpos en suero de conejos
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infectados con dermatofitos han tenido poco éxito, sin embargo en
cobayos inmunizados c¢on micelic muerto de dermatofitos Kolmer y
col. en 1915 (108) demostraron la produccidén de aglutininas,
precipitinas y anticuerpos fijadores de complemento.

Cox y col. on 1945 (51) infectaron conejos con 7. verrucosun Yy
detectaron precipitinas a los 24 dias despuds de la inoculacidn
que persistieron durante 13 semanas; dospués de varias
reinfecciones detectaron anticuerpos fijadores de complemento pero
no encontraron una correlacldén entre el t{tulo de anticuerpos y la
susceptibilidad a la reinfeccidn.

En 1950 Wharton y col. (180) infectaron conejos por via subcutdnea
con una suspensién de 7. rubrun con adyuvante de Freund y
encontraron que los animales fueron resistentes por mis de 17
moses con detecclidn de anticuerpos precipitantes.

Evidencia de enlace de los anticuerpos al sitio de la infeccidn
fué demostrada en cobayos infectados con 7. mentagrophytes var.
granulosun por medio de la técnice de fluorescencia indirecta
utilizando anticuerpos fluorescentes de conejo contra queratinasa
aislada de este hongo, la reaccidn aparecid en la capa externa del
foliculo piloso y se concluyd que la reaccidn pudo deberse a los
anticuerpos circulantes con alta afinidad al tejido.

En conejo y gato se ha demostrado que una segunda infeccidn con
T. rubrum es semejante a la primera, no hay inmunidad adquirida o
sensibilizacidn cutdnea; sin embargo, en conejo si aparecid
sensibilidad después de varias inoculaciones; después de 1la
reinfeccidn con este hongo en perros, gatos y conejos las lesiones
aparecen més pequelias y permanecen corto tiempo (83).

En modelos experimentales con ratdn y rata Kligman en 1956 <C108)
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ne encuentra evidencia de inmunidad adquirida contra los
dermatofitos.

Otros animales han sido utilizados para estudiar los mecanismos
inmunoldgicos tal como ganado vacuno, se han detectado anticuerpos
en suero de vacas infectadas con 7. verrucosum por hemaglutinacidn
con tf{tulos arriba de 1:32 pero no hubo corro:lncidn entre la
aparicidn de anticuerpos con la severidad de la enfermedad (83).
Lopper en 1072 (117> estudia el desarrollo en la resistencia por
mds de un aflo a la infeccidn por T, verrucosum en ganado vacuno Yy
encontr$ que la infeccidén primaria curaba espontdneamente, el
animal adquirfa la resistencia a la reinfeceidn en los sttios
locales infectados, la respuesta inflamatoria disminufa mds
rdpidamente en animales viejos y la desaparicién de la infeccldn

iba asociada a una marcada reaccidn de hipersensiblidad.

1.2.2.~Diferentes especies de Aspergillus.

Otra micosis producida por hongos filamentosos es la arpergilosis,
la cual .es causada por varias especies dol gédnero Aspergillus. ’
Esta enfermedad en forma natural se conoca en aves desde hace
algun tiempo; Rejo y col. en 1878 (145) describen 1la forma
pulmonar en patos; en México el primer caso en perro con
aspergilosis lo reportaron Cervantes y col. en 1885 (38), otros
Investigadores la encuentran en senos paranasales asociada a un
carcinoma (59) sinusitis y rinitis prmiuclda por A. fumigatus (32)
la forma pulmonar (134) keratoconjuntivitis (159> y 1la forma
diseminada producida por 4. fumigatus y 4. terreus (185); en gatos
se ha reportado la forma pulmonar (138), orbital (¢183), colitis

28> vy sistémica (76); en vacas con la forma cutdnea (58) y
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pulmonar (6), en ganado bovino (84) y menos frecuente en cabras,
~ ovejas y cerdos (30). Experimentalmente se han estudiado las
diferentes especies de Aspergillus con el objeto de analizar la
virulencia (71), los factores que favorecen la implantacidén del
hongo asf{ como el diagndstico y tratamiento de esta micosis.
Infecciones experimentales en pollos con 4., funigatus por via
intratraqueal y dentro del saco adreo fueron estudiadas por
histopatolog{a, las lesiones aparecieron al segundo d{a despuds de
la inoculacién del hongo y se presentd necrosis a los diez dfas
ales).

En conejos expuestos con aerosol de A. funigatus e inoculados con
una suspensidn de la misma cepa por via digestiva se '.studld la
sobrevivencia del hongo por exémenes histoldgicos y cultivo; en
pulmdén fueron detectadas esporas viables después de dos a tres
semanas de la inoculacidn del hongo y en tracto intestinal a los
16 dias (175,

En ovejas inoculadas con A. fumigatus por via intravenosa y por
arteria uterina, Thurston y col. en 1972 (176 detectaron
precipitinas en el suero de estos animales y en ovejas prefiadas se
detectaron anticuerpos Igh e IgG (45, los titulos de estos
anticuerpos aumentaron cuando se producfa la dinfeccioen del
producto por el hongo, las concentraciones de 1las protefnas,
albumina y globulinas o, # y y no mostraron cambios importantes
‘que pudieran estar relacionados con el aborto o infeccidn de 1la
placenta C47).

En diagndsticos seroldgicos por medio de
contrainmunocelectroforesis para determinar precipitinas en suero

de perros infectados con 4. fumigatus se detectaron dstas a los 80
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min y por inmunodifusidn a las 96 horas (150).

Galactomananas de A. fumigatus se han encontrado en suero de
conejos letalmente infectados por este hongo, éstas fueron
utilizadas para la deteccidén de antigenos en paclentes con
aspergilosis invasiva por 1las técnicas de radioinmunoensayo y
Elisa, las cuales resultaron confiables y sin reacciones cruzadas
<69,

Vacunas preparadas a partir de cultivos de 4. funigatus fueron
probadas en pavos de 1 a 2 semanas de edad por inyecclones
repetidas por vi{a subcutdnea, los animales fueron expuestos a’
esporas del hongo por aercosoles y la mejor vacuna fué la preparada
con el micelio del hongo (148), En otro estudio con el mismo
modelo encontraron que la vacuna preparada con esporas del
hongo recién germinadas fué la mds eficaz (149).

Cepas de ratén DBA/2) han sido utilizadas para estudiar 1la
invasién a dJrganos Ainternos y la virulencia por diferentes
espocies de Aspergillus y encontraron que 4. nidulans 4inoculado
por via intravenosa afecta principalmente al cerebra, mientras que
A, flavus se diseminé a higado, bazo y rifidn (75, 141, 142).
Corbell en 1076 (46) probd la susceptibiiidad de dos cepas de
ratones a infecciones por A. fumigatus; ratones negros Nueva
Zelanda con una deficiencia selectiva a la inmunidad wmediada por
cdélulas y en la cepa CBA normal, en ambas se presentaron las
mismas caracter{sticas clinicas e histopatoldgicas, por 1lo tanto
los investigadores concluyeron que la inmunidad mediada por
células no es luportante en la aspergilosis.

Debido a que se sabe que la aspergilosis invasiva es comin en

pacientes inmunocomprometidos White en 1077 (182) utilizd ratones
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pretratados con cortisona dos dias antes de la inoculacidn por via
respiratoria con los hongos 4. flavus y A. funigatus, los ratones
pretratados resultaron con infeccidn invasiva con alto grado de
germinacién conidial en los pulmones (155). En otro estudio se
encontrd una alta mortalidad e invasidn a los tejidos y s.e
demostré que la especie mis patdgena fué A. fumigatus, ademés se
observé que este medicamento disminufa la respuesta inflamatoria y
el infiltrado loucocitario contenia un aumnto en el numero de
macrdéfagos, todo esto fvorecié la bronconeumonia letal en los
animales C(151).

Pretratamientos con antibidticos y cortisona en ratones antes de
la inhalacidn por aeroscl con esporas de 4. flavus aumenta la
mortalidad en 88X y 67X respectivamente. En conejos inoculados por
aerosol con varias cepas de Aspergillus e inyectados previamente
con ciclofosfamida se encontraron conidias viables en el tracto
digestivo después de una hora y en pulmdn el hongo viable despuds
de tres semanas de inhalacidn (152, 160).

Con el objeto de estudlar algunos farmacos ¥y el proceso quirdrgico
como tratamiento de esta micosis se han probado modelos
oxperimentales en perro con rinitis producida por 4. funigatus
diagnosticado por radiografias y tratade por clrugfa (112), empleo
emp{rico en modelos animales de fiarmacos como la adrenalina,
antibidticos, parametasona, cloruro férrico, thiabendazol, han
sido utilizados en el tratamionto de esta micosis sin ¢xito; sin
embargo, el ketoconazole antagoniza el efecto de la anfotericina B
cuando fueron empleados para el tratamiento contra infecciones

producidas por A. funigatus, A. flavus y 4. niger en ratdn, de tal

manera que el ket >le puede r darse como profildictico y
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1a anfotericina B como fungicida (25, 157).

1.2,3, ~Coccidiotdes tmmitis.

otra enfermedad producida por un hongo filamentoso es la
coccidioidomicosis cuyo agente eticldgico es Coccidioides tmmitis.
Esta micosis es frocuente en forma natural en animales en zonas
altamente endémicas. el primer hallazgo de infeccidén natural en
animales domésticos fué en 1918; en 1042 se reportaron por primera
vez lesiones por C. tmnitls en pulmén y nddulos linféticos en
roedores del desierto de E.U.A. y desde entonces se ha reportado
en caballos, vacas monos, llamas, burros y conejos (3, 48, 62,
113, 151, 133, 184). En México, en uno de los reportes
epidemiolégicos en bovinos se encontré que el 6.5% eran reactores
positivos a la coccidiodina (37). Experimontalmente C. (mnitis
puede implantarse en animales de laboratoric inoculados por via
intravenosa con 10. artrosporas, las cuales producen una infeccidn
crénica en ratones (178) y en murcidlagos (151),

Varias cepas de riton.s han sido utilizadas para probar 1la
resistencia letal contra la infeccidn de C. immitis, como lo
muestra el tr;bnjo de Kirkland y col. en 1083 (107) quienes
utilizaron ratones DBA/2N, C57 BL/BN y C57 L/J , siendo la primera
cepa la menos susceptible a la infeccidn por las artrosporas del
hongo. Se ha investigado la resistencia a la coccidioidomicosis en
ratones inmunizados con esférulas muertas de c. tmmitis
timectomizados e irradiados y se ha encontrado que los dos dltimos
grupos fueron menos resistentes a la infeccién indicando que el
funcionamiento de ias células T es un componente esencial en la

inmunidad efectiva contra C. {mmitis (14). E1 suero de ratones
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vacunados fué incapaz de neutralizar el efecto de las artrosporas
de C. tmaitis; en camblo, una poblacidn normal de células
linfoides previnieron la infeccidn letal en los animales C(19Q).

se han realizado miltiples pruebas con los antigenos preparados
con la fase micelial y esférulas del hongo, con las cuales varios
investigadores sensibilizaron a cobayos madiante repetidas
inoculaciones en piel para estudiar la hipersensibilidad tardfa y
1a inhibicidn de la migracidén de macrdéfagos CMIF). Las pruebas de
hipersensibilidad se mostraron con eritema , edema e induracidn,
en cambio o1 MIF no tuvo significado estadistico (52, 167).

Ward y colaboradores probaron fracciones celulares de la pared del
micelio de 3 cepas de C. imnitis, una soluble en 4lcali y otra
en aguaj las inocularon intradérmicamente en cobayos
sensibilizados con el hongo para detectar la hipersensibilidad
tardia y encontraron que ambos antfigenos producian la misma
reaccidn positiva pero la induracién producida por 1la fraccién
soluble en agua fud mucho menor que la inducida por 1la fraccidén
soluble en dlcali.

La hipersensibilidad tardfa a la esferulina también fué estudiada
por Kashkin y col. en 1877 (104) en cobayos sensibilizados por el
hongo y concluyeron que la inmunidad mediada por cdlulas en la
coccidioidomicosis involucra macrdéfagos y linfocitos. En
oxperimentos sobre fagocitosis, Beaman y col, en 19780 (23
cbservaron que los macréfagos de ratones normales fagocitaban
artrosporas y endosporas sin afectar la viabilidad de ésta's, en
contraste con los macréfagos provenientes de ratones inmmizados
que s{ disminuian la viabilidad de 1las esporas fagocitadas. La

poca habilidad de los macréfagos normales se pudo explicar por la
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reduccién en la fusidn fagosoma lisosoma durante la fagocitosis.

1.2.4. -Histoplasma capsulatun.

Otro hongo filamentoso que produce la histoplasmosis es
Histoplasma capsulatum, el cual en animales domésticos y salvajes
produce la enfermedad, particularmente en perros (31, 102) y 1la
infeccidn ha sido reportads en gatos, cabras y caballos (89, 1%51).
Experimsntalmente el perro es muy susceptible inoculado con
aerosoles que contienen las conidias del hongo (C(131). El1 dnico
animal que se considera como vector importante ¢s el mrciélago y
quizés el armadillo (2, 63). Otro animal es ¢l ratdn en el cual
Ajello y Runyon en 1053 (1) logran la infeccidn con uns sola
macroconidia del hongo; este animal ha sido muy til para el
diagndstico de esta micoais, debido a quo macerado de biopsia o
expectoracién de pacientes con histoplasmosis inyectados
intraperitonealmente en ¢l animal han permitido el aislamiento del
hongo de estas muestras clinicas y ademés del suelo (114, 151),

En el campo de 1la inmuncbiologia se han sstudiado algunos aspectos
relacionados con esta micosis; en los ratones se han hecho
experimentos tales. como los reslizaedos por Howard y col. en 1971
C95), quienes trabajaron con macrdfagos obtenidos de ratones
inmunizedos con la forma levaduriforme de XN. capsulatun con el
objeto de hacer evidentes las interacciones ‘entre dstos y 1los
linfocitos intraperitoneales, los experimentos establecen que de
esta poblacidén mixta 1los linfocitos son las células mis
importantes comoc mediadoras del crecimiento restringido del hongo
intracelularmente; dos afios después repite el mismo estudio para

emplear técnicas tintoreales y con radioisdtopos para detectar el
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crecimiento Intracelular del hongo en los macrdéfagos y comprueba
que dicho crecimiento es inhibido en los macrdéfagos provenientes
de animales inmunizados (96). Diferentes cepas de ratones han sido
utilizadas para aclarar mecanismos de inmunidad celular tales como
los de Tewari y col. en 1977 (174), quienes utilizan células de
bazo, peritoneales y suero de ratones C3H inmunizados con
ribosomas de H. capsulatun o células viables del miswmo, dstas
fueron inoculadas por via intravenosa, el experimento demuestra
que la inmunidad inducida por la inmmizacidén con ribosomas o
cglulas vivas es mediada por mecanismos de inmunidad celular. Con

el objeto de estudiar los ismos 4 ladores en la

histoplasmosis diseminada, Watson y col. en 1982 (161) hicieron un
estudio con ratones C57Bl/8 y C3H/HeJ infectados por via
intravenosa con formas levaduriformes de H. capsulatum para
estudiar la actividad de los esplenocitos y definir mis claramente
la superficie fenotipica de las células T 1involucradas en 1la
histoplasmosis dlscnlmdn y encontraron que dichas células tienen
determinantes antigénicos Ly2 e I~-J en su superficie, los cuales
regulan la respuesta inflamatoria y granulomatosa de 1la
histoplasmosis diseminada. Otros investigadores en modelos con
cepas de ratdn C3H/ Anf inoculados por via intravenosa con formas
levaduriformes y de la fase micelial de K. capsulatum, detectaron
anticuerpos fi jadores de complemento en el suero de los animales
inoculados con ambas fases y por otro lado detectaron cambios en
las células del bazo y timo de los animales con infeccidn activa;
en otro experimsnto analizaron la respuesta inmune celular en
ratones C3H/ Anf y BBD2F con histoplasmosis diseminada, 1la cual

disminu{a por la actividad inmmosupresora de las células de bazo
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C4, S). Howard y col. en 1977 (97) reportan que las linfocinas
inyectadas en ratones Swiss Webster y C57 B1/6 pueden {inhibir el
croclnlol;to de H. capsulatum intracelularmente y los linfocitos
son las células mediadoras de este fendmeno.

En ratones C3H inmmizados con formas levaduriformes de A.
capsulatwn se estudid la respuesta bins!.ogénlcn de las células de
bazo a histoplasmina, antigenos ribosomales, a los mitdgenos
concanavalina A, fitohemaglutinina y lipopolisacéridos;
demostraron que las respuestas in vitro de los linfocilos wés
importantes expuestos a antfgenos de N. capsulatun y la respuesta
suprimida por mitdgenos es durante los primeros eostadios de la
respussta inmune (173). Otros animales también empleados para
estudiar la antigenicidad del hongo han sido los cobayos, los
cuales infectados con diferentes dosis de formas levaduriformes de
H. capsulatun inmunizados con diferentes concentraciones de
extractos celulares de la misma forma Domer en 1976 (67) probd in
vitro la respuesta mediada por células, los resultados suglieren
que las glucoproteinas en pared celular, las fracciones que
contienen ribosomas y sustanclas citoplasmicas solubles pueden
Aoser ant{genos dtiles en ensayos de inmunidad celular y garantizar
investigaciones futuras sobre especificidad y componentes activos

€68).

1.2.5, =Blas tomyces dermatitidis.

La blastomicosis, enfermedad producida por Blastomyces
dermatitidis en perros es muy comin en forma natural en 2zonas
endémicas en los cuales se presenta la sintomatologia muy

semsjante a la del humano, modelos experimentales en la
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blastomicosis sistémica han sido poco reportados, algunos han sido
seleccionados en ratdn para producir infecciones pulmonares con
relativa susceptibilidad, su implantacidn depende de la cepa del
hongo, la edad y tipo de los animales empleados €27, 42, 92, 156);
otros investigadores inocularon ratones, cobayos y hémster con una
suspensidn de suelo estéril Y no estéril contaminados
artificialmente con el hongo, los resultados indicaron que los
animales més susceptibles fueron el cobayo y el hiémster y la mejor
via fué la intratesticular; también ha sido aislado de suelo
inoculando ratones con una suspensidn del mismo por via
intraperitoneal e intravenosa (85, 66). Ademss se ha probado la
virulencia de tres cepas de B. dermatitidis en ratones de S a 8
semanas con las formas levaduriformes del hongo e inoculados por
via Aintraperitoncal, los animales mis JSvenes fueron mas
susceptibles a la infeccidn que los més viejos y concluyeron que
la maduracidén del sistema inmune era importante en la proteccién
contra este hongo (20); on otro trabajo con el mismo objetivo se
utilizaron paredes celulares con diferente concentracidn en los
componentes quimicos de B. dermatitidis, las inyectaron a cobayos
y ratones; los resultados demostraron que la cepa con mayor
contenido de fosfolipidos en el polisacarido era la mis virulenta
C49); en otro estudio se encontré que la extraccién de pared
celular insoluble en 4icali de cualquier cepa inyectada a ratén
produce necrosis en los tejidos, en cambio las leslones
granulomtos.; solo se presentan en los animales inoculados con la
fraccidén soluble en dlcali (50); con la fraccidén soluble en Slcali
de la fase levaduriforme del hongo, Hall y col. en 1978 (91)

probaron la habilidad para producir una respuesta por los
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linfocitos aislados de la sangre periférica de cobayos infectados
con el hongo por pruebas de hipersensibilidad tardi{a y
transfromacién de linfocitos y encuentran especificidad en 1la
respuesta sin reaccidn cruzada con N. capsulatum.

Diferentes cepas de ratdn también han sido wutilizadas en la
implantacidn de 8. dermatitidis tales como ThyXBM timectomizados y
letalmente irradiados para estudiar las propiedades de la timosina
los cuales presentaron un aumento de! B2 X en la reaccidn de
hipersensibilidad tardf{a en comparacidn con los testigos (118). En
la cepa C57BL/8J se ha probado la hipersensibilidad tardf{a con las
formas levaduriformes de B. dermatitidis en la cual se comprueba
que hay un ofecto paralelo entre la reaccidén positiva y la
resistencia en los animales (53). Otros estudios definieron que la
cepa C3H/HeJ os altamente susceptible a la infeccidn pulmonar, en
cambio la DBA/1J es resistente (120).

Brummer y col. en 198f (30) contando con la evidencia de que las
cepas de B. dermatitidis virulentas son las uUnicas que se replican
in vivo causando lesiones letales en ratén, investigaron 1la
interaccidén entre los macréfagos con cultivos de este hongo con
diferente virulencia y comprobaron que existe una correlacidn
entre la virulencia de 1a cepa y su habilidad de escapar de los
macréfagos in vitro.

Un modelo reproducible de blastomicosis diseminada lo probaron
Deepe y col. en 1985 C61) con ratones C57,6)J inoculados por via
intravenosa con una suspensidén de la fase levaduriforme de B,
. dermatitidis y observaron que la infeccidn se diseminé en 5

» la respuesta intradérmica al antfgeno fué anérgica, la

&

resp ta a conc valina A y fitohemaglutinina por ~ los
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esplenocitos fué menor que en los animales control y concluyeron
que el modelo puede ser de mucha utilidad para interpretar las
perturbacionss en la inmunorregulacién de la blastomicosis

di seminada.

Con el objeto de estudiar el papel que d npels la respuesta
celular y humoral Morozumi en 1862 (laé) diselld un wmodelo con
ratones infectados por via subcutdnea con B. dermatitidis; se les
sometid a un reto por inhalacién con esporas del mismo hongo,
aparecid una resistencia parcial en la primera semana después de
1a infeccidén pulmonar y resistentes a la segunda, la
hipersensibilidad tardfia aparecid después de 1a primera semans de
la infeccidn con aumento en la respuesta en latercera, los
anuct_xerpos detectados por ELISA se encontraron en la primera
semana y los macrdéfagos se activaron e inhibieron la replicacién
del hongo in vitro después de una semana de la primera inyecclén
subcutdnea, por lo tantoc la resistencia estuvo n}dhd. por lia

‘paruclpacldn de la inmunidad celular y humoral.

1.2.6. ~Paracoccidioides brasiliensis.

La paracoccidioidomlicosis es una micosls cuyo agente etiocldgico es
Paracoccidiotdes brasilienstis, no se produce en forma natural en
animales. En 1085 Grose y col. (88) aislaron este hongo -del
contenido intestinal de murciélagos, considerandolo como un animal
importante en la diseminacidn del mismo, Greer y col. en el mismo
afio (B6) encuentran que la fase micelial y levaduriforme podian
sobrevivir en ¢l tracto intestinal de los murciélagos.

P. brastliensis no es altamente virulente en animales de

laboratorio, sin embargo exudado purulento obtenido de pacientes.
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con paracoccidiomicosis e inoculado en hamster por via
intraperitoneal o intratesticular produce lesiones caracteristicas
C140).

La primera vez que se obtuvo la infeccidén diseminada fué en 1942
en ratén inoculado por via intraperitoneal con varias cepas de P.
brasiliensis, la diseminacidn ocurri$S en abdomen, higado y
ganglios linféticos y a los 41 dias en ganglios cervicales (151).
Dos trabajos muy importantes para estudiar la patogenicidad de
este agente fueron realizados en ratones Swiss singénicos
inoculados con una suspensidn de P. brasiliensis por 7 diferentes
vias, la mejor de las cuales fué la broncopulmnar con diseminacidén
a otros dérganos. En otro estudio semejante con ratones Swiss
machos inoculados con una suspensidn de la fase levaduriforme del
hongo por siete diferentes vias incluyendo mucosa oral, rectal y
directamente a la luz del cdlon, las lesiones se presentaron a los
60 dias después de la infeccidn; los animales inoculados en mucosa
oral y rectal presentaron lesiones con tendencia a resolucidén y
algunos tuvieron diseminacidén a pulmén e higado y as{ probaron que
otra via de entrada del agente al organismo era la
gastrointestinal (1000,

En ratones inoculados por via respiratoria con una suspensién del
hongo en fase filamentosa y pretratados con h.ldrocortlsom'l, las
lesiones aparecieron en pulmén con diseminacidén a bazo e higado a
las 12 semanas despuds de la inoculacidén del hongo (146).

Con el objeto de probar las diferencias en virulencia de algunas
copas de P. brasiliensis, San Blas y col. en 1977 usb analizaron
la diferente composicisén quimica de la pared celular de este hongo

y encontraron que las cepas virulentas en fase levaduriforme
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tenfan a 1-3 glucana y la mutante menos virulenta o 1-3 manana,
ambas cepas lnoculadas en ratones se diseminaron, pero la mutante
Ca 1=3 manana) no fué recuperada, por lo tanto los investigadores
concluyeron que exicte una relacidén muy estrecha entre la
presencia del polisacérido a« 1-3 glucana ¥y la patogenicidad del
hongo.
Moscardl y col. en 1680 (130) inocularon por vi{ia intraperitoneal
una’ suspensidn de la fase levaduriforme de P. brasiliensis para
estudiar algunas respuestas de inmunidad celular; observaron que
1a hipersensibilidad tard{a aparecid durante la primera semana de
1la lnroccidn y la reaccidn bajaba cuando 1a infeccidén desaparecia.
Se sabe que las células NK producen muerte celular como
resistencia natural del organismo (77). Estudios inmunoldégicos con
estas cdlulas fueron realizados por Jiménez y col. en 1984 (101),
las pusieron en contacto con un cu.luw; de P. brasiliensis en fase
lovadurifor.n, los resultados indicaron que las células NK limitan
el crecimiento del hongo in vitro.
Los cobayos y ham'.ol;s en otros modelos han sido dtiles en el
estudio de esta micosis, en cobayos inoculados con la fase
vegetativa del hongo por via intratesticular, las lesiones
aparecieron a los 60 dfas de la inoculacidén del hongo y la
cicatrizacidn total a los 258 dfas (72). En hamster inoculado por
via intratesticular, intraperitoneal e intracutanea con la fase
filamentosa del hongo demostrés que la mejor via fué la
intratesticular C(156).
Hamsters inoculados por via intratesticular con una suspensidén del
material obtenido de un paciente con paracoccidioidomicosis las

lesiones aparecieron en forma progresiva en testiculos, hfgado
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nddulos linféticos, bazo, pulmones e intestino (41).

En animales con lesiones en test{culo y con diseminacién por via
hematdégena y linfatica a bazo e hfgado se encontraron anticuerpos
después de 28 dias de la infeccidn, éstos fueron detectados por
f1ijacién del complemento, inmunof luorescencia indirecta ]
inmunodifusién; esta respuesta inmune humoral se mantuvo en
titulos elevados hasta el final de 1la Infeccidn (99). Estos
anticuerpos también fueron detectados en hamster inoculados por
via intratesticular con la fase levaduriforme del hongo,
utilizando las técnicas de inmunoflucrescencia indirecta y por
otro lado se determind la inhibicidén de ml.gricldn de macrofagos en
presencia de fitohemaglutinina y un antigeno soluble de P,
bresiliensts las respuestas tanto humoral como celular se
obtuvieron en los niveles més altos a las 10 semanas después de la

inoculacién del hongo €(100).,

1.3. -A;tinomtcetos.

En el micetoma, enfermedad producida por b_acterins filamentosas
superiores, tambidén ha sido dtil el empleo de modelos
experimentales para el estudio de mecanismos de relacisn huésped
pardsito, inmunorregulacién, otc., el actinomicetoma en forma
natural se produce en gatos pero su etiologfa ha sido muy
discutida y poco clara y en otros animales es rara (151).
Experimentalmente el animal mis susceptible para adquirir 1la
infeccidn por actinomicetos patdgenos del género Nocardia ha sido
el raton, en este se producen las lesiones muy semejantes a las
del humano y ha sido excelente para estudiar los mecanismos de

patogenicidad, vias de inoculacidn y la respuesta inmune (136). Se
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ha intentado en cobayo, el cual es relativamente sensible ¢33).
Uno de los primeros intentos para iImplantar N, brasiliensis en
ratén fué realizado por Mckinnon y col. en 1956 (122) quienes
obtuvieron nddulos peritoneales con abscesos en el péancreas
después de tres semanas de la inoculacidn por via intraperitoneal;
posteriormente varios investigadores demuestran que la evolucidn
de las lesicnes producidas por este actinomiceto dependia de las
vias de inoculacidn y especie de animal utilizada (121, 128).
El iniciador de la infeccidn experimental del micetoma en México
fué el Dr. Gonzdlez Ochoa quien logré la infeccidn por AN
brastliensis en ratones inoculados intraperitonealmente (79); en
otro . estudio con una cepa aislada de suelo produjo lesiones
localizadas en poru.;moo de ratén a los 30 dfas después de la
inoculacidn (80) y ademds indujo un micetoma tipico en ratones con
micelio concentrado de N. drasiliensis en cojinete plantar con
diseminacidén a hfgado y pulmin (81); post.erlormnt_e Beaman en 1880
utilizdé ratones Swiss Webster {inoculados con N. asteroides y
N. caviae 112 para probar diferentes rutas de i(noculacidén y
encontrd que N. caviae fué mss virulenta ionoculada por via nasal
y N. asteroides por via intravenosa (22)., Suchil y col. en 1984
inocularon ratones blancos en cojinete plantar con N. drasiliensis
en los cuales aparecid el micetoma a los 14 dfas y las fi{stulas a
las 6 semanas con granos caracteristicos.
La virulencia de las diferentes cepas de Nocardic ha sido
estudiada en los modelos con ratén reailizados por Gonzélez Ochoa
ya mencionados, en estos encontréd que N. brasiliensis era més
virulenta que N, asterotdes y N. caviae (80, 81).

En 1073 .Beaman <10 utilizé ratones inoculados con cepas
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virulentas y no virulentas de Nocardia con el objeto de hacer un
estudio estructural e histopatoldgico de las lesiones inducidas
por dichas bacterias y demostrd pot; medic de la microscopia
electrdénica que existen cambios draméticos en la envoltura celular
producidos por las cepas virulentas; en otras investigaciones con
ratones blancos Swiss inoculados con AN, asterolides y N
brasiliensis se han hecho estudios con el cbjeto de encontrar las
diferencias entre las lesiones que producen ambos actinomicetos
mediante histopatologia seriada y encuentra que N. asteroides
produjo abscesos supurativos agudos, en cambio N. brasiliensis
ocasiond granulomes que contenian un gran numero de macrdfagos los
cuales al microscopio electrdnico mostraban gran cantidad de
microorganismos en su clgoplns- en diferentes estadios de
degeneracidn, el 1nvosugndor’ concluyd que es posible que N.
brasiliensis produzca una disminucién importante en la respueste
inmune c.lul.nr 73,

Otra enfermedad producida en humanos por estos actinomicetos es la
nocardiosis, la cual es un estado crdnico y progresivo. Se ha
sugerido que Nocardia es un parésito intracelular facultativo de
tal manera que Burgeois en 1074 28> investigé mediante
microscopfa de fluorescencia y electrdnica la capacidad de
reproducirse intracelularmente en cultivo de macrdéf agos
peritoneales de ratdn y encontrd que este microorganismo existe
intracelularmente en un estadfo alterado con propiedades de formas
L bacterianas; posteriormente se observé que las formas L de N
caviae obtenidas en pulmones de ratones inoculados por vi{a nasal
con este actinomiceto se encontraban en grandes cantidades y que

correjlaciond con la inflamacidn, consolidacidn alveolar y muerte
¥
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del animal, por lo tanto se pensd que estas formas L juegan un
papel muy importante en los efectos patoldgicos en los pulmones
del ratdén (20).

Diferentes cepas de ratén han sido seleccionadas para encontrar la
mids susceptible a la infeccidn por estos microorganismos, las
cepas Balb/c atimica congénita, BGCBA hereditariamente sin bazo y
Swiss Webster como controles fueron inoculadas por via
intraperitoneal con N. caviae por Beaman en 1981 (24), los
resultados mostraron que la bacteria ers més virulents cuando fué
inoculada por via nasal en los ratones sin bazo y timo, la formas
crénica progresiva del micetoma se presentd en los ratones
inoculados por via intravenosa, los snimsles con deficiencia en
células T desarrollaron la forma tipica del micetoma y presentaron
formas L durante la infeccidn aguds y crénica de 1la infeccidn.

Folb en 1077 (74> encuentra que en infecciones producidas por N.
brastliensis y N. asteroides en ratones congénitamente atimicos
C3H/eB, Balb/c CBA/LAC y blancos Swiss, las lesiones eran
diferentes por estudios histopatoldgicos y al microscopio
electrénico en donde se observd que los macrdéfagos contenian en su
citoplasma estos actinomicetos on diferentes estadios de
degeneracidn y las cepas sin timo y bazo presentaron lesidén
tisular més severa que los controles, por lo tanto la funcidn de
las células T y macréfagos fueron esenciales para resistencia a ia
infeccidn, otras investigaciones con ratones congéni tamente
at{micos (nu/nw, heroditariamsnte sin bazo Dhs¢ y controles
inoculados con N, asterotdes GHU-2 por via intravenosa comprobaron
que los ratones sin timo desarrollaron la infeccidn sistémica y

merte en cuatro semanas; en otros estudios con estas cepas de



~20-~

ratén inoculadas con la misma bacteria por vfa msal encontraron
que los macréfagos solos no fueron suficl eiles contra este
microorganismo y concluyeron que las células T Huwron importantes
para prevenir la diseminacidn de N. asterotdiss GHU-2 en pulmén
(15, 16); esta bacteria inoculada en ratones (L dres de gérmenes se
demostrd que la presencia de la flora residenias ¢ importante en
1a resistencia a la infeccidn sistémica (21),

Deem y col. en 10@2 €60) indujeron transfer~encdAa adoptiva en
ratones Bslbsc con células de bazo provrmicnmtes de ratones
infectados con Nocardia, los infectaron con §  aseeroides GHU-2,
los resultados indicaron que estas células si ==of Leren proteccidn
a la infeccidn y comprobaron una vez més que lam insmmidad wediada
por células T es de gran importancia en la resKsiencia del huésped
hacia esta enfermedad.

Otros factores gque Iinfluyen en la implaomisc 46n de estos
microorganismos son la edad del cultivo y pre-®Rnatamiento en los
animales con algunos férmacos, de tal mamra que varios
investigadores utilizaron ratones normales dApculados por via
intravenosa con una suspension de dos cepas de N. asteroides en
cultivo con fase estacionaria temprana y encoatraron que la cepa
GHU-2 era m8s virulenta que la 14759; adenshs probaron que la
ciclofosfamida inyectada en los ratones 72 forms antes de la
inoculacién con la cepa menos virulenta (2 {789) favorecia la
susceptibilidad a la infeccidn (13); en otros experimentos con N.
asterotdes, la cual presentaba cambios estructtuales y quimicos en
pared celular y cultivada en caldo BHI, se precbé su virulencia en
ratén, los resultados indicaron que estos cwmiolos Juegan un papel

muy isportante en la relacidn huésped pardsit-oen osta enfermedad
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y la cepa fué mds virulenta cuando’ fué inoculada en fase log C17).
El conejo también ha sido empleado para el estudio de procesos
inmunoldégicos en esta enfermedad; en macréfagos alveolares en
cultivo obtenidos de este animal se observé la fagocitosis con dos
cepas de N. asteroides, una menos virulents (10915) 1la cual fué
fagocitada més rdpidamente, sin embargo permanecia dentro del
macrdfago en forma alterada y la otra mds virulenta (14759) no era
dostruida fécilmente y crecia rdpidamente en forma filamentosa,
los resultados indicaron que la accién de los macréfagos
alveolares depende de la viruelncia de la cepa y por otro lado
observaron al microscopio electrdnico que la cepa més virulenta
produci{a una dramética respuesta en los macréfagos C(12). También
se ha estudiado la interaccidn de las cepas de N, astercides GHU-2
oen diferentes estadfos de crecimiento dentro de macrdéfagos
alveolares provenientes de conejos inmunizsdos y no inmunizados;
la bacteria crecida en fase log una vez dentro de los macrdéfagos
de conejos normales aumentd su crecimiento ridpidamente y en los
macréfagos de animales inmmnizados inhibid su desarrollo
comprobando una vez més que los macréfagos juegan un papel 'muy
importante en la resistencia hacia la infeccidn producida por
Nocardia €18), !
Otro estudio con macréfagos lo realizd Sciblenski y col. en 1980
C164) quienes los infectaron con tres cepas de N. asteroides; la
altamente virulenta GHU-Z fué la mis resistente a la fagocitosis y
con observaciones al microscopio electrdnico de los eventos
ccl.t;lares encontraron que la fusidn del fagosoma con el lisosoma
era inhibida por esta cepa; en otra investigacién con las mismas

cepas cultivadas en diferentes periodos de crecimiento se observés



-31-

que pocos fagosomas se encontraban en los macréfagos 4inoculados
con ia cepa altamente virulenta en su fase log comparada con la
fase estacionaria y el incremento de dichos fagosomas no estaba

asociado con el dafto celular (162, 163).
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2. = JUSTIFICACION

Todos los modelos descritos han sido utilizados para estudiar 1la
implantacidn de los agentes etioldgicos en animales de laboratorio
con el objetivo de aclarar algunos mecanismos de patogenicidad,
conocer los factores que favorecen la implantacidén asi como las
pruebas uUtiles en ol tratamiento de medicamentos; en la actualidad
existen una serie de férmacos que abaten la respuesta inmune como
son los corticosteroides y otros como los antibidticos, los cuales
favorecen la implantacidn y proliferacién de algunos hongos, pero

no se han investigado otros medi tos de uso &n que pued

ayudar en l1la patogenia de algunos hongos filamentosos y
actinomicetos patdgenos; de tal manera que para aclarar si estos
medicamentas pueden ayudsr a la invasidn de estos microorganismos
en animales se propuso la realizacién de este trabajo con los

sigulentes objetivoss
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3. - OBJETIVO GENERAL:

INPLANTAR ALGUNOS HONGOS Y ACTINOMICETOS PATOGENOS EN RATON BAJO
LA ACCION DE ALGUNOS FARMACOS DE USO COMUN.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.1 = IMPLANTAR ALGUNOS HONGOS FILAMENTOSOS EN RATON BAJO LA ACCION
DE ALGUNOS ANTIBIOTICOS, INMUNOSUPRESORES Y UN ANTIINFLAMATORIO.

3. 2= IMPLANTAR ALGUNOS ACTINOMICETOS PATOGENOS EN RATON BAJO LA
ACCION DE ALGUNOS INMUNOSUPRESORES Y UN ANTIXNFLAMATORIO.
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4. = MATERIAL Y METODOS

1.~ ANIMALES: Se utilizaron 240 ratones CD! con peso de 20-30 g.

2. =FARMACOS: Se emplearon los antibidticos: cloranfenicol,
kanamicina, ampicilina y gentamicina; los inmunosupresoress
hidrocortisona, dexametasona, butazolidona, parametasona y un
antiinflamatorios la neomelubrina. Estos fueron aplicados en dosis
equivalentes a las dosificadas en el humano tomando en cuenta el
peso de los ratones, se inyectaron con 0.1 ml con las siguientes
concentracionesi  cloranfenicol 10 mg/ml., kanamicina 3.3
mg/ml., ampicilina 20 mg/ml., gentamicina 2 mgs/ml., cortisona 10
mg/ml., dexametasona 4 wmg/ml., butazolidona 20 mg/ mi.,

parametasona 0.2 mg/ml. y neomelubrina 2 mg/ml.

3.~ CEPAS: Las cepas de MNistoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitidis y Paracoccidiotdes brasiliensis fueron obtenidas de
paclentes gyue asistieron a la consulta extrena del Instituto de
Enfermedades Tropicales; las de actinomicetos se obtuvieron de
pacientes que acudieron a la consulta externa de Dermatologfa del
Hospital General de la S.S.A.; una cepa de Nocardia brastilienstis
No. 727-86 aislada de micetoma en espalda con diseminacldén a
pulmén y evolucidn de un alo, N. brasiliensis No. 359-85 aislada
de lesidn fistulizada en espalda con evolucidn de dos allos; N.
brasiliensis 418-83 aislada de lesidn en plerna con invasién a
hueso calcdneo y astrdlago con evolucidén de dos afios; N.
asteroides de lesidén gldtea sin Ilnvasidn Gsea; N, otitis caviartium

No, '300-84 aislada de lseidn fibrosa miltiple en hombro derecho
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con evolucidn de tres afios y Actinomadura madurge aislada de

lesiones nodulares miltiples en pie con invasidén dsea.

4. - PREPARACION DE INOCULO: Para H. capsulatum se prepard una
suspensién con solué¢idén salina de un cultivo en fase filamentosa
del hongo hasta una turbidez compatible al tubo No. 5 de la escala
de MacFarland y para las cepas de B. dermatitidis y P.
brasiliensis se tomd un crecimiento en agar Sabouraud dextrosa en
fase filamentosa de tres semanas para la primera cepa y de cuatro
para la segunda, se trituré en un wmortero, se suspendid en
solucidén salina hasta obtener una concentracidn de 140 mg/ml. y se
inoculé cada ratdén con 0.1 ml. C41, 92),

Para cada cepa de los actinomicetos se toms 1.480 g (peso humedo)
del crecimiento de tres semanas en cultivo de agar Sabouraud
dextrosa para triturarala en un mortero, se hizo una suspensidn en
10 ml. de solucidén salina, de ésta se toms 0.1 mi. Ci4 wmgd) para

inocular cada ratén €79, 80).

S, - METODOS: Para la implantacidn de M. capsulatum se utilizaron
6 lotes de 10 ratones CD1 de los cuales 2 fueron tratados con los
antibiéticos: cloranfenicol y kanamicina, 2 con los
inmunosupresores: cortisona y parametasona, el quinto con un
antiinflamatorio la neomelubrina y un sexto lote quedd como
testigo. La aplicacidn de estos fdrmacos se hizo durante 8 dias
cada 24 h, al noveno dia todos fueron inoculados con 0.1 ml de la
suspensidén del hongo en fase micelial equivalente al tubo No. 5§ de
la escala de MacFarland por via intraperitoneal. Los animales se

sacrificaron a diferentes intervalos de tiempo (8, 1, 14 y 22
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d{as) para buscar en hfgado y bazo los nddulos de aproximadamente
1 mm de didmetro, con éstos se hicieron improntas en portaobjetos,
fueron tefiidas por tincidn de Wright para buscar las formas
levaduriformes intracelulares de 2-4 i de digmetro con un halo
claro sin tefiir caracterfsticas de la fase parasitaria del hongo;
se sembraron en agar Sabouraud dextrosa y se incubaron a 28°c
durante cuatro semanas para obtener la colonia de color blanca a
café cerebriforme pulverulenta caracterfstica de la fase
filamentosa del hongo (151). Los resultados se expresaront +, ++¢
cuando se encontraron escasa cantidad de nédulos o de levaduras
intracelulares o de crecimiento en cultivo, 44+ y 4444 cuando se
proesentaron en moderada y abundante cantidad respectivamente.
Diag. 1

Para B. dermatitidis se programaron 4 lotes de 10 ratones CDi,
tres de éstos se trataron por 5 dfas cada 24 h con cortisona,
ampicilina y neomelubrina, un cuarto lote quedd como testigo; al
sexto dia se inocularon por via intraperitoneal con 0.1 ml de una
suspensidén en l‘.ée micelial del hongo (140 mg/ml). Los animales se
sacrificaron a diferentes intervalos de tiempo €7, O, 11, 13, 15 y
17 dias) para buscar los nddulos en cavidad peritoneal de tamalo
aproximadamente de 4~5 mm de didmetro de color blanco, los cuales
fueron montados en una preparacidén en fresco con KOH al 20% con el
objeto de buscar las formas esféricas unigemantes de pared gruesa
con 8 a 10 u de didmetro y un tabique grueso entre la gema hija y
la célula madre caracteri{sticas de la fase parasitaria del hongo.
Los nédulos se sembraron en agar Sabouraud dextrosa, se incubaron
a 28°C durante 15 dfas para obtener una colonia vellosa de color

blanco a cafd c&n aparicidn de anillos concéntricos que
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identifica al hongo (151). Los resultados se expresaront + ¢ -~
presencia o ausencla de levaduras unigemantes, respectivamente.
Diag. 2.

Para la implantacisn de P. brastliensis se seleccionaron 7 lotes
de 10 ratones CD1 a los cuales se les aplicé intraperitonealmente
por 5 dias cada 24 h los sigulenets férmacoss a los tres primeros
lotes los antibidticos: ampicilina, clor;nrenlcpl y gentamicina; a
dos los inmunosupresores butazolidona y dexametasona, al sexto un
antiinflamatorio la neomelubrina y el séptimo lote se quedds como
testigo; a; sexto dfa se inocularon con 0.1 ml de una suspensidn
con la fase amicelial del hongo (140 mg/ml ) por via
intraperitoneal; los animales se sacrificaron a diferentes
intervalos de tiempo (7, 9, 13 y 17 d{as) con el objeto de bn\s;:ar
los nédulos en cavidad peritoneal con un tamaflo de 1-2 mm de
di&metro blancos y blandos los cuales mediante una preparacién en
fresco con KOHX se observaron al microscopio las levaduras
mnult{igemantes con un tamaflo entre 10 a 30 u de didmetro
caracter{sticas de la fase parasitaria del hongo y ademfs se
sembraron en agar Sabouraud dextrosa incubado a 28°C durante 5
semanas con el objeto de obtener las colonias plegadas
cerebriformes con poco micelio aéreo de color blanco en los
primeros dias de incubacidn y después de tiempo aparece beige y

con un pigmento de color amarillo café al reverso de la colonia

C151). Los resultados se expresaron:t + 4 - pr ia o ia de

levaduras uni o multi tes r

pectdi te. Diag. 3.

Para cada cepa de los actinomicetos se utilizaron cuatro lotes de

10 ratones de los cuales tres fueron tratados con hidrocortisona,
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dexametasona y neomelubrina durante 8 dias cada 24 hy el cuarto
lote quedd como testigo. Con la suspensién ya mencionada fueron
inoculados ‘al noveno dfa por via intraperitoneal con 0.1 ml y 0.02
ml por via intraplantar. Los animales se sacrificaron a diferentes
intervalos de tiempo dependiendo de la cepa inoculada con el
objeto de buscar nddulos caracteri{sticos en la cavidad peritoneal
los cuales se midieron aproximadamente 2 mm de disdmetro, de color
blanco brillantes y blandos, se montaron en preparaciones en
fresco con solucidén salina para observacldén microscdédpica y buscar
los granos caracteristicos de 1la fase parasitaria de estos
microorganismos 1os cuales estén compuestos de filamentos de 0.5 a
1 u de didmetro. Los granos de Nocardia asteroides y N. otitis
caviarium son blancos .blandos y amorfos, los de N, drastiliensis
son blanco amarillentos mas alargados o arrifionados y con clavas,
los de Actinomadura madurae presentan color blanco rosado blandos
o firmes alargados y con clavas (151). Con las muestras de las
lesiones tipicas del cojinete plantar también se hicleron
preparaciones on- fresco con solucién salina para buscar al
microscopio los granos caracteristicos. Todas las muestras se
sembraron en medio de agar Sabouraud dextrosa y se incubaron a
37°¢ por tres semanas |.)ara obtener el crecimiento de N.
brasiliensis como una colonia plegada de color amarillo naranja
con un polvo blanco en la supell-fl.cie, N. asteroides y N. otitis
caviartun come colonias cerebriformes de color naranja a café con
polvo blanquecino en la superficie y A, maduree como colonlas
blanco griséceas brillosas y membranosas (151). Los resultados se
OXPresaron: 4, 44, 44+ cuando se encontraron filamentos

desorganizados sin formar granos y +++4 cuando aparecieron granos
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maduros caracterfsticos. Diag. 4.
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DIAGRAMA 1

IMPLANTACION DE Histoplasma capsulatum EN RATON

DISERD EXPERIMENTAL

6 LOTES DE 10 RATONES CD1 ( 20 - 30 g )

APLICACION DE FARMACOS CADA 24 HORAS POR OCHO DIAS
POR VIA INTRAPERITONEAL

Antlh'l&ico Antiinf l}utorlo Inlmoxu]')renoreu 'h:ni;o
( 2 lotes ) (1 lote ) { 2 lotes ) (1 lote)

AL 90. DIA INOCULACION CON O.1 ML DE UNA SUSPENSION DE
K. capsulatus EN PASE MICELIAL
T TUBO No. 5 ESCALA DE Mc. F. )
POR VIA INTRAPERITONEAL

SACRIFICIO DE DOS ANIMALES DE CADA LOTE DESPUES DE 8 DIAS
DE LA INOCULACION DEL RONGO
{8, 11, 14, 22 DIAS )

RUSQUEDA DE NODULOS EN CAVIDAD PERITONEAL

LB 1
OBSERVACION NICROSCOPICA CULTIVO EN AGAR SABOURAUD
TINCION DE WRIGHT DEXTROSA.
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DIAGRANA 2

INPLANTACION DE Blastomyces dermatitidis EN RATON

DISENG EXPERINENTAL

4 LOTES DE 10 RATONES GDl (20-30¢g)

APLICACION DE INMUNOSUPRESORES Y ANTIBIOTICOS POR
VIA INTRAPERITONEAL CADA 24 HORAS POR 5 DIAS

A B c D
CORTISONA AMPICTLINA NEOMELUBRINA TESTIGO
AL 6o. DIA INOCULACION POR VIA INTRAPERITONEAL CON

UNA SUSPENSION DE Blastomyces dermatitidis
( 140 ng/ al")

SACRIFICIO DE DOS ANIMALES DE CADA LOTE DESPUES DE 6
DIAS DE LA INOCULACION DEL HONGO
(7,9, 11, 13, 15, 17, DIAS )

OBSERVACION DE NODULOSAEN CAVIDAD PERITONEAL

T R
OBSERVACION MICROSCOPICA CULTIVO EN AGAR SABOURAUD
CON KOH AL 20% DEXTROSA Y MYCOBIOTIC
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DIAGRAMA 3

IMPLANTACION DE Paracoccidioides brasiliensis EN RATON

DISENO EXPERIMENTAL
7 LOTES DE 10 RATQNES €D, ( 20 - 30 g )

APLICACION DE FARMACOS CADA 24 HORAS DURANTE § DIAS
POR VIA INTRAPERITONEAL

LI . '}
Antibiético AnciiJfln-atorio !n-unostrcsores Testigo
( 3 lotes ) ( 1 lote ) ( 2 lotes ) (t lote)

AL 6o. DIA INOCULACION DE 0.1 ML DE UNA SUSPENSION DE
Paracoccidioides brasilicnsis ( 140 mg/wl )
POR VIA INTRAPERITONEAL

SACRIFICIO DE DOS ANIMALES POR CADA LOTE DESPUES DE
6 DIAS DE LA INOCULACION DEL HONGO
(7, 913, 17 DIAS )

OBSERVACION DE NODULOS EN CAVIDAD PERITONEAL

r ]
OBSERVACION MICROSCOPICA CULTIVO EN AGAR SABOURAUD
CON KOH AL 20% DEXTROSA
FORMAS MULTIGEMANTES COLONIAS CARACTERISTICAS

DEL HONGO
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DIAGRAMA 4

IMPLANTACION DE ACTINOMICETOS EN RATON

DISERO EXPERIMENTAL

4 LOTES PARA CADA CEPA DE 10 RATONES CI)l (20~ 30 g)

APLICACION POR VIA INTRAPERITONEAL DE FARMACOS CADA
24 HORAS P?l OCHO DIAS

Lo 5 1 o) 1
Hidrocortisona Dexametasona Neoamelubrina Teatigo
( 1 lote ) : ( 1 lote ) (1 lote ) (1 lote)

AL 90. DIA INOCULACION DE 0.1 ML DE LA SUSPENSION DEL
. ACTINOMICETO ( 140 mg/ml )
POR VIAS INTRAPERITONEAL E INTRAPLANTAR

SACRIFICIO DE DOS ANIMALES POR CADA LOTE A PARTIR
DEL 9o0. DIA

OBSERVACION DE NODULOS EN CAVIDAD PERITONEAL
Y EN COJI‘B‘I‘B PLANTAR

r |
OBSERVACLON MICROSCOPICA CULTIVO EN AGAR SABOURAUD
EN SOL. SALINA DB):ROSA
GRANOS COLONIAS ‘CARACTERISTICAS

DE CADA GENERO
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5. =RESULTADOS

Los resultadus obtenidos con la implantacién de Histoplasma
cépsulalum en los ratones tratados con cloranfenicol se logré a
.los 14 dias con la aparicidn de los nddulos caracteristicos en
hléado y bazo, las imérontas obtenidas de estos drganos y tehldis
con Wright se observaron las levaduras intracelulares en oscasa
cantidad solo en higado C(tabla 1); ‘con kanamicina aparecieron
abundantes nddulos a los 22 dfas en bazo con moderada cantidad de
bcélul.hs .lev;durlformes intracelulares C(tabla 2); con neomelubrina
a los 18 y 22 dias aparecieron escasa cantidad de ndédulos y
levaduraﬁ intracelulares Ctabla 3); con hidrocortisona aparecleron
escasa cantidad de nddulos y levaduras intracelulares. en higado
a los 15 dias Ctabla 4) y con parametasona los ndédulos aparecleron
en escasa cantidad a los 14 dlas en higado sin La observacidén de
levaduras intracelulares pero a los 22 dias en higado se
oncontraron moderada cantidad vse nddulos con escaso ndmero de
levaduras Lntrace).uiares Ctabla 5). Los cultivos fueron positivos
a partir de los nsdulos obtenidos en los ratones tratados con
c],oranfanlcol a los 14 y 22 dias, con kanaml.clna a los 22 dias,
con neomelubrina a los 18 dfas, con hidrocortisona a los 15 y 22

- dlas y con parametasona a lus 15, 18 y 22 d{as.

En los ratones lnoculados con Blastomyces dermat::idis y tratados
con ampicilina aparecieron nédulos que conten{an levaduras
monogemanles caracteristicas de la fase parasitaria del hongo en

hfgado a los 7 dias C(tabla 6); a los 9 dias en los tratados con
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ampicilina se encontraron en higado peritoneo y con neomelubrina
en bazo y rifién (tabla 7); a los 11 dias aparecieron en los
tratados con ampicilina en higado, y con neomelubrina en higado y
bazo (tabla 8); a los 13 dias con ampicilina y neomelubrina en
higado, bazo y peritoneo (tabla 8); a los 15 dfas fueron los
mismos resultados en los ratones tratados con ampicilina, con
neomelubrina aparecieron en rifidn y negativo en bazo (tabla 10); a
los 17 dias en los tratamientos con ampicilina y neomelubrina se
encontraron nddulos peritoneales con formas unigemantes en
peritoneo con diseminacidn a higado y bazo (tabla 1.1). La cepa de
B, derratitidis fué recuperada de los nddulos obtenidos en todos
los ratones tratados con ampicilina y neomelubrina a partir de los
7 dias de la inoculacidén del hongo y de los testigos a los 17

d{as.

En la implantacién de Parcscoccidiotdes brastliensis se tomé el
criterio de considerar como positivos cuando se encontraron las
tormas multigemantes caracteristicas de la fase parasuarin. del
hungo aunque también se tumaron en cuenta las unigemantes por lo
tanto en los ratones tratados con ampicilina y neomelubrina
aparecieron nédulos en peritoneo con formas uni y multigemantes
despuds de 7 dfas de inoculado el tl\ongo y solo mul!;igeman!.os en el
lote tratado con cloranfenicol Ctabla 12); a los 9 dias
aparecjieron nédulos peritoneates en todos los lotes problema
excepto en los testigos con diseminacién a higado en los animales
pretratados con butazolidona, las formas uni y multigemantes se
encontraron en los nédulos provenientes de ios animales tratados

con ampicilina, gentamicina dexametasona y neomelubrina, solo
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multigemantes con cloranfenicol, unigemantes con but,a‘zol‘ldom y
los testigos fueron negatfivos C(tabla 13); a los 13  dias
aparecieron nddulos peritonecales en todos 1los lotes problema y
testigo excepto en el tratado con cloranfenicol, la diseminacién
ocurrié a higado en los tratados con necmelubrina y testigos y a
bazo con ampicilina y gentamicina y las formas uni y sultigemantes
se montrnro;\ en los ndédulos peritoneales de los snimales
tratados con ampicilina, neomelubrina y testigos y solo
unigemantes en los tratados con gentamicina y butazolidona (tabla
14); a los 17 dias se encontraron nddulos peritoneales en todos
los lotes problema y testigo excepto en cloranfenicol, la
diseminacién a higado se presentd con butazolidona, neomelubrina y
testigos y a bazo en los ratones tratados con neomslubrina
unicamente C(tabla 13), En las tablas 18 y 17 se muwstran los
resultados obtenidos en los ratones tratados con neomelubrins y en
los cuales permanecen los nddulos con formas uni y multigemantes
entre los 7 y 17 dias del experimento.

Los cultivos fueron positivos a partir de los nédulos provenientes
de los ratones pretratados con dexametasona y neomelubrina a los
13 y 17 dfias de inoculado el hongo y de los testigos a los 17

dias.

Los resultados obtenidos con el grupo de actinomicetos, 1la
implantacidn de N. drastliensis 727-86 en los ratones tratados con
hidrocortiscna y doxamﬁsom los nddules peritoneales con granos
maduros aparecieron desde los 9 y 13 dfas respectivamente, eﬁ
cambio con neomelubrina fueron negativos y en los tqstlgos

aparecieron a partir de los 16 dfas Ctablas 18, 10, 20).
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Con la cepa de N. brastiliensis No. 418-83 inoculada en los ratones
pretratados con hidrocortisona los granos maduros ‘en nddulos
pori’.omn.los y en lesién plantar aparecieron desde los 14 dias,
con dexametasona a los 17 df{as, con neomelubrina y testigos fueron
negativos Ctablas 21, 22, 23).

En los ratones tratados con hidrocortisona y neomelubrina e
inoculados con N. brasiliensis No. 359-85 aparecieron los granos
maduros a partir de los 22 dfas tanto en los nddulos peritoneales
como enh la lesidn plantar y solo en peritoneo los tratados con
dexametasona, en los testigos solo aparecieron granos inmaduros a
partir de los 22 dias Ctablas 24, 25, 26),
Con la cepa de Nocardia asetroides inoculada en los ratones
tratados con neomelubrina se encontraron los granocs maduros a los
12 dias tanto en los nddulos peritoneales como en la lesidn
plantsr, en cambio en los tratados con hidrocortisona y
dexametasona y en los testigos no aparecieron en ¢l transcurso del
experimento (tablas 27, 20, 20).
Con Nocardia otitls caviariun solo se obtuvieron granos inmaduros
en lesidn plantar poco caracteristicos en los ratones pretratados
con hidrocortisona a los 12 dias despudés de 1la inoculacién del
microorganismo, con dexametasona y testigos a los 17 dfas y con
neomelubrina a los 12 y 17 dias Ctablas 30, 3%, 32).

En los ratones tratados con hidrocortisona e inoculados con
Ac tinomadura madurae se obtuvieron granos maduros en los  ndédulos
peritoneales desde. los 18 dfas, los tratados con dexametasona,
neomolubrina y testigos fueron negativos C(tablas 33, 34, 3%).

Los cultivos de N, odrasiliensis No. 727-86 y 418-83 fueron

positivos en los medios de agar Sabouraud dextrosa sembrados con
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los nddulos peritoneales obtenidos de los ratones pretratados con
hidrocortisona, 1a 350-85 de los tratados con hidrocortisona a los
15 dias de incubacién y de los testigos a los 12 dias. La cepa de
N. asteroides se recuperé de los ratones tratados con
neomelubrina, hidrocortisona y dexsmetasona a los 17 dfas y de los
testigos a los 13 dias de incubacidn.
De los ratones tratados con los tres férmacos e inoculados con
N, otitis caviariumn no se recuperd la cepa, uUnicamente de los
testigos a los 18 dias de incubacidn.
La cepa de A. madurae se recuperd de los ratones tratados con
neomelubrina y dexametasons a los 13 dias de incubacién y de los

testigos a los 12 dias.



TABIA 1

RATONES PRETRATADOS CON CLORANFENICOL ¥ INOCULADOS CON Histoplamms capsulatim
Y SACRIPICADOS A DIFERENTES INTERVALOS DE TIHGY,

DIA DE SA- No. DE RATONES  PRESENCIA DE NODULOS  LEVADIRAS INTRACELULARES CILTIVO EN

CRIFICIO: EN CAVIDAD ABDOMINAL SDA
8 2 - - -
11 2 - ' - . -
14 2 Higado + +
++
Bazo - .-
++
22 1 - - +
TOTAL: 7 2/7 1/7 2/7

+, ++ ESCASA CANTIDAD DE NODULOS, LEVAIURAS INTRACELULARES O CRECIMIENTO EN CULTIVO
+++ MODERADA ++++ ABUNDANTE

-6t~



TABLA 2
RATONES PRETRATADOS CON KANAMICIMA E INOCULADOS CON Histoplamms capmilatus
Y SACRIFICADOS A DIFERENTES INTERVALOS DE TINPO,

.DIA DE SA- No. DE RATONES PRESENCIA DE NODULOS  LEVADURAS INTRACELULARES CULTIVO EN

* CRIFICIOs EN CAVIDAD ABDOMINAL SDA
8 2 - - -
1 2 - - -
15 2 - - -
18 2 - - -
22 2 Bazo 4 +

Ranad

TOTAL: 10 1/10 1/10 1/10

+, 4+ BSCASA CANTIDAD DF: NODUIOS, LEVADURAS INTRACELULARES O (RECIMIENTO EN CULTIVO
+++ MODERADA ++++ ADUNDANTE

-os-



TADIA 3

RATONES PRETRATADOS CON NEGMELUBRINA E INOCULADGS CON Histoplasms capeulatam
Y SACRIFICADOS A DIFERENTES INTERVALOS DE TIEMPO,

DIA DE SA- No. DE RATONES  PRESENCIA DE NODULOS ~ LEVADURAS INTRACELULARES CULTIVO EN

CRIFICIO: EN CAVIDAD ABDOMINAL: SDA

8 2 - - -

11 1 - - -

15 1 - - -

18 2 Higado (1) + +
+

22 2 Higado (1) + -
+ -

TOTAL: 8 2/8 2/8 1/8

+, ++ ESCASA CANTIDAD DE NODULOS, LEVADURAS INTRACELULARES 0 CRECIMIENTO EN CIATIVO
+++ MDDERADA ++++ ABUNDANTE

S




TABIA 4

RATONES PRETRATADUS CON HIDROCORTISONA E INOCULADOS COM Histoplasme capsulatuss
¥ SACRIFICADIS A DIFERENTES INTERVALOS DE TIFMEO,

DIA DE SA- ¥o. DE RATONES PRESENCIA DE NODULOS LEVADURAS INTRACELARARES CULTIVO EM

RIFICIO: BN CAVIDAD ABDOMIMAL SDA
8 2 - . -
1 1 - - -
15 1 Wigado ¢ ’
o
18 1 - - -
22 2 - - +
TOTAL: i 1/7 1/7 27

+, ++ ESCASA CANTIDAD DE NODULOS, LEVADURAS INTRACELULARES O CRECIMIENTO BN QLTIVO
+++ MODERADA ++++ ABUNDANTE

~-z5-



TABLA §

RATOMES PRETRATADOS CON PARAMETASONA E INOCULADOS CON Histoplamms capsulstim
Y SMRIFICAIOS A DIFERENTES INTEXVALOS DE TIHG'O.

DIA DE.SA-  Fo. DE RATONES  FRESENCIA DE NODULOS LEVADURAS INTRACELILARES CULTIVO EN

@RIFICIOs EX CAVIDAD ABDOMINAL SDA &
8 2 - - ’ - v
4 2 lifgado (1) - -
15 1 - - .
18 2 - - +
22 2 Higado (1) + +
-+
TOTAL: 9 2/9 1/9 3/9

+, ++ ESCASA CANTIDAD DE NODULOS, LEVADURAS INTRACELULARES 0 CRECIMIENTO EN CLTIVO
+++ MODERADA ++++ ABUNDANTE
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TARLA No. 6

RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS RATONES PRETRATADCS Y DESPUES
DE 7 DIAS DE LA INOCULACION CON Blastomyces dermatitidis

Exavan

MACROS
COPICO

MICROS
COPICO

cCourQmE

CULTIVO - + - -

MACROS
COPICO

MICROS
coPICO

CULTIVO - - - -

MACROS
COPICO

MICROS
COPICO

RO M= W

CULTIVO - - - -

MACROS
COPICO

MICROS
COPICO

CULTIVO - - - -

OWMBOMMNNT

MACROSCOPICO: + o ~ PRESENCIA O AUSENCIA DE NODULOS
MICROSCOPICO: + o ~ PRESENCIA O AUSENCIA DE LEVADURAS UNICEMANTES
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TALA No. 7

RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS RATONES PRETRATADOS Y DESPUES
DE 9 DIAS DE LA INOCULACION CON Blastasyces dermatitidis

MACROS
COPICO = + - -

MICROS
COPICO - + - -

[—2-E 2 0 3

CULTIVG - + - -

MACROS
COPICO = - + -

MICROS
COPICO - - + -

oOND>W

CULTIVO - - + -
MACROS
COPICO

MICROS :
COPICO - - + =

DY

CULTIVO

MACROS
COPICO

MICROS
COPICO - + - -

CULTIVO - + - - -

T ITLLELLED

MACROSCOPICO : +.0 ~ PRESENCIA O AUSENCIA DE NODULOS
MICROSCOPICC : + o - PRESENCIA O AUSENCIA DE LEVADURAS UNIGEMANTES
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TABLA No. 8

RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS RATONES PRETRATADGS Y DESPUES
DE 11 DIAS DE LA INOCULACION CON Blastomyces dermatitidis

MACROS
COPICO

MICROS
COPICO

COUOm=

CULTIVO - + + -

MACROS . -
COPICO

MICROS . -
COPICO .

oND>D

CULTIVO : . -

MACROS N -
COPICO
MICROS : _
COPICO

ZO XM= X

CULTIVO - . - - -

MACROS . oL
COPICO

MICROS
COPICO

CULTIVO - - - -

CMEO~AmM®XmT
1
i
1
[}

MACROSCOPICO: + o - PRESENCIA O AUSENCIA DE NODULOS
MICROSCOPICO: + 0 ~ PRESENCIA O AUSENCIA DE LEVADURAS UNIGEMANTES
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TABLA No. 9

Rmrmtismmmmwsumm PRETRATADOS Y DESPUES
DE 13 DIAS DE LA INOCULACION CON Blastomyces dermatitidis

G R u P 1]

EXAMEN
A B c D
ORI9MA AFICILINM - NDMIDRIA  TESTHD
MACROS
H CoPICO - + + =
X
f MICROS
D COPICO - + + -
0
CULTIVO - + + -
MACROS
COPICO - + + -
B
4 MICROS
0 COPICO = * M -
CULTIVO
+ + -
MACROS o
COPICO - - - -
R
;I, MICROS
° COPICO - - - -
N
CULTIVO - - - -
P
E MACROS .
R COPICO e + + =
I
T MICROS .
0 COPICO - + + =
N
E '
° CULTIVO - + + -

MACROSCOPICO : + o - PRESENCIA O AUSENCIA DE NODULOS
MICROSCOPICO : + o - PRESENCIA O AUSENCIA DE LEVADURAS UNIGEMANTES
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TABLA No. 10

RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS RATONES PRETRATADOS Y DESPUES
DE 15 DIAS DE LA INOCULACION CON Blastomyces dermatitidis

EXAMEN
A B ¢ )
ORTISM  APICILIM  NEMEUBRINA  TESTIOO

"MACROS
H COPICO = + + -
b4
]
A MICROS
D coPICO = + + =
[\}

CULTIVO - + + -

NACROS
B COPICO - + = -
2 MICROS )
0 COPICO = A =

‘coLTIvo - + - -
. 'MACROS - - + -
R COPICO :
I
) MICROS ,
0 COPICO = - * et
N .

CULTIVO - - -
P N
E MACROS
R CoPICO - + + -
I .
T MICROS
0 COPICO - + . + -
N
E CULTIVO - + s -
o

MACROSCOPICO : + o - PRESENCIA O AUSENCIA-DE NODULOS
MICROSCOPICO : + o ~ PRESENCIA O AUSENCIA DE LEVADURAS UNIGEMANTES
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TABLA No. 11

_RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS RATONES PRETRATADOS 'Y DESPUES
DE 17 DIAS DE LA INOCULACION 00N Blastamyces derwatitidis

G R U P 0
EXAMEN

A 8 c )
aREIM AFINDA  NMLUBUM  TESTED
MACROS . . _
H COPICO -
I
G
A MICROS _ . .
D COPICO -
0
CULTIVO - + + -
MACROS
COPICO - + + -
[
A
MICROS
z COPICO - + + -
0
cuLTIvVO - + + -
MACROS . _ _ _
COPICO
R
I MICROS . _ - _
] COPICO
0
N awtvo - - - -
P MACROS
E COPICO - + + -
R
X
T MICROS _
0 COPICO - M +
N .
E CULTIVO - L+ + -
£ .

MACROSCOPICO : + o - PRESENCIA O AUSENCIA DE NODULOS
MICROSCOPICO : + o - PRESENCIA O AUSENCIA DE LEVADURAS UNIGEMANTES
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TANMA 12
PRODUCCION DE NODULOS CON FONMAS LEVADURIFORMES DE
P. bresilienais A LOS 7 DIAS DE LA INOCULACTON DEL HOMGD

FORMAS LEVADURYFORMES CGLTIVO

NODULOS

P

E

R

1 L]

T I

o ¢ 1}

N A z

B ] 0 MULTIGE UNIGE

(1} (1] MANTES MANTES
APICILINA + - + + -
CLORAMFENTOOL + - - + - -
GENTAMICINA - - - - - -
BUTAZOLIDONA - - - - - -
DEXAMETASONA- + - - - - -
NEGMELIERINA + - - + + -
TESTIGD - - - - - -

+ PRESEMCYA DE FORMAS LEVADURTFGRMES
- AUSENCIA DE FORMAS LEVADURIFORMES
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TARBLA 13

PRODUCCION DE NODULOS CON PORMAS LEVADURIFORMES DE
P. brasiliensis A LOS 9 DIAS DE LA INOCULACION DEL HONGO

NODULOS FORMAS LEVADURIFORMES ~ CULTIVO

P

E

R

I u

T

o ¢ B

: l‘) ‘z\ WILTIGE I

e oz MANTES MANTES
N®ICILIA + - - + + -
CLORANFENTOOL ‘ - - + - -
GENTAMICINA + - - + + -
BUTAZOLIDONA + + - - . -
DEXAMETGSONA + - - N + -
NEQMELUBRTNA + - - + R -

TESTIGD - - - - - -

+ PRESENCTA DE FORMAS LEVADURIFORMES
- AUSENCIA DE FORMAS LEVADURTFORMES
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TABLA 14

PRODUCCION DE NODULOS CON FORMAS LEVADURIFORMES DE
P, brasiliensis A LOS 13 DIAS DE LA IROCULACION DEL HOWGO

NODULOS FORMAS LEVADURIFORMES GALTIVO

P

E

R

I R

T I

1} [ B

N A A

B D z MIULTIGE UNIGE

1} o o MANTES MANTES
APICILINA + -+ + + -
CLORAMFEMTICOL - - - - - -
GENTAMICINA + - + - + -
BUTAZOLIDONA + - - - + -
DEXAMETASONA + - = - - -
NEOMELUBRINA + o+ - + + +
TESTIGD + + - + + -
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TABLA 15

PRODUCCYON DE MODULOS CON FORMAS LEVADURIFORMES DB
P. brasilisnsia A LOS 17 DIAS DE LA INOCULACION DEL HOMOD

FORMAS LEVAMRIFONES CULTIVO

r

B w R

R B §

I H

T S

Q G B"-";

N A A

E D 2 MATIR UNIGE

4] 0 0 MANTES MANTES
APICILINA + - - - + -
CLORANFENICOL - - - - -
GENTAMICINA + - - + - -~
BUTAZOLIDOMA + + - + - -
DEXAMETASONA + - - - + -
NEOMELUERINA + + o+ + + +
TESTIGD ¥ * - + + +
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TABLA 16

OBSERVACTON DE FIRMAS LEVADURIFURMES UMIGEMANTES BN RAOES

FRETRATADOS OON ANTIRIOTTIO0S E DNMUNOSUPRESORES = X

SACRIFICADOS EN DIFERENTES PERIODOS DE TIEHWO,

PRNEMUIO

RUOYLIDBYMHE L

E_ R R B E-F N N )
AOHLENOIMAOE <
DORHCE N R €

VRO <CSCZ0LRBRNOOD

CERNOHdHES

13
17

+ MRESENCIA DE FORMAS UNIGMANTES
~ AUSENCIA DE FORMAS UNIGHMANTES
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TABLA 17

. OMSERVACION DE FORMAS LEVADURTFORMES MULTIGHMANTES EN RATONES
PRETRATADOS OON ANTIRIOTICOS E DRUNOSUFRESORES Y SACRIFICADIS
EN DIFERENTES INTERVALOS DE TIAEO

SCRNHNOQ

EZXOXIWNSDRAMET<

QuUuME«XANCNO X<

BODHCKNOI-AQAOZ<C

CUBRCENODNE<

VSO CE A WRMOO

LR XN RSN RER oy £ 4

13
17

+ PRESENCIA DE FORMAS MULTIGHMANTES
- AUSENCIA DE FORMAS MULTIVEMANTES




TABIA 18

RATONES PRETRATADOS CON HIDROCORTISONA E INOCULADOS CON N.brasiliensis 727-86
Y SACRIFICADOS A DIFFRENTE INTERVALO DE TIEMPO.

DIA DE SA- No. DE RATONES GRANOS EN LESTON PLANTAR: GRANOS EX NODULOS

QRIFICIO: PERITONEALES:
P T P T P T
6 0 1 ] - 0 -
9 1 ] + + + +
13 1 1 + + 4440 44+
16 2 2’ + i + ++
21 2 0 + - . -
TOTAL: 6/10  5/10 o/4 - 1/4 1/4 1/s

+o ++o +++ PRESENCIA DE GRANOS INMADUROS ++++ POSITIVOS
P: ANIMALES PRETRATADOS T: TESTIONS

99~



TABLA 19

Mmmmﬂmmmmsmm!.&m 727-86

Y SACRIFICADOS A DIFERENTES INTERVALOS DE TIRMFO.

DIA DB SA- No. DE RATONES ~ GRANGS EN LESION PLANTAR:  GRANOS BN NODULOS PERI-
CRIFICIO: TOMBEALES:
P T | T r T
6 1 1 + - - + -
9 1 1 + + 44 + é;
13 0 1 [\] + [\ 44 I
16 2 2 + e + +
2 2 ) + - . -
TOTAL: 6/10  s5/10 o/4 1/5 1/4 1/5

4y ++, +++ PRESENCIA DE GRANOS INMADIROS

P: ANIMALES FRETRATADOS

T: TESTIGS

++++ POBITIVOS



DIA DE SA-

TAMA 20

RATONES  PRETRATADOS CON NEGMELUBRINA B INOCULADOS CON N.brasiliensis 727-86

Y SACRIFICADOS A DIFERENTES INTERVALOS DE TIEMPO.

QRIFICIO:

P T
6 1] 1
9 ! 1
13 0 1
16 ) 2
21 3 0
TOTAL: 4/10

5/10

+, ++, +++ PRESENCIA DE GRANGS TNMADUROS

P: ANIMALES PRETRATADOS

No. DE RATONES GRANOS EN LESION PLANTAR:

P T

0 -

+ +

0 +

0 4+

+ 0

0/2 1/4

++++ POBITIVOS

T: TESTIGNS

CRANDS EN NODULOS

PERITONBALES
T
+ +
0 4
[\] +
+ [\]
0/2 1/4

-89~



TABLA 21

RATONES PRETRATADOS CON HIDROCORTISONA E INOCULADOS CON N.brasiliensis 418-83

Y SACRIFICADOS A DIFERENTES INTERVALOS DE TIEMPO.

DIA DE SA- No. DE RATONES ~ GRANOS EN LESION PLANTAR:
CRIFICIO:
P T P T

7 1 1 - “

10 0 1 0 +

1) t ] Fooey -

17 1 0 + -

22 1 0 + -

TOTAL: 4/10  2/10 1/4 0/1

+, ++, +++ PRESENCIA DE GRANOS INMADUROS
P: ANTMALES PRETRATADOS  T: TESTIGUS

++++ POSITIVOS

PERTTOMEALES:
P T
0 +
e 0
+ 0
+444 0
2/4 o/t

-69~



TABIA 22

RATONES PRETRATADOS CON DEXAMETASONA E INOCULADOS CON N.brasiliensis 418-8)
Y SACRIFICADOS A TIEMPO VARIABLE.

DIA DE SA- No. DE RATONES GRANOS EN LESION PLANTAR:  GRANOS EN NODULOS
QRIFICIO: PERITONEALES:
P T : P T P T

7 . 3 1 + - ++4+ -

10 1 1 - + ++ +

14 1 0 + - + V]

17 1 ] - - 4+ Y

22 2 0 + - + o

TOTAL: 8/10 2/10 0/3 0/1 /s 0/2

+ ++, +++ PRESENCIA DE GRANOS TNMADUROS ++++ POSITIVOS

P: ANTMALES PRETRATADOS T: TESTIGNS

-0~



TABLA 23
RATONES PRETRATADOS CON NEOMELUBRINA E INOCULADOS OOM N.brasiliensis 418-83
Y SACRIFICAROS A DIFERENTES INTERVALOS DE TIEMPFO.

DIA DE SA- No. DE RATONES GRANOS EN LESION PLANTAR:  GRANOS EN NODULOS
CRIFICIO: PERTTOMBALES:
P T P T r T

7 2 1 + - + -

10 1 1 - + ++ +

14 1 0 - - e+ [\]

17 1 0 + - + L]

TOTAL: 5/10  2/10 0/2 o/t 0/4 0/2

+, ++, +++ PRESENCIA DE GRANOS TNMADUROS ++4¢+ POSITIVOS

P: ANIMALES PRETRATADOS T: TESTIGOS

-1~



TABLA 24

RATONES PRETRATADOS CON HIDROCORTISONA E YNOCULADOS CON N.brasiliemais 359-85

Y SMRIFICADOS A DIFERENTES INTERVALOS DE TIEMPO.

DIA DE SA- No. DE RATONES CRANOS EN LESION PLANTAR:  CRANOS EN NODULOS
QRIFICIO: PERTTONEALES:
P T 3 T [3 T
7 2 1 + - + - ,
~
N
10 1 0 + 0 + 0 '
17 2 2 + - + +
22 5 2 ++4 +4+ +44+4 -
TOTAL: 10/10 5/10 1/4 0/3 1/4 0/3
+, ++; +++ PRESENCIA DE (RANOS TNMADIROS ++++ POSITIVOS

P: ANIMALES PRETRATADOS T: TESTIOS



DIA DE SA-
RIFICIO:

7
10
17

22

TOTAL:

TABLA 25
RATONES PRETRATADOS CON DEXAMETASONA E INOCULADOS CON N.brasilienais 359-85
Y SACRIFICADOS A TIEMPO VARIABLE.

No. DE RATONES GRANOS EN LESION PLANTAR: GRANOS EN NODULOS PERITO-
NEALES :
P T P T P T '
~
w
2 1 + - + - |
2 0 + [\] e 1]
0 2 - + - +
2 2 ++ e et -
6/10  5/10 0/4 0/3 1/4 0/3

+, ++, +++ PRESENCIA DE GRANOS TNMADUROS ++++ POSITIVOS

P: ANIMALES PRETRATADOS T: TESTIGOS



TABA 26

RATONES PRETRATADOS CON NEOMELUBRINA E INOCULADOS CON N.brasilieswis 359-85
Y SACRIFICADOS A DIFERENTES INTERVALOS DE TIEMPO

DIA DE SA- No. DE RATONES GRANOS EN LESTON PLANTAR:  GRANOS EN NODULOS
RIFICIO: PERTTONEALES:
P T P T P T
7 1 L + - + -
10 1 [\ + - + [\]
17 [\] 2 0 + - +
22 3 2 ‘et +4+ 4 -
TOTAL: 5/10  s/10 1/3 o/4 1/4 0/3

+y ++, +++ PRESENCIA DE GRANOS INMADUROS ++++ POSITIVOS
P: ANIMALES PRETRATADOS T: TESTIGOS

2~



TABLA 27

RATONES PRETRATADOS OON HIIROCORTISONA E INOCULADOS CON N. astescides
Y SACRIFICADOS A DIFERENTES INTERVALOS DE TIEMPO.

DIA DE SA- No. DE RATONES GRANOS EN LESION PLANTAR:  GRANOS EN NODULOS

CRIFICIO: PERTTOMEALES:
P T P T P T
10 3 1 44 - + -
12 1 1 + - - -
17 5 3 - ++ - ++
TOTAL: 8/10  s/10 o/3 0/3 0/3 0/3

+, ++, +++ PRESENCIA DE GRANOS TNMADUROS ++++ POSITIVOS
P: ANIMALES PRETRATADOS T: TESTICS

-SL~



TABLA 28

RATONES PRETRATADOS CON DEXAMETASONA E INOCULADOS CON N.asteroides
Y SMRIFICADOS A TIEMPO VARTABLE.

DIA DE SA- No. DE RATONES GRANOS EN LESION PLANTAR: GRANOS EN NODULOS PERI-

QRIFICIO: . TOMBALES s
P T P T P T
to 2 1 - + - -
12 1 t + + - -
17 .5 3 - ! - R
ToTAL: 8/10  5/10 0/3 0/3 o3 o/3

+, +, +++ PRESENCIA DE GRANOS INMADUROS  ++++ POSITIVOS
P: ANIMALES PRETRATADOS T: TESTIONS

-9¢-



TARA 29

RATONES PRETRATADOS CON NEOMELUBRINA E INOCULADOS CON N. asteroides
Y SACRIFICADOS A DIFERENTES INYERVALOS DE TIEMPO.

DIA DE SA~ No. DE RATONES GRANOS EN LESION PLANTAR: CRANOS EN NODULOS PERITO-

. CRIPICIO: NEALES:
P T P T [ 4 T
10 0 1 1] - V] -
12 t 1 + - - -
17 7 3 ++++(3) + 4 ++
TOTAL: 8/10  5/10 3/4 /3 2/2 o/3
+, ++, +++ PRESENCIA DE CRANOS INMADUROS +4+++ POSITIVOS

P: ANIMALRS PRETRATADOS T: TESTICOS

-LL-



DIA DE SA-
-CRIFICIO:

12
17
TOTAL:

+y +y

P: ANTMALES PRETRATADOS

TABLA 30

RATONES PRETRATADOS CON HIDROCORTISONA E INOCULADOS CON N. otitis caviariim

Y SMRIFICADOS A DIFFRENTES INTFRVALOS DE TIPM),

No. DE RATONES  GRANOS EN LESTION PLANTAR:  GRANOS EN NODULOS PERITO-
NEALES:
P T ] T r T 3
]
1 t + - - -
8 8 - +++ - -
9/10 9/10 0/2 0/2 0/2 0/2
+++ PRESENCIA DE GRANOS INMADUROS ++++ POSITIVOS

T: TESTIGOS



g

~
I~
§§
o &
=
S

DIA DE SA-
CRIFICIO:

12
17

TOTAL:

+y ++,

P: ANIMALES PRETRATADOS

TABLA 31

RATONES FPRETRATANOS CON DEXAMETASONA E INOCULADOS OON N. otitis caviarime

Y SMRIFICADOS A TIEMPO VARTABLE.

No. DE RATONES GRANOS EN LESION PLANTAR:

NEALES:
P T 4 T P
1 | - - -
8 8 ++ 44 +
9/10 9/10 0/2 0/2 0/2
++++ POSITIVOS

+++ PRESENCIA DE GRANOS TNMADUROS
T: TESTIGS

GRANGS EN NODULOS PERITO-

0/2

-64~



TABLA 32
RATONES PRETRATADOS CON NEOMELUBRINA E INOCULADOS OON N. otitis caviarium

Y SMRIFICADOS A DIFERENTES INTERVALOS DE TIEMPO.

DIA DE SA- No. DE RATONES  GRANOS FN LESION PLANTAR: GRANOS EN NODULOS PERITO-

CRIFICIO: MEALES:
P T [ T P T
12 1 t + ~ ++ -
17 7 8 ++ e 44 -
TOTAL: 8/10 9/10 0/2 0/2 0/2 0/2

+, ++, +++ PRESENCIA DE GRANOS TNMADUROS  ++++ POSITIVOS
P: ANIMALES PRETRATADOS T: TESTIGOS

-0g-




TABLA 33

RATONES PRETRATADOS CON HEDROCORTISONA E INOCUIADOS OON A. madurae
vmxumnnmmmmmmmno.
DIA DE SA- No. DE RATONES GRANOS EN LESION PLANTAR:  GRANOS EN NODULOS PERTTO-

CRIFICIO: NEALES:
[ T P T P T
12 0 1 0 44 [\] - ,.)’?
1
18 7 8 - + ++44(3)  +ee
TOTAL: 7/10 9/10 0/1 0/2 1/4 0/2

+y ++, +++ PRESENCIA DE GRANGS INMADUROS  ++++ POSITIVOS
P: ANIMALES PRETRATADOS T: TESTIC0S




TABLA 34
RATONES PRETRATADOS CON DEXAMETASONA F INOCULADOS CON A. madurae
Y SARIFICANOS A TIEMPO VARIABLE.

DIA DE SA- No. DE RATONES  GRANOS EN LESTION PLANTAR: GRAN(S EN NODULOS PERI- i

CRIFICIO: TONEALES:
P T P T [ T
12 1 1 ++ +++ ++ =
]
18 7 8 - + + 44+ v';oo
TOTAL: 8/10 9/10 o/2 0/2 0/2 /2

+, ++, +++ PRESENCIA DE GRANOS INMADUROS ++++ POSITIVOS
P: ANIMALES PRETRATADOS T: TESTIGOS



TABLA 35
RATONES PRETRATADOS CON NEOMELUTRINA E INOCULADOS CON A. madurae
Y SACRIFICADGS A DIFERENTES INTERVALOS DE TIPMO.
GRANCS EN NODULOS PERI-

_28-

DIA DE SA- No. DF RATONES GRANOS EN LESION PLANTAR:
(RIFICIO: . TONBALES:
P T r T P T
2 1 1 (23 +++ - -
18 8 8 - + + Feey
9/10 0/2 0/2 0/2 0/2
" ++++ POSITIVOS

TOTAL: 9/10
+, 41, ++1 PRESENCIA DE GRANOS INMADUROS
T: TESTIGOS

P: ANIMALES PRETRATADOS
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6. ~DISCUSTON

Medicamentos de uso comin tales como los antiinflamatorios,
corticosteroides, citostdticos y antibidticos han sido muy dtiles
en el tratamiento de enfermedades agudas y crdénicas; la accidén
inmunosupresora de los tres primeros y la accidn bacteriostdtica y
bactericida de los dltimos han permitido la implantacicn y
proliferacién de alguncs hongos filamentosos y actinomicetos, pero
esto ha sido poco estudiado tanto en el organismo humano como en
modelos animales.

En el presente estudio los férmacos tales como el cloranfenicol y
la plrnu.insonn fueron en primer lugar los mis efectivos en la
implantacidn de Histoplasma capsulatun con el hallazgoe de las
formas intracelulares en higado y bazo a los 14 dias y con la
recuperacidén en medio de agar Sabouraud dextrosa a los 22 dias de
la inoculacién del hongo Ctablas 1, 2), en segundo lugar con
neomelubrina se obtuvieron las formas intracelulares en higado a
los 18 y 22 dias con recuperacidn del hongo a los 22 dfas (tabla
3) y con kanamicina se encontraron en bazo con recuperacidén del
hongo en cultivo a los 22 dias Ctabla 2). Se sabe que el ratén es
el animal mds susceptible a la histoplasmosis tal como lo
demuestran Ajello y col. (1) quienes logran la infeccidén en estos
animales con una sola macroconidia del hongo, recuperan el hongo
en cultive pero no reportan lesiones histopatoldgicas y su
implantacidn es diffcil en otros animales de 1laboratorio tales
como cobayo y hamster (151). Se ha reportado que el cloranfenicol

produce leucopenia, trombopenia y aplasia medular casi en forma
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exclusiva cuando es administrado en tiempc prolongado y la
kanamicina produce efectos de hipersensibilidad y toxicidad cuando
es inyectada en altas dosis, por lo tanto estos efectos pudleron
haber facilitado la implantacidn de este hongo en los animales.

En el caso de la parametasona, corticosteroide que tiene los
mismos efectos que la cortisona en el organismo’ humano, tales
como: 1) actuar en la migracidn de linfocitos T a los sitios de
disposicién de los anticuerpos, 2) disminuir la liberacidén de 1los
linfocitos, 3) interferir en la lisis de las células blanco, 4>
reducir el ndmero de monocitos disponibles para modificar 1la

P ta i $) blog la interaccidn entre 1linfocitos y

monocitos, en sintesis, actua especificamente en la inmunidad
mediada por células, la cual es el principal mecanismo de defensa
contra las infecciones micdticas, esto probablemente facilitd 1la
implantacidn de Nistoplasma capsulatun en el peritoneo con
diseminacién a higado a los 14 dfas después de la inoculacidén del
hongo con recuperacidn del mismo en cultivo a los 15, 18 y 22 dias
Ctabla 5), por lo tanto el tiempo fué menor al reportado por Baum
y col. quienes obtuvieron cultivos positivos en placas de
Sabouraud a partir de higado a los 20 dias en ratones pretratados
con cortisona 5 dias antes y después de la inoculacidn del hongo
(9); en otras investigaciones realizadas por Louria y col. <120)
recuperan el hongo a partir de suspensiones de higado y bazo
triturados en solucién salina y sembrados en medios de agar
Sabouraud dextrosa pero no encuentran diferencias significativas
entre los pretratados con cortisona y los testigos durante los 28
d{as del experimento.

Por lo que se refiere a la implantacidn ‘de Blastomyces




-86-
dermatitidis en ratdén, fu$ favorecida por la administracidn previa
de ampicilina, la aparicidn de nédulos en peritoneo con formas
unigemantes con diseminacidén a higado y recuperacidn del hongo en
cultive en medio de agar Sabouraud dextrosa fué desde los 7 dfas
Ctabla 6), al peritoneo e higado y con recuperacién del hongo a
los O dias Ctabla 7), a peritoneo, higado y bazo a los 13 y 17
dfas Ctablas 9, {1), desafortunadamente no se encontraron reportes
semojantes sobre la proliferacidn de este hongo eon animales de
laboratorio ni tampoco sobre la accidén del antibidtico
administrado que pudiese explicar el mecanismo que favorecid la
implantacidn del hongo en corto tiempo, sin embargo la ampicilina
produce los mismos efectos que la penicilina como son: la
hipersensibilizacidén que puede suceder en una sola dosis o sus
efectos tdxicos en tratamientos prolongados. Los resultados con la
neomelubrina fueron semejantes a los obtenidos en el experimento
anterior con la diferencia que en este, los nédulos aparecieron a
partir de los O dias en bazo y rilién con recuperacidén del hongo
ASD (tabla 7). El efecto antiinflamatorio de este f&rmaco pudo ser
determinante, puesto que la inflamacidn es uno de los mecanismos
inespecificos mids importantes c.ontrn los agentes etioldgicos de
las enfermedades infecciosas agudas, por lo tanta el hongo pudo

diseminarse a rifidn a los 15 dfas del experimento.

En el modelo con Paracoccidioldes brasiliensis la ampicilina fué
el antibiético que mejor actud en la implantacidén de este hongo,
apareciendo formas ini y multigemantes a los 7 dias Ctablas 12,
13) con diseminacién a bazo a los 13 dfas <Ctabla 14); con
neomelubrina a los 7, 9 y 13 dias C(tablas 12, 13, 14) con nddulos
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en higado y bazo y resetpe-racidn del hongo o clt- ivo de ASD a los
17 dias C(tabla 119, estos datos coconfir- man la accidn
antiinflamatoria delRk ineromelubrina y por oir1ol:do los resultados
fueron satisfactoriis= dbmido a que se sabeuos=te hongo no es
altamente virulentoeemnirmimales de laboratorlis (L 60).

En los animales trammis con dexametasona seses ob»tuvieron nddulos
peritoneales con fomreus tanl y multigemantes mmloss 0 dfas (tabla
13) y a pesar de qu | e disemind a higals ybamzo ni se recuperd
el hongo en zl:u.lu.vo &M ASD, las lesiones s¢ encontraron en mds
corto tiempo que eel r-eportado por Reilrymge y col. quienes
pretrataron ratones ocon Midrocortisona e inosylar~on el hongo por
via respiratoria lsasuloriendo las lesimssas en pulmén  con
diseminacién a hioo ¢  higado después (@& |= semanas de la
inoculacién del hoyoo ({@8).

En los experimentos ocn Ros modelos en los rsalness pretratados con
hidrocortisona y dusamismsona e inoculados o= leas tres cepas de
Nocardia brasiliews 5 aparecid mayor c&antliclad de nédulos
caracter{sticos conpgnnos maduros en poifmecs y en cojinete
plantar en la cepa /32/-06& a partir de los 0xy13 dias Ctablas 18,
19), con la cepa 4{8~:—~] @ los 14 y 17 dias(B=lblamas 21-22) y con la
350-85 a los 22 dia . (lak>las 24, 25), los npe=ulados indican que
estos medicamentos faveorecieron la ipklintaacidn de estos
microorganismos en mesns Liempo que los ropm=tideds por Mishra y
col. quienes en ratomems ypretratados con cotz.dsnes e inoculados con
N. brasiliensis por * wla dAntravenosa enconitamzron Xas lesiones por
histopatologia despisws de los 15 dias d ¢ la inoculacidén del
microorganismo €12 - yemn otros trabajos sih s preetratamlento como

los del Dr. A. Gonzszadlez 0. obtiene lesionswws eon peritoneo en
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animales inoculados por via intraperitoneal a les 30 df{as de la
inoculacidn (79); en otro trabajo aumenta la concentracidn del
indculo del actinomiceto y encuentra nddulos peritoneales con
diseminacidn a hfgado y pulmén en 6 semanas (81). En otro trabajo
realizado por Mackinnon y col. en ratones inoculados con N
brasiliensis por via intraperitoneal obtiene nddulos en pancreas
en 3 semanas (122) y en otro Suchil y col. obtienen el micetoma en
ratones inoculados por via intraplantar a los 14 dias con
aparicidén de fistulas a las 8 semanas (170).
La diferencia temporal en la aparicidn de las lesiones entre las
tres cepas pudo deberse a que la primera cepa 727-86 fué la mis
patégena debido a que se aislé de un micetoma en espalda con
evolucidn de un aflo; en cambio, las otras dos se alslaron de
lesiones localizadas y con evolucidn de dos aftos, ademés se ha
reportado que la especie mds virulenta es N. bdrasiliensis como 1o
reporta Gonzdlez 0. quien inoculd ratones con N. brasiliensis, N.
astsrotdes y N. cavitae por via intraplantar y encontré que la
inflamacién en el cojinete plantar fué mayor en el S0X de los
animales inoculados con N. brasiliensis en comparacidn con el 10X
encontrado en las otras dos especies (81).
Con la neomelubrina los grancs maduros se obtuvieron con la cepa
No. 727-88 y 358-85 a-los 16 y 22 dfas respectivamente, a_)sto
lapso aun supera el tiempo de implantacidn en comparacién a los
trabajos ya mencionados y ademis se confirma el efecto
antiinflamatorio que este compuesto ejerce en los ratones. Este
farmaco si{ favorecid la implantacidn de Nocardia asteroides con la
‘observacién de granos maduros a los 12 dfas Ctabla 20 tanto en el

cojinete plantar como en peritonec quizds por el mismo efecto
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antes citado, en cambio con hidrocortisona solo se encontraron
filamentos desorganizados sin conformar granos maduros Ctabla 27),
datos que concuerdan con los de Mishra y col. quienes observaron
que la invasidn en tejido por N. asteroides y N. otitis cavtarium
en examens histopatoldgicos fué dispersa sin tendencia a formar
granos caracteristicos en los ratones pretratados con
hidrocortisona y a los 15 dfas de la inoculacidn del actinomiceto
C124). Los testigos fueron negativos debldo quizds a que el
axporl;nnto se interrumpid a los 17 dfas o porque la concentracidn
del indculo no fué suficlente por errores técnicos en el momento
de la inoculacidn.

En todos los ratones pretratados e inoculados vcon N. otitis
caviariwn solo se obtuvieron filamentos laxos sin formacién de
granos maduros (tablas 30, 31, 32), datos que concuerdan con
Mishra y col. en ratones pretratados con cortisona (124).

Uno de los hallazgos mis importantes del trabajo fud el obtener
ndédulos en peritoneo con granos catracteristicos en los ratones
pretratados con hidrocortisona e {noculados con Aztinemadura
maduraé a los 22 dfas <(tabla 33) debldo quizds a la accidn
lnmunosupresoré de este medicamento, ademids intentos por Mahopatra
y col. para obtener lesiones en ratones inoculados con este
actinomiceto en una suspensién de mucina por via intraperitoneal,
no lograron las leslones en hfgado ni bazo, durante tres semanas y
concluyeron que este actinomiceto no era patdgeno para animales de

laboratorio C126).
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Es importante hacer notar que se logré el objetivo del trabajo
tomando en cuenta que las lesiones que se obtuvieron con todos los
agentes empleados en los ratones fueron en tiempo mds corto que
los reportados en estudios semjantes realizados por otros
investigadores en animales con y sin pretratamiento; sin embargo
existen otros aspectos como es la utilizacidn de diferentes cepas
de animales tal como se reporta en la histoplasmosis experimental
on donde la mayorfa de los trabajos se han utilizado ratones
blancos Swiss Webster (1, 05, 97, 114, 151), en la blastomicosis
€29, 42, 49, 61), en la paracoccidiodomicosis también utilizan los
ratones Swiss Webster (100, 118, 130, 148, 151), pero también
otros animales como cobayo (72), hamster (41, 99, 140, 1%56) y en
el actinomicetoma la misma cepa de ratones blancos (10, 18, 20,
22, 24,33, 73, 79, 80, B1, 121, 122, 126, 136, 170) y en el
presente trabajo se utilizaron dnicamente ratones blancos CDI que
no difieren mucho de los utilizados en los estudios mencionados,
pero los resultados fueron més adecuados.

La concentracidn del indculo reportado en los trabajos publicados
ha sido muy variable, desde una sola macroconidia & con escasos
fragmentos con 1-3 macroconidias en un campo microscépico en el
caso de la histoplsmosis (1) hasta utflizar 6400 fragmentos
miceliales (49) o formas levaduriformes de un culti‘{o en BHI
incubado a 37°c 50> en la blastomicosis; o en 1la
paracocclidiodomicosis donde se emplearon suspensiones de 1la fase
micelial con diferentes diluciones (99, 100, 118, 146, 151, 156,
o a partir de una suspensidn en solucién salina con un cultivo en

fase levaduriforme incubado 7 dias a 37°C (99); en los traba jos
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con actinomicetoma en donde se utilizaron suspensiones en solucidn
salina de un triturado a partir de un cultivo del actinomiceto con
15 dfas de crecimiento a 37°C y resuspendido a razén de 10 mgs0.1
mL (79, 80, 81); en consecuencia, s{ hubo diferencias en 1la
preparacién del indculoc debido a que en el modelo para
histoplasmosis se empled la concentracidén equivalente al tubo No.
5 de 1la escala de MackFarland Y para blastomlcosis,
paracoccidiodomicosis la concentracidn fud de 140 mg/ml, para el
actinomicetoma la concentracidn fué 14 mg70.1 ml muy semejante a
la reportada por otros autores; sin embargo, esta variable no
influyd en los resultados obtenidos en este trabajo. Otra variable
importante fué la vi{a de inoculacidn, en histoplasmosis la via
intraperitoneal e intratesticular fueron las mis empleadas (29,
114, 151) y 1la respiratoria (1, 27. 95, 1566, en la
paracoccidiodomicosis la intratesticular e intraperitoneal (118,
140, 151) y en el actinomicetoma intraperitoneal e intraplantar
fundamentalmente (22, 79, 80, 81, 122, 160) y en otros trabajos se
empled la intravenosa (22, 124). En este trabajo se utilizé la via
intraperitoneal para H. capsulatun, B. dermatitidis y P.
brastliensis y en el actinomicetoma las vias intraperitoneal e
intraplantar, variables que tampoco influyeron en los resultados
obténidos y nos permitieron cumplir con el objetivo planteado.

Otras variables como la concentracidn del farmaco y fase del hongo
utilizada no influyeron en los resultados obtenidos; por lo tanto,
se sugiere el empleo de estos modelos para posteriores trabajos,
sobre todo en la deteccidn de 1las variaciones en la respuesta

inmune celular experimentalmente, que poco se ha estudiado en las
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condiciones planteadas en esta investigacidn.
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7. = CONCLUSIONES

LA PARAMETASONA Y EL CLORANFENICOL FUERON LOS MEDICAMENTOS QUE
FACILITARON LA IMPLANTACION DE Histoplasma capsulatum EN 14 DIAS.

LA AMPICILINA 'FUE EL MEJOR MEDICAMENTO QUE FAVORECIO LA
IMPLANTACION DE Blastomyces dermatitidis A LOS 7 DIAS.

LA NEOMELUBRINA FUE EL MEJOR FARMACO QUE FACILITO LA IMPLANTACION

DE Paracoccidiotdes brasiliensits A LOS 7 DIAS.

LA HIDROCORTISONA FUE EL MEJOR MEDICAMENTO QUE FAVORECIO LA
IMPLANTACION DE Nocardia brasiliensis A LOS 9, 13, 14 Y 22 DIAS Y
Actinomadura madurae A LOS 18 DIAS Y PARA Nocardia asterotdes LA

NEOMELUBRINA A LOS 12 DIAS.
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