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R E S U M E N

El presente estudio tuvo por finalidad evaluar las alteraciones histopatologicas y los niveles de
IgG en la criptococosis inducida en Mus musculus BALB/c “ratéon” a diferentes tiempos de
infeccidn. Se trabajo con Cryptococcus neoformans y 45 ejemplares de Mus musculus BALB/c
de ambos sexos, de 45 dias de edad y de aproximadamente 25g, en 5 de los cuales elegidos al
azar se descarté infeccion natural por C.neoformans mediante la prueba de tinciéon negativa con
nigrosina al 10 % en muestras de cerebro y pulmones, con los 40 restantes se distribuyeron al
azaren grupo controly grupo experimental de 20 ejemplares cada uno y subdividiéndose en
4 subgrupos de 5 ejemplares cada uno. Los ratones del grupo experimental fueron inoculados
intraperitonealmente con 0,5 mL de una suspensién del hongo a una concentracién similar al
tubo No 3 del Nefeldmetro de Mac Farland, y para el grupo control se utilizé 0,5 mL solucién
salina fisiologica (SSF) estéril. A los 10, 15, 20 y 25 dias de la inoculacién, se tomaron
muestras de sangre para evaluar los niveles de IgG en suero, y luego del sacrificio se extrajeron
el encéfalo, los pulmones, el bazo, el higado y los rifiones para su evaluacion macroscopica e
histolégica luego de su conservacion en formol al 10% y su posterior coloracién con
Hematoxilina eosina. Se observé cambios macroscopicos como: Aumento de tamafio en
longitud presentandose marcada hepatomegalia y esplenomegalia, cambio de color, aspecto
hemorragico y presencia de abscesos que iban aumentando en numero a mayor tiempo de
infeccidon y alteraciones histopatolégicas que variaron de acuerdo al tiempo de infeccion, asi
tenemos que : alos 10 y 15 dias se observo hiperemia en meninges, infiltracién inflamatoria
crénica en meninges , alvéolos e intersticio en pulmoén, higado y riiidn; edema en corteza
cerebral; necrosis en corteza cerebral , bazo, higado y rifidn; zonas de hemorragias en cerebro,
pulmoén, y tejido adiposo perirrenal; tendencia a formar granuloma en pulmén, e higado;
hiperplasia de nédulos linfaticos y de megacarioblastos en bazo; proliferacion de linfocitos en
bazo, dilatacion de sinusoides en higado; Cryptococcus en meninges, cerebro en forma
bilateral, pulmén, higado vy rifién. A los 20 y 25 dias de infeccion ademas de las alteraciones
histopatologicas observadas a los 10 y 15 dias, se encontro: Infiltracion inflamatoria cronica
granulomatosa en meninges y pulmén; hiperemia en corteza cerebral; infiltracién inflamatoria
cronica en bazo; multiples focos de necrosis en higado y rifidn; abundantes Cryptococcus en
meninges, cerebro, bazo, pulmén, higado y rifidn. La evaluaciéon de los niveles de IgG
anticriptococoésico del grupo experimental y control se realizd mediante la prueba de ELISA,
siendo el grupo control negativo para IgG anticriptococdsico, y el grupo experimental positivo
con titulos de 1/80, 1/320, 1/160, 1/160 correspondientes a los dias 10, 15, 20, y 25 dias de
infeccion. Se concluyé que a mayores tiempos de infeccidbn se presentaron mayores
alteraciones histopatolédgicas en los 6rganos evaluados y los niveles de IgG aumentan hasta los
15 dias de infeccion y luego disminuyen a partir de los 20 dias de infeccién. Se utilizé la prueba
de correlacion de Pearson, para determinar si hay relacion entre el tamafio de los 6rganos
evaluados y el tiempo de infeccion con C. neoformans, y la prueba de Chi cuadrado para
determinar la relacién de dependencia entre los niveles de alteracion histopatolégica y los
niveles de Ig G encontrandose que existe relacién de dependencia entre estos.
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ABSTRACT

The present study had the purpose of evaluate histopatological alterations and IgG levels
in induced criptococosis in Mus musculus BALB/c "mouse" at different times of infection.
For that it was worked with a culture of Cryptococcus neoformans and 45 specimens of Mus
musculus BALB/c of both sexes, of 45 days of age and approximately 25g weigh, in 5 of
those randomly chosen natural infection by C.neoformans was discarded by means of the
test of negative tint with 10% nigrosine in brain samples and lungs, the 40 remaining were
distributed at random in control group and experimental group of 20 especimens each one
and were subdivided in 4 subgroups of 5 specimens each one. The mice of the
experimental group were inoculated intraperitoneally with 0,5 mL of a suspension from the
fungus in a similar concentration to the tube N° 3 of of Mac Farland's Nefelometer, and for
the control group it was used 0,5 mL of sterile physiologic saline solution (SSF). At the 10,
15, 20 and 25 days of the inoculation, there were taken samples of blood to evaluate the
levels of IgG in serum, and after the sacrifice there were extracted the encephal, lungs,
spleen, liver and kidneys for their macroscopic and histological evaluation after their
conservation in 10% formol and were later colorated with Hematoxylin. eosin. In relation to
the control group in the organs of the experimental group were observed macroscopic
changes as: size Increase in longitude presenting marked hepatomegalia and
esplenomegalia, change of color, hemorrhagic aspect and presence of abscesses that
went increasing in number at more time of infection and histopatological alterations were
also observed at the days 10 and 15 as hiperemia in meninxes, chronicle inflammatory
infiltration in meninxes, alveolus and interstice in lung, liver and kidney; edema in cerebral
cortex; necrosis in cerebral cortex, spleen, liver and kidney; areas of hemorrhages in brain,
lung, and perirrenal adipose tissue; tendency to form granuloma in lung, and liver;
hiperplasia of lymphatic nodules and megacarioblastos in spleen; proliferation of
lymphocytes in spleen, sinusoids dilation in liver; Cryptococcus in meninxes, brain in
bilateral form, lung, liver and kidney. At the 20 and 25 days of infection besides the
histopatological alterations observed at the days 10 and 15, it was observed granulomatose
chronic inflammatory Infiltration in meninxes and lung; hiperemy in cerebral cortex;
chronicle inflammatory infiltration in spleen; multiple necrosis focuses in liver and kidney;
abundant Cryptfococcus in meninxes, brain, spleen, lung, liver and kidney. The evaluation
of the levels of anticriptococosic IgG of experimental group and control was carried out by
means of ELISA'S test, being the control group negative for anticriptococosic IgG, and the
experimental group positive with titles of 1/80, 1/320, 1/160, 1/160 corresponding to the 10,
15, 20, and 25 days of infection. It was concluded that at more times of infection bigger
histopatological alterations were presented in the evaluated organs and the levels of IgG
increases until the 15 days of infection and then they diminish starting from the 20 days of
infection. The test of correlation of Pearson was used, to determine if there is relationship
between the size of the evaluated organs and the time of infection with C. neoformans, and
it was found that it is highly significant, and the test of Chi squared to determine the
dependence relationship between the histopalogical alterations and the levels of Ig G and it
was found that dependence relationship exists.
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INTRODUCCION

La criptococosis (Blastomicosis europea 6
enfermedad de Busse Buschke), es una
infeccion sistémica subaguda o cronica,
causada por Cryptococcus neoformans
que afecta a nivel de la piel, huesos,
pulmédn y otras visceras, pero con marcado
tropismo por el sistema nervioso central
(1,2,3). C. neoformans es una levadura de
5 - 20 um que se multiplica por gemacion y
posee una capsula polisacarida que le
confiere patogenicidad, por proteger al
hongo de la fagocitosis (4,5). El estado
perfecto o telemorfo de C. neoformanses el
basidiomicete Filobasidiella neoformans, y
presenta dos variedades, C.neoformans
variedad neoformans (serotipos Ay D) y
C.neoformans variedad gattii (serotipos By
C), que se diferencian tanto desde el punto
de vista patogénico, de distribucién
geografica y bioquimica que hacen posible
suidentificacion (6,7).

Los factores que hacen a C. neoformans
patbgeno puede ser dividido en dos
grandes grupos. El primero comprende las
caracteristicas basicas que necesita para
establecer una infeccién y sobrevivir en el
huésped humano como son la presencia de
una capsula polisacarida, habilidad para
producir melanina (accion de la
feniloxidasa) y crecimiento a 37 °C. El
segundo incluye caracteristicas que
pueden contribuir a su virulencia como la
secrecion de proteinasas, fosfolipasa
extracelular, ureasa y producciéon de
manitol (3,8,9).

La capsula tiene caracteristicas
antifagociticas por bloquear los efectos
opsonicos del complemento y la accion de
los anticuerpos anticriptococicos,
igualmente la capsula interfiere con el
proceso de la presentaciéon de los
antigenos que inducen la proliferacién de la
células Ty la produccion de interleucinas 2
y delinterferon gama (4,10).

La criptococosis se adquiere por inhalacion
de las levaduras dispersas en el medio
ambiente, lo que hace que el aparato
respiratorio sea el érgano de choque, en
individuos inmunocompetentes la infecciéon
pulmonar primaria suele ser asintomatica 6
producir una infeccién respiratoria similar a
la influenza, producir a veces
expectoracion con estrias sanguinolentas

siendo el cuadro mas frecuente el nédulo
pulmonar solitario, que simula un
carcinoma, también produce una
neumonia sintomatica que se caracteriza
por infiltrados pulmonares difusos (11). En
los pacientes inmunocomprometidos las
levaduras pueden multiplicarse vy
diseminarse desde los pulmones a otras
partes del cuerpo, pero con preferencia al
SNC para producir meningoencefalitis
criptococécica, cuyos sintomas suelen
consistir en cefaleas, fiebre que se
prolonga varias semanas, rigidezonodela
nuca, deficiencias neuroldgicas vy
alteraciones a nivel de la conciencia
(11,12).

Actualmente se piensa que la
morfopatologia de la lesién se relaciona
con el estado de los mecanismos de
defensa tanto celulares como humorales (
7,8). En individuos normales los linfocitos
CD4" inducen la formacion de células
gigantes multinucleadas alrededor de los
criptococos, confinandolos en el sitio de
infeccion; en el individuo
dnmunocomprometido, estas células CD4"
disminuyen y el hongo vence las defensas
del huésped, se disemina por via
Ithematbgena y va al sistema nervioso
central, una vez que ha penetrado la
1ibarrera hematoencefalica y contaminado el
liquido cefalorraquideo se disemina por
Aodo el cerebro ( 6,8).

En el encéfalo, la criptococosis que
Bproduce meni_ngitis, meningoencefalitis,
granulomas (criptococoma), que adoptan a
veces la forma de una masa cerebral
expansiva y abscesos que provocan
deficiencias neurologicas focales (1,13). A
nivel pulmonar puede haber infiltracion en
la parte inferior del pulmén, siendo las
manifestaciones radiolégicas multiples, en
algunos casos infiltracion en parches o
signos de neumonitis intersticial y en otros,
lesiones focales unicas (1,13). En algunos
estudios el C. neoformans ha sido
encontrado en el 90% de autopsias de
cerebro, médula espinal o meninges, y
aproximadamente en el 10% en otras
visceras como rifién, adrenales, prostata,
0jo, tracto urinario, hueso, y piel con o sin
meningitis (8).
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Cuando el Cryptococcus llega a los
alvéolos pulmonares se desencadena una
respuesta de la inmunidad celular y
humoral del huésped (4). La defensa del
huésped contra este patdégeno es regulada
por la inmunidad mediada por células y las
células T CD4" juegan un rol central en la
limitacidén de la infeccidn, y el balance entre
las citocinas Th1 y Th2 influencian
marcadamente el resultado de la infeccion.
La predominancia de la sintesis de Th1
sobre Th2 protege contra la infeccion,
mientras que la infeccién es exacerbada
bajoladominanciade Th2 (14,15).

La respuesta humoral estd dada por la
produccién de anticuerpos  dirigidos
contra el glucoronoxilomanano (GMX) de la
capsula los cuales pueden opsonizar a los
Cryptococcus convirtiéndose en los gatillos
de los mecanismos de citotoxicidad
anticuerpodependiente (8). Estos
anticuerpos se detectan al inicio de la
infeccion, pero con el progreso de la
enfermedad hay una rapida multiplicacion
de células de levaduras con la produccion
de grandes cantidades de antigeno
capsular que neutraliza al anticuerpo
(15).El diagnoéstico clinico de la
criptococosis es dificil, ya que las formas de
presentacién son inespecificas, por lo que
el diagnoéstico definitivo es el
microbioldégico, para lo cual debe
seleccionarse la muestra adecuada,
segun el foco de infeccién. Realizandose
tincion negativa con tinta china o nigrosina,
con mucicarmin de Mayer, cultivo e
identificacion por pruebas bioquimicas,
pruebas inmunolodgicas para deteccion del
antigeno capsular o de anticuerpos,
diagnéstico molecular e histopatologia
(1,11).

Entre las pruebas inmunologicas para la
deteccion de antigeno capsular de C.
neoformans se encuentran la prueba de
aglutinacion en lamina (LA test), y prueba
de ELISA con anticuerpos monoclonales.
Dentro de las pruebas inmunoldgicas para
detectar anticuerpos anti C. neoformans
tenemos inmunofluorescencia indirecta y
aglutinacién en tubo (8,16). La
criptococosis tiene una distribucién
mundial, pero su prevalencia real se

desconoce debido a la ausencia de
pruebas serologicas fiables. Anteriormente
era una enfermedad rara que afectaba a
pacientes con alguna enfermedad que
producia alteracion de la inmunidad celular
y en la actualidad es la micosis sistémica
mas frecuente en los pacientes
inmunosuprimidos como en el SIDA (4). Sin
embargo, un gran numero de meningitis
criptococésica se producen en pacientes
sin anomalias inmunoldgicas ni
metabdlicas de base (4).

En el Peru y en nuestro medio todos los
casos reportados y estudiados de
criptococosis estan relacionados con
pacientes que presentan SIDA (17,18,19).
En el estudio realizado por Rodriguez y
Trigoso (1992) encontraron que el 28,5%
de muertes de pacientes con SIDA en el
Hospital Daniel Alcides Carrion se debié a
la criptococosis; sin embargo, dado a que
se ha encontrado la existencia saprofitica y
la alta patogenicidad de este hongo,
constituye una amenaza tanto para nifnosy
adultos inmunocompetentes. Siendo pocos
los trabajos de investigacion realizados con
C. neoformans a nivel de laboratorio,
dentro de estos tenemos el estudio
realizado por Canelo y cols (1999), sobre la
determinacion de la variedad de C.
neoformans aislado de un paciente con
SIDAYy el estudio realizado por Rea (1995)
sobre el efecto antimicético del aceite de
Alliun sativum en la criptococosis inducida
en Mus musculus var albinus, sin embargo
no existen investigaciones para evaluar las
alteraciones histopatologicas y los niveles
de anticuerpos en la criptococosis inducida
en Mus musculus BALB/c (18,20,21).

El presente estudio tuvo los siguientes
objetivos: Evaluar las alteraciones
histopatologicas, evaluar los niveles de Ig
G mediante la prueba de ELISA y
determinar la relacibn que existe entre
estos, en la Criptococosis inducida en Mus
musculus BALB/c a diferentes tiempos de
infeccion.
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MATERIALY METODOS

Material Biolégico:

?45 especimenes de Mus musculus
(BALB/c) de ambos sexos, 45 dias de
nacidos y 25 g de peso, obtenidos del
bioterio de la Univ.P..Cayetano Heredia

# Cultivo de Cryptococcus neoformans,
obtenido del Laboratorio del Hospital
Regional Docente de Trujillo.

Métodos:

Determinacion de la especie de C.
neoformans:C. neoformans fue
confirmada mediante las siguientes
pruebas:

Crecimiento en Agar Sabouraud a
temperatura ambiente.

Crecimiento en medio selectivo para C.
neoformans propuesto por Shields Ajello y
Staib Seeling modificado por Arellano,
presencia de capsula; de ureasa;
asimilacién de KNOG3; desarrollo en agar
sabouraud a 37 ° C; patogenicidad:
Inoculacién intracraneal en ratones (Anexo
Fig.2)(1,22,21,23).

Distribucion del material bioloégico

Se verificd que los ratones se encuentran
libres de infeccion por C. neoformans,
mediante la prueba de tincién negativa con
nigrosina en muestras de cerebro y
pulmones de 5 ratones seleccionados al
azar. Luego a los 40 ratones restantes se
les distribuyé en dos grupos: Un grupo
experimental y un grupo control
seleccionados al azar, manteniéndose en
las mismas condiciones de alimentacion.
Grupo experimental: Conformado por 20
ratones distribuidos en cuatro subgrupos de
5 ratones cada uno, seleccionados al azar.
Para evaluar el dafo hiostopatologico y la
presencia de IgG especificoalos 10, 15, 20,
y 25 dias de infeccién.

Grupo control:  Conformado por 20
ratones distribuidos en cuatro subgrupos de
5 ratones cada uno, correspondiente a los
dias 10, 15, 20 y 25 tal como fueron
evaluados los ratones del grupo
experimental.

Preparacion del inéculo : Se prepar6 a
partir de un cultivo de C. neoformans en

Agar Sabouraud incubado a 37 °C durante
72 horas, al cabo de los cuales fueron
cosechados con SSF estéril, hasta obtener
una turbidez semejante al tubo 3 del
Nefelometro de Mac Farland (21).
Inoculacion: A cada uno de los ratones del
grupo experimental se les inocul6 0.5 mL
de la suspensién de Cryptococcus
neoformans por viaintraperitoneal (Anexo,
Fig. 3); y a los ratones del grupo control se
les inoculé 0.5 mL de SSF por via
intraperitoneal.
Evaluacion : A cada uno de los grupos que
correspondieron a los dias 10, 15, 20y 25
después de inoculados se los evalu6 en
base a:
1. Determinacion de niveles de
inmunoglobulinas G (Ig G)
2.0btencion de Suero: Se extrajo sangre
por puncién cardiaca de los ratones
previamente anestesiados con cloroformo
(Anexo, Fig. 4). El suero fue obtenido por
centrifugacion a 3 000 rpm por 20 minutos.
3.Deteccion y determinaciéon de los
titulos de IgG anticriptococosico: La
deteccion y determinacién de los titulos de
IgG anticriptococésico tanto del grupo
experimental como del grupo control se
realizé mediante la prueba de ELISA.
Grupo Experimental:
Para la deteccion y determinacion de los
titulos de IgG se siguid el siguiente
protocolo.
Obtencion del antigeno
Se realiz6 una suspension densa de
Cryptococcus neoformans en formol al 5 %,
y luego se le aplicé tratamiento térmico a 56
°C durante 30 minutos. Luego se centrifugo
a 2 500 rpm durante 10 minutos, se eliminé
el sobrenadante y se obtuvo el sedimento
(Kaufmany cols, 1994).
Sensibilizacion de laplaca
Preparacion del antigeno
A partir del sedimento obtenido en el paso
anterior, se realiz6 una suspension en
buffer carbonato-bicarbonato 0,2M pH 9,8
aunaconcentracion semejante al tubo N° 1
del Nefeldmetro de Mac Farland.
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Sensibilizacion de la placa

Se distribuy6 100 L de la suspension de Ag
en cada pocillo de la placa de ELISA. Se
recubrié la placa con una hoja autoadherible
y se incubo a 37 °C durante 2 horas. Se dejo
en incubacion a 4°C para facilitar la
adherencia de los antigenos al poliestireno.
Lavado de los pocillos

Luego se elimind la solucion sensibilizante y
selavd 1 vezcon PBS.

Bloqueo de las zonas reactivas de la placa

a) Cada uno de los pocillos de la placa
fue saturado con 100 L de una solucién de
gelatina al 0,5 % y se incubé a 37 °C
durante 30 minutos.

Lavado de los pocillos

Se descarto la solucion bloqueadora y se
enjuagd 3 veces con PBS-tween 20 al
0,1%, cada lavado con un tiempo de cinco
minutos y en agitacion constante.

Preparacion de los sueros

Apartir de los sueros correspondientes a los
10, 15, 20 y 25 dias de infeccion se prepard
diluciones (1, 1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80/
1/160, 1/320, 1/640, 1/1280) en PBS-tween-
gelatina

Se distribuy6 100 L de cada dilucién en los
pocillos

Los dos ultimos pocillos de cada hilera
corresponden a control positivo (suero de
ratén a los 20 dias de infeccion) y control
negativo (suero de ratén no infectado)

Se cubrié la placa con una hoja
autoadherible y se incub6 a 37 °C durante 1-
2 horas.

Se lavd las placas 5 veces con PBS-
tween_20al0,1%

Deteccion del complejo Antigeno-Anticuerpo
Se distribuyd 100 L de la solucién al 1/100
del conjugado anti Ig G de ratén-enzima
(fosfatasa alcalina) en PBS-tween-gelatina
Se cubri6 la placa e incubé a 37 °C durante
1-2 horas

Selavélaplaca 5 veces con PBS-tween_20
Se distribuy6o 100 L del sustrato
(paranitrofenilfosfato PNP disuelto en buffer
glicina 9,8)

Seincubd durante 10 a 30 minutos

Se detuvo la reaccion con 50 ul de NaOH
3N
Serealizé lalectura.

Grupo Control

Para la deteccion y determinacion de los
titulos de IgG anticriptococosico del grupo
control se siguié el mismo procedimiento
que para el grupo experimental, siendo los
pasos A, B, C, y E similares, variando el
pasoD.

D. Preparacion de los sueros

a) A partir de los sueros correspondientes a
los ratones no infectados en los dias 10, 15,
20,y 25, se preparo diluciones (1, 1/5, 1/10,
1/20, 1/40, 1/80/ 1/160, 1/320, 1/640,
1/1280) en PBS-tween-gelatina. Se
distribuyé 100 L de cada dilucion en los
pocillos. Los dos ultimos pocillos de cada
hilera corresponden a control positivo
(suero de raton a los 20 dias de infeccion) y
control negativo (suero de ratéon sin
infeccion). Se cubrié la placa con una hoja
autoadherible y se incub6 a 37 °C durante 1-
2 horas. Se lavé las placas 5 veces con
PBS-tween_20al0,1%.

Estudio histopatolégico

Luego de extraer la sangre por puncién
cardiaca, se sacrificaron y disectaron los
ratones y se extrajeron los siguientes
organos: Pulmén, higado, bazo, riidn y
encéfalo. Se realizo una evaluacion
macroscédpica y luego se toméd una muestra
para sembrar en agar Sabouraud y agar BHI
y para observacidn microscopica con
nigrosina al 10% (Anexo, Fig. 2y 5), elresto
fue fijado con formol al 10% para realizar
cortes histolégicos vy coloracion
Hematoxilina eosina (HE), la evaluacion de
las alteraciones histopatoldgicas fue
realizada por un médico patélogo. Toda la
experiencia fue realizada bajo estrictas
medidas de bioseguridad (Anexo, Fig. 6).
Tratamiento estadistico

Se realiz6 el analisis estadistico mediante
las pruebas de correlacion de Pearson y la
prueba Chi cuadrado. Se us6 el paquete
estadistico SPSS versién 10.1.
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RESULTADOS

C. neoformans se confirmé por su
morfologia y crecimiento en Agar sabouraud
a T° ambiental y a 37 °C; producir ureasa, no
asimilar el nitrato de potasio y matar al ratdén
luego de la inoculacion intracraneal y
presentar capsula (Anexo, Fig. 1).

En la evaluacién macroscopica de
encéfalo, pulmén, bazo, higado y rifidn
(Tabla 1, 2, 3, y 4) se encontré6 que en
relacion a los érganos del grupo control, los
o6rganos de los ratones del grupo
experimental presentaron cambios tales
como: Aumento de tamano de encéfalo,
pulmén, bazo, higado y rifidn, se observo
hepatomegalia y esplenomegalia (Fig. 1),
cambios de color, hemorragia y abscesos en
rifndn e higado (Fig. 2).

Las alteraciones en encéfalo
tenemos: Infiltrado inflamatorio crénico (Fig.
4), hiperemia (Fig. 5), colonias de
Cryptococcus (Fig. 6); en pulmén: Zonas
hemorragicas (Fig. 8), granuloma (Fig. 9),
tejido con abundantes Cryptococcus con
gran capsula (Fig. 10); en bazo tenemos:
Hiperplasia de megacarioblastos (Fig. 12),
capsula engrosada con Cryptococcus (Fig.
13) y células reticulares con material
fagocitado (Fig. 14); en higado tenemos
granuloma y necrosis (Fig. 16) y en rifidn
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Cryptococcus en zona perirrenal (Fig. 17),
estas alteraciones se compararon con
cortes histoldégicos de los 6rganos de los
ratones del grupo control (Fig. 3,7, 11,y 15).

La tabla 9 muestra el grado de
infeccion de los diferentes 6rganos en
relacion al tiempo de infeccion con
Cryptococcus neoformans. No se
detectaron IgG anticriptococésico en los
ratones del grupo control (Tabla 10 y Fig. 23
y 24)y enlos ratones del grupo experimental
fueron detectados a los 10, 15, 20 y 25 dias
de infeccion, encontrandose titulos de 80,
320, 160 y 160 respectivamente (Tabla 10y
Fig. 23 y 25), demostrando un maximo a los
15 dias de infeccién con C. neoformans y
luego disminuye a partir de los 20 dias.

Se realiz6 la prueba de correlacion
de Pearson y se encontré que es altamente
significativo, con un nivel de significancia del
0,01, es decir, que el tamano esta en
relacién con el tiempo de infeccion (Anexo,
Tabla 2). Y se empled la prueba de Chi
cuadrado para determinar la relacién de
dependencia entre los niveles de alteracién
histopatologica y los niveles de Ig G, se
encontr6 que existe dependencia entre
estos (Anexo Tabla 3).

TABLA 1. Parametros evaluados en el estudio macroscopico de encéfalo, pulmones, bazo, higado y rifidn
de Mus musculus BALB/c alos 10 dias de infeccion con Cryptococcus neoformans.

Organos
Pardmetros Encéfalo Pulmdn Bazo Higado Rifién
C E C E E C E C E
Tamafio en 1 1 1,5 1,7 1,7 2,0 25 25 09 1,0
longitud
(cm)
Color Crema Crema Blanco Blanco Rojo Rojo Rojo Rojo Rojo Rojo
brillante  brillante rojizo vinosO  vinosO  vin0sSO  vin0sSO  Vin0sO  vinos
o}
Hemorragias - - - Si - - - - -
Abscesos - - - - - - Si - -

C =Grupo control
E = Grupo experimental
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TABLA 2. Parametros evaluados en el estudio macroscépico de encéfalo, pulmones, bazo, higado y
rindn de Mus musculus BALB/c a los 15 dias de infeccion con Cryptococcus neoformans.

Organos
Parametros Encéfalo Pulmdn Bazo Higado Rifion

Cc E Cc E C E C E C E
tamarfio en 1 1 1,5 1,9 1,7 22 25 3,0 0,9 1,2
(cm)
Color Crema Crema Blanco Blanco Rojo Rojo Rojo Rojo Rojo Rojo

brillante  rojizo rojizo VINOSO  VINOSO  vin0sSO  vin0SO  VinosO  vinoso
Hemorragias - Si - Si - Si - Si - Si
Abscesos - - - - - - - S - -

C =Grupo control
E = Grupo experimental

TABLA 3. Parametros evaluados en el estudio macroscépico de encéfalo, pulmones, bazo, higado, y
rindn de Mus musculus BALB/c alos 20 dias de infeccion con Cryptococcus neoformans.

Organos
Pardmetros  Encéfalo Pulmén Bazo Higado Rifdn
C E C E Cc E C E C E
Tamafio en 1 1,2 15 2,0 1,7 22 25 3,0 0,9 1,2
longitud
(cm)
Color Crema Crema Blanco Crema Rojo Rojo Rojo Rojo Rojo Rojo
brillante  rgjizo rojizo  vinosoO OSCUr0  ViNnOSO OSCUr0  ViNOSO  OSCUro
Hemorragias - Si - Si - Si - Si - Si
Abscesos - - - - - - - Si - Si

C =Grupo control
E = Grupo experimental

TABLA 4. Parametros evaluados en el estudio macroscépico de encéfalo, pulmones, bazo, higado, y
rindn de Mus musculus BALB/c a los 25 dias de infeccion con Cryptococcus neoformans.

Organos
Parametros  Encéfalo Pulmén Bazo Higado Rifi6n
C E C E C E C E C E
Tamafio en 1 1,5 1,5 2,5 1,7 2,5 2,5 3,5 0,9 1,2
longitud
(cm)
Color Crema Crema Blanco Crema Rojo Rojo Rojo Rojo Rojo Rojo
brillante rojizo rojizo vinOSO 0SCUro VvinosoO OSCUuro Vinoso o0scuro
Hemorragias - Si - Si - Si - Si - Si
Abscesos - - - - - - - Si* ) Si

C =Grupo control
E = Grupo experimental
*=Numerosos abscesos.
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FIG. 1. Aumento de tamafo del bazo (esplenogegalia) de
Mus musculus BALB/c alos 10 (b), 15 (c), 20 (d), y 25(e) dias
de infeccion con C. neoformans comparado con uno no
infectado (a)

a e

TABLA 5. Alteraciones histopatolégicas de encéfalo, pulmoén,
bazo, higado y rifidn de Mus musculus BALB/c a los 10 dias
de infeccién con Cryptococcus neoformans.

ORGANOS ALTERACIONES

ENCEFALO
MENINGES Infiltracion inflamatoria cronica
CEREBRO Edema de parénquima de corteza cerebral

- Zonas de hemorragias, acimulo de Cryptococcus en
PULMON el vértice de los Iobulos
Infiltracién inflamatoria cronica
- Tendencia a formar granulomas

BAZO Hiperplasia de nédulos linfaticos y de megacarioblastos
HIGADO Algunos focos de necrosis
RINON Tejido adiposo perirrenal con hemorragia, necrosis

de corteza subcapsular.

TABLA 7. Alteraciones histopatolégicas de encéfalo, pulmoén,
bazo, higado y rifion de Mus musculus BALB/c a los 20 dias de

ORGANOS ALTERACIONES
ENCEFALO
Hiperemia, infiltracion inflamatoria cronica, infiltracion cronica
MENINGES granulomatosa.
CEREBRO Edema, hiperemia en corteza cerebral, necrosis y
hemorragia, abundantes Cryptococcus
PULMON Zonas con infiltracion inflamatoria cronica, abundantes
Cryptococcus

Capsula engrosada con infiltracion inflamatoria crénica,
BAZO a de Cr) . hiperplasia en nédulos linfaticos.

Miltiples focos de necrosis, grueso;

s tabiques fibrosos con
HIGADO ia cronica, abundantes Cry

RINON Capsula engrosada con infiltracion inflamatoria crénica,
necrosis en  parénquima  subcapsular, abundantes
Cryptococcus.

FIG. 5. Corte histolégico de encéfalo de Mus
musculus BALB/c infectado con C. Neoformans

FIG 2. Higado de Mus musculus BALB/c mostrando los
abscesos (flechas) a los 25 dias de infeccion con C.
Neoformans.

TABLA 6. Alteraciones histopatolégicas de encéfalo, pulmon,
bazo, higado y rifidn de Mus musculus BALB/c alos 15 dias de
infeccion con Cryptococcus neoformans.

ORGANOS ALTERACIONES

ENCEFALO
MENINGES Hiperemia, infiltracién inflamatoria crénica con algunos Cryptococcus.
CEREBRO Necrosis en parénquima de corteza cerebral, hemorragia, colonia de

Cryptococcus en forma bilateral.

PULMON Densa infiltracién inflamatoria crénica en alvéolos e intersticio,
abundante Cryptococcus en ganglios hiliares.

BAZO Necrosis en parénquima, hiperplasia de megacarioblastos,
proliferacion de linfocitos y i con material i
Algunos focos de necrosis, infil ion i ia cronica, iaa
HIGADO formar i d pil i i
acumulo de Cryptococcus.
- Necrosis en parénqui corti . infiltracio
RINON inflamatoria cronica en capsula y presencia de Cryptococcus.

TABLA 8. Alteraciones histopatologicas de encéfalo,
pulmén, bazo, higado y rifidn de Mus musculus BALB/c a los

ORGANOS LESIONES
ENCEFALO
MENINGES Hiperemia, infiltracion inflamatoria crénica, aumento de fibroblastos y
Cryptococcus.
CEREBRO Infiltracion inflamatoria crénica perivascular, abundantes
Cryptococcus.
PULMON Zonas con infi 0 ia cronica
Cryptococcus.
Capsula engrosada, hiperplasia de nédulos linfaticos, tejido
BAZO i con Cr
HIGADO Multiples focos de necrosis e infiltracion inflamatoria cronica,
tendencia a formar granulomas, gruesos tabiques, abundantes
Cryptococcus.
RINON Tejido adiposo y capsula con infiltracién inflamatoria cronica, necrosis

en parénquima, necrosis en médula, abundantes Cryptococcus.

FIG. 6. Corte histolégico de encéfalo de Mus musculus
BALB/c infectado con C. neoformans mostrando: C =
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FIG. 7. Corte histolégico de pulméon de Mus musculus
BALB/c no infectado con C. neoformans. Coloracion
H.E. 40X

FIG. 9. Corte histolégico de pulmén de Mus musculus BALB/c

infectado con C. neoformans, mostrando: Granuloma.
Coloracion H.E. 40 X

FIG. 11. Corte histolégico de bazo de Mus musculus
BALB/c no infectado con C. neoformans. Coloracién
H.E.40X

FIG. 13. Corte histolégico de bazo de Mus musculus
BALBI/c infectado con C. neoformans, mostrando
capsula engrosada con Cryptococcus. Coloracion
H.E. 40 X

FIG. 8. Corte histolégico de pulmén de Mus musculus
BALB/c infectado con C. neoformans; mostrando ZH: zona
hemorragica. Coloracién H.E. 40 X.

FIG. 10. Corte histolégico de pulmén de Mus musculus
BALB/c mostrando: Cn: C. neoformans con una gran
capsula. Coloracion H.E. 100X

FIG. 12. Corte histolégico de bazo de Mus musculus
BALB/c infectado con C. neoformans, mostrando
Hiperplasia de megacarioblastos. Coloracion H.E.

Fig. 14. Corte histolégico de bazo de Mus musculus
BALB/c con C. neoformans, células reticulares con

material fagocitado en su citoplasma. Coloracion
H.E. 100 X
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FIG. 15. Corte histolégico de higado de Mus musculus
BALB/c no infectado con C. neoformans. Coloracién
H.E.40X.

FIG. 17. Corte histolégico de rifion de Mus musculus
BALB/c infectado con C. neoformans, mostrando al
hongo encapsulado a nivel de tejido adiposo
perirrenal. Coloraciéon H.E. 40X.

FIG: 18. Corte histologico de encéfalo de Mus
musculus BALB/c no infectado con C. neoformans.
Coloracién H.E. 40 X.

FIG. 20. Corte histolégico de encéfalo de Mus
musculus BALB/c infectado con C. neoformans,
mostrando el grado de infecciéon (++) a los 15 dias
de infeccion. Coloracion H.E. 100X.
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FIG. 16. Corte histolégico de higado de Mus
musculus BALB/c infectando con C. neoformans,
mostrando: N: necrosis; G: granuloma. Coloracion
H.E. 40 X.

TABLA 9. Grado de infeccién de los diferentes 6rganos
en relacion al tiempo de infeccién en la criptococosis
inducida en Mus musculus BALB/c.

ORGANOS

DIAS ENCEFALO PULMON BAZO HIGADO  RINON
0

10 + + + +

15 ++ ++ + ++ +

20 +++ ++ ++ +++ ++

25 +++ +++ +++ +++ +++

1 10 levaduras por
campo: +

10 20 levaduras por
campo: ++

FIG. 19. Corte histolégico de encéfalo de Mus
musculus BALB/c infectado con C. Neoformans,

FIG. 21. Corte histolégico de encéfalo de Mus
musculus BALB/c infectado con C. neoformans,
mostrando el grado de infeccion (+++) a los 20 dias

(] 9 k o
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TABLA 10. Titulo de Ig G anti Cryptococcus
neoformans en el grupo control y grupo
experimental de Mus musculus BALB/c en

TITULO

GRUPO 10 2 40 80 160 320 640

CONTROL

EXPERIVENTAL
10DIAS +

15DIAS +
20 DiAS +

25DIAS +

FIG. 24. Determinacién del titulo de Ig G
anticriptococoésico a diferentes diluciones, a partir de
sueros obtenidos de Mus musculus BALB/c del grupo
control, mediante la prueba de ELISA.

DISCUSION

C. neoformans en humanos puede causar
lesiones variadas desde micosis
superficiales hasta micosis profundas de
gran variedad. Se presentan lesiones en
piel, pulmones, mucosas, riflones, higado,
cerebro y meninges (4,11).
Macroscopicamente, se distinguen dos
clases de lesiones principalmente: Focos
de tamafno variable que presentan aspecto
gelatinoso, se observan masas mucoides
sobre todo en las leptomeninges, pero
también pueden encontrarse en el encéfalo
y en otros 6rganos. En esta clase de
lesiones se presentan numerosas células
fungicas; Granulomas y focos nodulares
que alcanzan varios centimetros de
didmetro y que son de aspecto tumoral. En

FIG. 23. Titulo de Ig G anti C. neoformans en los
ratones del grupo control (A) y del grupo experimental
(B) de Mus musculus BALB/c en relacion al tiempo de

infecciéon, mediante la prueba de ELISA.
350
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FIG: 25. Determinacién del titulo de Ig G
anticriptococosico a diferentes diluciones, a partir de
sueros obtenidos de Mus musculus BALB/c del grupo
experimental a diferentes tiempos de infeccion con
Cryptococcus neoformans. Mediante la prueba de
ELISA.
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focos grandes se llaman criptococomas . En
estos nodulos, de color grisaceo-
blanquecino, las células fungicas son mas
bien escasas (4). Microscdpicamente se
observan: Una proliferacion histiocitaria o
una reaccion celular mas bien escasa o
poco caracteristica a nivel de las lesiones
macroscopicamente gelatinosas y de
aspecto mucoide que tienen numerosas
células capsuladas. Una reaccién
granulomatosa en los focos sélidos o
nodulares con pocos hongos . En estos
focos pueden formarse tubérculos que no
se distinguen de los granulomas que se ven
en la tuberculosis (26,27). C. neoformans
es patdgeno para el ratébn (Mus musculus
BALB/c).
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Si se inyecta por via intraperitoneal produce
masas gelatinosas en el mesenterio y en el
cerebro y ocasiona la muerte de los animales
en304semanas(1,27).

Esto concuerda con
lo observado en la presente investigacion, en
la que se observé cambios macroscopicos en
encéfalo, pulmones, bazo, y rifiones, tal
como se describe en las Tablas 1, 2, 3, y 4.
Estos cambios como aumento de tamano,
pueden deberse a la produccion de masas
gelatinosas en los 6rganos, sin embargo, el
cambio de tamafio en encéfalo y pulmones
es minimo (Tablas 1, 2,y 3) y segun Gutiérrez
(2000), se debe a que hay ocupacion de los
espacios por parte de los Cryptococcus,
observandose en estos 6rganos solo cambio
de consistencia y cambio de color. El cambio
de color a un tono rojizo hemorragico
presentado en el encéfalo puede deberse a
que se presentan hemorragias debido al
aumento de la presion intracraneana. En
relacion a la presencia de abscesos estos se
deben a la acumulacién y/o establecimiento
delhongo (27).

El cambio de color a
un tono mas oscuro observado en higado y
bazo, no concuerda con lo reportado por Rea
(1995) quien describe que en la
cryptococosis experimental en ratones, estos
o6rganos se vuelven hipocrémicos. Las
alteraciones histopatolégicas que se
muestran en las Tablas 5, 6, 7, y 8
observadas en los ratones del grupo
experimental son semejantes a las
reportadas para cryptococosis humana. Asi
tenemos que en casos humanos se presenta
un proceso infecciosos granulomatoso con
escasas células gigantes multifocal en
pulmén, bazo, meninges y tejido nervioso
con abundantes levaduras rodeadas de un
halo mucoide (3).

Gutiérrez (2000), y Pérez y Carrasco (2000)
afirman que la reaccion inflamatoria en esta
infeccion es variable de unos pacientes a
otros. Y si se presenta respuesta inflamatoria
pueden participar células multinucleadas
gigantes (con decenas de Cryptococcus
fagocitados), macréfagos (con o sin
fagocitosis de elementos micéticos),
linfocitos, células plasmaticas y leucocitos
neutréfilos que tipicamente son poco

P&gina 103

numerosos ya que salvo en los abscesos, las
lesiones no suelen ser supurativas, lo que
concuerda con los resultados obtenidos en
los que se observa reaccion inflamatoria de
tipo crénica y tipo crénica granulomatosa
(28).

La tabla 9 muestra el grado de infeccion de
acuerdo al nimero de levaduras por campo,
presentes en los diferentes érganos; En el
cual se observa que al inicio de la infeccién
hay pocas levaduras en cada 6rgano, pero
estas van aumentado a medida que
transcurre el tiempo de infeccion, a los 25
dias estd completamente invadido por la
levadura, esto a pesar que no se utilizd
ningun inmunosupresor.Esto podria ocurrir
porque la cantidad de levaduras vence la
resistencia natural del huésped y la invade
completamente, resultando en micosis
sistémica, o porque los productos que
constituyen la capsula
(glucuronoxilomanano y galactoxilomanano)
previenen la migracién de los leucocitos a los
sitios de inflamacién aguda, inducen
supresion de los linfocitos Ty supresién de la
respuesta de los anticuerpos anticriptococos
(8), y segun Kawahami, C. neoformans
infecta los pulmones a través de la via aérea
y causa lesiones granulomatosas, que
previenen la diseminacién del
microorganismo fuera de los sitios de
infeccién primaria. Sin embargo, la infeccion
puede diseminarse via hematdégena al
sistema nervioso central y que la defensa del
huésped contra este patdgeno fungico es
regulado por inmunidad mediada por células
y las células CD4 y T juegan un rol central en
la limitacion de la infeccién. El balance entre
citocinas Th1y Th2 influye marcadamente en
el resultado de la infeccion, la sintesis
predominante de citosina Th1 sobre Th2
protege a los ratones contra esta infeccion,
mientras que la infeccidén es exacerbada bajo
la dominancia de Th2 y ademas propone el
rol de las NKT (Células T Natural Killer) en la
respuesta contra la infeccién criptococica.La
virulencia de C. neoformans depende en
parte de la capsula polisacarida. Las
interrelaciones que puedan existir entre la
virulencia del hongo y las caracteristicas de
la capsula con la respuesta inflamatoria
tisular que provoca, deben encontrarse
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modificados por el estado de
inmunodeficiencia del huésped y ademas el
suero humano normal inhibe el crecimiento
de C. neoformans y la encapsulacién viene
a representar la expresion de una forma de
resistencia (12,28).Esto concuerda con lo
observado en nuestra experiencia ya que a
los ratones no se les administré ningun
inmunosupresor, y se observdé una
considerable capsula en los diferentes
6rganos infectados.
Se observa un mayor dafio al encéfalo, lo
que coincide con la literatura, lo cual se
explica por la ausencia de factores
anticriptococdésicos solubles y de activacion
del complemento en el LCR, la escasa
respuesta inflamatoria en el encéfalo y los
altos niveles de dopamina dentro del SNC
que favorecen la infeccion en este nivel (3).
En relacion a la
produccién de anticuerpos Mendoza y Arias
(1999); Rose y cols (1993) sostienen que
durante la infeccién criptococécica los
anticuerpos no son formados, pero si se
producen lo hacen en bajos titulos y pueden
opsonizar los criptococos, convirtiéndose en
los gatillos de mecanismos de citotoxicidad
dependiente de anticuerpos. El nivel de IgG
en ratones del grupo experimental fue
mayor a los 15 dias (titulo 320) y luego
disminuyd a 160 a los 20 y 25 dias (Figuras
22y24).
-Esto concuerda con Rose y cols (1983),
quienes afirman que al principio del curso de
Ja criptococosis, las pruebas serologicas
demostraron anticuerpos pero no antigenos.
Con el progreso de la enfermedad, hay una
9rélpida multiplicacién de las células de
levaduras, con gran produccién de antigeno
capsular que neutraliza al anticuerpo.
Ademas concuerda con Parra y cols (2001)
quienes trabajando con modelos murinos,
encontraron en cepas de ratones BALB/c y

CONCLUSIONES

El C. Neoformans en Mus musculus BALB/C
produce criptococosis sistémica con
compromiso de encéfalo, pulmones, bazo,
higado, rifiones, pancreas y ganglios
linfaticos, cuyos cambios macroscépicos y
alteraciones histopatoldégicas varian en
relacion altiempo de infeccién.

ratones C57BL/6 similar respuesta. Estos
hallazgos difieren con Chinchilla (2002) que
encontré una mayor producciéon de Ig G alos
8 dias de infeccion y disminuye en el dia 13.

En la presente
investigacion se encontré que la relaciéon
entre las alteraciones histopatologicas y los
niveles de Ig G es inversa, mientras mayor
es el dafio histologico (Tabla 5, 6, 7,y 8) y
mayor la cantidad de levaduras (Tabla 9) son
menores los niveles de Ig G. Por lo tanto
mientras mayor es el tiempo de infeccién
transcurrida, los niveles de Ig G van
disminuyendo. Este conocimiento adquiere
importancia en el diagnéstico de la
criptococosis. La prueba de ELISA es una
propuesta para la deteccion temprana de
anticuerpos de tipo Ig G contra la capsula
(glucoronoxilomanano o GXM), tal como lo
reportan  Parra y cols (2001) en su
investigacion con modelos murinos. Esto en
comparacion con el estudio realizado por
Lépez y Castafon-Olivares (1996) que
reportan la deteccién y cuantificacién del
antigeno criptococécico como prueba
sensible (83,3 %) pero que no se puede
correlacionar clinicamente (29).

Ademas, por la
importancia de esta enfermedad es
necesario aumentar las oportunidades
diagnésticas, razoén por la cual se propuso

2Implementar el presente estudio con el
objeto de relacionar el dafio histopatoldgico
élos niveles de IgG en Mus musculus
’BALB/c empleandose la prueba de ELISA
para la deteccion y determinacion de los
2%itulos de IgG, en la cual se fij6 a la placa
como antigeno al hongo capsulado de
naturaleza polisacarida a diferencia de otros
procedimientos de la prueba de ELISA que
fija antigeno soluble y de naturaleza
proteica.

C. neoformans induce la produccién de
anticuerpos Ig G en Mus musculus BALB/C,
obteniéndose un maximo a los 15 dias y
disminuyendo el alos 20 dias de infeccidn.

A mayor tiempo de infeccién las alteraciones
histopatologicos son mayores y los niveles
de Ig G disminuyen.
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FIG. 1. Pruebas para la determinacion de Cryptococcus neoformans a)Cultivo en FIG. 2. Cryptococcus neoformans, mostrando gran capsula en muestras de
Agar sabouraud a temperatura ambiente: Positivo; b) a 37 °C: Positivo  ¢) Cultivo encéfalo de Mus musculus BALB/c infectados (prueba de patogenicidad).
en Agar Urea: produce ureasa; d) Cultivo en Caldo Nitrato de Potasio: Negativo; e)
Cultivo en Agar Shields Ajello y Staibseeling modificado por Arellano: Forma
colonias pardas f) Cultivo en placa de Agar Sabouraud: Forma colonias mucosas y
cremas.

TIEMPO DE

ESTUDIO PULMON ENCEFALO BAZO HIGADO RINON
TIEMPO DE .
ESTUDIO Correlacion Pearson 1,000 0,991 0,795 0,078 0,901 ,919
Sig. (2 colas) . 0,001 0,108 0,004 0,037 0,027
N 5 5 5 5 5 5
PULMON Correlacion Pearson 0,991** 1,000 0,836 0,985 0,951 0,916
Sig. (2 colas) 0,001 . 0,078 0,002 0,013 0,029
N 5 5 5 5 5 5
ENCEFALO Correlacién Pearson 0,795 0,836 1,000 0,797 0,873 0,565
Sig. (2 colas) 0,108 0,078 . 0,106 0,053 0,321
N 5 5 5 5 5 5
BAZO Correlacién Pearson 0,978** 0,985 0,797 1,000 0,932 0,899
Sig. (2 colas) 0,004 0,002 0,106 . 0,021 0,038
N 5 5 5 5 5 5
HIG AD O Correlacién Pearson 0,901* 0,951 0,873 0,932 1,000 0,845
Sig. (2 colas) 0,037 0,013 0,053 0,021 . 0,071
N 5 5 5 5 5 5
RIN O N Correlacién Pearson 0,919* 0,916 0,565 0,899 0,845 1,000
Sig. (2 colas) 0,027 0,029 0,321 0,038 0,071

N 5 5 5 5 5 5




