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La via inhalatoria de infeccion en el raton
y su relevancia en la dilucidacion de la patogenia
de algunas micosis profundas

Analisis de estudios pioneros realizados en Uruguay

Dr. Ismael A. Conti Diaz"

Resumen

El conocimiento de las posibles puertas de entrada al organismo de agentes infecciosos es
fundamental, entre otras cosas, para la adopcion de las medidas profilacticas mads adecuadas
en cada caso. Las micosis y en especial las profundas sistémicas, por su intrinseca gravedad,
no escapan a esta norma.

En el caso de la puerta de entrada pulmonar se recurrio clasicamente y en primer lugar a la
clinica acompanada de estudios paraclinicos como la radiologia y las pruebas cutaneas de
hipersensibilidad retardada con los antigenos correspondientes.

Por su parte, las investigaciones experimentales en animales de laboratorio han sido
reconocidas como herramientas relevantes en el mismo sentido.

El presente trabajo lleva a cabo un encare de conjunto de experimentos realizados en ratones
en Uruguay para investigar la viabilidad de la puerta de entrada respiratoria en la
paracoccidioidomicosis, criptococosis y esporotricosis. Esos estudios, pioneros en la materia,
han resultado importantes para la aceptacion hoy dia por todos los autores de la via de
entrada pulmonar habitual tanto en la criptococosis como en la paracoccidioidomicosis, asi
como de la posibilidad de la misma en casos de esporotricosis pulmonar seguidos muchas
veces de generalizacion hemadtica.
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Introduccién

El conocimiento preciso de la llegada y posibles puertas
de entrada de los agentes etioldgicos en las enfermeda-
des infecciosas del hombre asi como del exacto mecanis-
mo de transmision en cada caso resulta de relevancia fun-
damental para la determinacion de su patogenia y epide-
miologia y naturalmente para la instauracion de las medi-
das preventivas mas adecuadas en tiempo y forma.

Recordamos las enfermedades de origen enddgeno y
factible penetracion tisular a través de las mucosas
(actinomicosis, candidiasis), las transmitidas por alimen-
tos con puerta de entrada digestiva, la puerta de entrada
inhalatoria pulmonar a punto de partida exdgeno en tan-
tas micosis, enfermedades viricas y bacterianas, la via de
entrada cutaneo-mucosa a través de microtraumatismos
de diverso origen, de deyecciones o picaduras de insec-
tos, acaros, etcétera; del contacto intimo sexual, de inyec-
ciones contaminadas, mordeduras de animales, etcétera;
la via de entrada transfusional en tantas afecciones, tan
importante como prevenible, la via congénita o connatal,
etcétera. Bien sabido es, ademas, que muchas enfermeda-
des infecciosas pueden ser adquiridas ciertamente a tra-
vés de mas de un mecanismo de transmision, por ejemplo,
enfermedad de Chagas, toxoplasmosis, sifilis, VIH-sida,
etcétera.

En el caso de las micosis profundas sistémicas, la gra-
vedad potencial inherente a las mismas asigna al conoci-
miento preciso de la puerta de entrada habitual de los
correspondientes gérmenes responsables una importan-
cia fundamental.

Dentro de ellas, la coccidioidomicosis producida por
Coccidioides immitis en primer término y luego la histo-
plasmosis clasica por Histoplasma capsulatum, fueron
las primeras en las que la puerta de entrada respiratoria
fue sospechada y aceptada universalmente gracias a la
elevadisima frecuencia de lesiones pulmonares asintoma-
ticas benignas acompafiadas de reacciones cutaneas po-
sitivas a los respectivos antigenos (coccidioidina e histo-
plasmina). En tal sentido, los trabajos de Dickson y Gifford
de fines de la década de 1930 en la coccidioidomicosis™, y
los de Christie® y Palmer®, de mediados de la década de
1940, fueron ciertamente pioneros en tal sentido.

En otras micosis profundas sistémicas, como la
paracoccidioidomicosis (ex blastomicosis sudamericana)
producida por Paracoccidioides brasiliensis (P.b.) o la
criptococosis provocada por la levadura Cryptococcus
neoformans (C.n.), la demostracion experimental definiti-
va en animales de laboratorio de aquella puerta de entrada
como la principal y habitual en el hombre y vertebrados
llevo ciertamente mas tiempo.

En ambas enfermedades la obra de la escuela uruguaya
de micologia resulté fundamental en la dilucidacion del tema.
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Pero también estudios realizados en el Instituto de Hi-
giene de Montevideo resultaron confirmatorios de la po-
sibilidad de la puerta de entrada pulmonar experimental en
la esporotricosis.

Hoy dia se acepta sin duda la habitual via inhalatoria
pulmonar de infeccion tanto en la criptococosis® como
en la paracoccidioidomicosis®®, asi como la posibilidad de
la via respiratoria en casos de esporotricosis pulmonar y
visceral®. Llama la atencion la frecuente falta de mencion
en las publicaciones cientificas referidas a los trabajos
experimentales originales confirmatorios.

Este trabajo tiene por objetivo principal exponer y co-
mentar tales antecedentes en las enfermedades mencio-
nadas.

Paracoccidioidomicosis

Estudios demostrativos de la existencia de formas
subclinicas de la infeccién paracoccidididica y de formas
pulmonares benignas

Hasta no hace muchos afios atras la creencia generalizada
era que la enfermedad comenzaba a nivel de la mucosa
bucal con lesiones primarias a ese nivel luego de micro-
traumatismos provocados por uso de trozos de vegetales
como mondadientes o por la masticacion de vegetales con-
taminados con el agente etiologico. También a nivel anal
como consecuencia del empleo de hojas vegetales para el
aseo de la region luego de la defecacion. Tales lesiones
constituian y constituyen hoy dia el motivo de consulta
habitual de los pacientes. Mackinnon, en nuestro medio,
sospechd a comienzos de la década de 1950 que aquellas
ideas deberian ser erréneas y que, por el contrario, las
lesiones mucosas, motivo habitual de consulta de los pa-
cientes, deberian ser muy probablemente secundarias a
una generalizacion a punto de partida pulmonar luego de
infecciones subclinicas muchisimo mas frecuentes.

Para demostrar su hipdtesis prosiguio estudios pione-
ros de autores brasilefios”® sobre pruebas cutaneas en
poblaciones con el antigeno de Paracoccidioides brasi-
liensis denominado por ellos paracoccidioidina, que de-
mostraban la existencia de formas subclinicas de la infec-
cion. Mackinnon confirmo la existencia de reactores cuta-
neos positivos en personas (particularmente lefiadores
de montes indigenas) totalmente asintomaticas, es decir
de formas subclinicas de la infeccion mediante el empleo
de una paracoccidioidina perfectamente estandarizada en
animales de laboratorio y considerada por ello altamente
especifica cuando era usada en diluciones apropiadas®.
Estos estudios fueron luego confirmados en nuestro me-
dio por Hounie y Artagaveytia-Allende'” y por Lacaz y
colaboradores en Brasil en 1959, Estos tltimos autores
llamaron la atencion sobre la presencia de lesiones pulmo-
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nares en algunos pacientes reactores a la paracoccidioidi-
na, considerandolas formas pulmonares iniciales de la en-
fermedad, coincidiendo plenamente asi con las ideas de
Mackinnon'?,

La puerta de entrada pulmonar y su demostracién
experimental

Faltaba demostrar experimentalmente la puerta de entrada
pulmonar en animales de laboratorio. En 1957, Mackinnon
sugirié al autor de este trabajo intentar la infeccion de
ratones por via intranasal con Cryptococcus neoformans,
agente de la criptococosis humana tan importante hoy dia
como causa directa de muerte en sidoticos, especialmen-
te. Los resultados ciertamente exitosos representaron una
contribucion pionera en la materia. Como insistiremos mas
adelante, el método fue utilizado luego y hasta el presente
por numerosos autores con diferentes finalidades, inclu-
yendo las farmacoldgicas de prueba de eficacia de dro-
gas(319),

Al afio siguiente, Mackinnon emple6 el procedimiento
de la instilacion nasal en ratones obteniendo lesiones
pulmonares seguidas de adenopatias regionales y gene-
ralizacion a visceras y musculos3-17,

En 1964, o sea pocos afos después, autores brasile-
flos reconocian ampliamente los estudios referidos con
estas palabras: “Mackinnon e col. temdem a admitir a
possibilidade da porta de entrada pulmonar, la capacidade
das lesoes pulmonares produzirem metastasis secunda-
rias e finalmente a occorrencia de lesoes metastaticas
orofaringeas. E de ver a importancia destas constatacoes
que levam a invertir o conceito destas ultimas, quasse
sempre consideradas pelos clinicos, muito logicamente
alias, como primitivas”. (Prof. Dr. Ramos e Silva, en Hospi-
tal, 1964; 65: 53).

Confirmacion de la observacion princeps de Mackinnon
de la puerta de entrada respiratoria experimental,
por parte de otros autores

En 1976, es decir 17 afios después del trabajo pionero de
Mackinnon"”, Restrepo y Guzman, en Colombia, confir-
maron sus resultados al instilar aleuriosporos de P.
brasiliensis en ratones tratados con cortisona. El 38% de
los animales desarroll6 lesiones pulmonares y 14% pre-
sento lesiones en bazo e higado!'®.

Posteriormente, en 1984, Brummer, Restrepo y colabo-
radores!"” desarrollaron un modelo experimental de para-
coccidioidomicosis en ratones obteniendo formas agu-
das pulmonares mortales y también cronicas con diferen-
tes dosis de la fase levaduriforme del hongo. En otro inte-
resante trabajo de 1987, McWeen y colaboradores®” lo-
graron también una paracoccidioidomicosis pulmonar en
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ratones luego de la inhalacion de conidios (aleuriospo-
ros), demostrando su transformacion en elementos leva-
duriformes con posterior diseminacion hematica y linfati-
ca de la infeccion.

En resumen, el trabajo pionero de Mackinnon fue am-
pliamente confirmado por otros investigadores de renom-
bre. Muy curiosamente, en textos de reconocida solven-
cia, como el de Conant y colaboradores de 19729, los
conceptos primitivos ahora considerados perimidos se-
guian manteniéndose como posibles. En textos editados
mas tarde, como el de Rippon de 1990, ya la primoinfec-
cioén pulmonar por via inhalatoria no se discute.

Obtencion de lesiones cutdneo-mucosas periféricas en la
paracoccidioidomicosis experimental

Para probar el hecho de que las lesiones orofaringeas en
el hombre, motivo corriente de consulta de los pacientes,
no eran en realidad primarias sino secundarias a una ge-
neralizacion hematica de la infeccion, se llevaron a cabo
experiencias en cobayos y en congjos.

En 1959, Conti Diaz y colaboradores obtuvieron nu-
merosas lesiones alrededor del hocico, parpados, orejas,
periné y region perianal, riquisimas en parasitos, ademas
de lesiones en ojos y testiculos, en cobayos y conejos
inoculados por via intracardiaca con la fase levaduriforme
de P, brasiliensis. Las lesiones viscerales eran ciertamente
escasas®.

Mackinnon sospechd inmediatamente que la peculiar
distribucion lesional observada en los animales podria
tener que ver con la temperatura de las areas afectadas y
no afectadas. Para demostrarlo se efectuaron nuevas ex-
periencias en cobayos que demostraron fehacientemente
que las lesiones observadas se localizaban solamente en
regiones periféricas del cuerpo enfriadas por la tempera-
tura ambiente cuando ésta era baja, creandose de ese modo
condiciones indispensables para la sobrevida y multipli-
cacion del hongo. Por detalles de estas experiencias con-
sultar las publicaciones originales®*¥,

Esta profusa y profunda investigacion de laboratorio
sobre la patogenia de la paracoccidioidomicosis, guiada
por Mackinnon, creemos que no ha merecido hasta el pre-
sente el analisis detallado y la consideracién merecida®).

Criptococosis

Como ya fuera dicho, se trata de una micosis profunda
sistémica de distribucion ecuménica y naturaleza oportu-
nistica, producida por la levadura Cryptococcus neofor-
mans con una clara afinidad por el sistema nervioso cen-
tral, de relevancia enorme sobre todo luego del adveni-
miento del VIH-sida como causa directa de muerte de mu-
chos pacientes. Esta considerada en cuarto lugar luego
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de la citomegalovirosis, pneumocistosis por Pneumocystis
carinii y micobacteriosis por Mycobacterium avium
intracellulare como infeccion capaz de provocar el falleci-
miento de pacientes sidoticos®.

Para comienzos de la década de 1950 ya se sostenia la
posibilidad cierta de la puerta de entrada respiratoria como
la habitual en el hombre en base sobre todo a argumentos
clinicos y patolégicos: frecuencia de la criptococosis pul-
monar primaria y de formas respiratorias leves en sujetos
con meningitis por C.n.; hallazgo de lesiones residuales
pulmonares en estudios necropsicos sistematicosV.

Experimentos pioneros de Fremann y Weidman de 1923
demostraban la posibilidad de la puerta de entrada nasal
en el cobayo con incluso generalizacion a visceras, entre
otras, el cerebro, mientras que tanto Cox y Tolhurst como
Wade y Stevenson habian tenido dificultad y fracasos
para infectar ratones por via nasal®.

Como ya fue expresado, en 1958 inoculamos ratones
por via intranasal con una gota de suspension de cultivo
de C.n. en solucion fisiologica, obteniéndose el desarro-
llo de criptococosis generalizada a varias visceras en 50%
de los animales inoculados. Con suspensiones diluidas
del in6culo se logré infectar solo los pulmones que serian
asi las primeras visceras afectadas en la enfermedad expe-
rimental™. De este modo se demostro, sin duda alguna, la
posibilidad de la via inhalatoria de infeccion en la enfer-
medad en cuestion hoy dia universalmente aceptada. Nues-
tros resultados fueron confirmados luego por Ritter y Larsh
en 1963 y por Smith y colaboradores en 1964, ambos estu-
dios realizados en Estados Unidos®%”,

Es muy curioso que, a pesar de su importancia como
experiencias confirmatorias de indole patogénica proban-
do la puerta de entrada pulmonar en la enfermedad, no se
haga ninguna referencia a estos trabajos originales en tex-
tos médicos publicados con posterioridad®2".

Esporotricosis (“enfermedad de las mulitas en el Uruguay ”)

Como deciamos, es la micosis profunda mas frecuente en
Uruguay, esencialmente dermo-hipodérmica, con puerta
de entrada habitual en la piel, penetrando su agente
Sporothrix schenckii a través de soluciones de continui-
dad de la misma producidos generalmente por vegetales
contaminados. En Uruguay —y muy curiosamente—, 80,5%
de los casos se infectan mediante araiazos de armadillos
durante la caceria de los mismos®®®2%,

Las formas pulmonares puras simulando a veces la
tuberculosis y las diseminadas de origen hematogeno con
localizacion posible en mucosas, articulaciones, 0jos, sis-
tema nervioso central, piel, en multiples visceras, etcétera,
mucho menos frecuentes que las primitivamente cutaneas,
son conocidas desde la publicacion sefiera de Beurmann
y Gougerot de 191269,
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Laposibilidad de la via broncopulmonar en un modelo
animal fue demostrada por primera vez por Sethi y colabo-
radores al provocar una infeccion generalizada en ratones
por instilacion nasal de la fase levaduriforme de S.
schenckii®".

Con el fin de reproducir en lo posible las probables
condiciones naturales de contaminacion pulmonar en el
hombre, intentamos la infeccion de ratones con conidios
pigmentados liberados de la fase micelial, es decir la fase
normalmente infectante en la naturaleza del agente etiolo-
gico. Para ello se emplearon maderas artificialmente culti-
vadas en el laboratorio con el patdgeno y luego suspendi-
das dentro del matraz de un aparato inhalador de vidrio
ideado por Piggott y Emmons, especialmente disefiado a
tales efectos. Se logro cultivar S. schenckii en dos de 20
animales expuestos, a partir de pulmén en uno y de higa-
do y bazo en el otro, comprobandose asi, por primera vez,
la posibilidad, aunque con dificultad, de la via inhalatoria
de infeccion en esta enfermedad en animales expuestos a
la fase miceliana del agente®?.

Rippon, en su libro de 1990, sostiene la existencia en
la literatura de alrededor de 150 casos de esporotricosis
pulmonar primaria secundarios a la inhalacion de conidios
con, en alguno de ellos, diseminacion a otras visceras. Si
bien cita nuestro trabajo experimental en la bibliografia no
realiza, empero, comentario alguno sobre el mismo. Agre-
gamos que un reciente trabajo de Schubach y colabora-
dores® admite también la via inhalatoria de conidios en
la esporotricosis del gato, amén de la inoculacion trauma-
tica.

Summary

Knowing what potential access infectious agents have to
the body is essential to, among other things, adopt the
most suitable prophylactic measures in every case. This
undoubtedly applies to mycoses, and especially deep
systemic mycoses, given their severity. In the case of pul-
monary entrance door the study included the classical
clinical examination, as well as paraclinical studies such
as radiology and skin tests of retarded hypersensitivity
with the corresponding antigens.

Similarly, it has been acknowledged that experimental
research in laboratory animals constitutes a relevant tool
for making progress in the field. This study comprises a
number of experiments carried out in Uruguay, where mice
were used in order to investigate the feasibility of pulmo-
nary entrance door for paracoccidioidomycosis (PCM),
cryptococcosis and sporothricosis. These studies, pio-
neers in the field, have been of paramount importance for
authors to accept that pulmonary entrance door is usual
in both cryptococcosis and paracoccidioidomycosis, as it
can also be a potential entrance door in cases of pulmo-
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nary sporothricosis, which are often followed by hematic
generalization.

Résumé

La connaissance des possibles portes d’entrée a 1’orga-
nisme d’agents infecticux est fondamentale, entre autres,
pour adopter de mesures prophylactiques plus adéquates
a chaque cas. Les mycoses, surtout les profondes systé-
miques, étant donnée leur gravité implicite, n’y échappent
pas. En ce qui concerne la porte d’entrée pulmonaire, on a
eu recours en premier lieu a la clinique, accompagnée
d’études para cliniques telles que la radiologie et les tests
cutanés d’hypersensibilité retardée avec les antigénes
correspondants.

D’autre part, les recherches expérimentales chez des
animaux de laboratoire ont été reconnues en tant qu’outils
de grande valeur. Ce travail envisage un ensemble
d’expériments réalisés chez des souris en Uruguay, dans
le but de décerner la viabilité de la porte d’entrée
respiratoire a la paracoccidioidomycosis, cryptococcose
et sporotrichoses. Ces études, les premiéres dans la matiére,
ont été importantes pour ’acceptation actuelle de la part
de tous les auteurs de la voie d’entrée pulmonaire
habituelle, soit pour la cryptococcose soit pour la
paracoccidioimycosis, ainsi que la possibilité de la méme
entrée pour des cas de sporotrichose pulmonaire souvent
suivis de généralisation hématique.

Resumo

O conhecimento das possiveis portas de entrada ao orga-
nismo de agentes infecciosos ¢ fundamental, entre outras
razoes, para a adog@o de medidas profilaticas adequadas
a cada caso.As micoses, especialmente as sistémicas pro-
fundas ndo fogem a essa regra.

Quando a porta de entrada é pulmonar a abordagem
classica € arealizagdo de exame clinico com exames comple-
mentares como a radiologia e as provas cutaneas de hiper-
sensibilidade retardada com os respectivos antigenos.

Por outro lado, as pesquisas experimentais com animais
de laboratério sdo reconhecidas como ferramentas de
relevancia.

Neste trabalho se observaram experimentos realizados
com camundongos para investigar a viabilidade da porta
de entrada respiratdria na paracoccidioidomicose, na
criptococose e na esporotricose. Estes estudos, pioneiros,
foram importantes para a aceitag@o da via de entrada pul-
monar tanto na criptococose como na paracoccidioido-
micose, ¢ também da possibilidade de essa mesma porta
de entrada na esporotricose pulmonar, muitas vezes
acompanhada de sistematizacdo hematica.
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