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1. RESUMEN

La coccidioidomicosis es una infeccion mic6tica respiratoria con
diseminacién sistémica ocasional. La coccidioidomicosis diseminada es
considerada una enfermedad multifacética. En la medicina, la coccidioidomicosis
diseminada se incluye dentro de un grupo de enfermedades infecciosas que se han
referido como los grandes imitadores. En muchos casos, las neoplasias malignas se
incluyen en el diagnéstico presuntivo. En medicina veterinaria, la
coccidioidomicosis diseminada es comun en perros. Sin embargo, a pesar de ser un
dilema diagnéstico, coccidioidomicosis diseminada es subestimada y con
frecuencia no se incluye en los diferenciales, incluso en zonas endémicas. En este
trabajo se incluye un total de 688 biopsias remitidas, de las cuales se recopilaron
469 neoplasias y ademds 4 casos en especial de lesiones que fueron sospechosas de
neoplasia, sin embargo, fueron causadas por Coccidioides spp. €l cual, produce
lesiones granulomatosas que crearon sospechas de neoplasias en cada caso durante

el periodo enero 2010 hasta marzo 2016.

Abstract - Coccidioidomycosis is a respiratory fungal infection with
occasional systemic dissemination. The disseminated coccidioidomycosis 1is
considered a multifaceted disease. In medicine, disseminated coccidioidomycosis
is included within a group of infectious diseases that have been referred as the great
imitators. In many cases, malignancies are included in the presumptive diagnosis.
In veterinary medicine, disseminated coccidioidomycosis is common in dogs.
Nonetheless, despite of being a diagnostic dilemma, disseminated
coccidioidomycosis is underestimated and frequently not included into
differentials, even in endemic zones. A total of 688 biopsies were included in this
study, of which 469 neoplasms were collected and 4 cases of lesions that were
suspected to be neoplasia, however, were caused by Coccidioides spp. Which
produces granulomatous lesions that created suspicions of neoplasms in each case

during the period January 2010 to March 2016.



2. INTRODUCCION

La coccidioidomicosis es wuna infeccidbn micdtica respiratoria con
diseminacién sistémica ocasional. La coccidioidomicosis diseminada es
considerada una enfermedad multifacética. Esta enfermedad es ocasionada por
Coccidioides spp. el cual es un hongo dimoérfico que habita en suelos de regiones
con clima cdlido, drido y desértico en el Hemisferio Occidental, la mayoria en el
suroeste de EE.UU. y el norte de México (Llop-Hernandez et al., 2001; Carpenter
et al., 2010; Guimaraes et al., 2013).

También se le conoce con el nombre de “Fiebre de Valle” (Hirschmann, 2007;
Johnson et al., 2014; Mitchell et al., 2015), 1a infeccién lo causa la forma saproéfita,
del hongo llamada artroconidia que al diseminarse en el aire e introducirse al
hospedero a través de las vias respiratorias, llegan a bronquiolos terminales y
alveolos y comienzan un crecimiento y desarrollo hasta formar estructuras mayores
denominadas esférulas, las cuales en su interior desarrollan diminutas estructuras
conocidas como endoesporas que al romperse la esférula se diseminan y cada
endoespora forma una nueva esférula (Hirschmann, 2007; Deus, 2009; Ramirez-

Romero et al., 2015)

Por lo general el sistema inmune retiene ésta infeccion a nivel pulmonar, sin
embargo, en algunos casos como método de defensa el hongo produce una
inflamacion granulomatosa que se le ha denominado “coccidioidoma” (Sanchez-
Hernandez er al., 2015), la cual es asintomatica, alrededor del 1-5% de los casos,
sobre todo en pacientes inmunocomprometidos se desarrolla una infeccién
diseminada a través de via hematogena y/o linfatica (Carpenter et al., 2010),
presenta especial predileccion por infectar la piel y tejidos adyacentes, incluso
infecta otros 6rganos como higado, rifién, bazo (Hirschmann, 2007; Deus, 2009;

Brown et al., 2013), en algunas ocasiones causa también lesiones cardiacas y



oculares (Shubitz and Dial, 2005); aunque no es comun la infeccién en hueso en
humanos (Arora et al., 2012), en perros presenta cierta predileccion por éste tejido

(Shubitz and Dial, 2005; Ramirez-Romero et al., 2015).

En la medicina, la coccidioidomicosis diseminada se incluye dentro de un
grupo de enfermedades infecciosas que se han denominado como los grandes
imitadores. En muchos casos, las neoplasias malignas se incluyen en la el
diagndstico presuntivo (Hirschmann, 2007). Sin embargo, a pesar de ser un dilema
su diagndstico, la coccidioidomicosis diseminada es subestimada y con frecuencia

no se incluye en los diferenciales, incluso en zonas endémicas.

Las neoplasias son sumamente relevantes tanto en la medicina como en
medicina veterinaria. Incluso hoy en dia que se emplean métodos moleculares para
el diagnostico, la patologia es irremplazable para el diagndstico de las neoplasias
(J. Withrow and M. Vail, 2007; Rosai, 2007). La interpretaciéon de laminillas sin

duda es el método mds util y preciso para el diagndstico de las neoplasias.

Las neoplasias deben diferenciarse de otros aumentos de volumen tisulares
mediante estudio citohistolégico, andlisis que permite ademds caracterizar el
comportamiento biolégico benigno o maligno, constituyendo un complemento
fundamental a estudios hematoldgicos, seroldgicos, radiograficos, incluso de
microscopia electrénica, citoenzimoldgicos e inmunohistoquimicos (Ildefonso-

Cruz, 1997).



El médico se apoya en el patélogo para determinar un mejor diagndstico en
cuanto a neoplasias (Ildefonso-Cruz, 1997; Rosai, 2007). Por otra parte, la
histopatologia se ha sefialado como una herramienta de gran utilidad, la cual puede
orientar en caso de una presuncién equivocada como en el caso de las lesiones de
tipo neoplasia causadas en la coccidioidomicosis diseminada (Caraway et al., 2003;

Rosai, 2007).



2.1. Objetivo General

Caracterizar histopatolégicamente las lesiones con diagndstico presuntivo de
neoplasia de biopsias remitidas a patologia, las cuales sean ocasionadas

verdaderamente por coccidioidomicosis diseminada.

2.2. Objetivos Particulares

e (lasificar y determinar aquellas lesiones remitidas con sospecha de neoplasia,

que en histopatologia correspondan a coccidioidomicosis diseminada.

e Determinar la neoplasia de mayor frecuencia, asi como el sistema con mayor

presencia de neoplasias.

e Determinar las especies de Coccidioides (C. immitis ylo C. posadasii)
involucradas en cada caso, mediante ensayos de PCR punto final a partir de

tejidos Fijados en Formalina Embebidos en Parafina (FFPE).

2.3. Hipotesis

Las lesiones ocasionadas por coccidioidomicosis diseminada generan

confusidn en el diagnéstico originando sospecha de neoplasia por parte del clinico.

2.4. Justificacion

La coccidioidomicosis diseminada produce lesiones proliferativas similares a
neoplasias, éste tipo de lesiones generan conflicto en el diagndstico puesto que rara
vez se toma en cuenta a Coccidioides spp. como agente causal, a pesar de que

Nuevo Le6én ha sido reportado como una zona de alta endemicidad.



3. LITERATURA REVISADA

3.1. Coccidioidomicosis

Esta enfermedad es considerada una de las micosis sistémicas mads
antiguamente reportadas y se considera una de las enfermedades fungicas mas
altamente infectivas (Posadas, 1892; Garcia-Garcia et al., 2015), también es
conocida con el nombre de “Fiebre de Valle”, debido a que un sitio altamente
endémico y donde se diagnosticé por primera vez fue en el Valle de San Joaquin en
California (Baptista and Riquelme, 2007; Negroni, 2008), la infeccién lo causa la
forma saprdfita, del hongo Coccidioides spp. llamada artroconidia, las cuales son
conidias septadas y articuladas que al desarticularse se diseminan a través del aire
y se introducen al hospedero a través de las vias respiratorias, llegan a bronquiolos
y alveolos terminales y comienzan su crecimiento y desarrollo hasta formar
estructuras mayores denominadas esférulas, estas estructuras pueden variar en un
didmetro desde 20 a 100um, las cuales en su interior desarrollan diminutas
estructuras conocidas como endoesporas que miden desde 2 a Spm, que al romperse
la esférula se diseminan y cada endoespora comienza un nuevo desarrollo hasta
lograr formar una nueva esférula y asi continua con este ciclo dentro del organismo

(Wolbach, 1904; Shubitz and Dial, 2005; Deus, 2009; Johnson et al., 2014).

3.1.1. Descubrimiento de la Coccidioidomicosis

Alejandro Posadas (1892) report6 por primera vez la coccidioidomicosis al
tratar a un soldado el cual presentaba una historia clinica recurrente de neoplasias,
Posadas, con el apoyo del patdlogo Robert Wernicke, describieron a un parésito
desconocido que era similar a especies del orden Coccidia pertenecientes al reino
Protozoa; Este agente por su similitud con las Coccidias fue denominado

Coccidioides immitis. Sin embargo, no fue hasta 1900 que fue descrita su verdadera



naturaleza y se le denominé dentro del reino Fungi puesto que al ser sometido a
cultivo se observo un crecimiento de la misma forma que la mayoria de los hongos,

de un color blanquecino de forma algodonosa.

Hasta ahora se han reportado dos especies causantes de la coccidioidomicosis,
Coccidioides immitis, el cual es principalmente endémica de California, por lo cual
a menudo es referida como la cepa californiana y Coccidioides posadasii, esta
especie se encuentra mayormente en Arizona y se le refiere como la cepa no-

californiana para distinguirsele de C. immitis (Aviles-Salas, 2007; Negroni, 2008).

3.1.2. Distribucion Geogrdfica de la Coccidioidomicosis

La coccidioidomicosis es una infecciéon micdtica primariamente pulmonar
con diseminacion sistémica ocasional. La coccidioidomicosis diseminada es
considerada una enfermedad multifacética. Esta enfermedad es ocasionada por
Coccidioides spp. €l cual es un hongo dimorfico que habita en suelos (Gautam et
al., 2013), a no més de 30cm. (Hector et al., 2011) de profundidad de regiones con
clima cdlido, arido y desérticos cuyo promedio de precipitacién anual es menor a
los 500 mm. Y altitud es menor a los 800 metros sobre el nivel del mar en el
Hemisferio Occidental, la mayoria en el suroeste de EE.UU. y el norte de México

(Galgiani, 1993; Lopes-Colombo et al., 2011).

3.1.3. Importancia de Coccidioides spp. como agente infectivo

En la medicina, la coccidioidomicosis diseminada se incluye dentro de un
grupo de enfermedades infecciosas que se han denominado como los “grandes
imitadores”. En muchos casos, las neoplasias se incluyen en dentro del diagndstico
presuntivo. Sin embargo, a pesar de ser un dilema su diagndstico, la

coccidioidomicosis diseminada es subestimada y con frecuencia no se incluye en



los diagnésticos diferenciales, incluso en zonas endémicas (Crum, 2005; Chen et

al., 2010; Ramirez-Romero et al., 2015)

La coccidioidomicosis es una enfermedad que presenta signos muy generales
y nada especificos, que van desde fiebres recurrentes, tos, estornudos, hasta pérdida
de peso progresiva, emaciacion generalizada entre otros (Shubitz and Dial, 2005;
Chen et al., 2010). En una etapa inicial el hongo se establece en pulmén a nivel de
alveolos terminales, donde puede ser contenido por el mismo organismo y algunas
veces produce granulomas denominados “coccidioidomas” (Polesky et al., 1999;
Sénchez-Hernandez et al., 2015), sin embargo, en ciertos casos el hongo se
disemina de forma sistémica a través de via hematdgena y/o linfética hacia diversos
organos de igual manera produciendo lesiones poco caracteristicas y que pudieran
verse enmascaradas al igual que los signos con diversas enfermedades, entre las que
destacan tuberculosis, dermatitis (Gaidici and Saubolle, 2009), osteomielitis,
lesiones por otros hongos como Blastomyces (Parker et al., 2013), Paracoccidioides
(de Farias et al., 2011) e incluso por algunas algas como Chlorella (Quigley et al.,
2009) y Prototheca (Vince et al., 2014), sin embargo, se asocia mds frecuentemente
y en mayor cantidad de érganos con neoplasias por su crecimiento y tipo de
inflamacion, produciendo granulomas que llegan a ulcerarse y crecen de forma

irregular (Guarner and Brandt, 2011).

3.2. Neoplasias

Ildefonso (1997) define una neoplasia como “un proceso patoldgico
caracterizado por una excesiva proliferacion celular indefinida e independiente de
los mecanismos de control inhibitorios normales. Este nuevo crecimiento celular
determina la formacion de un aumento de volumen, clinicamente conocido como
tumor o masa, con velocidades de crecimiento intra e interneoplasico variables, de

los que depende el comportamiento biologico benigno o maligno de las neoplasias™.



Las neoplasias carecen completamente de finalidad alguna, incluso, de
acuerdo al grado de diferenciacion, las células neopldsicas pueden conservar su
funcién bioquimica original o adquirir nuevas funciones (Ildefonso-Cruz, 1997).
Esta caracteristica determina algunos de los diversos signos y/o sindromes
paraneoplasicos asociados con este tipo de trastornos, que incluso en ocasiones
conllevan un mayor riesgo para el paciente que el propio proceso neopldsico como

tal (Ziller-Ortiz, 2004; Rowell et al., 2011; de Vivero et al., 2013).

3.2.1. Neoplasias en el Perro

Las lesiones neopldsicas son de gran importancia dentro de la medicina,
puesto en la medicina veterinaria de pequenas especies. El perro puede presentar
una gran variedad de lesiones neopldsicas en sus diferentes sistemas corporales
(tegumentario, musculoesquelético, linfoide, etc.). Los signos que se presentan en
el perro son muy variables, sin embargo, si se logra diagnosticar oportunamente y
se tratan temprana y adecuadamente, el prondstico suele ser muy favorable

(Ildefonso-Cruz, 1997; Dobson et al., 2002; Carpio-Aleman et al., 2013).

Los perros son un excelente modelo para el estudio de las neoplasias, ya que
ellos presentan este tipo de padecimiento de forma natural, al igual que los
humanos. Histolégicamente, las neoplasias se presentan de forma similar en ambas
especies, inclusive ambos responden de manera similar a los tratamientos, aunque
por lo general esta enfermedad se presenta de forma mds agresiva en perros, no se

ha determinado si en verdad, es mas agresiva que en humanos (Rowell ez al., 2011).

La incidencia de neoplasias en perros es desconocida, sin embargo, algunos
autores han estimado que aproximadamente uno de cada 10 perros desarrollard una
lesion de tipo neoplésica a lo largo de su vida natural (de Vivero et al., 2013). Los

perros, al igual que los humanos y otros animales son susceptibles a padecer este



tipo de alteraciones, aunque, este tipo de lesiones presentan biologia y
comportamiento similar, incluso mismas aberraciones genéticas tanto en el perro
como en el humano (Rowell et al., 2011), las neoplasias en perros son mas
frecuentes que en el humano (Meuten, 2002), un ejemplo de esto es el osteosarcoma
(OSA), el cual se ha reportado una incidencia 20 veces mayor en perros que en

humanos (Rowell et al., 2011).

En caninos, las neoplasias de origen epitelial son las de mayor presencia, entre
los cuales destacan la piel es, que es el 6rgano més afectado por éste tipo de lesiones
(Mendonga-Bellei et al., 2006; Dennis et al., 2011), seguido por la glandula
mamaria (Kelsey et al., 1998; Ziller-Ortiz, 2004). Ademas, el mastocitoma es una
neoplasia maligna de origen mesenquimal (Wu and Hochman, 2009; Carpio-
Alemén et al., 2013), ésta es la neoplasia de piel mds comuin en perros adultos
mayores a 5 afios de edad (Ildefonso-Cruz, 1997; Dobson et al., 2002; Dobson,
2013; Eleni et al., 2014).

En el humano, las neoplasias de glandula mamaria son la neoplasia mas
frecuente, seguida por carcinomas de pulmén, intestino y prdstata, aunque estas
ultimas no son comunes en el perro, las neoplasias de glandula mamaria se

encuentran entre las més frecuentes en esta especie (Dobson et al., 2002).

3.2.2. Neoplasias y la Importancia en el Diagndstico

La pérdida de peso y caquexia son otros signos asociados al padecimiento de
las neoplasias, estos se atribuyen al activo y continuo metabolismo de la neoplasia,
la cual disminuye la disponibilidad de ciertos metabolitos para el huésped, ademas
de que su actividad enzimdtica es interferida la mayoria de las veces por los
metabolitos neopldsicos circulantes, ademds de la anorexia asociada y

modificaciones en la absorcion intestinal. La emaciacion extrema, la cual es comun
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en humanos, es raramente observada en los animales, esto debido a que muchos
pacientes son eutanasiados en fases tempranas de la enfermedad y no alcanzan a
desarrollar las fases criticas (Larizza et al., 2005; Shubitz and Dial, 2005;

Graupmann-Kuzma et al., 2008).

Las neoplasias en el perro, tienen ademds algunos aspectos relevantes, ya
que existe una creciente relacion afectiva entre las personas y sus mascotas (perros
y gatos principalmente), esto se relaciona con una mejor relacién del médico
veterinario con el duefio de la mascota; ademads, al recibir atencién por parte del
veterinario, los perros alcanzan edades mds avanzadas, en las cuales las neoplasias
son mds frecuentes, inclusive, existen mayores posibilidades para la realizacion de
exdmenes citolégicos e histopatologicos(Ildefonso-Cruz, 1997; J. Withrow and M.
Vail, 2007), ademds de un aumento del interés en el estudio de este tipo de
padecimientos, lo que conlleva a la necesidad de un mayor nimero de especialistas
para su diagndstico, por lo tanto, se genera una creciente en el nimero de patélogos

veterinarios.

Inclusive en estos tiempos en los que los procedimientos moleculares se
emplean en diagndstico, la patologia quirdrgica es considerada la piedra angular en
el procedimiento diagndstico de las neoplasias, tanto en medicina como en

medicina veterinaria (J. Withrow and M. Vail, 2007; Rosai, 2007).

3.3. Coccidioidomicosis en el Humano con Reporte Original de Neoplasia

3.3.1. Piel

Después de que se describié el primer caso de coccidioidomicosis por
Posadas en 1892, el cual fue con sospecha de una Mycosis fungoides, el primer

reporte en humanos de coccidioidomicosis disminada con un diagnéstico previo de
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neoplasia fue hecho por Schwartz and Lamberts (1981), quienes reportaron un
paciente con un ndédulo con hiperqueratosis en el cuero cabelludo, del cual se
sospechaba de un tumor de células escamosas. Crum (2005) describi6 un caso de
una mujer con sintomas similares a un resfriado y que presentaba ndédulos en la
region intertriginosa del seno izquierdo de la cual se sospechaba de Mycosis

fungoides al igual que Posadas.

3.3.2. Pulmones

La coccidioidomicosis ha sido reportada como un agente involucrado en
sospechas de neoplasias primarias en pulmén, en un estudio realizado por
Guimaraes et al. (2013) en donde se incluyeron 27 pacientes con infeccion micética
de diversas naturalezas, las cuales fueron enmascaradas por neoplasias primarias
pulmonares o en algunos casos por metdstasis, 6 pacientes (22.2%) fueron positivos
a coccidioidomicosis, solamente superados por histoplasmosis con 7 pacientes
(25.9%). Se han reportado otros casos con sospecha original de neoplasias
pulmonares (Petrini ef al., 2003), y en la mayoria de los casos se describen sintomas
similares a los de un resfriado, con fiebre recurrente, tos, pérdida de peso y en

algunos casos hemoptisis.

Stieglitz et al. (2014) reportd un caso de coccidioidomicosis pulmonar con
sospecha original de metéstasis de un sarcoma de Ewing ubicado en pelvis, se
administr6 quimioterapia como tratamiento, pero solo redujeron las lesiones en
pelvis, sin embargo, las lesiones en pulmén continuaban, se diagnostic

Coccidioides immitis mediante cultivo.
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3.3.3. Hueso

El tejido 6seo es otro de los sitios de asentamiento para Coccidioides spp. en
una fase diseminada, a pesar de no ser un sitio de predileccién e inclusive es rara su
presentacion en este tejido, existen varios reportes de infecciones en hueso, la
biopsia es una técnica de gran utilidad para el diagndstico de osteomielitis
coccidioidal que pudiera estar encubierta en primera instancia como una neoplasia
Osea (Caraway et al., 2003). La coccidioidomicosis en hueso se ha reportado desde
lesiones en metacarpos con sospecha de encondroma (Huang et al., 2000), se ha
reportado incluso en la cresta iliaca con sospecha de un linfoma o un sarcoma de
Ewing (Smitherman K, 2014), existe un reporte de una lesion en clavicula con
presencia de exudado fibrinopurulento (Arora et al., 2012) y existe reporte de
sospecha de una neoplasia 6sea primaria 6sea en patela (Li ef al., 2014), en todos
los casos anteriores se realizé biopsia del tejido y se diagnosticé al observar las
esférulas del hongo mediante histopatologia. En cambio existe un reporte de una
osteomielitis causada por la infeccion de C. immitis, la cual se sospecho de primera
instancia de una neoplasia primaria en hueso, este diagndstico se llevd a cabo
mediante Aspirado de Aguja Fina (AAF) y estudio histopatolégico donde se
encontré inflamacidn, necrosis y una raras esferas esférulas que fueron identificadas
con tincién de metamina de plata de Gomori (GSM), posteriormente se confirmé la

infeccion por C. immitis a través de cultivo (Caraway et al., 2003).

3.3.4. Linfoide

En México existe un reporte de un hombre con lesiones tumefactas a nivel
cervical, donde se sospechaba de una adenopatia, especificamente se menciona un
diagnéstico de linfoma no Hodgkin, una de estas estructuras, la mas grande, con un
didmetro de 3 centimetros fue referida a patologia, donde se diagnostico

coccidioidomicosis al encontrar las estructuras correspondientes con Coccidioides
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immitis dentro de los granulomas presentes en la lesion examinada (Aviles-Salas,
2007). En California se realiz6 otro reporte similar con diagndstico de linfoma, sin
embargo, las lesiones de este paciente se localizaban a nivel de ganglios inguinales,
ademds de presentar lesiones en pulmones, piel y térax anterior (Cannella and

Vinetz, 2014).

3.3.5. Gonadas

En el tracto reproductivo tanto del masculino como del femenino se han
reportado infecciones por Coccidioides spp. Halsey et al. (2005) reporto el caso de
un hombre de 53 afios, el cual presentaba concentraciones persistentemente
elevadas del antigeno prostético, por lo que se decidié tomar biopsia de la prostata
a pesar de no notarse nddulos al tacto, en el estudio histopatoldgico se revel6 una
inflamacién granulomatosa que envolvia estructuras esféricas con una delgada
pared birrefringente, concordante con Coccidioides spp. Ellis et al. (2004) describe
el caso de una mujer de 42 afios, la cual se le habia realizado una ooforectomia
unilateral y presentaba aumento de la circunferencia abdominal, dolor,
menstruacion irregular y algunos otros sintomas, se realiz6 ultrasonido abdominal
encontrando ascitis y una masa hiperecogénica en el ovario derecho, por lo que se
procedid a retirarlo en su totalidad, en el estudio histopatoldgico se aprecia una

esférulas de C. immitis dentro de un granuloma no supurativo.

3.3.6. Sistema Nervioso

Komotar y Clatterbuck (2003) report6 el caso de una mujer de 38 afos con
historia previa de coccidioidomicosis, la cual fue tratada y dos afios después
presentaba episodios de cefalea intensa, se realizd Tomografia Axial
Computarizada (TAC) y se observo una masa a nivel de meninges a pesar de que

se sospechaba de una inflamacién dural crénica a causa de coccidioidomicosis
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puesto que los titulos en suero se elevaron, el diagndstico presuntivo fue
meningioma en placa, se procedid a tomar biopsia y en la evaluacion
histopatoldgica se determind una inflamacién granulomatosa a causa de una

coccidioidomicosis latente.

3.3.7. Cavidad Abdominal

Cavidad abdominal es otro sitio donde se ha localizado lesiones por
coccidioidomicosis diseminada, un reporte de un hombre de 23 afios con historia
de coccidioidomicosis meningeal, el cual no respondié adecuadamente al
tratamiendo antimicético, presentaba dolor y abultamiento en abdomen, procedi6 a
realizarse una TAC donde se observaron estructuras de tipo quisticas en cavidad
peritoneal alrededor del espacio perihepdtico, canales paracdlicos y pelvis, los
cuales se punzaron mediante un AAF guiado con TAC, y se diagnostic
coccidioidomicosis al revelar estructuras caracteristicas del hongo (esférulas), asi
mismo procedid a realizarse un cultivo para su identificacion, el cual fue

concordante con C. immitis (Eyer et al., 2004).

3.4. Coccidioidomicosis en el Perro con Reporte Original de Neoplasia

3.4.1. Pulmones

En el perro la coccidioidomicosis se llega a presentar de la misma forma, ya
que presenta el mismo ciclo que inicia con la infeccion primaria a nivel pulmonar
y posterior diseminacién sistémica alcanzando diversos Organos. Shubitz y Dial
(2005) reportan el caso de un perro el cual presentaba infeccién por Coccidioides
spp. a nivel pulmonar el cual presentaba fiebres recurrentes durante el dltimo mes
y en las ultimas horas disnea y malestar general, en la radiografia se aprecia efusién

pleural, infiltrado intersticial central y linfadenopatia hiliar. El perro no presentaba
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episodios de tos, inclusive, se habian tomado radiografias 2 y 4 semanas antes
donde no se observaron alteraciones y la prueba seroldgica dio negativo a
Coccidioides spp. El diagndstico se llevd acabo al obtener un aspirado de un
piogranuloma mediante toracocentesis el cual dio positivo mediante citologia a

estructuras flingicas y en cultivo se confirmé la presencia de Coccidioides spp.

3.4.2. Hueso

En este mismo reporte se incluye el caso de un perro con dolor en el dorso,
paresia posterior y ataxia y en la radiografia se aprecia lisis de L3 con pérdida de la
pared ventral del canal espinal. El paciente fue negativo a anticuerpos
coccidioidales, y dentro de los dignésticos diferenciales se incluyeron neoplasia y
osteomielitis micética y bacteriana, se tomo biopsia y a la histopatologia y cultivo

resulté positivo a Coccidioides spp. (Shubitz and Dial, 2005)

3.4.3. Linfoide

Jeroski (2003) describe el caso de un perro de 11 afios de edad, el cual fue
tratado con antimicdticos sistémicos por osteomielitis coccidioidal, al séptimo dia
de tratamiento se observo linfadenomegalia del ganglio popliteo derecho, por lo que
se procedid a tomar biopsia. La biopsia fue remitida con sospechas de linfosarcoma
y en menor sospecha de linfadenitis granulomatosa, el cual en histopatologia de
observaron esférulas con una pared gruesa rodeadas de macréfagos reactivos, las
cuales formaban granulomas, dando como diagndstico definitivo linfadenitis por

Coccidioides immitis.
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3.4.4. Sistema Nervioso

Un grupo de perros y gatos fueron sometidos a un estudio para determinar las
caracteristicas de granulomas solitarios ocasionados por Coccidioides spp.
mediante el uso de la Resonancia Magnética (RM), los cuales presentaron
resultados muy similares entre ellos con lesiones encontradas tanto en cerebro como
en médula espinal, sin embargo, se hace mencién que para lograr un diagndstico
adecuado de coccidioidomicosis es indispensable y de suma importancia realizar

estudios citolégicos y/o histopatolégicos (Bentley et al., 2015).

3.4.5. Gonadas

El primer caso de coccidioidomicosis en el perro en México fue identificado
en un caso que después de presentar un cuadro crénico de caquexia y linfadenopatia,
desarroll6 aumento de tamafio de testiculos y se sospeché originalmente de una
neoplasia testicular; sin embargo, result6 orquitis granulomatosa por Coccidioides.
La muerte posterior del animal confirmé una coccidioidomicosis diseminada

(Ramirez-Romero et al., 1991).
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4. MATERIALES Y METODOS

En este estudio no fue requerida la autorizacién ni el empleo de ningun
protocolo de algin comité sobre el cuidado y uso de animales para experimentacion,
debido a que en ninguno de los casos mencionados se utilizaron o muestrearon los
animales por nuestra cuenta, se trabajé Unicamente con las biopsias (patologia
quirtrgica) de estos animales, las biopsias fueron obtenidas mediante protocolos ya

establecidos de cirugia y toma de muestras para estudios histopatolégicos.
4.1. Sitio de Obtencion de Muestras

Las muestras fueron obtenidas a partir de las muestras (biopsias) remitidas
por parte de las clinicas veterinarias dentro del drea metropolitana de Monterrey,
N.L., cuya informacién del punto central corresponde a las siguientes coordenadas:
Oeste 100°18739.307"; Norte 25°42738.017"; altura 520 msnm.
4.2. Periodo de Obtencion de Muestras

El periodo de obtencién de muestras fue el periodo comprendido dentro de
enero del 2010 hasta marzo del 2016, en donde se incluyeron las muestras remitidas
al Laboratorio de Patologia Diagnéstica Veterinaria (laboratorio de patologia
veterinaria privado).

4.3. Criterio de Inclusion de Muestras

Se incluyeron todas aquellas biopsias remitidas por parte del clinico que

dentro de su historia clinica presentaban un diagndstico original de neoplasia.
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4.4. Criterio de Exclusion de Muestras

Se excluyeron todas aquellas biopsias que dentro de su historia clinica

presentaba un diagndstico distinto a una neoplasia.

4.5. Procesamiento de las Muestras

Las muestras fueron procesadas en su totalidad en el departamento de
Anatomia Patolégica del Hospital Universitario de la Universidad Auténoma de
Nuevo Ledén mediante el empleo de la técnica rutinaria de histopatologia (fijacion,
deshidratacion, aclaramiento, infiltracion e inclusién en parafina) las cuales
posteriormente fueron cortadas a un grosor de 4um. (Prophet, 1995) y tefidas
rutinariamente con Hematoxilina y Eosina (H&E); Ademas se realizaron tinciones
especiales como dcido periodico de Shiff (PAS) y metamina de plata de Gomori
(GMS), entre otras, para determinar la verdadera naturaleza de la lesion y en caso

de ser necesario para realizar una mejor descripcion.

4.6. Observacion de las Muestras

Las muestras que son incluidas dentro de este trabajo, las cuales formaron un
total de 688 biopsias, fueron absolutamente todas diagnosticadas por el patélogo a
cargo del laboratorio, el cual determind si las biopsias eran positivas o negativas a
coccidioidomicosis diseminada, y en caso de ser neoplasia, se determind el tipo,

estirpe y grado de la neoplasia.

4.7. Recopilacion de Datos

El material colectado incluye una detallada historia clinica, fotografias

macroscopicas en caso de que se hayan tomado, la descripcion histopatoldgica, las
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microfotografias correspondientes y la discusion de cada caso positivo a

coccidioidomicosis diseminada.

Se incluyeron también algunas tablas, grificas y fotografias generales
representativas de las biopsias positivas a neoplasias verdaderas, esto con el fin de
resumir y resaltar los detalles anexos e importantes de aquellas lesiones que no

resultaron positivas a coccidioidomicosis diseminada.

Se realizé ademads la respectiva descripcion en cuanto a las caracteristicas
tanto micro como macroscOpicas de las lesiones y se estableci6 conforme a la
literatura especializada de neoplasias y lesiones semejantes de acuerdo con lo

descrito en patologia de humanos.

4.8. Deteccion Molecular

Se realizaron ensayos de PCR a cada una de las muestras que resultaron
positivas a coccidioidomicosis diseminada a través de histopatologia, el ADN serd
extraido a partir de los tejidos embebidos en parafina empleando el kit ReliaPrepTM
FFPE gDNA Miniprep System (Promega Corp.). Se utiliz6 un par de primers
anteriormente reportados Coi9-1F (5’-TACGGTGTAATCCCGATACA-3’) y
Coi9-1R (5’-GGTCTGAATGATCTGACGCA-3’), al igual que el protocolo de la
PCR (Umeyama et al., 2006). La PCR se utiliz6 como apoyo para la identificacién
entre las dos especies, C. immitis y C. posadasii, las cuales se tomaran diagndsticos
positivos al presentar amplicones de 720 pb y 634 pb respectivamente (Umeyama

et al., 2006).
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4.9. Extraccion de ADN

El protocolo de extracciéon que se siguié fue referido dentro del kit de
extraccion ReliaPrepTM FFPE gDNA Miniprep System (Promega Corp.) para

tejidos fijados con formalina y embebidos en parafina.

A partir de muestras embebidas en parafina, se les retiré la mayor cantidad de
parafina posible para al momento de hacer los cortes estos presentaran la menor
contaminacién posible por parafina. Se realiz6 una recopilacion de cortes que al
juntarlos sumaban un aproximado de 50-100 um de grosor, los cuales se recopilaron
en tubos Eppendorf de 1.5 ml. para cada muestra, las cuales fueron sometidas al
mismo método de extraccion:

e Afadir 500ul de aceite mineral.

e Incubar a 80°C por 1 minuto.

e Mezclar con Vortex.

e Aifiadir 200ul. de Lysis Buffer.

e Centrifugar a 10,000 x g por 15 segundos. Se formaran dos fases, fase
superior (oleosa) y fase inferior (acuosa).

e Afadir 20ul de Proteinase K directamente en la fase baja y mezclar con
pipeteo.

e Incubar a 56°C por 1 hora.

e Incubar a 80°C por 1 hora

e Enfriar y centrifugar a 10,000 x g por 30 segundos.

e Afadir 10ul de RNase directamente en la fase acuosa y mezclar con
pipeteo.

e Incubar a 20-25°C por 5 minutos.

e Aifiadir 220ul de BL Buffer.

e Anadir 240ul de etanol absoluto.

e Mezclar con Vortex.
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Centrifugar a 10,000 x g por 15 segundos.

Transferir la muestra (sélo la fase acuosa) a una columna de extraccion
con tubo colector.

Centrifugar el ensamblado a 10,000 x g por 30 segundos y descartar lo
recolectado.

Anadir 500ul de la solucién de lavado (preparada con etanol) a la
columna y taparla. Centrifugar a 10,000 x g por 30 segundos y descartar
lo recolectado.

Afiadir 500ul de la solucién de lavado a la columna y taparla. Centrifugar
a 10,000 x g por 30 segundos y descartar lo recolectado.

Centrifugar el ensamblado a 16,000 x g durante 3 minutos sin tapar el
tubo para secar la muestra.

Transferir la columna a un tubo Eppendorf nuevo de 1.5ml. afiadir 30ul
de Buffer de Elusion, tapar la columna y centrifugar a 16,000 x g durante
un minuto.

Remover la columna y almacenar el ADN contenido en el tubo de 1.5ml.

en congelacion -20°C.

4.10. Cuantificacion de ADN

El método de cuantificacion de ADN que se utilizé fue mediante el empleo

del NANODrop 2000 Thermo Fisher Scientific ™, el cual es un espectrofotémetro

que mide amplitudes de onda de luz UV y a través de la absorbancia determina

concentraciones de dcidos nucleicos determina ademds la pureza de la muestra

comparandola con distintas longitudes de ondas. La concentracién de las muestras

se determind en ng/ul, y se determin6 ademas su pureza para corroborar la correcta

técnica de extraccion.
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Los 4cidos nucleicos tienen una absorbancia maxima de 260nm, es por esto

que se emplean 2 radios para valorar la pureza de los dcido nucleicos, 260/280 en

el cual se espera un rango superior a 1.8, si se obtienen resultados menores, significa

que existe contaminacién con proteinas y/o fenol. 260/230, este rango se espera

encontrarse entre 2.0 y 2.2, de lo contrario sugiere residuos de fenol, guanidina o

glicdgeno, sefiala también contaminacion con parafina.

4.11. Realizacion de PCR

Para la realizacién de la PCR se utilizaron los siguientes reactivos con las

dosis sefialadas, las dosis que variaron fueron las del ADN gendmico (ADNg) de la

muestra y el Agua Libre de Nucleasas (ALN) para completar 10ul en cada caso:

ADNg (dependiendo concentraciones, 100ng/ul minimo).
PCR Master Mix (2X) Thermo Fisher Scientific ™ (5.0 ul).
» Taq DNA polymerase (0.05 U/ul)
* Buffer de reaccion
 MgCl, 4mM
0.4 mM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP)
Primers 20pmol/ul (0.5 pl).
Agua Libre de Nucleasas (hasta completar 10ul).

Una vez con los reactivos listos para la PCR se procedié con el protocolo

previamente reportado: un ciclo a 94°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C

por 30 segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 45 segundos, con un paso final

a 72°C por 3 minutos (Umeyama et al., 2006).
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4.12. Electroforesis

Se realizé electroforesis en gel de agarosa para identificacién de amplicones
mediante fluorescencia. El gel de agarosa se prepar6 al 1% con bromuro de etidio
al 0.003%, el cual es un agente intercalante con el ADN, el cual emite una luz en

presencia de laluz UV y permite observar el ADN con ayuda de un transiluminador
UVv.

4.13. Pruebas Estadisticas

Los datos obtenidos en cuando al nimero de las muestras (biopsias) se
distribuyeron en una tabla de contingencia de 2x2 para su posterior interpretacion,
se designaron cuatro cuadrantes de acuerdo a la opinién del clinico y el patélogo:

A (C+,P+), B (C-,P+), C (C+,P-) y D (C-,P-), como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Tabla de Contingencia 2x2, Ejemplo de diseiio

C+ C- 2 (P)
P+ A B A+B
P- C D C+D

2(C) | A+C | B+D -

C+ = diagnéstico positivo a neoplasia por parte del clinico

En donde:
C- = diagnéstico negativo a neoplasia por parte del clinico

P+ = diagnéstico positivo a neoplasia por parte del patélogo

P- = diagndstico negativo a neoplasia por parte del patélogo
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El andlisis de los datos se llevard a cabo mediante una prueba de > (Chi-
cuadrada) con un intervalo de 95% para determinar la relacién sobre la opinion
tanto del clinico como del patélogo, para rechazar la hipétesis (Ho), la cual indica
que divergen por completo en su opinioén en cuanto al diagnéstico de neoplasias,

utilizando la siguiente férmula:

_ N\ (Fo—fe)’
S

En donde:

X %= Chi-cuadrada

2 = sumatoria de ...

Jo= frecuencia observada

Je= frecuencia esperada

Posteriormente al ser datos cualitativos, se realiz6 una prueba de « (Kappa
de Cohen) para determinar la concordancia que existe entre el diagndstico clinico y

el diagnostico por parte del patdlogo en el cual, si ambos estan de acuerdo, entonces

K =1, por el contrario, si estin completamente en desacuerdo, K =0, este valor sera

determinado mediante la siguiente férmula:

_ Pr(a) — Pr(e)
~ 1-—Pr(e)

En donde:
K = coeficiente Kappa de Cohen
Pr(a) = concordancia observada

Pr(e) = concordancia atribuible al azar
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Ademais serdn incluidos algunos datos, graficos y tablas relacionados con las
neoplasias encontradas mayormente, los sistemas correspondientes y mds afectados

y algunas otras lesiones que confunden el diagndstico y asimilaran ser neoplasias.
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S. RESULTADOS

Se recopilaron un total de 688 muestras, las cuales presentaron un incremento
anual exponencial en el nimero de biopsias remitidas por parte de los clinicos para
andlisis histopatolégico, obteniéndose asi las siguientes cifras: 2010 (6 biopsias),
2011 (11 biopsias), 2012 (28 biopsias), 2013 (81 biopsias), 2014 (224 biopsias),
2015 (266 biopsias) y 76 biopsias hasta marzo del 2016 (Figura 1), de las cuales
270 (39.2%) se presentaron en machos, 409 (59.5%) en hembras y 9 (1.4%) el sexo
no fue incluido en la historia clinica. De igual manera se observé que las razas mas
afectadas por las neoplasias en este trabajo fueron el Chihuahua con 69 casos
(10.1%), seguido por el Labrador con 61 casos (8.8%) y el Schnauzer y los perros
criollos con 53 casos (7.7%) cada uno. En cuanto a las edades, fueron divididos en
rangos 1 (<3 afios), 2 (3 <6 Anos), 3 (6 <9 afios), 4 (9 <12 afios) y 5 (> 12 aios),
de los cuales los perros comprendidos en el rango 3 y 4 presentaron las mayores

tazas de presencia anual de neoplasias con 172 casos (25%) y 167 casos (24.3%)

respectivamente.
BIOPSIAS REMITIDAS
ANUALMENTE
—4&— Biopsias
266
300 224
200
100 51 76
6 1 28
0 > ¢ -
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Figura 1. Incremento anual de biopsias remitidas.
Se presenta un incremento exponencial con cada afio del 2010 al afio 2016. (Del afio 2016 solo se

incluyen los meses incluidos hasta marzo).
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Las biopsias se dividieron en 2 grupos para la realizaciéon de estudios de
frecuencias, comparacion y andlisis de datos; Grupo 1, Neoplasias y Grupo 2, No
Neoplasias, de los cuales se dividieron 469 (68.2%) y 219 (31.8%) muestras

respectivamente, sumando el total de las biopsias de 688.

5.1. Grupo 1, Neoplasias

La neoplasia presente con mayor frecuencia observada fue el carcinoma
mamario con 44 casos (9.4%) la cual fue ademds la neoplasia mds frecuente en
glandula mamaria (Figura 2), seguida del mastocitoma con 43 casos (9.2%), el cual
encabez6 las neoplasias de origen tegumentario, ya que fue la mas frecuente en este
sistema (Figura3), después de estos se colocaron el tumor mixto benigno con 37
casos (7.9%) y el lipoma con 32 casos (6.8%) pertenecientes a glandula mamaria y
sistema tegumentario respectivamente. Se observé ademds la presencia de 2
cordomas (0.4%), una neoplasia muy rara en el perro originaria del mesodermo

embrionario (Figura 4).

Se realiz6 una revisién de la localizacién de las lesiones de acuerdo a la
historia clinica y al sistema en donde se presentaron (Tabla 1). Donde se observo la
mayoria de casos dentro del sistema tegumentario y tejidos blandos adyacentes con
un total de 251 casos (53.5%), de los cuales 219 (87.4%) pertenecen a piel y 26
(10.5%) en regién perianal. Las neoplasias en glandula mamaria se presentaron en
segundo lugar con un total de 98 casos (20.9%), dentro del cual el carcinoma
mamario con 44 casos (44.9%) fue la neoplasia de mayor frecuencia, seguida por
el tumor mixto benigno con 37 casos (35.5). Los 6rganos reproductivos presentaron
un total de 33 casos (7.2%), de los cuales en machos se observaron 21 (63.6%)

casos y en hembras 12 casos (36.3%).
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Figura 2. Mastocitoma
Pueden observarse cordones de células redondas mal definidos con escaso citoplasma, se
aprecian algunas células en mitosis (H&E 40x, bar 10um.). Recuadro, se observa

metacromacia de los granulos de histamina de los mastocitos, evidenciados con tincién
especial (Giemsa 40x, bar 10um.).

29



Figura 3. Carcinoma mamario indiferenciado

En la imagen se observan las células del epitelio glandular formando acinos mal definidos, rodeadas
de células mioepiteliales con forma fusiforme y algunas presentan citoplasma vacuolado (H&E 40x,
bar 10pum.).
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Figura 4. Cordoma
Se aprecian las células vacuoladas (fisaliferas), caracteristicas de esta neoplasia, en patrones
completamente desordenados dentro de una matriz mucoide ((H&E 40x, bar 10um.).
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Tabla 1. Localizacion de las Neoplasias por Sistemas

Localizacion de las Neoplasias por Sistemas

I. Adenoma de células

A. Macho
I. Tumor de células de
Leydig
II. Tumor de células de
Sertoli
III. Seminoma
IV.TVT
B. Hembra
I. Leiomioma
II. TVT
Digestivo
A. Cavidad oral
I.  Epulis
II. Melanoma maligno
B. Higado
I. Carcinoma
colangiocelular

II. Hemaniiosarcoma

I. Linfoma

II. Hemangiosarcoma
Musculoesquelético

I. Rabdomiosarcoma
II. Osteosarcoma

III. Condroma

Endoécrino
I. Carcinoma tiroideo
II. Feocromocitoma

Urinario
I. Carcinoma del epitelio
de transicion

— Im IHAHW\DEHMAHMM umﬁﬁHpogpu‘m Q

I.  Melanocitoma uveal
anterior

Frecuencias Porcentajes
Tegumentario y tejidos blandos --
adyacentes 25.1 68.2%
A. Piel 219 87.4%
[. Mastocitoma 43 19.6% / 17.1%*
II. Lipoma 32 14.6% / 12.7%*
B. Region perianal 26 10.5%

hepatoides 8 30.8% / 3.2%%*
II. Epitelioma de células
hepatoides 8 30.8% / 3.2%%*
20.9%
[. Carcinoma mamario 44 44.9%
[I. Tumor mixto benigno 37 37.8%
III. Adenoma mamario 16 16.3%
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7.0%
63.6%

33.3% /21.2%*

23.8% / 15.2%*
23.8% / 15.2%*
19.0% / 12.1%*
36.4%
50.0% / 18.2%*
33.3% / 12.1%*
6.4%
73.3%
54.5% / 40.0%*
22.7% / 16.7%*
16.7%

40.0% / 6.7%*
40.0% / 6.7%*
4.1%
73.7%
10.5%
6.0%
34.6%
321
10.7%
1.3%
66.7%
16.7%
0.6%

66.7%

0.2%

100%

Total

469

100%

En sombra negra se presentan los porcentajes de los casos del sistema correspondiente y los valores
previos (cuando los hay) son los que corresponden al sitio de la biopsia original. En sombra gris, se
encuentran subdivisiones en algunos sistemas. *Porcentaje representativo de la subdivision.
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5.2. Grupo 2, No Neoplasias

Este grupo incluye a todos aquellos diagndsticos en los cuales el patélogo
determiné que no se trataba de un caso de neoplasia, independientemente si el
clinico lo sospechaba o no. Las dermatitis representaron un 26.5% (58 muestras)
del total de las muestras (219 muestras), dentro de las dermatitis se englobaron todas
las distintas causas y diagndsticos concluyentes en una dermatitis sin especificar
area o etiologia, por ejemplo, dermatitis supurativa, dermatitis atipica, dermatitis
linfocitica, etc. Los casos de mastitis representaron un 5.9% con 13 muestras
incluyéndose cualquier causa no neopldsica de mastitis, en cavidad oral se
diagnosticaron 9 casos de estomatitis que representa un 4.1% dentro de este grupo
y se diagnosticaron 14 casos de micosis (4.6%) dentro de las cuales destacan la
coccidioidomicosis con 4 casos (1.8% dentro del grupo de No Neoplasias) con un
28.6% de presencia dentro de las micosis encontradas en las muestras (Figura 5),
algunas de las otras micosis no se corrobord el género al que pertenecian, sin
embargo, se dieron como positivas al encontrar las estructuras fungicas o

compuestos de ellas.

LESIONES NO NEOPLASICAS

2% 59, = Coccidioidomicosis (4)

= Micoticas (10)

= Dermatitis (58)

= Mastitis (13)

= Estomatitis (9)

= Inflamacién (16)

10% ‘ = Hiperplasia (31)
\ Degeneracion (7)

3%

16%

6%

Quistes epidermales (21)
Hamartomas (14)

4%

14% 7% © Otros (36)

Figura 5. Lesiones No Neoplasicas
Frecuencia de los diferentes tipos de lesiones que resultaron no ser neoplasia.
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5.3. Casos de Coccidioidomicosis con Diagnostico Presuntivo de Neoplasia

Los casos que resultaron positivos a coccidioidomicosis diseminada a partir
de biopsias con una sospecha principal de neoplasia procedieron a un diagndstico
mds certero, corroborando con tinciones especiales como GMS y PAS para resaltar
las estructuras flingicas en cada caso, lograr una descripcion mds detallada,
completa y especifica, asi como para establecer un comparativo; posteriormente a
las muestras positivas se procedio a realizar extracciones de ADN con su posterior
PCR para buscar amplicones correspondientes a cada especie de Coccidioides

mediante electroforesis.
5.3.1. Caso No. 1
Pastor Aleman macho de 18 meses, lesiones nodulares indoloras de (0.5-1cm)
en tarsos, falanges y region lumbar, a la radiografia se muestra tejido 6seo afectado
con baja densidad y tejido proliferativo que hacen sospechar al médico de neoplasia,

el cudl remite las lesiones como biopsias a histopatologia.

Diagndstico presuntivo: Osteosarcoma

Macroscopicamente: Se reciben seis muestras pequeiias (0,3 a 0,5 cm) de
tejido se tomaron de las zonas afectadas, se fijaron en formalina buferada al 10% y

presentadas a estudio histopatoldgico.

Microscépicamente: Todas las biopsias mostraron extensa proliferacion de
tejido conectivo fuertemente infiltrado con macréfagos, células gigantes
multinucleadas y algunos neutréfilos y linfocitos. Lo més notable fue la presencia
de numerosos esférulas ovales (didmetro 10-40um) PAS- y GMS-positivas con

paredes gruesas refrictiles que contienen cuerpos pequefios (endosporas). La
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mayoria de estas esférulas estaban intactas, pero algunos de ellos se rompieron
liberando las endosporas en los alrededores (Figura 6). Estas esférulas fueron
interpretadas como organismos flngicos con caracteristicas morfoldgicas de

Coccidioides spp.

Figura 6. Caso 1, Osteitis granulomatosa por Coccidioides spp.

Inflamacién granulomatosa con extenso tejido conectivo infiltrado, presencia de estructuras
caracteristicas de un granuloma (macréfagos, células gigantes y neutréfilos). Ademds estructuras
fingicas esféricas correspondientes con Coccidioides spp. (H&E 40x, bar 10um.)

Diagndstico morfologico: grave periostitis granulomatosa y dermatitis
profunda, crénica, localmente extensiva con numerosas intralesional, organismos

fingicos consistentes con Coccidioides spp.
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5.3.2. Caso2

Boxer hembra de 12 meses, presentaba una inflamacién progresiva en la
extremidad posterior izquierda en la regién poplitea, la cual al examen clinico
presentaba movilidad y era indolora, el médico interpretd la masa como un nédulo
linfatico hipertrofiado, realizé escision quirdrgica completa, el cual al incidir

presentabauna textura suave con hemorragias en la superficie de corte.

Diagnostico presuntivo: Linfoma

Macroscopicamente: El nddulo linfatico se fij6 en formalina buferada al 10%

y presentado para su examen histopatoldgico.

Microscopicamente: El espécimen era un nddulo linfitico, la arquitectura
histolégica se encontraba notablemente distorsionada por fibrosis y una infiltracion
intensa de los macréfagos, células gigantes multinucleadas, linfocitos, células
plasméticas y neutréfilos. La respuesta inflamatoria fue mas evidente en el hilio del
linfonodo donde se presentd una fibroplasia marcada. Embebidas en esta reaccion
granulomatosa se observaron numerosas esférulas PAS/GMS-positivos que
variaban en tamafo desde 10 a 40um de didmetro. Estas estructuras fiingicas tenian

gruesa paredes birrefringentes contenian endosporas redondas (Figura 7).
Diagnéstico morfologico: Linfadenitis granulomatosa/piogranulomatosa,

grave crénica multifocal coalescente con numerosos organismos fungicos

intralesionales consistentes con Coccidioides spp.
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Figura 7. Caso 2, Linfadenitis piogranulomatosa por Coccidioides spp.
La tincidn especial muestra tres organismos en una reaccién piogranulomatosa (GMS 40x, bar
10um.).
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5.3.3. Caso 3

Labrador retriever hembra adulto de edad desconocida, presenté debilidad
progresiva desde meses atrds, ataxia y postracidn segun la historia clinica, ademads
presentaba una masa no ulcerada (7.0 x 6.0cm) en la superficie izquierda del térax
entre las costillas 9 y 11, la cual no era mévil ni presentaba dolor al tacto. El estudio
radiogréfico expuesto localmente mostrd extensa ostedlisis de costillas afectadas.

La masa se eliminé parcialmente y se present6 para su examen histopatologico.

Diagnostico presuntivo: Neurofibroma.

Microscopicamente: La muestra fue compuesta por la piel y tejido subcutaneo
con infiltrado severo y difuso de macréfagos, linfocitos, células plasmaéticas, células
gigantes multinucleadas y pocos neutréfilos. Estos infiltrados inflamatorios estaban
formando asi granulomas bien delimitados con centros necréticos rodeados por
células fagociticas y rodeado con una banda delgada de tejido conectivo fibroso.
Estas lesione granulomatosas también contenian numerosas estructuras fuingicas
PAS/GMS-positivas morfolégicamente consistentes con Coccidioides spp. (Figura

8).
Diagnostico morfologico: dermatitis granulomatosa severa profunda, fascitis

y periostitis (costillas 9-11), localmente extensa, con numerosas estructuras

fungicas intralesionales compatibles Coccidioides spp.
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Figura 8. Caso 3, Dermatitis y periostitis granulomatosa severa por Coccidioides spp.

Se observan varias esférulas con pared celular gruesa y refringente, evidenciadas con tincién
especial. Las endosporas contenida dentro estdn mal definidas. La reaccién inflamatoria es
compuesta por los macréfagos epitelioides y linfocitos; la proliferaciéon de tejido conectivo fibroso
es prominente (PAS 40x, bar 10um.)
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5.34. Caso4
Bull terrier hembra de 3 afos de edad, presenté anorexia, pérdida de peso y
vémito crénico, se realizé laparotomia exploratoria en la cual se aprecian diversos

nddulos multifocales diseminados en peritoneo, higado y bazo.

Diagnostico presuntivo: Metdstasis a causa de neoplasia primaria.

Macroscopicamente: Se recibieron frascos identificados como higado, bazo,
peritoneo y peritoneo saco. Los cuales se identificaron con nimeros 1 (1.1y 1.2), 2
y 3. Las muestras se utilizaron por completo para sus procesos histopatolégicos de

rutina y después se tifieron con H&E.

Microscopicamente:

1.1. Bazo. Se aprecia una gruesa capsula de tejido conectivo fibroso
adherida y otra estructura fibrosa parcialmente adherida. Ambas presentan una
proliferaciéon de tejido conectivo fibroso y tejido de granulacién ya denso con
neovascularizacion. Ademads, con algunas células inflamatorias (neutréfilos)
esparcidas o formando pequefios conglomerados, inclusive formando

piogranulomas. El parénquima muestra extensas hemorragias.

1.2. Higado. Lesiones similares a las del bazo con infiltracion
inflamatoria dispersa de neutrdfilos, linfocitos y macréfagos y formando
eventualmente conglomerados que muestran macréfagos activos y en el centro
neutréfilos necréticos (piogranulomas). La lesion muestra proyecciones necréticas
y de fibrina organizada en algunas partes. En parénquima hay congestion
centrolobulillar y zonas de hemorragia con macréfagos activos con hemosiderina

en su interior.
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2. Peritoneo. Gran cantidad de fibrina organizada con extensas
hemorragias y zonas de necrosis. La infiltracion inflamatoria es similar a las
descripciones en higado y bazo; sin embargo, aqui hay numerosos piogranulomas
bien definidos. Eventualmente en el centro de los piogranulomas o de manera
aledafia hay estructuras micéticas caracterizadas por grandes esférulas, algunas con
endosporas definidas y otras con parcial definicién en su interior (Figura 9). La
pared es doble birrefringente y no hay gemacién. Algunas de estas estructuras
micoticas se encuentran intactas y otras fragmentadas. Su tamafio es grande pero

variable entre 10 a 20 um y otras ain mayores entre 40 y 60 um.
3. Peritoneo saco. La lesion es semejante pero aqui con una marcada
fibroplasia y neovascularizacion. La presencia de piogranulomas con estructuras

micdéticas es aun mas evidente.

Diagndstico Morfoldgico: Peritonitis micGtica granulomatosa crénica severa,

las estructuras fungicas intralesionales son compatibles con Coccidioides spp.
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Figura 9. Caso 4, Peritonitis granulomatosa crénica severa por Coccidioides spp.

Se aprecia inflamacién granulomatosa caracteristica con excesiva presencia de macréfagos y
linfocitos rodeando las estructuras fiungicas de pared gruesa concordante con Coccidioides spp.
Imagen representativa de todos los casos incluidos (H&E 40x, bar 10pum.).
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5.4. Anadlisis Molecular

Las muestras positivas a coccidioidomicosis diseminada por medio de
histopatologia, fueron sometidas a ensayos de PCR punto final, para determinar la
especie (C. immitis o C. posadasii) involucrada en sus respectivos casos.
Lamentablemente la muestra del caso 1 fue utilizada por completo para el proceso
histopatolégico, quedando sin material para el proceso molecular, las muestras del
caso 2, 3 y 4 fueron sometidas a desparafinacion y posterior extracciéon de ADN
mediante el kit antes mencionado, de los cuales la muestra del caso 2 no se obtuvo
suficiente material genético para su amplificacién, debido a una baja concentracién
ADN obtenida de la extraccion, obteniendo un resultado negativo en la
electroforesis (Carril 1), incluso la muestra se usé en su totalidad para obtener
mejores resultados sin observar mejoria notable, la muestra del caso 3, fue
determinada exitosamente, dando como resultado una amplificacion de 634 pb

(Carril 2), lo que corresponde con C. posadasii (Figura 10).

M N 1 2

0.5kb

Figura 10. Amplificaciéon de PCR punto final, C. posadasii

Electroforesis en gel de agarosa de muestras 2 y 3 (M) Marcador de peso
molecular; (N) control negativo; (1) muestra de caso 2; (2) muestra de caso 3 con
un amplicén de 634 pb. Resultado correspondiente con C. posadasii.
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Las diferentes muestras del caso 4 fueron sometidas a extraccion de ADN
mediante el mismo kit de extraccién, siguiendo el mismo protocolo y se logrd
obtener muy buenas concentraciones de ADN, sin embargo, el material genético
extraido fue de mala calidad o fue muy escaso el genoma presente por parte del
hongo, se corrobord la correcta extraccion, la realizacién de la PCR y la corrida de
la electroforesis en gel de agarosa utilizando diversos controles positivos como:
amplicones confirmados positivos, primers dirigidos hacia el genoma del hospedero
y de secuencias mds cortas e incluso se corri6 la electroforesis afiadiendo ADNg en

un carril para corroborar la integridad de la muestra.

Se corrieron 4 muestras con diferentes concentraciones de ADN vy distintas
concentraciones en reactivos para PCR (carriles 2-5), 2 muestras para buscar
Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa (GAPDH), la cual debe amplificar
fragmentos del genoma del hospedero y mds cortos que el buscado para el hongo
(carriles 6 y 7) y ADNg (carril 8), resultando positiva una muestra a GAPDH de
114pb (carril 7) y un barrido en la muestra de ADNg (carril 8), confirmando

Figura 11. Electroforesis en Gel de Agarosa, muestra 4.

Se aprecia claramente un barrido del material genético, indicativo de fragmentacién
del ADN, el cual dificulta la amplificacion de fragmentos mayores a 200pb, se
observa amplicén de GAPDH 114pb utilizado como control positivo a la PCR.
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sospechas de escaso ADN micético, o fragmentacion del mismo, marcador de peso

molecular de 100kb (carril 1) (Figura 11).

3.5. Analisis Estadistico

Se elabor6 una tabla de contingencia 2x2 (Tabla 2) sobre la opinién entre el

clinico y el patélogo en cada muestra con la cual se determind la relacion entre

ambas opiniones mediante una prueba de x ? (Tabla 3), la cual indic6 que existe

diferencia de opinién entre ambos (p<0.0001), que era de esperarse, por la

diversidad de lesiones que pudieran llegar a confundirse con neoplasias y

posteriormente una prueba de K para determinar la concordancia entre ambos

diagnésticos (Tabla 4), sefialando que existe una concordancia regular ( K =0.458)

ya que es normal que exista cierta discrepancia sobre el diagndstico.

Tabla 2. Tabla de contingencia 2x2, opinion del diagnéstico clinico/patélogo.

C+ C- 2 (P)
461 8 469
P+
67.0% | 12% | 68.2%
” 124 95 219
' 18.0% | 13.8% | 31.8%
585 103 688
2(0)
85.0% | 15.0% | 100.0%

En cada recuadro se muestran el total de muestras y debajo de este, un porcentaje representativo
del total de muestras.

C= opinién del clinico con respecto al diagndstico, positivo (+) y negativo (-)

P= opinién del patélogo con respecto al diagndstico, positivo (+) y negativo (-)

2 = sumatoria de...
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Tabla 3. Chi-cuadrada de Pearson, Relacion de opiniones clinico/patélogo.

Valor | gl p

Chi-cuadrado | 203.67 | 1 | 0.0001*

N 688

gl= grados de libertad

p= valor de significancia

N= nimero de muestras

*(p<0.0001) asociacién entre filas e hileras es extremada mente significante.

Tabla 4. Kappa de Cohen, Correlacion del diagnéstico clinico/patélogo

Valor
Kappa de Cohen | .458*
N 688

N= niimero de muestras

*( kK =.458) correlacion regular entre ambos diagndsticos.



6. DISCUSION

La coccidioidomicosis es una enfermedad que afecta tanto a perros como a
humanos, y no se le toma la importancia que deberia, puesto que en escasas
ocasiones se incluye dentro del diagnéstico presuntivo a pesar de que representa
una identidad de importancia por verse enmascarada con lesiones inflamatorias,
granulomatosas e incluso neopldsicas en los diferentes sistemas corporales
(Ramirez-Romero et al., 1991; Oldfield et al., 1995; Shubitz and Dial, 2005;
Ajithdoss et al., 2011; Malo et al., 2014).

En definitiva, cuando el clinico se encuentre con casos de lesiones neoplasico-
inflamatorias, es la histopatologia, irrefutablemente, la herramienta més eficiente
para lograr una mejor aproximacion al problema origen, sin importar la naturaleza

de la que se trate (Caraway et al., 2003; Rosai, 2007; Guarner and Brandt, 2011).

Existen reportes anteriores de coccidioidomicosis enmascarada con ciertos
tipos de neoplasia, en los cuales ni siquiera se llegd a la sospecha de esta
enfermedad, es de suma importancia sospechar de Coccidioides spp. como agente
causal de algunos tipos de lesiones neoplésico-inflamatorias, sobre todo si se
presentan casos de enfermedad debilitante cronica, fiebres recurrentes, episodios de
tos prolongados, linfadenopatia, claudicacién y nédulos o dlceras cutdneas que han
sido tratadas y no sanan. Otro factor importante a tomar en cuenta es la sospecha en
animales que han viajado o que viven en zonas endémicas de coccidioidomicosis
(Ramirez-Romero et al., 1991; Shubitz and Dial, 2005; Graupmann-Kuzma et al.,
2008; Ajithdoss et al., 2011).

Es importante sefialar que las neoplasias y la coccidioidomicosis a pesar de
ser padecimientos completamente distintos y no presentar relacién entre si,

pudieran presentarse en conjunto. Jeroski (2003), reporta un caso de esta

47



comorbilidad, donde un perro fue sometido a un tratamiento antimicOtico por
osteomielitis coccidioidal, y al presentar lindafenitis periférica generalizada se
procedid a tomar muestra, diagnosticando un caso en conjunto de linfosarcoma y
linfadenitis coccidioidal, cabe sefialar que un tratamiento de quimioterapia y

antimicéticos dio muy buenos resultados.

La coccidioidomicosis en humanos es altamente prevalente en el norte de
Meéxico, en especial en zonas colindantes con EE.UU. Algunos estudios
epidemioldgicos realizados entre 1994 y 2005 para determinar la prevalencia de
Coccidioides spp. mediante diagndstico seroldgico utilizando la prueba
intradérmica mostro rangos desde 9.2% en Tijuana, Baja California hasta 93% en
Matamoros, Coahuila y sefialando una prevalencia media nacional de 1.6% en la
republica mexicana. Asi mismo, la prevalencia en el norte de México es comparable
con la encontrada en el sur de EE.UU. (Baptista and Riquelme, 2007; Hector et al.,
2011; Brown et al., 2013).

En las lesiones granulomatosas provocadas por Coccidioides spp. se ha
encontrado a los linfocitos T con gran predominancia, sin embargo, la reaccién
inflamatoria que produce no es nada especifica ni comparable, incluso comparte
caracteristicas histolégicas con otro tipo de infecciones fungicas y algunas
ocasionadas por algas, como paracoccidioidosis, blastomicosis, protothecosis,
chlorelosis, las cuales ocurren de forma natural en el perro (Quigley et al., 2009; de

Farias et al., 2011; Shubitz et al., 2011; Parker et al., 2013; Vince et al., 2014).

En medicina, la patologia ha sido considerada la piedra angular en el
diagnéstico de las enfermedades neopldsicas, en medicina veterinaria también lo es
(Rosai, 2007). Ademads, la patologia no solo permite orientar el diagndstico clinico
y la terapia cuando, en lugar de neoplasia, sino que también ha sido sefialada como

la prueba de oro cuando se trata de una lesiéon granulomatosa como en el caso de
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Coccidioides spp., (Caraway et al., 2003). En este trabajo se confirma la eficiencia
del diagnéstico clinico de los médicos veterinarios porque de 585 biopsias
sospechosas de neoplasia, solamente en cuatro (0.7%) de ellas se reconocid
Coccidioides; no obstante debe tenerse en cuenta que las lesiones causadas por este

hongo pueden hacer sospechar de neoplasia.

La confirmacidn del diagndstico molecular se obtuvo sélo en uno de los casos
(muestra 3), la cual result6 positivo a Coccidioides posadasii, es probable que las
otras muestras estuvieran dafiadas debido al tiempo de almacenado, al proceso de
inclusion el xileno, el someterse a diversas temperaturas, incluso dentro del proceso
de extraccion puede existir dafio por los métodos empleados y obtener un ADN de
mala calidad ya sea por contaminacién o por fragmentacion (Sengiiven et al., 2014),
la histopatologia es suficiente y concluyente en el diagndstico de la
coccidioidomicosis (Caraway et al., 2003), sin embargo, en este trabajo se quiso
profundizar un poco mds y obtener la especie especifica, no obteniendo los
resultados esperados. En adicion, C. posadasii ha sido encontrado en el sureste
EE.UU., en Texas y noreste de México, en Nuevo Ledn, en donde ambos estados
han sido reportados altamente endémicos con presencia de esta especie (Lopes-
Colombo et al., 2011), por lo que se sospecha que todos los casos pudieran ser

positivos a la misma especie de Coccidioides.
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7. CONCLUSION

Este estudio sefala la presencia activa de Coccidiodes spp. dentro del drea
metropolitana de Monterrey, el cual se ha presentado en casos aislados, sin
embargo, es nulo el estudio que se realiza sobre este patégeno y debe de
considerarse su estudio epidemiolégico constante debido a que nos encontramos en

un area que ha sido sefialada como altamente endémica con anterioridad.

El perro es sin lugar a duda un excelente modelo de estudio sobre distintas
enfermedades que afectan al humano, puesto que presentan cuadros muy similares,
e incluso la patogenia y terapéutica han sido comparadas frecuentemente, desde el
desarrollo de neoplasias en los distintos sistemas, como enfermedades micoéticas

como la coccidioidomicosis.

Es necesario comenzar a emplear métodos de vigilancia para la
coccidioidomicosis, independientemente del método utilizado para su vigilancia
epidemioldgica, la coccidioidomicosis debe comenzar a formar parte dentro del
cuadro de infecciones micéticas sistémicas comunes, tanto en el perro como en el
humano, para ello, el perro es un aliado importante en la distribucion de esta
enfermedad, puesto que es un excelente centinela para la deteccion de esta

enfermedad en dreas sospechosas.

Las neoplasias reconocidas en este estudio confirman que el perro es también
un excelente modelo para el estudio de la presentacion espontdnea de neoplasias; la
mayoria con equivalencia en importancia y semejanza clinicopatoldgica con lo que

acontece en el hombre.

Es importante sefialar que a pesar de no haber obtenido los resultados

deseados mediante patologia molecular, el diagnéstico de la coccidioidomicosis no
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es concluyente mediante la PCR, por lo que este método no es la mejor opcién como
herramienta principal para el diagndstico en este caso, antes deben implementarse
otros métodos mds eficientes para la deteccién del agente, en contraste, la
histopatologia es y serd siempre el mejor método diagndstico en casos similares
donde la coccidioidomicosis se asemeja a una neoplasia, en este trabajo se
encontraron 4 casos positivos (0.7%) enmascarados en 585 biopsias con sospecha
de neoplasia, ya que una simple esférula puede generar una gran lesion
granulomatosa y un gran dafio al tejido, no obstante una simple esfera no siempre
es suficiente para obtener resultados positivos en la PCR, ya que el material
genético pudiera estar dafiado, contaminado, o simplemente ser escaso en la

muestra tomada o inclusive estar diluido entre el tejido del hospedero.

Es comin la confusién entre el diagnéstico de la coccidioidomicosis y las
neoplasias, por las lesiones granulomatosas tan severas que se pueden llegar a
presentar, sin embargo el diagndstico entre los clinicos con respecto a las biopsias
fue adecuado en mas de un 80%, lo que indica una buena aproximacion diagnostica

por su parte
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