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RESUMEN

La criptococosis es una micosis subaguda o crénica, causada por un hongo
levaduriforme oportunista llamado Cryptococccus necformans, Yy se caracteriza
porque afecta principalmente al Sistema Nervioso Central; se encuentra
principalmente en el guano de algunas aves (palomas, plchones, gallinas, etc.)
También se han reportado otras especies no patdégenas de este género, entre las
que se encuentran C. albidus y C. laurentii, los cuales tienen caracteristicas
morfeolégicas similares a C. peeformans. Se ha sugerido que el factor
responsable de la virulencia es la capsula del hongo, pues se le han
comprobado diversos efectos' sobre la respuesta inmune del huésped,
sobresallendo la inhibicidén de la fagocitosis y el estimulo en la produccidédn
de linfecitos T supresores. Por otro lado, otros factores que se cree que
estan involucrados en la virulencia del hongo son: su crecimiento a 37°C
¥ la presencia de una fenol oxidasa activa para la sintesis de melanina
a partir de precursores aproplados, ya que se ha reportade que los hongos
que producen mayor cantidad de melanina son mads patégenos para los animales
de experimentacién.

En este trabajo se compard el efecto de algunas cepas de Cryptococcus sp
con diferente produccién de melanina, sobre la virulencia en animales de
experimentacién, encontrando que las cepas con mayor produccién de melanina
presentaron mayor patogenicidad en los animales infectados, con una mortalidad
del 100% entre 4 y 6 semanas de incubacién. lLas cepas con poca produccién
de melanina provocarén una mortalidad del 10% =a las 6 semanas de
infectados los ratones, mientras que el control no presenté mortalidad en
el mismo pericdo de incubacién. Por otro lado, las cepas mAas pigmentadas,
formaron mayor nimero de colonias en el cerebro, higado y bazo de los ratones
infectados que en los inoculados con la "cepa no pigmentada en el mismo
periode de incubacién. Finalmente, la cepa de C. alblidus utilizada, presenté
una gran produccién de melanina y fué muy virulenta en los ratones infectados,
lo cual difiere con algunos reportes de la literatura.



ANTECEDENTES

Cryptococcus neoformans {(Vuillemin 1901), es el agente etiolégico de
la criptococosis e incluye 2 variedades Cryptococcus neoformans npeoformans
y Cryptococcus neoformans gattii. Sus diferencias radican en algunas
variantes antigénicas, asi como ciertas pruebas fisioldgicas; se le ha
encontrado en 2 estados perfectos o teleomérficos, que corresponden a
basidiosporas y se denominan Fillobasidiella neoformans (Kwon—-Chung, 1975}
y Fillobasidiella bacillispora {(Kwon-Chung. 1976). Microscépicamente, C.
neoformans se presenta como un hongo levaduriforme capsulado, de 15 a 20
micras de didmetro con gemas a la mitad de su tamafio, el resto esta formado
por una capsula gque llega a ser hasta 3 veces el tamafioc de la levadura. No
forma pseudemicelio ni clamidosporas, y en suero no genera tubo germinal,
aunque hay algunos reportes de cepas de la variedad gattii que suelen formar
pseudomicelio tanto in vivo como in vitro.

Este hongo se desarrolla normalmente en los medios de cultivo habjituales
como son : Sabouraud, extracto de levadura etc., etc., generando colonias
mucoides, limitadas, convexas, brillantes de color blance amarillento
(raramente rosa). Cuando esta cepa se siembra en medio de semilla de alpiste
negro (Guizectia abyssinica), genera pigmentos café<-marrén, debidoe a que
transforma el 4cido cafeico contenido en la semilla, en un compuesto
polimérico de estructura quimica similar a la melanina. (Polacheck ¥y
Kwon~Chung, 1988; Staib y cols., 19839; Rubio y cols., 1984).

Se han reportado otras especies no patdgenas de este género, entre
las que se encuentran: Cryptococcus albidus v Cryptococcus
laurentii, cuyas caracteristicas morfolégicas son similares a las descritas
para C. neoformans (Rippon, 1980), y la manera en-que se ‘diferencian entre si,
es que C. neoformans se desarrolla a 28 y 37 % Yy es patdégena para el ratédn
(aunque se ha reportado que C. albidus también puede causar meningitis) (Melo
y Cols., 1980); ya que las caracteristicas de presencia de capsula, forma
celular , aspecto de 1a colonia, produccién de ureasa, asimilacién de
nitratos, fermentacién y asimilacién de azucares, no sirven para diferenciar
el género Cryptococcus de otras levaduras patédgenas {(Rippon, 1990). (Tabla No.
1).

Se ha sugerido que Ila responsable de la virulencia es la capsula del
hongo, pues se le han comprobado diversos efectos sobre la respuesta inmune
humana, sobresaliendo la inhibicién de la fagdcltosis y el estimulo en la
produccién de linfocitos T supresores (Rippon, 1990). Por otro lado,
Kwon—-Chung y cols., (1986), han sugerido que existen al menos 3 factores
involucrados - con la virulencia de este hongo: 1.- Su crecimiento a 37°C, 2.-
La produccién de una capsula de polisacaridos y 3.- La presenclia de una fenol
oxidasa activa para la sintesis de melanina a partir de precursores
apropiados, y que estos faciores se encuentran localizados en diferentes
alelos y son facilmente mutables. También se ha reportado .que mutaciones en
cualquiera de los tres factores anteriores, reduce de manera significativa la
virulencia del hongo, y sl se afecta dGnicamente la sintesis de melanina se
reduce la virulencia (Polacheck y Kwon-Chung, 1988; Kwon—-Chung y Cols., 1982:
Kwon—-Chung y Rhodes, 1986; Polack, 1988).



Tabla No. 1.- PROPIEDADES DEL GENERO Cryptococcus.

Propiedades C. neoformans C. albidus C. laurentii C. gastricus
Produccién

de ureasa + 4 + +
Crecimiento

a 37°C + - + (") —
Crecimiento . _

a 40°C + — _— _
Utilizacién de

nitrato de potasio o + : - -
Virulencia en

el ratén + - . R
Produccién de

pPigmento en medio + - - —_
de alpiste '

(") .Algunas cepas de esta especie crecen a esta temperatura y otras no.

TOMADO bE TRATADO DE MICOLOGIA MEDICA. JOHN W. RIPPON. 1990.



CRIPTOCOCOSIS

Micosis subaguda o© crénica, causada por un hongo levaduriforme
oportunista llamado Cryptococcus neoformans, ¥y se caracteriza porque afecta
inicialmente pulmones y posteriormente se disemina a visceras, con un fuerte
neurotropismo, por lo que produce infecciones letales en el Sistema Nervioso
Central (SNC) (Meningitis criptococéccica). Su habitat mas frecuente es el
guano de algunas aves como palomas, pichones, gallinas, etc., en los cuales se
han reportado frecuencias hasta de 69% (Rippon, 1990), y tal vez se debe a
que el guano de las .aves por le general es alcaiino, y tiene una
gran cantidad de productos nitrogenados, 1los cuales mantienen viable =al
microorganismo varios meses. Por lo general es mis frecuente en el sexo
femenino, en una relacién aproximada de 2:1, aunque en algunos grupos de alto
riesgo como los pacientes con el Sindrome de Inmuncdeficlencia Adquirida, el
predominio es masculino hasta en 4:1, también se presenta frecuentemente en
pacientes diabéticos, desnutridos o con colagenopatias, leucemias, 1infomas
sarcomas y enfermedad de Hodgkin (Bell, 1981).

Se han descrito dos tipos de criptococosis: En el primer tipo, 1la
infecci6tn se establece en el paciente normal, después de la inhalacién del
hongo, pero se elimina en forma rédpida con muy pocos sintomas, y por lo
general es asintomatica; en pocos casos, se establece una infeccién crénica
que puede afectar las meninges, piel u otros érganos.

En el segundo tipo, la enfermedad se presenta en neoplasias,
padecimientos debilitantes y huéspedes inmunodeficientes, habituslmente como
resultado del tratamiento con farmacos. En estos casos la defensa del
huésped no es suficiente y la infeccién se disemina rapidamente a casi
todo el organismo, particularmente al SNC. (Rippon, 1990).

Por otro lado, 1la clasificacién clinica de 1la criptococosis es la
siguiente: Pulmonar 25%, SNC 45%, Cutanea 10%, diseminada (visceral) 15% y
O6sea 5%.



MELANINA

La me.'[‘a.rilna es un pigmento café o negro de alto peso molecular, gque se
encuentra en el hombre, animales, plantas y microorganismos. Quimicamente, se
han descrito dos tipos de melanina: Las eumelaninas, que son compuestos negros
o pardos, insolubles en agua y compuestos organicos, heterogéneos,
heteropolimeros del 5, 6-dihidroxiindol y de varlios de sus precursores
biosintéticos. Por otro lado, las feomelaninas son polimeros amarillos o
pardo rojizos, y aunque su peso molecular es también elevado, son solubles en
4lcali diluido, son derivados de 1la cisteina y la dopaquinona. (Polack,
1989).No es esencial para el crecimiento de los diferentes animales y plantas,
Yy se le han atribuido algunas funciones, entre las que se encuentran:
camuflaje en el bosque y en el medio ambiente marino, barrera de proteccién

en pulpos y calamares contra el estres ambiental, protecclén a
algunos hongos (Aspergillus nidulans). contra las -radiaciones gama,

ultravioletas , rayos X,calor y frio. (Bell, 1986}.

Por otro lado, se ha encontrado en plantas una asociacién de la melanina
con la respuesta inmune (también en invertebrados y melanomas malignos) (Bell,
1981), pues los vertebrados y algunas plantas son protegidos del atague de
diferentes parasitos y de las celulas inmunclégicas (Pouriat, 1969), también
se ha sugerido que participa de manera importante en 1la wvirulencia y
patogenicidad de algunos hongos, entre los que se encuentran Cryptococcus
peoformans y Wangiella dermatitidis. El primero de ellos produce melanina al
ser incubado en el medio de Nigger (Staib y cols., 1989), y el segundo eg un
hongo Dematiéceo, (se ha sugerido que el pigmento de este hongo es melanina)
Dixon y Cols., 1987) que causa Faehlfomicosis cuténea, y también presenta
fuerte neurotropismc (Produce Faehifomicosis en el SNC). El responsable del
pigmento oscuro es dlihidroxinaftaleno-melanina, y sSe ha sugerido que puede
ser un factor de virulencia, en base a estudios de cepas silvestres y
mutantes de W. dermatitidis en animales de laboratorio (Dixon y cols.,, 1987).

BIOSINTESTIS DE MELANTINA

~ La descripcion de la biosintesis de l1a melanina es complicada por lo
prolongade, ramificado e incompleto de su via biosintética, las estructuras
quimicas complejas de 1os hetercopolimeros de la melanina y su insolubilidad,
todo 1o cual obstaculiza su determinacién estructural. Las melaninas se
sintetizan en los melanosomas, particulas unidas a membranas dentro de los
melanocitos.

Hay varios tipos de melaninas que se sintetizan por vias especificas de
especies, por ejemplo, en el hombre el precursor inicial es la tirosina y el
producto final es dopa melanina (Polack, 1989). En hongos, la sintesis varia
segin' la especie, en C. neoformans (Basidiomicete) hay una fenol oxidasa
activa, pero no puede utilizar tirosina como sustrato y sintetiza la melanina
a partir de Dopa. En algunos hongos imperfectos (incluyendo algunos patbdgenos
de humanos y plantas) se sintetiza a partir de dihidroxi-naftaleno y
metabolitos relacionados (Fig. No. 1) (Geis y cols., 1984; Polack, 19839). La
ltima etapa de sintesis en las células fangicas y humanas no es enzimatica,
sino que es una polimerizacidn espontidnea dando polimeros de alta complejidad
¥ diversidad estructural, lo que puede ser una razén de gue no Se conozcan
enzimas que hidrolicen melanina y gque tampoco se haya identificado un .
anticuerpo que la reconozca (Polack, 1989). )
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Por otra parte, Cryptococcus neoformans y Wangiella dermatitidis crecen
perfectamente en el cerebro, el cual es rico en catecolaminas, que es uno de
los sustratos de la fenol oxidasa del hongo y precursor de la melanina, aungue
las células que crecen en el tejido cerebral nunca son cafés o negras, ¥y
solamente son débilmente coloreadas. Las colonias crecidas en medio con 1
microgramo/ml de dopamina o norepinefrina (concentracién encontrada en tejido
cerebral de rata) son claras o cafés. Una tercera observacién es que a altas
concentraciones de catecolaminas hay un =aumento en la velocldad de
crecimiento, asi como en la produccién de la céapsula de pollisacéridos (esto no
se ha demostradoe in vitrg) (Dixon y cols., 1987; Kwon-Chung y Rhodes, 1988;

Polacheck y Kwon-Chung, 1988).

En conclusién, aparentemente la produccié4n de melanina tiene un papel muy
importante en 1la virulencia y patogenicidad del hongeo y se localiza
principalmente en el cerebro en donde se multiplica libremente y no se sabe
porque tiende a invadir otros érganos, pues se ha reportado que forma un nicho
en la prostata de paclientes con SIDA (se ha sugerido que sirve para una
reinfeccion) (Poclack, 1983).



OBJETIVO GENERAL

Comparar el efecto de algunas cepas de Cryptococcus sp, con diferente --
produccién de melanina sobre 1la virulencia en animales de experimentacién
(ratones).




MATERTIAL Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron 11 diferentes cepas de Cryptococcus sp del cepario del
laboratorio del Area Biolégica del Centro de Investigacién y Estudios de
Posgrado de la Facultad de Ciencias Quimicas, las cuales fueron obtenidas
de diferentes aislados clinicos, y se les realizaron las siguientes pruebas:

1. - Observacién de levaduras encapsuladas.

2.- Crecimiento en Agar Sabouraud Dextrosa (ASD) para observar el aspecto
mucoide de las colonias

3. - Produccién de ureasa.
4.~ Crecimiento en ASD a 37°C

5.- Crecimiento en medio de Nigger, con objeto de clasificar las cepas en bése
a su produccidén de melanina.

Después de realizar las pruebas anteriores, las cepas estudiadas se
clasificaron en base a las caracteristicas observadas (Tabla No. 1).

MATERIAL
1.- Cristaleria.
bajas de Petri de wvidrio
Matraces Erlenmeyer de 250 y S00 ml.
Tubos de ensaye de 8 y 10 ml.
Pipetas graduadas de 1, S y 10 mli
2.- VARIOS.
Gradilla metalica
-Mechero Bunsen
Micropipetas de 100, 200 y 1 000 microlitros.
Espatula
Balanza Analitica
Estufa bacteriolégica a 28 y 37°C
Asa bacteriolégica
Jeringas desechables de 1 ml

Bafio metabdlico Yamato Shaking Bath, Model BRT-25.
9



3.— REACTIVOS.

Solucién salina estéril al 0.85%

Violeta de Genciana (Laboratorios Jaloma, S.A.)

Alcohol etflico industrial (Monterrey, S.A.)

ESTUDIOS DE VIRULENCTIA
Estos estudios se llevaron a cabo bajo el siguiente protocolo:
I GRUPO CONTROL. - Ratones inoculados con solucién salina estéril.
I GRUPOS PROBLEMA. -
a.—- C. neoformans con poca produccién de melanina..
b.- C. peoformans con mucha producciétn de melanina.
c.— C. albidus con mucha produccién de melanina.

NOTA: Todos los experimentos se realizaron por duplicado y 3 wveces como
minimo, con una poblacién promedio de 7 ratones por grupo por experimento.

DETERMINACION DE VIRULENCIA

Se utilizaron ratones hembras blancos, de 18-20 gramos (gr) de peso. Las

cepas en estudio, crecleron en caldo de extracto de  levadura-glucosa,
durante 48 horas (hrs) a 25°C a 100 revoluciones por minuto (RPM) en un bafio
metabdlico .con agitacion constante. Posteriormente, las células se

cosecharon por cenirifugaclién y se Javaron 2 veces con scoluclén salina
estéril al 0.85%, y " se contaron en un Hematocltémetro. Después - se
inocularon 1 000 000 celulas/ml en un volimen final de 0.25 ml de
solucién salina estéril al 0.85% por via intravenosa (vena lateral de la
cola), en los animales de experimentacién. La viabilidad del inéculo se —
confirmdé por sembrar en ASD y posterior incubacién a 28°C.

Los ratones se sometieron a un seguimiento diarlio hasta su muerte, cuando
se obtuvo asépticamente el cerebro, higado y bazo, se observé la formacién de
acUnulos de levaduras, ¥y se homogenizaron 1los cerebros asépticamente en
soluclén salina ¥y se sembraron dilucliones apropiadas en ASD, incubsndose a
28° hasta la aparicién de colonias, a las cuales se les realizaron las mismas
pruebas descritas anteriormente, con objeto de comparar con las cepas control
¥ los inéculos iniciales. . .

Para la determinacién de actGmulos de levaduras, en los organos de los
ratones inflectados, se realizaron 2 experimentos por separade, independientes
de los estudios de virulencia, con un promedio de 6 ratones por grupo por
experimento, graficando los resultados obtenidos.

i
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OBSERVACION DE LEVADURAS ENCAPSULADAS

Para esto, se realizé un frotis, para el cual se tomé una asada de la
colonia a analizar y se fijé al mechero y posteriormente se tifi® con tinta
china y se observd al microscopio.

PRODUCCION DE UREASA

Se tomé una asada de cada una de las cepas a analizar y se sembraron en
caldo urea a 37°C durante, 4-6 dias, observando la produccién de ureasa por un
cambio de color en el medio, el cual vira de anaranjado a rosa fuerte, lo que
indica la produccién de ureasa de las cepas estudiadas.

CRECIMIENTO A 37°C

Se inoculs una asada de cada cepa a analizar en ASD a 37°C durante 72
hrs. y se observé su crecimiento en base a un control incubado a 28°C.

CRECIMIENTO EN MEDIO DE NIGGER

Se inoculé una asada de cada una de las cepas en estudio en medio de
Nigger (Ver pagina No.12) y se incubaron a 28°C durante 14-21 dias, y se
observd- la produccién de melanina de las diferentes cepas por la produccién de
un pigmento oscuro en las colonias en crecimiento.

NOTA: Todos los experimentos se realizaron por duplicado un minimo de 2 veces
cada uno.

MEDIOS DE CULTI VDO

AGAR SABOURAUD DEXTROSA (ASD)

Componente 3 Concentracién
(gr/1t)

Dextrosa. 20

Peptona 7 10

Agar bacteriolégico 20

Agua destilada c.b.p. 1 000 ml

PH final 7 6.5

Se esteriliza en autoclave a 1217C durante 15 min.

USO: Medio rutinario para el aislamiento inicial y conservacién de diferentes
hongos.

11



CALDO UREA

Componente . Concentracién
(gr/1t)
Urea 20
Extracto de levadura 0.10
Fosfato monopotasico 9.10
Fosfato de sodio - 9.850
Rojo de fenol 0.01
Agnua destilada c.,b.p. 1 000 ml

El medioc se esterilizd en autoclave a 5-8 libras de presién durante 15 minutos
USO: Observar la produccidén de ureasa de diferentes microorganismos.

MEDIO DE NIGGER (MEDIO DE ALPISTE NEGRO AGAR)

Componente Concentracién
(gr/1t)

Alpiste negro o Nigger pulverizado 70 ‘

Cloranfenicol 0.05‘

Agar bacterilolégico 20

Agua destilada c.b.p. 1 000 ml

Remo jar el alpiste negro en 1 lt de agua destilada, hervir durante 30 min.

Posteriormente filitrar- en gasa y papel filtro. Aforar a 1 1t con agua
destilada. Esterilizar en autoclave a 110*C durante 15 min.

USO: Medlio de incubacién y de produccién de melanina de C. neoformans.

CAIDO DE EXTRACTCO DE LEVADURA Y GLUCOSA

Componente Concentracion
(gr/1t)

- Extracto de levadura 15

Glucosa 20

Agua destilada c.b.p. : 1 000 ml

Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min.

-

USO: Crecimiento de C. neoformans, para la obtencién del indculo de levadur-o

12



RESULTADOS

En este estudio se utilizaron 11 cepas de Cryptococcus gp, de las cuales
8 fueron C. peoformans, 2 C. albidus Y 1 C. laurentii (Tabla No. 2), todas
presentaron levaduras encapsuladas al ser tefiidas con tinta china ¥y aspecto
mucolde al sembrarlas en ASD (Tabla No. 2).

Todas las cepas de C. neoformans crecieron bien a 37°C en ASD, mientras
que las cepas de C. albidus y C. laurentii tuvieron mencr crecimiento (Tabla,
No. 2). Al ser crecidas en medio de urea todas presentaron produccién de
ureasa en diferente proporcién (Tabla No. 2, Fig. No. 2). Con respecto a la
produccién de melanina en medio de Nigger, todas presentaron sintesis de
melanina en mayor o menor intensidad (Tabla No. 2, Fig. No. 1}.

Una vez caracterizadas en base a su produccién de melanina se tomaron 4
cepas para realizar los estudios de virulencia en ratones (Tabla No. 3), los
cuales se inocularon en la vena lateral de la cola (Ver material y métodos),
observandose cada tercer dia para medir el indice de mortalidad en los ratones
infectados. Las cepas con mas produccién de melanina presentarcn mayor
patogenicidad en los ratones infectados, con una mortalidad del 100% entre 4
y B semanas (Fig. No. 4), mientras que la cepa con poca produccién de melanina
presenta una mortalidad del 10% a las 6 semanas de infectados los ratones (
Fig. No. 4), mnientras que el control no presenta mortalidad en el mismo
beriodo de incubacién (Fig. No. 4). Por otro lado, las cepas mas pigmentadas,
formaron mayor numero de colonias en el cerebro, higado y bazo de los ratones
infectados que los inoculados con la cepa no plgmentada, los cuales, después
de 8 semanas, se sacrificaron, y no se encontraron colonias del honge en
ningunc de los 3 érganos analizados (Figuras No. 5, 6 y 7). Se comprobé la
viabilidad de las colonias por siembra en ASD e incubadas a 28°C, asi
como por el analisis de sus principales caracteristicas (ver material y
métodos). con resultados similares a los reportados en la Tabla No. 2.
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Figura No.

2.—- Prueba de la ureasa de las diferentes cepas de Cryptococcus sp

1.- Control negativo.
2.- Control positivo.
3 y 4. - Problemas positivos.

5.- Problema negativo.



Figura No. 3.- Pigmetacién de diferentes cepas de Cryptococcus sp en medio de
Nigger. ;

- Control negativo (C g_ albicans)

2 y 3.— Cepas problema de Cr_-mtococcus neofornans



Tabla No., 3.- CEPAS UTILIZADAS EN EL

ESTUDIO DE VIRULENCIA EN LOS ANIMALES DE

EXPERIMENTACION.
Namero cepa Producci6én de melanina
1.=- Solucibén salina —_—
estéril
2.- Cepa No. 1 de
la tabla No. 2 C. neoformans ++
MEL-1
3.= Cepa No. 5 de
1a tabla No. 2 C. necoformans 4+
MEL~4(")
4.- Cepa No. 7 de
la tabla No. 2 C. neoformans +++t
MEL-4(")
§.- Cepa No. 10 de
la tabla No. 2 C. albidusg +++

MEL-4(")

(") Cepas con mayor produccién de melanina.



. % DE SOBREVIVENCIA EN LOS RATONES
INOCULADOS CON LAS DIFERENTES CEPAS

FIGURA No. 4 ANALIZADAS

120

1003 K

60

P=OZM<=<MIWON MO R

20

1 2 3 4 5§ 6 7 8
TIEMPO DE INFECCION EN SEMANAS

—— CONTROL s8 —+— CEPA MEL-1

—¥— CEPAS MEL-4

e
910_



NUMERO DE COLONIAS POR CRUCES FORMADAS
EN EL CEREBRO DE LOS ANIMALES INFECTADOS

FIGURA No. &
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NUMERO DE COLONIAS POR CRUCES FORMADAS
EN EL BAZO DE LOS ANIMALES INFECTADOS

FIGURA No. 6

N
u 2.5
M
E
(=
O
2._
D
E
S
L 1.5
O
N
A
S 1+
P
O
R
05
G
=
g
E T — :
s (0]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO DE INFECCION EN SEMANAS

—— CONTROL 88 —— CEPA MEL-1
—¥— CEPAS MEL-4



NUMERO DE COLONIAS POR CRUCES FORMADAS
EN EL HIGADO DE LOS ANIMALES INFECTADOS

FIGURA No. 7
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DISCUSION

Los hongoes dematidceos son un grupo heterogénec de organismos pigmentados
que incluyen saprofitos, patégenos de plantas y animales. La pigmentacién
oscura asociada con estos hongos, es producto de un derivado de la melanina en
la pared celular, 1llamado dihidronaftaleno melanina (Bell y Wheeler, 1986;
Dixon y cols., 1989) y se ha sugerido que puede participar en la virulencia de
dichos hongos (Kwon-Chung y Cols., 1882; Polacheck y Kwon-Chung, 1988; Dixon y
cols., 1989; Polack, 1988). ;

En este trabajo, para realizar estudios de virulencia en ratones, se
caracterizaron 11 cepas de Cryptococcus sgp en base a su producciétn de
melanina, encontrando caracteristicas de pigmentacién variables de unas cepas
con respecto a otras, lo cual coincide con algunos reportes de la literatura
(Rippon, 1990; Polacheck y Kwon-Chung, 1988; Polack, 1989), aunque la
producci6én de melanina encontrada en una de la cepas de C. albidus fue mayor
a lo reportado en la literatura (Polacheck y Kwon—-Chung, 1988; Polack, 1989;
Rippon, 1980; Rubic y Cols., 1984), pero si concuerdan con lo reportado por

Melo y cols., (1980) y por Staib y Cols., (1989}.

Con respecto a los estudios de virulencia, se indujo la infeccién en
ratones de una manera relativamente facil, coincidiende con la literatura
{Polack, 1989; Dixon y Cols., 1989; Van Cutsem y cols., 1986; y Rippon, 1990).
Con respecto al papel de la melanina en la virulencia del hongo, se encontré
que las cepas mas productoras de melanina son las mas patdgenas para los
ratones infectados, pues en un promedio de 6 semanas se encontrdé un 100% de
letalidad, lo que no se observa con la cepa que produce poca melanina, donde
se encontré un 10% de letalidad en el mismo periodo con respecto a los
controles inoculados con solucién salina estéril, coincidiendo con 1o
reportado en 1la literatura para algunos aislados clinicos del hongo
{Kwon—Chung ¥y Cols., 1989; Polack, 1989) para Wangiella dermatitidis (Dixon y
Cols., 1989) Verticillum dahliae (Wheeler y Bell, 1985).

Es interesante mencionar, que una de las cepas con gran produccién de
melanina fue una de las dos cepas de C, albidus analizadas lo cual no
concuerda con lo reportado por diferentes autores (Rippon, 1990; Kwon- Chung ¥
Cols., 1989; Satib y Cols., 1989), siendo ademas muy virulenta para los
ratones inoculados, confirmando el papel de la melanina en la patogenicidad
del hongo, pues el patrén de virulencia observado es similar al de las cepas
de C. neoformans estudiadas y coinclide con 1lo reportado por Melo ¥y
Cols., (1980), pudiendo ser una variable hiperproductora . de melanina en
comparacién con las cepas que la producen en bajas concentraciones.

El cerebro - de loz ratones Iinfectados con las diferentes cepas
estudiadas fue el més colonizado confirmando el neurotropismo de Cryptococcus
sp seguido del bazo e higado respectivamente, slendoe similares ' estos
resultados con lo reportado por Polack (1989) y Dixon y Cols., (1989).

Por otro lado, la funcién de ]la produccién de melanina en hongos dque
producen micetoma (Madurella grisea o Pseudollescheria boydii) no ha sido
estudiado, pero se piensa que la melanina extracelular puede ser un factor
importante en la formacién de los granos del micetoma. Por 1lo -anterior, es
evidente que la sintesis de melanina influye en la virulencia y patogenicidad
de los hongos productores de la misma, aunque el conocimiento exacto de su
papel en dichas funciones no esta totalmente entendido.
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NCLUSIONES

Las cepas de Cryptococcus sp utilizadas tienen caracteristicas similares a
las descritas en la literatura.

La infeccién en los animales de experimentacién se indujo de manera
relativamente ficil en todos los animales inoculados.

Las cepas con mayor produccién de melanina fueron 1004 mortales a las 6
semanas de Iinoculacién, mientras que las cepas con poca produccion
indujeron muy poca mortalidad.

Las cepas mAs pigmentadas, forman un mayor numerc de colonlias en el
cerebro, higado y bazo en los animales de experimentacién que las no
pigmentadas.

La cepa de C. albidus empleada en este trabajo presenta una gran
produccién de melanina, y es muy virulenta en los ratones infectados, lo
cual difiere con algunos reportes de la literatura.
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