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RESUMEN

Durante febrero del 2013 a mayo del 2014, se obtuvieron 84 muestras de
12 coyotes silvestres (Canis latrans) en ranchos y Unidades de Manejo para la
Conservacion de la Vida Silvestre de los estados de Coahuila, Nuevo Leo6n y
San Luis Potosi, México. Los animales fueron capturados bajo los estatutos de la
Ley General de la Vida Silvestre y bajo las condiciones que dictan la Ley
Federal de Sanidad Animal y fueron sacrificados previa sedacion con xilacina y
zoletil ® 100 y exanguinados. Todo este procedimiento se realizd segun los
estatutos establecidos en la norma NOM-033-ZO0-1995 sobre sedacion y
sacrificio animal. El objetivo de este estudio fue describir las principales lesiones
causadas por diferentes agentes etiolégicos en el pulmén de coyotes mediante
analisis histopatolégico. Los pulmones se seccionaron y se perfundieron en
formol bufferado al 10%, realizdndose posteriormente la técnica histoldgica de
rutina. Las muestras fueron tefiidas con Hematoxilina y Eosina, Acido Peryodico
de Schiff, Grocott y tincion de Pearls. Se tomaron 10-20 gramos de heces
practicandose la técnica de Bearman. Los resultados fueron negativos a la
presencia de larvas o huevos. Las lesiones observadas sugieren la presencia de
Blastomyces dermatitides y silicosis pulmonar. Tanto la blastomicosis pulmonar
como la neumosilicosis pulmonar no se habian reportado en México en coyotes,

por lo que constituyen el primer informe de estas patologias en nuestro pais.



1. INTRODUCCION

El coyote (Canis latrans) canido silvestre que se caracteriza por su astucia
e inteligencia. Se adapta facilmente a casi cualquier medio ambiente incluyendo
habitats humanos, lo que ha convertido en uno de los caninos salvajes mas
exitosos y mejor distribuidos de América, por lo que suelen infectarse con una
amplia gama de enfermedades, lo que lo convierte en una de las especies
animales que representa un mayor peligro de contagio hacia otros animales y al

ser humano.

En México no existen reportes sobre la incidencia y las lesiones asociadas
a algun agente patoldgico en los diferentes sistemas organicos en el coyote. Sin
embargo, estudios realizados en Europa, Africa, China, Canada, Estados Unidos
de América y América del sur se han descrito la presencia de diferentes agentes

patoldgicos de interés zoondtico y enzodtico.

En los ultimos afios y debido a su extension poblacional, el ser humano ha
tenido mas relacion con el coyote, adjudicandole la responsabilidad de grandes
pérdidas econdmicas, principalmente en ganado y aves de corral, en ranchos y
algunas areas urbanas de las ciudades. (Hidalgo et al 2013) EI coyote tiene una
controvertida importancia en los ecosistemas de las areas rurales,
especialmente en zonas ganaderas, ya que Su presencia se asocia con la
depredacion del ganado doméstico. Por ello es importante tener conocimiento
de las enfermedades de riesgo hacia el ser humano y los animales domesticos.

(Wapenaar, et al., 2012). La cercania de los coyotes con los perros
1



domesticados (Canis lupus familiaris) rurales y urbanos son fuentes potenciales

de enfermedades infectocontagiosos y zoonéticas. (Gomez, 2005)

El coyote es una especie que no esta enlistada en la NOM-059-
SEMARNAT-2010 referente a los animales que estan en peligro de extincion o
protegidos por ley. En la lista roja para la Unidén Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN) se encuentra como “preocupacion

menor”. (DOF, 2010; SEMARNAT. 2010).

En Meéxico, se han realizado investigaciones en C. latrans sobre su
alimentacion y biologia, pero en cuanto a enfermedades y lesiones provocadas

en el organismo del coyote no hay nada reportado hasta el momento.



1.1 Justificacion

La presencia de lesiones en el parénquima pulmonar de los coyotes
nos permitira entender la importancia de estos animales como vectores de las
enfermedades que presenten y que pudieran transmitir a los animales

domésticos y seres humanos, siendo estos monitores ambientales.



1.2 Hipotesis

Las lesiones observadas en el tracto respiratorio de los coyotes (C. latrans)

del Noreste de México estan asociados a la presencia de parasitos pulmonares

Existen diferentes agentes etiolégicos que causan lesiones en el

parénquima pulmonar de los coyotes (Canis latrans) en el Noreste de México.



1.3 Objetivo General

Describir las principales lesiones causadas por diferentes agentes

etioldgicos en el pulmon de coyotes mediante analisis histopatologico.



1.3 Objetivos particulares

1. Evaluar la presenciay la distribucion de diferentes agentes etioldgicos en
el pulmén de los coyotes por histopatologia por medio de histoquimica
como Hematoxilina y Eosina (HE), Zhiel Nilssen, Acido Peyddico de Shiff

(PAS), Grocott y Azul de Prusia.

2. ldentificar la  presencia de  parasitos mediante  estudio

coproparasitoscépico



2. LITERATURA REVISADA

2.1 Coyotes

Los coyotes (Canis latrans) (Figura 1) son canidos salvajes de tamafo
mediano, con un peso que puede oscilar entre 7 a 20 kg y con una longitud de
la cabeza a la cola de 135 cm aproximadamente. Las hembras se caracterizan
por ser mas pequefias que los machos. El color de pelo varia segun su
localizacion geografica, puede ser desde gris puro hasta color rojizo (Antafio y
Aragén, 2011). Con el uso de camaras de fototrampas se demostré que el
pelaje de los coyotes es simétrico, por lo que para la identificacion suele
emplearse la imagen con una fotografia del animal. (Hidalgo et al., 2013). EIl
coyote es una de las especies de mamiferos salvajes con mayor distribucién en
el mundo, localizandose desde Alaska hasta Panama, asi como en el continente
Europeo (Antafio y Aragon, 2011). Se ha destacado informacién que indica
gue la distribucion del coyote en el siglo XV estaba en el centro de México, pero
el aumento de la creciente poblacion a zonas urbanas, asi como a la
deforestacion de algunas areas se ha provocado la migracién del coyote hacia

el centro y sur del pais (Hidalgo et al., 2004).

En estudios recientes se han reportado coyotes en la peninsula de
Yucatan, por lo que con este reporte se considera que C. latrans tiene una
distribucion en toda la Republica Mexicana (Ceballos y Oliva, 2005). EIl coyote
habita en todos los tipos de vegetacion como bosques de encino, areas

semidesérticas, planicies con matorral xerdfilo y pastizal, asi como en areas



Figura 1. Coyote (Canis latrans) distribuido en toda la Republica Mexicana.



protegidas y zonas urbanas. (Aranda et al., 1995). La expansion del coyote se
ha facilitado gracias a la eliminacion de algunos canidos competidores, como el
lobo gris (Canis lupus).  En cuanto a su biologia, ecologia, y alimentacion, el
coyote es uno de los carnivoros salvajes mas estudiados en México. Su
alimentacion es variada segun la estacion del afio. Se alimentan principalmente
de lagomorfos, roedores, ungulados y algunos mamiferos pequefios como tuzas
(Geomys bursarius), ratas (Rattus norvegicus), ardillas terrestres (Sciurus
vulgaris) y conejos (Oryctolagus cuniculus) y eventualmente matan mamiferos
domésticos tales como borregos (Ovis aries), chivas (Capra aegagrus hircus),
potrillos (Equus caballus), puercos (Sus scrofa domestica) y venado (Odocoileus
virginianus) también se alimentan de aves, algunos frutos, insectos, carrofia y
reptiles (Ceballos y Oliva, 2005; Antafio y Aragon, 2011). El coyote es
considerado una especie mondégama y su periodo de reproduccidon comprende
un periodo de de enero a abril. La gestacion tiene una duracion de 63 dias
aproximadamente, teniendo en promedio de 5 a 6 cachorros (Ceballos y Oliva,

2005; Antafio y Aragoén, 2011).

2.2 Blastomyces dermatitidis

La blastomicosis es una enfermedad sistémica grave causada por
Blastomyces dermatitidis, el cual es un hongo termal, dimorfico, saprofito,
formador de esporas y que se desarrolla en ambientes humedos, arenosos y
acidos, o en suelos rico en plantas o animales en descomposicién (Legendre,

2012). Este organismo crece como hongo en una forma saprofitica micelial
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(Ajellomyces dermatitidis) en el medio ambiente y en los tejidos del huésped se
convierte en levadura (Smith y Kauffman, 2010). El hongo es un patdgeno
pulmonar primario de los seres humanos y de los perros que viven al aire libre o
de caceria; sin embargo, puede afectar de forma esporadica a los gatos. La
transmision zoondética es rara, pero en los seres humanos la infeccion es posible
que ocurra después de mordeduras o por el manejo de tejidos infectados
(cazadores, taxidermistas). El reservorio de las esporas es el medio ambiente
(Lopez y Méndez, 2012). Tipicamente, la infeccién se produce por la inhalacion
de las esporas infectivas (aleurioconidias). En el tracto pulmonar, las esporas se
transforman en levaduras, las cuales causan una infeccion autolimitante
piogranulomatosa (Bateman, 2002). Las levaduras en gemacion tienen de 5-20
um de diametro y poseen una pared gruesa, refractil y doblemente contorneada
(Green, libro 2012). En el parénquima pulmonar, bajo la influencia de la
humedad y temperatura corporal, el hongo crece demasiado, y no puede entrar a
las vias respiratorias terminales en la forma de aerosol. Esto hasta cierto punto
es deseable, desde el punto de vista zoon6tico, ya que la infeccién a través del
mecanismo de la tos es muy poco probable. Sin embargo, en el huésped las
levaduras pueden ser transportadas desde los pulmones, a través del torrente
sanguineo o por via linfatica, y diseminarse a otros organos. La blastomicosis es
mas frecuente en ciertas regiones de Estados Unidos y Canada, aunque también
ha sido reportada en Europa, Africa y Oriente Medio. Hay pocos casos de
blastomicosis humana en México, pero todos esos casos han sido infecciones
importadas de otros paises (Salas et al.,, 2013). Esta enfermedad micoética
también se ha diagnosticado en mamiferos acuaticos, como el lobo marino
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(Zalophus californianus y Eumetopias jubata) (Zwick et al., 2000), y delfines
(Tursiops truncatus) (Cates et al., 1986). Asimismo, se ha reportado en animales
salvajes, como el murciélago indio de la fruta (Ptero pusgiganteus), el hurdn
(Mustela putorius furo), leén africano (Panthera leo), oso negro (Ursus
americanus) (Storms et al., 2003 y Dykstra, 2012) y lobos (Canis lupus) (Thiel et

al., 1987); sin embargo, no se ha observado en los coyotes.

2. 3 Silicosis (SiOy)

La enfermedad se produce por la inhalacién de cristales de silicio o
diéxido de silicio, en cualquiera de sus diferentes formas como cuarzo, timidita y
cristobalita. Esos cristales pueden ser inhalados (con un diametro menor a 10
micras), cuando se trabaja con piedra arenisca (compuesta con 67% de silicio)
y con granito (compuesta con 25% a 45 % de silicio) o cuando se trabaja con

blogues de silicio para los hornos industriales. (Day et al., 1996).

La silicosis pulmonar es en una enfermedad ocasionada por polvos de
silicatos (SiO,) que usualmente se encuentran en areas de actividad humana
como industrias y minas y de forma natural en la arena de los desiertos. Si el
polvo de silicio llega a ser aspirado, puede llegar hasta los pulmones y ocasionar
una severa inflamacién pulmonar llamada silicosis pulmonar, aunque también se
le encuentra en la literatura como pneumoconiosis-silicosis o pneumosilicosis
pulmonar. Las particulas de silicio pueden escapar a los mecanismos de defensa

mucociliar del tracto respiratorio superior y ser depositados en los alvéolos. Esas
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particulas pueden ser fagocitadas por los macrofagos alveolares o permanecer
libres en lumen y pared alveolar, induciendo una severa reaccion inflamatoria. La
reaccion inflamatoria en el pulmén es de caracter intersticial, formandose
ademas extensa fibrosis, nédulos y granulomas. La silicosis pulmonar es de
caracter y de importancia mundial, con muy pocos reportes de casos de la vida
silvestre (Canfield, 1989). La mayoria de los casos clinicos corresponden a
personas que trabajan en las minas o en empresas que manipulan silice o sus
derivados. Los casos de silicosis pulmonar en personas han aumentado
considerablemente durante los Ultimos afios, sin importar las medidas de
seguridad que se tomen (Calderén et al., 2001). Entre los padecimientos que se
han asociado con la silicosis pulmonar estdn la tuberculosis, bronquitis,

enfisema, falla cardiaca y bronconeumonia (Thompson. 2006).

En estudios realizados en ratas, se ha demostrado la asociacion entre las
particulas de silicio y la inflamacion del pulmon; asi mismo la exposicién a silicio
solo o en combinacibn con otros minerales esta relacionada con la
neumoconiosis mixta (Rodriguez, 1990). En consecuencia, la neumoconiosis
pulmonar causada por silicosis es bien conocida en el hombre y la forma de
presentacion puede ser por silicatos fibrosos y silicatos no fibrosos (Green,
2007). Los silicatos fibrosos, genéricamente conocido como asbesto, son los
mas importantes en la produccion de la enfermedad pulmonar y los silicatos no
fibrosos, tales como caolin, pueden causar una enfermedad pulmonar
significativa (Giuliano et al., 2010). Sin embargo, se acepta actualmente que el

silice no es tan fibrogénico como muchas otras sustancias que causan

12



neumoconiosis y la enfermedad clinica puede no ocurrir en el caso de que sélo

pequefias cantidades pueden estar presentes en el pulmén (Canfiel et al., 1989).

Naturalmente ocurre neumoconiosis por silicio en animales, pero estos
casos no estan reportados aunque estos animales pueden tener variados
efectos clinicos. La neumoconiosis causada por silicio produce extensas areas
de neumonia granulomatosa y fibrosis pulmonar de acuerdo a un estudio
reportado en caballos en California, Estados Unidos. (Canfiel et al., 1989). Por
otro lado se ha reportado neumoconiosis en especies mamiferas, incluyendo
cerdos, primates no humanos, perros, camellos, caballos, ovejas, cabras
(Kobayashi et al, 2014) y muchas especies de mamiferos en zoologico
particularmente marsupiales. También ha sido reportado en aves (Kirk et al,
2012) y con efectos clinicos minimos en kiwis en Nueva Zelanda en el Zoologico
de San Diego, Estados Unidos (Day et al., 1996). Asi mismo, se han reportado
casos en nutrias con lesiones de silicosis pulmonar con fibrosis, una de ellas

presento carcinoma bronquioalveolar. (Kirk et al, 2012).

Los factores mas importantes en el desarrollo de la silicosis son la
concentracion de polvo respirado, los cristales de silicio contenidos e inhalados y
el tiempo de exposicién, o que nos da como resultado el incremento del grado
del dafio patologico de silicosis (Calderon et al., 2001). La silicosis presenta una
variedad patogénica, que va de silicosis simple (con formacion de nédulos),

fibrosis progresiva, silicoproteinosis y fibrosis difusa intersticial. Los reportes
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indican que los l6bulos méas afectados con nodulos discretos son los apicales.

(Day et al., 1996)

Microscopicamente se pueden distinguir los cristales de silicio en ndédulos
dentro del parénquima pulmonar, observandose particulas birrefringentes en el
centro de estos nodulos (Guiliano, 2010). Las caracteristicas histopatolégicas de
la silicoproteinosis pueden parecerse a la proteinosis alveolar primaria con
granulos PAS positivos, con depdésitos minimos de coldgeno y fibrosis.
Experimentos in vitro en animales han demostrado las interacciones entre los
macrofagos alveolares y las particulas inhaladas de silicio y los efectos toxicos

que provoca el silicio dentro de las células (Calderon et al., 2001)
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Animales para el estudio

Se colectaron 12 coyotes en la temporada de Enero del 2013 a Mayo del
2014 en diferentes sitios de los estados de Nuevo Leon, San Luis Potosi y
Coahuila (Figura 2), localizados diversos ranchos y diferentes UMA's.  Los
animales se capturaron colocando 15 trampas (Soft Catch ®, OY 1 OV ®OLD,
Oneida Victor #3) (Figura 3) en sitios en donde se tenian reportes con
problemas de coyotes, General Bravo (25° 48' N, 99° 10' O) y los Ramones (25°
42’ 0” N, 99° 37°0” O) en Nuevo Lebdn, en Charcas (23° 7' 34" N, 101° 6' 46" O)
y Venado (22° 56' 0" N, 101° 5’ 34" O), San Luis Potosi, asi como en Sabinas
(27° 50" 54" N, 101° 7' 12" O), Coahuila, lugares en donde pretendia realizarse
control de fauna nociva. Los animales fueron capturados bajo los estatutos de
ley general de la vida silvestre y bajo las condiciones y permisos otorgados

(Oficio SEMA-VS-01/018-13, Oficio numero PVSNL VS 16584). Ver anexo.

Los animales fueron sedados con Clorhidrato de Xilacina, (Procin® 10%,
Pisa) a una dosis de 1.1 - 2.2 mg/kg, |. M. y Teletamina y Zolazepam, (Zoletil
100® Virbac México) a una dosis de 100 mg /kg, I. M.  Posteriormente fueron
exanguinados mediante eyugulacion, bajo las condiciones que dictan la Ley

Federal de Sanidad Animal y a la norma NOM-033-Z00-1995.
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Figura 2. Municipios donde se encuentran areas de estudio muestreadas.
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Figura 3. Trampa (Soft Catch ®, OY 1 OV ® OLD, OneidaVictor # 3) que se utilizd

para atrapar los coyotes (Canis latrans).
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3.2 Coleccion de muestras

3. 2. 1 Estudio postmortem

Se realiz6 primeramente la inspeccion general del cadaver y posteriormente
se llevé a cabo con la técnica rutinaria de necropsia de cada animal para su
exploracion anatomopatolégica (Candanosa y colbs., 2011). Se tomaron
muestras tisulares del tracto respiratorio y se fijaron durante 48 horas en

formalina (Sigma-Aldrich) al 10% amortiguada.

3. 2. 2. Examinacion microscOpica de los pulmones

Para el estudio microscopico de los pulmones identificaron los tres I6bulos
del lado izquierdo y los cuatro Iébulos del lado derecho (Figura 4 y Figura 5) se
seccionaron los siete I6bulos cortando la parte media de cada uno de los l6bulos,
obteniendo segmentos de 1 a 2 cm de largo y 0.5 cm de ancho, y se colocaron
en casetes para el proceso histolégico (Figura 6), posteriormente se realiz6 el
procedimiento de la técnica histolégica embebida en parafina de rutina para
obtener las laminillas tefiidas con Hematoxilina y Eosina (H&E), Acido Periodico
se Schiff (PAS), Grocott, Pearls y fueron observadas al microscopio de luz
(Primo Star, ZEISS). Los resultados se registraron utilizando una camara digital

(Canon® Primo Star).
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3. 2. 3 Coleccion y preservacion de muestras fecales

Se tomaron entre 10 a 20 g de muestras fecales directamente del intestino
grueso y del ciego de los coyotes durante la necropsia. Esto se llevé a cabo con
la ayuda de unas pinzas y tijeras de diseccion abriendo longitudinalmente el

tracto digestivo.

Las heces se colocaron en gasas para someterlas a la técnica de Baermann
que es especifica para larvas del primer estadio (L1) de los nematodos
broncopulmonares, siguiendo lo recomendado en la literatura (Zajac,
2006). Las muestras fecales se dejaron reposar en un embudo durante 24
horas, en agua destilada a 20°C en un embudo de vidrio con una manguera de
latex al final del embudo cerrada con una pinza, sobre un soporte universal.
Una vez trascurridas las 24 horas se quito la pinza, se recogieron las primeras 3
- 4 gotas del sedimento y se colocaron directamente en un portaobjetos,
colocandoles el cubreobjetos y después se observaron al microscopio de luz

(Primo Star, ZAISS) para ser examinadas.
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LACD

10 cm

Figura 4. Pulmones de coyote. Vista dorsal. Lébulo Apical Izquierdo (LAI), Ldébulo
Diafragmético lzquierdo (LDI), Lébulo Apical Derecho (LAD), Lébulo Accesorio Derecho
(LACD), L6bulo Cardiaco Derecho (LCD) y Lébulo Diafragmatico Derecho (LDD).
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LCI

10 cm

Figura 5. Pulmones del coyote. Vista ventral. Lébulo Apical Derecho (LAD), Lébulo
Cardiaco Derecho (LCD), Lébulo Accesorio Derecho (LACD) y Lobulo Diafragmatico
Derecho (LDD), Lobulo Apical I1zquierdo (LAI), Lébulo Cardiaco Izquierdo (LCI), Lébulo
Diafragmético Izquierdo (LDI).
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Figura 6. Seccion del I6bulo, corte de la parte media colocado en un casete.

2cm
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Asi mismo, se colectaron 6 ml de liquido proveniente del embudo y se colocaron
en tubos de ensaye estandar (12 x 75 mm, PYREX) para ser colocados en la
centrifuga (Mikro 200 Zentrifuge, HETTICH). Los tubos se centrifugaron a 2000
rpm durante 5 minutos con la finalidad de que las larvas quedaran en el fondo
del tubo. Se retiraron de 2 a 3 gotas del sedimento con una pipeta del tubo y se
colocaron en un portaobjetos afadiendo una gota de solucién de yodo lugol
(HYCEL) para que las larvas murieran y asi poder hacer mas sencillo el estudio
de la morfologia de los nematodos. Se tomé una muestra y se observo al

microscopio de luz 100X. (Primo Star, ZAISS).
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4. RESULTADOS

4.1 Examinacion histopatolégica

Las lesiones distribuidas en el parénquima pulmonar de cada lébulo se
caracterizaron basandose en una serie de lesiones basicas sugeridas en la

literatura de Patologia Pulmonar (Lopez, 2012). Ver Tabla 1.

Los criterios de evaluacion fueron asignados de acuerdo a la severidad
del dafio en parénquima pulmonar (Tabla 2), siendo éstos asignados de
acuerdo a la severidad del dafio. En donde el grado I, es cuando la lesion era
leve, en las que se incluyeron atelectasia, enfisema, congestién y edema. El
grado Il, se asigno cuando las lesiones fueron moderadas como la presencia de
las células inflamatorias, engrosamiento de los septos alveolares, hiperplasia de
las células caliciformes, hiperplasia de las células bronquiales vy
bronquioalveolares e hiperplasia del tejido Linfoide Asociado a Bronquios
(BALT). Mientras que el grado Ill incluyé hemorragia alveolar, necrosis y la

presencia de los granulomas eosinofilicos.

La frecuencia de las lesiones pulmonares en los l6bulos revisados (n=84)
se presentan en la tabla 3, en donde se da la proporcion de I6bulos que
presentaron lesiones, en donde los siguientes signos expresan los siguiente:
con (+) si son pocas lesiones, con (++) si se presentaron en cantidad moderada

y con (+++) si las lesiones de los I6bulos se presentaron de manera abundante

24



LESION / LOBULO LAD LCD | LACD | LDD LAI LCI LDI
Engro’w....v..w ST [ S S R e 11/12
Atelectasia 11/22 | 11/22 | 11/12 1/12 11/12 | 11/12 | 11/12
Enfisema 11/12 4/12 11/12 | 11/12 | 11/12 3/12 11/12
Hemorragia 11/12 4/12 4/12 4/12 3/12 4/12 3/12
Presencia de células epitelodies 11/12 2/12 4/12 4/12 3/12 3/12 4/12
Granuloma no encapsulado 11/12 | 11/12 | 11/12 | 11/12 3/12 11/12 | 11/12
Neumonia intersticial 11/12 | 11/12 | 11/12 | 6/12 4/12 11/12 | 11/12
Presencia de estructuras micoticas 11/12 | 11/22 | 11/12 | 11/12 3/12 11/12 | 11/12
Presencia de Silicio 11/22 | 11/22 | 11/12 | 11/12 3/12 11/12 | 11/12
Metaplasia 6sea 2/12 3/12 2/12 2/12 2/12 5/12 3/12
Hiperplasia de células caliciformes 11/12 | 11/12 | 11/12 | 11/12 | 11/12 | 11/12 | 11/12
Hiperplasia de células bronquiales y | 3/12 3/12 11/22 | 4/12 2/12 4/12 3/12
bronquioalveolares
Metaplasia de células caliciformes | 2/12 1/12 2/12 2/12 1/12 1/12 2/12
en bronquio
Hiperplasia de BALT 1/12 2/12 3/12 2/12 1/12 1/12 2/12
Congestion 11/12 3/12 11/12 3/12 1/12 3/12 4/12

Tabla 1. Caracterizacién de Lesiones.

muestras (n= 84). EIl Lébulo Apical Derecho (LAD), el Lébulo Cardiaco Derecho (LCD),

Lébulo Accesorio Derecho (LACD), el Lébulo Diafragmético Derecho (LDD), el Lébulo

Lesiones presentes en cada lobulo del total de

el

Apical Izquierdo (LAI), el Lébulo Cardiaco Izquierdo (LCI), el Lébulo Diafragmatico

Izquierdo (LDI). Se muestra la frecuencia de las lesiones caracterizadas en los

coyotes.
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GRADO DE SEVERIDAD LESIONES

Atelectasia

Enfisema

Congestién
Grado | o leve

Edema

Presencia de células inflamatorias

Engrosamiento de septos alveolares

Hiperplasia de células caliciformes

Hiperplasia de células bronquiales y bronquio
Grado Il o Moderado alveolares

Hiperplasia de Tejido Linfoide Asociado a Bronquios
(BALT)

Hemorragia Alveolar

Grado Ill o Severo Necrosis

Presencia de granulomas eosinofilicos

Tabla 2. Criterios de evaluacién. Estas fueron asignadas de acuerdo a la severidad del

dafio.
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GRADO
DE LA LAD LDD LCD LAI LDI LCI LACD
LESION
Leve +++ ++ ++ +++ ++ ++ ++
Moderada ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++
Severa +++ +++ ++ + + ++ ++

Tabla 3. Frecuencia de lesiones en los I6bulos (n= 84).

En donde (+) son pocos I6bulos

con lesiones, (++) presentan las lesiones en los Iébulos en cantidad moderada y (+++)

se presentaron en forma abundante.
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Esta clasificacion fue sugerida por (Rodriguez Tovar et al, 1989), para
asignar valores cualitativos a las lesiones encontradas en el parénquima con

lesiones pulmonares.

Las lesiones histopatologicas encontradas en los I6bulos del parénquima
pulmonar tefiidas con HE fueron tipicas de una neumonia intersticial crénica y
granulomatosa, caracterizada por un severo engrosamiento de los septos
alveolares (Figura 7). Se aprecio la presencia de botones de colageno, los
cuales sugerian una abrupta ruptura de los septos alveolares, que se tifien
intensamente con eosindfilos con la tincién de PAS (Figura 8). Otras lesiones
observadas fueron enfisema, atelectasia y hemorragias que iban de moderada a
severas. La pared de los vasos sanguineos lucieron engrosadas y obliteracion
del lumen arterial. En otras areas se observd abundante proliferacién de tejido
conectivo en parénquima pulmonar. Asi mismo se encontré hiperplasia de
células caliciformes en bronquio y bronquiolo (Figura 9). En la revision de otros
campos se aprecio metaplasia cartilaginosa y 6sea del tejido conectivo (Figura
10), asi como se observaron numerosas estructuras esféricas intracelulares o
extracelulares, de paredes gruesas, refringentes, de 20-25 um de diametro, con
un espacio libre alrededor de un nudcleo granular, y se encontraban dispersas en
el parénquima pulmonar (Figura 11). Estas esférulas fueron PAS-positivas, con
protoplasma granular y con base amplia en sitios de gemacion (Figura 12).
Algunas estructuras micéticas lucian degeneradas en el interior de ndédulos
granulomatosos (Figura 13). Ademas, también se reconocieron hifas septadas

en areas de respuesta granulomatosa.
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Figura 7. Pulmén. Coyote. Severo engrosamiento de los septos alveolares asi como
extensas areas de enfisema (E). Se puede apreciar un deposito de colageno que se
extiende entre las paredes alveolares (flechas). HE. 40X.
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Figura 8. Pulmoén. Coyote. Severo engrosamiento de los septos alveolares asi como
presencia de nodulos que son positivos a la tincion con acido peryodico de Schiff

(flechas). Areas de enfisema y atelectasia. PAS. 40X.
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Figura 9. Pulmén. Coyote. Hiperplasia de células caliciformes (flechas), las cuales son

positivas a la tincion con acido peryddico de Schiff. PAS. 100X.
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Figura 10. Pulmén. Coyote. Metaplasia 6sea del tejido conectivo en el parénquima
pulmonar. Se puede apreciar en el hueso conductos de Havers muy rudimentarios.
Enfisema (E). HE. 40X.
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Figura 11. Blastomyces dermatitidis. Esférula de pared gruesa (flecha) y nucleo bien
definido préxima a un macréfagos espumosos (*). PAS. 100X.
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Figura 12. Pulmon. Coyote. Se aprecia una forma levaduriforme de Blastomyces
dermatitidis gemando en una zona con reaccion granulomatosa (flecha). Asimismo, se

observan estructuras micoticas con forma de esfera (cabeza de flecha). PAS. 40X.
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Figura 13. Pulmon coyote. Estructura micotica de Blastomyces dermatitidis (flecha)
degradada en el centro de una reaccion piogranulomatosa. PAS. 40X.
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(Figura 14). Basado en las lesiones pulmonares y en las caracteristicas
morfolégicas del organismo, se hizo un diagndstico de neumonia intersticial
cronica piogranulomatosa autolimitada causada por Blastomyces dermatitidis

(Figuras 15y 16).

Los cambios histopatolégicos que sugirieron una pneumoconiosis
estuvieron caracterizados por niveles variables de fibrosis difusa y nodular, la
cual se encontraba asociada con una reaccion granulomatosa. En las areas
granulomatosas y de fibrosis del parénquima pulmonar también pudieron
reconocerse numerosos agregados de macréfagos que contenian
indistintamente en su citoplasma o fuera de ellos un material cristalino o
transparente, filamentoso o como agujas finas, birrefringentes, de
aproximadamente 5-10 um de longitud. Algunas veces estos cristales también se
apreciaban como granulos de color eosinofilico o de color marrén, rodeados de
un material granulomatoso y necrotico (Figura 17). Morfol6égicamente, este
material correspondio con el depdsito de silicio en el parénquima pulmonar. Los
agregados de macrofagos estaban rodeados por una fibrosis que iba de
moderada a severa mientras que las vias aéreas estaban rodeadas por musculo

liso hipertrofiado (Figura 18).
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Figura 14. Pulmén. Coyote. Presencia de hifas septadas de Blastomyces dermatitidis
(flecha) en el centro de una reaccion granulomatosa. PAS. 100X.
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Figura 15. Pulmoén. Coyote. Se observan tres estructuras micéticas de Blastomyces
dermatitidis (flechas) en el centro de una reaccion granulomatosa. Se pueden observar
estructuras filamentosas, transparentes y refringentes (cabeza de flecha),

correspondientes a cristales de silicio. Macréfago espumoso (*). PAS. 100X.
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Figura 16. Pulmén. Coyote. Numerosos nédulos dispersos en el parénquima pulmonar
(flechas), positivos a Grocott conteniendo material micético degradado dentro y fuera de
células fagociticas. Grocott. 40X.
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Figura 17. Pulmén. Coyote. Depdésitos de silice en el parénquima pulmonar (flechas).
Se aprecian unas estructuras filamentosas, transparentes y refringentes en una zona
granulomatosa. También se aprecian macréfagos espumosos (*). HE. 100X.
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Figura 18. Pulmén. Coyote. En el lumen bronquial (L), se aprecia una marcada
hiperplasia de células epiteliales (flecha) y de células caliciformes (cabeza de flecha).
Asimismo se aprecia extensa proliferacion de la musculatura lisa (ML) bronquial. HE.
40X.
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4.2 Examinacion coproparasitoscépica

Doce coyotes muestreados se encontraron con diferentes tipos de
parasitos. En 5 de 12 coyotes el 41.6 % presentaron cestodos como Tenia
spp. de los cuales se localizaron en Intestino delgado e intestino grueso. En
8 de 12 animales presentaron nematodos tales como Ascarididae, Toxocara
cannis y Dirofilaria immitis esto representa el 66.6 % del total de coyotes, en
donde se localizaron en el estdmago, el intestino delgado, el intestino grueso,
el corazén y las heces. Ademas se encontraron parasitos externos tales como
pulgas (Pulex irritans) y garrapatas (Rhipichephalus sanguineus) en 5 de 12
animales lo cual corresponde a un 41.6 %, de los cuales se encontraron en la

piel y los oidos. Tabla 4.
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PARASITOS

TIPOS Y LOCALIZACION

%

Nematodos

Tenia spp
Intestino delgado (80.0%),
Intestino grueso (60.0%).

41.6 %

Cestodos

Ascarididae

Estomago (25.0 %),
Intestino delgado (75.0%),
Intestino grueso (50.05).

Toxocara cannis
Intestino grueso (50.0%),
heces (12.5 %).

Dirofilaria immitis
Corazon (12.5%)

66.7 %

Artropodos

Pulex irritans
Piel (12.50%).

Rhipichephalus sanguineus
Piel (12.5 %),
Oido (25.0%).

41.6 %

Tabla 4. Frecuencia de parasitos encontrados en los coyotes (Canis latrans) de

este estudio.
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5. DISCUSION

La blastomicosis pulmonar es una infeccién granulomatosa causada por el
hongo dimorfico, saprofito, formador de esporas, Blastomyces dermatitidis. Se le
considera endémica en animales domésticos y salvajes de Estados Unidos,
Canada, Europa y Medio Oriente. Se le ha diagnosticado en félidos silvestres,
(Storms et al., 2003). mono rhesus (Macaca mulata), ( Wilkinson et al., 1999),
en un 0so polar en cautividad (Ursus maritimus), (Morris et al., 2013), asi como
en lobos silvestres (Canis lupus) (Thiel et al., 1987); sin embargo, la
blastomicosis pulmonar no se ha diagnosticado en los coyotes salvajes (Canis
latrans). MacroscoOpicamente, los animales estudiados en el presente trabajo
solamente mostraron lesiones pulmonares de caracter nodular. La evidencia de
una infeccion fungica sistémica no fue clinicamente reconocida en los demas
organos explorables. Esto sugiri6 que la infeccibn se Ilimit6 Unica y
exclusivamente a los pulmones, lo cual coincide con lo reportado tanto en seres
humanos como en animales (Bromel and Sykes, 2005). Debido a las lesiones
de caracter nodular o granulomatoso, el diagndéstico morfoldgico diferencial debe
incluir Coccidiodes spp, Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum y
Cryptococcus spp. (Lépez et al.,, 2012). Coccidiodes spp quedd descartado ya
gue no se apreciaron las tipicas endoesporas ni evidencia de gemacion. De igual
manera, P. brasiliensis fue descartado debido a que no se pudieron reconocer
las multiples gemaciones que le dan la apariencia caracteristica de “timon de
barco” (Trejo Chavez y colbs, 2013). Histoplasma capsulatum genera multiples
microorganismos, mucho mas pequefos (3 um), y con forma de huevo, por lo

gue no se incluyé en el diagndstico definitivo de las lesiones observadas en
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nuestro estudio. Cryptococcus spp. También fue descartado debido a la
ausencia de la tipica envoltura gelatinosa. La identificacion positiva de B.
dermatitidis se baso en los criterios histologicos y en la inequivoca identificacion
de las caracteristicas distintivas del hongo a través de diferentes tinciones
(Dykstra et al, 2012). Hasta el momento se desconoce la fuente de la infeccion
de los coyotes de este estudio, 0 cdmo estos animales fueron infectados con el
microorganismo. Algunos factores ambientales se han asociado estrechamente
con la presencia de blastomicosis pulmonar. Entre estos factores se consideran
los suelos acidos y arenosos, lagos, estanques o rios asociados a material
vegetal o animal en descomposicion, asi como la presencia de sitios de
excavacion, como las minas (Bromel and Sykes, 2005). En caninos
domésticos, se considera a la inhalacién de las esporas infectantes como la
principal via de la infeccion pulmonar. Es muy probable que ésta via de infeccion
haya ocurrido en este caso, debido la abundancia de piogranulomas y
estructuras fungicas solamente en el parénquima pulmonar. Los canidos
domésticos parecen mas susceptibles a la blastomicosis pulmonar que los seres
humanos. Esto podria deberse a que los perros inhalan grandes cantidades de
las esporas del hongo, ya estos animales estdn mas cerca del suelo (Legendre,
2012). Esto podria haber ocurrido con los coyotes de este estudio debido a sus
habitos itinerantes, que los hizo toparse con aéreas hiumedas. Cabe sefalar que
en las aéreas estudiadas habia grandes cuerpos de agua, como rios y presas,
asi como numerosas minas. La proximidad de la nariz de los coyotes al suelo,
mientras olfateaban o escarbaban en una zona endémica pudo haber iniciado la

inhalacion de las esporas (Bromel and Sykes, 2005). Curiosamente, se ha
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mencionado que la cavidad nasal de los perros es la zona anatémica menos
afectada por la infeccidon con B. dermatitidis, (Legendre, 2012) y en el presente
estudio no se pudo encontrar evidencia alguna de rinitis micética a la necropsia.
Algunos autores han sugerido una predileccion estacional para la presentacion
de esta enfermedad, que por lo general se presenta a finales del verano y
durante el otofio (Smith and Kauffman, 2010). Los coyotes de este estudio
fueron muestreados a mediados de Septiembre del 2013. Sin embargo, esto es
debe tomarse con cierta reserva, ya que de acuerdo a las lesiones
granulomatosas en el pulmén, la infeccion por B. dermatitidis pudo haber
comenzado antes del verano. Las areas de estudio donde se capturaron los
coyotes tienen una intensa actividad minera. Existen aproximadamente tres
zonas de extraccion de minerales en esos lugares. Ademas, el suelo alrededor
de estos sitios es arenoso y acido, y existen rios o presas cercanas. De este
modo el acceso a esos lugares podria haber aumentado el riesgo para la
blastomicosis pulmonar en los coyotes. Aungque este padecimiento no se
considera nativo o endémico en México (Salas y colbs. 2013), las zonas
geograficas estudiadas podrian ser consideradas como areas endémicas. No se
sabe por cuanto tiempo los coyotes estudiados estaban infectados con el hongo,
y se desconoce si mas coyotes, otros animales silvestres o domésticos lo
padezcan. Debido a que este es considerado el primer caso de blastomicosis
pulmonar en coyotes, el grado en que otros animales salvajes pudieran estar
infectados con este hongo es actualmente desconocido. La indagacién tanto con
los médicos veterinarios como con los médicos humanos locales revel6 ninguna

experiencia previa con este tipo de infeccién en animales domésticos, silvestres
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ni en seres humanos de esas zonas geograficas. Estudios posteriores ayudaran
a dilucidar la prevalencia de blastomicosis en los seres humanos, especialmente
los trabajadores de las minas, y en los perros domésticos y silvestres de la
region donde el coyote estaba viviendo. Hasta donde se sabe, este se considera

el primer reporte de blastomicosis pulmonar en coyotes silvestres mexicanos.

Otra situacion relacionada con la actividad minera y con suelos arenosos
es la presencia de cristales de silice (SiO,), de aproximadamente 0.5-5 um de
longitud, en los pulmones de las personas y animales que laboran o habitan
cerca de las minas o desiertos. Se ha sugerido que en la mayoria de los
animales, los depdsitos pulmonares de silicio parecen desarrollarse debido
condiciones naturales (viento, polvo, etc.), o debido a la intervencién del hombre
(mineria) en determinadas ubicaciones geogréficas. Estas condiciones, tanto
naturales como provocadas por el hombre quiza pudieron haber contribuido al
deposito de los cristales de silicio observados en los pulmones de los coyotes de
este estudio. La identificacion del silicio qued6 manifestada por su caracteristica
apariencia cristalina, translicida, birrefringente y filamentosa. Este tipo de
morfologia del silicio esta asociada a lesiones pulmonares de tipo intersticial y
granulomatoso, debido a los filamentos quedan retenido en los espacios distales
del pulmon, tal y como se observo en este caso. Los cristales de silicio que se
han identificado en los pulmones de individuos afectados generalmente son
silicatos complejos, tales como mica, cuarzo, cristobalita, asbesto y caolin.
Estructuralmente, el silicio se ha dividido en 2 grupos: silicatos fibrosos
(asbesto) y los no fibrosos (caolin). Ambos grupos ocasionan pneumoconiosis en
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perros. El primer grupo tiene su origen en actividades mineras, mientras que el
segundo grupo ocurre por la incorrecta administracion de compuestos orales

antidiarreicos que contienen caolin.

El origen o fuente de los depdsitos de silicio en los coyotes de nuestro
estudio es hasta el momento desconocido. Sin embargo, todos los animales
estudiados habitaban en las cercanias de zonas mineras de las é&reas
seleccionadas para el estudio y se puede sugerir un origen definitivamente

geoldgico.

En cuanto a la importancia clinica de ambas patologias, blastomicosis y
silicosis pulmonar, no se puede concluir acerca de cual de las 2 patologias
ocurrié primero. Se puede hipotetizar que la silicosis ocurrié primero, debido a
qgue es un mineral que se encuentra de manera constante y frecuente tanto en el
aire como en el suelo de los lugares cercanos a las minas. Los depdsitos siliceos
en los pulmones pudieron generar extensivas areas de fibrosis, inflamacion y
compromiso pulmonar, manifestado tanto en su capacidad de oxigenacion como
su capacidad inmunoldgica. Un claro ejemplo del compromiso inmunoldgico fue
el desarrollo de metastasis 6sea en el parénquima pulmonar de los coyotes. Esta
condicion ocurre debido a una intensa irritacibn mecanica ocasionada por la
presencia de cristales de silicio tanto en el parénquima pulmonar como en el
interior de células fagociticas (Bettini, 2010). Probablemente este gradual
deterioro de la funcion pulmonar en los coyotes contribuyé a la entrada y

posterior invasion de las esporas de B. dermatitidis, la cual agravé el cuadro
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granulomatoso, manifestdndose por la presencia de células infamatorias
mononucleares, polimorfonucleares neutréfilos, macréfagos espumosos vy

fibroblastos.
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6. CONCLUISONES

Las lesiones observadas dentro del parénquima pulmonar de las
muestras tomadas en las diferentes areas de estudio no se asociaron con
la presencia de parasitos pulmonares. Sin embargo las lesiones
encontradas se relacionaron con la presencia de Blastomyces

dermatitidis y silice.

La forma en que estos coyotes se infectaron con el hongo es
desconocida. Se ha sugerido que el habito que tienen estos animales
para buscar su alimento pudo haberlos puesto en contacto con el hongo

en areas que no se consideraban endémicas en nuestro pais.

La presencia de cristales de silice en pulmén podria estar directamente

asociada con la intensa actividad minera en las areas muestreadas.

Los coyotes silvestres podrian considerarse como monitores ambientales
para valorar la presencia de contaminantes y agentes patdégenos

ambientales.

Los hallazgos encontrados hasta el momento en el parénquima pulmonar,
tales como estructuras micoéticas y minerales simultaneamente, no han

sido reportados en la literatura.
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Gobierno de Una nueva forma ;%

Coahuila  de gobernar 2

%2013, Afio del Centenario de la Revolucién Constitucionalista”

CONDICIONES

1.- El control de Coyote (Canis latrans) deberé realizarse mediante control mecanico sefialado en
su solicitud,

2.- La presente autorizacién tiene una Vigencia de UN ANO (01 ANOS).

3.- La actividad de control deberd realizarse nicamente en el area que comprende SALTILLO,
GENERAL CEPEDA, RAMOS ARIZPE, ZARAGOZA, OCAMPO, HIDALGO, GUERRERO, :
PIEDRAS NEGRAS, COAHUILA, con las precauciones necesarias para no afectar o petiudlcarhs =T

terrenos colindantes. =

4.- Las medidas de control se deberan llevar a cabo en coordinacién o presencia de: ﬁéﬂo’n'alﬁe
esta secretaria y/o de la PROFEPA en el estado de Coahuila con el fin demm@@ﬁm
afecten otros ejemplares, poblaciones o especies de vida slNeste,loqgese hara constar
correspondiente, delaquesexendﬂrémamptaamblneudéu

———

oua grari
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