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VARIACION EN PROTEINAS DELSURFACTANTE EN TEJIDO PULMONAR DE LACTANTES FALLECIDOS
DURANTE UNA INFECCION POR PNEUMOCYSTIS JIROVECI

LICARALLEN QUEVEDO C.', DR. SERGIO VARGAS M.2, BQ. CAROLINA PONCE O.?

RESUMEN

Antecedentes: Pneumocystis sp induce dafios en el surfactante pulmonar, consistentes en una alteracién de su composicién
lipidica y en cambios selectivos en la expresion de sus proteinas (SP). Nosotros postulamos que en lactantes fallecidos
durante una infeccién primaria por Preumocystis jiroveci, presentan un disminucion en la expresién de proteinas del
surfactante del tipo hidrofébicos (SP-B,SP-C) y un aumento en las de tipo hidrofilicos (SP-A, SP-D).

Meétodo: Se utilizaron muestras de tejido pulmonar de lactantes fallecidos en la comunidad, las que fueron diagnosticadas para
Pjiroveci mediante PCR anidada y las SPs analizadas por inmunohistoquimica. Se asigné un puntaje a cada muestra de
acuerdo al grado de inmunotincién y el nimero de células positivas en 50 campos a 40X.

Resultados: Se observé un aumento significativo en la expresion de Sp-A (p<0.002) en las muestras P.jiroveci positivas y una
tendencia a la disminucion en la expresion de SP-B que no alcanzo significancia estadistica (p=0.12).

Conclusién:Nuestros resultados sugieren que SP-A aumenta su expresion en presencia de Pjiroveci y justifican el analisis
de un mayor nimero de muestras para el estudio de SP-B. Se continuaran nuestras investigaciones para cuantificar esta
expresion y dilucidar si estas alteraciones ocurren a nivel transcripcional, traduccional y post-traduccional, relacionandolas

con el sindrome de muerte subita

Palabras claves: pneumocystis jiroveci, surfactante, sindrome de muerte sibita.

INTRODUCCION

En el curso de la historia de la infeccion causada por el
Pneumocystis jiroveci, se han realizado numerosos estudios
sobre la neumonia que ocurre en pacientes
inmunosuprimidos, como son aquellos que sufren del SIDA,
que estin sometidos a quimioterapia debido al cancer, o que
reciben drogas inmunosupresoras para el transplante de
6rganos (1,2), todas estas enfermedades probablemente por
reinfeccion por parte del patdgeno (infeccién secundaria).
Como principales modelos de estudio estan los animales
inmunosuprimidos e inmunodeficientes, principalmente los
ratones SCID (colonias de diversa combinacion de
inmunodeficiencia, carecen de células T y B) y ratones nudes
atimicos (carecen de células T) (3).

La infeccidon primaria o primer contacto con
Pneumocystis, que ocurre precozmente en la vida,
normalmente permanece subclinica, pero algunos reportes
han indicado que estos pueden presentarse clinicamente
como neumonia en infantes inmunocompetentes, infeccién
respiratoria autolimitada o s6lo asintomatica, que pueden
Ilegar a ser transmitida a hospedadores susceptibles (4,5,6).

Mas de un 50% de la etiologia de la neumonia
permanece sin ser conocida, es asi como un nimero
significativo de enfermedades respiratorias, podrian

corresponder a manifestaciones clinicas de un primer
contacto con Pneumocystis. Estudios realizados en el
laboratorio del Dr. Vargas, han sugerido la asociacién entre
la infeccion de Pneumocystis y el sindrome de muerte subita
(SMS)(4).

El mejor modelo de animal para el estudio de la infeccion
primaria del Pneumocystis es el conejo, ya que estos
usualmente desarrollan en forma espontanea, en el momento
del destete, la neumonia causada por Pneumocystis, la cual
resuelven a las pocas semanas, sin necesidad de un
tratamiento, imitando la infeccién causada en humanos sanos
(7,8). Sin embargo, es posible hacer un paralelismo entre la
infeccién primaria y modelos de infeccion secundaria, ya
que los cambios observados a nivel del surfactante pulmonar
son los mismos en ambos modelos y dichos cambios son
observados tempranamente en modelos de infeccion
secundaria, sugiriendo que dichos cambios podrian ser
requeridos para permitir la proliferacién del Pneumocystis
9.

Pneumocystis, ha sido clasificado como un tipo exético
de hongo (10). La infeccién por pneumocystis es especie
especifico, siendo identificado P. carinii para los animales y
el P._jiroveci en animales, y se sugiere que su transmision es
via inhalacion de quistes infectados(6).

! Estudiante 4° afio Medicina, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
2 Laboratorio de Infecciones Respiratorias. Programa de Microbiologia. ICBM. Facultad de Medicina, Universidad de Chile.



Rev chil estud med (2005); 4 (1): 6

Se ha postulado que luego de la inhalacién de quistes
de Pneumocystis estos llegan al interior del alvéolo donde
proliferan en su forma trofozoitica (nomenclatura de
protozoo) y se adhieren al neumocito tipo I, a través de
interacciones entre las adesinas polipeptidicas sobre la
superficie del hongo y proteinas de la matriz extracelular, asi
como fibronectina, vintronectina y laminina, éste parece ser
el paso fundamental en la colonizacién (3). Se cree que la
injuria provocada en el tejido es producto de una respuesta
inflamatoria, a través de mediadores como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a). Paralelo a esto ocurre una
hiperplasia e hipertrofia del neumocito tipo II. Se observa un
incremento de la permeabilidad de la membrana alveolo-
capilar, lo que explicaria en parte, el edema intertisial. Este
proceso conduce a un relleno de espacios con masas del
parasito, macrofagos, células epiteliales alveolares
escamadas y eventualmente, leucocitos polimorfonucleares.
Los materiales encontrados en el pulmén contienen ademas
glicoproteinas, componentes del surfactante,
inmonoglobulinas y otras proteinas del hospedero. Las
células plasmaticas que infiltran los pulmones de los infantes
durante la neumonia por este microorganismo no siempre
estan presentes en la neumonia de los pacientes de SIDA u
otros inmunocomprometidos (3,6)

Se ha visto que la respuesta inmune generada por el
hospedador es del tipo humoral y celular, teniendo una
importancia fundamental las células T CD4* (linfocitos T
helper), lo cual se ha estudiado principalmente en ratones
nude y SCID (3), lo que explicaria también la enfermedad en
pacientes inmunodeprimidos. Todos estos mecanismos
conducen finalmente a una sintomatologia que cursa con:
tos seca no productiva, fiebre de intensidad variable, astenia,
disnea y taquipnea con cianosis. La presion parcial de
oxigeno es baja, mientras que la presién parcial de diéxido
de carbono puede ser normal o baja. Si no son tratados los
pacientes, esto lleva en un 100% de los casos a una muerte
por asfixia (11).

Los mecanismos por los cuales se produce la hipoxia
en el desarrollo en esta enfermedad atn permanecen sin ser
clarificados, estudios tanto en humanos como en modelos
de infeccién en animales sugiere que la anormalidad en la
expresion de los componentes y la actividad biofisica del
surfactante juega un rol en la alteracién fisiologica de la
respiracion asociada a esta infeccién (12), dichas alteraciones
se presentan en etapas tempranas de la infeccion (9).

El surfactante pulmonar ubicado en la superficie
alveolar, es una mezcla activa de fosfolipidos (80%), otros
lipidos (10%) y proteinas (10%) secretadas por los neumocito
tipo II, y cuyas funciones principales son: 1) Reducir la
tension superficial en la interfase liquido-aire, lo que permite
mantener la estabilidad pulmonar a bajos volimenes del
pulmén (12), y 2) Participar en la defensa del huésped,
evitando la vulnerabilidad del pulmén a la invasion de
microorganismos (13).

Sobre la base de sus estructuras, funcién y solubilidad
en solventes orgénicos, las proteinas del surfactante han
sido divididas en dos grupos:

1. Las proteinas hidrofébicas SP-B y SP-C, mantienen la
tensién superficial del alvéolo, participando en el
empaquetamiento de los lipidos, organizacion y en el aumento
de la absorcion de la interfase liquido-aire. La contribucién
fisiolégica en la funcién del pulmén ha sido designada a
través de diversas observaciones, como por ejemplo: la
deficiencia congénita de SP-B (y ausencia conmesurable de
SP-C) resulta de manera uniforme en una falla respiratoria
crénica en infantes humanos (14)

2. Las proteinas hidrofilicas SP-A y SP-D, son importantes
componentes en la inmunidad innata. SP-A y SP-D son
miembros de una familia de lectinas tipo C que incluyen un
nimero de moléculas con conocida funcién de defensa del
hospedador. Ambas proteinas pueden influir en la funcién
de los macrofagos y la via de sefializacion especifica de
receptores presentes sobre las células blancos. /n vitro tanto
SP-A como SP-D selectivamente se unen a Pneumocystis
(12). Se ha demostrado que SP-A media el aumento del
clearence de Pneumocystis por los macréfagos (12).

Se ha observado en el surfactante de humanos y
animales modelos de NPC una elevacion en la actividad
fosfolipasa, disminucion en la cantidad de fosfolipidos y
alteracion relativa e las proporciones de los componentes
individuales de los lipidos (fosfotidilglicerol,
dipalmitodilfosfatidilcolina) (12). Sin embargo, los cambios
reportados en la composicion lipidica son insuficientes para
explicar las alteraciones fisiolégicas observada en NPC, Se
ha descrito una selectiva down-regulation de la expresion
de las proteinas SP-B tanto en ratones scid/scid y modelos
de ratones depletados para CD4,asi como incrementos en
los niveles de SP-A y SP-D inducido por NPC en tratamientos
con corticoides en ratas (12), pero el rol de los cambio en
estas proteinas en la patogénesis de la disfuncion del
surfactante permanecian desconocidos.

Recientemente se ha ido esclareciendo los cambios
observados en las relaciones proteicas; es asi como Atochina
y cols. demostré en un modelo con tratamiento no esteroidal
que NPC induce un incremento significativo en la tensién
superficial minima, paralelo a la selectiva inhibicion de la
expresién de SP-B y SP-C. Ademas reporté que los niveles
alveolares de SP-D eran marcadamente elevados. Estudios
con raton knockout para SP-A y SP-D no muestran
alteraciones en la tensién superficial (15).

Al analizar las investigaciones realizadas para aclarar
la neumonia causada por Pneumocystis jiroveci durante una
infeccion secundaria, es posible relacionarla con la infeccién
primaria y predecir un posible mecanismo que explique su
manifestacion clinica o subclinica segiin corresponde, pero
principalmente, nos ayudaré a recolectar mayor informacién
para relacionar los cambios producidos en el surfactante
con el sindrome de muerte siibita estudiado en el laboratorio
del Dr. Vargas.

De acuerdo a esto, se plantea la siguiente hipétesis de
trabajo y objetivos:



HIPOTESIS:

Lactantes fallecidos durante una infeccién primaria por
Pneumocystis , presentan un disminucion en la expresion de
proteinas del surfactante hidrofébicas (SP-B, SP-C) y un
aumento de la expresion de proteinas del surfactante
hidrofilicas (SP-A, SP-D)

OBJETIVO GENERAL:

Determinar, mediante inmunohistoquimica, las proteinas del
surfactante en muestras de tejido pulmonar de lactantes
fallecidos que cursan una infeccion primaria de Pneumocystis
Jiroveci.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

-Clasificacion de las muestras de tejido pulmonar en: positivo
para Pneumocystis jiroveci y negativos para Pneumocystis
Jjiroveci, mediante PCR anidada.

-Estandarizar un método inmunohistoquimico, para el
analisis semi-cuantitativo para SP-A.

-Utilizando el protocolo
inmunohistoquimica, analizar SP-B.

-Realizar un analisis comparativo de las diferentes proteinas
y su relacion con la infeccion por P. jiroveci

estandarizado de

MATERIALESY METODOS

1. Material biolégico

Muestras de tejido de pulmén derecho de lactantes fallecidos
en la comunidad, obtenidos desde el Servicio Médico Legal.
2. Procesamiento de las muestras

Las muestras desde cada lobulo del pulmén fueron almacenadas
a —20°C. Se realizaron cortes en micrétomo de congelacion de 4mm,
se fijaron con acetona fria en portaobjetos silanizados y se
almacenaron a —20°C en papel de aluminio, para su posterior estudio.
3. Diagnéstico de Pneumocystis jiroveci
a) Extraccién y purificacion de ADN mediante Kit Qiagen (cat-#
51306)
b) La deteccion del P. jiroveci se realiza mediante la reaccion de
polimerasa en cadena (PCR) anidada en termociclador (MJ research,
modelo PTC-150-16), de acuerdo al siguiente protocolo:
1® Amplificacién: se utilizé partidores pAZ102-H y pAZ102-E
(Bioschile), que amplifican el gen de la sub-unidad mayor del rRNA
mitocondrial del Pneumocysitis y se preparo el mix para cada muestra.
El programa utilizado fue: 40 ciclos de: 94°C por 1:30min; 55°C por
1:30min; 72°C por 2:00min.
2° Amplificacién: se utilizdé partidores internos pAZ102X y pAZ102Y
(bioschile) especificos para Peumocystis jiroveci. y se prepard el
mix para cada muestra. El programa utilizado fue: 10 ciclos de: 94°C
por 1:30 min, 56°C por 1:30 min, 72°C por 2:00 min, seguido por 30
ciclos de 94°C por 1:30 min, 65°C por 1:30min, 72°C por 2:00min.
Las muestras se amplificaron se almacenaron a -20°C. Se observaron
en gel de agarosa al 2% que contiene Bromuro de etidio en buffer
TAE 0.5X. El gel se corri6 a 50 volts por 30 minutos en buffer TAE
0.5X con un marcador de peso molecular de 100pb (Gibco cat-#15628-
019)
Soluciones utilizadas:
- Buffer TAE 50X: 40 mM Tris, 20mM Acido acético glacial, ImM
EDTA pH 8.0.
- Mix 1x para PCR (invitrogen: 2.5 ml DNA muestra, 2.5 ml buffer
PCRI10X, 3ml MgCl, 25mM, 0.5ml dNTPs 10mM, 0.75 ml de cada
primers 10mM, 0.125 ml Taq polimerasa 500U (gibco ct#18038-
042) y 14.8 ml de agua nanopure.
- Partidores universales para Pneumocysfis :
pAZ102-H sens: 5'-GTG TAC GTT GCA AAG TAC TC-
3'pAZ102-E antisens: 5’-GAT GGC TGT TTC CAA GCC CA-3’
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- Partidores internos de P. jiroveci:
PAZ102-X sens: 5'-GTG AAA TAC AAA TCG GAC TAG G-
3'PAZ102-Y antisens: 5’-TCA CTT AAT ATT AAT TGG GGA GC-
3’
4. Inmunohistoquimica

Todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente de
acuerdo al siguiente protocolo:
a) Las muestras procesadas se ambientaron en PBS por 5min. y se
bloqueé la actividad de peroxidasa endogena mediante la adicion de
40ml del reactivo bloqueo peroxidasa (Sta. Cruz cat# G1703) por 10
min. Se lavo con PBS por 2 min 3 veces, eliminando el exceso de
liquido desde los portaobjetos
b) Para bloquear las uniones inespecificas se adicioné 40 ml de BSA al
2% por 30 min.
¢) La titulacién de los anticuerpos primarios SP-A (cat#sc-7700) y
SP-B (cat#sc-7701) se realizd a las diluciones: 1:20, 1:30 y 1:50 en
BSA al 2%. Se incub6 con 40 ml del anticuerpo primario previamente
diluido por 30 min. Se lavo con PBS por 2 min 3 veces, eliminando el
exceso de liquido desde los portaobjetos.
d) Para el bloqueo de biotina endégena se utilizé el kit Dako
cat#01344. Primero se incubd con 40 ml de Avidina por 10 min. Se
lavo con PBS como se indico anteriormente. Segundo, se incubd con
40 ml de Biotina por 10 min. Se lavo nuevamente con PBS.
e) Se incubaron las muestras con 40 ml de anticuerpo secundario
biotinilado anti-cabra (cat# sc-2053) por 30 min. Se lavo con PBS
por 2 min 3 veces, eliminando el exceso de liquido desde los
portaobjetos.
f) Como método de deteccion se utilizo el kit estraptavidina-HRPO
(Santa Cruz cat-#SC-2053).
g) Se realizé tincién de contraste con hematoxilina #2 de Gill por 10
min, se realizé lavados con agua desionizada. Luego se pasé por un
bafio con alcohol-dcido, lavando posteriormente con agua desionizada,
se dejé por Smin en solucién de Borato de sodio al 1% y se lavé con
agua desionizada.
h) Inmediatamente se adiciond a cada portaobjeto 1 a 2 gotas de
medio de montaje acuoso (Dako cat#S$3025), se cubrié con
cubreobjeto, para su observacién por microscopia de luz (olympus
Bx60) ’
Soluciones utilizadas: Todos los reactivos son Merck
- Buffer PBS: 1.5mM KH,PO,, 0.15M NaCl, 3 mM de Na,HPO,
- Solucién alohol-acido: alcohol70%, 12 mM HCI
5. Anilisis Inmunchistoquimico

Para el andlisis semicuantitativo de la tinciom
inmunohistoquimica se establecieron categorias de analisis a las que
se le asigné un puntaje determinado (tabla 1). La cuantificacién de la
marca se realizé calculando el promedio de la multiplicacién del
nimero de células positivas en 50 campos 40x por el puntaje asignado
(ver formula).
Formula de asignacién del puntaje:

n° : cam taje (1

3

Tabla 1: Categorizacion celular semicuantitativa

inmunohistoquimica.

Tincion Intensa (naranja-oscuro), cubre
todo el citoplasma celular.

+ 2 Tincién Media (anaranjado), cubre zonas
del citoplasma, més pericelular
+ 1 Tincién Tenue (anaranjado-plomizo),

cubre zonas del citoplasma, o todo el
citoplasma.
6. Andlisis estadistico
Para verificar si existian diferencias significativas en la
expresion de las proteinas del surfactante en los grupos Fjiroveci
positivo y los Pjiroveci negativo, se utilizé el software de estadistica
Systat, aplicando el test de Mann-Whitney que se emplea para el
analisis de variables no pareadas con n< 9. Valores de p<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

1.Clasificacién de las muestras mediante diagnéstico de
Pneumaocystis jiroveci

La PCR anidada genera dos fragmentos identificables
en el gel de agarosa al 2%: en la 1° amplificacion es de 362 pb
y en la 2° amplificacion es de 267 pb. En la figura 1, se ilustran
algunas muestras observadas. Mediante la PCR se obtuvo
¢l diagnéstico de Pjiroveci en cada muestra estudiada, lo
que permitio clasificar las muestras en: Pjiroveci positivo y
P.jiroveci negativo (tabla 2).

1138-03 LDI - + Positivo
1138-03 LDM + + Positivo
1138-03 LDS + + Positivo
1642-03 LDI - + Positivo
1642-03 LDM - + Positivo
1642-03 LDS - - Negativo
1225-03 LDI - - Negativo
1225-03 LDM - - Negativo
1225-03 LDS - - Negativo
1231-03 LDI - - Negativa
1231-03 LDM “ - Negativa
1231-03 LDS - - Negativa
1222-03 LDS e . i Positiva
658-03 LDI - + Positiva
738-03 LDI - + Positiva
865-03 LDI - Negativa

Tabla 2: Clasificacion de las muestras segun diagndstico
de Pjiroveci

2. Inmunohistoquimica

Se estandarizo el protocolo de inmunohistoquimica para
ambas proteinas del surfactante y la titulacion del primer
anticuerpo dio como mejor dilucién 1:30 para SP-A y para
SP-B. Se identific6 una muestra como positiva para Pjiroveci,
la cual fue utilizada como control positivo para SP-A y control
negativo para SP-B, dada su gran intensidad en la
inmohistoquimica y su PCR anidada positiva en ambas
amplificaciones. Como control negativo se utilizé cada
muestra sin la incubacidén con el primer anticuerpo (figura 2)

3. Analisis Inmunohistoquimico

Las muestras procesadas para inmunohistoquimica,
presentaron diferentes tipos de inmunotincién por célula
marcada con el anticuerpo anti proteina del surfactante (figura
3). Estas diferencias fueron claves para su clasificacion (ver
tabla 1) y fueron observadas tanto para SP-A como para SP-
B (datos no mostrados).

Los resultados del analisis semicuantitativo para SP-B
y SP-A se muestran en la tablas 3 y 4, los cuales se obtuvieron
mediante la féormula de asignacion de puntaje (ver antes).

El analisis estadistico indicé que la expresion de la
proteina SP-A en las muestras Pjiroveci (+) fue
significativamente mayor a las muestras Pjiroveci (-)
(p<0.0024). La proteina SP-B no presenta una diferencia
significativa entre los dos grupos de muestras (p=0.12966).
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Figura 1: Primera y Segunda PCR para P. jiroveci.

A: Primera PCR con partidores pAZ102-H y pAZ102-E . B: Segunda
PCR con partidores internos pAZ102X y pAZ102Y. L: marcador de
peso molecular de 100pb, (-): control negativo, (+): control positivo,
LDS: lobulo derecho superior, LDM: lébulo derecho medio, LDI:
lobulo derecho inferior. Niimeros: codificacién de muestras del afio
2003

DISCUSION

Diversos estudios han demostrado que la infeccion
por Pneumocystis provoca una alteracion selectiva en la
composicion del surfactante, y disminuye la razén
fosfolipido/proteina (12,16).

Las investigaciones en los ultimos afios se han volcado
al andlisis de los cambios en la expresion de las proteinas del
surfactante. Atochina y cols. en el afio 2000, demostraron
una disminucion en la expresion de las proteinas hidrofébicas
Sp-B y SP-C, en infeccion por Pneumocistys en ratones scid/
scdi sin tratamiento esteroidal; este cambio se vio
acompaifiado de un cambio fisioldgico importante en las
propiedades biofisicas del surfactante (aumento de la tension
superficial). Estudios previos realizados para encontrar la
funcion de las proteinas hidrofobicas, apoyan la relacion
entre estas proteinas y cambios en la tension superficial.
(3,12,17).

El aumento en la expresion de las proteinas
hidrofilicas también se ha demostrado (18). Asi en pacientes
con neumonia relacionadas a SIDA se observo un incremento
de la proteina SP-A, incluso mayor que en pacientes que
presentan neumonias no producidas por éste
microorganismo. (16,19).




Figura 2: Muestras controles de Inmunohistoquimica
A: Control positivo (1138-03 LDI). B: Control negativo (1138-03
LDI). Aumento 20X

La proteina SP-D también responde con una elevacion
en su concentracion frente a infecciones por Pneumocistis
Jjiroveci (12,), y recientemente se ha comprobado su funcion
en la agregacion de microorganismos, participando de esta
manera en la eliminacion por parte del hospedero, al poseer
la proteina SP-D un dominio que reconoce la glicoproteina A
de Pneumocistis sp, que potencia la interaccion con
macrofagos alveolares (16,18,19).

Si bien todos estos estudios fueron realizados en
modelos que cursaban con una infeccién secundaria, es
posible relacionarlos a una infeccién primaria, ya que los
cambios observados en el surfactante se desarrollan
tempranamente en la infeccion (20).

Basados en las observaciones descritas, nosotros
planteamos que lactantes fallecidos durante una infeccion
primaria por Pneumocystis jiroveci, presentan una
disminucion en la expresién de proteinas del surfactante de
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A

1138-03 LDI 4 5 0 4,667
1138-03 LDM 0 3 5 7,000
1138-03 LDS 0 5 1 4,333
1642-03 LDI 6 6 0 6,000
1642-03 LDM 0 0 0 0,000
1222-03 LDS 0 0 0 0,000
X+SE 3,667 £1,223
B
1642-03 LDS 2 2 0 2,000
1225-03 LDI 1 8 3 8,667
1225-03 LDM ! 9 4 10,333
1225-03 LDS 0 26 8 25,333
1231-03 LDI 0 4 6 8,667
1231-03 LDM 9 0 0 3,000
X+SE 9,667 +3.421

Tabla 3: Resultados de la inmunohistoquimica para SP-B
A: en muestras P, Jiroveci positiva. B: en muestras F. Jiroveci negativa.
X = Promedio SE = Error estandar. P=0.12966

tipo hidrofébicas (SP-B y SP-C) y un aumento de las de tipo
hidrofilicas (SP-A y SP-B).

Para probar nuestra hipétesis lo primero que se realizo
fue la clasificacion de las muestras de tejido pulmonar
mediante PCR anidada. Se estudiaron los pulmones derechos
de 8 pacientes, obteniendo muestras de cada uno de los
lobulos. En la tabla 2 se pueden observar los resultados de
las dos amplificaciones sucesivas de ADN: se obtuvieron 8
muestras P. jiroveci-negativas y 8 muestras Pjiroveci-
positivas. S6lo la muestra 1138-03 present6 un PCR positivo
en las dos amplificaciones, sugiriendo una mayor cargade P
Jiroveci. La muestra 1642-03 es negativa para P.jiroveci solo
en el 16bulo Derecho Superior (LDS), indicando una infeccion
localizada del patégeno en los otros dos Iébulos, ésta
focalizacion de la infeccién ha sido observada anteriormente
en nuestro laboratorio (datos no mostrados). En la fig. 1A se
observa una banda de 367 pb que corresponde a la primera
amplificacion de las muestras 1138-03 y en la fig.1B se
observa una banda de 267 pb que corresponde a la segunda
amplificacién de la misma muestra. Las otras 2 muestras
cargadas en el gel no amplifican para Pneumocystis. La
muestra 1642-03 LDS positiva para P, jiroveci, no presento
banda en la primera amplificacion, ya que la cantidad de
ADN obtenida es menor a la detectada por un gel de agarosa,
pero al amplificar nuevamente esta muestra si observamos
una banda a 267pb (2° amplificacion).

El analisis de las variaciones de expresion de las
proteinas del surfactante se realizé a través de
inmunohistoquimica. Por lo tanto nuestra segunda etapa en
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el presente estudio fue estandarizar la técnica para las SPs
del tipo hidrof6bicas e hidrofilicas. Se probaron dos medios
de bloqueo: el entregado en el kit straptavidina-HRPO y
BSA al 2%, siendo este tltimo el mas eficiente en la
disminucion del background de la inmunotincién. Se realizé
la titulacién del anticuerpo primario (1:20, 1:30 y 1:50),
obteniéndose la mejor marca con la dilucién 1:30 en BSA al
2% tanto para SP-A como para SP-B (ver materiales y
métodos). El anélisis de la inmunohistoquimica se llevé a
cabo por una categorizacién de las inmunotinciones (tabla 1
y fig.3) y asignacién de puntaje como fue descrito antes.
Como se puede apreciar en la tabla 3 Ay B, el promedio
de células positivas y su puntaje asignado para SP-B en
muestras P.jiroveci-positivas es menor que para las muestras
Pjiroveci-negativas (3.6667 y 9.667 respectivamente),
encontrando incluso muestras sin marcas para SP-B en el
grupo infectado con Prneumocystis y muy pocas células

Figura 3: Clasificacion celular semicuantitativa de
Inmunohistoquimica con anti- SP-A (dilucion 1:30).

A: Tincién +++ (1138-03 LDS). B: Tincién ++ (1225-03 LDI).
C: Tincién + (1225-03 LDM). Flecha roja: indica célula marcada.
LDS: lébulo derecho superior, LDI: lébulo derecho inferior, LDM:
lobulo derecho medio Numeros: codificacion de muestras del afio
2003. Aumento: 40x

Tabla 4: Resultados de la inmunohistoquimica para SP-A
A: en muestras P. Jiroveci positiva. B: en muestras P. Jiroveci
negativa. X = Promedio SE = Error estindar. P< 0.00244

A

1138-03 LDI 2 12 30 38,667
1138-03 LDM 0 8 10 15,333
1138-03 LDS 0 11 20 27,333
1642-03 LDI 0 3 0 2,000
1642-03 LDM 0 2 0 1,333
1222-03 LDS 0 0 9 9,000
658-03 LDI 40 20 1 27,667
738-03 LDI1 50 0 10 26,667
X £SE 18,500 £
4,823
B
1642-03 LDS 0 0 0 0,000
1225-03 LDI 0 6 0 4,000
1225-03 LDM 1 0 0 0,333
1225-03 LDS 0 0 0 0,000
1231-03 LDI 2 0 0 0,667
1231-03 LDM 0 0 0 0,000
1231-03 LDS 0 0 0 0,000
865-03 LDI 0 0 0 0,000
X+SE 0,625 +0,490




categorizadas como 3 cruces en comparacién con el grupo
control no infectado (en promedio 1 célula y 4 células
respectivamente). Al realizar el analisis estadistico de estos
dos grupos no se observé una diferencia significativa
(p=0.1296), sin embargo esto se puede adjudicar a la gran
desviacion estandar entre las muestras de cada grupo en
estudio y al nimero limitado de casos estudiados, es por
esto que al observar los resultados se puede ver que hay
una “tendencia” a la disminucién de la expresion de SP-B, la
cual s6lo podremos confirmar fehacientemente al aumentar
el nimero de muestras.

En la tabla 4 A y B, se puede observar el puntaje
promedio asignado por las células marcadas (categorias)
para Sp-A. Se puede apreciar claramente un aumento en la
inmunotincién de SP-A en el grupo infectado con
Pneumocystis (puntaje promedio: 18,500 contra 0,62 5).No
se encontraron células marcadas con categoria tres cruces
en el grupo Prneumocystis-negativas (no infectada). Si bien
las desviaciones entre las muestras de los grupos son
grandes, la diferencia entre los dos grupos fue significativa
(p<0.0024). Asi podemos relacionar la presencia de
Pneumocystis con el aumento en la expresién de SP-A
evidenciada por inmunohistoquimica, corroborando nuestra
hipétesis.

CONCLUSION

En concordancia con trabajos realizados sobre cambios
en la expresion de las proteinas del surfactante (12,14,15,20),
y con la hipétesis experimental por infeccién primaria del
laboratorio, nuestros resultados indican que en presencia
de Pneumocystis se observa un aumento en la expresion de
SP-A y una tendencia a la disminucién de SP-B.

Evidencias indican que el aumento de la expresion de
SP-A puede verse influenciada por la terapia con corticoides
(16, 12, 21) que fue utilizada para modelos de animales
inmunosuprimidos (20). Se ha observado recientemente que
neumonia por P, jiroveci altera la expresion y distribucién de
las proteinas SP-A y SP-D, especialmente de la proteina SP-
A, la cual no cambia en la fraccién LA (agregados grandes
de surfactante) (12), pero aumenta enormemente en la
fraccién SA (agregados pequefios de surfactante) en el
liquido broncoalveolar (18). Debido a esto es importante
conocer la metodologia en cada estudio para saber si los
cambios o no en la expresién de SP-A son atribuibles a
Pneumocystis. Nuestro estudio no estuvo influenciado por
corticoides y se observé SP-A total (en toda la muestra de
tejido pulmonar).

Estudios realizados sobre la respuesta inmune generada
por el pulmén, indican que cambios en los componentes del
surfactante, pueden jugar unrol en la patogénesis de algunas
enfermedades respiratorias, planteando que existe un balance
entre las acciones estimuladoras e inhibitorias generadas
por el surfactante sobre las células del sistema inmune. Es
posible evidenciar que las proteinas SP-A y SP-D estin
involucradas en el reconocimiento de los microorganismos,
actuando como opsoninas y estimulando la quimiotaxis y
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fagocitosis, si bien cada una con propiedades particulares
(13). Sin embargo la neumonia por este patégeno es
caracterizada por una severa hipoxemia que a menudo es
desproporcionada con respecto a la intensidad de la
inflamacién pulmonar (22).

Todos los estudios realizados ya sea en modelos
experimentales en inmunosuprimidos, pacientes
inmunosuprimidos o conejos que cursan con una infeccién
primaria esponténea por Preumocystis (12, 20,22) indican
que existe una disminucién de las proteinas hidrofébicas
(SP-By SP-C), si bien nuestro estudio no dio una diferencia
significativa estadisticamente, pudimos observar una
disminucién en la cantidad de células de categoria 3 cruces
disminuida e inclusive casos donde por medio de ésta técnica
de inmunotincién no pudimos observar células marcadas
para SP-B.

Entendiendo la funcién de cada tipo de proteina del
surfactante (ver introduccién) se podria postular que los
dafios producidos en el surfactante, evidenciados como una
aumento de las proteinas hidrofilicas y disminucion de las
de tipo hidrofébicas, acompaiiadas de la disminucién de los
fosfolipidos, podrian producir una desestabilizacion de la
fisiologia pulmonar que produzca la muerte si un lactante
pequefio no es capaz de compensar con un mayor esfuerzo
respiratorio.
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