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RESUMEN 
 

Pneumocystis es un microhongo extracelular, oportunista y hospedero 

específico, capaz de producir cuadros de neumonía (PcP) con elevada 

mortalidad en mamíferos inmunodeprimidos. El tratamiento actual de la infección 

se basa en eliminar el microorganismo mediante la administración de antibióticos 

como trimetoprim sulfametoxazol (TMS). Sin embargo, los efectos secundarios 

son frecuentes y su eficacia terapéutica es limitada, justificando la búsqueda de 

nuevas y mejores estrategias de tratamiento. Pneumocystis no es cultivable 

microbiológicamente y los mecanismos patogénicos de la infección han sido 

pobremente caracterizados, dificultando así la identificación de nuevos blancos 

terapéuticos y haciendo necesario el desarrollo de modelos experimentales de 

infección en animales para su estudio.  

Se ha demostrado que la infección por Pneumocystis se asocia a incremento en 

la producción de moco pulmonar en lactantes y a sobreexpresión de genes 

asociados a hipersecreción de moco en modelos de infección en animales 

inmunocompetentes, sugiriendo que el microorganismo es capaz de alterar el 

sistema productor y secretor de moco en el epitelio respiratorio. No obstante, los 

mecanismos involucrados en estos cambios y en su posible modulación no han 

sido evaluados. 

 En este trabajo se evaluó el potencial de modular el curso y los efectos de la 

neumonía por Pneumocystis en el pulmón mediante la inhibición farmacológica 

de una de las vías responsables de la producción de moco del epitelio 
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respiratorio, caracterizando primero los cambios inflamatorios, la acumulación de 

líquido y la sobreproducción de moco durante la infección, identificando luego un 

posible blanco de modulación de la secreción patológica de moco y finalmente 

evaluando los efectos de su inhibición. Para ello se utilizó un modelo animal de 

inducción de neumonía por Pneumocystis a través de la administración de 

esteroides y ácido niflúmico como inhibidor farmacológico de la sobreproducción 

de moco pulmonar. 

Los resultados evidencian que Pneumocystis induce inflamación peribronquial y 

perivascular, acumulación de líquido, sobreproducción de moco e incrementos 

en la expresión de MUC5AC y mCLCA3 en el epitelio respiratorio de ratas con 

PcP. Además, evidencian que el tratamiento con ácido niflúmico detiene y revierte 

la sobreproducción de moco inducida por el patógeno, mejorando 

significativamente la sobrevida de los animales a la infección. La disminución de 

la producción de moco podría sería mediada, al menos en parte, por la 

disminución de la expresión de mCLCA3 y MUC5AC. Estos resultados permiten 

comprender de mejor manera la sobreproducción de moco como mecanismo 

patogénico en la infección por Pneumocystis y el rol de mCLCA3 como vía de 

modulación de la secreción patológica de moco pulmonar. 
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ABSTRACT 
 

Pneumocystis is an extracellular opportunistic and host-specific microfungus 

capable of producing pneumonia (PcP) with high mortality rates in 

immunosuppressed mammals. Current treatment of the infection is based on 

remove the microorganism using antibiotics such as trimethoprim 

sulfamethoxazole (TMS). However, side effects are frequent and therapeutic 

efficacy is limited, justifying the search for better treatment strategies. 

Pneumocystis is microbiologically not cultivable and the pathogenic mechanisms 

of the infection have been poorly characterized, making it difficult to identify new 

therapeutic targets and leading necessary the development of animal-based 

experimental models of infection for its study. 

It has been shown that Pneumocystis infection is associated with increased 

mucus production in lungs of infants and overexpression of mucus-associated 

genes on infection models using immunocompetent animals, suggesting that the 

microorganism is capable of disturbing the mucus producing and secreting 

system in the respiratory epithelium. However, the mechanisms involved in these 

changes and their possible modulation have not been evaluated. 

In this work we evaluated the potential of modulating the course of the infection 

and Pneumocystis effects in rat lungs by pharmacological inhibition of one of the 

responsible pathways of mucus production in the respiratory epithelium, 

characterizing the inflammatory, fluid accumulation and mucus overproduction 

changes first, identifying a possible modulation target of mucus hypersecretion 
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later and evaluating the effects of its inhibition finally. To this end we used a 

corticoid-induced Pneumocystis pneumonia animal model and niflumic acid was 

administered as pharmacological inhibitor of overproduction of pulmonary mucus. 

Results show that Pneumocystis induces peribronchial and perivascular 

inflammation, fluid accumulation, mucus overproduction and increased 

expression of MUC5AC and mCLCA3 in the respiratory epithelium of rats that 

undergo pneumonia. They also demonstrate that niflumic acid treatment 

effectively stops and decreases Pneumocystis-induced mucus overproduction 

and significantly improves animal survival to the infection. Mucus production 

decrease would be mediated, at least in part, by reduction in mCLCA3 and 

MUC5AC expression. Results improve our understanding of mucus 

hypersecretion as a pathogenic mechanism in Pneumocystis pneumonia and the 

role of mCLCA3 as a susceptible pathway for modulation of pathologic lung 

mucus.



 

1 

INTRODUCCIÓN 
 

La neumonía por Pneumocystis (PcP del inglés “Pneumocystis Pneumonia”) es 

una infección pulmonar que afecta a una gama de mamíferos durante estados de 

inmunodepresión (Vargas S.L, 2013). El agente etiológico es Pneumocystis spp., 

reconocido en la actualidad como un microhongo extracelular. El patógeno es 

hospedero-específico, siendo esta especificidad muy particular y no ha sido 

descrita en otros hongos (Durand-Joly et al., 2002). En el caso del ser humano, 

el agente etiológico de PcP es reconocido como Pneumocystis jirovecii (Stringer 

et al., 2009), mientras que el nombre Pneumocystis carinii (Pc) se ha reservado 

para el microorganismo aislado de rata, especie en la que se describió 

inicialmente (Vargas S.L, 2013). La carencia de un método reproducible de cultivo 

microbiológico para Pneumocystis ha limitado el estudio de su ciclo de vida y ha 

enlentecido la comprensión de sus características. Sin embargo, se reconocen 

dos formas biológicas: quiste (ascus) y trofozoito (Thomas and Limper, 2004). 

Técnicas avanzadas de diagnóstico han permitido la detección de formas de 

infección por Pneumocystis en la población general (no inmunodeprimida). Estos 

estados infectivos han sido denominados “colonización”, “infección asintomática” 

o “portación” (Morris et al., 2008) y son mucho más frecuentes que los casos de 

PcP encontrados en inmunocomprometidos (Medrano et al., 2005; Morris et al., 

2004, 2008; O’Donnell et al., 1998; Ponce et al., 2010). La infección más 

estudiada es la infección primaria, que es asintomática y que se adquiere 

precozmente en la vida (Vargas et al., 1999). En efecto, es posible la detección 
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del microorganismo en pulmones del 100% de los lactantes fallecidos entre los 2 

y 5 meses de edad y cuyas autopsias no detectaron ningún sustrato 

anatomopatológico que explique la causa de muerte (Vargas et al., 1999, 2002). 

La neumonía por Pneumocystis sólo se presenta en el hospedero 

inmunocomprometido. El principal factor predisponente es una disminución o 

alteración funcional de los linfocitos T. Humanos adultos desarrollan riesgo de 

PcP cuando sus recuentos de linfocitos T CD4+ caen bajo 300 - 200 células/mm3 

(Thomas and Limper, 2004). Tal disminución de linfocitos ocurre, generalmente, 

en forma secundaria a una infección por VIH o a la administración de una terapia 

inmunosupresora (Mansharamani et al., 2000). Existen también defectos 

genéticos del sistema inmune que pueden predisponer a PcP, entre ellos el 

síndrome de inmunodeficiencia combinada severa (SCIDS), síndrome de hiper-

IgE y síndrome de hiper-IgM ligado a cromosoma X (Vargas S.L, 2013). 

Independientemente de la causa de la inmunodepresión, la infección se inicia 

cuando Pneumocystis ingresa al pulmón y se restringe a este órgano salvo casos 

muy excepcionales de diseminación descritos en pacientes con defectos de 

inmunidad celular severos y avanzados (Vargas S.L, 2013). 

El éxito de la respuesta inmune contra Pneumocystis requiere de una acción 

coordinada de células epiteliales alveolares, linfocitos, macrófagos, neutrófilos, 

citoquinas y otros mediadores solubles (Gigliotti and Wright, 2005; Pop et al., 

2006; Steele et al., 2005). Pacientes severamente inmunocomprometidos, por 

ejemplo con SIDA, tienen mejor respuesta y sobrevida al tratamiento anti-
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Pneumocystis que pacientes menos inmunocomprometidos, como pacientes 

oncológicos o reumáticos (Gigliotti and Wright, 2005; Mansharamani et al., 2000). 

Esta relación entre severidad de respuesta inmune y resultado del proceso 

infeccioso, en términos de gravedad clínica y sobrevida, podría ser explicada por 

la magnitud de la respuesta inmune desarrollada por el hospedero más que por 

las características patogénicas del microorganismo (Gigliotti and Wright, 2005). 

El tratamiento actual de la infección se basa en eliminar el microorganismo 

mediante la administración de antibióticos como trimetoprim sulfametoxazol 

(TMS) (Calderón et al., 2010). Sin embargo, los frecuentes efectos secundarios, 

la limitada eficacia terapéutica y la emergencia de resistencias al tratamiento, 

hacen necesaria la búsqueda de nuevas y mejores estrategias para tratar la 

enfermedad (Huang et al., 2017). Más aún, a pesar que la epidemiología de PcP 

ha cambiado a través del tiempo, en la actualidad continúa siendo la infección 

oportunista severa más frecuente en pacientes con SIDA, con una tasa de 

mortalidad entre el 10 al 20% (Morris et al., 2004; Thomas and Limper, 2004). 

Pacientes con PcP en ausencia de SIDA presentan una mortalidad entre el 30 al 

60% (Thomas and Limper, 2004).  

El rol desempeñado por el epitelio respiratorio en la predisposición y gravedad de 

patologías respiratorias es fundamental. Además de ser una barrera física que 

detiene y remueve partículas inhaladas como microorganismos, polvo y otros 

irritantes, contribuye al reconocimiento de patógenos y secreta una gran variedad 

de mediadores proinflamatorios y con capacidad antimicrobiana, incluyendo 
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citoquinas, quimioquinas y defensinas (Bals and Hiemstra, 2004). A nivel celular 

el epitelio está formado por células ciliadas y células secretoras, presentes en 

similar número conformando un mosaico. Las células secretoras se clasifican en 

células club (club cells), que secretan surfactantes secretores (proteínas 

surfactantes A, B y D) y otras proteínas específicas como la proteína secretora 

de la célula club (CCSP); células caliciformes (goblet), que secretan moco; y 

células serosas (Bals and Hiemstra, 2004; Vareille et al., 2011). Sobre la 

superficie del epitelio se encuentran dos capas. Una capa de líquido periciliar, 

que provee de un medio que permite el movimiento de los cilios, y una capa 

mucosa (moco), compuesta por agua y proteínas altamente glicosiladas 

(mucinas), que le confieren viscosidad y adherencia. De esta manera, las 

partículas que ingresan en el aire inspirado se “pegan” en el moco, para luego 

ser expulsadas hacia la orofaringe mediante el movimiento de los cilios. Así, 

cerca del 90% de las partículas inhaladas son transportadas por el moco desde 

la vía aérea inferior hacia la tráquea, en donde son deglutidas o expectoradas, 

constituyendo un sistema de defensa que es parte de la inmunidad innata 

conocido como “barrido mucociliar” (Pérez B. et al., 2014). El moco saludable 

contiene alrededor de un 3% de sólidos, siendo MUC5AC y MUC5B las 

principales mucinas secretadas que conforman el gel mucoso que es barrido 

hacia el exterior por los cilios del epitelio (Fahy and Dickey, 2010; Thornton et al., 

2008). Diversos estímulos son capaces de alterar la producción y secreción de 

moco, afectando la función respiratoria y llevando, en condiciones patológicas, a 
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la formación de tapones mucosos y bloqueo de la vía aérea (Burgel et al., 2007). 

Incrementos en la expresión de MUC5AC han sido evidenciados luego del 

tratamiento de células epiteliales humanas y murinas con lipopolisacárido (LPS), 

ARN de doble hebra, citoquinas proinflamatorias, elastasa de neutrófilos, 

infección por virus respiratorio sincicial (VRS) (Tadaki et al., 2009; Voynow et al., 

2017; Yanagihara et al., 2001) y, más recientemente, en pulmones de lactantes 

fallecidos súbitamente e infectados por Pneumocystis (Vargas et al., 2013). Sin 

embargo, la sobreproducción de moco como una característica patológica en PcP 

no ha sido estudiada. 

En ratones inmunocompetentes se ha evidenciado un incremento en la expresión 

de mClca3 asociado a la infección primaria por Pneumocystis (Hernandez-Novoa 

et al., 2008). mClca3 es miembro de una familia de canales de cloruro activados 

por calcio (CLCA), expresado selectivamente en células caliciformes del epitelio 

respiratorio y ha sido relacionado directamente con incrementos en la expresión 

de MUC5AC y sobreproducción de moco (Nakanishi et al., 2001; Thai et al., 

2005). La expresión de su homólogo humano (hCLCA1) se ha visto incrementada 

en células de la vía aérea de pacientes con asma, EPOC y bronquitis crónica, 

todas ellas patologías bien conocidas que involucran alteraciones en el sistema 

productor y secretor de moco pulmonar (Fujimoto et al., 2002; Hauber et al., 

2005a; Hoshino et al., 2002). Asimismo, nuestro grupo evidenció aumento de 

hCLCA1 asociado a Pneumocystis en pulmones de lactantes fallecidos 

súbitamente (Pérez et al., 2014). En conjunto, estas evidencias sugieren que el 
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moco podría constituir un factor patológico relacionado a la infección por 

Pneumocystis y que sus vías de producción podrían constituir blancos 

susceptibles de modulación. 

El ácido niflúmico (AN) es un antiinflamatorio no esteroidal selectivo de la 

ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Famaey, 1997), con capacidad de modular la 

actividad de varios tipos de canales iónicos, siendo reconocido como un potente 

inhibidor de CLCA (Ledoux, 2004). Estudios evidencian que el AN reduce la 

expresión de hCLCA1 y MUC5AC, así como también, disminuye la hiperplasia de 

células caliciformes luego de la estimulación del epitelio respiratorio con diversos 

estímulos (Yasuo et al., 2006). También se ha demostrado que la expresión de 

mCLCA3, pero no la de otros CLCA, es inducida por la administración local de 

IL-13 en ratones y que el ácido niflúmico inhibe los efectos generados por la 

interleuquina en el epitelio pulmonar (Nakano et al., 2006). Similares resultados 

han sido descritos mediante la estimulación del epitelio respiratorio con histamina 

(Kim et al., 2007), humo de cigarrillo (Hegab et al., 2007) y TNF-α (Hauber et al., 

2005b), subrayando así la importancia del AN como fármaco capaz de modular 

la respuesta secretora de moco pulmonar.  

Los antecedentes expuestos nos permiten hipotetizar que Pneumocystis estimula 

una respuesta inmune innata mediada por mCLCA3 en el epitelio respiratorio, 

llevando a la sobreproducción patológica de moco. Para caracterizar los cambios 

en la producción de moco seleccionamos un modelo animal de PcP inducida por 

esteroides y posteriormente realizamos un experimento inhibiendo mCLCA3 
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mediante la administración de ácido niflúmico para evaluar el rol de esta proteína 

en la patología. Evidenciar un efecto del AN en la disminución de la 

sobreproducción de moco inducida por Pnemocystis podría llevar a la evaluación 

de fármacos anti-CLCA1 como tratamientos adyuvantes en PcP. 
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HIPÓTESIS 
 

 

La inhibición de mCLCA3 mediante la administración de ácido niflúmico 

disminuye la sobreproducción patológica de moco inducida por Pneumocystis en 

el epitelio respiratorio de ratas durante PcP 

 

 

 

OBJETIVO GENERAL 
 

 

Evaluar el efecto del ácido niflúmico como inhibidor de mCLCA3 en la progresión 

de la sobreproducción patológica de moco estimulada Pneumocystis en el epitelio 

respiratorio de ratas, en un modelo animal de PcP inducida por esteroides 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 

1. Estandarizar un modelo animal de PcP inducida por inmunosupresión, 

evaluar la sobrevida a la infección y la acumulación de líquido pulmonar 

como factor patológico. 

2. Cuantificar la progresión de cambios inflamatorios y moco en pulmones de 

rata durante el desarrollo de PcP. 

3. Evaluar vía de administración, dosis y toxicidad sistémica del ácido 

niflúmico, un inhibidor farmacológico de mCLCA3. 

4. Evaluar el efecto del ácido niflúmico en la sobrevida de ratas con PcP 

inducida por corticoides y en la progresión de cambios inflamatorios y 

moco en sus pulmones. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

• Animales 

Se utilizaron ratas hembra Sprague Dawley con un peso entre 180 y 200 gramos. 

En todos los experimentos se procuró que los ejemplares provinieran de una 

misma colonia y sólo una vez alcanzado el peso estipulado fueron seleccionados 

y aleatorizados a los grupos experimentales. Los animales fueron obtenidos y 

mantenidos en dependencias no aisladas del bioterio central de la Facultad de 

Medicina de la Universidad de Chile y tanto el alimento como el agua 

permanecieron a libre disposición.  

En los experimentos con aire controlado, los animales fueron transferidos al 

interior de un rack de aislamiento de ventilación positiva, compuesto por jaulas 

con aire tratado por filtros de partículas de alta eficiencia (HEPA, sistema One 

Cage 2100, LabProducts Inc.). Toda la manipulación de estos ejemplares fue 

realizada al interior de un gabinete de bioseguridad y recibieron agua, comida y 

lecho esterilizados, los que fueron cambiados por insumos frescos tres veces a 

la semana. 

Los procedimientos con animales fueron aprobados por el Comité de Bioética de 

la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (protocolo Nº CBA#0634), 

cumpliendo con la legislación nacional (Ley 20.380) y con directrices 

internacionales expresadas en la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio (Institute for Laboratory Animal Research, 2011), siguiendo estas 
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recomendaciones para reducir tanto el número de animales utilizados como su 

sufrimiento. 

 

• Inducción de la neumonía por Pneumocystis 

Los animales fueron tratados durante 21 días previos al inicio de la 

inmunosupresión con oxitetraciclina (0,4 mg/mL), administrada en el agua de 

beber con el objeto de reducir la presencia de patógenos distintos de 

Pneumocystis que pudiesen producir infecciones respiratorias, especialmente 

Mycoplasma pulmonis (Banerjee et al., 1987). Luego, fueron inmunosuprimidos 

mediante la administración de betametasona (3 mg/L) en el agua de beber y se 

mantuvo la administración de oxitetraciclina (0,4 mg/mL) de manera 

concomitante. Como animales control (sin infección) se utilizaron ratas 

inmunosuprimidas que recibieron adicionalmente trimetoprim (50 mg/Kg) 

sulfametoxazol (250 mg/Kg) (TMS) administrado en el agua de beber. Este 

fármaco es reconocido como el más efectivo para la profilaxis y el tratamiento de 

la infección por Pneumocystis (Hughes et al., 1974). La dosis de TMS fue 

calculada al inicio de cada experimento de acuerdo con el promedio del peso 

corporal de los animales en los grupos seleccionados a profilaxis y no fue 

modificada posteriormente pese a las fluctuaciones en el peso de los ejemplares. 

Luego de 14 días (2 semanas) de tratamiento inmunosupresor, se seleccionaron 

aleatoriamente 2 animales por grupo experimental, se extrajeron sus pulmones y 

se evaluó la presencia de quistes de Pneumocystis en improntas de tejido 
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pulmonar teñidas con tinción argéntica de Gomori-Grocott (GG). Una vez 

comprobada la infección, y su ausencia en los animales control, todos los 

ejemplares fueron transferidos a dependencias con aire controlado (One Cage 

2100, LabProducts Inc.) y se continúo la inmunosupresión por 42 días 

adicionales, totalizando 56 días de tratamiento (8 semanas).  

 

• Administración de ácido niflúmico 

El tratamiento con ácido niflúmico se realizó utilizando soluciones preparadas 

diariamente y como solución vehículo se utilizó NaHCO3 0,4 M en glucosa 5%, 

pH 7,5 (Parai and Tabrizchi, 2002). La solución de ácido niflúmico se preparó 

disolviendo 30 mg de ácido niflúmico (Sigma-Aldrich) en 10 ml de solución 

vehículo y manteniendo en agitador magnético por 30 minutos hasta la total 

disolución. Las soluciones de ácido niflúmico y vehículo fueron ajustadas a pH 

7,5 con HCl y filtradas a través de filtros de 0,22 µm justo antes de su utilización. 

La administración de las soluciones se realizó por vía intraperitoneal. Para ello 

se pesaron los animales y se calculó el volumen de solución necesario a inyectar 

para obtener la dosificación deseada (3, 6 ó 12 mg/Kg/día). Las dosis y la 

duración del tratamiento fueron seleccionadas en base a trabajos previos (Hegab 

et al., 2007; Nakano et al., 2006; Parai and Tabrizchi, 2002). Animales control 

recibieron un volumen equivalente de vehículo. Para la inyección intraperitoneal 

los ejemplares se inmovilizaron por la espalda mediante sujeción a la altura de 

los hombros y con los dedos alrededor del tórax. Se levantaron y se expuso y 
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limpió el abdomen con etanol 70%. Luego se inyectó el volumen de solución en 

la cavidad peritoneal usando jeringas de tuberculina de 1 ml, procurando 

introducirlas con un ángulo de 30º, ligeramente a izquierda o derecha de la línea 

media del ombligo y a medio camino entre la sínfisis pubiana y el apéndice 

xifoides. Se alternó la administración de las soluciones entre los costados 

izquierdo y derechos del abdomen en cada día de tratamiento. Para reducir al 

máximo posible el estrés en los animales, el procedimiento completo de 

administración intraperitoneal no superó los 3 minutos de manipulación por cada 

ejemplar. 

 

• Obtención de muestras 

Los animales fueron pesados y luego anestesiados mediante la administración 

intraperitoneal de xilacina (10 mg/Kg) y ketamina (100 mg/Kg). Una vez sedados 

y comprobada la ausencia de reflejo ante un estímulo doloroso, se procedió a 

abrir el abdomen y a exponer los grandes vasos abdominales. En los puntos de 

sacrificio en que se realizaron evaluaciones histológicas y moleculares se 

seleccionó aleatoriamente la mitad de los ejemplares para perfusión intravascular 

de formalina para la obtención de pulmones fijados in-situ (muestras histológicas) 

y la otra mitad se destinó a la obtención de pulmones frescos (evaluaciones 

moleculares). 
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Muestras histológicas 

Para conservar de mejor manera la arquitectura pulmonar y evitar el 

desplazamiento del moco debido al colapso del pulmón al abrir el tórax, se diseñó 

un procedimiento de fijación pulmonar vascular in situ (en el interior del tórax). 

Para ello se canuló la vena cava inferior y se perfundió una solución de fijación 

compuesta por formalina al 3,7% en buffer fosfato salino (PBS: NaCl 137 mM; 

KCl 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 1,8 mM; pH 7,2) por microgoteo rápido 

(120 microgotas/minuto) a una presión de perfusión de 25 centímetros de altura. 

5 segundos después de iniciado el flujo de solución fijadora, se seccionó el 

hígado para evitar la hipervolemia y se continuó la perfusión de fijador hasta la 

administración de un volumen total de 20 mL. Con este procedimiento el corazón 

del animal deja de latir en aproximadamente 1 minuto desde el inicio de la 

perfusión del fijador. Luego los ejemplares fueron colocados en una bandeja 

plástica, se cubrieron los abdómenes con gasa estéril, se humedecieron con 

solución fijadora y fueron mantenidos por 12 horas a temperatura ambiente para 

permitir la fijación de los pulmones en el interior del tórax (in-situ). Una vez 

transcurrido el tiempo de fijación in situ se abrió el tórax, se extrajeron los 

pulmones y se mantuvieron a temperatura ambiente por 12 horas adicionales, 

sumergidos en solución fijadora. Finalmente se seleccionó el lóbulo superior 

derecho, el que fue incluido en parafina para la posterior realización de cortes 

histológicos. 
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Muestras de pulmón fresco 

Para las determinaciones moleculares se utilizaron muestras sin fijar. Para ello 

los animales fueron sedados y luego exanguinados mediante sección quirúrgica 

de la aorta abdominal. Después se abrió el tórax, se extrajeron los pulmones, se 

lavaron brevemente con PBS frío (4 ºC), se seleccionó el lóbulo superior derecho, 

se cortó el tejido en trozos pequeños, se envolvieron en gasa estéril y se 

mantuvieron sumergidos en solución preservadora RNAlater (QIAGEN) por 24 

horas. Luego se eliminó la solución y se guardó el tejido a -80 ºC hasta su 

utilización. 

Para las determinaciones del contenido de agua pulmonar los animales fueron 

sedados y luego decapitados mediante guillotina. Una vez exanguinados, se 

abrió el tórax y se extrajeron los pulmones, los que se limpiaron cuidadosamente 

eliminando todo el tejido anexo. 

 

• Análisis de las muestras 

Histología y mediciones morfométricas 

Bloques de parafina conteniendo el lóbulo superior derecho de cada pulmón 

fueron orientados con su cara dorsal hacia arriba para la realización de cortes 

histológicos longitudinales seriados de 5 μm de espesor. Luego los cortes fueron 

desparafinados, rehidratados y teñidos como a continuación se detalla: 
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Tinción argéntica de Gomori-Grocott (G-G): Se realizó esta tinción para 

evidenciar la presencia de quistes de Pneumocystis mediante la observación 

microscópica del microorganismo. Para ello los cortes fueron incubados en 

solución de ácido crómico 5% a 65 ºC durante 1 minuto, se lavaron con agua 

destilada, se incubaron en solución de bisulfito de sodio 1% por 1 minuto y se 

lavaron con agua destilada. Luego se sumergieron en solución de plata (25 mL 

solución stock [100 mL de metamina 3%; 5 mL de nitrato de plata 3%]; 25 mL 

agua destilada; 2 mL de borato de sodio; 15 mL de DMSO) y se incubaron en 

microondas hasta alcanzar una temperatura de 65 ºC. Se lavaron con agua 

destilada y se limpió el exceso de plata de los portaobjetos. Después se 

incubaron en solución de cloruro de oro 0,2% por 1 minuto, se lavaron con agua 

destilada, se sumergieron en solución de tiosulfato de sodio 2% por 1 minuto y 

se repitió el lavado con agua destilada. Finalmente se incubaron los cortes en 

solución verde brillante 1% por 2 minutos, se lavaron con agua destilada, 

deshidrataron, montaron y observaron en microscopio OLYMPUS BX60. La 

evaluación de la intensidad de la infección se realizó utilizando una escala 

semicuantitativa previamente descrita y validada (Beck et al., 2003). Esta escala 

oscila desde 0 (no se detectan quistes de Pneumocystis) hasta 4+ (quistes de 

Pneumocystis y exudado espumoso presentes a través de los alveolos en la 

mayoría del tejido). 
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Tinción Hematoxilina-Eosina (H-E): Se utilizó esta tinción para evaluar la 

inflamación peribronquiolar y perivascular. Para ello los cortes se incubaron en 

solución de hematoxilina durante 10 minutos, se lavaron con agua corriente por 

5 minutos, se pasaron rápidamente por agua destilada, alcohol ácido y agua 

destilada. Luego, se lavaron en agua corriente por 30 segundos, se pasaron por 

agua destilada y se incubaron en solución de eosina durante 3 minutos. 

Finalmente se sumergieron rápidamente en alcohol 70°, se lavaron con agua 

destilada, deshidrataron, montaron y observaron en microscopio OLYMPUS 

BX60 conectado a una cámara de video QImaging MicroPublisher 3.3 RTV 

(QImaging). Se evaluó la presencia de inflamación peribronquiolar y perivascular 

a través de la observación microscópica de manguitos (cuffs) celulares en el 

intersticio de bronquiolos menores a 300 µm de diámetro y sus vasos sanguíneos 

asociados presentes en el tejido. Las muestras fueron analizadas en ciego y 

calificadas de acuerdo con un puntaje (score) semicuantitativo (Iturra et al., 2018; 

Poole et al., 2009), en donde 0= ausencia de cuffs; 1= cuffs en <25% de los 

intersticios; 2= cuffs presentes entre el 25 y 50% de los intersticios; y 3= cuffs en 

>50% de los intersticios. Las mediciones morfométricas fueron realizadas en 5 

bronquiolos seleccionados al azar por cada animal, en los 4 ejemplares de cada 

grupo y fecha de sacrificio. La selección de bronquiolos fue realizada mediante 

la generación de números aleatorios (Haahr, 1998). 
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Tinción Alcian Blue/ Periodic Acid-Schiff (AB/PAS): Se utilizó esta tinción 

para la evaluación de la sobreproducción de moco en el epitelio respiratorio. Para 

ello los cortes se incubaron en solución AB (azul de alcian 1% en ácido acético 

3%; pH 2,5) durante 30 minutos y se lavaron 3 veces con agua destilada. Luego 

se incubaron en ácido periódico 1% por 10 minutos y se lavaron 3 veces con 

agua destilada. Después se incubaron en solución de Schiff (fucsina básica 

0,45%; metabisulfito de sodio 0,45%; ácido clorhídrico 0,1%) por 30 minutos y se 

lavaron 3 veces con agua sulfurosa (ácido clorhídrico 0,05 N; metabisulfito de 

sodio 0,6%). Finalmente se lavaron en agua destilada por 5 minutos, se 

deshidrataron, montaron y observaron en microscopio OLYMPUS BX60 

conectado a una cámara de video QImaging MicroPublisher 3.3 RTV (QImaging). 

Se obtuvieron imágenes de bronquiolos con un diámetro menor a 300 μm 

presentes en el tejido. Se evaluó el área de epitelio ocupada por moco a través 

de la cuantificación del área relativa de epitelio teñida con AB/PAS (AB/PAS 

positiva), considerando para ello el área de tejido comprendida entre la 

membrana basal y el lumen. También se evaluó la obstrucción del lumen 

bronquiolar a través de la cuantificación del porcentaje del lumen ocupado por 

moco y secreciones mucopurulentas. Las mediciones de sobreproducción de 

moco fueron realizadas en ciego, utilizando el programa Image Pro-Plus 5.1 

(MEDIA CYBERNETICS). Las mediciones fueron realizadas en 5 bronquiolos 

seleccionados al azar por cada animal, en los 4 ejemplares de cada grupo y fecha 

de sacrificio. La selección de bronquiolos fue realizada mediante la generación 
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de números aleatorios (Haahr, 1998). 

 

Evaluación gravimétrica de edema pulmonar  

Se evaluó la acumulación de líquido pulmonar (edema) a través de la medición 

del contenido de líquido en los pulmones extraídos en fresco y secados en estufa 

a 85 ºC por 24 horas. Para ello, se pesaron los pulmones inmediatamente 

después de extraídos en balanza analítica sobre soportes de papel aluminio 

previamente pesados (peso pulmonar húmedo). Luego, se dejaron secar en 

estufa a 85 ºC por 24 horas y se registró nuevamente su peso en balanza analítica 

(peso pulmonar seco). El tiempo óptimo de secado de los pulmones fue 

determinado en experimentos previos, en donde se observó que luego de 24 

horas de secado a 85 ºC, el peso pulmonar seco se mantiene constante. Los 

resultados se expresaron como índice peso pulmonar húmedo/ peso pulmonar 

seco (Hwang et al., 2001). 

 

Evaluación de toxicidad renal y hepática 

Se evaluó la toxicidad del tratamiento farmacológico a través de la medición en 

el suero de alteraciones en los siguientes parámetros: creatinina (CREA), 

nitrógeno ureico (UREA), bilirrubina total y directa (TBIL-DBIL), aspartato 

aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina (ALKP), alanino aminotransferasa 

(ALT) y gamma glutamil transpeptidasa (GGT). Para ello se obtuvieron 3 mL de 

sangre de la vena cava inferior con jeringa de 3 mL. Se traspasó cuidadosamente 
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la sangre a tubos de plástico (BD Vacutainer Serum) y se dejó coagular por 2 

horas a temperatura ambiente. Luego, los tubos se centrifugaron a 1500 RPM 

por 15 minutos y se recuperó la fracción superior (suero) en tubos de 

polipropileno (Falcon, FisherScientific). Los tubos con suero fueron enviados 

inmediatamente después de su extracción al Laboratorio Clínico del Hospital de 

la Universidad de Chile, en donde se realizaron las mediciones. 

 

Homogeneización del tejido y extracción de ARN y proteínas 

Para la extracción de ARN, 30 mg de tejido pulmonar fueron rápidamente 

congelados en nitrógeno líquido, pulverizados finamente y homogeneizados en 

mortero de porcelana. Se dejó evaporar el nitrógeno y se extrajo ARN total 

utilizando el kit RNeasy Mini (QIAGEN) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. El ARN obtenido se guardó a -80 ºC hasta su utilización.  

Para la extracción de proteínas, 300 mg de tejido pulmonar fueron 

homogeneizados mediante disrupción mecánica con Tissue-Tearor (BioSpec 

Products Inc.) a 20000 RPM por 5 segundos en buffer RIPA modificado (Tris-HCl 

50 mM pH 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; NP-40 1%; deoxicolato de sodio 0,5%; 

PMSF 1 mM; aprotinina 1 µg/ml; leupeptina 1 µg/ml; pepstatina 1 µg/ml) a 4 ºC. 

Las muestras se incubaron en hielo por 30 minutos, se centrifugaron a 10000 x 

G por 10 minutos y se recuperó la fracción de proteínas totales (sobrenadante) 

las que se guardaron a -80 ºC hasta su utilización. 
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Evaluación de la expresión génica de mCLCA3 y MUC5AC por PCR 

La evaluación de la expresión de mCLCA3 y MUC5AC se realizó en ciego con 

respecto al estatus de Pneumocystis, utilizando reacciones de la polimerasa en 

cadena (PCR) semi cuantitativas. Para ello se cuantificó el ARN con 

espectrofotómetro en cubetas de cuarzo y se sintetizó ADN complementario 

(ADNc) utilizando el kit SuperScript II RT (Invitrogen) siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Se empleó 1 µg de ARN total en cada reacción de transcripción 

reversa (RT). Los ADNc obtenidos fueron conservados a -80 ºC hasta su 

utilización. Se diseñaron las siguientes parejas de partidores específicos para la 

amplificación de los ADNc blanco, utilizando la herramienta Primer-BLAST 

(NCBI, NIH, USA): 

 

Muc5ac: Partidor Fw: ACC ACG GAT ATC AGA ACC AGC 

  Partidor Rv: TGT CAA GCC ACT TGG TCC AG 

  Producto esperado: 199 bp. 

mClca3: Partidor Fw: AGT GAT CGT GGA CAG CAC AG 

  Partidor Rv: TTG GCT ATG CCT GGG ACT TG 

  Producto esperado: 165 pb. 

 

Las reacciones de PCR para Muc5ac y mClca3 se realizaron en un volumen final 

de 50 µl, utilizando el siguiente mix de reactivos: 
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Buffer PCR 5X (Invitrogen) : 10 µl 

MgCl2 25 mM (Invitrogen)  : 3 µl 

dNTPs 10 mM (Invitrogen)  : 1 µl 

Partidor Fw 10 µM   : 1 µl 

Partidor Rv 10 µM   : 1 µl 

Taq DNA polimerasa (Invitrogen) : 0,25 µl 

Agua libre de nucleasas  : 31,75 µl 

ADNc     : 2 µl 

 

Las reacciones de PCR fueron realizadas bajo las siguientes condiciones: 

  95 ºC por 5 minutos 

  95 ºC por 30 segundos 

  65 ºC por 30 segundos  X 30 ciclos 

  72 ºC por 30 segundos 

  72 ºC por 5 minutos 

 

Para normalizar los resultados se utilizó β-actina como gen blanco constitutivo, 

usando los siguientes partidores: 

β-actina: Partidor Fw: GCG CAA GTA CTC TGT GTG GA 

  Partidor Rv: CAT CGT ACT CCT GCT TGC TG 

  Producto esperado: 501 bp. 
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Las reacciones de PCR para β-actina se realizaron en un volumen final de 50 µl, 

utilizando el mismo mix de reactivos descrito anteriormente para Muc5ac y 

mClca3. 

Las reacciones de PCR para β-actina fueron realizadas bajo las siguientes 

condiciones: 

  95 ºC por 5 minutos 

  95 ºC por 30 segundos 

  55 ºC por 30 segundos  X 30 ciclos 

  72 ºC por 45 segundos 

  72 ºC por 5 minutos 

 

Una vez finalizadas las reacciones de PCR, se separaron los productos mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE: tris 40 

mM; ácido acético 20 mM; EDTA 1 mM), se tiñeron los geles en solución de 

bromuro de etidio (10 mg/mL) en buffer TAE y se obtuvieron imágenes utilizando 

el sistema de documentación Gel Doc EZ (BIO-RAD). Se analizó la intensidad de 

las bandas de expresión para cada gen mediante densitometría utilizando el 

programa Image J (NIH, USA). Se calculó la expresión relativa de cada gen 

normalizando los valores con la intensidad de banda de expresión del gen 

constitutivo β-Actina respectivo a cada una de las muestras. 
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Evaluación de la producción de mCLCA3 y MUC5AC por Western Blot 

La producción de mCLCA3 se evaluó mediante Western Blot en condiciones 

reductoras. Para ello se cuantificaron proteínas totales usando el método de 

Bradford (BIO-RAD Protein Assay). Luego, 30 µg de proteínas fueron 

alicuotadas, mezcladas en partes iguales con buffer de carga (Tris-HCl 100 mM 

pH 6,8; dodecil sulfato de sodio (SDS) 4%; azul de bromofenol 0,2%; glicerol 

20%; β-mercaptoetanol 200 mM) y hervidas a 95 ºC por 10 minutos. A 

continuación las muestras fueron sometidas a electroforesis en gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) en buffer Tris-Glicina (Tris 25 mM; glicina 192 mM; 

SDS 0,1%), utilizando geles al 4% (concentrador: 6,1 mL de agua; 1,3 mL 

acrilamida/bisacrilamida 30%; 2,5 mL Tris-HCl 0,5 M pH 6,8; 0,1 mL SDS 10%; 

0,1% persulfato de amonio; 25 µl TEMED) y 8% (resolutivo: 4,7 mL de agua; 2,7 

mL acrilamida/bisacrilamida 30%; 2,5 mL Tris-HCl 1,5 M pH 8,8; 0,1 mL SDS 

10%; 0,1% persulfato de amonio; 25 µl TEMED). Terminada la electroforesis las 

proteínas fueron transferidas a membranas de PVDF en buffer de transferencia 

(Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%; metanol 20%). Luego, se bloquearon 

los sitios de unión inespecíficos de las membranas con leche descremada al 5% 

en buffer TBS (Tris-HCl 20 mM; 500 mM NaCl; pH 7,5) durante toda la noche a 4 

ºC. La detección de mCLCA3 y Actina se realizó usando los siguientes 

anticuerpos, diluidos en buffer TBS-Leche 1%: 

CLCA3: Anticuerpo primario: conejo anti-CLCA3 IgG (1:200, Santa Cruz 

Biotechnology); Anticuerpo secundario: pollo anti-conejo IgG-HRP (1:2000, 
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Santa Cruz Biotechnology). 

Actina: Anticuerpo primario: cabra anti-Actina IgG (1:500, Santa Cruz 

Biotechnology); Anticuerpo secundario: burro anti-cabra IgG-HRP (1:2000, Santa 

Cruz Biotechnology). El revelado se realizó por quimioluminiscencia (Pierce ECL) 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante y con film fotográfico CL-XPosure 

(ThermoFischer Scientific). Los resultados se obtuvieron a través de la medición 

de la intensidad de las bandas, normalizadas en relación con la expresión de 

Actina, utilizando el programa Image J (NIH, USA). 

La evaluación de la producción de MUC5AC se realizó en condiciones no 

reductoras ya que el epítopo reconocido por el anticuerpo primario es destruido 

por agentes reductores como β-mercaptoetanol y Ditiotreitol (DTT), lo que fue 

evaluado en ensayos preliminares. Para el Western Blot se cuantificaron 

proteínas totales usando el método de Bradford (BIO-RAD Protein Assay). Luego, 

30 µg de proteínas fueron alicuotadas, mezcladas en partes iguales con buffer 

de carga sin agente reductor y hervidas a 95 ºC por 10 minutos. A continuación, 

las muestras fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) en buffer Tris-Glicina de acuerdo con el protocolo descrito anteriormente 

y usando geles al 4% (concentrador) y 8% (resolutivo). Las proteínas fueron 

transferidas a membranas de PVDF y bloqueadas toda la noche en buffer TBS-

leche descremada 5% a 4 ºC. La detección de MUC5AC se realizó usando los 

siguientes anticuerpos, diluidos en buffer TBS-Leche 1%: 

MUC5AC: Anticuerpo primario: ratón anti-MUC5AC IgG (1:500, Santa Cruz 
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Biotechnology); Anticuerpo secundario: cabra anti-ratón IgG-HRP (1:2000, Santa 

Cruz Biotechnology). El revelado se realizó por quimioluminiscencia (Pierce ECL) 

con film CL-XPosure (ThermoFischer Scientific). Como control de carga se midió 

la expresión de Actina. Los resultados se obtuvieron a través de la medición de 

la intensidad de las bandas, normalizadas a la expresión de Actina, con el 

programa Image J (NIH, USA). 

 

Análisis estadístico 

El número de animales a utilizar por experimento fue calculado considerando 

resultados de experimentos preliminares, utilizando un nivel de significancia (alfa) 

de 0,05 y un poder estadístico de 80%. Los resultados fueron expresados como 

el promedio ± desviación estándar. Las comparaciones entre dos grupos 

experimentales se realizaron con test de t-student de dos colas. Para las 

comparaciones entre tres o más grupos experimentales se utilizó análisis de 

varianza (ANOVA) de una vía con test a posteriori de Tukey y ANOVA de dos 

vías con test a posteriori de Bonferroni cuando se evaluaron dos factores. Los 

análisis de sobrevida fueron realizados utilizando el estimador de Kaplan-Meier y 

las distribuciones de sobrevida fueron comparadas con test de Mantel-Cox. En 

todos los casos se consideró una significancia estadística de p < 0,05. Los 

análisis estadísticos se realizaron con el programa Prism 5.0 (GraphPad 

Software, Inc.). 
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RESULTADOS 
 

Estandarizar el modelo de PcP inducida por inmunosupresión para evaluar 

sobrevida a la infección y acumulación de líquido pulmonar como factor 

patológico. 

 

En primer lugar, evaluamos la progresión del peso corporal, acumulación de 

líquido pulmonar y sobrevida de los animales durante 8 semanas de 

inmunosupresión con esteroides (betametasona), utilizando el modelo de 

inducción experimental de PcP (Figura 1). 

 

 
 
Figura 1: Modelo de inducción experimental de PcP mediante administración de 
esteroides. PcP: neumonía por Pneumocystis.  
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Se observó que los animales que recibieron tratamiento inmunosupresor 

evidenciaron una progresiva disminución de peso, mientras que los animales no 

inmunosuprimidos lo incrementaron gradualmente (Figura 2).  

 

 
 
Figura 2: Evolución del peso corporal de ratas durante el modelo de inducción 
de PcP. PcP: neumonía por Pneumocystis; TMS: trimetoprim sulfametoxazol; n=8 
animales; test ANOVA: ***p<0,001. 
 
 
No hubo diferencias significativas en la disminución de peso entre animales 

inmunosuprimidos sin profilaxis (PcP) e inmunosuprimidos con profilaxis (TMS), 

lo que sugiere que la reducción del peso es atribuible a la acción del 

inmunosupresor y no a la infección por Pneumocystis. 
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En el grupo de animales inmunosuprimidos que no recibieron profilaxis, se 

registraron fallecimientos a los 40, 42 y 43 días de tratamiento (3/8), por lo que la 

sobrevida en este grupo (PcP) a las 8 semanas de tratamiento es cercana al 60% 

(Figura 3). No hubo ejemplares muertos en los otros grupos experimentales, lo 

que demuestra que la profilaxis con TMS es 100% eficaz. 

 

 
 
Figura 3: Evaluación de la sobrevida de ratas durante el modelo de inducción de 
PcP. PcP: neumonía por Pneumocystis; TMS: trimetoprim sulfametoxazol; n=8 
animales; test Mantel-Cox; *p<0,05. 
 

Se realizaron improntas de tejido pulmonar de los 3 animales fallecidos antes de 

finalizar el tratamiento y de todos los animales restantes a las 8 semanas de 

inmunosupresión. En todos los animales inmunosuprimidos que no recibieron 

profilaxis fue posible observar quistes de Pneumocystis (Figura 4). La intensidad 

de la infección fue compatible con neumonía (score 3+, Tabla 1). Animales 
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inmunosuprimidos y tratados con TMS no desarrollaron la infección, al igual que 

los ejemplares sanos. 

 

 

Figura 4: Evaluación histológica de quistes de Pneumocystis durante PcP. 
Improntas representativas de tejido pulmonar de ratas infectadas (PcP) y con 
profilaxis (TMS) luego de 8 semanas de inmunosupresión. PcP: neumonía por 
Pneumocystis; TMS: trimetoprim sulfametoxazol; Tinción G-G, barra 50 µm. 
 

Grupo 
experimental Tratamiento Animales 

con quistes 
Carga de quistes 

en improntas 
(score) 

PcP Betametasona + Oxitetraciclina 8/8 3+ 

TMS Betametasona + Oxitetraciclina + TMS 0/8 0 

Sanas Sin inmunosupresor 0/8 0 

 
Tabla 1: Evaluación de la carga de quistes de Pneumocystis en improntas de 
pulmón de animales sanos e inmunosuprimidos por 8 semanas, con y sin 
profilaxis anti Pneumocystis. PcP: neumonía por Pneumocystis; TMS: trimetoprim 
sulfametoxazol. 
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Luego, evaluamos la acumulación de líquido pulmonar a través de mediciones 

gravimétricas de los pulmones de animales sacrificados en la 8a semana de 

inmunosupresión. Se evidenció un peso significativamente mayor en pulmones 

húmedos (frescos) de animales con PcP en relación con los otros grupos (Figura 

5A). La diferencia en el peso pulmonar húmedo no fue atribuible a diferencias en 

el peso corporal inicial o final de los animales (Figuras 2 y 5B, respectivamente). 

No se evidenciaron diferencias significativas en el peso pulmonar seco (Figura 

5C). La relación peso húmedo/ peso seco de pulmones de animales con PcP fue 

significativamente mayor a ejemplares de los otros grupos, evidenciando 

acumulación de líquido pulmonar (Figura 5D).  

 
 
Figura 5: Evaluación gravimétrica de líquido pulmonar durante PcP. PcP: 
neumonía por Pneumocystis; TMS: trimetoprim sulfametoxazol; n=5 animales; 
test ANOVA: ns: no significativo; **p<0,01; ***p<0,001. 
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Cuantificar la progresión de cambios inflamatorios y moco en pulmones 

de rata durante el desarrollo de PcP. 

 

A continuación, se utilizó el modelo de inducción de PcP (Figura 1) para 

cuantificar la progresión de cambios inflamatorios y de producción de moco en 

ratas inmunosuprimidas. 

Se detectó la presencia de quistes de Pneumocystis en improntas de tejido 

pulmonar de los animales que recibieron inmunosupresión sin profilaxis (Figura 

6, PcP). Animales inmunosuprimidos con profilaxis no evidenciaron la presencia 

de quistes (Figura 6, TMS). La intensidad de la infección en los animales sin 

profilaxis (PcP) fue compatible con neumonía (score 3+, Tabla 2).  

 

 

Figura 6: Evaluación histológica de quistes de Pneumocystis durante PcP. 
Improntas representativas de tejido pulmonar de ratas inmunosuprimidas sin 
profilaxis (PcP) e inmunosuprimidas con profilaxis (TMS) luego de 8 semanas de 
inmunosupresión. PcP: neumonía por Pneumocystis; TMS: trimetoprim 
sulfametoxazol; Tinción G-G, barra 100 µm. 
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Grupo 
experimental Tratamiento Animales 

con quistes 
Carga de quistes 

en improntas 
(score) 

PcP Betametasona + Oxitetraciclina 12/12 3+ 

TMS Betametasona + Oxitetraciclina + TMS 0/12 0 

 
Tabla 2: Evaluación de la carga de quistes de Pneumocystis en improntas de 
pulmón de animales inmunosuprimidos sin profilaxis (PcP) e inmunosuprimidos 
con profilaxis (TMS) luego de 8 semanas de inmunosupresión. PcP: neumonía 
por Pneumocystis; TMS: trimetoprim sulfametoxazol. 
 

A continuación evaluamos la progresión de la respuesta inflamatoria en 

secciones de pulmón teñidas con H-E a las 4, 6 y 8 semanas de 

inmunosupresión. Se observó progresivo incremento de infiltrados inflamatorios 

(cuffs) en el intersticio de bronquiolos y vasos sanguíneos de animales que no 

recibieron profilaxis (Figura 7, flechas).  
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Figura 7: Progresión de la respuesta inflamatoria durante PcP. Imágenes 
representativas de cada punto de sacrificio de ratas inmunosuprimidas con 
profilaxis (TMS) o sin profilaxis (PcP). ^: lumen bronquiolar; *: lumen vascular; 
flecha: infiltrados inflamatorios (cuffs); PcP: neumonía por Pneumocystis; TMS: 
trimetoprim sulfametoxazol; Tinción H-E, barra 100 µm. 
 
Las mediciones de los cambios inflamatorios evidenciaron que los infiltrados 

(cuffs) aparecieron más tardíamente alrededor de los bronquiolos (6 semanas de 

inmunosupresión, Figura 8A), que alrededor de los vasos sanguíneos (4 

semanas de inmunosupresión, Figura 8B). Animales que recibieron profilaxis 

(TMS) no evidenciaron inflamación significativa en ninguno de los puntos de 

sacrificio. 
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Figura 8: Cuantificación de cambios inflamatorios alrededor de bronquiolos (A) y 
vasos sanguíneos (B) durante el desarrollo de PcP. PcP: neumonía por 
Pneumocystis; TMS: trimetoprim sulfametoxazol; n=4 animales; test ANOVA: ns: 
no significativo; *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001. 
  

En cortes histológicos de pulmón teñidos con AB/PAS se evidenció una 

progresiva sobreproducción de moco en los animales sin profilaxis (PcP) durante 

el desarrollo de la neumonía (Figura 9). También se detectó la aparición 

progresiva de gránulos de mucinas intracelulares en el epitelio respiratorio 

(Figura 9, cabezas de flecha) y tapones mucosos (Figura 9, flechas). 
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Figura 9: Progresión de la producción de moco durante PcP. Imágenes 
representativas de cada punto de sacrificio de ratas inmunosuprimidas con 
profilaxis (TMS) o sin profilaxis (PcP). ^: lumen bronquiolar; flecha: tapones 
mucosos; cabezas de flecha: gránulos de mucinas; PcP: neumonía por 
Pneumocystis; TMS: trimetoprim sulfametoxazol; Tinción AB/PAS, barra 200 µm. 
 
 
La sobreproducción de moco en el epitelio fue significativa a las 4 semanas de 

inmunosupresión (Figura 10A), mientras que la obstrucción del lumen 

bronquiolar por tapones mucosos fue significativa más tardíamente (8 semanas 

de inmunosupresión, Figura 10B). Células AB/PAS positivas y tapones mucosos 

fueron prácticamente indetectables en animales control que recibieron profilaxis. 
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Figura 10: Cuantificación de cambios en la producción de moco en el epitelio 
respiratorio (A) y en el lumen bronquiolar (B) durante el desarrollo de PcP. PcP: 
neumonía por Pneumocystis; TMS: trimetoprim sulfametoxazol; n=4 animales; 
test ANOVA: ns: no significativo; *p<0,05; ***p<0,001. 
 

Se evidenció un incremento significativo en la expresión de Muc5ac (Figura 

11A,B) y mClca3 (Figura 11C,D) a partir de la 6ª semana de inmunosupresión. 

Animales inmunosuprimidos que recibieron profilaxis no mostraron cambios 

significativos en la expresión de ninguno de estos genes. 
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Figura 11: Cuantificación de cambios en la expresión de Muc5ac y mClca3 
durante PcP. A,C: Imágenes representativas del análisis en gel de agarosa con 
productos de PCR de animales inmunosuprimidos con profilaxis (TMS) o sin 
profilaxis (PcP) en cada punto de sacrificio. B,D: Cuantificación relativa de la 
expresión génica. PcP: neumonía por Pneumocystis; TMS: trimetoprim 
sulfametoxazol; n=4 animales; test ANOVA: ns: no significativo; **p<0,01; 
***p<0,001. 
 

De igual forma, se evidenció un incremento significativo en la producción de 

MUC5AC en animales con PcP desde la 6ª semana de inmunosupresión (Figura 

12A,C) y de mCLCA3 a partir de la 4a semana de inmunosupresión (Figura 

12B,D). Animales con profilaxis no mostraron diferencias significativas en la 

producción de estas proteínas. 
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Figura 12: Cuantificación de cambios en la producción de MUC5AC y mCLCA3 
durante PcP. A,B: Imágenes representativas del análisis por Western Blot de 
animales inmunosuprimidos con profilaxis (TMS) o sin profilaxis (PcP) en cada 
punto de sacrificio. C,D: Cuantificación relativa de la expresión de proteínas. PcP: 
neumonía por Pneumocystis; TMS: trimetoprim sulfametoxazol; n=4 animales; 
test ANOVA: ns: no significativo; *p<0,05; ***p<0,001. 
 
 
En conjunto, los resultados obtenidos en ratas con PcP inducida por esteroides 

evidencian que Pneumocystis induce progresiva inflamación, sobreproducción de 

moco y sobreexpresión de MUC5AC y mCLCA3. 
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Evaluar vía de administración, dosis y toxicidad sistémica del ácido 

niflúmico, un inhibidor farmacológico de mCLCA3. 

 

Se evaluó la seguridad y tolerancia de los animales a la administración 

intraperitoneal de ácido niflúmico. Para ello se administraron dosis de 3 y 12 

mg/Kg/día, durante 28 días a ratas sanas. La dosis de 3 mg/Kg fue seleccionada 

por ser la mínima dosis utilizada en ratas que ha demostrado disminuir la 

producción de moco, en un modelo de administración crónica por 28 días (Hegab 

et al., 2007). La dosis de 12 mg/Kg fue elegida por ser equivalente a la máxima 

dosis utilizada en ratones para disminuir la producción de moco, en un modelo 

de administración aguda por 4 días (Nakano et al., 2006). Ratas control recibieron 

un volumen equivalente de vehículo solo. Animales que recibieron ácido 

niflúmico, al igual que los ejemplares que recibieron vehículo, evidenciaron un 

incremento progresivo del peso corporal. No se detectaron diferencias 

significativas entre los grupos tratados con las diferentes dosis de ácido niflúmico 

o con vehículo (Figura 13). 
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Figura 13: Evolución del peso corporal de ratas sanas durante el tratamiento con 
ácido niflúmico. AN: ácido niflúmico; n=5 animales; test ANOVA: no significativo. 
 

Se observó un incremento dosis-dependiente de los niveles plasmáticos de 

nitrógeno ureico (UREA) en los animales tratados con ácido niflúmico. Este 

incremento es significativo a la mayor dosis utilizada (12 mg/Kg) en comparación 

a animales control (Figura 14A). De igual manera, se evidenció un incremento 

significativo de fosfatasas alcalinas (ALKP) en animales que recibieron ácido 

niflúmico 3 mg/Kg en comparación a ejemplares que recibieron dosis de 12 

mg/Kg y a ratas control (Figura 14B). Los demás parámetros analizados no 

evidenciaron diferencias significativas entre los grupos experimentales (Figura 

14). A pesar de las diferencias detectadas en UREA y ALKP, los valores medidos 
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en todos los marcadores evaluados se encuentran comprendidos dentro de los 

rangos normales para ratas Sprague Dawley (Caridad et al., 2011). 

 

 
 
Figura 14: Evaluación de la toxicidad del tratamiento con ácido niflúmico. A: Perfil 
bioquímico. B: Actividad de enzimas hepáticas. AN: ácido niflúmico; CREA: 
creatinina; UREA: nitrógeno ureico; TBIL-DBIL: bilirrubina total y directa; AST: 
aspartato aminotransferasa; ALKP: fosfatasa alcalina; ALT: alanino 
aminotransferasa; GGT: gamma glutamil transpeptidasa; n=5 animales; test 
ANOVA: ns: no significativo; ***p<0,001. 
 
 
Estos resultados evidencian que el tratamiento intraperitoneal con ácido 

niflúmico, a dosis de 3 y 12 mg/Kg durante 28 días, es seguro y bien tolerado por 

los animales. 
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Evaluar el efecto del ácido niflúmico en la sobrevida y en la progresión de 

cambios inflamatorios y moco en pulmones de rata durante el desarrollo de 

PcP. 

 
A continuación, dos grupos de animales fueron inmunosuprimidos con esteroides 

(betametasona) y luego de la 4 semana de tratamiento se les administró ácido 

niflúmico (6mg/Kg/día) o bien vehículo solo (Figura 15).  

 

 

Figura 15: Modelo de inducción de PcP por administración de esteroides y 
evaluación del efecto del ácido niflúmico. PcP: neumonía por Pneumocystis. 
 

Se detectó la presencia de quistes de Pneumocystis en improntas de tejido 

pulmonar tanto en los animales que recibieron ácido niflúmico como en los que 

recibieron vehículo (Figura 16). La intensidad de la infección en los animales fue 

compatible con neumonía (score 3+, Tabla 3).  
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Figura 16: Evaluación histológica de quistes de Pneumocystis durante el 
tratamiento con ácido niflúmico. Improntas representativas de tejido pulmonar de 
animales inmunosuprimidos que recibieron solución vehículo o ácido niflúmico 
(AN). Tinción G-G, barra 100 µm. 
 
 

Grupo 
experimental Tratamiento Animales 

con quistes 
Carga de quistes 

en improntas 
(score) 

Vehículo Betametasona + Oxitetraciclina 
+ Vehículo desde la 4a semana 12/12 3+ 

AN 6 mg/Kg Betametasona + Oxitetraciclina 
+ AN a partir de la 4a semana 12/12 3+ 

 
Tabla 3: Evaluación de la carga de quistes de Pneumocystis en improntas de 
pulmón de animales inmunosuprimidos que recibieron solución vehículo o ácido 
niflúmico (AN). 
 
 
En cortes histológicos de pulmón teñidos con H-E se observó que el tratamiento 

con ácido niflúmico ralentiza la progresión de infiltrados inflamatorios (cuffs) 

alrededor de bronquiolos y vasos sanguíneos, independientemente de la 

presencia de Pneumocystis (Figura 17, flechas).  
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Figura 17: Efecto del ácido niflúmico en la respuesta inflamatoria durante PcP. 
Imágenes representativas de cada punto de sacrificio de ratas inmunosuprimidas 
que recibieron solución vehículo o ácido niflúmico (AN). ^: lumen bronquiolar; *: 
lumen vascular; flecha: infiltrados inflamatorios (cuffs). Tinción H-E, barra 100 
µm. 
 

La disminución en la progresión es significativa a las 8 semanas de 

inmunosupresión, correspondiendo a 4 semanas de tratamiento continuo con 

ácido niflúmico (Figura 18). Animales que recibieron vehículo evidenciaron 

progresiva inflamación, tanto peribronquiolar como perivascular. 
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Figura 18: Cuantificación del efecto del ácido niflúmico sobre los cambios 
inflamatorios alrededor de bronquiolos (A) y vasos sanguíneos (B) durante PcP. 
AN: ácido niflúmico; n=4 animales; test ANOVA: ns: no significativo; *p<0,05; 
**p<0,01. 
 

En cortes histológicos de pulmón teñidos con AB/PAS se observó que el 

tratamiento con ácido niflúmico es capaz de detener y revertir la sobreproducción 

de moco, evidenciado a través de una disminución significativa de las áreas 

teñidas con AB/PAS en pulmones de los animales que recibieron este tratamiento 

(Figura 19). 
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Figura 19: Efecto del ácido niflúmico en la producción de moco durante PcP. 
Imágenes representativas de cada punto de sacrificio de ratas inmunosuprimidas 
que recibieron solución vehículo o ácido niflúmico (AN). ^: lumen bronquiolar; 
flecha: tapones mucosos; cabezas de flecha: gránulos de mucinas. Tinción 
AB/PAS, barra 200 µm. 
 

En el epitelio se evidenció también una reducción progresiva de gránulos de 

mucinas intracelulares (Figura 19, cabezas de flecha) y de tapones mucosos en 

el lumen de la vía aérea (Figura 19, flechas). La disminución en la producción de 

moco fue significativa luego de 14 días de administración continua de ácido 

niflúmico (6 semanas de inmunosupresión, Figura 20). Animales que recibieron 

vehículo evidenciaron progresiva sobreproducción de moco. 
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Figura 20: Cuantificación del efecto del ácido niflúmico en la producción de moco 
en el epitelio respiratorio (A) y en el lumen bronquiolar (B) durante PcP. AN: ácido 
niflúmico; n=4 animales; test ANOVA: ns: no significativo; **p<0,01; ***p<0,001. 
 
 
Además, se evidenció que el ácido niflúmico es capaz de inhibir 

significativamente el incremento en la expresión de Muc5ac (Figura 21A,B) y 

mClca3 (Figura 21C,D) luego de 14 días de tratamiento. Animales 

inmunosuprimidos que recibieron vehículo mostraron incrementos significativos 

en la expresión de ambos genes. 
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Figura 21: Cuantificación del efecto del ácido niflúmico en la expresión de 
Muc5ac y mClca3 durante PcP. A,C: Imágenes representativas del análisis en 
gel de agarosa con productos de PCR de animales inmunosuprimidos que 
recibieron vehículo o ácido niflúmico (AN) en cada punto de sacrificio. B,D: 
Cuantificación relativa de la expresión génica. n=4 animales; test ANOVA: ns: no 
significativo; **p<0,01; ***p<0,001. 
 
 
De igual forma, el tratamiento con ácido niflúmico inhibe significativamente el 

incremento de la producción de MUC5AC (Figura 22A,C) y mCLCA3 (Figura 

22B,D), luego de 14 días de administración. Animales que recibieron vehículo 

evidenciaron incrementos significativos en la producción de estas proteínas. 
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Figura 22: Cuantificación del efecto del ácido niflúmico en la producción de 
MUC5AC y mCLCA3 durante PcP. A,B: Imágenes representativas del análisis 
por Western Blot de animales inmunosuprimidos que recibieron vehículo o ácido 
niflúmico (AN) en cada punto de sacrificio. C,D: Cuantificación relativa de la 
expresión de proteínas. n=4 animales; test ANOVA: ns: no significativo; **p<0,01; 
***p<0,001. 
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Se confeccionaron gráficos de sobrevida para los animales inmunosuprimidos 

(PcP) versus ejemplares inmunosuprimidos + profilaxis (TMS) (Experimento 1, 

Figura 1) y para los animales inmunosuprimidos + vehículo versus ejemplares 

inmunosuprimidos + ácido niflúmico (AN) (Experimento 2, Figura 15). Se 

evidenció que la profilaxis con TMS incrementa significativamente la sobrevida 

de los animales inmunosuprimidos en comparación a aquéllos que desarrollan 

PcP (100% vs 60%, Figura 23A). Animales inmunosuprimidos que recibieron 

vehículo en el segundo experimento, desarrollaron PcP con una sobrevida 

cercana al 60%, similar a los animales con PcP del primer experimento. Sin 

embargo, animales inmunosuprimidos que recibieron tratamiento con ácido 

niflúmico incrementaron significativamente su sobrevida, llegando al 80% (Figura 

23B). Al observar a baja magnificación cortes longitudinales de pulmón, fue 

posible evidenciar un mayor volumen pulmonar aparente en los animales con 

PcP (esteroides o esteroides + vehículo) en comparación con sus respectivos 

controles (esteroides + TMS o esteroides + AN) (Figura 23). Este efecto, si bien 

no fue cuantificado, es congruente con las mediciones de edema pulmonar en 

ratas con PcP (Figura 5D). Ratas con PcP que recibieron tratamiento con ácido 

niflúmico evidenciaron pulmones más pequeños que los animales que recibieron 

vehículo solo. 
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Figura 23: Efecto del ácido niflúmico en la sobrevida de ratas con PcP. Gráficos 
de sobrevida (Kaplan-Meier) y secciones representativas de pulmón teñidas con 
AB/PAS a las 8 semanas de inmunosupresión. A: Experimento 1: animales 
inmunosuprimidos (PcP) versus animales inmunosuprimidos + profilaxis (TMS). 
B: Experimento 2: animales inmunosuprimidos + vehículo versus animales 
inmunosuprimidos + ácido niflúmico (AN). Flecha: Inicio del tratamiento con AN. 
PcP: neumonía por Pneumocystis; TMS: trimetoprim sulfametoxazol; n=20 
animales; test Mantel-Cox; *p<0,05. 
 
  
Finalmente, se realizó un experimento en un pequeño grupo de animales (n=8), 

con la intención de evaluar si el esquema de administración del ácido niflúmico 

podría ser intermitente (5 días/ semana). Luego del primer ciclo de tratamiento 

(Figura 24, cabeza de flecha y línea punteada) se observó la pérdida del efecto 

protector del ácido niflúmico, evidenciado a través del incremento en la mortalidad 
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de los animales la que igualó la de ejemplares no tratados (Figura 24). Este 

experimento fue finalizado al día 9 de tratamiento y no se evaluó si la producción 

de moco recrudeció. Sin embargo, sugiere que la administración de ácido 

niflúmico no debe ser interrumpida para mantener su efecto en la sobrevida de 

los animales. 

 

 
 

Figura 24: Efecto del ácido niflúmico en la sobrevida de ratas con PcP, al utilizar 
un esquema alternativo de tratamiento. AN: ácido niflúmico; Flecha: inicio del 
tratamiento con AN; Cabeza de flecha y línea punteada: Interrupción del 
tratamiento con AN; n=8 animales; test Mantel-Cox; ns: no significativo. 
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DISCUSIÓN 

 

Hasta el día de hoy el tratamiento de la infección por Pneumocystis se ha 

focalizado en eliminar el agente causal, fundamentalmente a través de la 

administración de antibióticos como trimetoprim sulfametoxazol (Calderón et al., 

2010). Sin embargo, la limitada eficacia terapéutica, la emergencia de 

resistencias y la elevada frecuencia de efectos secundarios, hacen necesaria la 

búsqueda mejores estrategias de tratamiento (Huang et al., 2017). Esta tesis se 

enfocó en evaluar el potencial de modular el curso y los efectos de la enfermedad 

a través de la inhibición farmacológica de una de las vías responsables de la 

producción de moco pulmonar, caracterizando primero los cambios inflamatorios, 

acumulación de líquido y sobreproducción de moco durante la neumonía, 

identificando luego un posible blanco para la modulación de la producción 

patológica del moco y evaluando por último los efectos de su inhibición.  

El modelo experimental utilizado se basa en la inducción de neumonía por 

Pneumocystis en animales inmunocompetentes a través de la administración de 

esteroides y busca reproducir el curso de la infección observada en humanos 

inmunosuprimidos. La administración crónica de corticoides en animales de 

experimentación induce una significativa disminución del peso corporal como 

efecto secundario (Weisbroth et al., 1999). Sin embargo, el efecto en el 

metabolismo de los tejidos es diferencial, induciendo crecimiento en hígado y 

corazón, e inhibiéndolo en el pulmón (Fussell and Kelly, 1991). Para evaluar la 
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efectividad de la inducción de la neumonía y objetivar la disminución de peso 

atribuible a la infección con relación a la baja debida a la inmunosupresión, 

observamos la progresión del peso corporal de los animales durante 8 semanas 

de tratamiento inmunosupresor, utilizando trimetoprim sulfametoxazol (TMS) 

como tratamiento profiláctico en un grupo control. Evidenciamos que todos los 

animales sin profilaxis desarrollaron neumonía (grupo PcP), que la sobrevida a la 

infección es cercana al 60% y que la administración profiláctica de TMS la 

previene completamente (Figuras 3 y 4). También evidenciamos una significativa 

disminución del peso corporal, similar en todos los ejemplares inmunosuprimidos 

e independiente del tratamiento profiláctico, sugiriendo que la baja de peso se 

debe a la administración del corticoide y no a la infección por el patógeno (Figura 

2). Notablemente, observamos un mayor peso pulmonar húmedo (pulmones 

frescos) en animales con PcP en relación con los animales inmunosuprimidos 

que recibieron profilaxis (TMS), efecto atribuible a la infección por Pneumocystis 

y no a la sola inmunosupresión (Figura 5A). No obstante, esta medida podría 

estar influenciada por el tamaño pulmonar, por lo que evaluamos también la 

relación peso pulmonar húmedo/ peso pulmonar seco, índice descrito como 

medida de acumulación de líquido pulmonar (Hwang et al., 2001; Pearce et al., 

1965). Pudimos así evidenciar un incremento significativo de la relación peso 

pulmonar húmedo/ peso pulmonar seco en los animales infectados (figura 5D). 

Estos resultados demuestran que Pneumocystis induce acumulación de líquido 

pulmonar en ratas que cursan PcP, incremento que podría explicarse por 
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cambios en la permeabilidad vascular y, de forma más relevante para este 

trabajo, por alteraciones en los mecanismos de producción y secreción de moco. 

La evolución patológica del epitelio respiratorio a un fenotipo hipersecretor de 

moco contribuye a la morbilidad y mortalidad de enfermedades respiratorias y se 

ha vinculado estrechamente a procesos inflamatorios. En modelos de PcP 

inducida por la administración de corticoides, la producción de moco no ha sido 

evaluada y la inflamación ha sido pobremente caracterizada. Por ello en este 

trabajo nos enfocamos primero en evaluar la progresión de cambios inflamatorios 

y luego en la sobreproducción de moco durante la infección. Pudimos evidenciar 

aparición de progresivos infiltrados inflamatorios y edema intersticial alrededor de 

bronquiolos y vasos sanguíneos de animales infectados, manifestados en forma 

de manguitos (cuffs) inflamatorios (Figuras 7 y 8). Estos resultados son 

congruentes, pero de mayor magnitud a los evidenciados recientemente por 

nuestro grupo en animales inmunocompetentes con infección primaria por 

Pneumocystis (Iturra et al., 2018). De todas formas, resulta paradójico observar 

una reacción inflamatoria de la magnitud evidenciada pese a la administración de 

un corticoide como método de inmunosupresión. En este trabajo seleccionamos 

betametasona por su potente efecto inhibidor en la activación de linfocitos T, 

efecto necesario para la inducción de la infección, y su escaso efecto 

mineralocorticoide (Fiel and Vincken, 2006), actividad que podría inducir edema 

al incrementar el volumen de líquido extracelular. Sin embargo, la betametasona 

es también un antiinflamatorio potente, con una eficacia relativa de 30:1 respecto 
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a hidrocortisona, cualidad por la que es utilizada habitualmente en el tratamiento 

de patologías pulmonares relacionadas a inflamación como asma y EPOC, en las 

que se administra de forma sistémica en dosis orales de hasta 7 mg/día (0,117 

mg/Kg). Más aún, se ha demostrado que la utilización de prednisona como 

terapia adyuvante durante PcP disminuye en un 50% los episodios de falla 

respiratoria y mortalidad (Bozzette et al., 1990), cuando es administrada en dosis 

de 40 mg (equivalente a 6 mg de betametasona) cada 12 horas. En comparación, 

los animales de este trabajo recibieron una dosis oral, calculada de acuerdo con 

la ingesta de agua, de 0,09 mg/día (0,6 mg/Kg), siendo esta dosificación 

equivalente a las dosis de corticoides utilizadas en humanos para las 

indicaciones terapéuticas descritas (Nair and Jacob, 2016). En consecuencia, los 

resultados evidencian que la inflamación y el remodelamiento patológico del 

epitelio respiratorio inducidos por Pneumocystis durante PcP son de magnitud tal 

que exceden el efecto antiinflamatorio del corticoide y plantean la necesidad de 

evaluar la magnitud de los efectos utilizando otros métodos de inmunosupresión 

más selectivos y específicos, como tacrolimus o ciclofosfamida. 

Además de la inflamación, estudiamos el efecto de la infección por Pneumocystis 

en la producción de moco pulmonar. Para ello evaluamos la expresión de 

MUC5AC, principal mucina secretada que es sobreexpresada en inflamación 

(Wang et al., 2017) y cuya sobreproducción se asocia a la formación de tapones 

mucosos y a la obstrucción del flujo de aire en la vía aérea (Evans et al., 2015). 

También evaluamos la expresión de mCLCA3, miembro de una familia de 
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canales de cloruro activados por calcio, reconocido por su rol en la regulación de 

la sobreproducción de moco en el epitelio respiratorio (Nakano et al., 2006) y 

cuya sobreexpresión se ha asociado al incremento en la producción de moco y 

sobreexpresión de MUC5AC (Nagashima et al., 2016; Ni et al., 2016; Thai et al., 

2005). Nuestros resultados muestran progresiva sobreproducción de moco, 

evidenciada a través del incremento del área de epitelio positiva para AB/PAS 

(Figuras 9 y 10A), de la obstrucción de la vía aérea por tapones mucosos 

(Figuras 9 y 10B) y del incremento en la expresión de MUC5AC y mCLCA3 a 

nivel de ARNm (Figura 11) y proteínas (Figura 12), sugiriendo que Pneumocystis 

induce sobreproducción de moco durante la neumonía a través de la vía 

MUC5AC/mCLCA3. Además, fortalecen la evidencia aportada por nuestro grupo 

del incremento en la expresión de estos genes asociado a Pneumocystis en 

lactantes presumiblemente inmunocompetentes, fallecidos súbitamente en la 

comunidad (Pérez et al., 2014; Vargas et al., 2013). En este trabajo utilizamos 

RT-PCR para evaluar la expresión génica de Muc5ac y mClca3, Western Blot 

para evaluar la expresión proteica de MUC5AC y mCLCA3 y tinción AB/PAS para 

evaluar moco a nivel histológico. Si bien estas técnicas son ampliamente 

utilizadas en la literatura, en la actualidad existen métodos más sensibles y 

específicos que podrían complementar estas mediciones, tales como PCR en 

tiempo real (qPCR) para la expresión génica, espectrometría de masa para la 

expresión proteica e inmunohistoquímica para la evaluación histológica. Utilizar 

estas técnicas en trabajos futuros permitirá una caracterización más precisa y 
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detallada de la sobreproducción de moco durante PcP. 

La demostración que Pneumocystis induce sobreproducción de moco durante la 

neumonía, y que este efecto sería mediado vía MUC5AC/mCLCA3, nos permitió 

identificar una posible vía de modulación farmacológica para disminuir su 

producción. Pese a que no existen antagonistas específicos de CLCA, se han 

descrito potentes inhibidores de los canales de cloruro tales como DIDS (ácido 

4,4´-diisotiocianostilbeno 2,2-disulfónico), DPC (ácido carboxílico 2-difenilamina) 

y ácido niflúmico (AN) (Famaey, 1997; Nakano et al., 2006). Seleccionamos el 

ácido niflúmico porque DIDS y DPC presentan baja selectividad para los 

diferentes subtipos de canales de cloruro, mientras que AN es considerado un 

inhibidor más específico de CLCA (Parai and Tabrizchi, 2002). Los resultados 

muestran que el ácido niflúmico es un fármaco fácilmente administrable por vía 

intraperitoneal, que fue bien tolerado por los animales y que no evidenció signos 

de toxicidad a las dosis utilizadas (Figuras 13 y 14). Este trabajo demostró que 

la administración de AN en ratas con PcP detiene y revierte los cambios 

inflamatorios y de sobreproducción de moco inducidos por Pneumocystis durante 

la progresión de la infección. Su efecto sobre la inflamación peribronquial y 

perivascular es evidente luego de 14 días de tratamiento y es significativo a los 

28 días (Figuras 17 y 18). Su acción sobre la sobreproducción de moco y la 

obstrucción de la vía aérea se evidencia más precozmente, siendo significativo a 

los 14 días de tratamiento (Figuras 19 y 20). Además, evidenciamos que el ácido 

niflúmico inhibe la sobreexpresión de MUC5AC y mCLCA3 a nivel de ARNm 
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(Figura 21) y proteínas (Figura 22), fortaleciendo la idea que la sobreproducción 

de moco durante PcP es mediada por la vía MUC5AC/mCLCA3. Más aún, 

pudimos evidenciar que el tratamiento con ácido niflúmico mejora 

significativamente la sobrevida de los animales durante la progresión de la 

neumonía (Figura 23), siempre y cuando sea administrado de forma continua, 

sin interrupciones (Figura 24). Determinar si este efecto es producto del 

recrudecimiento de la secreción de moco, así como el evaluar otros esquemas 

posibles de tratamiento, permitirán caracterizar de mejor manera el efecto 

protector de este fármaco sobre los animales durante PcP. 

Los resultados obtenidos nos permiten hipotetizar que mCLCA3 sería uno de los 

mediadores del fenotipo hipersecretor de moco inducido por Pneumocystis, y que 

el tratamiento con ácido niflúmico lo inhibiría de forma directa. Sin embargo, se 

ha descrito que la expresión de mCLCA3 no es esencial para la sobreproducción 

de moco (Robichaud et al., 2005) y que tanto hCLCA1 como mCLCA3 son 

proteínas secretadas que no conforman un canal iónico propiamente tal (Gibson 

et al., 2005). Por ello, la evidencia obtenida no es suficiente para determinar si 

los efectos observados son atribuibles directamente a la inhibición de mCLCA3 

por el ácido niflúmico, o bien se deben a la acción del fármaco sobre otros blancos 

moleculares relacionados a hipersecreción de moco e inflamación. En este 

contexto, el efecto del ácido niflúmico podría atribuirse la inhibición de la síntesis 

de prostaglandinas, a través de su actividad inhibidora sobre las ciclooxigenasas 

(Civelli et al., 1991; Famaey, 1997; Ledoux, 2004). Sin embargo, la indometacina, 
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otro inhibidor de la síntesis de prostaglandinas, no es efectiva en disminuir la 

respuesta de la vía aérea en modelos murinos de estimulación (Nakano et al., 

2006), haciendo poco probable que sea éste el mecanismo responsable de la 

acción inhibidora del ácido niflúmico sobre la hipersecreción de moco. 

La producción de moco en el epitelio respiratorio es controlada por numerosas 

vías, dando cuenta de la importancia de su regulación en condiciones normales 

y patológicas. Una de estas vías es la mediada por citoquinas Th2 (IL-4 e IL-13). 

IL-13 induce hiperreactividad de la vía aérea, metaplasia de células caliciformes 

e incrementa significativa y consistentemente la expresión de MUC5AC en 

humanos y modelos murinos, en un proceso que involucra la vía de señalización 

IL-13Rα1-JAK-STAT6 (Kuperman et al., 2002). STAT6 es un factor de 

transcripción involucrado en numerosos procesos celulares, incluyendo la 

respuesta temprana a patógenos, y cuya forma activa (fosforilada) es capaz de 

traslocar al núcleo induciendo directamente la expresión de Muc5ac (Wang et al., 

2017) y Clca (Winpenny et al., 2009). Además, STAT6 es capaz de activar el 

factor de transcripción SPDEF, el que actúa sobre varias cascadas 

transcripcionales relacionadas a secreción de moco, induciendo la expresión de 

Muc5ac y Clca1 e inhibiendo la de FoxA2, que a su vez es un potente represor 

de la producción de moco (Chen et al., 2009; Seibold, 2018). IL-13 induce la 

expresión de SPDEF, generando hiperplasia de células caliciformes (Park et al., 

2007) e incrementando la producción de hCLCA1 y MUC5AC (Chen et al., 2009; 

Yu et al., 2011). Notablemente, Pneumocystis es capaz de inducir una potente 
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respuesta del tipo Th2 y una respuesta inmune innata dependiente de STAT6 en 

ratones (Eddens et al., 2016; Swain et al., 2011, 2012) y ratas 

inmunocompetentes (Iturra et al., 2018). En este trabajo se utilizaron animales 

inmunosuprimidos para inducir la neumonía, por lo que la respuesta mediada por 

linfocitos T fue abolida. Sin embargo, células del epitelio y macrófagos 

pulmonares activados son capaces de producir IL-13 y sobreexpresar el receptor 

de esta interleuquina, pudiendo establecerse un circuito de retroalimentación 

positiva que promovería la expresión persistente de IL-13, causando metaplasia 

de células mucosas, sobreproducción crónica de moco e hiperreactividad de la 

vía aérea (Joyce and Van Kaer, 2008; Kim et al., 2008). De forma relevante, la 

administración de glucocorticoides no altera la expresión de los receptores de 

interleuquinas Th2 y no es suficiente para suprimir la sobreproducción de moco, 

la hiperreactividad de la vía aérea ni la hiperplasia de células mucosas inducida 

por IL-13 (Kibe et al., 2003). Por ello, es posible hipotetizar que durante la 

neumonía por Pneumocystis la sobreproducción de moco podría involucrar la vía 

IL-13Rα1-JAK-STAT6-SPDEF. En este modelo hipotético, la liberación de IL-13 

induciría la activación de JAK y STAT6. STAT6 induciría la expresión de Muc5ac 

y mClca3, además de activar SPDEF. A su vez, SPDEF activado induciría la 

expresión de Muc5ac y mClca3 e inhibiría a FOXA2, promoviendo aún más la 

expresión de Muc5ac. SPDEF también induciría la producción de mCLCA3, que 

al ser secretado podría activar a CLCA, llevando también a la sobreexpresión de 

Muc5ac. Así, mCLCA3 constituiría una vía alternativa que permitiría potenciar la 
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expresión de MUC5AC, amplificando la respuesta secretora de moco (Figura 

25). En este escenario, la acción inhibidora del ácido niflúmico podría llevarse a 

cabo en uno o varios niveles de la vía de transducción de señales: a través de la 

inhibición directa de alguno de los actores de la vía (STAT6, SPDEF y/o 

mCLCA3), así como también inhibiendo CLCA. Evaluar las formas activas de los 

distintos actores de esta vía de transducción de señales (ej. STAT6/ STAT6 

fosforilado), así como la producción de citoquinas Th2, permitiría dilucidar de 

mejor manera los eventos moleculares responsables de la respuesta a la 

infección por Pneumocystis y el mecanismo de acción del ácido niflúmico. 
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Figura 25: Modelo hipotético de sobreproducción de moco inducida por 
Pneumocystis durante PcP y posibles niveles de acción del ácido niflúmico. La 
infección podría inducir liberación de IL-13 llevando a sobreexpresión de Muc5ac 
(flechas azules) y de mClca3 (flechas burdeo). La vía que involucra mClca3 
permitiría amplificar la respuesta secretora de moco. El ácido niflúmico (AN) 
podría inhibir la producción de moco en varios niveles de esta vía de transducción 
de señales (líneas punteadas). 
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En conclusión, esta tesis demuestra que el ácido niflúmico detiene y disminuye 

la sobreproducción patológica de moco estimulada por Pneumocystis en un 

modelo animal de PcP inducida por esteroides, mejorando además la sobrevida 

de los animales a la infección cuando es administrado en un esquema continuo 

de tratamiento. La disminución en la producción de moco sería mediada, al 

menos en parte, por la disminución de la expresión de mCLCA3 y MUC5AC. La 

modulación del moco durante PcP podría constituir una nueva estrategia para 

mejorar el curso y la sobrevida a la enfermedad. Los resultados obtenidos 

permiten comprender de mejor manera la patogénesis de la infección por 

Pneumocystis, los efectos de la respuesta inmune tipo Th2 en su progresión y el 

rol de mCLCA3 como vía de amplificación de la secreción de moco pulmonar. 
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