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RESUMEN 
!

Pneumocystis es un hongo que produce infección en individuos 

inmunocompetentes durante los primeros meses de vida. Esta infección ha sido 

asociada a cambios patológicos en la vía aérea, que podrían vincularse a la 

severidad o patogenia de algunas enfermedades crónicas, como EPOC o Asma 

Bronquial. Sin embargo, los mecanismos que explican estos cambios patológicos 

durante la infección no se conocen con claridad. En este sentido, el sistema 

neuroendocrino pulmonar podría contribuir a estos cambios.  

El sistema neuroendocrino pulmonar es un conjunto de células epiteliales 

inervadas de la vía aérea que se comporta como quimiorreceptor, reservorio de 

células progenitoras y mediador de hiperreactividad, inflamación, reparación y 

remodelación tisular. Diversas enfermedades respiratorias han sido asociadas a 

cambios morfológicos de células neuroendocrinas pulmonares, que se han vinculado 

a la respuesta frente a la hipoxia, y a aumento en los niveles de sus aminas y 

péptidos, tales como CGRP y GRP. Estos péptidos han sido señalados como 

factores que contribuyen a la inflamación, broncoconstricción y remodelación en la 

vía aérea, por lo que podrían constituir parte de la respuesta patológica en la vía 

aérea durante algunas enfermedades pulmonares, eventualmente, durante la 

infección primaria por Pneumocystis. Por lo tanto, nos propusimos demostrar que la 

infección primaria por Pneumocystis carinii se asocia a estimulación del sistema 

neuroendocrino pulmonar, que se expresa en hiperplasia e hipertrofia de 

PNEC/NEBs, aumento en la inervación de NEBs, incremento en la expresión génica 

de los péptidos CGRP, GRP y del receptor GRPR, e incremento en los niveles de 

CGRP y GRP. 

Para demostrar la hipótesis, se trabajó con pulmones procedentes de un 

modelo de infección primaria por P. carinii, en ratas inmunocompetentes. En estos 

tejidos se buscó determinar cambios morfológicos en PNEC/NEBs, en sus fibras 

nerviosas, y niveles de CGRP mediante inmunohistoquímica. Adicionalmente, se 

buscó cuantificar la concentración de GRP mediante ELISA, y determinar la 

expresión de los genes de CGRP, GRP y GRPR mediante RT-PCR convencional y 

qRT-PCR. 
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Se observó un incremento significativo en la densidad de grupos de células 

inmunorreactivas a CGRP, indicadores de NEBs, en el día 75 de infección con 

respecto al control, tanto en la vía aérea pequeña (menor a 250 µm) como en la vía 

aérea total, independiente de su tamaño. No se observaron cambios en la densidad 

de NEBs en la vía aérea mayor ni en la densidad de PNECs en ninguno de los días 

de infección estudiados. El tamaño de NEBs se incrementó significativamente en el 

día 60 de infección con respecto al control. No se visualizaron fibras nerviosas con la 

técnica utilizada. No se detectaron cambios significativos en la concentración de 

GRP en ninguno de los días de infección estudiados. Los niveles de mRNA de 

CGRP y de GRPR en el día 75 de infección fueron significativamente mayores que 

en el grupo control. Adicionalmente se observó que un mayor porcentaje de ratas 

infectadas expresaron mRNA de GRP comparado con ratas control.   

Los resultados de esta tesis muestran que la infección primaria por 

Pneumocystis en un modelo de ratas inmunocompetentes se asocia a estímulo del 

sistema neuroendocrino pulmonar, manifestado como hiperplasia e hipertrofia de 

células inmunorreactivas a CGRP, indicadoras NEBs e incremento de la expresión 

génica de los neuropéptidos CGRP, GRP, y del receptor GRPR. Esto sugiere que las 

células neuroendocrinas pulmonares, particularmente CGRP, podrían formar parte 

de la patogenia de la infección primaria por Pneumocystis carinii en ratas 

inmunocompetentes, constituyendo parte de la respuesta frente la hipoxia y/o 

contribuyendo a la inflamación, broncoconstricción y remodelación de la vía aérea. 

En estas funciones también podría participar el receptor GRPR, justificando mayores 

estudios para determinar la participación de las células neuroendocrinas, sus 

neuropéptidos de secreción y/o sus receptores en la infección. Así, CGRP y el 

receptor GRPR podrían constituir eventuales blancos de acción terapéutica en la 

infección respiratoria. 
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ABSTRACT 
!

Pneumocystis is a fungus that causes an infection in immunocompetent 

individuals during their first months of life. This infection has been related to 

pathological changes in the airway, and they could be associated with severity or 

pathogeny of chronic diseases, such as COPD or asthma. However, mechanisms 

that underlie these pathological changes in the infection have not been described. 

Thus, Pulmonary Neuroendocrine System may be part of the infection pathogeny. 

The pulmonary neuroendocrine system is a group of innervated epitelial cells 

in the airway which have functions as chemoreceptors, stem cells reservoirs and 

hyperreactivity, inflammation, and tissue remodelling mediators. Several pulmonary 

diseases have been associated with morphological changes in neuroendocrine cells, 

that have been related to hypoxic response and an increase of amine and peptide 

levels, such as CGRP and GRP. These peptides have been described as 

inflammation, bronchoconstriction and remodelling factors, because of what they 

could contribute to the pathologic response in the airway for some respiratory 

diseases, eventually through the Pneumocystis primary infection. Therefore, we 

aimed to demostrate that the Pneumocystis carinii primary infection is related to 

pulmonary neuroendocrine system stimulation, expressed as PNEC/NEBs 

hyperplasia and hypertrophy, an increase in innervation of NEBs, increase in CGRP, 

GRP and GRPR gene expression and an increase in CGRP and GRP peptide levels. 

To demostrate this hypothesis, we used lungs of a P. carinii primary infection 

model in immnunocompetent rats. Morphological changes in PNEC/NEBs, nerves, 

and CGRP levels were determined by immnunohistochemisty, GRP concentration 

was measured by ELISA and CGRP, GRP and GRPR gene expression were 

determined using RT-PCR and qRT-PCR. 

We observed a significant increase in density of clusters of CGRP 

immunorreactive cells which indicate NEBs, on day 75 of the infection with respect to 

the control group, in small airway (less than 250 µm) and in total airway. No changes 

were observed in the NEBs density in the major airway nor in the PNECs density, 

independently of the day of infection. The NEBs size significanly increased on day 60 

of the infection compared to the control group. Nerves were not seen with the 
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techniques used in this thesis. The GRP concentration did not change throughout the 

infection. mRNA levels of CGRP and GRPR on day 75 of the infection were 

significantly higher than in the control group. In addition, we observed that a higher 

percentage  of infected rats expressed GRP mRNA compared to control rats. 

These findings show that Pneumocystis primary infection in an 

immunocompetent rats model is associated with pulmonary neuroendocrine system 

stimulation, expressed as hyperplasia and hypertrohy of CGRP innmunorreactive 

cells which indicates NEBs, and an increase in CGRP, GRP and GRPR gene 

expression. This suggests that pulmonary neuroendocrine cells, especially CGRP 

could constitute part of the pathogeny in the Pneumocystis carinii primary infection in 

immunocompetent individuals, as a factor in the hypoxic response or contributing to 

airway inflammation, bronchoconstriction and remodelling. Additionally, GRPR may 

also participate in these functions. Nevertheless, more studies are needed to 

describe the participation of neuroendocrine cells, their neuropeptides and their 

receptors along the infection. Thus, CGRP and GRPR could become therapeutic 

targets in respiratory infections. 
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I.  INTRODUCCIÓN 
!
1.  Pneumocystis  
1.1  Antecedentes generales 

Pneumocystis es un género perteneciente al reino fungi, que parasita e infecta 

a mamíferos. Existen varias especies de Pneumocystis que infectan de forma 

específica a cada especie de mamífero: Pneumocystis jirovecii es encontrado en 

humano, P. carinii y P. wakefieldiae en rata, P. murina en ratón y  P. oryctolagi en 

conejo [Cushion et al., 2010]. 

Pneumocystis spp. (en adelante Pneumocystis) es un organismo unicelular, 

extracelular, con tropismo pulmonar. Estudios muestran que este patógeno sería un 

parásito obligado que dependería estrictamente de su hospedero, debido a su 

especificidad de hospedero, su patrón de co-evolución y la dependencia de 

aminoácidos y colesterol del hospedero [Hauser et al., 2010, Furlong et al., 1997]. 

Así, Pneumocystis no tendría formas capaces de vivir independientemente de otro 

organismo, y no requiere un vector o período de maduración fuera del pulmón 

[Cushion et al., 2010].  

El estudio del ciclo de vida y de la patogenia de Pneumocystis se ha visto 

limitado por las dificultades para cultivar eficientemente a Pneumocystis en el largo 

plazo [Hauser et al., 2010]. Algunos sistemas de cultivo, que utilizan una capa de 

células alimentadoras, han logrado un incremento de hasta 10 veces en el número 

de organismos, permitiendo un máximo de 3 pasajes [Atzori et al., 1998]. Un estudio 

reciente determinó el crecimiento de Pneumocystis en un sistema de cultivo de 

interfase aire-líquido, utilizando una línea de células epiteliales humanas 

pseudoestratificadas de la vía aérea. Los investigadores observaron crecimiento de 

Pneumocystis in vitro, sin embargo, la reproducibilidad de este sistema de cultivo 

debe ser determinada [Schildgen et al., 2014]. No obstante lo anterior, estudios en 

modelo animal han permitido obtener información sobre distintos aspectos de este 

patógeno, incluyendo la caracterización de la patogenia de la infección. 
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1.2  Aspectos epidemiológicos y patogénicos de Pneumocystis 

Pneumocystis produce neumonía en individuos que padecen alguna condición 

de inmunosupresión, como personas desnutridas, pacientes con inmunodeficiencia 

primaria, portadores de Virus de Inmunodeficiencia humana (VIH), receptores de 

trasplante de órganos y pacientes oncológicos tratados con fármacos 

inmunosupresores [Cushion et al., 2010]. Sin embargo, estudios han reportado que 

un alto porcentaje de la población experimenta una infección por Pneumocystis en 

los primeros meses de vida, tal como indica el hecho de que al menos un 85% de 

individuos desarrolla seroconversión antes de los 20 meses de edad [Vargas et al., 

2001]. Por otro lado, la colonización por Pneumocystis es altamente prevalente en la 

población de individuos inmunocompetentes, alcanzando un 65% de prevalencia en 

adultos [Ponce et al., 2010].  

Pneumocystis se transmite por vía aérea, aunque algunas investigaciones 

muestran que podría ocurrir transmisión transplacentaria [Montes-Cano et al., 2009, 

Sanchez et al., 2007].  Estudios en ratones muestran que existe transmisión de 

Pneumocystis desde animales inmunosuprimidos hacia animales 

inmunocompetentes, y entre animales portadores inmunocompetentes [Gigliotti et 

al., 2003, Dumoulin et al., 2000], además, se ha demostrado que estos organismos 

patógenos son viables y capaces de dividirse en el pulmón del hospedero 

inmunocompetente [Chabé et al., 2004]. Lo anterior sugiere que este mecanismo 

podría constituir una forma de circulación de este patógeno en el ambiente [Gigliotti 

et al., 2003]. 

Si bien se ha considerado que la infección primaria por Pneumocystis se 

presentaría de forma asintomática al menos en una fracción de individuos 

inmunocompetentes [Vargas et al., 2001], se ha observado en ratones que 

Pneumocystis provoca una infección pulmonar con inducción de la respuesta inmune 

caracterizada por aumento en: número de macrófagos, neutrófilos, células 

presentadoras de antígenos (APCs), linfocitos TCD4+ y TCD8+, niveles de 

citoquinas, número de linfocitos B, niveles de anticuerpo específico anti-

Pneumocystis y niveles de albúmina sérica en fluido de Lavado Broncoalveolar 

(LBA) [Hernandez-Novoa et al., 2008, An et al., 2003, Gigliotti et al., 2003, Swain et 
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al., 2011]. Histológicamente, en estudios realizados en modelo animal inoculado con 

organismos de Pneumocystis, se ha observado hipertrofia de células epiteliales, 

aumento en el contenido de mucus en células caliciformes y leve inflamación 

perivascular. Estos cambios se asocian a leve reducción de la función pulmonar a 

las 5 semanas de infección [Swain et al., 2012]. Esta infección se resolvería en 5 a 6 

semanas y Pneumocystis sería eliminado del pulmón del hospedero [An et al., 2003]. 

Datos preliminares no publicados obtenidos en el laboratorio, en modelo de rata 

inmunocompetente y de contagio con Pneumocystis por cohabitación, indican que 

durante la infección se observa incremento significativo en: grosor epitelial, infiltrados 

peribronquiolares y perivasculares, depósitos de reticulina y colágeno, contenido de 

mucus en el epitelio y niveles de expresión de la proteína MUC5AC, que forma parte 

del mucus secretado por células caliciformes (Figura 1).  
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1.3  Rol de Pneumocystis en la patología pulmonar 
Algunos estudios han relacionado la infección o colonización por 

Pneumocystis con la presencia y/o severidad de algunas enfermedades pulmonares 

crónicas,  

La infección por Pneumocystis en el hospedero inmunocompetente podría 

promover la sensibilización a otros antígenos respiratorios, como ovoalbúmina 

[Swain et al., 2011]. Incluso, Pneumocystis puede provocar una respuesta en el 

pulmón de individuos susceptibles sin sensibilización, caracterizada por inflamación 

tipo Th2 e hiperreactividad bronquial, factores de la infección respiratoria que han 

sido asociados al desarrollo de asma infantil [Swain et al., 2012]. 

En pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC) se ha 

observado una relación directamente proporcional entre la frecuencia de 

colonización y el grado de severidad de la patología [Morris et al., 2004]. Un estudio 

realizado en un modelo de infección por VIH en primates indica que la colonización 

por Pneumocystis podría contribuir al desarrollo de EPOC [Shipley et al., 2010] 

La infección primaria por Pneumocystis también ha sido asociada al Síndrome 

Infantil de muerte súbita (Sudden infant death syndrome (SIDS)). Se ha observado 

una alta incidencia, que alcanza el 98%, de infección por Pneumocystis en lactantes 

fallecidos inesperadamente en la comunidad, alrededor del tercer mes de vida, que 

coincide con la edad de mayor frecuencia de SIDS y bronquiolitis [Vargas et al., 

2013]. 

No obstante la evidencia, los mecanismos que explican los cambios 

patológicos durante la infección por Pneumocystis y su eventual asociación con el 

daño pulmonar crónico en individuos inmunocompetentes, no se conocen con 

claridad. Existe un grupo de células del epitelio de la vía aérea, las células 

neuroendocrinas pulmonares, pertenecientes al sistema neuroendocrino pulmonar, 

que podrían contribuir a los cambios patológicos observados durante la infección, y 

que resultan de enorme relevancia dado que estas células han sido asociadas a la 

patogenia de algunas enfermedades respiratorias.  
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2.  Sistema neuroendocrino pulmonar 
2.1  Antecedentes generales  

El sistema neuroendocrino pulmonar es un conjunto de células epiteliales de 

la vía aérea, que pueden presentarse en solitario (Pulmonary Neuroendocrine Cell 

(PNEC)) o como grupos celulares inervados, conocidos como cuerpos 

neuroepiteliales (Neuroepithelial Body (NEBs)) (Figura 2) [Weichselbaum et al., 

2005]. Se distribuyen a lo largo de la vía aérea, desde la laringe a los alvéolos, pero 

PNECs y NEBs muestran una distribución diferencial según el tamaño de la vía 

aérea: la presencia de NEBs predomina en la vía aérea intermedia y periférica, 

asociándose con los puntos de bifurcación de la vía aérea, mientras que, la 

presencia de PNECs en el pulmón humano adulto es independiente del diámetro de 

la vía aérea (Figura 3). Estas células son relativamente abundantes en el pulmón 

fetal, alcanzan su mayor densidad alrededor del nacimiento y disminuyen en el 

adulto, sin embargo, están presentes a lo largo de la vida [Van Lommel et al., 1999].  
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! !
2.2  Inervación de las células neuroendorinas pulmonares 
 Las estructuras inervadas del sistema neuroendocrino pulmonar son los 

NEBs. Estudios morfológicos han mostrado que más de la mitad (52-60%) de los 

NEBs se asocian a fibras nerviosas, las cuales se distribuyen desde el plano 

intersticial hasta el plano epitelial [Larson et al., 2003, Van Genechten et al., 2004]. 

Estudios han mostrado que estas fibras nerviosas expresan el marcador 

neuroendocrino CGRP, y los marcadores neurales generales PGP9.5 (Protein Gene 

Product 9.5) y sustancia P, que han permitido su visualización mediante técnicas de 

inmunohistoquímica [Weichselbaum et al., 2005, Van Genechten et al., 2004].   

La inervación de los NEBs es principalmente aferente [Adriaensen et al., 

1998]. Existen varias fuentes distintas de inervación: inervación vagal aferente, 

nervios inmunorreactivos a CGRP, que además expresan sustancia P, e inervación 

nitrérgica, cuyos nervios son inmunorreactivos a nNOS (Óxido Nítrico Sintasa neural) 

[Brouns et al., 2009, Adriaensen et al., 1998]. Adicionalmente, nervios colinérgicos 

también participarían en la inervación de los NEBs [Brouns et al., 2009]. Distintas 
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poblaciones pueden contactar un NEB, pero ninguna de estas poblaciones contacta 

a todos los NEBs [Brouns et al., 2009]. 

El hecho de que los NEBs constituyan estructuras inervadas, refuerza la idea, 

que será profundizada más adelante, de que estas agrupaciones celulares actúan 

como receptores de la vía aérea [Brouns et al., 2009]. 

 
2.3  Funciones del sistema neuroendocrino pulmonar 

El sistema neuroendocrino pulmonar posee diversas funciones. Este sistema 

promueve el desarrollo pulmonar, mediante la acción de GRP (Péptido Liberador de 

Gastrina (Gastrin Releasing Peptide)), que actúa como mitógeno [Emanuel et al., 

1999]. Por otro lado, actúa como quimiorreceptor de la vía aérea, a través de la 

función de NADPH oxidasa. Los NEBs poseen corrientes de Na+, K+ y Ca2+ voltaje-

dependiente. Durante la normoxia, NADPH oxidasa mantiene la producción de 

superóxido y H2O2, lo cual permite que el canal K+ conserve su conformación. 

Durante la hipoxia, en cambio, NADPH oxidasa falla en mantener la producción de 

superóxido y H2O2. La modulación del estado redox del canal K+ puede alterar su 

conformación, cerrando el canal y disminuyendo la salida de K+. La resultante 

despolarización de membrana activa canales Ca2+ voltaje-dependiente, provocando 

la entrada de Ca2+ extracelular que resulta en la secreción de aminas y péptidos 

[Colebrooke et al., 2002, Fu et al., 2002, Fu et al., 2000].  

Por otro lado, investigaciones señalan que el sistema neuroendocrino 

pulmonar actúa como mediador de la hiperreactividad, inflamación, reparación y 

remodelación de la vía aérea, funciones en las que participan los productos de 

secreción GRP y CGRP (Péptido Relacionado con el Gen de Calcitonina (Calcitonin 

Gene Related Peptide)), entre otros [Zhou et al., 2011, Sunday et al., 1998, Aoki-

Nagase et al., 2002, Springer et al., 2004, Kawanami et al., 2009]. 

Por último, el sistema neuroendocrino pulmonar constituiría un reservorio de 

células progenitoras, dado que los NEBs conforman un microambiente que alberga 

células variante de células Clara (vCE), que poseen características de célula troncal 

[Hong et al., 2001]. 
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Como se ha mencionado, a estas funciones contribuyen los productos de 

secreción de las células neuroendocrinas, pudiendo ser esta secreción autocrina, 

paracrina o endocrina. Los principales productos secretados por estas células son: 

GRP [Emanuel et al., 1999], CGRP [Brouns et al., 2009] y 5-hidroxitriptamina (5-HT o 

serotonina) [Fu et al., 2002]. Estos poseen diversas funciones, como 

broncoconstricción [Lach et al., 1993], vasodilatación [Champion et al., 2000], 

quimiotaxis de células del sistema inmune, proliferación de fibroblastos [Sunday et 

al., 2004], entre otras, y constituyen marcadores neuroendocrinos [Brouns et al., 

2009].  

 

2.4  Rol del sistema neuroendocrino pulmonar en la enfermedad pulmonar 
Distintas enfermedades respiratorias crónicas han sido asociadas a hipertrofia 

e hiperplasia PNECs/NEBs y, alternativamente, a un incremento en los niveles de 

sus productos de secreción, como displasia broncopulmonar [Johnson et al., 1993], 

granuloma eosinofílico [Aguayo et al., 1990] y neumonía intersticial idiopática [Ito et 

al., 2002]. Investigaciones realizadas en modelo animal han señalado que algunos 

productos secretados por PNECs y NEBs podrían mediar la respuesta inflamatoria, 

la remodelación y la hiperreactividad de la vía aérea en displasia broncopulmonar y 

asma [Zhou et al., 2011, Sunday et al., 1998]. Un estudio realizado en modelo de 

injuria pulmonar inducida por radiación, mostró un incremento de células 

neuroendocrinas en el epitelio, y demostró la participación de GRP en el daño 

pulmonar [Zhou et al., 2013]. Por otro lado, en lactantes fallecidos por SIDS se ha 

observado hiperplasia e hipertrofia de PNECs y NEBs, que si bien no constituye una 

enfermedad pulmonar, su patogénesis podría relacionarse a anormalidades en el 

control de la respiración [Cutz et al., 2007]. Por último, se ha reportado que Nicotina 

y 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK), una nitrosamina derivada 

del tabaco, inducen secreción de 5-HT [Plummer et al., 2000]. Así, la hiperplasia e 

hipertrofia de PNECs y NEBs, sumado al incremento en los niveles de sus productos 

de secreción, no sólo podrían conformar parte de la respuesta inflamatoria, sino 

también podrían constituir una reacción a la hipoxia, que es un aspecto frecuente en 

algunas enfermedades respiratorias [Fu et al., 2002].  



! 18!

A diferencia de la evidencia encontrada sobre la descripción de células 

neuroendocrinas en relación a algunas enfermedades pulmonares crónicas, escasos 

estudios describen cambios en células neuroendocrinas durante la infección 

respiratoria. En este sentido, un estudio realizado en muestras humanas reportó un 

aumento de PNECs y NEBs en infección pulmonar, con respecto al grupo control 

[Yancheva et al., 2015]. En modelo animal de infección por Virus Respiratorio 

Sincicial (VRS), se ha observado un aumento en la expresión de Sustancia P, y un 

aumento en la cantidad de nervios inmunorreactivos a sustancia P, sumado a una 

reducción en la expresión y síntesis de CGRP, marcador de PNECs y NEBs, durante 

la infección [Dakhama et al., 2005]. Sin embargo, los estudios que describen la 

morfología de las células neuroendocrinas y la significancia de este aspecto en la 

patogenia de la infección respiratoria, son todavía insuficientes. En este sentido, los 

productos secretados por células neuroendocrinas podrían tener una importante 

función en la patogenia de la infección. Así, la evidencia sugiere que CGRP, GRP, y 

alternativamente sus receptores, podrían tener un rol relevante durante la infección, 

tanto en la respuesta de broncoconstricción, inflamación, como en la remodelación 

de la vía aérea. 
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3.  Péptido Relacionado con el Gen de Calcitonina (CGRP) 
3.1  Generalidades de CGRP 
 CGRP es un neuropéptido que se expresa en el sistema nervioso central 

(SNC) y periférico [Kresse et al., 1992], células y órganos del sistema inmune 

[Tokoyoda et al., 2004, Ma et al., 2010], por lo que es posible detectar CGRP en 

muchos tejidos. En el pulmón, CGRP está presente tanto en las fibras nerviosas que 

inervan la vía aérea, como en las células neuroendocrinas pulmonares, PNECs y 

NEBs, que forman parte del sistema neuroendocrino pulmonar, en todos los niveles 

de la vía aérea. CGRP ha sido descrito en varias especies, incluyendo humanos y 

ratas [Springer et al., 2003]. 

 CGRP es un péptido de 37 aminoácidos que surge luego del splicing 

alternativo tejido-específico de un pre-mRNA, que es transcrito a partir del gen de 

calcitonina, dando lugar así a CGRPI o alfa-CGRP. Un segundo gen, altamente 

relacionado, origina CGRPII o beta-CGRP. Alfa-CGRP es el más abundante 

[Rosenfeld et al., 1992, Springer et al., 2003]. 

 

3.2  Funciones de CGRP 
 CGRP ejerce diversos efectos, dada la amplia distribución de éste y sus 

receptores, según el tejido sobre el cual actúa. Uno de sus principales efectos es el 

vascular, puesto que CGRP actúa como vasodilatador, tanto a nivel sistémico como 

pulmonar [Olivar et al., 2000, Springer et al., 2004].  

A diferencia del efecto vascular, el efecto de CGRP sobre el músculo liso 

bronquial es contradictorio. Una investigación realizada en cobayos muestra que 

CGRP no induce broncoconstricción por sí solo, pero es capaz de inhibir la 

respuesta de otros broncoconstrictores, como sustancia P o agonistas colinérgicos, 

ejerciendo un efecto protector, sin embargo, esta broncoprotección se atenúa 

durante la inflamación, en cobayos sensibilizados y estimulados con ovoalbúmina, 

permitiendo la broncoconstricción [Cadieux et al., 1999]. Otro estudio observó, en 

bronquios humanos aislados, una leve relajación luego del estímulo con CGRP en 

anillos bronquiales con epitelio intacto, mientras que, el estímulo con CGRP indujo 

una respuesta broncoconstrictora en anillos bronquiales donde el epitelio había sido 
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removido [Springer et al., 2004]. A juzgar por los resultados, el efecto de CGRP sería 

dependiente del estado previo del pulmón. Además, la acción de CGRP no sería 

directa sobre el músculo liso bronquial, conclusión que es apoyada por experimentos 

realizados en ratones con deleción del componente CRLR del receptor de CGRP en 

células del músculo liso bronquial, en los cuales la sensibilización y desafío con 

ovoalbúmina induce un incremento en la resistencia de la vía aérea luego del 

estímulo con metacolina, a diferencia de lo observado en ratones con deleción de 

CRLR en todos los tejidos, en los cuales se observa una reducción significativa en la 

resistencia de la vía aérea, por lo tanto, CGRP no actúa directamente en las células 

del músculo liso bronquial para inducir broncoconstricción [Li et al., 2014]. 

Evidencia creciente indica que el sistema nervioso interactúa con el sistema 

inmune, a través de moléculas específicas y sus receptores. Así, CGRP constituiría 

uno de estos mediadores, aunque esta función es controversial y se encuentra aún 

en estudio. Se ha demostrado que CGRP induce la producción de IL-4 en linfocitos 

T, y contribuye a la diferenciación hacia células Th2 [Tokoyoda et al., 2004]. Un 

estudio posterior confirmó estos hallazgos, demostrando que, en modelo de 

hipersensibilidad dérmica de contacto, un modelo de inflamación cutánea, CGRP 

induce inflamación tipo Th2, con incremento significativo en la producción de IL-4 

[Mikami et al., 2011]. Por otro lado, se ha mostrado que CGRP induce la producción 

de IL-17 a partir de células Th17, y que en este sentido, media la inflamación en un 

modelo de encefalomielitis autoinmune [Mikami et al., 2012]. También en tejido 

dentario, CGRP poseería funciones proinflamatorias [Bowler et al., 2013].  

En pulmón, recientemente se ha demostrado que CGRP, a través de la 

interacción con su receptor y la activación de la vía cAMP/PKA, promueve la 

producción de IL-9 y la diferenciación de células Th9, in vitro e in vivo, esto último en 

un modelo de inflamación de la vía aérea inducida por ovoalbúmina, en ratones 

deficientes en receptor de CGRP. Además, en el grupo de ratones deficientes en 

receptor de CGRP, este estudió observó una disminución significativa en el infiltrado 

celular, incluyendo células Th y mastocitos, y en el puntaje de valoración clínica 

[Mikami et al., 2013]. En modelo de hiperreactividad bronquial, CGRP participaría en 
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el incremento en los niveles de leucotrienos en el pulmón, no así en la infiltración 

eosinofílica [Aoki-Nagase et al., 2002]. 

No obstante lo anterior, estudios muestran que CGRP también tendría un 

efecto antiinflamatorio. CGRP reduce la producción de las citoquinas Th1, IL-2 e 

IFN-γ [Tokoyoda et al., 2004]. En experimentos realizados in vitro, se ha demostrado 

que CGRP inhibe la migración y maduración de células dendríticas [Mikami et al., 

2011, Rochlitzer et al., 2011], y el pretratamiento de células dendríticas con CGRP 

reduce la activación y proliferación de células T. Estos hallazgos fueron estudiados 

en un modelo in vivo de inflamación inducida por ovoalbúmina, encontrándose que la 

transferencia de células dendríticas pretratadas con CGRP disminuye la infiltración 

eosinofílica, sin afectar los niveles de macrófagos, neutrófilos ni linfocitos, y sin 

cambios en los niveles de citoquinas Th1 ni Th2 [Rochlitzer et al., 2011]. Además, en 

modelo de infección por VRS, la administración profiláctica de CGRP reduce el 

número de linfocitos en el pulmón [Dakhama et al., 2005]. 

 

3.3  Rol de CGRP en la enfermedad pulmonar 
Investigaciones han mostrado cambios significativos en los niveles de CGRP 

en modelos de enfermedad pulmonar. Se ha observado incremento en la expresión 

de mRNA de CGRP y niveles de CGRP pulmonar en modelo animal de 

hiperreactividad bronquial inducido por inhalación de ozono [Wu et al., 2007]. Otro 

estudio reportó incremento significativo en los niveles de CGRP pulmonar, en 

modelo animal de hiperreactividad bronquial inducida por ovoalbúmina, mientras 

que, la deleción del gen de CGRP previene la hiperreactividad bronquial [Aoki-

Nagase et al., 2002]. Una investigación posterior demostró que la deleción del gen 

del receptor de CGRP también previene la hiperreactividad bronquial e inflamación, 

incluyendo la producción de IL-4, reafirmando los hallazgos previos [Li et al., 2014]. 

Como se ha señalado previamente, CGRP promueve la producción de IL-9 y la 

diferenciación de células Th9 en un modelo de inflamación inducida por 

ovoalbúmina, y en ratones deficientes en receptor de CGRP, el infiltrado celular, 

incluyendo células Th y mastocitos, y el puntaje de valoración clínica se reducen 

[Mikami et al., 2013]. Además, CGRP participaría en el incremento en los niveles de 
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leucotrienos en el pulmón [Aoki-Nagase et al., 2002]. Sin embargo, CGRP también 

tendría efectos antiinflamatorios en el pulmón [Rochlitzer et al., 2011, Dakhama et 

al., 2005]. 

Por otro lado, se ha asociado la acción de CGRP a injuria y reparación, 

específicamente, un estudio en modelo de injuria pulmonar por ozono ha señalado 

una vinculación con necrosis celular y proliferación epitelial [Oslund et al., 2009]. En 

este mismo sentido, se ha mostrado que CGRP estimula la proliferación de células 

epiteliales alveolares, que se comportan como células progenitoras para la 

reparación epitelial [Kawanami et al., 2009]. Además, se ha demostrado que CGRP 

promueve indirectamente la proliferación de células progenitoras en las glándulas 

submucosas traqueales [Xie et al., 2011]. 

Debido a su acción vasodilatadora, se ha demostrado en modelo animal que 

CGRP atenúa la hipertensión pulmonar inducida por hipoxia, por sí sola y en 

combinación con vasoconstrictores [Champion et al., 2000]. 

Si bien se han descrito cambios en la expresión y niveles de CGRP, y el rol de 

este neuropéptido en algunos modelos de enfermedad respiratoria, principalmente 

en hiperreactividad bronquial, existe escasa evidencia sobre los niveles de CGRP y 

su significancia durante la infección pulmonar. Un estudio llevado a cabo en un 

modelo animal de infección por VRS mostró una reducción en la expresión y en los 

niveles de CGRP en epitelio y en fibras nerviosas pulmonares [Dakhama et a., 

2005], sin embargo, la evidencia es aún limitada.  
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4.  Péptido Liberador de Gastrina (GRP) 
4.1  Generalidades de GRP 
 GRP es un neuropéptido presente en distintos sistemas, tales como: SNC, 

donde ejerce un rol como cotransmisor, participando en la regulación del 

comportamiento y cognición; tracto gastrointestinal, donde regula la liberación 

hormonal y la secreción de ácido gástrico; y pulmón, donde es secretado por las 

células neuroendocrinas y regula diversas funciones [Cornelio et al., 2007, Emanuel 

et al., 1999]. 

GRP fue el primer péptido demostrado en las células neuroendocrinas 

pulmonares. Es un péptido de 27 aminoácidos, homólogo mamífero de bombesin, 

que es un péptido de 14 aminoácidos aislado de la piel de anfibios. Ambos 

comparten una secuencia C-terminal funcional conservada, y tienen los mismos 

efectos fisiológicos. Estos dos péptidos pertenecen a la familia de los péptidos 

similares a bombesina (Bombesin-like peptide, BLP) [Sunday et al., 2004].  

GRP es sintetizado como un prepropéptido de 148 aminoácidos. La remoción 

de un péptido de 23 aminoácidos por una peptidasa genera proGRP1-125, que es 

escindido luego de la secuencia lisina-lisina en la posición 29-30, para liberar el 

extremo C-terminal, proGRP31-125. Posteriormente, una carboxipeptidasa remueve 

las dos lisinas del extremo C-terminal de GRP1-30 para producir GRP1-28 glicina. La 

amidación de la metionina C-terminal da origen a GRP1-27 amida [Patel et al., 2006].  

El mRNA de GRP es detectado en células neuroendocrinas pulmonares 

humanas a las 8 semanas de gestación, alcanza su nivel más alto a las 20 semanas 

de gestación, luego de lo cual declina, alcanzando los valores del adulto cerca de las 

34 semanas de gestación. Los niveles del péptido GRP, en cambio, permanecen 

elevados durante varios meses después del nacimiento [Spindel et al., 1987, Sunday 

et al., 2004]. 

GRP ejerce su acción mediante la interacción con el receptor de GRP 

(GRPR). Este es un receptor de 7 dominios transmembrana, acoplado a proteína G. 

Una vez que se produce la interacción ligando-receptor, se activan varías vías de 

señalización, como PKC (protein kinase C), MAPK (mitogen-activated protein 

kinase), FAK (focal adhesion kinase), entre otras. Así, GRP actúa en distintos tejidos 
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donde ejerce diversos efectos, induciendo mitosis, contracción del músculo liso, 

secreción hormonal, quimiotaxis de células del sistema inmune, liberación de 

citoquinas, etc. [Siegfried et al., 1997, Cornelio et al., 2007, Lach et al., 1993, 

Czepielewski et al., 2012]. 

Debido a sus diversas acciones, GRP se ha vinculado a la patogenia de 

algunas enfermedades, como: enfermedades psiquiátricas, gastritis, artritis 

reumatoide, cáncer y enfermedades pulmonares [Bédard et al., 2007, Rezin et al., 

2011, Oliveira et al., 2011, Patel et al., 2006, Zhou et al., 2011]. 

 

4.2  Rol de GRP y su receptor en la patología pulmonar 
Estudios han demostrado que GRP contribuye a la morfogénesis pulmonar 

[Emanuel et al., 1999] e induce broncoconstricción [Lach et al., 1993, Zhou et al., 

2011].  

Por otro lado, se ha señalado que GRP actúa como mediador de la respuesta 

inflamatoria. Se ha demostrado, in vivo e in vitro, que GRP induce quimiotaxis de 

neutrófilos a través de la activación de GRPR en estas células [Czepielewski et al., 

2012]. Un estudio desarrollado en modelo de displasia broncopulmonar, y 

paralelamente mediante la administración de GRP intratraqueal, mostró un 

incremento en el número de mastocitos en el pulmón, que fue reducido con un 

bloqueador de GRP, Además, GRP indujo proliferación y quimiotaxis de mastocitos 

in vitro [Subramaniam et al., 2003]. En modelo de hiperreactividad bronquial inducida 

por ovoalbúmina, se observó un incremento en los niveles de GRP en el epitelio de 

la vía aérea. En este mismo estudio, utilizando además un modelo de 

hiperreactividad inducida por ozono, se demostró que GRP se asoció a un aumento 

en la resistencia de la vía aérea, a infiltración por macrófagos, neutrófilos y 

eosinófilos, y a un incremento en los niveles de citoquinas Th1, Th2 y Th17. 

También se observó un aumento en la expresión de mRNA del receptor de GRP 

(GRPR) en macrófagos y células T, no así en polimorfonucleares [Zhou et al., 2011]. 

Experimentos realizados in vitro e in vivo, muestran que GRP induce 

proliferación de fibroblastos [Aguayo et al., 1990, Ashour et al., 2006]. En biopsias de 

portadores de granuloma eosinofílico, un enfermedad caracterizada por fibrosis e 
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inflamación en la vía aérea, se observó un aumento en el nivel de células positivas 

para GRP en el epitelio de la vía aérea, además de un incremento en la proliferación 

de fibroblastos in vitro luego del estímulo con GRP [Aguayo et al., 1990]. Por otra 

parte, en un modelo de injuria pulmonar inducida por radiación, caracterizada por 

fibrosis, GRP induciría aumento en marcadores de fibrosis [Zhou et al., 2013]. Se ha 

descrito también que GRP tendría un rol en la fibrosis observada en displasia 

broncopulmonar, dado que, en un modelo de displasia se observó incremento en los 

niveles de GRP acompañado de fibrosis, atelectasias y distensión de sacos 

alveolares, que fueron atenuados luego de la administración de un anticuerpo anti-

GRP [Sunday et al., 1998]. 

Además de los cambios en los niveles de GRPR y de su activación, descritos 

en células del sistema inmune luego de un estímulo, previamente mencionados, la 

expresión de GRPR ha sido ampliamente estudiada en cáncer, como potencial 

blanco terapéutico [Cornelio et al., 2007]. Un estudio realizado en células 

procedentes de individuos fumadores, encontró un aumento en la expresión de 

mRNA de GRPR entre fumadores de más de 25 paquetes-año comparado con 

fumadores de menos de 25 paquetes-año, y la expresión de mRNA de GRPR se 

asoció a mayor respuesta proliferativa luego del estímulo con GRP [Shriver et al., 

2000, Siegfried et al., 1997]. 

No obstante lo anterior, no se han descrito cambios en la expresión y niveles 

de GRP y GRPR durante la infección pulmonar. Según la información presentada, la 

evidencia de cambios a nivel de células neuroendocrinas pulmonares, su inervación, 

y de expresión y niveles de CGRP durante la infección respiratoria, y la significancia 

de estos cambios en la patogenia de la infección, es todavía insuficiente. Más aún, 

no existen estudios que caractericen la densidad de células neuroendocrinas y de su 

inervación, la expresión y niveles de sus péptidos de secreción CGRP y GRP, y la 

expresión y niveles del receptor GRPR, durante la infección por Pneumocystis 

carinii.  

En resumen, la evidencia presentada sugiere que las células neuroendocrinas 

pulmonares, a través de la acción de sus péptidos de secreción CGRP y GRP, 

podrían contribuir a la inducción de la respuesta inflamatoria y broncoconstricción 
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descritos durante la infección respiratoria, específicamente, durante la infección por 

Pneumocystis carinii (Figura 4). De esta forma, la descripción de las características 

morfológicas de PNEC/NEBs y de la expresión y niveles de CGRP, GRP y GRPR 

durante la infección primaria por Pneumocystis carinii, contribuiría al conocimiento de 

la patogenia de la infección respiratoria, especialmente de una infección altamente 

prevalente en los primeros meses de vida, cuya asociación a algunas enfermedades 

pulmonares de la infancia se encuentra en estudio. Se desprende de lo anterior, que 

los neuropéptidos CGRP y GRP, y el receptor GRPR, podrían constituir blancos 

farmacológicos que contribuyan en la prevención o reducción de cambios 

patológicos que pueden ocurrir en la vía aérea durante la infección respiratoria. En 

este sentido, la infección primaria por Pneumocystis constituye un excelente modelo 

para el estudio de lo anterior. 

 

 
 

Por lo tanto, los antecedentes previamente aportados y su posible impacto 

terapéutico han llevado a formular la hipótesis de trabajo que se expone a 

continuación.  
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II.  HIPÓTESIS 
!

La infección primaria por Pneumocystis carinii se asocia a estimulación del 

sistema neuroendocrino pulmonar. Esto se expresa como hiperplasia e hipertrofia de 

PNEC/NEBs, incremento de la inervación de NEBs, aumento en la expresión génica 

de sus péptidos de secreción CGRP, GRP y del receptor GRPR, e incremento en los 

niveles de CGRP y GRP, a distintos tiempos de la infección, en ratas 

inmunocompetentes  

 

 

III.  OBJETIVOS 
!
1.  Objetivo general 

Determinar la asociación de la infección primaria por Pneumocystis con la 

densidad y tamaño de PNEC/NEBs, la densidad de inervación, la expresión génica 

de sus péptidos de secreción CGRP y GRP y del receptor GRPR, y los niveles de 

CGRP y GRP, a distintos tiempos de la infección en ratas inmunocompetentes 

 

2.  Objetivos específicos 
1. Determinar la densidad y tamaño de células positivas a CGRP, indicadoras de 

PNEC/NEBs, y la densidad de nervios positivos a sustancia P en pulmones de 

rata, a distintos tiempos de la infección primaria por P. carinii  

2. Determinar los niveles del péptido de secreción GRP en pulmones de rata, a 

distintos tiempos de la infección primaria por P. carinii 

3. Determinar los niveles de mRNA de CGRP y del receptor GRPR, y frecuencia 

de ratas que expresan mRNA de GRP en pulmones de rata, a distintos 

tiempos de la infección primaria por P. carinii  
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IV.  METODOLOGÍA 
!
1.  Modelo animal 
 Para lograr los objetivos, se trabajó con pulmones existentes en el laboratorio, 

procedentes de un modelo de infección primaria por P. carinii en ratas 

inmunocompetentes, estandarizado en el laboratorio, y que no fue desarrollado 

como parte de este trabajo de tesis. El modelo consistió en la obtención de un grupo 

de ratas Sprague Dawley infectantes, portadoras de PcP (neumonía por 

Pneumocystis), y un grupo de ratas Sprague Dawley inmunocompetentes, preñadas, 

cuyas crías fueron destinadas a obtener un grupo control y un grupo experimental. 

La mitad de las crías recibió tratamiento con trimetoprim/sulfametoxazol (TMS), 

conformando el grupo control. La otra mitad se expuso a ratas infectantes por 

cohabitación, constituyendo el grupo experimental. No se utilizó un grupo control con 

H2O debido a que experimentos previos muestran presencia de P. carinii en este 

grupo. Las ratas fueron sacrificadas a los 45, 60 y 75 días de edad. Cada grupo de 

sacrificio fue constituido por 10 ratas. Se utilizó este modelo de infección primaria 

porque investigaciones previas del laboratorio han demostrado que este modelo 

permite estudiar las distintas fases de la infección primaria, en la cual se ha 

observado un máximo de carga de P. carinii alrededor del día 75 de infección, y 

cambios patológicos durante la infección, además, la infección primaria es una 

infección espontánea que no requiere inducción de inmunosupresores, evadiendo 

así el eventual efecto de un fármaco sobre la expresión de neuropéptidos. 

 

2.  Diagnóstico de Pneumocystis 

El diagnóstico de Pneumocystis fue establecido mediante tinción histológica 

de Gomori-Grocott y Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) anidada. Este 

diagnóstico no fue desarrollado como parte de esta tesis. 
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3.  Metodología asociada al objetivo específico 1  
“Determinar la densidad y tamaño de células positivas a CGRP y la densidad 

de nervios positivos a sustancia P en pulmones de rata, a distintos tiempos de la 

infección primaria por P. carinii”. 

La densidad y tamaño de células positivas a CGRP se determinó mediante 

Inmunohistoquímica (IHQ), como parte de este trabajo de tesis.  

 

3.1  Inmunohistoquímica 
Se obtuvieron cortes de 3 µm de grosor a partir de tejido de pulmón izquierdo 

de rata, previamente fijado en formalina por 48 horas e incluido en parafina. Los 

cortes fueron desparafinados y calentados hasta 95ºC en tampón citrato 10mM, pH 

6,0, para recuperar antígeno. El bloqueo de peroxidasa endógena se realizó con 

H2O2 al 1% y el resto del protocolo se desarrolló utilizando los kits ImmunoCruz 

rabbit y mouse ABC Staining System (sc-2018 y sc-2017, Santa Cruz 

Biotechnology), siguiendo las intrucciones del fabricante. Las láminas fueron 

incubadas con los anticuerpos primarios anti-CGRP (Calcitonin Gene Related 

Peptide), marcador de células neuroendocrinas, dilución 1:2000 (C8198, Sigma-

Aldrich, St Louis, MO, USA) [Brouns et al., 2009, Springall et al., 1997], y anti-

sustancia P, marcador neural, dilución 1:1000 (ab14184, Abcam, Cambridge, UK). 

Como control positivo se utilizó cerebro de rata, como control negativo se omitió el 

anticuerpo primario. Los núcleos fueron contrateñidos con hematoxilina.  

 

3.2  Análisis morfológico 
Para determinar la densidad del PNECs y NEBs en la vía aérea, se cuantificó 

el número de PNECs y el número de NEBs en cada vía aérea, luego se determinó la 

longitud de la membrana basal (mm). La densidad de PNEC/NEBs se expresó como 

número de PNEC/NEBs por unidad de longitud de membrana basal (mm). Se 

consideró como NEB un conjunto de más de dos células inmunorreactivas a CGRP 

[Hong et al., 2001]. Para cuantificar la densidad de células según tamaño de la vía 

aérea, se midió el diámetro de la vía aérea en vías cortadas transversalmente. Se 

consideró que un diámetro menor a 50 µm correspondía a bronquiolos terminales, 
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entre 50-250 µm correspondía a vía aérea pequeña, y un diámetro mayor a 250 µm 

correspondía a vía aérea mayor [Martin et al., 2000]. Para determinar el tamaño de 

los NEBs, se cuantificó la altura (µm) de éstos, seleccionando el punto más alto de 

un NEB. Todas las cuantificaciones fueron realizadas en ciego por 1 observador, y 

para todas ellas se utilizó microscopio OLYMPUS BX60 con Software Image-Pro® 

Plus 5.1.2 (Figura 5). 

  
4.  Metodología asociada al objetivo específico 2  

“Determinar los niveles del péptido de secreción GRP en pulmones de rata, a 

distintos tiempos de la infección primaria por P. carinii”. 

La cuantificación de la concentración de GRP se realizó, como parte de este 

trabajo de tesis, mediante Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima (ELISA) de 

competición [Novak et al., 2000]. 

 

4.1  ELISA 
Se utilizó el kit comercial Gastrin-releasing peptide ELISA Kit, Blue Gene 

Biotech. A partir de 200 mg de tejido pulmonar, previamente conservado en RNA 

later, se obtuvo un homogeneizado en tampón fosfato salino (PBS; 1x, pH 7.2), que 

fue disgregado con ultrasonicador y centrifugado a 1500 g por 15 minutos. Se 

tomaron 100 µl de sobrenadante de cada muestra, que fueron depositados en los 

pocillos de la microplaca, precubiertos con anticuerpo anti-GRP; PBS 1x se utilizó 

como control blanco. Las muestras fueron incubadas con el conjugado GRP-HRP 

por una hora y, luego, las muestras se incubaron con sustrato de la enzima HRP por 

15 minutos. La Densidad Óptica (O.D.) fue medida en espectrofotómetro a 450 nm. 

Se determinó la concentración de GRP en cada muestra interpolando los valores de 

las muestras en una curva estándar concentración versus absorción, con un 

r2=0,98906. Todas las mediciones fueron realizadas en duplicado. 
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5.  Metodología asociada al objetivo específico 3  
“Determinar los niveles de expresión de mRNA de CGRP y del receptor 

GRPR, y frecuencia de ratas que expresan mRNA de GRP en pulmones de rata, a 

distintos tiempos de la infección primaria por P. carinii”.  

Los niveles relativos de expresión de los genes de CGRP y GRPR fueron 

determinados mediante Reacción en Cadena de la Polimerasa cuantitativa con 

Transcriptasa Reversa (qRT-PCR), mientras que la frecuencia de ratas que 

expresan mRNA de GRP se determinó mediante RT-PCR convencional, ambos 

como parte de esta tesis, a partir de un homogeneizado de pulmón de rata 

conservado en RNAlater, con partidores diseñados en el laboratorio, que se señalan 

más adelante. 

 

5.1  Extracción de RNA total 
Se obtuvo 80 mg de tejido pulmonar de rata, y tejido de estómago para los 

controles positivos, conservados en RNA later. Se utilizó H2O como control negativo. 

El tejido pulmonar fue homogeneizado, y la extracción de RNA total se realizó 

usando el reactivo comercial TRIzol® (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA), según las indicaciones del fabricante, adicionando 1 ml de Trizol a cada tubo. 

Se determinó la concentración de RNA total en espectrofotómetro para microplacas 

Epoch (Biotek, USA). 

 
5.2  Reacción de Transcripción Reversa (RT) 

Se preparó una mezcla de RNA total 1 µg, partidores aleatorios 2 µl (10 µM), 

mix de dNTPs 1 µl (10 mM) y agua DEPC para lograr 10 µl. Luego se incubó a 65ºC 

por 5 min y posteriormente en hielo por 1 min. Luego de esta incubación se agregó 

el siguiente mix: tampón RT 10x 2 µl, MgCl2 (25 mM) 4 µl, DTT (0,1 M) 2 µl y RNAsa 

OUT 1 µl. Se incubó a 25ºC por 2 min. Posterior a esto, se agregó 1 µl de 

SuperScript II (Invitrogen, Life Technologies, USA). Las mezclas fueron incubadas a 

25ºC por 10 min, 42ºC por 50 min y 70ºC por 15 min. Por último, las mezclas fueron 

incubadas con 1 µl de inhibidor de RNAsa a 37ºC por 20 min. 
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5.3  Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional 
El gen de GRP fue amplificado usando los partidores sentido 5’-

GCAGTCTCCAGCCTACTTGG-3’ y antisentido 5’-TTCAGCTGGCAGTTCCTTCC-3’ 

(Tm 57,6ºC). Se realizaron 40 ciclos de amplificación. Cada ciclo consistió en pasos 

consecutivos de 30 seg a 95ºC, 30 seg a 60ºC y 30 seg a 72ºC. Los productos de 

PCR fueron analizados en geles de agarosa al 2%. Se utilizó estómago como control 

positivo, agua como control negativo y actina como control interno. En cada una de 

las muestras se realizó un control negativo y una dilución 1:5, esta última para 

controlar posibles inhibidores de la reacción. Se determinó el número de muestras 

positivas para GRP en relación al total de muestras analizadas. 

 

5.4  Reacción de PCR en tiempo real (qPCR) 
La amplificación de los genes se realizó usando SensiMix SYBR Hi-ROX Kit 

(Bioline, UK), en un RotorGene 6000 Series (Corbett Research, Canada). Los 

partidores empleados fueron los siguientes: para CGRP sentido 5’-

CCCTTTCCTGGTTGTCAGCA-3’ y antisentido 5’-GCTCCAGCTCCCTGACTTTC-3’, 

y para GRPR sentido 5’-CGGTCAAGTCCATGCGAAAC-3’ y antisentido 5’-

CTGGGATGGCCAACAGCATA-3’. Las reacciones de PCR fueron realizadas con 

las siguientes condiciones: denaturación inicial de 5 min a 94ºC, 45 ciclos de 30 seg 

a 94ºC, 20 seg a 60ºC, 20 seg a 72ºC. Se utilizó agua como control negativo, 

estómago como control positivo y actina como contro interno. 

 

6.  Análisis Estadístico 
Para el cálculo del número de animales por grupo experimental, que no fue 

realizado como parte de esta tesis, se utilizó la fórmula de cálculo de tamaño de 

muestra para estimación de la media en variables cuantitativas, con factor de 

corrección para n/N>0,05, considerando la varianza de una de las mediciones 

histológicas para el cálculo. Como error de estimación máximo deseado (precisión), 

se consideró 0,2. El resultado de este cálculo arrojó un n= 5 ratas. 

Para el análisis de los resultados se determinó inicialmente la distribución de 

los datos. Para aquellos datos con distribución normal, se utilizó una prueba de 
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ANOVA para comparación de grupos, con post test (Bonferroni's multiple 

comparisons test). En los casos de distribución no normal, se utilizó una prueba de 

ANOVA no paramétrica de Kruskal-Wallis, con post-test (Dunn's multiple 

comparisons test). Se consideró un nivel de significación de 0,05. En todos los 

análisis se utilizó el software Prism GraphPad 6.0 (GraphPad Software Inc, San 

Diego, CA, USA).  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



! 34!

V.  RESULTADOS  
!
1.  Resultados asociados al objetivo específico 1 

“Determinar la densidad y tamaño de células positivas a CGRP y la densidad 

de nervios positivos a sustancia P en pulmones de rata, a distintos tiempos de la 

infección primaria por P. carinii “ 

Algunos estudios muestran una asociación entre enfermedad pulmonar e 

hiperplasia de células neuroendocrinas, junto con aumento en los niveles del péptido 

de secreción CGRP [Zhou et al., 2013, Ito et al., 2002, Aguayo et al., 1990, Wu et al., 

2007]. Por este motivo, y considerando las funciones del sistema neuroendocrino y 

de CGRP como mediadores de la hiperreactividad, inflamación, remodelación y 

reparación de la vía aérea [Zhou et al., 2011, Sunday et al., 1998, Aoki-Nagase et 

al., 2002, Springer et al., 2004, Kawanami et al., 2009], se determinó la densidad de 

células positivas a CGRP durante la infección primaria por Pneumocystis carinii, 

como indicadora de la densidad de células neuroendocrinas y como indicadora de 

los niveles del péptido CGRP en el tejido pulmonar. Para esto se cuantificó la 

densidad de células inmunorreactivas a CGRP en solitario (PNECs) y en grupos 

celulares (NEBs) en cortes de pulmón de ratas control y con infección. Cabe señalar 

que CGRP ha sido ampliamente validado como marcador de células 

neuroendocrinas pulmonares, dado que, se ha demostrado que el porcentaje de 

células inmunorreactivas a CGRP no muestra diferencias con el porcentaje de 

células inmunorreactivas a PGP9.5, un marcador neural general y constitutivo de 

células neuroendocrinas [Brouns et al., 2009, Springall et al., 1997]. El lóbulo de 

procedencia de los cortes fue el izquierdo, debido a que un experimento previo 

realizado en lóbulo superior derecho mostró baja cantidad de vías aérea mayores, 

resultando de esta forma poco representativo de la condición general del pulmón. 

En una primera aproximación, al observar las vías aéreas procedentes de los 

cortes histológicos, fue posible observar una similar proporción de PNECs 

inmunorreactivas a CGRP en todos los días analizados, tanto en el grupo con 

infección como en el grupo control (Figura 6). A diferencia de esto, en general, fue 

posible observar NEBs en una menor cantidad de vías aéreas, y específicamente en 
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el día 75, hubo una mayor proporción de NEBs en comparación al resto de los otros 

grupos (Figura 6, insertos). 

 
 

Para medir la densidad celular, en primer lugar, se cuantificó el número de 

células en todas las vías aéreas encontradas en los cortes, independiente de su 

tamaño, para apreciar de forma general la densidad de células neuroendocrinas. Al 

cuantificar la densidad de PNECs, no se observaron cambios significativos entre los 

grupos con infección y los grupos control, para ninguno de los días de infección 

estudiados (Figura 7A). En general, la densidad de PNECs observada varió entre 0,3 

y 27,7 PNECs/milímetro de membrana basal (mmMB). Luego, se cuantificó la 

densidad de NEBs en todas las vías aéreas, observándose un incremento 

estadísticamente significativo en la densidad de NEBs en el grupo con infección del 

día 75, cuya densidad promedio fue de 0,9±4,5 NEBs/mmMB, en comparación al 
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grupo control de ese mismo día, cuya densidad promedio fue de 0,4±1,0 

NEBs/mmMB. La densidad promedio en los otros dos días de estudio fue de 0,2±0,6 

NEBs/mmMB en el grupo con infección del día 45 versus 0,5±1,1 NEBs/mmMB en el 

grupo control, y de 0,3±1,3 NEBs/mmMB en el grupo con infección del día 60 versus 

0,7±1,7 NEBs/mmMB en el grupo control, sin embargo, en los días 45 y 60 no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas. Además, se comparó la 

densidad de NEBs entre los días 45 y 75 de infección con el objetivo de estudiar la 

progresión de los cambios en la densidad celular, y se observó un aumento 

significativo en la densidad de NEBs en el grupo con infección en el día 75 con 

respecto al día 45 (Figura 7B). Los valores son expresados como 

promedio+desviación estándar en todas las cuantificaciones de NEBs debido a la 

presencia de gran cantidad de vías aéreas sin NEBs, por lo cual, la comparación de 

medianas+rango intercuartílico no habría permitido observar las diferencias. 

 

 
 

 En segundo lugar, dado que la vía aérea se divide en segmentos con distintas 

características fisiológicas que determinan la respuesta fisiopatológica durante la 

infección [van den Berge et al., 2011], se estudió la densidad de células 

neuroendocrinas en los distintos segmentos de la vía aérea. Para esto, la vía aérea 
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fue dividida, en base al diámetro de corte transversal, en vía aérea pequeña, entre 

50-250 µm, y vía aérea mayor, diámetro mayor a 250 µm. No se observaron 

bronquiolos terminales, es decir, vías aéreas de diámetro menor a 50 µm.  

En cuanto a la vía aérea pequeña, no se observaron cambios 

estadísticamente significativos en la densidad de PNECs entre los grupos con 

infección y los grupos control, para ninguno de los días de infección estudiados 

(Figura 8A). Sin embargo, se observó un aumento estadísticamente significativo en 

la densidad de NEBs en el grupo con infección del día 75, cuya densidad promedio 

fue de 0,5±1,2 NEBs/mmMB, en comparación al grupo control de ese mismo día, 

cuya densidad promedio fue de 0,2±0,6 NEBs/mmMB. La densidad promedio de 

NEBs para los otros dos días fue de 0,2±0,5 NEBs/mmMB en el grupo con infección 

del día 45 versus 0,4±0,9 NEBs/mmMB en el grupo control, y 0,3±0,8 NEBs/mmMB 

en el grupo con infección del día 60 versus 0,4±0,9 NEBs/mmMB en el grupo control, 

sin embargo, en los días 45 y 60 no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas. Además, se observó un incremento significativo en la densidad de 

NEBs en el grupo con infección en el día 75 con respecto al día 45 de infección 

(Figura 8B).  

 

!
!
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 En relación a la vía aérea mayor, no se observaron cambios estadísticamente 

significativos en la densidad de PNECs entre los grupos con infección y los grupos 

control, para ninguno de los días de infección estudiados (Figura 9A). Similarmente, 

no se observaron cambios significativos en la densidad de NEBs entre los grupos 

con infección y los grupos control, para ninguno de los días de infección estudiados 

(Figura 9B). El día 60 no se consideró en la cuantificación de la densidad de NEBs 

por la baja cantidad de vías aéreas obtenidas. 

 

 
 

Estudios han mostrado una relación entre algunas enfermedades pulmonares 

y la presencia de hipertrofia de células neuroendocrinas, como indicador de 

patología [Cutz et a., 2007], por lo tanto, se determinó el tamaño de los NEBs 

durante la infección cuantificando su altura. De forma inicial, al estudiar NEBs en 

cortes histológicos, se observó una tendencia de los NEBs a presentar mayor altura 

en los grupos con infección de los días 60 y 75 en comparación a sus grupos control 

respectivos (Figura 10). 
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 Para la cuantificación de la altura de NEBs, se midió la distancia entre la 

membrana basal y el borde apical de los grupos de células inmunorreactivas a 

CGRP en el epitelio de la vía aérea total, considerando el punto más alto de un NEB 

(Figura 11A). Los resultados muestran un aumento significativo en la altura de los 

NEBs en el día 60 de infección, cuya altura fue de 12,9 µm, en comparación al grupo 

control, cuya altura fue de 9,0 µm. La altura de NEBs para los otros días de infección 

fue de 11,2 µm en el día 45 de infección vesus 10,9 µm en el grupo control, y 12,5 

µm en el día 75 de infección versus 11,6 µm en el grupo control, sin embargo, en los 

días 45 y 75 no se observaron diferencias estadísticamente significativas (Figura 

11B). 

!
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Dada la asociación entre la densidad de NEBs y la densidad de nervios que 

inervan estas estructuras en la vía aérea [Van Genechten et al., 2004], la 

importancia de esta asociación en la fisiología de los NEBs [Brouns et al., 2009], 

sumado a la descripción de aumento en la cantidad de nervios inmunorreactivos a 

sustancia P durante la infección por VRS [Dakhama et al., 2005], se buscó 

determinar la densidad de nervios inmunorreactivos a sustancia P en la vía aérea 

durante la infección por Pneumocystis. Sin embargo, no fue posible visualizar 

nervios inmunorreactivos a sustancia P siguiendo las condiciones de trabajo 

mencionadas previamente, sólo se obtuvo en algunos casos una marca epitelial 

sugerente de células epiteliales inmunorreactivas a sustancia P, no obstante, esta 

marca fue inespecífica.  
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2.  Resultados asociados al objetivo específico 2 
“Determinar los niveles del péptido de secreción GRP en pulmones de rata, a 

distintos tiempos de la infección primaria por P. carinii” 

En vista de los resultados obtenidos, es decir, incremento significativo en la 

densidad y tamaño de NEBs en grupos con infección, y dado el rol que tendrían 

estas células en la enfermedad respiratoria [Zhou et al., 2011, Zhou et al., 2013, 

Ashour et al., 2006] se buscó estudiar otro de sus productos de secreción, que 

permitiera determinar el papel de estas células durante la infección por 

Pneumocystis. Algunas investigaciones han mostrado que el neuropéptido GRP, 

secretado principalmente por las células neuroendocrinas en el pulmón [Zhou et al., 

2011], induce broncoconstricción, media la respuesta inflamatoria, e induce 

proliferación de fibroblastos y del epitelio de la vía aérea [Ashour et al., 2006, 

Subramaniam et al., 2003, Zhou et al., 2011, Haley et al., 1998, Sunday et al., 2004]. 

Por lo tanto, se cuantificó la concentración de GRP en tejido pulmonar durante la 

infección primaria por Pneumocystis carinii, mediante ELISA. No se observaron 

cambios estadísticamente significativos en la concentración de GRP entre grupos 

con infección y grupos control, para ninguno de los días de infección observados 

(Figura 12). 
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3.  Resultados asociados al objetivo específico 3 
“Determinar los niveles de expresión de mRNA de CGRP y del receptor 

GRPR, y frecuencia de ratas que expresan mRNA de GRP en pulmones de rata, a 

distintos tiempos de la infección primaria por P. carinii” 

Puesto que se observó un incremento significativo de células positivas para 

CGRP, se investigó si este incremento de CGRP es, en parte, debido a un aumento 

en la expresión del gen de CGRP. Además, dado que no se encontraron cambios en 

la concentración de GRP en pulmón durante la infección, se estudió si los niveles de 

expresión del gen de GRP también se mantenían sin cambios durante la infección. 

Para esto, se determinó la expresión de mRNA de CGRP y la frecuencia de ratas 

que expresan mRNA de GRP en tejido pulmonar de rata mediante qRT-PCR 

normalizado a gen de actina y RT-PCR convencional, respectivamente, a distintos 

tiempos de la infección. RT-PCR convencional fue utilizado dadas las dificultades 

para obtener resultados con qRT-PCR. 

En primer lugar, se observó un incremento de 2,8 veces en los niveles de 

expresión de mRNA de CGRP en el día 75 de infección con respecto al grupo 

control, el cual fue estadísticamente significativo. Por otro lado, el nivel de expresión 

del día 75 de infección fue significativamente mayor con respecto al día 45 (Figura 

13).    
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En segundo lugar, se observó un mayor porcentaje de ratas que expresaron 

mRNA de GRP en el grupo con infección, en comparación al grupo control (Figura 

14 y Tabla 1). El mayor porcentaje de ratas que expresaron mRNA de GRP se 

observó en el día 60 de infección, alcanzando un 100% del total de ratas de ese 

grupo (Tabla 1).  
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 Trabajos previos han mostrado un aumento de expresión de mRNA de 

receptor de GRP, GRPR, asociado a inflamación [Zhou et al., 2011, Czepielewski et 

al., 2012]. Dada la relevancia de la acción del péptido neuroendocrino GRP durante 

la enfermedad respiratoria, y puesto que no se observaron cambios en la 

concentración de GRP durante la infección, se decidió estudiar la expresión génica 

del receptor GRPR. 

Se cuantificó la expresión de mRNA de GRPR en tejido pulmonar de rata 

mediante qRT-PCR, normalizado a gen de actina, a distintos tiempos de la infección. 

Se observó un incremento de 7,2 veces en los niveles de expresión de mRNA en el 

grupo con infección en el día 75 con respecto al grupo control para ese mismo día. 

Este aumento fue estadísticamente significativo. Adicionalmente, se encontró un 

aumento estadísticamente significativo en la expresión de mRNA de GRPR en el día 

75 con respecto al día 45 de infección (Figura 15). 
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VI.  DISCUSIÓN 
!

El sistema neuroendocrino pulmonar se ha vinculado a la respuesta 

patológica de la vía aérea durante algunas enfermedades pulmonares, en este 

sentido, podría relacionarse con la patogenia de la infección respiratoria, 

particularmente con la infección por Pneumocystis. En este contexto, los principales 

hallazgos de este estudio son: presencia de hiperplasia e hipertrofia de grupos de 

células inmunorreactivas a CGRP, indicadoras de NEBs, y aumento en la expresión 

génica de los neuropéptidos CGRP, GRP, y del receptor GRPR en un modelo de 

infección primaria por Pneumocystis en ratas inmunocompetentes.  

Estos resultados indican que la infección por Pneumocystis se asociaría a 

hiperplasia de NEBs en el epitelio de la vía aérea, lo que es concordante con 

hallazgos de investigaciones llevadas a cabo en neumonía intersticial idiopática, 

displasia broncopulmonar, modelos de hiperreactividad bronquial y en infección [Ito 

et al., 2002, Johnson et al., 1993, Zhou et al., 2011, Yancheva et al., 2015]. Algunos 

estudios asocian la hiperplasia de estas células con inflamación y reparación del 

daño en la vía aérea [Yancheva et al., 2015, Sunday et al., 1998, Zhou et al., 2011, 

Ashour et al., 2006], sugiriendo que estas células podrían formar parte de la 

respuesta inflamatoria durante la infección, y de la reparación tisular posterior.  

Los valores de densidad de NEBs obtenidos en la vía aérea fueron similares a 

los encontrados por otra investigación [Reynolds et al., 2000], mientras que los 

valores de densidad de PNECs fueron superiores a los reportados en la literatura 

[Hong et al., 2001, Reynolds et al., 2000]. No obstante lo anterior, el estudio 

morfológico reportado en la literatura ha sido realizado siguiendo diferentes 

métodos, lo cual dificulta la comparación de resultados. La mayor densidad de NEBs 

se observó en el día 75 de infección, día en que se observa la mayor carga de P. 

carinii, y los mayores cambios patológicos asociados a la infección primaria, como 

infiltrados peribronquiales y perivasculares, incremento en el grosor epitelial, 

aumento en el contenido de mucus en el epitelio, y depósitos de reticulina y 

colágeno (manuscrito en preparación). Adicionalmente, se observó un incremento 

progresivo en la densidad de NEBs, desde el día 45 hacia el día 75 de infección, que 

también se relaciona con el incremento progresivo de la carga de P. carinii y de los 
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cambios mencionados en el pulmón. Esto sugiere que las células neuroendocrinas 

podrían ser inducidas a incrementar su número por algún mediador que conforme 

parte de la respuesta del hospedero frente a la infección, por ejemplo, un mediador 

de la inflamación, tal como ha sido demostrado en líneas celulares neuroendocrinas 

mediante estímulo con TNFα [Haley et al., 1998] y, además, estas células podrían 

ejercer alguna función durante la infección, como mediadoras de la inflamación, 

broncoconstricción, o durante la reparación posterior [Zhou et al., 2011, Ashour et 

al., 2006, Subramaniam et al., 2003].  

Si bien se observó hiperplasia de NEBs durante la infección, no se observaron 

cambios en la densidad de PNECs, sugiriendo que son los NEBs quienes podrían 

formar parte de la patogenia de la infección respiratoria. Esto constituye un aspecto 

relevante, dado que los NEBs poseen funciones como quimiorreceptores en la vía 

aérea, gracias a que estas estructuras se encuentran inervadas y poseen un sistema 

sensor de oxígeno, que responde a la hipoxia secretando aminas y péptidos 

[Colebrooke et al., 2002, Fu et al., 2002, Fu et al., 2000, Van Lommel et al., 1998].  

La vía aérea se divide en segmentos que incrementan progresivamente su 

diámetro transversal total hacia la periferia pulmonar, donde se localizan los 

bronquiolos terminales y respiratorios, confiriéndole a los distintos segmentos de la 

vía diferentes características fisiológicas [van den Berge et al., 2011], que 

determinan finalmente la respuesta fisiopatológica. Dada la importancia fisiológica 

propia de cada segmento, se decidió estudiar la densidad de células 

neuroendocrinas por segmento. De esta manera, se observó hiperplasia de NEBs en 

la vía aérea pequeña, no así, en la vía aérea mayor, por lo tanto, la vía aérea 

pequeña es la que principalmente contribuyó a la hiperplasia de NEBs. Este hallazgo 

es de gran importancia debido a la notable contribución de los cambios que ocurren 

en la vía aérea distal, a la expresión clínica de la enfermedad respiratoria, 

principalmente, a la obstrucción bronquiolar. 

La hipertrofia celular ha sido considerada un indicador de incremento en la 

actividad secretora celular [Homer et al., 2002], sin embargo, en el caso de los 

quimiorreceptores, específicamente en el caso de los NEBs, esta hipertrofia podría 

considerarse como un indicador de hipoxia [Cutz et a., 2007]. Los resultados de esta 
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tesis muestran hipertrofia de NEBs, que fue significativa en el día 60 de infección. 

Este hallazgo coincide con reportes de hipertrofia de NEBs en síndrome infantil de 

muerte súbita, donde este cambio morfológico es vinculado a un falla en los 

sensores de oxígeno [Cutz et a., 2007]. Así, la hipertrofia observada en esta tesis 

podría vincularse, eventualmente, a hipoxia durante la infección primaria por 

Pneumocystis.  

La hipoxemia es una variable fisiopatológica frecuente durante la neumonía 

por Pneumocystis en inmunosuprimidos [Fatti et al., 2006], sin embargo no existen 

estudios publicados que demuestren la presencia de hipoxia tisular durante la 

infección por Pneumocystis en inmunocompetentes. Por lo tanto, sería de gran 

relevancia complementar estos hallazgos con la determinación de la presencia de 

marcadores de hipoxia tisular, como los factores HIF (Hypoxic-inducible factor), HIF-

1α y HIF-2α, con el objetivo de profundizar el estudio de este aspecto durante la 

infección primaria. Este tópico reviste importancia, por un lado, por el daño tisular 

asociado a la hipoxia, y por otro, porque HIF podría tener un rol como mediador de la 

inflamación y edema, tal como lo señalan estudios realizados en modelo animal de 

injuria pulmonar aguda y de inflamación alérgica de la vía aérea [Tang et al., 2014, 

Huerta-Yepez et al., 2011]. En apoyo a lo anterior, se ha observado un incremento 

de los niveles de HIF-1α y HIF-2α en personas asmáticas expuestas a alérgeno 

[Huerta-Yepez et al., 2011]. HIF-1α también ha sido vinculado a hiperplasia de 

células caliciformes y secreción de mucinas in vitro. Cabe señalar que el método de 

medición de tamaño de NEBs utilizado en esta tesis difiere del reportado en la 

literatura, el cual es realizado mediante la cuantificación del área de cada NEB [Cutz 

et al., 2007], pero este método no fue usado debido a las dificultades encontradas 

para trazar los límites de los NEBs en el epitelio, resultando más reproducible la 

medición de altura de cada NEB. 

El incremento en la densidad y tamaño de NEBs observado en esta tesis 

justifica la descripción de la densidad de inervación de estos NEBs, no sólo por la 

relación entre estas dos estructuras, NEBs y fibras nerviosas [Van Genechten et al., 

2004], sino también porque se ha descrito un aumento de nervios inmunorreactivos 

a sustancia P durante la infección por VRS [Dakhama et al., 2005]. Sin embargo, las 
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condiciones metodológicas utilizadas en esta tesis no permitieron la visualización de 

nervios inmunorreactivos a sustancia P. El estudio de un mayor número de cortes 

histológicos por rata que los usados en esta tesis podría haber facilitado la 

visualización de fibras nerviosas, dado que la densidad de estas estructuras es muy 

baja [Van Genechten et al., 2004]. En este sentido, la utilización de 

inmunofluorescencia indirecta sumada a microscopía confocal, podrían permitir la 

visualización de fibras nerviosas, sin embargo, estas técnicas no fueron realizadas 

en este trabajo de tesis debido a la necesidad de tejido congelado, del cual no se 

dispuso. Por otra parte, se ha reportado en la literatura la presencia de células 

epiteliales inmunorreactivas a sustancia P, aunque esta marca parece ser de muy 

baja intensidad [Dakhama et al., 2005]. Sin embargo, en esta tesis no se observó 

marca epitelial de sustancia P, sólo se apreció un marca en el epitelio de la vía 

aérea de baja intensidad pero inespecífica. Así, mayores estudios son necesarios 

para determinar la densidad de inervación de los NEBs durante la infección por 

Pneumocystis. 

El incremento en la densidad de células inmunorreactivas a CGRP observado 

también indicó un aumento en los niveles del neuropéptido CGRP durante la 

infección por P. carinii en el día 75 de infección, aunque estos niveles no fueron 

determinados mediante técnicas cuantitativas. El resultado es coincidente con 

estudios que han mostrado mayores niveles de este péptido en modelos de injuria 

pulmonar e hiperreactividad en la vía aérea [Wu et al., 2007, Aoki-Nagase et al., 

2002], notablemente, en modelos de enfermedad que se caracterizan por una 

respuesta inmune predominantemente tipo Th2, similar a lo que ocurriría con la 

respuesta inmune durante la infección por Pneumocystis [Swain et al 2012]. Más 

aún, CGRP induce diferenciación de linfocitos hacia células Th2 [Wu et al., 2007, 

Aoki-Nagase et al., 2002]. Contrario a lo señalado, un estudio desarrollado en 

modelo de infección por VRS en ratones mostró una reducción en los niveles de 

CGRP [Dakhama et a., 2005]. Considerando que el tipo de respuesta inmune en la 

infección por VRS también se caracteriza por ser de tipo Th2, podrían haber otros 

factores que expliquen esta diferencia.  
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Puesto que se ha demostrado que CGRP induce inflamación e indirectamente 

broncoconstricción [Mikami et al., 2013, Tokoyoda et al., 2004, Springer et al., 2004], 

los resultados obtenidos sugieren que este péptido podría tener un rol durante la 

infección pulmonar. Además de los niveles peptídicos, se observó un incremento en 

los niveles de mRNA de CGRP durante la infección por Pneumocystis, sugiriendo 

que uno de los mecanismos que explicaría el aumento en los niveles del péptido 

sería la inducción de la expresión génica de CGRP durante la infección. No obstante 

lo anterior, hasta la fecha no se conocen los mecanismos que regulan la 

transcripción del gen de CGRP en el pulmón, por lo tanto, sería de gran importancia 

dilucidar estos mecanismos y determinar su relación con la infección. 

Otro neuropéptido importante en la patología de la enfermedad pulmonar es 

GRP, puesto que actúa como broncoconstrictor [Zhou et al., 2011], mediador 

proinflamatorio [Subramaniam et al., 2003] e inductor de fibrosis [Ashour et al., 

2006], no obstante, no se observaron cambios en la concentración de GRP en el 

pulmón durante la infección por P. carinii. Sin embargo, el mRNA de GRP fue más 

frecuentemente expresado en animales infectados, principalmente en el día 60 de 

infección, aunque estos niveles de expresión no lograron ser cuantificados, pese a 

haberse intentado mediante qRT-PCR. Esta dificultad podría haber estado 

relacionada a la baja abundancia de este mRNA en ratas adultas [Spindel et al., 

1987]. El resultado obtenido sugiere que los niveles peptídicos de GRP podrían ser 

regulados por otros mecanismos que no han sido descritos en la literatura y que no 

fueron investigados en este trabajo de tesis, por ejemplo, síntesis y degradación de 

GRP, sin embargo, este aspecto requiere más investigación. 

 A pesar de no haberse encontrado cambios en los niveles peptídicos de GRP 

en el tejido pulmonar, la expresión del gen del receptor GRPR se incrementó durante 

la infección por Pneumocystis, específicamente en el día 75 de infección. Dado que 

se ha observado un incremento en la expresión génica y activación del receptor 

GRPR en células del sistema inmune luego del estímulo con ozono [Zhou et al., 

2011], los resultados de esta tesis sugieren que el receptor GRPR podría estar 

implicado en la repuesta inflamatoria durante la infección respiratoria, sin embargo, 

mayores estudios son requeridos para determinar los niveles proteicos del receptor 
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GRPR, los mecanismos regulatorios que explican el aumento en la expresión del 

gen de GRPR, y la función de este receptor durante la infección. 

 Si bien en este trabajo de tesis se encontraron cambios en cuerpos 

neuroepiteliales, el péptido de secreción CGRP y el receptor GRPR, la función de 

estos elementos del sistema neuroendocrino pulmonar durante la infección por 

Pneumocystis debería ser estudiada. En este sentido, el uso de antagonistas de 

receptor de CGRP, como CGRP(8-37) [Dakhama et al., 2002], bloqueadores de 

CGRP, como anticuerpos monoclonales anti-CGRP [Bowler et al., 2013], o 

antagonistas de receptor GRPR [Dal-Pizzol et al., 2006] podrían entregar evidencia 

al respecto. Por otro lado, la modulación de estos blancos farmacológicos podría 

favorecer la prevención o reducción de cambios patológicos durante la infección 

primaria por Pneumocystis. Finalmente, dado que el estudio de los cambios 

patológicos durante la infección primaria por Pneumocystis en humanos se 

encuentra en investigación, la utilidad eventual de la modulación farmacológica del 

sistema neuroendocrino pulmonar durante esta infección en humanos debería ser 

considerada.  

En conclusión, los resultados de esta tesis muestran que la infección primaria 

por Pneumocystis en ratas inmunocompetentes se asocia a estímulo del sistema 

neuroendocrino pulmonar, expresado como hiperplasia e hipertrofia de grupos de 

células inmunorreactivas a CGRP, indicadoras de NEBs, aumento en la frecuencia 

de animales que expresan mRNA de GRP, y aumento en la expresión génica de 

CGRP y del receptor GRPR. Estos resultados sugieren que las células 

neuroendocrinas pulmonares, sus péptidos de secreción y/o sus receptores podrían 

contribuir a la patogenia de la infección primaria por Pneumocystis carinii en 

inmunocompetentes. El péptido de secreción CGRP y el receptor GRPR podrían 

tener un importante rol en la respuesta broncoconstrictora, inflamación y reparación 

o remodelación tisular durante y posterior a la infección. Sin embargo, la función de 

estas células, de sus péptidos de secreción y/o receptores durante la infección debe 

ser estudiada. Aún así, estos péptidos y/o sus receptores surgen como posibles 

blancos terapéuticos, que podrían cobrar relevancia durante la infección respiratoria 

(Resumen gráfico). 
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