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CELULARIDAD DEL LAVADO
BRONCOALVEOLAR (LBA) EN LA
PARACOCCIDIOIDOMICOSIS EXPERIMENTAL
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RESUMEN

Para determinar la respuesta celular en la paracoccidioidomicosis murinag, se Infectaron con
conidias viables del Paracoccidicides brasiliensis (Pb) y por via nasal, ratones BALB/¢ adultos.
A partir de la primera serana post-infeccién y hasta la semana 28, se practicd el LBA a grupos
de animales y se estudio la celularidad del mismo. Se encontré que el lavado broncoalveolar
de los animales infectados era altamente celular; los macréfagos predominaron en la
primera semana, disminuyeron bruscamente en la cuarta para recuperar su posicién hasta
el final del experimento. Los PMN experimentaron un alza brusca enla cuarta semanay luego
estuvieron presentes todo el lempo concentraclones bajas. Las células gigantes aparecieron
tardiomente mientras que los linfocites vararon muy poco.

Las levaduras det Pb fueron recuperadas de todos ios kavados. El 76% de tales levaduras
estaban fagocitadas por macrdfagos y el 20%, por células gigantes. Los resuttados indican
que en esta micosls los varios tipos de macréfages asi como los linfocitos, Interactian
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socuenciaimente en un intento por dominar el gemen, el que, sin embargo, escapa a la
acclén fungicida de tales células. Se establece entonces la enfermedad cronica.

Palabras Clave: Paracoccidioidomicosls experimental, Lavado broncoalveolar, Interaccién
celular,

SUMMARY

Anexperimental study was undertaken to determine cell Gffiux in the lungs of mice infranasally
infected with viable P. brasiliensis conidia. The cellularity of broncoalveolar lavage fluids was
investigated from the first to the 28th week post- challenge; in comparison with non-infected
control animails, the cellularity of the challenged mice was very high all throughout the
expermental perod. Macrophages predominated during the first week postinfection, dimi-
nished abruptly after 4 week but regalned and maintained thelr position after-wards. PMN'’s
experienced a sudden and marked Increase at week 4 post challenge but were present in
low numbers thereafter. Giants cells were late comens; lymphocytes varied lithe during the
observation period. P. brasiliensis was recovered from everyone of the lavage fluids; 75% of
the yeast cells were phagocytosed by macrophages and the remaining. by glant cells. The
results indicate that macrophages and lymphocytes interact In an effort to control the fungus
but fall to do so. This results in the establishment of G chronic disease.

KEY WORDS: Experimental paracoccidioidomycosis, Bronchoalveolar lavage fluid, Celluiar
interactions.
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INTRODUCCION

La PCM es la micosis sistémica masimportan-
te en Amérca Lating no solo por su frecuen-
cia sino tamblén por su severidad (24). Estu-
dios clinicos revelan que el 50% de los pa-
clentes con la entidad presentan fibrosis du-
rante el curso de o enfermedad; por estu-
dios de anatomia patoldgica. esta secuela
puede demostrarse hasta en el 90% de los
pacientes (24). Se conoce que desde eta-
pastemnpranas de la enfermedad pulmonar,
ocurren alteraciones en la composicion del
estroma reticular del Intersticio, los que llevan
al establecimiento progresivo de la fibrosls
caractefistica de esta micosis (22, 24). La
fibrosis progresiva del alvéole, que esla cau-
sante de los hallazgos clinicos, radiblogicos y
fisloldgicos, es el resuttado de un proceso
inflamatorio cronico en el microambiente al-
veolar (alveolltis) (7, 8). el cual ha sido impll-
cado en ia génesls de la fibrosis pulmonar
progresiva (11). Se hademostrado que ental
microambilente existe una interaccién estre-
cha entre los procesos efectores iInmunes y
entre éstosy otros factores no inmunes (fibro-
blastos, colagenasas y fibronecting) (11).
Gran parte del anterior conocimiento ha si-
do obtenido mediante estudios realizados
con el LBA, Los pacientes con PCM que tie-
nen fibrosis pulmonar, presentan frecuente-
mente problemas funclonales que van des-
de disnea leve hasta el compuimonale. A
pesar de lo anterior tal complicacion sélo ha
sido estudiada morfolégicamente en huma-
nos (24); por su parte, el LBA ha sido practi-
cado en paclentes con la micosis por No-
gueira y Boscardin (18). quienes analizaron
los hallazgos citoloégicos y por Goihman-Yahr
(9, quilen estudié la capacidad fagocitica
de las células del LBA provenlentes de pa-
cientes con la entidad.

Los anteriores hallazgos promovieron la reali-
zacion del presente estudio, el cual tuvo por
obleto determinar ia celularidad de! LBA
practicado en ratones infectados experi-
mentaimente con conidias de P. brasiliensis
(Pb).

MATERIALES Y METODOS

Animales: Se emplearon ratones BALB/c,
machosy hembras de 6-8 semanasde edad;
los animales fuercn alimentados con con-
centrado comercial y agua acidificada ad
libitum.

Preparacion del indculo de conidias de Pb:
Se llevé a cabo de acuerdo conlas técnicas
ya descritas por nuestro grupo (15).

Inéculo: Se suspendleron 3 x 10 a la seis co-
nidias viables, en 0.05 de solucién salina y se
administraron por via nasal, previa anestesic
con ketamina inframuscular.

Sacrificio: A partir de ia primera semana
post-inoculackdn hasta ia semagna 28, se so-
crificaron 3 ratones de cada sexo para cult-
vosy LBA,

Cultivos de puimén: Los animales fueron sa-
cifficados por anestesia profunda inducida
con 0.2 mi de pentotal intraperttoneal. Lue-
go se hizo una inclsién mediana longttudinal
y se extrajeron ambos puimones. Se separd
el pulmén derecho, se pesd y se macerd con
6 mi de solucion saling. Esta suspension fue
sometida a diiluciones, sembrandose por du-
plicado 1 ml en el medio de culiivo de Sa-
bouraud modificado. Después de incuba-
clén a 23°C por 3 semanas se procedié al
recuento de colonias.

Lavado broncoalveolar y preparacion de las
células: Losratones noculados controles) se
sacrificaron por anestesia Intraperitonal. Una
vez hecha ki diseccién, se insufiaron los pul-
mones con 0.5 ml de soluclén de Hanks,
aspirando y recogiendo el material $ veces:
éste se centrifugd en fiic (4°C) y se lkavaron
las células por 3 veces con la soluclon de
Hanks. Seguidamente se contd en camara
de Neubauer el nUmero de células presentes
en & lavado y se hizo un extendido por me-
dio de cltocentrifuga para el recuento dife-
rencial. Bl extendido fue coloreado con la
técnica de Wright.
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Estudic del extendido:

Se revisd el extendido con objetivo de 40 X,
un promedio de 864 campos, detemindn-
dose la fagocitosis de levaduras por los ma-
créfagos y ks células gigantes. igualmente
se determind el nimero de levaduras libres.
Con objetivo de alto poder (100 X) se enu-
meraron 200 - 300 células y se hizo el recuen-
to diferencial (macréfagos, polimorfonu-
cleares neutrdfilos, ecsindfilos y linfocitos, asl
como células gigantes).

RESULTADOS

Celularidad del Lavado Broncoalveolar:

El LBA de los animales coniroles (no inocula-
dos) mostrd una poblacién total de 0.44 x 10
ala cuatro células, compuesta casi toda por
macréfagos (98%). En los animales previa-
menteinoculados con el hongo (Tabla 1), los
LBAs tuvieron una celulardod slempre ma-

yor, con aumento notoro (aproximadamen-
te 12x 10 a ka cuatro) entre las 2 y 4 semanas
post-inoculacién; en los periodos restantes
ias cifras fueron més bajas, con ligeras fluc-
tuaciones en las semanas 10 y 24

Recuento diferencial de células en el LBA:

Al hacerlos recuentos diferenciales se obser-
vd que el aumenio en la celularidad total
anotado para las semanas 2q. vy 4a., comras-
pondia al gran aflujo de PMNs los que repre-
sentaban el 85% de todas las céluias (Fig. 1).
&l nimero de PMNs disminuyd bruscamente
a partir de la 8a. semana pero duante el
resto del estudio, las cifras corespondientes
se manfuvieron bdajas. Una imagen contrara
se obtuvo conlos macréfagos, los que caye-
ron ¢ partir de la 2a. semana para luego
aumentar y mantenerse a niveles attos, cer-
canos al 80%, por el resto del tiempo. El
niamerc de linfocitos expermentd pocos
cambios durante el periodo de estudio. con
excepcion de un moderado aumento ob-
servado en la 6a. semana post-infeccién.

TABLA 1 : CELULARIDAD DEL LAVADO BRONQUIAL PRACTICADO EN RATONES
INFECTADOS CON CONIDIAS DE P. brasiliensis

Semanas de observacién No. células obfenkdas “

post-inoculacion X1

1 1.97

2 12.10

4 12.32

é 0.95

8 0.68

10 229

12 1.66

14 0.78

16 1.00

20 1.98

24 5.1
28 1.23
* Contfroles sanos 0.44
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FIGURA 1: RECUENTO DIFERENCIAL DE LAS CELULAS OBTENIDAS DE LBA
DE RATONES INOCULADOS CON CONIDIAS DE P. brasiliensis
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Las Figs. 2, 3 y 4 llustran los cambios en la FIGURA 3: LAVADO BRONCO-ALVEOLAR EN LA
composicién celular durante los varios perio- 6a. SEMANA POST-INFECCION. ABUNDANCIA

dos de estudio. DE LINFOCITOS (40 CX)

FIGURA 2: LAVADO BRONCO-ALVEOLAR
TOMADO EN LA SEGUNDA SEMANA.
PREDOMINIO DE POLIMORFONUCLEARES
NEUTROFILOS (40 X).
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FIGURA 4: LAVADO BRONCO-ALVEOLAR Presencia de Células Gigantes:
TOMADO EN LA SEMANA 16; HAY PREDOMINIO

DE MACROFAGOS ALVEOLARES (40 X). En cuanto a las células gigantes, ellas estu-
vieron presentes en nimeros mas bajos que
las restantes células; sin embargo y como se
observa en la Fig. 5, ellas aumentaron pro-
gresivamente a partir de la 4a. semana y
alcanzaron cifras maximas en la semana 16;
gl ﬁ%mr de este momento su nimero se esta-

Fagocitosis:

Al determinar la fagocitosis cumplida por las
células macroféagicas del LBA (Fig. ), se ob-
servé que los PMNs eran poco activos fago-
cltando el hongo solamente durante las pri-
meras semanas postinoculacion. Igualmen-
teinactivasse mostraron las células gigantes.

FIGURA 5: PRESENCIA DE CELULAS GIGANTES EN EL LABA DE RATONES
INOCULADOS CON CONIDIAS DE P. brasiliensis
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FIGURA &: FAGOCITOSIS DE P. brasiliensls POR LAS CELULAS MACROFAGICAS
DEL LBA DE RATONES INOCULADOS CON CONIDIAS DE P. bras.
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las que, sin embargo, fagocitaron el hongo
en forma baja pero sostenida. Por el contra-
o, los macréfagos desplegaron gran activi-
dad,zgspecialmen're durante las semanas 6,
12y 20.

Recuenio de Unidades Formadoras de Colo-
nias (UFC):

La actividad del procesc infeccioso fue Juz-
gado con base en las UFC obtenidas del
pulmén de los ratones Infectados. Como se
observa en la Tabla 2, e hongo se recuperd
durante 1odo el experimento pero con varia-
ciones de acuerdo con el lempo post- ino-
culacion, Etndmero de colonias combld, ob-
servandose resultados attos que luego dismi-
nuian y volvian a subir, en forma ciclico. El
nivel més alto ocumnié en ki semana 14 y el
mes bajo en la sernana 28.
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TABLA 2 : UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS
A PARTIR DEL PULMON DE RATONES INOCULADOS
CON CONIDIAS DE P. brasiliensis

Semancss de No. UFC/gr
observaclon tejido (X 1
] 634
4 87.9
8 19.2
10 14.5
12 60.3
14 105.56
16 23.6
20 94.5
24 29.4
28 10.8



DISCUSION

Los animales control mosiraron una pobla-
clén celular compuesta por macréfagos pe-
ro no por polimorfonucieares, este hallazgo
es similar a lo descrito por otfros autores (23).

Con frecuencia se menciona que, a nivel
pulmonar, ka inflamacion tisular es el resulta-
do de un cambio proporcional en las pobla-
ciones celulares propias del alvéolo (6, 12,
26): sinembargo. para poder entender el por
qué la alveoliis frae cambios patolégicos, es
necesatio aceptar que el factor decisivo no
reside solomente en el aumento en ki celu-
karidad, sino enla actividad celular misma (7,
8).

Nuestro estudio reveld una elevada celular-
dad del LBA en kas varlas etapas de la PMC
expearimental; sin embargo el periodo critico
ocumd en las primeras 2-4 semanas post-in-
faccidn, cuando la abundancia de PMNs
debid haber llevado a la liberacién de fac-
tores fticos; este fandmeno podria explicar
ol descenso marcado de la poblacién de
macrofagos observados en la 2a. semana
(13). Al no disponer de macréfagos eficlen-
tes, el fendmeno Inflarmatorio del parénqui-
ma pulmonar, se veria favorecido. Se ha
safiaglado que tal fendmeno conduce a la
fibrosis (10, 13).

Aunque el papet del PMN como causante
de injuria puimonar es motivo de controver-
sia, la salida de mediadores proinflamatorios
activos como son ios radicales de 02 y las
proteasas de los PMNs activados, podrian
causar una injuria inflamatoria (13). Es asi
como enzimas protecliticas, producidas por
el neutrdfilo tales como Ia elastasa, son ca-
paces de degradar in vitro ia matrz exirace-
luiar (4, 16) y pueden llevar a dafio microvas-
cular in vivo (4). Igualimente, factores oxi
dantes derivados del PMN son capaces de
causar atteracion tisular por ambas vias, pe-
roxidativa y no peroxidativa (4). Losradicales
téxicos de 02 y ka mieloperoxidasa de los
neutrdfilos pueden, a su vez, potenciar ia
proteoiisis tanto porinactivacion de inhibido-

res de proteasas (14), como por Induccion
de autoactividad de enzimas proteoliticas
latentes (27). .

La presencia del PMN en el LBA obtenido en
las fase inicial de ka PCM puimonar, suglere
que esta célula cumple un papel iImportante
dentro del sistema defensivo del huésped
contra la invasién del hongo; sin embargo la
eficacla del PMN es cusstionable, ya que su
capacidad fagociica mosird ser pobre, con
tan sélounapequeria elevacion ensupoder
macrofégico celular en la 2a. semana post-
infecclén. Esta célula ha demostrado set po-
co potente en cuanto a la destruccidn del
hongo (17); elio parece ser debido a la pre-
sencla en la pared de la levadura de un
gluco-péptido (alfa 1,3 glucan), adquirddo
durante la transfomnacién del miceiio en le-
vadura, el que Impide la destruccién post-fa-
gocitaria dada la ausencia de difa glucana-
sas en los PMN (21). De esta forma el hongo
escapara de la pimera linea de defensa
presentada por el huésped (17).

Lo presencia del PMN en ias etapos inicicies
de ia enfemedad experdmental depende
de la activacion ejercida por el macréfago
aiveolar, célula presente en alta proporcién
en la primera semana post-infeccién y que
tiene la capacidad de producir linfoquinas y
ofros factores solubles: entre éstos vale la
pena menclonar el factor guimiotactico pa-
ra los neutréfilos (AMCHE), el cud es producl-
do y liberado por macréfagos activados (5.
12). Este factor quimiotdctice no ha sido
completamente identificado y sudocumen-
tacion se fundamenta en pruebas indirec-
tas, tales como ia migracion de PMNs de
sangre periférica en presencia del mencio-
nado factor, que ha sido obtenido del LBA
de pacientes con fibrosis pulmonar idiopéti-
ca(11,12).

El proceso inflamatodo Iniciado por el PMN,
podria ser incrementado y/o pempetuado
por la presencia constante y elevada de
macrofagos activados, cuya funcion estimu-
ladora no estd limitada a céiulas con funcidn
proplamente inmune sino que, a fravés de
una serle de factores, es capaz de promover
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la activacidon, replicacidn y movimiento de
los fibroblastos (1, 2, 3, 7, 20). Estos factores
conocldos como fibronectina y factor de
crecimiento derivado del macréfago clveo-
lar (AMDGF), estan bien identificados (1. 3,
19, 20). La fibronectina, gliicoproteina libera-
da por el macréfago alveolar activado. ac-
tia como agente quimiotactico para el fi-
broblasto, al tiempo que faclita ia unién de
esta célula conlos componentes dela matriz
intersticial. En esta forma se Inicla la acumu-
lacién de productos propios del fibroblasto;
entre éstos, el mds importante es el colage-
no tipo |, que es féciimente reconocido en el
intersticio de pacientes con fibrosls pulmonar
(1,3). Lafibronectina actuaria en asoclacion
con los factores de progresion, que promue-
ven la reproduccion rapida de las células (1,
3.20). Esprobable que el hongo. presente en
todas las etapas de la infeccion expermen-
tat, actue como antigeno. estimulando per-
sistentemente el sistema inmune y concreta-
mente al linfocho, célula que aungue no se
enconird muy elevada, en este estudio si
mostrd su plco méxdime en la éa. semana
post-infeccion. Fue en este momento cuan-
do se apreclé una elevacion importante en
el nimero de macrdfagos asi como ka prime-
ra y mas alta tasa de fagochosis por el ma-
crofago (36.4 x 10 a la cuatro).

Durante el estudio, la actividad det proceso
Infeccioso fue juzgado con base en las unl-
dades formadoras de colonias (UFC), obte-
nidas del macerado de pulmén de los rato-
nes infactados con el Pb. El hongo se recu-
peré en todos los periodos, observandose
vanaclones ciclicas que no guardaban rela-
cién con el porcentale de células fagociti-
cas macrofagicas; sin embargo. si se anotd
una concordancia entre el descenso de las
UFC y la elevacién maxima det namerc de
células gigantes, Esta célula, cuya presencia
en el granuloma paraccidioldomicético es
observada frecuentemente en estudios his-
tolégicos (24, 26), se comportd de una ma-
nera diferente dl resto de kas células presen-
tes en ol LBA; en efecto, elia fue claramente
detectada a poartir de la 4a. semana, mos-
trando su nivel maximo a la semana 16. La
tasa de fagocitosls por tal célula fue igual o

superior a ka del macréfago. Sin embargo, la
disminucidn en el nimero de UFC al alcan-
zarse y sostenearse el nivel maximo de ¢células
gigantes en el LBA, parece indicar que estas
ditimas pueden cumplir una iImportante fun-
cién fungicida (4).

No obstante, la interaccidn Inmune-celular
no logré esterilizar totalmente el foco intec-
closo. La persistencia del estimulo antigénico
bien podria resultar en la generacion y desa-
moilo de la fibrosis puimonar, ya que los inten-
tos de defensa y regeneracion por parte del
huésped podria llevar, en Gitima Instancia, a
caranblos definitivos en el Intersticio puimonar
@.8).

El presente estudio suglere que el LBA tendria
gran Importancia en pacientes con para-
coccidioldomicosis puesto que seria posibie
segulir la evolucién de ia fibrosis pulmonar
producida durante la micosis y establecer asi
una correlacion entre el tipo de celulardoad
del LBA y el estadio histologico de ka fibrosis
pulmonar.

Esta metodologia ha demostrado ser Impor-
tante en el seguimiento de entidades tales
como la sarcoldosis y la neurnonitis de hiper-
sensibilidad (7. 8, 11, 26), en las que, carac-
teristicamente se presenta fibrosis puimonar.
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