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Las enfermedades pulmonares intersticiales difusas son
un grupo de enfermedades respiratorias con maltiples in-
cognitas por resolver. En los dltimos afios se ha asistido a un
gran avance en la clasificaciéon para el diagnostico correcto
de cada una de ellas, con lo que se han sentado las bases in-
dispensables para el estudio del proceso fisiopatolégico en
cada entidad. Sin embargo, resultan desconocidos tanto la
causa desencadenante como los mecanismos exactos que lle-
van a la alteracion irreversible del parénquima. Dentro de
las enfermedades pulmonares intersticiales difusas, la mas
frecuente y de peor prondéstico es la fibrosis pulmonar idio-
patica. Los tratamientos actuales son empiricos, con res-
puesta aleatoria, e incapaces de mejorar la supervivencia.
Por este motivo la mayoria de los estudios basicos se han
centrado en buscar respuestas sobre su fisiopatologia y un
abordaje terapéutico efectivo. El objetivo de esta revision es
dar a conocer los estudios experimentales que han empeza-
do a abrir caminos hacia la comprension del complejo pro-
ceso fibrético.
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Experimental Models for the Study of Pulmonary
Fibrosis: Current Usefulness and Future Promise

Diffuse interstitial lung diseases form a group of
respiratory diseases about which many questions remain to
be answered. In recent years there have been major
advances in the correct diagnostic classification of each
disease, and therefore, the essential foundations have been
laid for investigation of their pathophysiology. However,
both the triggers and the precise mechanisms that lead to
irreversible changes in the lung parenchyma remain to be
identified. Idiopathic pulmonary fibrosis is the most
common diffuse interstitial lung disease and has the worst
prognosis. Current treatments are empirical and the
response is random; furthermore, they do not improve
survival. Consequently, most basic research has focused on
the pathophysiology of the disease and on identifying an
effective therapeutic approach. The aim of this review is to
describe the experimental studies that have begun to open
the way towards an understanding of the complex process of
fibrosis.

Key words: Pulmonary fibrosis. Experimental studies. Interstitial
lung disease.

Introduccion

En los dltimos afios el avance en la clasificacion de
las enfermedades pulmonares intersticiales difusas ha
permitido diagnosticar con mayor precisién cada una de
las entidades y sentar una buena base para estudiar su fi-
siopatologia. Dentro de las enfermedades pulmonares
intersticiales difusas, la fibrosis pulmonar idiopatica
(FPI) es la que tiene mayor incidencia y peor pronosti-
co'?. Ademds, los tratamientos actuales no mejoran la
supervivencia, se desconoce la causa desencadenante y
quedan muchas incégnitas en cuanto los mecanismos
exactos que estdn implicados en la evolucion'?. Por este
motivo la mayoria de los estudios basicos se han centra-
do en investigar su fisiopatologia y cémo inhibir el pro-
ceso.
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Patologia basica de la respuesta pulmonar fibrética

La hipétesis fisiopatoldgica actualmente aceptada en
la fibrosis pulmonar es que, en individuos genéticamen-
te predispuestos, factores externos lesionan el epitelio
alveolar y se inicia un proceso reparativo alterado, que
activa el depésito incontrolado de la matriz extracelular
y desestructura la arquitectura pulmonar®. Esta hipéte-
sis, basada en una amplia serie de estudios realizados
durante las 2 dltimas décadas, marca los campos de in-
vestigacion que han de abordarse en el presente y el fu-
turo:

1. Alteraciones genéticas que podrian predisponer a
que el epitelio e intersticio pulmonares reaccionen de
forma anémala ante una lesion.

2. Factores externos que activan la respuesta patolé-
gica.

3. Alteraciones celulares y moleculares, activadas
tras la lesién del epitelio alveolar, que conducen a una
reparacién andémala del tejido.
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4. Relaciones epitelio-mesenquimales alteradas que
perpetiian el proceso fibrético.

5. Factores que favorecen la progresion de la fibrosis
o0 aceleran su curso.

El contexto fundamental que permite estudiar los me-
canismos fisiopatoldgicos de la fibrosis pulmonar es el
avance en la tecnologia para el estudio molecular y la
manipulacién transgénica de animales para la experi-
mentacion de enfermedades complejas. Las incégnitas
que promueven estos estudios tienen en comun el obje-
tivo de buscar un tratamiento efectivo de la enfermedad,
entendiendo que para curar o prevenir es necesario co-
nocer los mecanismos que la originan.

Modelos experimentales in vivo

La base para la utilizacién de modelos animales en la
investigacién de los mecanismos fibrogénicos son las
similitudes estructurales, bioquimicas y moleculares en-
tre la reaccidn fibrética en humanos y animales. La ex-
perimentacién en animales es el Unico procedimiento
que permite valorar en tiempo real el efecto de las inte-
racciones genéticas, bioquimicas y medioambientales
que provocan fibrosis pulmonar. Estos modelos se utili-
zan para investigar un amplio abanico de eventos: a) el
control de la muerte celular fisioldgica (apoptosis) tanto
del epitelio alveolar como de fibroblastos y miofibro-
blastos; b) sintesis, mecanismo de accién y regulacién
de mediadores fibrogénicos o antifibrogénicos. Depen-
diendo del mecanismo que se desea estudiar, se puede
utilizar tanto la manipulacién génica como la induccién
externa del proceso fibrético, y ¢) ensayo de nuevos far-
macos antifibréticos o intervenciones que frenen la fi-
brogenia. No obstante, no hay ningin modelo animal
que reproduzca exactamente todos los aspectos de la fi-
brosis pulmonar en humanos. Por este motivo la utili-
dad y eleccion del modelo animal a utilizar estaran con-
dicionadas por las caracteristicas del evento fibrético
determinado que se quiere estudiar, las hipdtesis y los
objetivos de la investigacion, asi como las consideracio-
nes logisticas experimentales de las que se dispone.

Los animales de experimentaciéon mds utilizados son
el ratén y la rata, por su facil manipulacién y el menor
coste, aunque se ha estudiado un amplio grupo de ani-
males. Los métodos convencionales para inducir reac-
ciones pulmonares fibréticas incluyen la instilacién di-
recta de agentes fibrogénicos y la exposicién a
irradiacion toracica*® (tabla I). Entre los agentes fibro-
génicos, el mds utilizado es la bleomicina, un potente
agente antineopldsico que actia mediante un efecto oxi-
dante, escindiendo el ADN y aumentando los mediado-
res fibrogénicos. Se puede administrar de forma endo-
traqueal, intraperitoneal o intravenosa, y raramente por
via intramuscular o subcutdnea. Las primeras observa-
ciones del efecto profibrético de este agente antineopla-
sico fueron en perros’. Posteriormente se estandarizé la
instilacién endotraqueal en dosis Unica en ratas y rato-
nes, hasta determinar la dosis requerida para provocar
cambios pulmonares fibréticos uniformes, muy simila-
res a los observados en la FPI3°. Las lesiones inducidas
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por este agente incluyen inflamacién parcheada y varia-
ble, lesion epitelial con hiperplasia reactiva y apoptosis,
alteracion de la membrana basal, fibrosis de distribu-
cién heterogénea (intraalveolar, subpleural o bronquio-
locéntrica), asi como focos de células mesenquimales
en forma de huso de apariencia similar a los focos de
miofibroblastos observados en la neumonia intersticial
usual'®. En los ultimos afios el modelo de bleomicina se
ha utilizado para: a) estudiar los mecanismos de accién
de factores de crecimiento (como el factor transforma-
dor del crecimiento beta, la angiotensina I y la endote-
lina-1) y de diversas citocinas, asi como el efecto tera-
péutico de su inhibicién'"'7; b) valorar la modulacién
transgénica en la respuesta fibrdtica e identificar posibles
loci reguladores en la predisposicién genética a la fibro-
sis pulmonar'®'8, y ¢) estudiar la alteracién celular epite-
lial, fibrobléstica y de la matriz extracelular’®2!. Aunque
el modelo de bleomicina instilada es facilmente reprodu-
cible, cabe recordar que es un modelo de lesioén de rapida
instauracion y duracién determinada. Para estudiar even-
tos iniciales, donde predomina la inflamacién, se sacrifi-
ca a los animales a partir del tercer al séptimo dias. Asi-
mismo, si lo que se pretende es estudiar la fase fibrética
de la lesion, lo ideal es que los animales se evalden las
semanas 2 y 3, dado que el dafio provocado revierte es-
pontdneamente a partir de la tercera semana’. Los mode-
los de administracién continua de bleomicina que se han
ensayado hasta la actualidad no acaban de reproducir con
exactitud la cronicidad de la fibrosis pulmonar?.

La induccién de fibrosis con amiodarona es otro mo-
delo bien estandarizado en rata, ratén y hamster. Se uti-
liza para el estudio de su toxicidad y, administrada por
via endotraqueal y oral, se ha observado que el efecto pro-
fibrético deriva tanto de este compuesto como de su meta-
bolito, la desetilamiodarona®?. La inhalacién de particu-
las como el asbesto o silice induce lesiones pulmonares
similares en humanos y roedores: provoca fibrosis de for-
ma progresiva, acompafiada de reaccién inflamatoria gra-
nulomatosa. Estos modelos son especialmente utiles para
el estudio de macréfagos y otros fagocitos??’. Otros
elementos pueden inducir fibrosis en animales, como la
inhalacién de cobalto y cloruro de cadmio, paraquat o

TABLA I
Modelos animales de fibrosis pulmonar

Agente inductor Especie animal utilizada

Bleomicina Raton, rata, hamster, conejo,
perro, mono, faisan

Amiodarona Raton, rata, hamster

Particulas inorgdnicas Raton, rata, hamster, conejo,

(silice, asbesto) cabra

Irradiacién Raton, rata, hamster, conejo,
perro, mono, cabra

Isocianato de fluoresceina Ratén

Pent6xido de vanadio Ratoén, rata

Antigenos apténicos
(trinitrobenceno)

Cobalto inhalado

Raton, hamster

Rata
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diquat via sistémica, isocianatos y nitrosoureas, 0 pen-
toxido de vanadio, aunque su uso para el estudio de este
proceso no ha sido estandarizado. La irradiacién como
inductor de fibrosis es también un sistema muy utiliza-
do. Las dosis empleadas son variables y los efectos fi-
bréticos pueden persistir varios meses tras la radia-
cién?, El inconveniente principal es el aparataje, que
comporta la necesidad de grandes espacios, asi como
una rigurosa utilizacién y mantenimiento del sistema.

Los avances en la manipulacién genética de animales
de experimentacién, en particular de los ratones, han
permitido estudiar patrones de susceptibilidad a la fi-
brosis pulmonar, tales como alteraciones en la expre-
sién de citocinas y factores de crecimiento, de compo-
nentes de la matriz extracelular o de otros factores
especificos que pueden estar implicados en este proceso
(enzimas, proteinas y otros componentes intersticiales y
del epitelio alveolar). Los animales transgénicos portan
un fragmento de ADN exdgeno en su genoma, lo cual
permite el estudio del patrén de expresion de ese gen y
las consecuencias bioldgicas de la sobreexpresion de la
proteina exdgena codificada por el transgén en tejidos
especificos. La mutagenia de un gen ha permitido gene-
rar cepas de ratones que carecen de proteinas determi-
nadas, con lo que se desarrollan modelos especificos de
pérdida de funcién; es lo que se conoce como animales
knock-out. Cuando el gen normal se sustituye por otro
alterado, con mutaciones especificas, recibe el nombre
de knock-in. Actualmente es posible utilizar ratones con
deleciones completas de un gen determinado para com-
probar el efecto de la ausencia completa de su produc-
0263135 estudiar los cambios en la expresion génica que
originan diferentes inductores®¥’, o bien provocar dife-
rentes mutaciones genéticas para evaluar determinadas
vias terapéuticas®. Para decidir qué genes estudiar, es
util investigar previamente como influye la induccién
del proceso fibrético en el cambio de la expresion gené-
tica. Este andlisis se ha visto facilitado por la aparicién
de la técnica de micromatrices (microarrays)®, que
consiste en el andlisis de la expresion simultanea de mi-
les de genes mediante la tecnologia de organizacién de
micromatrices de ADN. Con este método es posible de-
terminar la alteracién del patrén transcripcional de mul-
tiples genes en un mismo tejido tras la induccién de fi-
brosis 0 manipulacién genética experimental previa*-+.,
En los tltimos afios se han cruzado ratones transgénicos
para obtener modificaciones génicas combinadas que
permiten evaluar varios factores implicados en el proceso
de fibrogenia*. Este método condiciona un mayor ajuste
a la realidad, dado que en los tltimos afios se ha postula-
do que la FPI es una enfermedad poligénica; es decir, el
individuo afectado presentaria mds de una alteracién ge-
nética®. El inconveniente bdsico de trabajar con ratones
transgénicos es el elevado coste y la dificultad para obte-
ner algunos modelos, dado que son pocos los laborato-
rios que trabajan en este campo. Probablemente la mayor
accesibilidad al uso de estos animales sea una de las me-
joras que se produzcan en los préximos afios.

Sin embargo, se sabe que la historia natural de la fi-
brosis pulmonar en humanos difiere en varios aspectos
de la inducida en animales. Por una parte, no hay nin-

Fig. 1. Placas de cultivo. Las mas utilizadas son de 6; 12; 48, y 96 pocillos.

gin modelo que consiga una reproduccion precisa de la
cronicidad o progresién de la enfermedad, probable-
mente por el desconocimiento de los factores que pro-
vocan en el pulmén humano que un evento reparativo
patolégico lleve a la perpetuacion de la fibrosis*. Ade-
mads, en la mayoria de los modelos animales los cam-
bios producidos por una induccidn inicial tienden a re-
gresar, lo cual no ocurre en el proceso humano. Por
estos motivos, para extrapolar a la clinica los resultados
obtenidos en un modelo animal serd primordial su co-
rrecta y estricta interpretacioén. La tendencia a experi-
mentar con fenotipos que reproduzcan lo maximo posi-
ble el proceso en humanos es la base para mejorar los
modelos animales en el estudio de la fibrosis pulmonar
en un futuro préximo.

Modelos experimentales in vitro

Los modelos experimentales in vitro comprenden
una amplia serie de métodos cuyo objetivo es evaluar
una respuesta celular o molecular determinada. Los es-
tudios morfolégicos aportan informacién relevante so-
bre el desarrollo y la progresién de la fibrosis. Sin em-
bargo, estos modelos sélo permiten evaluar la expresion
de una determinada molécula y comparar sus caracteris-
ticas respecto al tejido sano. Para evaluar si estos ha-
llazgos tienen una implicacién activa en el proceso fi-
brético y determinar su papel, es indispensable trabajar
con modelos que permitan la funcionalidad del tejido o
la actividad de las células que intervienen. Suelen utili-
zarse explantes de tejido pulmonar o cultivos de células
inflamatorias y mesenquimales, obtenidas de modelos
animales y de pacientes con fibrosis pulmonar.

Los explantes pulmonares permiten investigar, en di-
ferentes condiciones (basalmente, después de afiadir
factores inductores o un farmaco determinado), la ex-
presiéon de una molécula, su sintesis y su tipificacion
genética. Habitualmente estos estudios se llevan a cabo
durante pocas horas o dias, dado que el explante se de-
genera facilmente*’48,

El cultivo de células a partir de tejido pulmonar per-
mite el estudio de su proliferacion, fenotipo y recepto-
res expresados, asi como de los productos que sintetiza.
En las placas de cultivo (fig. 1) el fibroblasto es una cé-
lula que crece y se adhiere con facilidad. El método 6p-
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Fig. 2. Placas de cocultivos celulares. Son placas con una membrana que
permite separar los diferentes tipos celulares 0 medios compartimentales.

timo para su obtencién es aprovechando un trozo de la
pieza de biopsia quiridrgica del paciente para el diagnds-
tico de la enfermedad intersticial. Los sujetos que pue-
den considerarse estrictamente controles son aquellos
en los que la pieza histolégica se cataloga de normal,
cuyo patrén funcional respiratorio carece de alteracio-
nes y que no presentan enfermedad inflamatoria o in-
fecciosa concomitante. La utilizacién de cultivos de fi-
broblastos**® ha permitido valorar las caracteristicas de
los fibroblastos-miofibroblastos en la FPI y otras enfer-
medades intersticiales, su resistencia a la apoptosis y la
sintesis de moléculas profibréticas, asi como los com-
ponentes de la matriz extracelular*>*-33, Otra célula ele-
mental para investigar es la célula alveolar epitelial tipo
II. Estas células son dificiles de obtener a partir del teji-
do humano, por lo que se utilizan lineas de células epi-
teliales normales derivadas de la manipulacién biol6gi-
ca, como la linea A549'*57 También se pueden
obtener células epiteliales patoldgicas de los modelos
animales de fibrosis mediante el lavado broncoalveolar
o digestiéon por colagenasa de la pieza pulmonar una
vez sacrificado el animal®-38, Los macréfagos intervie-
nen asimismo en el proceso fibrético y su estudio se ve
facilitado por su fécil obtencién mediante el lavado
broncoalveolar de pacientes con fibrosis pulmonar o de
animales con fibrosis pulmonar inducida, aunque en ra-
tones otra forma de obtenerlos es la via peritoneal*.
Los principales inconvenientes son que el estudio fun-
cional de los macrofagos se limita a 24 h y que su culti-
vo requiere medidas cualitativas estrictas para optimizar
la pureza celular, es decir, evitar el crecimiento de otras
células como fibroblastos o eritrocitos>*.

Otro método que permite una aproximacion mads
exacta a los fendmenos que podrian darse en el tejido
pulmonar de los pacientes con fibrosis pulmonar son los
cocultivos celulares. Mediante placas especiales que
permiten confrontar 2 tipos celulares en proliferacion se
puede estudiar el efecto que tienen uno sobre el otro
o los mediadores que secretan e intervienen en la fibro-
genia. La interaccién entre los tipos celulares se hace
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posible gracias a una fina membrana que separa los
2 compartimentos (fig. 2). Este método resulta ideal
para evaluar la interaccién entre las células epiteliales
alveolares y los fibroblastos-miofibroblastos®!%2, asi
como la relacién macréfago-célula epitelial-fibroblas-
to%, contexto que mds se aproxima a los fenémenos que
se producen en el pulmén de los pacientes fibréticos.
Este campo mds complejo y novedoso estd progresando
dada la variedad de opciones que permite, por lo que
podria mejorar el disefio de los experimentos en los pro-
Xximos afos.

Avance en el conocimiento de la fibrosis pulmonar a
través de los modelos experimentales. Implicaciones
en la préactica clinica

En la ultima década, los modelos experimentales de
fibrosis pulmonar han aportado informacién muy rele-
vante sobre su fisiopatologia y han servido para investi-
gar posibles farmacos que frenen esta enfermedad. Gra-
cias a ellos ha quedado cimentada la nueva hipétesis
sobre la fibrogenia pulmonar, en la que la célula epite-
lial y su apoptosis acelerada tienen un papel principal
junto con los fibroblastos-miofibroblastos®32545864 y ]a
implicacién de mediadores profibréticos**-83%65 Se ha
comprobado que tras la lesién de la célula epitelial alve-
olar, inducida por factores exdgenos, el proceso reparati-
Vo que se inicia es anémalo: mayor apoptosis del epite-
lio y permeabilidad de la membrana basal, e incremento,
en el espacio alveolar e intersticio, de los mediadores
profibroticos, que activan la proliferacién incontrolada
de fibroblastos, su cambio fenotipico a miofibroblastos
y el ambiente propicio para el depdsito excesivo de co-
lageno. En cuanto a la valoracién del papel de la res-
puesta celular inflamatoria en la fibrosis pulmonar, aun-
que muchos han sido los intentos de aclarar su funcién,
la variabilidad de los resultados obtenidos hasta el mo-
mento ha hecho imposible llegar a una conclusién defi-
nitiva. Las células inflamatorias, que si participan en el
resto de enfermedades pulmonares intersticiales, es pro-
bable que no tengan un papel primordial en la FPI, aun-
que se desconoce la funcién exacta de su incremento en
el proceso fibrético®®’. En este sentido, otro fenémeno
aun sin esclarecer es el papel de la vascularizacién en la
fibrogenia. Mientras que algunos estudios experimenta-
les proponen que esta enfermedad se acompaifia de una
disminucién de la vascularizacion, otros abogan por su
aumento como parte del proceso de fibrogenia®®. Una
hipétesis es que en las zonas mds afectadas por la pana-
lizacién la vascularizacién disminuye, en tanto que en
las zonas con mads actividad inflamatoria existe un au-
mento de la permeabilidad vascular’®’2. Otro aspecto
que sigue siendo trascendental para la investigacion es
encontrar qué factor externo es inductor o iniciador del
dafio celular epitelial que activa todo el proceso. Desde
la inhalacién de algunas sustancias” hasta la relevancia
de algunos virus®7 o la implicacién del reflujo gastroe-
sofagico’, han sido diversas las hipétesis postuladas,
pero sin conclusiones evidentes. Asimismo, esta incog-
nita se acompafia del complejo componente endégeno
humano: la predisposicién genética. Se sabe que existe
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Fig. 3. Investigacion traslacional: los estudios experimentales son una he-
rramienta indispensable para la investigacién basica de las enfermedades
respiratorias.

un tipo de fibrosis pulmonar hereditaria’®’’, ademds de
cierta agregacion familiar en pacientes afectados de di-
versas enfermedades intersticiales®”. Los estudios ge-
néticos realizados se centran en el andlisis de mutacio-
nes de citocinas, factores de crecimiento, componentes
del complejo principal de histocompatibilidad e inte-
grantes de la matriz extracelular y epitelio®-30-84,

Tras observar el escaso beneficio de la pauta de trata-
miento cldsica para la FPI (glucocorticoides mds inmuno-
depresores), han sido muiltiples los esfuerzos para encami-
nar las investigaciones hacia tratamientos antifibrdticos
efectivos®. En este sentido, varios modelos experimenta-
les han servido para valorar inicialmente formacos antifi-
bréticos y han abierto expectativas para su aplicacion en
humanos. En la actualidad algunos de ellos son objeto
de ensayos clinicos®, como el interferén y1b, la pirfeni-
dona, la N-acetilcisteina y el bosent4n. Por lo tanto, los
modelos experimentales de fibrosis pulmonar no sélo
aclaran puntos clave de la fisiopatologia que han permi-
tido avanzar en el conocimiento de su evolucidn, sino
que también son una herramienta indispensable para
evaluar la seguridad y accién de nuevos farmacos antifi-
bréticos (fig. 3).

En conclusién, el estudio bésico experimental de la
fibrosis pulmonar, asi como del resto de enfermedades
respiratorias, nace de las mil preguntas planteadas en la
préactica clinica y experimental, intenta desglosarlas en
busca de respuestas especificas y, finalmente, aporta
unos resultados que serdan parte del conocimiento Yy,
muy probablemente, el desencadenante de nuevas pre-
guntas o hipétesis.
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