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RESUMEN
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El asma se caracteriza por inflamacién y remodelacién de la via aérea, que da lugar a la obstruccién de ésta 'y

;\nsflil;?nacién sintomas de sibilancias, opresion tordcica, tos y disnea. La mayoria de estas observaciones surgen del estudio
Remodelacién de muestras obtenidas de las vias aéreas centrales por distintos métodos, pero hoy en dia se acepta que este
Via aérea pequefia proceso inflamatorio ocurre no sélo en la via aérea central, sino también en la via aérea pequefia (VAP) e in-
cluso en el parénquima pulmonar de todos los pacientes asmaticos, incluso en aquellos con asma leve. Los
linfocitos CD4+, eosindfilos activados, y la expresién de ARNm para interleucina 5 estan presentes en mayor
cantidad en la VAP. También existe remodelacion, con incremento del grosor de la submucosa, capa muscular
y adventicia. Este proceso inflamatorio causa un desacoplamiento entre el parénquima pulmonar y la via
aérea, dando lugar a una obstruccién de la pequeiia via aérea que hoy en dia se considera como predominan-
te en pacientes asmaticos. Los estudios de asma experimental en animales apoyan asimismo una relevante
participacién de la via aérea distal. El reconocimiento del asma como una enfermedad que afecta a toda la via
aérea puede tener importancia clinica y obliga a considerar al pulmén distal como diana de cualquier estrate-
gia terapéutica para un tratamiento efectivo de la enfermedad, aunque faltan estudios longitudinales que
ayuden a valorar el impacto de la inflamacién de la VAP y de su tratamiento en el asma.
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Inflammation and remodeling of the distal airways: studies in humans
and experimental models
ABSTRACT
Keywords:
Asthma Asthma is characterized by inflammation and remodeling of the airways, giving rise to airway obstruction
Inflammation and symptoms of wheezing, chest tightness, cough and dyspnea. Most of these observations arise from the
Remodeling study of samples obtained from the central airways by distinct methods. However, it is currently accepted
Small airways that this inflammatory process occurs not only in the central airway but also in the small airway and even in

the pulmonary parenchyma of all asthmatic patients, even those with mild asthma. CD4+ lymphocytes,
activated eosinophils and IL-5 mRNA expression are present in a greater quantity in the small airways. Also
present is remodeling, with an increase in submucosal thickness, the muscular layer and adventitia. This
inflammatory process causes a disconnection between the pulmonary parenchyma and the airway, giving
rise to obstruction of the small airway, which is currently considered to be predominant in asthmatic patients.
Likewise, studies of experimental asthma in animals support the substantial role of the distal airway.
Recognition that asthma affects the entire airway could be clinically important and lead to the distal lung
being considered as a target in any effective therapeutic strategy. However, longitudinal studies are required
to evaluate the impact of distal airway inflammation and its treatment in asthma.
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Introduccion

El asma es una enfermedad respiratoria crénica que se caracteriza
por obstruccién de la via aérea e hiperrespuesta bronquial inespecifica.
En este proceso inflamatorio participan varios tipos celulares y sus
mediadores como células cebadas, eosinéfilos activados, linfocitos T
cooperadores con perfil de citocinas tipo T helper-2 (Th2), células na-
tural killer, neutréfilos, etc., y se producen cambios estructurales como
despegamiento epitelial, hipertrofia e hiperplasia del musculo liso
bronquial, hipertrofia de glandulas mucosas y fibrosis subepitelial.

La mayoria de estas observaciones surgen de estudios de las vias
aéreas centrales obtenidas mediante broncoscopia, lavado bronquioal-
veolar o esputo inducido; sin embargo, el conocimiento de los fen6me-
nos inflamatorios que ocurren en la via aérea pequefia (VAP) es mas
reciente. Aunque ya se sugeria su papel en la década de los setenta'?, el
concepto de “zona silente” que se atribuy6 a la VAP tras la publicacién
de los estudios morfométricos de Green® y Mead®*, segtin los cuales en
la VAP reside menos del 10% de la resistencia pulmonar total, y la difi-
cultad en obtener muestras adecuadas para su estudio, retrasaron el
conocimiento de la inflamacién de la VAP en el asma y su relevancia.

En los Gltimos afios, el desarrollo de nuevas técnicas de fisiologia
respiratoria enfocadas al pulmdn distal, nuevas técnicas de imagen y
la aplicacién de la inmunohistoquimica a autopsias y biopsias de pa-
rénquima pulmonar han permitido avanzar en el conocimiento del
proceso inflamatorio en la VAP y de su importancia en la patogenia
del asma. Sabemos que en el asma, independientemente de su grave-
dad, existe inflamacion, obstruccién y remodelacién que afecta a todo
el tracto respiratorio®, incluso al parénquima pulmonar®, que las par-
ticulas alergénicas pueden alcanzar la VAP?# y que las citocinas proin-
flamatorias tipo Th2 estan presentes también en la VAP?'°, Se sabe
ademas que los receptores de los esteroides estan presentes en todas
las células del tracto respiratorio y la densidad de estos receptores se
incrementa en las vias aéreas mas periféricas'. También que el volu-
men total y la superficie combinada de la VAP es mucho mayor que el
volumen combinado y superficie de las grandes vias aéreas'?, por lo
que la inflamacién en la VAP contribuye de forma muy significativa a
la obstruccién al flujo aéreo en pacientes con asma'>->,

Distintos estudios relacionan la inflamacién de la VAP con una ma-
yor hiperrespuesta bronquial inespecifica, asi como con varios fenoti-
pos de asma que incluyen el asma nocturna (AN), exacerbaciones es-
pontaneas de asma, asma complicada con tabaquismo o infecciones
virales del tracto respiratorio, asi como el asma grave corticodepen-
diente'. En este articulo revisaremos la evidencia actual publicada
sobre lainflamacion de la VAP y del parénquima pulmonar en el asma,
asi como su posible contribucién a la patogenia de la enfermedad.

Inflamacién y remodelacion de la via aérea pequeiia en el asma:
datos en humanos

Los estudios preliminares sobre el papel de la VAP en el asma pro-
ceden de autopsias de pacientes muertos por asma o estudios de tora-
cotomias. En ellos se demuestra que toda la longitud de la via aérea
estd implicada en el asma. Se objetivan tapones mucosos, estrecha-
miento y la presencia de inflamacién por eosinéfilos y células CD3+,
tanto en la via aérea central como en la VAP y el parénquima pulmo-
nar de pacientes asmaticos>'2 Carroll et al'® examinaron, mediante
autopsias post moértem, la distribucién de células inflamatorias a tra-
vés del arbol bronquial de pacientes que experimentaron tanto asma
fatal como no fatal. Demostraron un incremento en el nimero de lin-
focitos y eosindfilos que se distribuyen de forma uniforme por toda la
via aérea, tanto si tienen asma leve como fatal, comparados con lo que
se ve en controles, lo que fue confirmado por otros autores que estu-
diaron casos de muerte stbita por asma".

Hamid™ y su grupo estudiaron biopsias de pacientes sometidos a
cirugia toracica, tanto asmaticos como no asmaticos, y demostraron
que el namero de linfocitos T CD3+ y eosinéfilos activados (EG2+)

estan elevados, tanto en la via aérea central como en la VAP, en pa-
cientes asmaticos respecto a controles no asmaticos. En este caso,
las células EG2+ eran mas numerosas en la parte luminal de las vias
menores de 2 mm de didmetro, comparado con la gran via aérea, lo
que sugiere un proceso inflamatorio mas importante en la perife-
ria®>'®, En el mismo grupo de pacientes vieron que el niimero de célu-
las que expresaban ARNm para interleucina 4 (IL-4) e IL-5 en la VAP
estaba elevado en asmaticos cuando se comparaba con controles, y
la expresién de ARNm para IL-5 se incrementaba en la VAP con res-
pecto a las vias aéreas centrales®. También estaba incrementada la
expresion de ARNm para eotaxina y proteina quimiotactica de mo-
nocitos-4 (MCP-4) en la capa epitelial y en la pared de la VAP, por
fuera del musculo liso, de pacientes asmaticos cuando se comparaba
con controles no asmaticos™. En este caso, el nimero de células po-
sitivas para la quimiocina en la VAP se correlacionaba con el nimero
de eosindéfilos MBP+ en la misma. Estas observaciones fueron confir-
madas por Haley', quien demostré cémo la inflamacién por leuco-
citos CD45+ y eosindfilos se extiende mas alla del mdsculo liso de la
VAP en pacientes que murieron de asma, de forma inversa a lo que
ocurre en las vias aéreas mayores de 3 mm, donde son mas numero-
sos en la parte interna de la pared bronquial. En pacientes muertos
por asma, el infiltrado inflamatorio puede afectar incluso a las arte-
riolas pulmonares?, Esta diferente distribucién de células inflama-
torias a lo largo del arbol traqueobronquial puede deberse a diferen-
cias locales en los mecanismos de inflamacién y reclutamiento
celular y/o diferencias en el patrén de quimiocinas/citocinas entre
estas regiones (fig. 1).

Figura 1 Inflamacién de la via aérea en el asma: marcado de leucocitos CD45 en la
via aérea de un paciente asmadtico. A) Via aérea grande. B) Via aérea pequeiia donde se
puede apreciar un patrén “externo” de distribucion de células inflamatorias. Modifi-
cado de Haley et al™. AL: luz bronquial (airway lumen); E: epitelio (epithelium); SM:
misculo liso (smooth muscle).
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El AN ha sido un modelo estudiado mediante biopsias transbron-
quiales por el grupo de Kraft. En sus trabajos demostraron inflamacién
alveolar en pacientes con AN, que no esta presente en aquellos asmati-
cos sin sintomas nocturnos®. Los pacientes con AN tienen un mayor
ndmero de eosindfilos por volumen de pulmén en su parénquima pul-
monar a las 4:00 am cuando se compara con pacientes sin AN, y un
mayor niimero de eosinofilos y macréfagos en su tejido alveolar a las
4:00 am que a las 4:00 pm. Ademads, en estos pacientes, sélo la eosino-
filia alveolar y de la VAP, y no la eosinofilia de la via aérea central, se
correlacionaba con una reduccién de la funcién pulmonar a lo largo de
la noche. Esos mismos investigadores han demostrado que existe un
nimero elevado de células CD4 en el tejido alveolar de pacientes con
AN a las 4:00 am comparado con aquellos pacientes sin AN. Aunque la
presencia de células CD4 era mayor en la lamina propia endobronquial
que en el tejido alveolar, sélo los linfocitos alveolares CD4 se correla-
cionaban negativamente con la funcién pulmonar (volumen espirato-
rio maximo en el primer segundo [FEV,]) alas 4:00 am y con el ntime-
ro de eosindfilos activados (EG2+) en los alvéolos?'. En este mismo
grupo de pacientes con AN se encontrd una reduccién de la afinidad de
los receptores para los glucocorticoides, una reduccién de la prolifera-
cién de las células sanguineas mononucleares y una menor respuesta
a esteroides a las 4:00 am cuando se compara con pacientes sin AN%2,
Todos estos datos sugieren que el incremento de células CD4+ en el
tejido alveolar de pacientes con AN, la disminucién de la afinidad de
los receptores para los glucocorticoides y una menor respuesta a los
glucocorticoides pueden causar un incremento de migracién de eosi-
ndfilos y exacerbaciones de sintomas en pacientes con AN.

Wenzel et al** demostraron, mediante biopsias transbronquiales,
inflamacién persistente de la VAP y via aérea proximal en pacientes
con asma grave corticodependiente. Aunque en su trabajo el nimero
de eosindfilos de la via aérea era similar entre pacientes con asma
grave y controles sanos, los pacientes asmaticos con enfermedad gra-
ve tenian un mayor niimero y porcentaje de neutroéfilos en el lavado
broncoalveolar y muestras de biopsias endobronquiales y transbron-
quiales comparandolo con pacientes con enfermedad leve o modera-
da, a pesar de recibir tratamiento agresivo con corticoides. Reciente-
mente, se ha acumulado evidencia de que en la via aérea de pacientes
con asma grave, tanto central como periférica, existen otros subtipos
celulares de linfocitos, entre los que destacan los Th17, productores de
citocinas con capacidad quimiotéctica para neutrofilos, lo que podria
explicar la pobre respuesta a los corticoides y la neutrofilia que se
detecta en este grupo de pacientes?,

También se ha demostrado remodelacién en la VAP. Se ha detecta-
do depésito de colageno, laminina, tenascina, fibronectina y proteo-
glucanos en la pared de la via aérea, lo que da lugar a fibrosis supepi-
telial y engrosamiento de la via aérea, cambios que se relacionan
positivamente con la respuesta a metacolina. Bergeron et al?* mostra-
ron la existencia de fibrosis subepitelial e incremento en la masa
muscular en la VAP de pacientes asmaticos, pero no pudieron encon-
trar despegamiento epitelial. También vieron que la masa de mdsculo
liso bronquial en la VAP puede reducirse en respuesta al tratamien-
to?, Estos datos fueron confirmados por otros autores que detectan
un incremento del grosor de la submucosa, la adventicia y las capas
musculares en la VAP de los pacientes asmaticos?6%”. Mas reciente-
mente, Dolhnikoff et al??, estudiando autopsias de pacientes muertos
por asma mediante técnicas inmunohistoquimicas, demostraron que
la VAP es un lugar de gran remodelacién en este grupo de pacientes,
mayor incluso que la via aérea central. Estos autores demuestran el
depésito de colageno tipo I, fibronectina y metaloproteinasa 9 de for-
ma significativa en pacientes asmaticos que afecta de forma preferen-
te a la parte mas externa de la VAP, llegando incluso a afectar al pa-
rénquima peribronquiolar (fig. 2). Si este hecho es relevante en el
fendmeno inflamatorio del asma o si tiene un papel protector/estabi-
lizador de la VAP es una materia que debe debatirse?.

Se ha especulado sobre la repercusion funcional de la inflamacién y
remodelacion de la VAP en el asma bronquial y su contribucién a la
obstruccién del flujo respiratorio caracteristica de la enfermedad. La
inflamacién de la VAP puede causar un desacoplamiento del parénqui-
may de la via aérea debido a la interdependencia mecanica entre esos
dos compartimentos, dando lugar a fallos en los mecanismos globales
de regulacion del flujo aéreo en los pacientes asmaticos. Wiggs et al3°
demostraron que un incremento moderado en el grosor de la VAP, el
cual ejerce un efecto pequeiio sobre la resistencia basal, puede afectar
profundamente al estrechamiento de la via aérea causado por la con-
traccion del musculo liso bronquial. Estudios experimentales realiza-
dos en mdsculo liso aislado de bronquios animales y humanos mues-
tran un incremento de la respuesta contractil de la VAP comparado
con la via grande, tanto a estimulos inespecificos (acetilcolina)*' como
especificos®. El exudado inflamatorio de la VAP puede alterar la com-
posicién del surfactante, lo que favorece el colapso de la misma®*, con
el consiguiente atrapamiento aéreo y aumento del volumen residual.
La combinacién de estrechamiento de la VAP y pérdida de la elastici-
dad pulmonar puede aumentar la respuesta bronquial en la VAP, espe-
cialmente en pacientes poco respondedores a tratamiento broncodila-
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Figura 2 Se representan diferencias entre pacientes con
asma fatal y controles en la composicién de la matriz ex-
tracelular y datos de remodelamiento en la pequefia via
aérea obtenida en distintos estudios. Tomado de Dolh-
nikoff et al?.
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tador'. Tomados en su conjunto, estos datos sugieren que la
contribucién de la VAP a la obstruccién y al aumento de la resistencia
pulmonar en el paciente asmatico se ha subestimado.

Desafortunadamente, no contamos con un marcador biolégico
ampliamente aceptado que mida de forma distintiva y no invasiva el
proceso inflamatorio en la VAP. Es mas, aunque hay parametros que
se han asociado de una manera transversal con la presencia de la en-
fermedad cuando comparamos entre sanos y enfermos o con niveles
de gravedad de la enfermedad?®+*, no hay estudios longitudinales que
muestren que los cambios o0 modulacion de estos biomarcadores alte-
ren los resultados de ambas condiciones. En la actualidad, el 6xido
nitrico (NO) en aire exhalado en el marcador biolégico mas extensa-
mente utilizado. Si se determina con varios flujos espiratorios, puede
ser un marcador de inflamacién del pulmén distal, de hecho se de-
mostré que la concentracion alveolar de NO se incrementa en pacien-
tes que presentan asma con distintos niveles de gravedad?®, y es espe-
cialmente elevado en pacientes con asma mas grave, a pesar de estar
estables y seguir tratamiento con corticoides inhalados?. Sin embar-
g0, sus valores no se correlacionan con otros parametros de funcién
respiratoria que miden la VAP y otros autores no han encontrado esta
relacién?>38, por lo que se necesitan estudios longitudinales que con-
firmen su utilidad como marcador de inflamacién en la VAP.

Modelacion experimental de asma en animales

Las observaciones realizadas en humanos asmaticos, bien a través
de estudios observacionales o ensayos clinicos, han proporcionado
descripciones detalladas de los aspectos de inflamacién y remodela-
cion de las vias respiratorias en el asma y su relacién con la evolucién
clinica de la enfermedad. Sin embargo, los estudios en humanos no
permiten determinar los mecanismos de la inflamacién y remodela-
cién, y su asociacién con variables funcionales respiratorias, hasta el
nivel de entendimiento requerido para la identificacién de potencia-
les dianas terapéuticas. Los modelos animales de enfermedad, de
asma en este caso, Son necesarios para someter a prueba las hipétesis
que surgen de los datos clinicos obtenidos en humanos y, a la vez,
para generar y verificar hipétesis mecanisticas generadas por los pro-
pios modelos animales, que de una manera mas especifica se centran
sobre aspectos celulares y moleculares. Los modelos animales facili-
tan un grado profundo de exploracién experimental, al mismo tiempo
que preservan la fisiologia en el organismo completo. Son por ello
modelos integradores en los que se puede estudiar la relevancia clini-
ca para la enfermedad humana, de los mecanismos celulares y mo-
leculares y de intervenciones terapéuticas especificas sobre ellos. Asi-
mismo, los resultados de estudios in vitro que diseccionan los
mecanismos celulares y moleculares de enfermedad al nivel mas fino
posible pueden someterse a prueba para la comprobacion de su rele-
vancia biolégica, en los modelos animales de enfermedad.

Para la modelacién experimental de asma se han empleado diver-
sas especies, incluidos el ratén, la rata, los conejos de indias, la oveja y
el gato. Existen dos especies, el gato y el caballo, que pueden esponta-
neamente desarrollar enfermedad inflamatoria y obstructiva de las
vias respiratorias comparable con el asma humana en muchos aspec-
tos. Sin embargo, a pesar de la diversidad de especies utilizadas, la
gran mayoria de los estudios de modelacién experimental de asma se
han realizado en el ratén y la rata. Estas especies tienen la ventaja de
su coste-efectividad en cuanto a la reproduccion y mantenimiento de
estos animales, y el tamafio muestral que facilitan para los estudios.

Los modelos en ratén3°4 permiten emplear animales genética-
mente modificados (transgénicos y knockout), los cuales se han explo-
tado extensamente para estudiar el papel de diversos mediadores
(citocinas, factores de crecimiento) en la inflamacién de vias respira-
torias. Sin embargo, el aparato respiratorio murino difiere del huma-
no de forma significativa en una serie de aspectos anatémicos y fisio-
légicos que deben tenerse en cuenta a la hora de realizar la traslacién
de resultados de los modelos experimentales. En primer lugar, los ra-

tones tienen en su aparato respiratorio circulacién pulmonar exclusi-
vamente; no tienen circulacion bronquial sistémica. Esta diferencia
necesariamente modifica las rutas de trafico leucocitario en la infla-
macioén de vias respiratorias. De hecho, la infiltracién inflamatoria
perivascular es caracteristica del asma experimental murina, lo cual
es una diferencia sustancial con el asma humana. En segundo lugar, la
arborizacién y la distribucién de las vias respiratorias de conduccién
intrapulmonar difieren asimismo del aparato respiratorio humano.
En el ratén, el arbol respiratorio intrapulmonar tiene menos genera-
ciones y existe un importante grado de conservacién del diametro, de
modo que las vias respiratorias mas distales tienen un didmetro rela-
tivamente grande respecto a las primeras generaciones del arbol. Uni-
camente existe cartilago hasta el nivel de los bronquios lobares, de
modo que la casi totalidad de las vias respiratorias intrapulmonares
son bronquiolos, con un patrén de bifurcacién monopodial (ramifica-
cion lateral) en vez de bifurcacién dicotémica®. Todos estos factores
contribuyen a que los mecanismos de obstruccién al flujo aéreo en el
ratén con asma experimental puedan diferir de los humanos, proba-
blemente de un modo especial en lo que concierne al papel de la
VAP.

La rata®? es un animal de tamafio y masa aproximadamente 10 ve-
ces superiores a los del ratén y esta situada sobre un umbral de orga-
nizacién anatémica y fisiolégica significativamente mas cercana a la
humana. En la rata existe circulacién bronquial sistémica y la configu-
racién anatémica e histoldgica de las vias respiratorias tiene mayor
analogia con la humana. Sin embargo, la rata tiene el inconveniente
de que, al contrario que en el ratén, resulta poco coste-efectiva la ge-
neracién de animales transgénicos para estudios funcionales de so-
breexpresion o silenciamiento genético. En esta especie, la cepa Brown
Norway es particularmente susceptible al desarrollo de respuestas in-
munitarias tipo Th2 frente a la sensibilizacién alérgica. Como resulta-
do, esta cepa ha resultado de gran utilidad para modelar asma alérgi-
ca, con reproduccién de los fenémenos de respuesta alérgica
inmediata y tardia de vias respiratorias, e hiperreactividad bronquial
frente a agonistas colinérgicos tales como metacolina o carbacol. Asi-
mismo, se han reproducido exitosamente los distintos componentes
histopatolégicos de la remodelacién de vias respiratorias, tales como
la fibrosis subepitelial por incremento de deposicién de matriz extra-
celular, incremento de la masa de misculo liso de via respiratoria con
hiperplasia de miocitos, y cambios fenotipicos de las células muscula-
res lisas en asociacion con hiperreactividad bronquial.

Sinopsis metodoldgica

La forma mas directa de inducir asma experimental en roedores
consiste en la sensibilizacién alérgica seguida de una fase de provoca-
cién antigénica en via respiratoria®. El procedimiento de sensibiliza-
cion tradicionalmente mas utilizado consiste en inyectar una suspen-
sién de ovoalblimina adsorbida sobre un coadyuvante (habitualmente
hidréxido de aluminio) via intraperitoneal o subcutanea. Dado que
este procedimiento se desvia de la forma natural de sensibilizacién a
aeroalérgenos en la enfermedad humana, se tiende actualmente a in-
ducir sensibilizacién mediante la administracion directa y repetida en
via respiratoria de antigenos que actiien como aeroalérgenos en los
humanos, utilizando para ello preparados tales como extractos de
acaros del polvo doméstico*. Tras la sensibilizacién, la fase de provo-
cacién antigénica de la via respiratoria se realiza mediante distintos
métodos, tales como instilacién intranasal directa, administracién de
aerosoles via intubacién orotraqueal, o exposicion a aerosoles en ca-
mara libre. Los protocolos de administracion varian segtn los objeti-
vos del estudio. En general, la broncoprovocacién antigénica repetida
tras sensibilizacion da lugar al desarrollo de hiperreactividad bron-
quial, infiltracién inflamatoria de las vias respiratorias con presencia
de eosinéfilos, células T y mastocitos, mas los cambios estructurales
propios de la remodelacién de vias respiratorias. Los modelos en roe-
dores también han permitido realizar estudios de transferencia adop-
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tiva de células T. En estos estudios, se purifican células T CD4+ de do-
nantes sensibilizados y se transfieren a receptores no sensibilizados,
los cuales se someten a broncoprovocacion antigénica. Este tipo de
abordaje permite estudiar el papel de las células T en el asma. Los
animales receptores desarrollan en este caso, dirigido por las células T
transferidas de los donantes, respuestas alérgicas tardias especificas,
hiperreactividad bronquial, inflamacién eosinofilica y remodelacién
de vias respiratorias, en ausencia de respuestas alérgicas inmediatas y
mecanismos dependientes de inmunoglobulina E.

Los estudios de mecanica y funcién pulmonar pueden realizarse
mediante diferentes métodos que abarcan desde procedimientos ple-
tismograficos repetibles hasta mediciones invasivas bajo anestesia
profunda, bloqueo neuromuscular y ventilacion mecanica. Tras la ge-
neracion de datos de funcién pulmonar in vivo, se puede obtener, para
su andlisis posterior, muestras bioldgicas tales como lavado broncoal-
veolar (sedimento celular y sobrenadante para determinacién de fac-
tores solubles), suero o plasma, mas los pulmones inflados a presion
estandarizada con un fijador. La conservacién de tales muestras per-
mite posteriormente llevar a cabo estudios de inmunohistoquimica,
inmunofluorescencia, morfologia cuantitativa, analisis de expresién
genética, etc.

Andlisis de la via aérea pequeiia en el asma experimental

Los modelos animales de asma permiten analizar el papel de la
VAP sin las limitaciones metodolégicas a las que esta sometida la ob-
tencion de datos clinicos en humanos, pero no debiendo dejar de te-
ner presente la potencial importancia que para la traslacién de con-
clusiones pueden tener las diferencias anatémicas, histolégicas y
fisiologicas resefiadas previamente; especialmente en el caso de los
modelos en roedores, en los cuales se genera la gran mayoria de los
datos. La modelacién experimental en animales ha permitido estudiar
el papel de la VAP desde el punto de vista de la funcién pulmonar in
vivo, asi como en lo que se refiere a la distribucién de la inflamacién y
remodelacion desde el punto de vista histopatolégico.

Los procedimientos invasivos de estudio de funcién pulmonar
mediante técnica de oscilacién forzada bajo ventilacién mecanica
(p. €j., equipo FlexiVent®, SciReq, Montreal) permiten obtener medi-
ciones diferenciadas de un componente de resistencia de via respi-
ratoria proximal (resistencia newtoniana) y un componente de re-
sistencia periférica que incluye la VAP (descarga tisular [tissue
dumping], G)*. Para las mediciones de reactividad bronquial me-
diante este tipo de equipo y técnica, se utiliz6 en distintos estudios
metacolina administrada por via intravenosa, o bien administrada
en la via respiratoria mediante un nebulizador acoplado a la rama
inspiratoria del ventilador. En el caso de la metacolina inhalada, pro-
cedimiento mds cercano a las pruebas de hiperreactividad bronquial
en humanos, se encontré que el impacto sobre la funcién pulmonar
era mayor en la VAP que con la metacolina por via intravenosa“.
Esta capacidad de la técnica de oscilacién forzada para discriminar
entre componentes central y periférico de la resistencia se emple6
en otros estudios que en conjunto reflejan un papel relevante de la
VAP en el impacto del asma experimental sobre la funcién pulmo-
nar. En un estudio sobre la arginasa, una familia de enzimas implica-
das en la produccién de NO, se realiz6 inhibiciéon de la misma en dos
modelos murinos de inflamacién de vias respiratorias inducida por
sensibilizacién a ovoalbimina: un modelo “agudo” de corta dura-
cién, y un modelo “crénico” basado en exposicién prolongada“s. En
el modelo “agudo”, la inhibicién de arginasa atenud la respuesta a
metacolina en las vias respiratorias centrales. Sin embargo, en el
modelo “crénico”, que cursé con remodelacién de vias respiratorias
y generd un fenotipo de asma experimental de mayor analogia al
asma humana, el efecto funcional de la inhibicion de arginasa se ex-
tendi6 a la VAP. También en un modelo en ratén, el bloqueo de re-
ceptores H4 de histamina atenud la hiperreactividad en la via respi-
ratoria central y la VAP¥,

Diversos estudios generaron datos histopatolégicos sobre la distri-
bucién de los infiltrados inflamatorios en el asma experimental. Aun-
que en la mayoria de estos trabajos el objetivo no fue un analisis cuan-
titativo y comparativo de la inflamacién entre via respiratoria central
y VAP, los estudios en su conjunto constatan la presencia de infiltra-
cién inflamatoria en la VAP. Uno de los primeros estudios que docu-
mento la presencia de infiltrados inflamatorios en la VAP, en el con-
texto de un andlisis sobre respuesta alérgica temprana y tardia,
empled para ello un meticuloso procedimiento de diseccién de via
respiratoria proximal frente a VAP/parénquima. Este trabajo se
siguid de otros donde se hall6 inflamacién en VAP, en el contexto, res-
pectivamente, de estudios de respuesta a dexametasona®’, de inhibi-
cién de inflamacién por bloqueo de integrinas VLA-4 (very late activa-
tion antigen-4) y LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1)>°,
de deplecién de células T CD8+%, y de inhalacién de particulas am-
bientales ultrafinas como simulacién de la exposicién al trafico roda-
do®2. En otro estudio donde se comparé un modelo de corta duracién
con otro cronico y se realizé cuantificacion diferenciada de eosindfilos
y linfocitos en la via respiratoria proximal frente a VAP, se encontré
afectacion a ambos niveles, pero la carga de eosinéfilos derivé de ser
predominante en via proximal en el modelo corto a ser mas intensa
en la VAP en el modelo crénico, que refleja mas cercanamente el asma
humana®. En cierto contraste con estos datos, la exposicion crénica
de bajo nivel al alérgeno no se acompafié en otro trabajo de infiltra-
cién inflamatoria obvia en la VAP, pero la simulacién de “exacerbaciéon
asmatica” mediante un incremento abrupto de la exposicién sobre el
nivel crénico de base condujo a un aumento de la carga inflamatoria
de predominio en VAP, Estos datos sobre diferencias de carga infla-
matoria entre via respiratoria proximal y VAP, y sobre deriva de la
predominancia segiin el tiempo e intensidad de la exposicion, pueden
reflejar mecanismos de regulacién local del reclutamiento leucocita-
rio. De hecho, en un estudio sobre el reclutamiento de células T a la
pared de las vias respiratorias, se encontré reclutamiento en todos los
tamaiios, pero en ratas knockout para CD26, un receptor implicado en
el trafico linfocitario, el efecto en la inhibicion del reclutamiento fue
s6lo en vias respiratorias grandes y medianas, no en VAP, lo que sugie-
re que existen mecanismos de reclutamiento regional selectivo de
células inflamatorias que varian segiin el tamafio de la via aérea®. Por
altimo, algunos estudios prestaron especial atencién a la distribucion
de mastocitos en modelos experimentales de asma. En un estudio so-
bre respuesta alérgica tardia se encontraron mas mastocitos en vias
respiratorias proximales y medianas que en la VAP$; sin embargo, en
otro estudio la broncoprovocacién crénica con alérgeno durante
3 meses indujo acumulacién de mastocitos, mediante un mecanismo
dependiente de IL-9, en las vias respiratorias de todos los tamafios®’.

La remodelacién de vias respiratorias, conjunto de cambios estruc-
turales que se desarrollan en asociacién a la inflamacién crénica, es el
aspecto del asma que algunos estudios han analizado mas rigurosa-
mente en cuanto a su distribucién por tamafio de las vias en modelos
experimentales. Los datos obtenidos no son homogéneos, dependien-
do probablemente en parte de diferentes protocolos de estudio y pro-
cedimientos de andlisis, pero en general los distintos estudios conver-
gen en que la VAP esta afectada por la remodelacién en el asma
experimental. Un estudio temprano sobre remodelacién en la rata,
donde se midi6 el grosor total de la pared de la via respiratoria en aso-
ciacion a la respuesta alérgica inmediata tras una broncoprovocaciéon
simple, detectd un incremento del grosor total de la pared bronquiolar
en la VAP Ginicamente?. En un estudio posterior con utilizacién de un
modelo “crénico”, se encontré remodelacion tanto en via respiratoria
proximal como en la VAP, En algunos estudios se analizo la distribu-
cién de componentes especificos de la remodelacién, particularmente
de la fibrosis subepitelial y el crecimiento del misculo liso. En el caso
de la fibrosis subepitelial, por incremento de la masa de matriz extra-
celular, se realizaron mediciones del depésito de proteoglucanos y se
encontré que este aspecto de la remodelacién era mds prominente en
via respiratoria proximal. En otro estudio en el que se realiz6 un anali-
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sis exhaustivo de distribucién de componentes de la remodelacién®, de asma experimental mediante transferencia adoptiva de células T
se observé un incremento de musculo liso en vias respiratorias de to- CD4+ efectoras resulté en un incremento de la masa de mdsculo liso
dos los tamafios. Sin embargo, el depdsito subepitelial de colageno y que se hacia progresivamente mas importante a medida que las vias
fibronectina estaba ausente en la VAP, lo que muestra, en coincidencia respiratorias eran mas distales (fig. 4). Esta tendencia fue coincidente
con el estudio de Pini et al, que la fibrosis subepitelial es un aspecto de con los datos obtenidos en un estudio subsiguiente sobre enfermedad
la remodelacién que se presenta predominantemente en la via respi- alérgica obstructiva equina (heaves)®. En el estudio en ratén, sin
ratoria proximal. Respecto al incremento de la masa de mdsculo liso, embargo, los cambios afectaron a las vias respiratorias de todos los
aspecto que se considera clave en la mecanica de la hiperreactividad tamarios de forma homogénea (fig. 5)%. Las diferencias anatémicas y
bronquial y la obstruccién al flujo aéreo, los datos han experimentado fisiol6gicas comentadas previamente entre el ratén y especies de
una evolucién histérica asociada a los desarrollos tecnoldgicos en mayor masa pueden hacer que el arbol respiratorio del ratén no repre-
morfologia cuantitativa. Utilizando la rata Brown Norway como mode- sente adecuadamente un gradiente completo de tamafio de las vias
lo, los datos mas antiguos reflejaban una masa de msculo liso y ni- respiratorias y no resulte suficientemente sensible para detectar
mero de células musculares lisas en proliferacién aumentados en vias determinadas diferencias segiin tamafio.

respiratorias grandes y medianas, pero no en la VAP, En este estudio,

las mediciones se obtuvieron trazando manualmente sobre papel los Conclusion

contornos de los haces de musculo liso mediante un acoplamiento de

tipo “cdmara lGcida” que permitia la visién superpuesta de la imagen Existe evidencia mdltiple a partir de datos obtenidos en humanos
en el microscopio y el dibujo, utilizando para ello preparaciones tefii- que confirma la inflamacién y remodelacién de la VAP en el asma. Su
das mediante una técnica histoquimica (hematoxilina-floxina-azafran) significado clinico no se conoce con exactitud, pero es probable que
de resultado variable. La imprecision de este sistema limitaba proba- tenga gran relevancia en el control de la enfermedad. Por su parte, los
blemente su sensibilidad para detectar cambios en la VAP. En otros modelos animales de asma permiten explorar experimentalmente la
estudios mds recientes en rata®! y raton®, se realiz6 la extraccion di- biologia de la VAP, en ciertas diferencias anatémicas y fisiol6gicas que

gital de la imagen inmunofluorescente del tejido contractil de la via deben conocerse y tenerse en cuenta a la hora de trasladar datos y
respiratoria, detectado mediante un anticuerpo monoclonal contra conclusiones al asma humana. En general, los resultados obtenidos de
a-actina de musculo liso (fig. 3). En el estudio en la rata®, la induccién modelos animales sugieren, en consistencia con los datos clinicos hu-

Figura 3 Inmunofluorescencia para «-actina de misculo liso (a-SMA, sefial verde) y contratincién nuclear (azul) en secciones pulmonares, para la medicién mediante procesa-
miento digital de imagen de la masa de tejido contractil de la via respiratoria. A y B) Ratones de los grupos control y OVA, respectivamente; en el Gltimo se observa el engrosa-
miento de la capa de musculo liso. Cy D) Extraccion de la sefial de «-SMA para la medicién de la masa de tejido contractil; ratones de los grupos control y OVA, respectivamente.
En (P) se muestra también musculo liso vascular (Vs), que se excluye de las mediciones. Reproducido con permiso de Elsevier: Fraga-Iriso et al®.
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Figura4 Incremento de la masa de mdsculo liso seglin tamaiio de la via respiratoria. A) Modelo de asma experimental en rata. En animales control, la cantidad de mdsculo liso
relativa al tamario de la via respiratoria es aproximadamente una constante a lo largo de las vias respiratorias intrapulmonares (rectas de regresion lineales). Estos animales habian
sido receptores células T CD4+ de animales sensibilizados a ovoalbtimina y broncoprovocados con vehiculo (grupo OVA/BSA), o habian recibido células T CD4+ de animales falsa-
mente sensibilizados y habia sido broncoprovocados con ovoalbiimina (grupo Sham/OVA). Los animales con asma experimental, receptores de células T CD4+ antigeno-especifi-
cas para ovoalbtimina y broncoprovocados con ovoalbiimina (grupo OVA/OVA, curva de regresién exponencial gris palido), presentaron un incremento de musculo liso en vias
respiratorias de todos los tamafios pero con mayor crecimiento relativo en la via aérea pequefia (VAP). El nimero de células apoptépicas (curva exponencial gris oscuro, eje de-
recho) se incrementd asimismo progresivamente en la VAP. B) remodelacion del musculo liso en caballos con enfermedad alérgica obstructiva (heaves). En analogia al modelo
experimental en rata, el misculo liso crece en las vias respiratorias de todos los tamafios en los caballos con heaves, pero con mayor crecimiento relativo en la VAP. Reproducido
con permiso de la American Society for Clinical Investigation, Ramos-Barbén et al' (panel A) y Elsevier, Herszberg et al® (panel B).
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Figura 5 Patron de incremento de la masa de tejido contractil de via respiratoria (MTC, panel A) y masa de matriz extracelular (MMEX, panel B) en el ratén con asma experi-
mental. El tejido contractil crece de forma aproximadamente homogénea en las vias respiratorias de todos los tamafios, mientras que la deposicién de matriz extracelular mues-
tra una tendencia de significacion estadistica borderline (p = 0,051) a ser mds prominente a mayor tamaiio de las vias respiratorias. Reproducido con permiso de Elsevier, Fraga-

Iriso et al®2.

manos, que la VAP esta implicada de forma importante en la fisiopa-
tologia del asma a través de su afectacion por la inflamacién y remo-
delacién. Distintos aspectos de la remodelacion pueden distribuirse
de forma diferente y algunos conjuntos de datos sugieren que la fibro-
sis subepitelial puede predominar en via respiratoria proximal, mien-
tras que el crecimiento hiperplasico del musculo liso, de importancia
central en el mecanismo de Ia hiperreactividad bronquial y la obs-
truccion al flujo aéreo, puede cobrar mayor importancia relativa en la
VAP. Estas diferencias pueden tener implicaciones en el disefio de es-
trategias terapéuticas. Es posible que la inflamacién mal controlada
de la VAP, no accesible facilmente al tratamiento antiinflamatorio por
via inhalatoria, pueda contribuir a un deterioro sostenido de la fun-
cién pulmonar asociado a remodelacién. Por ello, es probablemente
importante que el tratamiento antiinflamatorio sea capaz de alcanzar
esta diana terapéutica para un manejo 6ptimo de la enfermedad.

Puntos clave

— En el asma existe inflamacién y remodelacién que afecta a todo el
tracto respiratorio e incluso el parénquima pulmonar.

— Este proceso inflamatorio existe independientemente de la grave-
dad del asma.

— La obstruccién de la via aérea pequefia (VAP) puede contribuir de
forma significativa al decremento de la funcién respiratoria y re-
modelacion de la via aérea, y puede ser responsable de la falta de
control de la enfermedad.

— Faltan marcadores biolégicos ampliamente aceptados que ayuden
a monitorizar el proceso inflamatorio en la VAP.

— Los modelos animales de asma permiten explorar experimental-
mente la biologia de la VAP.

— Los datos de modelos animales indican que la VAP esta implicada
de forma importante en la fisiopatologia del asma a través de su
afectacion por la inflamacién y remodelacion.

— Segln modelos animales, distintos aspectos de la remodelacion
pueden distribuirse de forma diferente: la fibrosis subepitelial
puede predominar en vias centrales y medianas, mientras que el
crecimiento del musculo liso puede cobrar mayor importancia re-
lativa en la VAP.

— Estas diferencias, de confirmarse en humanos, pueden tener impli-
caciones en el disefio de estrategias terapéuticas.

— Es probablemente importante que el tratamiento antiinflamatorio
sea capaz de alcanzar la VAP para un manejo 6ptimo del asma.
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