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Un modelo mas de asma... pero un modelo ftil

Again an asthma model... but a useful one
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El articulo de del equipo del Dr. Ramos-Barbén! publicado en
este nimero de ArcHivos DE BRONCONEUMOLOGIA NO pasa inadvertido
para los que creemos ‘“ciegamente” en el valor afiadido de la
investigacion in vivo en modelos de asma alérgica inducida en el
raton. A pesar de lo que dicen los detractores?, parece obvio que en
los Gltimos 10-15 afios los ratones sensibilizados a diversos
antigenos nos han ayudado a entender la enfermedad®. En
realidad ser detractor o no depende muchas veces de como
se manejen las expectativas. Los que entienden que la induccién
de “sensibilidad respiratoria” en ratones reproduce en cierta
medida el proceso asmatico en pacientes y que, obviamente,
como todos los modelos, tiene ciertas limitaciones, suelen admitir
su interés®. Algunos, como nosotros, con entusiasmo’. Luego
estan aquellos investigadores muy puristas a los que solo les
valdria un “raton asmatico”, y ciertamente eso, que de facto
superaria la condicion de mero modelo experimental, no
se ha logrado. Por fortuna, pues, se han publicado numerosos
articulos en revistas de prestigio en los que se proponen
modelos experimentales en el raton para el estudio del asma
alérgica.

Volviendo al articulo objeto de este comentario, sus autores
practican pues un deporte de alto riesgo: el de atreverse a ofrecer
a la comunidad cientifica un modelo mas de asma inducida en el
ratén. Inducida ademas por exposicion a ovoalbimina, un anti-
geno ya universalmente utilizado. Este “atrevimiento” no esta
exento de cierta intriga: ;qué aportan los autores? ;Cudl es la
novedad? En nuestra opinion, esa novedad esta algo escondida, se
encuentra sobre todo en los entresijos del texto, no se hace visible
con claridad. Una critica respetuosa seria, pues, que los autores
quiza no han plasmado con la suficiente claridad la magnitud del
esfuerzo realizado y, por lo tanto, no han subrayado abiertamente
el valor afiadido del modelo que ellos proponen. En este breve
comentario editorial se intentard desgranar y analizar 4 aspectos
de los datos publicados: a) el proceso de induccion del modelo; b)
el método y el objeto de evaluacion de la respuesta; c) los
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resultados obtenidos, y d) la interpretaciéon y discusiéon de esos
resultados. Vayamos por partes.

Sensibilizacion y provocacion: reproducir el asma grave

En cuanto al proceso de induccion, el articulo propone un
modelo de asma grave en raton mediante la sensibilizacion previa
intraperitoneal y posterior provocacion intranasal durante 12
semanas, 3 veces por semana, con ovoalbimina. Los autores han
superado una barrera ancestral con la exposicion repetida a
ovoalbmina: el desarrollo de tolerancia inmunologica. Ya esto de
por si tiene mérito y quiza, como dicen los autores, sea atribuible a
la via de exposicion sistémica en la fase de sensibilizacion, pero es
de ley recordar que un equipo de la Fundacién Jiménez Diaz
indujo remodelaciéon exponiendo a los animales, también de
forma intensiva (12 semanas, 3 dias por semana), al antigeno
exclusivamente por via respiratoria tanto durante la sensibiliza-
cién como durante la provocacion®. Una de las claves de su éxito
pudo radicar en el uso de ratones A/J, puesto que se ha visto que el
desarrollo de remodelacion depende en gran medida de la cepa
(mas dificilmente alcanzable en BALB/c). Otros grupos habian
logrado antes inducir un proceso cronico e irreversible similar al
que se observa en pacientes, como los propios autores sefialan’%, y
ademas mediante procedimientos de induccién similares (la via
de exposicion, el antigeno, la cepa de raton, el sexo, etc.). Creemos,
sin embargo, que hubiera sido pertinente que los autores del
articulo incluyeran y cotejaran sus datos con los de un trabajo
relativamente reciente del equipo del Prof. Galli®, como se
comentard mas adelante. Tiene meérito el esfuerzo de los
investigadores del trabajo que se comenta y tiene logica cientifica,
no es una mera cuestion aritmética: esa intensa exposicion por via
respiratoria acerca notablemente el procedimiento de induccion al
proceso natural/espontaneo por el cual se establece el asma grave/
crbnica en los pacientes. Es probable que esa intensa estimulacion
antigénica explique algunos de sus particulares resultados (véase
mas adelante). Es importante remarcar este aspecto del protocolo
porque otros investigadores han innovado en cuestiones mas
aparentes y, por supuesto, muy importantes de la induccién de
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sensibilidad respiratoria para aproximarse mas a la enfermedad
espontanea en pacientes'®!!, pero la “simple” intensificacién de la
exposicion al antigeno cobra sin duda trascendencia.

Evaluacion de la respuesta de las vias aéreas

No carece de interés la decision de lo que se va a evaluar (o las
variables que se van a medir) una vez inducido un modelo en
busca de datos de impacto biomédico. En el articulo que nos
ocupa se busca algin signo distintivo en las evaluaciones que
realizan de la respuesta a la ovoalbimina. Los autores hacen
mucho hincapié en el “desarrollo y evaluacién integrada de
inflamacién y remodelacion” como un elemento de especial
interés. Sin duda tiene interés hacer mediciones paralelas del
proceso inflamatorio y de la remodelacion, dadas las numerosas
incoégnitas sobre los mecanismos subyacentes. En nuestro cono-
cimiento hay otros trabajos ya citados en la misma linea®%®,
precisamente con modelos cronicos inducidos por ovoalbtimina,
aunque en el caso del articulo objeto de este comentario las
mediciones son mas precisas porque se realizan mediante
morfologia cuantitativa, mientras que en los casos anteriores se
utilizan escalas semicuantitativas (mayoritariamente el clasico
sistema de puntuacién o scoring). Esta evaluacion cuantitativa
integrada “da mucho juego” y sin duda afiade valor al trabajo. Por
ejemplo, permitiria establecer correlaciones estadisticas entre
las diferentes variables de los distintos procesos (inflamacion y
remodelacién). Si bien esas correlaciones no establecerian
relaciones bioldgicas definitivas entre las variables, sin duda
pueden dar pistas o apuntar hacia posibles vinculos funcionales,
es decir, mecanismos de enfermedad. Algo que deberia confir-
marse con ulteriores estudios experimentales. Se echa de menos,
por lo tanto, algiin analisis en ese sentido, pero seguramente
quedan muchas cosas por venir. JHay, por ejemplo, correlacion
estadistica entre el grado de eosinofilia y el aumento del
colageno? O quiza mas interesante adn: ¢la hay entre el nimero
de mastocitos y la masa muscular?

En el capitulo de los fendmenos objeto de evaluacion resulta
igualmente interesante la distincién entre vias respiratorias segin
su calibre (pequefias, medianas y grandes), y por lo tanto seglin su
situacion anatdomica. Esto es algo poco habitual en este tipo de
estudios, pero tiene un claro impacto y en cierta manera incide
indirectamente en el debate sobre la teoria de la via respiratoria
Unica (united airways theory). Se comenta brevemente en el
siguiente apartado.

Sobre los resultados

No deja de tener su importancia valorar como se induce el
modelo y qué se evalia, pero eso carece de interés si de dicho
modelo no se derivan datos relevantes. Se muestran muchos
resultados que eran de obligada presentacion en un articulo de
estas caracteristicas (células caliciformes, masa muscular, etc.), pero
se pretende llamar la atenci6n del lector del articulo solamente
sobre 2 observaciones: a) el nimero de mastocitos y eosinéfilos, y b)
los efectos en las vias respiratorias de distinto calibre.

Evaluar el nimero de mastocitos no es habitual salvo para
equipos de investigacion especializados en esa poblacion celu-
1ar®!2, Sin embargo, los autores lo miden y demuestran que estas
células tienen un alto grado de actividad en el modelo que
proponen. Este es un dato de especial relevancia dado el resurgir
del interés de esta poblacion celular en enfermedades alérgicas. Se
les atribuye un papel cada vez mas relevante. Contar los
mastocitos que infiltran el tejido, como hacen los autores, es
una forma muy acertada de medir la actividad de esas células,

pero los firmantes de este editorial creen que solo se cerrara el
circulo cuando se evaliie de facto la produccion de mediadores
especificamente mastocitarios, como podria ser la proteasa-1 de
matocitos de ratén (mMCP-1) u otros'>'4, En el nuevo modelo
propuesto se detectan 10 veces mas mastocitos en los ratones
sensibilizados que en los no sensibilizados (de 0,28 a 2,8/cm?), es
decir, que se produce un cambio en el orden de magnitud. Esto
requiere especial atenciéon dado que en otros casos, como por
ejemplo reflejan Yu et al®, aumentan hasta 4 veces. Ciertamente el
modelo y el método de recuento son distintos, pero sorprende la
diferencia, que por lo general es incluso menor. No es descartable
que el protocolo intensivo de exposicion explique el notable
incremento del nimero de estas células. Si bien no se observa una
redistribuciéon de los mastocitos hacia la musculatura lisa, como
hubiera sido deseable dados los recientes trabajos en pacientes'4,
convendria extenderse en un futuro en la evaluacién histologica y
funcional de esta poblacion celular en el modelo. En cuanto a los
eosinoéfilos, sorprende que supongan un 50% del total de células
infiltradas en el pulmodn. Lo habitual es entre un 10 y un 30%.
Puede ser bueno este grado de infiltracion eosinofilica desde un
punto de vista farmacologico-metodologico, puesto que permitira
estudiar el efecto modulador de moléculas sobre la inflamacion
eosinofilica. Algo muy criticado en modelos de ratéon es que los
eosinoéfilos que infiltran las vias aéreas no estan activados. ¢Lo
estan en este caso? No cabe duda de que, siendo mastocitos y
eosinofilos 2 poblaciones propias de este tipo de procesos, el
hecho de haber logrado un reclutamiento particularmente intenso
confiere al modelo especial interés si se enfoca desde el punto de
vista del estudio de la actividad de estas células especificas.

El segundo aspecto de los datos del modelo que reviste interés
es la afectacion de las vias respiratorias pequefias, medianas y
grandes. En todas ellas hay remodelaciéon (Mtc y Mmex), lo cual
refleja, por un lado, el alcance, en su sentido literal, del antigeno
que accede a las zonas mas distales (de calibre menor), y por otro,
como se ha dicho, aboga indirectamente en favor de la teoria de la
via respiratoria Unica, la cual postula que el problema no es de
vias altas o bajas, sino que es comin al conjunto del arbol
traqueobronquial'®. Aqui no se ha estudiado la mucosa nasal pero,
dados los resultados en el resto de las vias, parece probable que
esté afectada.

Limitaciones del estudio

Respecto a las carencias o limitaciones del articulo, algunas ya
se han sefialado en las lineas anteriores y otras se comentan a
continuacion. Tratandose de un nuevo modelo, se echan de menos
datos sobre la funcién respiratoria, muy especialmente sobre la
hiperreactividad bronquial que puedan sufrir los animales. Es
verdad que hay que tener acceso a equipos que permitan medirla,
pero también lo es que un modelo de estas caracteristicas pierde
valor si no se acompaiia de disfuncién respiratoria, es decir, si todo
el proceso estudiado no redunda en cambios “clinicos”. Presu-
mimos que seguramente los hay, y nos gustarda comprobarlo en
futuras publicaciones. También se echa en falta la demostracion
de que se trata de una tipica respuesta de linfocitos T helper-2 con
incremento de la expresion de citocinas como las interleucinas-4,
5 o 13, y/o presencia de inmunoglobulinas E especificas de
ovoalbiimina. Por otro lado, ha habido debate sobre la conve-
niencia o no de utilizar, como hacen los autores, coadyuvantes
como el hidroxido de aluminio, sobre lo acertado de sensibilizar
por via intraperitoneal en vez de intranasal, y sobre las ventajas e
inconvenientes de utilizar ovoalbiimina en lugar de auténticos
aeroalérgenos (como acaros del polvo doméstico), etc. Respecto a
la utilizacién de ovoalbGimina, ¢se justifica su uso, a pesar de no
ser causante de asma en personas, por el hecho de que se dispone
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de ratones con receptores de células T especificos para la
ovoalbGmina? Desde luego, a largo plazo alguien debera plan-
tearse generar ratones similares pero cuyos linfocitos T reconoz-
can aeroalérgenos.

Conclusiones

Quiza estos comentarios estén mds bien guiados por la
impaciencia o la voluntad de profundizar, de conocer mas sobre lo
que ocurre y como ocurre en el asma alérgica a través de este u otros
modelos. Por otro lado, algunas de las ideas que se lanzan, y que
pueden parecer una critica, quiza reflejen en el fondo la mayor
virtud del trabajo: lo que aqui se presenta urge a saber mads. ;/No es
ésa la esencia de la investigacion? Seguramente se ofreceran
algunos de esos datos en un futuro préximo. Conviene por lo tanto
ahondar en el modelo. Reviste especial interés la intensidad del
proceso de induccién y la magnitud de la respuesta que produce
ante el estudio de moléculas moduladoras (inhibitorias) en estudios
farmacologicos preclinicos. A este respecto, se sabe que a menudo
las diferencias que se observan quedan al limite de la significacion
estadistica. Una solucion es aumentar el nimero de animales (la
“n”), lo cual tiene limitaciones econémicas, éticas e incluso de carga
de trabajo; otra es disponer de un modelo con un proceso patologico
mas acusado, un modelo mas susceptible de ser modulado de
manera “estadisticamente visible”. Este trabajo va bien encaminado.
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