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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Historia del articulo: Introduccion y objetivo: Se ha sefialado que la ciclooxigenasa-2 (COX-2) ejerce una funcién protectora en
Recibido el 10 de septiembre de 2007 pacientes con asma mediante la produccién de la prostaglandina E,. Con el objetivo de reproducir dicho
Aceptado el 22 de abril de 2008 efecto en un modelo experimental y dilucidar los mecanismos implicados, hemos evaluado, en un modelo
On-line el 1 de abril de 2009 de asma alérgica en el raton, el efecto de la inhibicién de la COX-2 en la respuesta de las vias aéreas

expuestas a ovalblimina y en la actividad de los mastocitos.

Palabras clave: Material y métodos: Se sensibilizaron ratones a la ovalbimina (10 g, via intraperitoneal) y se reexpusieron a

A_Sma ) ovalbGimina al 0,5% por via intranasal. La mitad de los animales sensibilizados recibi6 tratamiento con rofecoxib
Cl'cloox1ger.1a.sa—2 (15mg/kg al dia, por via oral, durante la fase de reexposicion). Se evalud la funcion pulmonar mediante
Hiperreactividad pletismografia corporal antes y después de la reexposicion a ovalbtimina, y se establecio el grado de inflamacién
Mastocitos broncovascular. También se midi6 la concentracion sérica de la proteasa-1 de los mastocitos de raton.
Ratones sensibilizados a ovalbimina Resultados: Los ratones sensibilizados y tratados con rofecoxib mostraron una hiperreactividad bronquial 2,4
Rofecoxib veces mayor que los del grupo control a una concentracion de 100 mg/ml de metacolina. Asimismo, se aprecid
una clara tendencia hacia el empeoramiento del proceso inflamatorio en presencia de rofecoxib, aunque sin
significacion estadistica. Estos cambios se acompaiiaron de un aumento significativo de la actividad de los
mastocitos de la mucosa.
Conclusiones: La inhibicion farmacoldgica de la COX-2 durante la reexposicion a ovalbamina agrava la funcién
pulmonar, un fenémeno que consideramos se debe, al menos en parte, al incremento de la actividad de los
mastocitos de las vias aéreas.
© 2007 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.
A Cyclooxygenase-2 Selective Inhibitor Worsens Respiratory Function and
Enhances Mast Cell Activity in Ovalbumin-Sensitized Mice
ABSTRACT
Keywords: Background: Cyclooxygenase (COX)-2 activity has been said to have a protective effect in asthmatic
Asthma patients as a result of prostaglandin E, production. In order to elucidate the mechanisms involved, we
Cyclooxygenase-2 evaluated the impact of selective inhibition of COX-2 with rofecoxib during ovalbumin challenge, assessing
Hyperresponsiveness mast cell activity and airway response in a murine model of asthma.
Mast cell Material and methods: Mice were sensitized to ovalbumin (10 pg injected intraperitoneally) and further
Ovalbumin-sensitized mouse challenged with 0.5% intranasal ovalbumin. Half the sensitized animals were treated orally with rofecoxib
Rofecoxib (15 mg/kg/d during the challenge phase). Lung function was measured by whole body plethysmography

before and after exposure to ovalbumin. The severity of airway inflammation was evaluated by means of a
scoring system. Finally, the serum level of mouse mast cell protease-1 was determined as an indicator of
mucosal mast cell activity.

Results: Sensitized mice treated with rofecoxib exhibited 2.4-fold greater airway hyperresponsiveness than
did vehicle-treated mice at a methacholine concentration of 100 mg/ml. A clear trend toward worsening
airway inflammation in the presence of rofecoxib was observed, although the difference between
rofecoxib-treated and vehicle-treated animals was not significant. These changes were accompanied by a
significant increase in mucosal mast cell activity.

* Trabajo financiado por una subvencién (FIS PI060592) del Instituto de Salud Carlos III, del Ministerio de Sanidad.
* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: fernando.demora@uab.es (F. de Mora).

0300-2896/$ - see front matter © 2007 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.
doi:10.1016/j.arbres.2008.04.007


www.archbronconeumol.org
dx.doi.org/10.1016/j.arbres.2008.04.007
mailto:fernando.demora@uab.es

R. Torres et al / Arch Bronconeumol. 2009;45(4):162-167 163

Conclusions: Selective pharmacological inhibition of COX-2 during the challenge phase worsens airway
function in the ovalbumin -induced murine model of acute asthma. We suggest that this effect might be at
least partially explained by the increase in airway mast cell activity.

© 2007 SEPAR. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Se considera que las prostaglandinas son potentes mediadores
proinflamatorios, y se sabe que la prostaglandina E; (PGE;) induce
edema e hiperalgesia durante los ataques inflamatorios™?. Las
prostaglandinas son producto del metabolismo del acido
araquidonico por parte de la ciclooxigenasa (COX), que posee al
menos 2 isoformas: la COX-1 y la COX-2. Aunque la COX-1 se
expresa de forma constitutiva, la COX-2 estd inducida por
estimulos proinflamatorios y, por lo tanto, es fundamental
en la respuesta inflamatoria. Se ha propuesto la administracion
de antiinflamatorios no esteroideos (AINE) que inhiben la
COX-2 de modo no selectivo para tratar las enfermedades
inflamatorias®, especialmente en pacientes con intolerancia a los
AINE*>,

En el asma, la actividad de la COX-2 se ha asociado al desarrollo
de hiperreactividad de las vias respiratorias debido a su capacidad
para producir prostaglandina D,, un agente broncoconstrictor del
msculo liso del aparato respiratorio®. Sin embargo, hay evidencia
de que prostaglandinas como la PGE, y, por lo tanto, posiblemente
la COX-2, pueden ejercer efectos protectores sobre el asma. Por
ejemplo, la inhalacién de PGE, atenGia e incluso elimina por
completo el broncoespasmo inducido por alérgenos, el ejercicio y
ciertos AINE en pacientes con asma’~®. Por consiguiente, el
periodo refractario que normalmente sigue a un episodio inicial
de broncoespasmo inducido por el ejercicio parece acortarse con
la administracién de un inhibidor de la COX'®!!, En consonancia
con estas observaciones in vivo, células procedentes de las
vias respiratorias de pacientes con asma inducida por Ila
aspirina han mostrado poseer una capacidad reducida para
producir COX-2 o PGE, in vitro'>"”. Ademas, en animales con
bloqueo genético o farmacologico de la COX-1 y/o de la COX-2 se
ha observado que la reaccion respiratoria tras la exposicion a
alérgenos es mas intensa que la observada en animales de
control 822,

Aunque estas observaciones avalan que los productos de la
COX-2 ejercen una accion protectora frente a la inflamacion y el
broncoespasmo, estamos lejos de comprender los mecanismos
implicados. Los mastocitos de las vias respiratorias, que se sabe
estan implicados en el desarrollo del asma?3, presentan receptores
de PGE, en su superficie, donde algunos han demostrado reducir
la actividad de los mastocitos in vitro tras su activacién®#2>.
Puesto que los mastocitos producen una amplia gama de
mediadores proinflamatorios y broncotrépicos®3, el posible efecto
protector de la COX-2 en la respuesta asmatica in vivo puede
estar mediado por un efecto restrictivo de la PGE; en estas células.
En consecuencia, el empeoramiento observado en la inflamacién
de las vias respiratorias de modelos murinos con deficiencia
de COX'" podria explicarse por una mayor actividad de los
mastocitos.

Para evaluar con mayor profundidad el papel que desempefia la
COX-2 en la reactividad de vias respiratorias sensibilizadas y la
relevancia de los mastocitos en el proceso, inhibimos la COX-2 por
medio del farmaco selectivo rofecoxib en ratones sensibilizados a
la ovalbiimina. El farmaco se administrd sélo durante la fase de
exposicion a la ovalbimina, y se valor6 su efecto sobre la funcion
de las vias respiratorias, la inflamacion y la actividad de los
mastocitos de la mucosa.

Material y métodos
Modelo de ratones sensibilizados a ovalbiimina

Los estudios en animales se realizaron con la aprobacién del
Comité de FEtica de la Universitat Autdonoma de Barcelona.
Mediante una modificacién del protocolo de Kobayashi et al,
que esta bien establecido, se expuso a ovalbiimina (Sigma, Madrid,
Espafia) a ratones hembra Balb/c de edad adulta (6-8 semanas).
Brevemente, se indujo una sensibilizacion inicial a la ovalbamina
mediante la administracion de 2 inyecciones intraperitoneales de
10 pug de ovalbimina adsorbida en 1 mg de hidroxido de aluminio
(Pierce, Rockford, Illinois, EE.UU.) en los dias O (primer dia del
estudio) y 5, seguidas de varias exposiciones adicionales de
20 min con aerosol nebulizador, que contenia una soluciéon de
5mg/ml (0,5%) de ovalbimina y que se administro en los dias 12;
15; 18; 21,y 22.

Bloqueo selectivo de la ciclooxigenasa-2

Se distribuyeron los ratones en 2 grupos experimentales: uno
formado por ratones sensibilizados a la ovalbimina y tratados
s6lo con placebo (grupo control; n = 8), y otro constituido por
ratones sensibilizados a ovalbiimina y tratados con rofecoxib, un
inhibidor selectivo de la COX-2 (n = 7). Los animales de ambos
grupos se manipularon de forma idéntica, con excepcion del
tratamiento recibido, que fue rofecoxib (Vioxx, MSD, Madrid,
Espafia) o placebo (15 g de sorbitol en 5 ml de solucion salina). El
rofecoxib se administr6é por sonda oral para asegurar la adminis-
tracion de una dosis completa de 15 mg/kg en todos los ratones
tratados. Se administrd el farmaco durante 14 dias consecutivos,
habiéndose iniciado el tratamiento un dia antes de la primera
exposicion a ovalbamina (es decir, el dia 11); después de dicho
periodo se sacrificaron los animales. Por consiguiente, los ratones
tratados recibieron rofecoxib durante todo el proceso de exposi-
cion al alérgeno, pero no durante la fase inicial de sensibilizacion.
Los ratones estuvieron bajo observacion diaria a fin de detectar
posibles efectos adversos al fairmaco, y para ello se sigui6 un
protocolo de supervision que incluia la valoracion del aspecto del
pelaje, la postura corporal, la presencia de secreciones, el
comportamiento y una respiracion anormal.

Evaluacion de la funcién de las vias respiratorias

Para evaluar la funcién de las vias respiratorias de los ratones
de ambos grupos se les realizd6 una pletismografia de cuerpo
entero no invasiva (WBP, Buxco, Winchester, Reino Unido). Esto
permiti6 valorar la reactividad de las vias respiratorias a la
metacolina 2 veces en el mismo animal: antes y después de la
exposicion a la ovalbimina. La funcién de las vias respiratorias
medida antes de la sensibilizacion (es decir, el dia 2 del estudio) se
tom6 como referencia de la reactividad bronquial. También se
evalu6é la reactividad de las vias respiratorias en los ratones
sensibilizados a la ovalbimina el dia 23, al cabo de 24h de la
Gltima exposicion a la ovalbimina. Para ello se colocaron los
ratones de ambos grupos, conscientes, en las camaras de
pletismografia con flujo de aire controlado y se les expuso a una
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solucion salina tamponada con fosfato mediante nebulizacion,
seguida de dosis crecientes de metacolina nebulizada (3; 10; 30, y
100 mg/ml). La reaccion de las vias respiratorias a la metacolina se
promedid a partir de lecturas realizadas durante un registro de
5min y se expresd como valores Penh, un indicador adimensional
de la hiperreactividad de las vias respiratorias?’?8. También se
calculé la concentracion de metacolina que producia el 200% de la
respuesta basal (ECyqp) y se compard entre amobs grupos.

Evaluacion de la inflamacién de las vias respiratorias

Para valorar la inflamacion subyacente se realizé6 un andlisis
histologico de los pulmones tanto de los ratones sensibilizados a
la ovalbimina como de aquéllos sin sensibilizar. Para la evalua-
cion histologica, el dia 24 se sacrificaron ratones expuestos a
ovalbimina, tanto del grupo tratado con rofecoxib como del
tratado con placebo, y 3 animales sin sensibilizar que se utilizaron
como controles. Se extirpd el pulmén izquierdo, se realizd una
perfusion de las vias respiratorias para eliminar cualquier
obstruccion y se sumergio el tejido en formaldehido al 10% para
su procesamiento histoléogico. El tejido se impregn6 en parafina y
se obtuvieron 6 secciones (4 um) de 3 zonas pulmonares distintas
por cada animal. Las secciones se tifleron con hematoxilina y
eosina con objeto de valorar la inflamacion, para lo cual se utilizd
un sistema de puntuacion que tenia en cuenta tanto el niimero de
acumulaciones focales de células inflamatorias alrededor de las
estructuras broncovasculares como su tamafio. Dos investigadores
experimentados, que desconocian la asignacion de grupos,
realizaron un recuento de las acumulaciones focales, definidas
como sitios donde las células inflamatorias se agrupaban
alrededor de un bronquio y/o de un vaso. Brevemente, para el
proceso se seleccionaron de forma aleatoria 4 estructuras
broncovasculares por seccion, se contaron las acumulaciones de
células inflamatorias por estructura y se asigné una puntuacion
(0 para una acumulacién; 1 para 2-3 acumulaciones; 3 para 4-5
acumulaciones, y 5 para 6 o mas acumulaciones). Para determinar
el tamafio de las acumulaciones focales, se contaron las capas
celulares dentro de las acumulaciones mas grandes alrededor de
cada estructura y se aplico un sistema similar de puntuacion
(1 para 1-4 capas; 3 para 5-9 capas; 5 para 10-16 capas, y 7 para
17 o0 mas capas). La gravedad de la inflamaci6n se expres6 como la
suma de las 2 puntuaciones.

Evaluacion de la actividad de los mastocitos

Los mastocitos de mucosa son la poblacion celular mas
predominante en las vias respiratorias®®. Su actividad puede
evaluarse determinando la concentracion del mediador especifico
de los mastocitos de mucosa, esto es, la proteasa-1 de los
mastocitos de raton (mMCP-1). El dia 24, se exsanguinaron
ratones sensibilizados de ambos grupos y se congelaron los
sueros a —20°C hasta el momento del analisis. Se midi6 la
concentraciéon sérica de la mMCP-1 mediante una técnica de
andlisis inmunoenzimatico especifico (ELISA), siguiendo las
instrucciones del fabricante (MS-RM3, Moredun Cientific Ltd.,
Penicuik, Escocia, Reino Unido).

Andlisis estadistico

La reactividad de las vias respiratorias a la metacolina se
expres6 como el incremento del valor Penh tras la exposicion a la
metacolina frente a la solucion salina tamponada con fosfato. Se
realizaron 2 comparaciones estadisticas: a) el incremento Penh
antes de la sensibilizaci6én a la ovalbimina se compard en los
mismos animales con su aumento tras la exposicion mediante la

prueba de la t de Student para muestras apareadas, y b) el
aumento del valor Penh en los ratones sensibilizados tratados con
rofecoxib se compard con el de los ratones sensibilizados sin tratar
mediante la prueba de la t de Student para muestras no apareadas.
Por dltimo, la intensidad de la inflamacioén y las concentraciones
de mMCP-1 se compararon también entre grupos con la prueba de
la t de Student no apareada. En todos los casos la significacion
estadistica se establecio en valores de alfa de 0,05.

Resultados

Tras la administracion oral de rofecoxib no se observaron
diferencias clinicas, conductuales, posturales ni fenotipicas entre
los ratones tratados y aquéllos sin tratar.

Funcion respiratoria

La respuesta de las vias respiratorias a la metacolina antes y
después de la sensibilizacion a la ovalbamina, tanto en los ratones
tratados con rofecoxib como en aquéllos sin tratar, se muestra en
la figura 1. La respuesta bronquial al aumento de las concen-
traciones de metacolina antes de la sensibilizacién a la ovalba-
mina fue similar en ambos grupos. Como se observa en la figura 1,
el valor Penh aumenté con la exposicion a la ovalbimina tanto en
los ratones tratados con rofecoxib como en los que no recibieron
tratamiento. Sin embargo, la hiperreactividad de las vias respira-
torias, segiin mostrd el aumento de Penh en la curva de dosis-
respuesta a la metacolina, fue significativamente mayor en los
ratones tratados con rofecoxib y sensibilizados a la ovalbamina.
Estos datos se confirmaron mediante las comparaciones de la
ECo00: la diferencia entre la ECyoo media (+error estandar
de la media) de los ratones sensibilizados a la ovalbimina sin
tratar (7,62+0,5mg/ml) y la ECyo0 media de los tratados con
rofecoxib (3,34+0,62 mg/ml) fue estadisticamente significativa
(p<0,0005).

Inflamacion de las vias respiratorias

La puntuacion fue reproducible con una concordancia elevada
entre observadores (r?=0,99; p<0,001). Todos los ratones
sensibilizados a la ovalbimina, tanto los tratados con rofecoxib
como aquéllos sin tratar, desarrollaron una respuesta inflamatoria,
mientras que los animales no sensibilizados que se utilizaron
como controles en la evaluaciéon histoloégica no manifestaron
signos de inflamacion (fig. 2). Los eosinoéfilos y las células
mononucleares eran predominantes en las zonas perivascular y
peribronquial de los pulmones inflamados. La inflamacion se
manifestd por lo general como acumulaciones focales de células
inflamatorias alrededor de las estructuras broncovasculares, pero
ocasionalmente también se observaron células diseminadas. En la
figura 3 se ilustra el grado de inflamacién de los ratones
sensibilizados a la ovalbimina sin tratar y los tratados con
rofecoxib, cuantificada segln el sistema de puntuacion descrito
anteriormente. Se observo una tendencia (p = 0,09) hacia pun-
tuaciones mas elevadas en los animales tratados con rofecoxib;
sin embargo, la diferencia entre los ratones tratados y sin tratar no
fue significativa. Un resultado analogo se obtuvo en el recuento de
eosinofilos por milimetro cuadrado (area de la seccion histol6-
gica): se observd una media de 6,22+2,0células/mm? en los
animales tratados con placebo y de 10,69 + 3,47 células/mm? en
los tratados con rofecoxib (p = 0,2). Por tltimo, se observd una
correlacion significativa entre la respuesta de las vias respiratorias
a 100mg/ml de metacolina y el grado de inflamacién en los
ratones sensibilizados (fig. 4) (r*> = 0,38; p = 0,019).
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Figura 1. Respuesta bronquial a un aumento de la concentracién de metacolina en
ratones sin tratar (a) y ratones tratados con rofecoxib (b), antes (cuadrados) y
después (circulos) de la sensibilizacién de las vias respiratorias con ovalbiimina. La
reaccion a la metacolina antes de la sensibilizaci6n a la ovalbimina fue similar en
ambos grupos (cuadrados en ambos graficos). La hiperreactividad de las vias
respiratorias de los ratones sensibilizados sin tratar alcanzé un aumento de Penh
medio (+error estindar) de 6,94 +1,80 a una dosis de metacolina de 100 mg/ml;
este valor estaba significativamente por debajo del aumento de Penh obtenido en
los ratones sensibilizados y tratados con rofecoxib a la misma concentracién de
metacolina, que fue de 16,86 +4,04. Notese que las escalas en las coordenadas y de
ambos graficos son distintas debido a que el orden de magnitud de las respuestas
de las vias respiratorias a la metacolina en los 2 grupos fue diferente.

Los datos representados son medias, y las barras de error corresponden al error
estandar de la media. La significacién estadistica se estableci6 en valores de
p<0,05 (prueba de la t de Student para datos apareados en que se comparaba el
valor de Penh antes y después de la sensibilizacién a la ovalbamina).

PBS: solucion salina tamponada con fosfato.

“Valores significativos.

Actividad de los mastocitos

Como se muestra en la figura 5, la concentracién sérica de
mMCP-1 fue mas de 2 veces mayor en los animales sensibilizados
a la ovalbimina y tratados con rofecoxib que en aquéllos sin tratar
(9,44+2,3 frente a 4,3+ 0,8 ng/ml, respectivamente).

Discusion

Hemos mostrado que, en un modelo murino de asma aguda, el
bloqueo farmacolégico selectivo de la actividad de la COX-2 con
rofecoxib durante la exposicion a la ovalbimina aumenta la
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Figura 2. Microfotografias de las vias respiratorias bajas de los ratones no
sensibilizados (a) y sensibilizados sin tratar (b). Los animales sin sensibilizar no
mostraron ningln signo de inflamacion, mientras que los sensibilizados pre-
sentaban acumulaciones focales de células inflamatorias alrededor de las
estructuras broncovasculares (flecha). El infiltrado se componia en gran parte de
células mononucleares, con un nimero elevado de eosindfilos. Las imagenes son
representativas de observaciones procedentes de los grupos estudiados.
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Figura 3. Grado de inflamacion en los pulmones de ratones sensibilizados y
tratados con rofecoxib, un inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa-2, y de animales
de control sensibilizados y tratados con placebo en solucién salina. La puntuacién
para la inflamacién fue mayor en los ratones tratados con rofecoxib, pero la
diferencia no alcanzé la significacion estadistica (p = 0,09). Los datos representa-
dos son las medias, y las barras de error corresponden al error estindar de la
media.
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Figura 4. Correlacion significativa entre la reactividad de las vias respiratorias
(Penh) a una concentracion de metacolina de 100 mg/ml y el grado de inflamacién
(puntuacién). p<0,05 para un coeficiente de determinacién (r?) de 0,3813; es
decir, el 38% de la variabilidad de Penh puede explicarse mediante la variacion de
la inflamacion.
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Figura 5. Concentracion sérica de proteasa-1 de mastocitos de raton (mMCP-1) en
animales tratados con rofecoxib y animales sensibilizados sin tratar, medida
mediante un andlisis inmunoenzimatico 48 h después de la Gltima exposicién a la
ovalbimina. Los datos representados son las medias, y las barras de error
corresponden al error estandar de la media.

‘p<0,05.

respuesta de las vias respiratorias ante la metacolina, y que dicho
aumento se acompafa de un incremento de la actividad de los
mastocitos de la mucosa. Nuestros resultados también indican
que la inflamacién subyacente de las vias respiratorias empeora
en los ratones sensibilizados y tratados con el inhibidor selectivo
de la COX-2.

El empleo de una técnica no invasiva (pletismografia de cuerpo
entero) para evaluar la funcion de las vias respiratorias nos
permitié6 medir la reactividad bronquial en los mismos ratones
antes y después de la sensibilizacion de las vias respiratorias. Por
consiguiente, los ratones sirvieron de controles de si mismos
dentro de cada situacion experimental. Con este enfoque
observamos que el inhibidor de la COX-2 rofecoxib provocé un
empeoramiento de la hiperreactividad de las vias respiratorias en
los ratones sensibilizados en 2 ambitos; en primer lugar, indujo
una reaccién mas pronunciada ante la metacolina, y en segundo
lugar, favoreci6 el desarrollo de una respuesta a concentraciones

inferiores de metacolina, segiin indica el valor ECq9, que revelaba
una reactividad incrementada de las vias respiratorias en
presencia de rofecoxib. Es interesante observar que la actividad
de los mastocitos se duplico con el rofecoxib, segiin demostro el
aumento sostenido de la concentracién sérica de mMCP-1 aun al
cabo de 48h de la Gltima exposicion a la ovalbimina. Aunque
nuestro enfoque experimental no permite establecer de forma
concluyente una relacién causal, parece probable que haya un
vinculo directo entre el aumento observado de la actividad
mastocitica y la potenciacién de la reactividad bronquial®®. Harian
falta experimentos adicionales para dilucidar la relacién entre el
rofecoxib y los mastocitos; no obstante, es posible proponer de
forma provisional que el mecanismo que subyace en el aumento
observado implica la expresion de receptores que inhibirian su
degranulacion de la PGE, por parte de los mastocitos de las vias
respiratorias®*?>, Por lo tanto, la potencial disminucién de la
produccion de PGE, causada por el rofecoxib podria abolir el
efecto inhibitorio que esta prostaglandina pudiera ejercer en
dichas células, con lo que aumentaria la actividad de los
mastocitos. Seglin esta hipotesis, aunque los inhibidores selectivos
de la COX-2 se consideran en general seguros para los pacientes
con asma inducida por la aspirina®*®, se deberia analizar la
relevancia de los mastocitos en la mediacion, al menos parcial,
de los efectos adversos inducidos por los AINE a través de un
mecanismo similar. Finalmente, hay que sefalar que, aunque la
inclusion de otro grupo experimental con ratones tratados con
rofecoxib pero no sensibilizados hubiera ayudado a descartar un
posible efecto directo de los AINE sobre la reactividad de las vias
respiratorias en estos ratones, creemos que esta posibilidad es
improbable, ya que no se ha descrito que este u otros inhibidores
de la COX-2 tengan efectos sobre la funcion normal de las vias
respiratorias o sobre una mayor actividad de los mastocitos en
ratones o seres humanos. Aunque otros autores han observado
que los inhibidores selectivos de la COX acentdian la hiperreacti-
vidad de las vias respiratorias ante la metacolina intravenosa2%?!,
nunca se ha sefialado que la modulacioén de los mastocitos pudiera
ser un factor contribuyente. Proponemos un mecanismo depen-
diente de los mastocitos para explicar el empeoramiento de la
hiperreactividad en las vias respiratorias bajo un bloqueo
farmacologico (AINE) de la COX en ratones. Esto es particular-
mente interesante porque los estudios del asma inducida por AINE
han revelado cambios en la actividad mastocitica®*>!, aunque
nunca se haya propuesto un vinculo entre tal aumento de la
actividad y la reducciéon de la produccién de prostanoides.

Es interesante observar que en un estudio en que se administro
nimesulida, otro inhibidor de la COX-2, a ratones sensibilizados y
deficientes en COX-2 (—/—), y a ratones normales, Nakata et al??
no observaron cambios en la hiperreactividad de las vias
respiratorias de estos ratones al compararlos con ratones
sensibilizados y sin tratar. Segln se sefiala en un estudio anterior
con un enfoque experimental similar'®, la falta de alteracion en la
hiperreactividad de los ratones modificados puede explicarse por
el desarrollo de mecanismos compensatorios en los animales
knockout. Ademas, el modo en que Nakata et al?? bloquearon la
actividad de la COX-2 en su estudio podria haber interferido en la
capacidad de detectar posibles diferencias funcionales. En primer
lugar, el tratamiento implicaba administrar el agente bloqueador 3
veces durante el protocolo de sensibilizacion de las vias
respiratorias, en contraposicion con nuestro protocolo, que
suponia una administracion diaria durante toda la fase de
exposicion a la ovalbimina. En segundo lugar, el fairmaco que
emplearon, la nimesulida, es un inhibidor de la COX-2 menos
selectivo que el rofecoxib. Habria que determinar el grado en que
nuestro enfoque, mas agresivo, para inhibir la COX-2 puede
explicar el efecto sobre la reactividad de las vias respiratorias,
pero parece probable que, para imitar una deficiencia en la
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regulacion de esta enzima, que puede tener lugar de forma
natural, la inhibicion farmacolégica de la COX-2 requiere un
bloqueo fuerte y sostenido en el curso de la exposiciéon. También
parece razonable pensar que, con independencia de la intensidad
de la inhibicion, es probable que haya un efecto distinto sobre la
funcion respiratoria segin la COX-2 se inhiba durante la
sensibilizacion o durante la fase de exposicion. Por tltimo, Nakata
et al?? utilizaron una concentraci6on maxima de metacolina
bastante baja (20mg/ml) y la cepa de ratones que estudiaron
fue la C57BL/6]. Por lo tanto, las discrepancias entre nuestros
resultados y los suyos respecto a la funcion respiratoria pueden
explicarse en gran parte por las diferencias metodologicas.

El sistema de puntuacién que desarrollamos, basado en
métodos publicados con anterioridad?®, tuvo en cuenta tanto el
nimero de acumulaciones focales de células inflamatorias como
su tamario. No se observd ninguna diferencia estadistica entre los
animales tratados con rofecoxib y aquéllos sin tratar. Sin embargo,
basandonos en 3 conjuntos de datos, proponemos que parece
haber una tendencia hacia una inflamacion de las vias respirato-
rias mas pronunciada en los animales con la COX-2 inhibida. En
primer lugar, el aumento de la puntuacion de la inflamacion fue
constante en cada animal, lo que indica que en un grupo mas
numeroso los resultados podrian adquirir significacion estadistica.
En segundo lugar, se aprecid una correlacion entre las puntuacio-
nes de la inflamacion y la respuesta de las vias respiratorias a la
metacolina en los animales tratados con rofecoxib. Esto es
compatible con la idea de que la inflamacién desempefla un
papel en el desarrollo de la hiperreactividad de las vias
respiratorias en el modelo murino utilizado, y avala la hipotesis
de que la mayor reactividad bronquial que se observa con el
bloqueo de la COX-2 podria estar causada, al menos en parte, por
un empeoramiento de la inflamacion de las vias respiratorias. En
tercer y Gltimo lugar, es posible que el aumento de la actividad de
los mastocitos de la mucosa que hemos observado de lugar a un
aumento de la inflamacion.

Es necesario investigar mas para confirmar si la inhibicion
farmacologica de la COX-2 afecta a la inflamacion de las vias
respiratorias y evaluar los mecanismos implicados. Sin embargo,
nuestros resultados indican que una inhibicién fuerte y sostenida
de la COX-2 durante la exposicion a alérgenos conduce a una
alteracion de la funcion de las vias respiratorias, e invitan a pensar
que este efecto estd asociado a un aumento de la inflamacion
subyacente. Nuestra principal aportaciéon consiste en sefialar la
potencial relevancia de una mayor actividad de los mastocitos
relacionada con los efectos observados con el tratamiento con
rofecoxib. Finalmente, nuestros datos respaldan la hipdtesis de
que en el desarrollo del asma alérgica podria haber una regulacion
anormal de la COX-2.
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