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RESUMEN

PNEUMONIA MODEL

LLos modelos experimentales de neumonia se
utilizan desde antes del uso clinico de las sulfami-
das. Los animales utilizados han sido diversos,
como perros, cobayas, ratas y ratones, que pue-
den ser inoculados por aspiracion o por inhalacion
de aerosoles, entre otros métodos. Las bacterias
utilizadas han sido multiples, mas frecuentemen-
te cocos grampositivos y bacilos gramnegativos. Se
describen los modelos mas comunes, los que uti-
lizan ratones y cobayas, asi como los modelos de
neumonia cronica. Las ventajas del modelo es que
es discriminativo, 0 sea, se asemeja a las condi-
ciones en las cuales se produce la neumonia en
humanos. Las limitaciones son la farmacocinética
diferente de los antimicrobianos en los animales
de experimentacion y el relativamente gran inécu-
lo utilizado, en comparacién a lo que ocurre en hu-
manos. Por estas razones sus resultados deben
ser trasladados con precaucion a la clinica huma-
na. A pesar de estas limitaciones, los modelos de
neumonia han permitido conocer aspectos de la
patogenia de la enfermedad, de los fenémenos in-
flamatorios que se producen como causantes de
la lesion pulmonar y de los mecanismos de la in-
suficiencia respiratoria. Los modelos de neumonia
cronica han permitido conocer aspectos relacio-
nados con la infeccién en la fibrosis quistica y la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Final-
mente, los modelos experimentales de neumonia
han contribuido al conocimiento de la eficacia de
distintos antimicrobianos en neumonias causadas
por distintos microorganismos y de las caracteris-
ticas farmacodinamicas relacionadas con la efica-
cia del tratamiento.
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Experimental models of pneumonia had been
used before the clinical use of sulfonamides. Dif-
ferent animal species have been used, as dogs,
guinea pigs, rats, and mice, which may be ino-
culated by aspiration or by aerosol chambers,
among other methods. Multiple bacteria have
been used, more frequently grampositive cocci
and gramnegative bacilli. The more common mo-
dels, those using mice and guinea pigs, and the
chronic pneumonia models, are described. The
pneumonia models have the advantage to be a
discriminative model, simulating human infection
as closely as possible. The main limitations are
the different pharmacokinetics of antimicrobials
in animals, compared to human beings, and the
relatively large inoculum used in the aspiration
model. For these reasons, their results must be
undertaken with caution when extrapolated to the
clinical. In spite of these limitations, the pneumo-
nia experimental models have contributed to the
knowledge on the pathogenesis of the disease, on
the inflammatory process causing lung damage,
and on the mechanisms of the respiratory failure
in the pneumonias. Chronic pneumonia models
have been used to study aspects related to the in-
fection in the cystic fibrosis and in the chronic
obstructive pulmonary disease. Finally, the expe-
rimental models of pneumonia have contributed
to the knowledge about the efficacy of different
antimicrobials, in pneumonias caused by multi-
ple microorganisms, and to know the pharmaco-
dinamic parameters related with the efficacy of
the treatments.

Key words:
Experimental model. Pneumonia pathology. The-
rapy.
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Introduccion histoérica

Los modelos experimentales de neumonia
bacteriana se han descrito desde antes del uso
clinico de las sulfonamidas en 1936!. Este mo-
delo se ha empleado para estudios sobre pato-
genia de la neumonia?, la farmacocinética de los
antimicrobianos en el pulmén, y para estudiar la
eficacia de distintos antimicrobianos en neu-
monias producidas por distintos agentes3. Los
primeros modelos de neumonia experimental
fueron casi exclusivamente neumonias neumo-
cocicas. Posteriormente, ante el aumento de
casos en humanos de neumonias por bacilos
gramnegativos y Staphylococcus aureus, se de-
sarrollaron modelos experimentales de neumo-
nias causadas por estos microorganismos, inclu-
yendo Pseudomonas aeruginosa®, Klebsiella
pneumoniae®, Legionella pneumophila®y Hae-
mophilus influenzae®.

Para los modelos experimentales de neumo-
nia bacteriana se han utilizado diversas espe-
cies animales, incluyendo perros, cobayas, ra-
tas y ratones. De igual manera, la forma de
inoculacion ha sido diversa. El modelo de aspi-
racion fue de los primeros en utilizarse, a través
de una instilacion intratraqueal o intrabron-
quial’. Otros modelos desarrollaron la utilizacién
de aerosoles, en camaras para tal efecto, para
introducir el indculo en vias respiratorias, lo que
facilita la inoculacién simultéanea de varios ani-
males8®. Un problema en el modelo de neumo-
nfa experimental es la dificultad de lograr un
modelo reproducible de neumonia mortal. Para
ello se han usado varios métodos, el mas prac-
tico de los cuales es la mezcla de in6culo con
mucina gastrica porcinal-1°.

Los modelos experimentales de neumonia
bacteriana se han utilizado de forma cada vez
mas frecuente para estudios preclinicos del de-
sarrollo de nuevos antimicrobianos, pero también
para la evaluacion de la actividad in vivo de anti-
microbianos antiguos frente a bacterias con dis-
tintos mecanismos de resistencia.

Modelos de neumonia experimental

Entre los modelos experimentales anterior-
mente especificados, los mas frecuentes son los
que utilizan ratones, ratas y cobayas. La eleccion
de una especie animal u otra dependera de las
caracteristicas de la bacteria que se quiere estu-
diar, que debe producir una infeccién reproduci-
ble y eventualmente fatal, lo que vendra condi-
cionado por los objetivos del estudio, asi como
por la farmacocinética de los antimicrobianos
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que se utilizaran, por la facilidad del modelo y por
el coste. Existen modelos de neumonia aguda y
de neumonia cronica.

Modelos de neumonia aguda

Descripcion del modelo de neumonia en ratones.
Un modelo de neumonia bacteriana experimen-
tal frecuentemente empleado es el que utiliza ra-
tones, inmunocompetentes o neutropénicos. El
modelo en ratones neutropénicos, mediante la
administracion de ciclofosfamida, se utiliza cuan-
do se usan bacterias con escasa virulencia para
el raton, con el objetivo de facilitar el estableci-
miento de la infeccion. Se detallara un modelo de
neumonia por Acinetobacter baumannii, repro-
ducible, que produce una mortalidad en el grupo
control del 100 %19y que puede servir de refe-
rencia para neumonias experimentales por otros
agentes.

Para la producciéon de neumonia experimental
se utiliza una modificacion del modelo de Espo-
sito y Pennington®’, utilizando ratones inmuno-
competentes C57BL/6, hembras, con peso de
14-16 g. Los animales se anestesian con 15 l
de tiopental sddico al 5 % intraperitoneal. Una
vez anestesiado el animal, se administra el inécu-
lo por via intratraqueal. Para ello, se suspende al
animal verticalmente y con el cuello en hiperex-
tension. Se canaliza la traquea por via oral con
una aguja metalica de punta roma conectada a
una jeringa Hamilton (Hamilton Co., Reno, NV)
conteniendo 50 wl del inéculo bacteriano, desli-
zandola hasta sentir el contacto de la aguja roma
con el cartilago traqueal. Se inocula lentamente
(2-3 min) para evitar la asfixia y la deglucién del
indculo. Al finalizar la inoculacién el animal per-
manece durante 3 min en posicion vertical para
evitar que el inéculo pase a la via digestiva o al ex-
terior y posteriormente en decubito lateral a 30°
hasta que despierte.

Se utiliza un in6culo bacteriano de aproxima-
damente 108 unidades formadoras de colonias
(UFC)/ml, preparado a partir de un cultivo en
TSB a 37 °C durante 18 h mezclado al 50 %
con mucina gastrica porcina (M-2378; Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo.) diluida en suero
salino al 10 %. Para conocer el tamafio exacto
del indculo empleado, se realizan diluciones
seriadas, sembrandose 100 wl de cada dilucién
en placas de agar-sangre e incubandolas
18-24 h a 37 °C.

En otros modelos de neumonia experimental
en ratones, la infeccién se puede producir a tra-
vés de la instilacion intranasal de gérmenes par-
ticularmente virulentos!!.
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Tras la infeccion, en los experimentos para es-
tudiar la eficacia de distintos antimicrobianos, los
animales son adscritos a diversos grupos de tra-
tamiento y grupos controles, con la dosificacion,
intervalos, tiempo de comienzo del tratamiento y
duracién de éste que méas convenga al experi-
mento. Durante éste se evalla la mortalidad de la
infeccion durante el tiempo prefijado, tanto en el
grupo control como en los animales tratados. El
tratamiento antimicrobiano en este modelo hay
que comenzarlo a las 4 h tras la inoculacion para
evitar la mortalidad precoz que se produce en los
grupos controles.

Para la realizacion de estudios farmacocinéti-
cos se realizan extracciones de sangre seriada-
mente tras la administracion de una dosis de los
antimicrobianos. Para ello, en el animal aneste-
siado con 0,1 ml de tiopental sédico al 5% intra-
peritoneal se realiza un corte en el plexo periorbi-
tario, extrayéndose aproximadamente 300-500
de sangre mediante un tubo Microtainer con se-
parador, en la cual se determinaran las tasas de
antimicrobianos, calculandose después la Crax,
el area bajo la curva concentracion/tiempo, la se-
mivida de eliminacion (t12) y el tiempo en que las
concentraciones plasmaticas permanecen por
encima de la concentracion minima inhibitoria
(CMI). Se utilizan grupos de 3 ratones por cada
tiempo de la curva que se desea obtener, que ha-
bitualmente consta de 5 a 8 puntos distintos para
poder determinar todas las variables farmacoci-
néticas. Una vez realizadas las extracciones los
animales son sacrificados.

Tras finalizar el experimento disefiado, los
animales supervivientes son sacrificados 4 h
después de la Ultima dosis de antibiético me-
diante la administracion de 0,2 ml de tiopental
sodico al 5% intraperitoneal. Con técnica asép-
tica se procede a la apertura toracica a la altu-
ra del esternén con tijeras y pinzas estériles,
manteniéndose el térax abierto con un separa-
dor. Posteriormente, y mediante una jeringa
con aguja subcutéanea, se realiza una puncién
intracardiaca para exanguinar al animal y reali-
zar hemocultivos cualitativos. A continuacién se
extraen pulmones y corazén en un bloque, pro-
cediéndose sobre una placa de Petri estéril a la
separaciéon cuidadosa de los pulmones, los
cuales se pesan en un balanza de precision y
se homogeneizan (Stomacher Lab-Blender 80,
Fisher Sc.) durante 2 min, procediéndose en-
tonces a realizar cultivos cuantitativos median-
te diluciones seriadas del liquido del homoge-
neizado, refiriéndose los resultados como logo
UFC/g de pulmén. Junto a la mortalidad ante-
riormente comentada, las variables que se ana-

lizan son el niumero de pulmones estériles y el
aclaramiento bacteriano desde el pulmon.

Grupos de animales pueden ser adscritos para
la realizacion de estudios histopatolégicos de los
pulmones para comprobar la produccion de neu-
monia experimental y estudiar la celularidad en
el tejido pulmonar. Para ello, los pulmones sin
homogeneizar se fijan en formaldehido al 10 %,
incluyéndose posteriormente en parafina, se sec-
cionan mediante un microtomo y se realizan las
tinciones apropiadas.

Descripcion del modelo de neumonia en coba-
yas. Otro modelo empleado es el de neumonia en
cobayas. Se especifican las fases de este mode-
lo utilizando igualmente como in6culo A. bau-
mannii. Se utilizan animales de 350-400 g de
peso. Los animales son anestesiados mediante la
administracion de 100 mg/kg de ketamina por via
intraperitoneal y, ademas, 0,2 ml de lidocaina al
2 % por via subcutanea en la regién anterior del
cuello. La posicion del animal una vez anestesia-
do debe ser en decubito supino con la cabeza le-
vantada con una inclinacion de 30° sobre el pla-
no horizontal. Con el cuello hiperextendido se
rasura la region cervical anterior. Posteriormente,
mediante técnica aséptica, se practica una inci-
sién en la linea media del cuello de unos 15 mm
de longitud, procediéndose a continuacion a la
diseccion por planos hasta lograr la exposicion de
la traquea del cobaya.

La infeccion se realiza a través del espacio en-
tre dos anillos traqueales, con aguja de 25 G, ins-
tilandose 0,25 ml del in6culo, en 3-4 min, que
consiste en una suspension concentrada me-
diante centrifugacion previa de A. baumannii en
fase de crecimiento logaritmico (cultivo previo du-
rante 4 h en caldo de Mueller-Hinton), mezclada
al 50 % con una solucién de mucina gastrica por-
cina (M-2378; Sigma Chemical Co., St Louis,
Mo.) diluida al 10 % en suero salino. El tamafio
del indculo es de aproximadamente 1010 UFC/ml.
Posteriormente, se mantiene al animal durante
30-45 s en posicion vertical para asegurar la co-
rrecta distribucion del indculo a través del tejido
pulmonar.

Tras la infeccion, en los disefios para cono-
cer la eficacia de distintos antimicrobianos, los
animales son adscritos a diversos grupos de tra-
tamiento y grupos controles, con la dosificacion,
intervalos, tiempo de comienzo del tratamiento
y duracion de éste que mas convenga al experi-
mento. Durante éste se anota la mortalidad de
la infeccion durante el tiempo prefijado, tanto
en el grupo control como en los animales tra-
tados.
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Se pueden realizar extracciones de sangre se-
riadamente tras la administracion de una dosis
de los antimicrobianos para el analisis farmaco-
cinético. Para ello, en el animal anestesiado
como anteriormente se ha especificado, se reali-
Za una puncioén cardiaca a través la zona subxi-
foidea, extrayéndose 0,5-1 ml de sangre para de-
terminar las tasas de antimicrobianos, y se
calculan los parémetros farmacocinéticos como
se ha mencionado anteriormente. Se utilizan gru-
pos de 3 cobayas por cada tiempo de la curva
que se desea obtener, que habitualmente cons-
ta de 5 a 8 puntos distintos para poder calcular
todas los variables farmacocinéticas.

Tras finalizar el experimento se procede al sa-
crificio de los animales para el procesamiento de
las muestras tisulares, con una inyeccion letal de
pentobarbital intraperitoneal. Con el cobaya en
decubito supino se procede a toracotomia “en
coraza”, quedando la linea formada por ambas
claviculas y articulaciones esternoclaviculares a
modo de bisagra. De esta manera permanecen
expuestos el corazén, los grandes vasos y ambos
pulmones. Entonces se puede proceder a la ex-
traccion de hemocultivos mediante puncién in-
tracardiaca con aguja de 25 G y aspiracion de
1 ml de sangre. Posteriormente se realiza la ex-
traccion en bloque del corazén, los grandes va-
sos y los pulmones. Sobre una gasa o placa de
Petri estéril se disecan los tejidos para separar los
pulmones integramente. Tras pesar los pulmones
se homogeneizan (homogeneizador de tejidos,
Stomacher 80) y se realizan cultivos cuantitativos,
refiriéndose los resultados como logio UFC/g de
pulmoén. Como en el modelo de neumonia en ra-
tones, las variables que se analizaran son la mor-
talidad, el niumero de pulmones estériles y el
aclaramiento bacteriano desde el pulmon.

Modelos de neumonia crénica

Se han desarrollado modelos de infeccion pul-
monar cronica, utilizando un inéculo en el cual
las bacterias son introducidas dentro de glébulos
de agar, con el objetivo de restringir la fagocitosis
y asi disminuir el aclaramiento bacteriano del pul-
mon?2. Estos modelos fueron descritos original-
mente en ratas por Cash et al'3, comprobandose
que P. aeruginosa permanecia en los pulmones
de las ratas al menos 35 dias, mientras que si las
bacterias se inoculaban en suspension libre eran
aclaradas casi completamente después de
3 dias. Un modelo de neumonia crénica por P.
aeruginosay Burkholderia cepacia se ha desa-
rrollado también en ratones, persistiendo las bac-
terias en pulmoén a la misma concentracion du-
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rante 21 dias!4. De igual manera, se ha descrito
un modelo en ratas de infeccién pulmonar croni-
ca por H. influenzae'?, con infeccién pulmonar
hasta 14 dias, y con cambios histolégicos, asi
como una respuesta inmunitaria humoral eleva-
da similar a la encontrada en pacientes con en-
fermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)2°.
Para el modelo de neumonia crénica por P. ae-
ruginosa se ha desarrollado un modelo que in-
cluye las bacterias en glébulos de alginato, con
los mismos resultados que utilizando glébulos de
agar'6,

Ventajas y limitaciones del modelo
experimental

El modelo de neumonia experimental pertene-
ce a los modelos discriminativos, disefiados para
simular la produccion de la infeccién lo mas pa-
recida a la que ocurre en seres humanos. Como
tal, retine los criterios ideales de los modelos ex-
perimentales discriminativos: a)técnica de infec-
cién simple; b) microorganismos causantes, ruta
de entrada, diseminacion en el organismo y afec-
tacion tisular idénticos o muy semejantes a la
situacién en humanos; ¢) gravedad, curso y du-
racion de la enfermedad predecibles, reproduci-
bles y analizables, y d) capacidad de mediry
reproducir la eficacia del tratamiento antimicro-
biano!’. Desde estos puntos de vista permiten
conocer aspectos acerca de la patogenia de la
enfermedad, de la farmacocinética y de la tole-
rancia y eficacia de diversos antimicrobianos,
tanto de los nuevos antimicrobianos como de
nuevas formas de usar antimicrobianos conoci-
dos. Los resultados obtenidos con este modelo
discriminativo permiten disefiar ensayos clinicos
en humanos o confirmar observaciones clinicas
realizadas en éstos.

Las limitaciones son las derivadas fundamen-
talmente de la diferente farmacocinética de los
antimicrobianos en los animales de experimen-
tacion en relacion con los seres humanos. Para
subsanar esta limitacion es preciso realizar es-
tudios farmacocinéticos en los animales para
conseguir que las concentraciones plasmaticas
e idealmente las pulmonares sean similares a
las alcanzadas en humanos!8. Otra limitacion
es que el in6culo bacteriano que se utiliza es di-
ferente en tamafio a las microaspiraciones cau-
santes de las neumonias en las personas, al
menos en los modelos que producen la infec-
cion a través de la instilacion intratraqueal o in-
trabronquial. Por dltimo, los resultados de un
experimento pueden cambiar dependiendo de
aparentes alteraciones menores en el disefio,
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como el uso de diferentes cepas, la fase de cre-
cimiento y el tamafio del in6culo, la edad y el
sexo de los animales, asi como la dosis, interva-
los y via de administracion de los antimicrobia-
nos!8. Por todos estos factores, los resultados
de diferentes investigadores pueden variar. Por
todo ello, la aplicacion directa de los resultados
a las neumonias en seres humanos debe reali-
zarse con precaucion o hacerlo tras la realiza-
cion de los ensayos clinicos.

El modelo experimental y el conocimiento
de la fisiopatologia de la neumonia

LLa mayoria de los estudios experimentales en
el modelo de neumonia, encaminados a conocer
la fisiopatologia y la patogenia de la neumonia,
han girado alrededor de la neumonia neumoco-
cica. Streptococcus pneumoniae es un agente
etiologico frecuente, pero el mecanismo de la le-
sion tisular que produce no esta completamente
dilucidado. En un modelo de neumonia neumo-
coécica experimental en conejos se comprob6 que
las preparaciones de la pared celular eran los
componentes de S. pneumoniae que producian
la mayor respuesta inflamatorial®. Diversos tra-
bajos que han utilizado el modelo de neumonia
experimental han valorado la importancia de la
citotoxina multifuncional neumolisina, asi como
de la autolisina. En un modelo de neumonia en
ratas la inyecciéon de neumolisina recombinante
en el l6bulo apical producia una neumonia cuya
gravedad estaba relacionada con la concentra-
cién de neumolisina (800 frente a 200 ng). Ade-
mas, la neumonia era menos grave si se utilizaba
una toxina modificada con actividad hemolitica
disminuida, pero no era menor con la inyeccion
de neumolisina con capacidad disminuida de ac-
tivar el complemento?. En el mismo modelo de
neumonia lobar en ratas, la inmunizacién con
adyuvante de Freund y neumolisina, asi como la
estimulacion sélo con adyuvante de Freund, re-
dujeron la gravedad de la neumonia causada por
instilacion de S. pneumoniae, sin influir en la in-
cidencia de bacteriemia?!l. En otro modelo de
neumonia murina, la infeccion por cepas de S.
pneumoniae productoras de neumolisina, com-
parada con la producida por cepas deficientes en
neumolisina, producia una mayor lesion de la ba-
rrera alveolocapilar y una mayor concentracion
de bacterias en pulmén, y contribuia al desarro-
llo de bacteriemia. Ademas, la actividad citotéxi-
cay activadora del complemento de la neumoli-
sina pudo contribuir a la lesién pulmonar aguda
y al desarrollo de la bacteriemia?2. Otros autores
han comprobado, ademas, que en este modelo

no existian inflamacion ni crecimiento bacteriano
en los pulmones si las cepas eran deficitarias en
autolisinall.

Los modelos de neumonia experimental han
puesto de manifiesto la compleja interaccion en-
tre la infeccion y la respuesta inflamatoria del
huésped, encaminada a controlarla. En un mo-
delo de neumonia por L. pneumophila en coba-
yas, desarrollado a través de la inhalacion de ae-
rosoles, se pudo estudiar la respuesta inmunitaria
celular y su relacién con la resolucion de la neu-
monia. En el lavado broncoalveolar, durante los
primeros 3 dias se comprobd un crecimiento ex-
ponencial de bacterias, tiempo a partir del cual la
inflamacion producida por polimorfonucleares li-
mitd el aumento de bacterias, y se siguidé de un
aumento en el infiltrado por macréfagos, desa-
pareciendo las bacterias de los pulmones a los
11 dias®. Asi mismo, en un modelo de neumonia
neumocacica en ratones, se comprobd un au-
mento importante de polimorfonucleares, res-
pecto de los controles, siguiendo la inoculacion
intrabronquial®3. Otros trabajos, en los que se ha
utilizado una neumonia experimental en perros,
han puesto de manifiesto que la opsonizacion es
necesaria para un aclaramiento adecuado de
neumococos del pulmon4,

Sin embargo, el proceso de resolucion de la
neumonia, tanto en modelos agudos como créni-
cos, resulta complejo. La resolucion de la neu-
monia bacteriana implica un equilibrio delicado
entre citocinas proinflammatorias y antiinflam-
matorias, que influyen en la resolucion de la en-
fermedad a través de la respuesta inflamatoria y
en la localizacion de ésta una vez que la infeccion
esta controlada, respectivamente?®. Por ello, la
perturbacion experimental de la respuesta infla-
matoria puede tener tanto efectos beneficiosos
como deletéreos, por lo que es necesario tener
cautela en la utilizacion de medidas immunoad-
yuvantes para el tratamiento de la neumonia. A
modo de ejemplos, en un modelo de neumonia
experimental murina por K. pneumoniae se ha
demostrado que la administracion de G-CSF au-
mentaba la mortalidad de la neumonia y la mul-
tiplicacion bacteriana a través de un efecto
directo sobre la produccién del polisacarido cap-
sular, que sobrepasan la accion reclutadora y es-
timuladora de los leucocitos por el G-CSF26. En
cambio, la administracion de un anticuerpo mo-
noclonal frente a la capsula de Klebsiella reducia
significativamente la multiplicacion bacteriana 'y
revertia el aumento de mortalidad inducido por el
G-CSF. Por otro lado, en un modelo de neumonia
neumococica en ratas controles y cirréticas, la
administracién de G-CSF disminuia la mortalidad
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en el grupo de ratas controles pero no en las ci-
rréticas?’.

En otros aspectos, los modelos de neumonia
han contribuido a aclarar la fisiopatologfa de la hi-
poxemia durante el proceso. En un modelo de
neumonia neumocadcica en perros, la hipoxemia
se debia a la suma del defecto de ventilacion por
la ocupacion del espacio aéreo y de la vasodila-
tacion en la zona del pulmoén pobremente venti-
lado?8, con el efecto shunt consiguiente.

El modelo de infeccién crénica pulmonar por
P. aeruginosa*31* ha sido utilizado para imitar la
infeccion por estas bacterias en la fibrosis quisti-
ca. Del mismo modo, el modelo de infeccion pul-
monar cronica por H. influenzae presenta cam-
bios histolégicos similares a los encontrados en
pacientes con EPOC!5. Estos modelos han sido
Utiles para estudiar aspectos relacionados con la
virulencia de las bacterias, la implicacion de las
exoenzimas bacterianas en la produccion de la
lesion pulmonar, la posible utilidad de la vacuna-
cion para restringir las exacerbaciones infeccio-
sas, la actividad de las concentraciones subinhi-
bitorias de antimicrobianos para reducir la lesion
pulmonar a través de la inhibicién de la liberacion
de enzimas, y también se ha demostrado que los
antiinflamatorios pueden ser efectivos para redu-
cir la lesion pulmonar asociada a la inflamacion!2.

El modelo experimental en el tratamiento
de la neumonia

El modelo de neumonia experimental descrito
por Esposito y Pennington fue utilizado por sus
autores para la evaluacion de la actividad de di-
versos antimicrobianos en la neumonia por H. in-
fluenzae, comprobandose que todos los trata-
mientos disminuian la mortalidad en el mismo
grado respecto a los controles no tratados, pero
que algunos antimicrobianos eran mas activos
que otros en el aclaramiento de las bacterias des-
de el pulmoné. Desde entonces multiples estudios
han evaluado la actividad de nuevos antimicrobia-
nos o comparado otros ya existentes, para infec-
ciones por bacterias frecuentemente productoras
de neumonias, con o sin problemas de resisten-
cias a antimicrobianos. Entre otros estudios, en la
neumonia por H. influenzae se ha evaluado la uti-
lidad de enoxacino, ofloxacino y ciprofloxacino en
cepas susceptibles y resistentes a ampicilina29:30,
asi como la de ketdlidos en desarrollo inicial®L.

En la neumonia experimental por P. aerugino-
sa se han realizado, entre otros, estudios para va-
lorar el tratamiento combinado de betalactémicos
mas aminoglucosidos, con resultados en los que
se comprueba una mayor eficacia de la combi-
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nacién32 o un efecto indiferente33. La adicion de
aerosoles de tobramicina a su administracion in-
tramuscular aument6 la erradicacion bacteriol6-
gica y disminuyé los fendmenos inflamatorios en
cobayas3*. En el modelo en cobayas, agudo y
cronico, se demostro la eficacia de determinadas
fluoroquinolonas, sin que la adicién de betalac-
tamicos 0 aminoglucésidos aumentara la efica-
cia3®, y en el modelo agudo en cobayas se obser-
v la eficacia de imipenem y tobramicina3®. En
modelos por otros bacilos gramnegativos no fer-
mentadores, el modelo de neumonia por A. bau-
mannii en ratones neutropénicos ha permitido
comprobar el efecto postantibiético de imipenem
in vivod’.

La neumonia experimental por S. pneumoniae
se ha utilizado desde la emergencia de cepas re-
sistentes a penicilina, cefalosporinas y macroli-
dos, para la valoracion de la actividad in vivo de
diferentes antimicrobianos. Asi, se ha podido de-
mostrar la eficacia de la penicilina en ratas in-
munocompetentes para cepas con CMI de
2 ng/mi38, de amoxicilina a altas dosis frente a
cepas con CMI de hasta 4 pg/mli3°, aumentan-
dose la eficacia de amoxicilina al asociar acido
clavulanico®. En estudios comparativos con ce-
falosporinas, la amoxicilina a altas dosis ha sido
mas eficaz que la cefotaxima con una cepa resis-
tente a penicilina y cefotaxima (CMI 4 wg/mi)4L,
mientras que la penicilina a altas dosis ha sido
igual que cefotaxima y cefpiroma utilizando una
cepa con CMI de penicilina de 2 pg/mi*2. La cef-
triaxona, en un modelo de ratén neutropénico, ha
sido mas eficaz que amoxicilina para una cepa
con CMI de amoxicilina de 2 wg/mly sensible a
ceftriaxona, y que la cefotaxima para una cepa
resistente a ambas cefalosporinas (CMI 4 pg/ml),
lo que se ha relacionado con un mayor tiempo
por encima de la CMI para la ceftriaxona®344. El
modelo en cobayas también ha comprobado que
el meropenem es igual de eficaz que la amoxici-
lina 'y la cefotaxima usando una cepa de neumo-
coco con CMI de penicilina de 1 wg/ml*. En
cuanto a tratamientos asociados, la combinacion
de gentamicina y amoxicilina fue mas eficaz que
la monoterapia con esta Ultima en un modelo de
raton neutropénico usando una cepa con CMI de
amoxicilina de 4 wg/ml*e. Por Gltimo, en un mo-
delo de neumonia en ratones inmunocompeten-
tes y neutropénicos usando diferentes cepas de
neumococo, el trovafloxacino fue tan eficaz como
amoxicilina a altas dosis, salvo en cepas resis-
tentes y tolerantes, en las que fue superior el tro-
vafloxacino; sin embargo, sélo la amoxicilina fue
eficaz con una cepa resistente a quinolonas®’. En
general, todos estos estudios refieren la eficacia
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de las penicilinas a altas dosis, cuando la CMI no
excede los 2-4 pg/ml, con las diferencias deriva-
das del tipo de animal, las dosis empleadas y el
disefio del estudio. En modelos de neumonia
neumocacica, la teicoplanina ha sido eficaz en
ratas inmunocompetentes y neutropénicas®, y la
vancomicina en ratas inmunocompetentes*2.
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A. PAscUAL: ;Existe algin modelo experimental de
neumonia asociada a ventilacion mecanica? Y,
en segundo lugar, en vuestro modelo con Aci-
netobacter, ;la tasa de curacion espontanea es
elevada?
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J. PACHON: No lo conozco ni he leido sobre la exis-
tencia de un modelo con ventilacion mecanica
en la bibliografia que he revisado. En cuanto a
la segunda pregunta, en el modelo en ratén no
existe curacion espontanea; comienza la mor-
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talidad a las 12 hy en el plazo de 72 h es del
100 %.

A. GIMENEZ: Si no he entendido mal, para estudios
de farmacocinética se utiliza la toma de mues-
tras por la via del plexo retroorbitario en el raton
y la puncién cardiaca en el cobaya. Segun las
normativas catalanas, no se podrian emplear
estas vias si los animales se tuvieran que recu-
perar. ;Vosotros recuperais estos animales?

J. PAcHON: No, el animal no se recupera. En el
modelo con ratén hay que sacrificarlo porque
las lesiones que se le han causado harfan que
sufriera al despertarse. En el cobaya, como se
extrae una cantidad de sangre de entre 1,5y
2 ml, preferimos no utilizarlos posteriormente
porque se introduciria una variable distinta.

J. CANTO: ;La eleccion del modelo de ratén
C57BL/6 se debe a que habéis comprobado
mejores resultados que con otras lineas de ani-
males consanguineos o incluso no consangui-
neos, 0 es simplemente una cuestion de dispo-
nibilidad? Lo pregunto porque los servicios de
experimentacién animal nos encontramos a
menudo con el problema del empleo de un de-
terminado modelo por parte de un investigador
sin que exista una estricta necesidad de que
sea aquél el inico modelo a utilizar. En estos
casos se puede complicar considerablemente
el funcionamiento de estos servicios.

J. PACHON: La eleccion de este animal obedece a
dos razones. Por un lado, es el animal con el
que aprendemos el modelo y, por otro, se trata
de un animal de facil disponibilidad para noso-
tros. Su precio, que es ciertamente elevado, se
ha conseguido abaratar hasta un 30 % gracias
a la reciente inauguracion de un centro de pro-
duccioén de animales de experimentacion para
la Universidad de Sevilla. Sin embargo, proba-
blemente con otra cepa de ratén se pueda re-
producir igualmente el modelo.

M. CUENCA-ESTRELLA: Una gran parte de la meto-
dologfa que se utiliza en la pulmonia bacteriana
se emplea también para las aspergilosis pul-
monares. La introduccion del indculo de Asper-
gillus fumigatus se ha realizado también en el
interior de lentejas de agarosa para intentar cro-
nificar la infeccién, aunque no he leido nada so-
bre el empleo de mucina gastrica. ;Cual es la
justificacion para utilizar mucina gastrica en
vuestro modelo experimental?

J. PACHON: En el modelo de ratén la mucina gas-
trica acentta la mortalidad del animal. Si con el
inéculo bacteriano Unicamente obteniamos una
mortalidad de alrededor del 70 %, con la muci-
na gastrica, que se utiliza también en el modelo
de neumonia neumocécica y en modelos intra-

peritoneales de infeccion sistémica, se obtiene
una mortalidad del 100 %. La mucina parece
ser que inicialmente inhibe la fagocitosis, pero
no cronifica el modelo ni es lesiva por si misma.
Se trata de una sustancia natural y asi lo com-
probamos en animales a los que inoculamos
Unicamente mucina gastrica y observamos que
se recuperaban, sin producir ningln tipo de le-
sién pulmonar que pudiera explicar su efecto
sobre la mortalidad. Tampoco aumenta el cre-
cimiento de la bacteria in vitro.

J. Ariza: Sin ser, ni mucho menos, entendido en
estos temas, tengo la impresion de que existe
una considerable dispersion de opiniones y re-
sultados en este modelo experimental. Después
de haber oido las exposiciones anteriores y la
tuya ahora, no sé si realmente los modelos se
tienen que asemejar el méaximo al modelo hu-
mano o no. Por un lado, podemos entender que
sf, pero por otro, a veces se inducen situaciones
extremas para que el modelo sea factible o para
analizar aspectos concretos que estan bastan-
te alejados de lo que realmente ocurre en la
préactica clinica. Esta reflexion se puede aplicar
también a la farmacocinética de los antibiéticos,
dado que en modelos con ratén ésta no tiene
nada que ver con la farmacocinética humana.
Por tanto, es todo una amalgama en la que creo
que es casi imposible extraer conclusiones. Tal
vez convendria uniformizar toda la informacion
algo confusa que deriva de la bibliografia con
este modelo, o plantearse la eleccion de otros
modelos experimentales con menos problemas
al respecto. Tal vez la farmacocinética humani-
zada en estos ratones podria ser una alternati-
va a tener en cuenta.

J. PACHON: Ya lo hemos comentado muchas ve-
ces y tienes toda la razén en que la dispersion
de resultados es muy importante y a su vez de
dificil justificacion. Si bien se trata de una limi-
tacion del modelo probablemente irresoluble,
en mi opinién no invalida las conclusiones que
se puedan extraer, ya que los factores que pue-
den sesgar los resultados inciden en mayor o
menor medida, pero de igual forma, sobre la
farmacocinética de los distintos antimicrobianos
en un mismo animal.

V. AusiNA: Abundando en el tema y tratdndose de
un patégeno encapsulado como el neumococo,
considero que un indculo de 108-101° aplicado
directamente a parénquima pulmonar es un
inéculo exagerado. ;Se podria utilizar un inécu-
lo menor o la via de aerosol en este tipo de mo-
delo?

J. PACHON: En otros modelos de neumonia con
neumococo el inéculo puede ser algo inferior
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pero, para cepas resistentes a penicilina, ade-
mas de un elevado inéculo se requiere utilizar
ratén neutropénico. Si no recuerdo mal, tam-
bién se ha empleado el modelo con rata inmu-
nocompetente.

A. PaHissA: Incidiendo en el tema de la patogenia,
hemos hallado que en ratas inmunocompeten-
tes el neumococo era totalmente aclarado. En
cierta ocasion Claude Carbon nos coment6 que
trabajan con ratén neutropénico porque con ra-
tén inmunocompetente no pueden reproducir
los efectos patdgenos. ;Sabes si este problema
se ha descrito en otros patdgenos y si existen
sustancias para intentar incrementar esta pato-
genia?

J. PAcHON: Todos los trabajos de neumonia neu-
mocdcica del grupo de Carbon se han realiza-
do en animales neutropénicos. En infeccion por
Acinetobacter también ocurre con tipo distinto
de ratén, en el que tuvieron que inducir neutro-
penia para que fuera patégeno. Preferimos em-
plear la mucina géastrica porcina para no indu-
cir una neutropenia, dado que la mayoria de
neumonias por Acinetobacter no ocurren en
pacientes neutropénicos.

J. LINARES: ;Utilizais la cepa de Acinetobacter
baumannii especialmente por sus caracteristi-
cas de virulencia o bien cualquier cepa con la
mucina gastrica es capaz de producir la neu-
monia?

J. PACHON: En este momento estamos trabajando
con un modelo en cobaya para estudiar los an-
timicrobianos que no se pueden utilizar en el
raton y empleamos dos cepas diferentes de Aci-
netobacter que producen igualmente neu-
monia.

J. GAVALDA: EI comentario de Javier Ariza es la cri-
tica que, con una gran racionalidad, se hace
habitualmente a los modelos experimentales de
enfermedades infecciosas. Un ejemplo claro de
la disparidad de protocolos es el modelo de
neumonia. A mi entender, creo que hay que di-
ferenciar dos tipos de estudios: el estudio de
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farmacodinamia y el estudio de eficacia tera-
péutica. En el estudio de farmacodinamia se
utiliza una gran diversidad de dosis, porque lo
que se pretende estudiar basicamente son los
patrones de eficacia de los diferentes antibioti-
€0s, 0 por qué un antibidtico es mas eficaz que
otro. En el estudio de la eficacia terapéutica
comparto contigo la opinién de que deberian
existir unos requerimientos minimos de farma-
cocinética deseables: la concentracion méaxima
del antibiético deberia ser la misma que en hu-
manos a la dosis habitual utilizada y, ademas,
seria recomendable que el intervalo de dosifi-
cacion se acercara al maximo a su relacion con
la semivida del farmaco. Por ejemplo, en nues-
tro estudio de neumonia por neumococo alta-
mente resistente en rata pudimos comprobar la
diferencia de eficacia entre vancomicina y be-
talactamicos porque éstos se administraban
cada 2-3 h y la vancomicina, por su semivida
en la rata, se debia administrar cada 8 h. Este
serfa uno de los puntos a tener en cuenta, so-
bre todo cuando se comparan antibiéticos de
diferentes familias. Por otro lado y enlazando
con la pregunta de Viceng Ausina sobre el tema
del inéculo, se cree que todo es “aceptable” si
la evolucion y las caracteristicas histolégicas de
la enfermedad en el animal se parecen al maxi-
mo a lo que ocurre en humanos. Por tanto, es
evidente que debemos utilizar indculos mas al-
tos por lo que deciamos antes de que la inmu-
nidad en los animales es mucho mayor y, si no,
no habria manera de reproducir la infeccion en
el animal. Para finalizar, me gustaria comentar
que en el seno del grupo europeo de modelos
experimentales de infeccion existe una pro-
puesta de intentar sentar unas bases o requisi-
tos minimos a cumplir los diferentes modelos
animales existentes, con el fin de que los estu-
dios sean comparables entre siy para que sean
aceptados por las respectivas agencias del me-
dicamento en la obtencién de los registros de
nuevos farmacos.



