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RESUMEN. Los modelos experimentales constituyen una herramienta clave en la busqueda de nuevas opciones para el tratamiento
y profilaxis de diversas condiciones patolégicas. La anafilaxia, sindrome clinico con manifestaciones multisistémicas como urti-
caria, asma, vasodilatacion sistémica, hipotensiéon y shock, entre otras, no resulta una excepcion. El objetivo del presente trabajo
consistié en presentar algunos de los modelos experimentales utilizados en la evaluacién de sustancias con potenciales efectos
antianafilacticos, especificamente aquellos en los que la anafilaxia se produce como consecuencia de un mecanismo inmunolégico
mediado por inmunoglobulina E (IgE), que da lugar a la liberaciéon de mediadores inflamatorios (histamina, prostaglandinas,
leucotrienos, factor de activacion plaquetario, tromboxano A,) a partir de mastocitos y basoéfilos. Para ello, se resumen diferentes
modelos de anafilaxia experimentales in vivo e in vitro, y se agrupan seglin el método de induccién de anafilaxia, mostrando
asi, mecanismos moleculares comunes, pero también especificidades distintivas en cuanto a la especie utilizada, el tipo de an-
tigeno que desencadena la reaccién y su tipo (sistémica o local), entre otros aspectos. Se enfatiza la importancia de la adecuada
seleccién de modelos experimentales que garanticen la mayor reproducibilidad y fiabilidad de los resultados, para lo cual se
precisan algunos criterios para dicha seleccién, teniendo en mente que ningtin modelo satisface todos los criterios involucrados
en la etiopatogenia de una determinada patologia.

ABSTRACT. Experimental models are a key tool in the search of new options for the treatment and/or prophylaxis of several
pathological conditions. Anaphylaxis, a clinical syndrome accompanied by multi-systemic manifestations like rash, asthma,
systemic vasodilatation, hypotension and shock, among others, does not result an exception. The aim of this work was to show
some of the experimental models used in the evaluation of substances with potential anti- anaphylactic effects, specifically those
in which anaphylaxis results from a inmunoglobuline E (IgE)-mediated mechanism that leads to the release of inflammatory
mediators (histamine, prostaglandins, leukotrienes, platelet activating factor, tromboxane A,) from mast cells and basophils. For
that, in vivo and in vitro experimental models of anaphylaxis are summarized and grouped according to the method of induc-
tion of anaphylaxis, thus sharing similar molecular mechanisms, but also differential specificities regarding the animal species,
the type of antigen that triggers the anaphylactic reaction and the type of reaction (systemic or local), among other aspects. The
relevance of the adequate selection of experimental models that guarantee the best reproducibility and reliability of the results is
emphasized and some selection criteria are discussed taking in mind that no experimental model can satisfy all aspects involved
in the pathogenesis of a specific pathology.

INTRODUCCION
Los modelos experimentales desempenan un papel
relevante dentro de las Ciencias Biomédicas en el escla-

conoce con toda precisién, si bien se sabe que el nimero
de casos de anafilaxia va en aumento?® y que puede llegar
a afectar hasta el 20 % de la poblacién caucéasica en algin

recimiento de la etiopatogenia y de las bases moleculares
involucradas en cualquier patologia, en el desarrollo de
marcadores de diagnostico y en la evaluacién de la efica-
ciay seguridad de diferentes alternativas de tratamiento,
incluso en terapias farmacolégicas de interés potencial.
En tal sentido, gran parte del conocimiento actual sobre
anafilaxia, una de las formas de alteracién de la inmuni-
dad de mayor riesgo potencial para la vida humana que
se asocia a reacciones de hipersensibilidad inmediata o
alérgicas Tipo 1 (Clasificacion de Gell y Coombs),! ha sido
obtenido a partir de modelos experimentales.

La anafilaxia es un sindrome de aparicién brusca y
afectacion plurisistémica®* cuya incidencia global no se

momento de su vida.? La anafilaxia constituye una reac-
ci6n inflamatoria de instauracién generalmente inme-
diata, a veces lenta, causada por la liberacién masiva de
mediadores inflamatorios (histamina, prostaglandinas,
serotonina, factor activador de plaquetas, leucotrienos)
de leucocitos baséfilos y mastocitos, como consecuencia
de la unién de anticuerpos tipo inmunoglobulina E (IgE)
frente a determinados antigenos.® Tales mediadores
son causantes de manifestaciones clinicas que segun
la via de acceso y el grado de difusién intracorporal del
alérgeno (sustancia extrana), pueden adoptar una forma
localizada como la rinitis o el asma,’ o generalizada como
el eritema, diaforesis, palidez o cianosis, vasodilataciéon
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sistémica, hipotensién, shock, etc.!? En Cuba, una de sus
manifestaciones clinicas més frecuentes es el asma bron-
quial, cuya prevalencia fue del 8,8 % en el afio 2006.™

La unién Ag.-Ac. (antigeno y anticuerpo tipo IgE) es
uno de los mecanismos fisiopatolégicos mas importantes
que se involucran en el desarrollo de la anafilaxia, por
lo cual los modelos que desarrollan las reacciones de
hipersensibilidad tipol asociadas a esta interaccién han
cobrado vital importancia en la evaluacién preclinica de
sustancias con efectos antianafilacticos.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo
del presente trabajo consistié en mostrar y comentar
algunos de los modelos utilizados en la evaluacién de
sustancias con efectos antianafilacticos potenciales.

Modelos experimentales utilizados en la evaluacion de
farmacos con posibles efectos antianafilacticos
Modelos in vivo

Anafilaxia cutanea pasiva (ACP). La ACP constituye
el modelo experimental mas comunmente empleado
para la evaluaciéon de farmacos con posibles efectos
antialérgicos. Su fundamento consiste en la reaccién
cutdanea dependiente de inmunoglobulina E (IgE) que
se produce luego de la interaccién Ag.-Ac. en ratas o ra-
tones que han sido previamente sensibilizados, ya que
la piel de la rata constituye un sitio util para el estudio
de la ACP®

Para el desarrollo de este modelo se han utilizado
varias alternativas que siguen un mismo principio:
preparaciéon del antisuero (sustancia enddégena rica en
anticuerpos especificos contra un determinado antige-
no), administracién a los animales del estudio, posterior
inyeccién del antigeno que desencadenara la reaccion
anafilactica y cuantificacién de dicha reaccién. Cuando
el antisuero es obtenido de la misma especie animal que
la de los animales a utilizar durante el estudio la ACP es
homoéloga, si es de diferente especie se denomina ACP
heteréloga. Algunos ejemplos de este modelo in vivo se
muestran a continuacién:

A. Anafilaxia cutanea pasiva inducida por ovoalbi-
mina en ratas

Preparacién de antisuero de ovoalbimina. Se prepara
una disolucién de albumina de huevo con la composicion
siguiente: aloumina de huevo 0,1 % (10 mL), NaHCO,
8,4 % (4,56 mL), KAI(SO,), 10 % (10 mL) y disolucién
reguladora de fosfato salino (SRFS) pH = 7,4 (20 mL) y
se administran 0,2 mL a ratones albinos suizos machos
(18 a22 g de peso) por via intraperitoneal (ip.). Se utilizaron
20 ratones en el procedimiento. Los animales se inmuni-
zan en dos ocasiones en un intervalo de siete dias. Cator-
ce dias después de la tltima administracién, los ratones
se sacrifican y se procede a la extracciéon de sangre de
la vena femoral, la que se centrifuga a 2 500 r/min por
10 min para obtener el antisuero.

Posteriormente, se lleva a cabo la ACP heterdéloga
en ratas Wistar.!3-1® Para ello, ratas Wistar machos
(300 a 350 g de peso) se rasuran en el area dorsal y
una hora después por via intradérmica se les inyecta
0,1 mL del antisuero de albimina de huevo obtenido
de ratones diluido en cloruro de sodio 0,9 % (1 : 20)
en seis sitios del lomo. Pasadas 24 h, se provoca la
reaccion anafilactica mediante la administracién in-
travenosa (iv.) de 1 mL de una disolucién al 0,1 % de
albumina de huevo en el colorante azul de Evans al
1 %. Las ratas se sacrifican 1 h después de provocada
la reaccién de anafilaxia y se cortan las porciones
de piel que contienen azul de Evans, se colocan en

tubos de ensayo con 4 mL de formamida y se incuba
a 37 °C durante 48 h . Se mide la densidad 6ptica del
colorante extravasado a una A = 623 nm y a partir
de una curva de calibracién, estos valores se expre-
san en microgramos de azul de Evans extravasado
/sitio. El ketotifeno 3 mg/kg administrado por via oral
a las ratas es la sustancia de referencia comtinmente
utilizada, cuya Ultima administracién se realiza 1 h
antes de provocar la reaccién.!?>1®

Otras alternativas utilizan para el desarrollo de la
reaccién una disolucién de ovoalbumina (2,5 mg/mL) y
azul de Evans (10 mg/mL) a una dosis de 0,2 mL/100 g
de peso. Treinta minutos después, las ratas se sacrifican
y se mide el didmetro de la mancha azul bajo la piel. El
titulo de ACP se expresa como la maxima dilucién de
antisuero que provoca una reacciéon de mas de 5 mm de
didmetro en la piel.'¢

B. Anafilaxia cutanea pasiva inducida por el compues-
to 48/80 en ratones

Tras la inyeccién intradérmica del compuesto 48/80
(0,5 ng/20 pL suero fisiol6gico)!” se administra una disolu-
cién de azul de Evans al 2 % por via iv. en la vena lateral
de la cola de ratones machos ICR de seis semanas de
edad (25 a 30 g).!® Treinta minutos después, los ratones
son anestesiados y sacrificados, el tejido alrededor de
la inyeccién es extraido, pesado e incubado en 1 mL
de formamida a 55 °C durante 24 h para llevar a cabo
la extravasacién del colorante azul de Evans.!® Una
vez concluida esta etapa, se mide la absorbancia de las
muestras a unalongitud de onda de 620 nm en un espec-
trofotémetro. Las concentraciones de azul de Evans se
cuantifican por interpolacién, usando una curva patrén
de concentraciones de colorante en un intervalo de 0,01
a 30 ug/mL .18

Otra forma de inducir la ACP consiste en admi-
nistrar intradérmicamente el compuesto 48/80 (0,5 ug
/20 uL suero fisiol6gico) en el lomo de ratones hembras
ICR de seis a diez semanas de edad. Posteriormente,
se inyectan 1,25 mg de azul de Evans por via iv. a cada
animal y transcurridos 30 min estos se sacrifican. Las
muestras de piel tomadas se incuban con 0,7 mL de
KOH 0,1 mol/L durante 24 h, al término de las cuales,
se anaden 9,3 mL de una mezcla de acido fosférico
0,2 mol/L y acetona (5 : 13). El precipitado obtenido
luego de una agitacién vigorosa se filtra y se mide la
cantidad de colorante extravasado colorimétricamente
auna i = 620 nm .2°

Anafilaxia sistémica (AS). La AS representa, al
igual que la ACP, otro modelo de reaccién alérgica
aguda en las cuales los mastocitos parecen desempe-
nar un papel esencial.?!

A. Shock anafilactico sistémico inducido por compues-
to 48/80 en ratones

Este modelo in vivo utiliza ratones ICR machos de
seis semanas de edad? o hembras de seis a diez semanas
de edad.” Para la induccién de la reaccién anafilactica
a cada ratén se le inyecta el compuesto 48/80 (8 mg/kg,
ip.).? Las sustancias de referencia como el cromoglicato
disédico (0,01 a 1 g/kg) disuelto en disolucién salina, asi
como la sustancia a evaluar se administran por via ip.
30 min antes de la inyeccién del compuesto 48/80,' 6 24,
12 6 1 h antes si la via es oral.’® A partir de la induccién
del shock anafilactico (inyeccién del compuesto 48/80) se
chequea la mortalidad durante 1 h (alos 10,20 y 60 min) la
cual constituye el indicador de que la reaccién sistémica
ha ocurrido.™31
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B. Shock anafilactico retardado in vivo inducido por
albimina de huevo en cobayos

Para la evaluacién del shock anafilactico retardado,
se sensibilizan cobayos albinos machos (300 a 400 g) me-
diante tres inyecciones ip. de disolucion de albumina de
huevo al 5 % que se efectiian en el primer, tercer y quinto
dias del experimento, respectivamente. Pasados 21 d, se
administra la sustancia a evaluar. Dos horas mas tarde,
los animales se preparan para la induccién de la anafi-
laxia. Para ello, se anestesia localmente la zona ventral
del cuello con procaina 2 % (2 mL/kg) y se aisla la vena
yugular, a través de la cual se inyecta una disolucién
de mepiramina (100 ug/kg) y a los 5 min la albimina
de huevo (10 mg/kg). Finalmente, se registra el tiempo
de supervivencia.?

Modelos in vivo de espasmo bronquial
A. Espasmo bronquial in vivo inducido por histamina
en cobayos

La evaluacion del espasmo bronquial inducido por
la administracion de histamina ha sido realizada en co-
bayos Hartley machos de 400 a 450 g de peso corporal.
Para ello, se conforman varios grupos de tratamiento y
se administran durante siete dias. Posteriormente, todos
los animales se anestesian con 40 mg/kg de pentobarbital
sodico por via ip., se realiza la traqueotomia y se ventilan
con una bomba de respiraciéon a 60 respiraciones/min
con un volumen constante de 5 a 6 mL, se canaliza la
vena yugular y se administran 15 mg/kg de pentobarbital
sodico via iv. para producir el paro respiratorio. A con-
tinuacidn, se realizan tres inyecciones iv. de histamina
(15 mg/kg) con un intervalo entre ellas de seis minutos
tanto a los grupos tratados como a un grupo control (no
recibe tratamiento) y la presion intratraqueal después
de cada administracion se determina con un transductor
de presién que registre un intervalo de presiéon de 0 a
100 cm H,O acoplado a un registrador.!3152

El resultado se considera positivo cuando la bronco-
constriccién, mediada por la administracion de histamina,
en los animales tratados disminuye significativamente
con relacién a la de los animales controles.!3152

La difenhidramina 60 mg/kg administrada en dosis
Unica por via oral constituye la sustancia de referencia
comunmente utilizada, cuya administracién es llevada
a cabo 1 h antes de provocada la reaccion.!3152

B. Modelo de broncoconstriccion inducida por albu-
mina de huevo en cobayos

Para el desarrollo de este modelo, se sensibilizan
cobayos albinos machos (300 a 400 g) mediante una in-
yeccion subcutanea (sc.) de albiimina de huevo (10 mg),
a los que 15 d después se les administra la sustancia a
evaluar. Dos horas mas tarde, los cobayos se anestesian
con pentobarbital sédico (50 mg/kg, ip.) y se preparan
para el registro de la presién endotraqueal segin la
clasica prueba de Konzett y Rossler (1940).%

Para ello, una canula es insertada en la traquea del
animal para ser ventilado artificialmente mediante una
bomba de respiracién a razén de 55 respiraciones/min
con un volumen de 3 a 4 mL . La presién traqueal es
registrada entonces mediante un transductor de presién
que registre un intervalo de presién de 0 a 100 cm H,O,
conectado a un registrador.

Después de la preparacién quirirgica, los animales se
inyectan por via iv. con indometacina (1 mg/kg), mepiramina
(2,5 mg/kg), atropina (1 mg/kg) y propanolol (0,05 mg/kg) y
5 min mas tarde, se les induce la broncoconstriccién anafilac-
tica por inyeccién iv. de albimina de huevo (0,5 mg/kg).?

Modelo de conducta de rascado (scratching behavior)
en ratones

Para el desarrollo de este modelo se utilizan ratones
machos Balb/c o ICR hembras de 20 a 25 g de peso.172628

El experimento de conducta en ratones machos
Balb/c se desarrolla de acuerdo con el método de Su-
gimoto y cols.? Para ello y con el objetivo de lograr su
aclimatacion, los ratones se colocan dentro de cajas de
acrilico (22 cm x 22 cm x 24 cm). Transcurridos 10 min, el
compuesto 48/80 (50 ug/50 pL) (disuelto en disolucion sa-
lina) se inyecta intradérmicamente en la parte rostral del
lomo previamente rasurado. Inmediatamente después,
los ratones se colocan nuevamente en las cajas (1 ratén
/caja), mientras sus conductas se observan y se graban
usando una cadmara de video durante una hora. El rasca-
do de la piel en el sitio de la inyeccién y la comparacién
con el rascado en otros sitios constituye la respuesta a
cuantificar. Un incidente de rascado en este modelo en
ratones se caracteriza por varios rascados en un segun-
do, por lo cual se cuantifica la cantidad de incidentes de
rascado que tiene lugar durante 60 min .

El experimento de conducta en ratones hembras ICR
se desarrolla segin el método de Takubo y cols.?® para lo
cual el compuesto48/80 (10 pug/sitio)olahistamina (100 nmol
/sitio) se inyectan intradérmicamente en la parte rostral
del lomo del ratén e inmediatamente después, cada ra-
ton se coloca en una camara de observacién (11 em de
didmetro y 18 de alto), circundada por un enrollado y se
observa su conducta posterior durante una hora.

Al menos 12 h antes de la medicién de la conducta
y bajo anestesia, en ambas patas traseras se implanta
subcutdneamente un pequeno magneto (longitud: 3 mm,
didmetro: 1 mm). La corriente eléctrica inducida en el
enrollado de la cAmara de observacién por el movimien-
to del magneto se amplifica y se registra utilizando un
equipo, MicroAct (Neuroscience, Tokyo, Japan).?

Las sustancias evaluadas por cualesquiera de las alter-
nativas antes mencionadas se administran por via oral?*’ o
ip.'” 1 h antes de comenzar la observacién conductual.

Modelo de edema de la oreja

El modelo de edema de la oreja constituye uno de
los ensayos tradicionales predictivos de sensibilizacién
dérmica en humanos que utiliza modelos experimentales
con ratones.?

Los ratones machos ICR de seis semanas de edad (25
a 30 g de peso corporal) han sido ampliamente utilizados
en este modelo,'#??31:32 ] cual es util en la evaluacién de
la actividad antianafilactica de diversas sustancias.

Para ello con una microjeringuilla con una aguja
hipodérmica 28-gauge se administra una inyeccién in-
tradérmica del compuesto 48/80 (100 pg/sitio) disuelto
en suero fisiolégico dentro de la parte dorsal de la oreja
del ratén minutos antes de cuantificar la reaccién. La
respuesta del edema de la oreja se define como el au-
mento de su engrosamiento por encima de los valores
controles basales y se determina 40 min después de la
inyeccién del compuesto (100 pg/sitio) o el vehiculo y
se mide con un micrémetro digital. Para este procedi-
miento, el animal debe ser moderadamente anestesiado.
Los valores obtenidos se consideran como el efecto del
compuesto 48/80 mas que el efecto de la inyeccién del
vehiculo (edema fisico), ya que a los 40 min la respuesta
edema - oreja evocada por la disolucién salina retorna
casi al engrosamiento basal.?!

El compuesto 48/80 disuelto en disolucién salina
(5 mg/mL) puede ser inyectado también (100 pg/sitio)
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en la zona ventral del lado izquierdo de la oreja del ratéon
usando una aguja hipodérmica, mientras la zona ventral
dellado derecho de la oreja inyectada con disolucién salina
constituye el control negativo (sham) de comparacion.
La anestesia moderada que se requiere para la me-
dicién del engrosamiento de la oreja puede ser inducida
por la inyeccién ip. de una mezcla (1 : 1) de 50 uL de
ketamina (1 mg/mL) e hidrocloruro de xilazina (23,32
mg/mL). La respuesta del edema de la oreja puede ser
determinada 1 h después de la inyeccién del compuesto
48/80, para lo cual los animales se mantienen inmoéviles.*?
Las sustancias de prueba se administran 24, 12y 1 h
antes de las inyecciones del compuesto 48/80.182231

Modelos in vitro

Modelo de liberacion in vitro de histamina

A. Liberacion de histamina inducida por el compuesto
48/80 en mastocitos peritoneales de ratas

El ensayo de liberacién de histamina de las células
de mastocitos peritoneales de ratas incluye varios pasos.
Primeramente, se hace un aislamiento y preparacion
de dichas células, para lo cual ratas machos Wistar de
siete semanas de edad!'"®! son anestesiadas con éter e
inyectadas en la cavidad peritoneal con 20 mL de una
disolucién reguladora Tyrode B (137 mmol/L de NaCl,
5,3 mmol/L de glucosa, 12 mmol/L NaHCO,, 2,7 mmol/L
de KCl, 0,3 mmol/L. NaH,PO,, pH = 7,4) con 0,1 % de
gelatina (Sigma, USA). Inmediatamente, el abdomen de
larata se masajea suavemente durante 90 s . Pasado este
tiempo, se abre cuidadosamente la cavidad peritoneal y
el fluido que contiene se aspira con una pipeta Pasteur.
Luego, las células peritoneales se sedimentan a 150 g du-
rante 10 min a temperatura ambiente y se resuspenden
en 1 mL de disolucién reguladora Tyrode B.*

Una vez resuspendidas, las células de mastocitos se
separan de los componentes principales de las células
peritoneales de las ratas (macréfagos, pequenos linfoci-
tos, entre otros) de acuerdo con el método descrito por
Yurt y cols.?* Para ello, se anaden 2 mL de metrizamida al
22,5 % (1,120 g/mL de densidad) a las células peritoneales
suspendidas en 1 mL de disolucién reguladora Tyrode
B, las cuales se centrifugan a 400 g durante 15 min a
temperatura ambiente. Las células remanentes en la
interfase disolucién reguladora - metrizamida se aspiran
y se desechan, mientras las células en el precipitado se
lavan y se resuspenden en 1 mL de disolucién reguladora
Tyrode A {10 mmol/L de acido N-2-hidroxietilpiperazina-
N-2-etanosulfénico (HEPES), 130 mmol/L de NaCl,
5 mmol/L de KCl, 1,4 mmol/L de CaCl,, 1 mmol/L MgClL,,
5,6 mmol/L de glucosa pH = 7,4} con 0,1 % de seroalbu-
mina bovina. Las preparaciones de las células de masto-
citos obtenidas son aproximadamente 95 % puras segin
el ensayo de tincién de azul de toluidina y mas del 97 %
viable segln la exclusién de azul de Trepan.?

Las suspensiones de células de mastocitos purifica-
das (2 - 10° células/mL) se pre-incuban a 37 °C durante
10 min para su estabilizacién antes de anadir el com-
puesto 48/80 (5 mg/L).*° La sustancia de prueba y el cro-
moglicato disédico (sustancia de referencia) se anaden
respectivamente a los 10 min y 30 s previos, de anadir
el compuesto 48/80.3° Las células son incubadas con el
compuesto 48/80 durante 20 min . La reaccién se detiene
por enfriamiento de los tubos con hielo y las células se
separan de la histamina liberada por centrifugacion a
400 g durante 5 min a 4 °C . La histamina residual en las
células se libera por lisis de las células con acido perclérico
y centrifugacion ulterior a 400 g durante 5 min a4 °C > El
contenido de histamina se determina mediante el mé-

todo espectrofluorométrico OPA (o-ftaldialdehido).?” La
intensidad fluorescente se mide a 438 nm y el porcentaje
de inhibicién de la histamina liberada se calcula usando
la ecuacion siguiente:

Inhibicion = (A-B) - 100/A (%)

donde:
A cantidad de histamina liberada en ausencia de la
sustancia de prueba.
B cantidad liberada desde las células tratadas con la
sustancia de prueba.182231.38
Otras alternativas emplean 10 mL de disolucién regu-
ladora Tyrode A (10 mmol/L. de HEPES, 136 mmol/L de
NaCl, 5 mmol/L de KCI, 2 mmol/L de CaCl,, 2,75 mmol/L
de MgCl,, 5,6 mmol/L de glucosa, 11 mol/L. de NaHCO,,
0,56 mmol/L.de NaH, PO, y 0,1 % de suero bovino) con 0,1 %
de gelatina para el aislamiento de células de mastocitos
peritoneales en ratas machos Sprague Dawley.?®

B. Medicion de la recaptacion de Ca* en las células de
mastocitos peritoneales de ratas

La medicién de la recaptacién de calcio constituye un
indicador de la presencia de una reacciéon dependiente de
los mastocitos. La recaptacion de calcio en las células de
mastocitos se mide de acuerdo con el método de Chai y cols.®
para lo cual las células de mastocitos peritoneales de ratas
(CMPR) se resuspenden en disolucion reguladora Tyrode
- HEPES que contiene Ca* (1,5 mCi/mL; 1 Ci = 3,7- 10" Bq)
y se incuban a 4 °C durante 10 min . Las suspensiones de
las células de mastocitos se pre-incuban con la sustancia de
prueba (10 a1 000 mg/mL)a 37 °C durante 10 min y después
se incuban con el compuesto 48/80 (0,25 mg/mL) a 37 °C por
20 min . La reaccién se detiene por adicién de 1 mmol/L de
cloruro de lantano. Las CMPR se centrifugan tres veces a
150 g por 10 min a 4 °Cy se lisan con 10 % de Tritén X - 100
y agitacién vigorosa. La radioactividad de la disoluciéon se
mide en un B - contador de centelleo.

Modelos de reacciéon Schultz-Dale
A. Modelo Schultz-Dale inducido por histamina o ace-
tilcolina sobre el ileon aislado de cobayos

Para la evaluaciéon de la curva acumulativa de hista-
mina en ileon aislado de cobayos se llevan a cabo varios
pasos. En este ensayo se utilizan cobayos machos, de
400 a 450 g de peso que se anestesian y sacrifican. Poste-
riormente, el ileon se aisla y se prepara segun la técnica
de Sainz y cols.,**! para lo cual se emplea un bano de
organos de 20 mL con disolucién de Krebs a 37 °C, bur-
bujeada con una mezcla de O, (95 %) y CO, (5 %).

Una vez colocadas las porciones de ileon y fijado un
extremo de ellas al bano, el otro extremo se fija a un
transductor isoténico acoplado a un registrador, se fija
la tensidn inicial y se anade la sustancia a evaluar en las
concentraciones siguientes: 0,3; 1 y 3 mg/mL . Minutos
mas tarde, las preparaciones se estimulan con diferentes
concentraciones de histamina (10 - 10°® mol/L).

La amplitud de las contracciones de las preparaciones
de ileon constituye la respuesta a cuantificar. Para ello,
cada operacion se repite cinco veces.

El procedimiento anterior es valido también para la
evaluacién de la curva cuando la reaccién es inducida por
acetilcolina. Las concentraciones a evaluar de la nueva
sustancia pueden incluir 0,1; 0,3; 1, 3 y 10 mg/mL .1

B. Reaccion Schultz-Dale inducida por albiimina de hue-
vo en preparaciones de traqueas aisladas de cobayos

Esta técnica in vitro consiste en provocar la sensibili-
zacion de curieles con albimina de huevo y la liberacion
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de mediadores mediante dosis desencadenantes del
antigeno en preparaciones aisladas de traqueas, de las
que se registran posteriormente sus contracciones. Para
ello, curieles de ambos sexos (250 a 300 g) se sensibilizan
mediante inyeccién ip. de 0,1 mL de albumina de huevo
al 5 % en tres dosis, repetidas en dias alternos. Veintitin
dias después de la sensibilizacién, los curieles se sacrifi-
can, se extraen las trdqueas, se cortan helicoidalmente y
se colocan en un bano de 6rgano de 10 mL con disolucién
de Krebs a 37 °C burbujeado con carbégeno. Los tejidos
se estabilizan durante una hora. Luego un extremo
de la traquea se fija al bano y el otro a un transductor
fuerza-desplazamiento acoplado a un poligrafo, mientras
la tensién inicial se fijaa 1 g . Se realizan curvas dosis-
respuesta acumulativas a la albumina de huevo segin la
técnica de Van Rossum.*? Por otra parte, las sustancias a
evaluar pueden administrarse a los animales durante el
proceso de sensibilizacién o incubandolas durante una
hora con la preparacién aislada antes de realizar la curva
acumulativa a la albimina de huevo.

Consideraciones finales

Aunque no existen reglas absolutas para seleccionar
el mejor modelo animal a utilizar para evaluar el efecto
de sustancias con potencial antianafilactico, ciertas con-
sideraciones favorecerian dicha seleccion: 1) seleccionar
el modelo a) con mayor analogia a la situacién que se
pretende simular, de modo que los resultados sean extra-
polables a sistemas afines; b) que cumpliendo los requi-
sitos anteriores, presente menor costo y mayor facilidad
de manipulacién experimental; c) que no introduzca
variables que interfieran en las que seran evaluadas;
d) que minimice un impacto negativo sobre el medio
ambiente; 2) seleccionar la especie de mejor homoge-
neidad genética, de modo que se obtengan resultados
reproducibles; 3) cuidar los aspectos éticos relacionados
con el uso de animales, de forma que garanticen el menor
de sufrimiento de ellos y el uso de la menor cantidad
posible, siempre que se logre el objetivo propuesto con
el nivel adecuado de certidumbre estadistica y biolégica.
De todo lo anterior, se desprende que el modelo ha de
presentar un conjunto de caracteristicas biolégicas que
garanticen la racionalidad de su seleccién con respecto
al objetivo de la investigacién.

CONCLUSIONES

Los modelos experimentales son capaces de brindar
informacién sobre las propiedades de cualquier sistema
a investigar, asi como de ayudar a predecir la eficacia y
seguridad de un determinado tratamiento en diversos
estados patolégicos. De esta forma, la adecuada seleccion
y uso de un modelo experimental para la investigacion
y la interpretacién de sus resultados constituyen puntos
criticos para la evaluacién correcta de una nueva terapia.

Actualmente, en la evaluacién preclinica de sustancias
con potencial antianafilactico se utilizan diversos modelos
experimentales in vivo e in vitro que pueden subdividirse
de acuerdo con el método de induccién de la reaccion ana-
filactica, pero se diferencian en cuanto al tipo de antigeno,
especie animal utilizada y al caracter de la reaccién (sisté-
mica o local), si bien la mayoria involucra un mecanismo
inmunolégico mediado por cambios de los niveles IgE que
se producen como resultado de la interaccién antigeno-
anticuerpo. La APC es el modelo estandar para evaluar
sustancias con posibles efectos antianafilacticos, si bien no
reproduce todos los factores involucrados en la etiopato-
genia de la anafilaxia, por lo cual también se utilizan otros
modelos experimentales in vivo e in vitro.
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