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RESUMEN

| modelo general de inflamacién local en rata se desarrolla en
la almohadilla plantar. En otorrinolaringologia puede haber un
modelo de inflamacién local en la oreja de rata mediante la
produccién de una condritis auricular. Para ello hemos protocolizado la
metodologia. La induccién de la inflamacién se realiza mediante la
sustancia vegetal carrageenan. Se ha comprobado mediante estudio

histoldgico la inflamacion producida, asi como se ha estudiado la ac-
cién de compuestos antiinflamatorios, proinflamatorios e inflamatorios.
La inflamacién se ha medido con nonius y con determinacion de la ac-
tividad de la enzima mieloperoxidasa. Tras los estudios realizados po-
demos validar la condritis auricular en rata como un modelo experi-
mental de inflamacion local en otorrinolaringologia.
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ABSTRACT

AURICULAR CHONDRITIS. EXPERIMENTAL MODEL IN RAT

he general pattern of local inflammation in the rat is developed
in the pad of the paw. In otorhinolaryngology a model of local
inflammation can be reached in the rat ear by means of the
production of an auricular chondritis. For that, we have protocolized
the methodology. The induction of inflammation is carried out by the
substance vegetable carrageenan. It has been verified by histological

studies the inflammation generated, as well as studying the action of
antiinflammatory, proinflammatory and inflammatory compounds. The
inflammation has been measured by nonius and by determination of
the activity of the myeloperoxidase enzyme. After these studies we
can validate the auricular chondritis in rat as an experimental model
of local inflammation in otorhinolaryngology.
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INTRODUCCION

Los modelos experimentales de inflamacién local
se han venido desarrollando generalmente en la al-
mohadilla plantar de rata'. Estos modelos son muy
utiles para el estudio de sustancias proinflamatorias,
inflamatorias y antiinflamatorias. Son modelos sim-
ples en su realizacion y en la determinacion de re-
sultados.

Dentro del campo de la otorrinolaringologia se
podria tener un modelo experimental de inflamacion
local, concretamente en el pabelldn auricular, induci-
da directamente o mediante inmunizacién previa. El
modelo resultaria igualmente sencillo en su realiza-
cion, asi como en la determinacion de los resulta-
dos. Sencillo en su realizacién porque el pabelldn
auricular es facilmente accesible sin necesidad de
utilizaciéon de instrumentos caros y sofisticados. Fa-
cil en la determinacién de los resultados, como la
medicion del grosor del pabellédn auricular, el volu-
men de la inflamacién o la actividad de enzimas in-
flamatorias.

Para conocer si es viable este modelo experi-
mental del pabellén auricular de rata, se procedid a
protocolizar los métodos, se utilizaron sustancias
proinflamatorias, inflamatorias y antiinflamatorias, se
determinaron los resultados midiendo el grosor del
pabellén auricular y la actividad de una enzima in-
flamatoria de los tejidos estudiados.

MATERIAL Y METODOS

Animales. Ratas Wistar hembras de 4-6 sema-
nas de edad y 180-220 g de peso mantenidas en
ciclo fisiologico de luz-oscuridad y alimentadas ab /i-
bitum en el animalario de la Facultad de Medicina
de la Universidad de nuestra ciudad. El trato de los
animales sigue el protocolo del Comité de Investiga-
cion.

Reactivos. Todos los reactivos utilizados han si-
do de grado analitico y el agua bidestilada y desio-
nizada. Carrageenan (sustancia vegetal inductora
de inflamacioén local); 6-metil prednisolona (cortico-
esteroide antiinflamatorio de marca comercial urba-
sb6n); ovoalbumina; melatonina; hidroximelatonina
(antagonista de melatonina); VIP, vasoactive intesti-
nal peptide; GRF 1-29, growth releasing factor
(antagonista de VIP); PACAP, pituitary adenylate cy-
clase activating polypeptide (péptido analogo de
VIP); P6-38 (péptido antagonista de PACAP) de
Sigma. Kit ELISA de mieloperoxidasa (enzima infla-
matoria) de Calbiochem.

Preparacion de reactivos. 1 mg de carrageenan
en 100 ul de suero salino fisioldgico disuelto me-

diante sonicacién. 200 g de 6-metil-prednisolona
en 100 ul de suero salino fisiolégico. 1 mg de ovo-
albumina absorbido en 200 mg de AI(OH), en 2 ml
de suero salino fisiolégico durante toda la noche a
4°C. 2 mg de ovoalbumina en 100 ul de suero sali-
no fisioldgico. 250 1g de melatonina en 100 ul de
suero salino fisiolégico conteniendo un 0,005% de
etanol. 265,4 g de hidroximelatonina en 100 ul de
suero salino fisiolégico conteniendo etanol al
0,005%. Las concentraciones de melatonina e hi-
droximelatonina difieren para conseguir la equimola-
ridad, ya que la melatonina tiene un peso molecular
de 232,3 y la hidroximelatonina un peso molecular
de 248,3. 100 wl de VIP 10° Molar en 5 mM CIH.
100 pl de PACAP 10° Molar en 5 mM CIH. 100 pl
de GRF 10* Molar en 5 mM CIH. 100 ul de P6-38
10* Molar en 5 mM CIH. El solvente especifico de
cada sustancia es el que se inyecta a las orejas
controles de rata.

Protocolo inflamatorio local. Las ratas son anes-
tesiadas con vapores de cloroformo. La inflamacion
local se produce inyectando carrageenan subcuta-
neamente en la cara interna de la oreja izquierda
de la rata a una concentracién de 1 mg/100 pl. En
la oreja derecha se inyecta el respectivo solvente
como control. Las determinaciones se han realizado
de dos formas, una, midiendo el grosor de la oreja
plegada mediante un nonius o calibrador pie de rey,
dandose los resultados en décimas de milimetro, y
otra, midiendo la actividad de la mieloperoxidasa de
los tejidos, dandose los resultados en mU/100g de
tejido humedo. Otros reactivos son: melatonina 250
ng/100 i, hidroximelatonina 265,4 p1g/100 wl, 6-
metil-prednisolona 200 png/100 wl, VIP 10° M/100
wl, PACAP 10° M/100 I, GRF 10* M/100 pl, P6-38
10* M/100 pl. En cada una de las determinaciones
se han utilizado al menos tres animales.

Protocolo de inmunizacion. Las ratas son anes-
tesiadas con vapores de cloroformo. Se inmunizan
los animales con 1 mg de ovoalbumina absorbida
en hidréxido de aluminio subcutdneamente en la
pata trasera, una vez a la semana durante 4 sema-
nas. La sensibilizacion se realiza diez dias después
de la ultima inmunizacion inyectando 1 mg de ovo-
albumina de la misma manera que en la inflamacién
local expresada anteriormente. Brevemente, se in-
yecta ovoalbumina debajo de la piel en la cara in-
terna del pabelldn auricular de la rata. Las determi-
naciones se han realizado de la misma manera, es
decir, medicién del grosor de la oreja plegada y mi-
diendo la actividad de la mieloperoxidasa de los teji-
dos.

Estudio histolégico. Se estudian cortes de sec-
ciones transversales de la oreja control de la rata y
de la condritis auricular.
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Figura 1. Estudio macroscopico e histolégico de la condritis auricular en rata. La mitad superior de la figura muestra el pabellén
auricular derecho normal y el pabellon izquierdo con condritis auricular. En la visién craneal se aprecia un engrosamiento sobre todo
en sentido antero-posterior y en la vision frontal se observa la oreja descendida de su posicion normal. La rata esta anestesiada. La
mitad inferior de la figura muestra el estudio histolégico de una seccién transversal de pabellén auricular de rata con condritis
auricular. Se visualiza la infiltracion de células inflamatorias en todas sus capas, desde la superficie (E, epidermis), dermis (D) hasta las
mas profundas como el cartilago (C) y musculo (M).
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Estudio estadistico. Se realiza mediante t-Stu-
dent

RESULTADOS

Estudio macroscdpico e histoldgico. La mitad su-
perior de la Figura 1 muestra la oreja izquierda de
la rata con condritis auricular comparada con la ore-
ja derecha sana. La mitad inferior es un corte trans-
versal de una oreja con condritis auricular, desta-
cando el infiltrado inflamatorio en todas sus capas.

Cinética de tiempo. Efecto del carrageenan a lo
largo del tiempo, desde las 3 hasta las 72 horas
tras su administracion con y sin tratamiento antiin-
flamatorio. Se detalla en la Figura 2. A partir de es-
te estudio, todas las determinaciones se han reali-
zado a las 3 horas de la administracién de las
sustancias.

Efecto del antiinflamatorio sobre la accion de di-
ferentes sustancias en la condritis auricular inducida
por carrageenan. La accion de MLT, VIP y PACAP,
a las concentraciones expresadas en material y mé-
todos, sobre la condritis auricular de rata inducida
por carrageenan en presencia y ausencia de 6-metil
prednisolona se detalla en la Figura 3.

Efecto de los antagonistas sobre la accion de di-
ferentes agonistas en la condritis auricular inducida
por carrageenan. La accion de MLT, VIP y PACAP,
a las concentraciones expresadas en material y mé-
todos, sobre la condritis auricular de rata inducida
por carrageenan en presencia y ausencia de sus
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Figura 2. Cinética de tiempo de la inflamacién producida por
carrageenan (CARR) y su tratamiento con 6-metil prednisolona
(6MP). t-Student: a versus Control P<0,001; b versus CARR+6MP
p<0,005; c versus Control P<0,005; d versus Control P<0,01; e
versus Control P<0,05.
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Figura 3. Condritis auricular producida por carrageenan en
presencia de sustancias proinflamatorias (MLT, melatonina),
inflamatorias (VIP, vasoactive intestinal peptide; PACAP, pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide) y antiinflamatorias
(6MP, 6-metil prednisolona). SOL, solvente. Se ha determinado el
grosor de la oreja. t-Student: a versus Control-SOL P<0,001; b
versus Carrageenan-SOL P<0,001; c versus Carrageenan-SOL
P<0,05; d versus Carrageenan-MLT P<0,001; e versus Control-
VIP P=0,184; f versus Carrageenan-VIP P=0,323; g versus
Control-PACAP P=0,332; h versus Carrageenan-PACAP P=0,322.

respectivos antagonistas (OHMLT, GRF, y P6-38) se
detalla en la Figura 4.

g — | (X Control
[ Carrageenan

6 b C i il
— i
T a f

Heo
Ho
He

He

SOL MLT MLT VIP VIP  PACAP PACAP

+ + +
OHMLT GRF P6-38

Figura 4. Condritis auricular producida por carrageenan en
presencia de sustancias proinflamatorias (MLT, melatonina),
inflamatorias (VIP, vasoactive intestinal peptide; PACAP, pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide) y sus respectivos
antagonistas (OHMLT, hidroximelatonina, antagonista de MLT;
GRF, growth releasing factor, antagonista de VIP; P6-38, péptido
antagonista de PACAP). Se ha determinado el grosor de la oreja.
t-Student: a versus Control-SOL P<0,001; b versus Carrageenan-
SOL P<0,005; ¢ versus Carrageenan-MLT P=0,536; d versus
Control-VIP P=0,533; e versus Carrageenan-VIP P=0,539; f versus
Control-PACAP P=0,457; g versus Carrageenan-PACAP P=0,744.
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Figura 5. Condritis auricular producida por carrageenan en
presencia de sustancias proinflamatorias (MLT, melatonina),
inflamatorias (VIP, vasoactive intestinal peptide; PACAP, pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide) y antiinflamatorias
(6MP, 6-metil prednisolona). SOL, solvente. Se ha determinado la
actividad de la enzima mieloperoxidasa. t-Student: a versus
Control-SOL P<0,001; b versus Carrageenan-SOL P<0,005; ¢
versus Carrageenan-SOL P<0,05; d versus Carrageenan-SOL
P<0,01.

Determinacion de la actividad de la enzima mie-
loperoxidasa en la condritis auricular inducida por
carrageenan. La medicion de la inflamacion de la
condritis auricular mediante esta enzima inflamato-
ria se expone en la Figura 5.

Condritis auricular autoinmune inducida por ovo-
albumina. Se ha obtenido una condritis auricular au-
toinmune donde el proceso inflamatorio local ha si-
do de menor intensidad que el obtenido mediante
carrageenan (datos no mostrados).

DISCUSION

Los modelos experimentales de inflamacién local
inducida por carrageenan (una sustancia vegetal
productora de inflamacion local) se vienen desarro-
llando en la almohadilla plantar de rata'. Dentro del
campo de la otorrinolaringologia no habia ningun
modelo donde poder estudiar y reproducir procesos
inflamatorios locales. Hemos venido desarrollando
un modelo de inflamacion local inducida por carra-
geenan en la oreja de la rata, produciéndose una
condritis auricular (Figura 1 mitad superior) como
hemos podido constatar mediante estudios histol6-
gicos (Figura 1 mitad inferior), asi como el estudio
de la accion y efectos de diferentes sustancias so-
bre este cuadro experimental (Figuras 2-5). La me-
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dicion de la inflamacion de ha realizado con nonius
y mediante la determinaciéon de la actividad de la
enzima mieloperoxidasa. Cuando se ha utilizado la
mieloperoxidasa, la diferencia entre los controles y
la condritis auricular ha sido mucho mayor que la
diferencia encontrada mediante el nonius. La medi-
cion con nonius o calibrador pie de rey, en cambio,
resulta mucho mas sencilla y asequible en cualquier
medio que no disponga de determinaciones enzi-
maticas.

De la misma manera hemos desarrollado una
condritis auricular autoinmune inyectando ovoalbu-
mina. Los resultados inflamatorios locales han sido
de menor intensidad que los obtenidos mediante
carrageenan. Condritis auricular autoinmune induci-
da por colageno tipo Il ya fue descrita con anteriori-
dad por otros autores?.

Hemos utilizado diferentes sustancias para co-
nocer los efectos que sus acciones puedan tener
sobre la condritis auricular inducida por carragee-
nan. La MLT se ha comportado como proinflamato-
ria, es decir, por si misma no produce inflamacién,
pero aumenta la inflamacion producida por carrage-
enan. El VIP y PACAP se han comportado como in-
flamatorios al producir inflamacion local por si mis-
mos. El antiinflamatorio utilizado ha sido la 6MP
(urbasén) que ha reducido la condritis auricular,
aunque en la inflamacién producida por VIP y PA-
CAP no ha habido diferencia significativa, pudiéndo-
se deber a la intensidad de la actividad inflamatoria
de estos péptidos o a que hubiera sido necesario
incrementar la concentracién de 6MP. La melatoni-
na se ha comportado como sustancia moduladora.
Este tipo de modulacion de la melatonina ya fue
constatado con anterioridad en diferentes procesos
inmunes®’. También se ha constatado que la accién
de estas sustancias no estd mediada por receptor,
ya que sus respectivos antagonistas no han podido
suprimir la inflamacion. Otras acciones producidas
por VIP también se realizan sin mediacion de su re-
ceptor®™2,

Existe controversia en relaciéon con las acciones
de MLT y VIP en la inflamacién. En modelo de infla-
macion local la ausencia de MLT inhibe la respues-
ta inflamatoria™. En pacientes con tumores sdlidos
que recibieron interleukina-2 la accién de la MLT in-
cremento los linfocitos T, las células "natural killer" y
los eosindfilos™. En cambio otros autores han en-
contrado un efecto antiinflamatorio'>'. Estos resulta-
dos aparentemente contrapuestos pueden enten-
derse dentro del mecanismo modulador de la MLT,
que variaria en relacion con el status y los niveles
presentes de los diferentes compuestos en esa es-
pecifica accion, es decir, la MLT tendria un efecto
modular de la respuesta inflamatoria dependiendo
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del estado concreto de la inflamacion, de forma fa-
vorecedora o inhibitoria de esa respuesta inflamato-
ria. También puede estar relacionado con la no par-
ticipacion del receptor de MLT en el efecto de estas
acciones sobre la inflamacién. El VIP es una sus-
tancia inflamatoria en la piel”'" y en dérganos rela-
cionados con la otorrinolaringologia como la rinitis
alérgica®, los pdlipos nasales?, la apnea obstructiva
del sueno® y la neuralgia del trigémino®. Otros au-
tores han encontrado un efecto antiinflamatorio del
VIP en la microglia®**. EI PACAP produce efecto in-
flamatorio ocular® y activa los granulocitos®. En
cambio, también presenta efecto antiinflamatorio al
regular la producciéon de mediadores inflamatorios®
y su accion sobre la microglia®. Estas diferentes ac-
ciones de VIP y PACAP estan inmersas en el efecto
pleotrépico de la activaciéon de las multiples vias de
sefalizacién del sistema nervioso®, pudiendo estar
también influenciado por la accién de sus efectos
mediante receptor o independiente al receptor.

espontanea en ratas Wistar de laboratorio®, presen-
tando caracteristicas similares a la inducida por ca-
rrageenan.

Destacamos la validez del modelo experimental
de inflamacién local inducida por carrageenan en
oreja de rata. Un modelo experimental que ha sido
la primera vez que se describe y que entra comple-
tamente dentro del campo de la otorrinolaringologia
por la familiaridad con la condritis auricular produci-
da.

CONCLUSIONES

1. Validez de la condritis auricular como modelo
experimental de inflamacion local inducida por ca-
rrageenan en oreja de rata.

2. Comportamiento de MLT como sustancia
proinflamatoria y de VIP y PACAP como inflamato-
rias, estando sus acciones no mediadas por recep-

La condritis auricular puede producirse de forma
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