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Introducciéon: Se requiere un modelo estandar fiable para evaluar
la eficacia de nuevos farmacos para animales de compania, espe-
cialmente perros. La dermatitis atépica canina (DAC), también co-
nocida como enfermedad dermatoldgica alérgica inflamatoria, es
un problema comun. Actualmente, el modelo animal de acaros del
polvo domésticos se utiliza en la investigacion de la DAC pero este
modelos presenta una variacion individual significativa y es dificil
de estandarizar. En este estudio, usamos ovoalbumina como anti-
geno para sensibilizar y estimular a los perros, estableciendo asi un
modelo estable que imita la respuesta de linfocitos T-helper 2 (Th2)
visto en la CAD. Nuestro objetivo fue crear un modelo de CAD que
pudiera emplearse para evaluar la eficacia de nuevos farmacos e
imitar la respuesta alérgica dominante Th2 observada en la patogé-
nesis de la dermatitis atépica de los perros.

Métodos: para el estudio se usaron 6 Beagles. Se aplicd suero salino
en dos animales y ovoalbimina en cuatro, en la parte dorsal de la
piel.

Resultados: el grupo tratado con ovoalbumina mostré signos clini-
cos de DAC como prurito y eritema. Ademas, los niveles plasmati-
cos de inmunoglobulina E y quimioquina CCL17 de los marcadores
de CAD fueron mayores en el grupo tratado con ovoalbumina que
en el grupo de control. El grosor cutaneo de la epidermis aumentod
significativamente en el grupo tratado con ovoalbumina, observan-
dose infiltracion de células inflamatorias en la region de la dermis
engrosada. En conclusién, la aplicacion en la piel canina con una
concentracion éptima de ovoalbumina indujo sintomas tipicos de
CAD, y los analisis histolégicos y moleculares confirmaron una ma-
yor respuesta inmune relacionada con Th2.

Conclusiones: Por lo tanto, hemos establecido con éxito una res-
puesta adecuada Th2 dominante imitando la CAD, que facilitara la
investigacién especifica de la dermatitis atdpica en perros.
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La dermatitis atépica canina (CAD) es una enfermedad cutdnea in-
flamatoria de la piel comun que implica disfuncién de la barrera
epidérmica y prurito recurrente en perros (1). La dermatitis atopi-
ca (DA) es una enfermedad hereditaria, aunque es posible que se
desarrolle espontaneamente en cualquier individuo. Los factores
ambientales, como la exposicidon a alergenos, juega un papel impor-
tante en la activacion de esta patologia (2).

El tratamiento de la DA en humanos y perros implica utilizar medi-
cacién que puede suprimir la respuesta celular inmune de Th2 (3-6)
y mantener el control de la enfermedad a largo plazo (7-10).

Al igual que en humanos, las lesiones cutaneas de la CAD se ca-
racterizan por la infiltracién de la dermis por células CD4+-T y eo-
sindéfilos, conocida como respuesta Th2. La respuesta Th2 es una
respuesta inmune exagerada provocada por alergenos (11). El sis-
tema inmune de los perros genéticamente predispuestos reconoce
los alergenos y activa las células Th2. Estas células Th2 activadas
migran al sitio de estimulacion a través de CCL17, una quimioquina
que mueve las células inflamatorias y estas células estimulan las
células B(12). Las células Th2 liberan citoquinas de sefalizacion es-
pecificas, incluidas la interleucina-4 (IL-4), la interleucina-13 (IL-13)
y lainterleucina-31 (IL-31). Las citoquinas liberadas promueven una
respuesta inflamatoria en la piel, lo que lleva a sintomas caracte-
risticos de la DAC como prurito, eritema y edema. La diferenciacion
inflamatoria de células T y la respuesta inmune Th2 en la piel esta
regulada por mediadores inflamatorios, como COX-2 (13, 14), pero
el papel de COX-2 en la respuesta inmune de la DAC no esta claro.
Ademas, el hallazgo de que la inhibicion de la expresion COX-2 de
un modelo atdpico alérgico en ratones promueve una respuesta Th2
(15) fue un indicador para la construccién del modelo de CAD domi-
nante Th2.

IL-4 e IL-13 median en la hipersensibilidad del anticuerpo de la in-
munoglobulina E (IgE) que estd implicada en las reacciones alérgi-
cas. Los anticuerpos IgE se unen a los mastocitos, que son abun-
dantes en la piel. Tras la exposicion posterior al mismo alergeno, las
IgE desencadenan la degranulacién de los mastocitos. Debido a la
degranulacién, se libera histamina y otros mediadores que produ-
cen prurito y la posterior inflamacién. Sin embargo, las citoquinas
Th2 varian mucho dependiendo de la muestra y el tiempo de me-
dicién. En el caso de CCL17, las quimiocinas relacionadas con Th2
pueden mediarse de una manera relativamente estable y, por lo tan-
to, estan siendo estudiadas activamente como objetivos que puedan
determinar la severidad de las enfermedades alérgicas como DA.

Para proteger a los animales y garantizar una seleccion 6ptima del
tratamiento es esencial confirmar la eficacia y la seguridad de los
nuevos medicamentos desarrollados para el tratamiento de enfer-
medades, incluida la atopia, en los animales diana (16).

La sensibilizacion epitcutanea con alergenos, como los acaros del
polvo doméstico (APDs), se ha utilizado ampliamente para estable-
cer modelos de CAD o para estudiar la alergia de contacto (17,18).
Sin embargo, los animales inducidos por APDs muestras importan-



tes variaciones individuales y estandarizar los protocolos es dificil
(19,20). Por lo tanto, no se dispone de modelos animales fiables para
experimentacion, estudios no clinicos o estudios clinicos de fase Il.

En este estudio, usamos ovoalbumina como antigeno para la sen-
sibilizacién y estimulacién para estudiar la eficacia y actividad in-
munoldgica. Deducimos la concentracion optima de ovoalbUmina
necesaria para establecer un modelo y, de ese modo, establecemos
un modelo de DAC que imita la respuesta DA Th2 dominante. Este
modelo sera una valiosa herramienta para seguir investigando en
este campo.

En el experimento se usaron seis beagles macho (Canis lupus fa-
miliaris). Los grupos de control (CG), T1 y T2 se componian de dos
animales cada uno. Todos los perros eran machos de 7 meses con
un peso medio de 7,95 kg (rango, 7,2-8,7), y se obtuvieron de Raon
Bio (Yongin, Corea del Sur). Antes de empezar el experimento, al pe-
riodo de aclimatacion de 7 dias le sigui6 una cuarentena veterinaria.
En este estudio se incluyeron animales sanos que no desarrollaron
dermatitis o enfermedades alérgicas durante la cuarentena. A todos
se les aloj6 en jaulas individuales (120 x 180 x 150 cm?3). Durante
el periodo experimental, la temperatura y la humedad de la habi-
tacion se mantuvieron a 24°C (+ 2°) y 40-60% respectivamente. La
intensidad de la luz fluorescente se mantuvo en 150-300 lx, la tasa
de renovacién del aire fue de 10-15 veces/hora y se mantuvo un
ciclo de luz de 12h. Los animales fueron alimentados con pienso
seco para perros (sin huevo) y se les permitié beber agua limpia de
grifo a voluntad. No se les bano durante el periodo de estudio para
evitar cambios en los parametros de la condicién cutdnea. Toda la
experimentaciéon animal se realizé bajo las directrices del Comité
Institucional del Cuidado y Uso de Animales de Huvet (nimero de
aprobacién IACUC: HV 2022-011).

En este estudio, al grupo control (GC) se le expuso epicutdneamente
a suero salino normal y a los grupos T1y T2 se les expuso epicuta-
neamente a 1y 5 mg/kg de ovoalbumina, respectivamente.

El estudio consistié en dos fases. En la fase 1, los beagles fueron
sensibilizados epicutaneamente a la ovoalbumina durante dos se-
manas. En ese momento, los perros se consideraron sensibilizados
a la ovoalbimina a pesar de que la mayoria de ellos (3 de 4) no
presentaban lesiones cutdneas. En la fase 2, los beables fueron ex-
puestos a ovoalbUmina durante 2 semanas.

La ovoalbumina se aplicd con apdsitos transparente Tegaderm®
(3M, St. Paul, MN, Estados Unidos). Decidimos colocar la ovoalbUmi-
na en la zona dorsal, que no es una zona tipica de desarrollo de la
DAC porque los animales eran propensos a eliminar el Tegaderm®
cuando se movian. Para crear el modelo de la DAC, se corté el pelo
y se desinfectd la zona dorsal con alcohol isopropilico al 70%. A los
grupos tratados con ovoalbumina se le sensibilizé con 1y 5 mg/kg
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de ovoalbumina disuelta en suero salino fisiolégico todos los dias
durante 2 semanas. A los animales del GC se les administro suero
salino fisioldgico. Se obtuvieron imagenes macroscdépicas los dias
0,2,7y 14

Se evalué la gravedad de los sintomas usando una version simplifi-
cada del sistema de puntuacion Draize utilizado en estudios toxico-
loégicos y dermatoldgicos para evaluar la irritacidén cutanea, con las
puntuaciones mas altas que indicaban inflamacion, lesion e hincha-
z0n severas causadas por la ovoalbumina. El sistema de puntuacién
de irritacion dérmica Draize (SPID) se puntla dos veces en semana
(21), donde 0 indica que no hay eritema, escaras o edema, 1 indica
eritema, escaras y edema apenas perceptible, 2 indica eritema, es-
caras y edema claramente perceptibles, 3 indica eritema, escaras y
edema de moderados a severos y 4 indica severo eritema, escaras
ligeramente profundas y edema severo que se extiende mas alla del
area expuesta.

Para analizar el hemograma completo y la quimica sanguinea, se
recogid sangre entera en un tubo con anticoagulante EDTA (acido
dietilendiamino tetraacético) y en un tubo separador de suero, res-
pectivamente. Se realizé un hemograma completo (BC-2800 Vet;
Mindray, Shenzhen, China) usando sangre entera. Las muestras en
el tubo separador de suero se centrifugaron durante 10 minutos a
3000 rpmy el sobrenadante se recogio y utilizé como suero para las
analiticas (DRI-CHEM NX700; Fujifilm, Tokio, Japdn).

En el dia 15, todos los animales fueron anestesiados para obtener
muestras de piel de la regién dorsal. Se recogieron cuatro biopsias
utilizando punch de 8 mm en el drea dorsal de cada uno de los seis
perros después de una evaluacion clinica y monitorizacién del es-
tado de la piel. Para el examen histopatoldgico, el 50% de las mues-
tras se fijaron en solucién de formalina al 10% con tampdn neutro;
para el analisis de citoquinas, el 50% de las muestras conservadas
en solucion RNAlater® (AM7021, Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados
Unidos) se congelaron instantaneamente en nitrogeno liquido. Los
tejidos de la piel se conservaron en formol tamponado neutro al
10% durante la noche e incorporados en parafina. Entonces, las
muestras tisulares se seccionaron a intervalos de b um. Las seccio-
nes se desparafinaron y se tineron con hematoxilina y eosina para
examinar las anomalias estructurales de la piel. La tincién tricré-
mica de Masson se realizé segun las instrucciones del fabricante
(Cat. No. IFU-2; ScyTek, Logan, UT, Estados Unidos). Los portaobjetos
desparafinados se incubaron en solucion de hematoxilina férrica de
Weigert, fucsina acida - escarlata de Briebrich, acido fosfotungsti-
co-fosfomolibdico, azul de anilina y una solucién de acido acético
al 1%. El colageno en los tejidos conectivos se tind de azul, el cito-
plasma se tind de rojo o rosa, y los nucleos se tineron de rojo oscuro
0 purpura. Los resultados de la tincién fueron examinados por un
histopatoélogo.



Para medir la cantidad de acido ribonucleico (RNA) en las mues-
tras, el RNA se extrajo de las biopsias de tejidos usando el RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) y se transcribié inversamente
utilizando el QuantiNova Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Se prepararon mezclas de 20uL de volumen para gRT-
PCR, que contenian 2 Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Waltham, MA, Estados Unidos), y las reacciones se rea-
lizaron utilizando un QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Se utilizé gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) como control enddgeno para la normalizacién. Las reac-
ciones cuantitativas en cadena fueron realizadas usando cebadores
que abarcan secuencias intrénicas (mencionadas en la tabla 1). El
factor multiplicador de induccion se cuantifico utilizando el método
2-AACT.

Para analizar las citoquinas en las muestras sanguineas, se reco-
lectd sangre entera en tubos de EDTA y se centrifugdé durante 10
minutos a 3000 rpm y el sobrenadante se recogié como plasma.
Todos los pasos se realizaron en rangos de temperatura entre 2 y
8 °C. Los niveles de IgE canina, IL-4 e IL-31 se midieron usando kits
ELISA (Cat. No. CI0014 and CI0041 for IL-4 e IL31, respectivamente;
Neobiolab, Cambridge, MA, USA; Cat. No. Ab157700 para IgE; Abcam,
Cambridge, UK), de acuerdo con los protocolos del fabricante.

Primers caninos usados para cuantificar la PCR real-time.

Simbolo | Secuencia de Primers Longitud ID Banco de genes

delgen | (desde 5 hasta 3’)
F: GCCATCGTGTTTGTAACT

CCL17 103 XM_038657714.1
R: CTCCCTTCCAGGTTCTTTGT
F: TCACCAGCACCTTTGTCCACGG

IL-4 96 AF187322.1
R: TGCACGAGTCGTTTCTCGCTGT
F: TGCGCAGCTCTAGAATCTCTG

IL-13 69 NM_001003384.1
R: CAGCATCCTCTGGGTCCTT
F: CCTGTTCCTGCTCTGCTCTA

IL-31 188 NM_001165914.1
R: TGAGACACAGCAGCAAGGTA
F: AAGCTTCGATTGACCAGAGCAG

COX-2 145 NM_001003354.1
R: TCACCATAAAGGGCCTCCAAC
F: GTCCTGGCGCTGGTGAGT

PTGES 89 NM_001122854.1
R: ATGACAGCCACCACGTACATCT
F: GATGACCCAGACACTGCTGA

Filaggrin 158 XM_038423227.1
R: TGGTTTTGCTCTGATGCTTG
F: TTAACTCTGGCAAAGTGGATATTGT

GAPDH XM_038448970.1
R: GAATCATACTGGAACATGTACACCA
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Para el andlisis estadistico se utilizo el software Prism 8 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EE. UU.). Se utilizé la media + desviacion es-
tdndar (DE) para representar los datos en todos los graficos. Para el
analisis de tejidos, se realizaron al menos tres experimentos indepen-
dientes por triplicado. Para el analisis de plasma, se tomd una muestra
de sangre de la vena cefalica de dos animales por grupo, y todas las
pruebas se realizaron técnicamente por triplicado. Las comparaciones
entre grupos se realizaron mediante la prueba t de Student. La signifi-
cacion estadistica se fijé en un valor de p inferior a 0,05.

Los sintomas clinicos de la atopia en perros incluyen eritema, ede-
ma y escoriaciones cutaneas. Examinamos visualmente las mani-
festaciones clinicas tipicas de la atopia, incluyendo eritema, edema
y escoriaciones en el grupo tratado con ovoalbdmina. Los sintomas
se evaluaron vy calificaron usando el criterio DDISS. Comparando
con el grupo control, el grupo tratado con ovoalbimina exhibié pun-
tuaciones mas altas, observandose un aumento notable en grupo T1
comparado con el grupo T2. Ademas, la

Los sintomas clinicos de la atopia en perros incluyen eritema, ede-
ma y excoriaciones cutaneas. Examinamos visualmente las mani-
festaciones clinicas tipicas de la atopia, incluidos eritema, edema 'y
excoriaciones, en el grupo tratado con ovoalbumina. Los sintomas
se evaluaron y calificaron utilizando los criterios DDISS. En compa-
racion con los del grupo VC, el grupo tratado con ovoalbimina exhi-
bié puntuaciones mas altas, observandose un aumento notable en
el grupo T1 en comparacion con el grupo T2. Por otra parte, la pun-
tuacion de gravedad de la dermatitis en el grupo T1 (Figuras 1A, B).

Histopatolégicamente, la DAC se caracteriza por una epidermis en-
grosada como resultado de una mayor proliferacion de queratinoci-
tos, junto con la infiltracion de células inflamatorias, incluidos linfo-
citos y eosindfilos. En nuestro estudio, observamos una infiltracién
comparable de células inmunes, incluidos linfocitos, eosinofilos y
neutrdéfilos, en el grupo tratado con ovoalbumina (Figuras 2A, C).

Ademas, observamos infiltracién de células inflamatorias y anoma-
lias estructurales que incluyen inflamacidn dérmica linfocitica (infla-
macion perivascular) con epiteliotropismo focal en la capa dérmica
del estrato cérneo del grupo tratado con ovoalbumina (Figuras 2A,
B). El examen histolégico mediante hematoxilina y eosina y tincidn
con tricromico de Masson reveld un aumento notable y estadistica-
mente significativo en el espesor de la epidermis en el grupo tratado
con ovoalbimina en comparacién con el grupo control (Figura 2C).
Estos hallazgos indican que las caracteristicas histopatoldgicas de
la DA inducida por ovoalbumina reflejan fielmente las observadas
comunmente en pacientes con DA.
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Figura 1. Cambios macroscdpicos durante la estimulacion con ovoalbimina.
(A) Imagen macroscdpica adquirida el dia 1 (fila superior) y 14 (fila inferior)
(observacion macroscdpica) durante la estimulacién con ovoalbimina en todos
los grupos (GC, T1y T2). (B) Nivel de irritacion de la piel puntuado utilizando el
sistema de puntuacion de irritacion dérmica Draize (DDISS) en la estimulacidn con
ovoalbumina. El grupo tratado con ovoalbumina exhibid sintomas clinicos mds
pronunciados de formacion de eritema en comparacion con el grupo de control (GC).
Las puntuaciones fueron mds altas en el grupo T1 (1 mg/mL) en comparacion con
el grupo T2 (5 mg/mL). Los valores representan la media + DE. GC, grupo control;
T1, grupo de tratamiento 1 (tratamiento con ovoalbimina de baja concentracién); T2, -

. : o S PEQUENOS ANIMALES
grupo de tratamiento 2 (tratamiento con ovoalbimina de alta concentracidn) *p <

0,05, *"p < 0,01, ***p < 0,005.

Establecimiento de un modelo
experimental de dermatitis
atopica inducida por
ovoalbumina en caninos

Resultados

11



PEQUENOS ANIMALES

(R)EVOLUTION

Establecimiento de un modelo
experimental de dermatitis
atdpica inducida por
ovoalbumina en caninos

Resultados

12

H & E { 200=)

H & E {40i0x}

Masson®s Trichrome (400x) Masson’s Trichrome | 200)

1 A

. |
"

[JE T =

_.

J e
= = 4
i i
B el 1o Ve
[

Figura 2. Cambios en la histopatologia tras la estimulacion con ovoalbumina. (A)
Imagen que muestra el analisis histopatoldgico de la tincion con hematoxilina y
eosina en tejidos cutdneos. Las filas superiores son 200x y la inferior 400x. Barra
de escala = 100 um. Flecha negra: Linfocito; Flecha verde: Neutrofilo; Flecha roja:
Eosindfilo. Estrella amarilla y flecha: anomalias estructurales de la inflamacidn
dérmica linfocitica (inflamacion perivascular) con epiteliotropismo focal. (B) Imagen
que muestra el andlisis histopatoldgico de la tincidn con tricrémico de Masson en
tejidos cutaneos. Las filas superiores son 200x y la inferior 400x. Barra de escala
=100 um. (C) Grosor epidérmico y nimero de células inmunitarias infiltrantes
(eosindfilos, linfocitos). Los valores representan la media + DE. GC, grupo; T1, grupo
de tratamiento 1 (tratamiento con ovoalbimina de baja concentracién); T2, grupo de
tratamiento 2 (tratamiento con ovoalbimina de alta concentracidn) *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,005.



En nuestro modelo de DAC, examinamos la expresion de factores
clave implicados en la barrera cutanea llamados filagrina y COX-2.
Nuestro analisis de mRNA de la piel expuesta a ovoalbimina reveld
un descenso significativo, dosis dependiente, en la expresién de los
niveles de filagrina en el grupo tratado con ovoalbumina comparado
con el grupo control (Figura 3A).

Ademas, el tratamiento con ovoalbumina indujo un incremento sig-
nificativo en la expresion COX-2 y un incremento asociado en la pro-
duccion de PGE2.

Estos hallazgos indican que la ovoalbumina causa en la barrera cu-
tanea un dano e inflamacidn de forma similar a la DAC de una forma
concentracién-dependiente (Figuras 3 B,C).
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Cambios en los niveles de expresion de ARNm de los factores
relacionados con la inflamacidn y de las proteinas de la barrera cutdnea tras la
estimulacidn con ovoalbimina. Los niveles de ARNm de citoquinas relacionadas
con la inflamacidn temprana se cuantificaron mediante PCR- transcripcion inversa.
(A) El nivel de expresion del ARNm de la filagrina disminuyd significativamente tras
la estimulacidn con ovoalbumina. (B) El nivel de expresion del ARNm de la COX-2
aumento significativamente tras la estimulacién con ovoalbumina. (C) El nivel de
expresion del ARNm de PGES aumentd significativamente tras la estimulacion
con ovoalbumina en el grupo T2, no en el grupo T1. Todos los valores representan
la media + DE. GC, grupo control; T1, grupo de tratamiento 1 (tratamiento con
ovoalbimina de baja concentracion); T2, grupo de tratamiento 2 (tratamiento con
ovoalbumina de alta concentracion) *p < 0,05; **p < 0,01, **p < 0,005; ****p < 0,001.
GC: grupo control; PGES: prostaglandinas.
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CCL17, comunmente conocida como quimiocina regulada y activada
del timo (TARC), es una quimioquina importante expresada en pa-
cientes con DA. CCL17 estimula la migracion de las células CCL4+-
Th2 al sitio de exposicion a alérgenos (22). En la DAC, la sobreregu-
lacion de la expresidon de citoquinas relacionadas con las células
Th2 se observa no solo en la piel, sino también en las células mo-
nonucleares de la sangre periférica (PBMCs) y muestras de plasma.
Por el contrario, IgE genera anticuerpos alérgenos especificos que
se unen a los mastocitos y desencadenan la liberacién de moléculas
inflamatorias.

En consecuencia, identificamos dos factores que desempenan una
funcidn en la etapa inicial de la respuesta a la DA. Nuestros hallaz-
gos demostraron una importante sobreregulacion de la expresion
de quimioquinas CCL17 a nivel de ARNm en el grupo tratado con
ovoalbUmina en comparacion con el grupo control. Ademas, evalua-
mos los niveles de IgE para confirmar la produccion de anticuerpos
IgE totales séricos en la DA inducida por ovoalbUmina. Curiosamen-
te, tanto la expresion de CCL17 como los niveles de IgE fueron mas
altos en el grupo de dosis baja que en el grupo de dosis alta (Figura
4A). Ademas, analizamos las citoquinas secretadas por las células
T atraidas al sitio del tratamiento con ovoalbumina. Este analisis
se realizé utilizando muestras de piel y plasma, que confirmaron la
presencia de células Th2 reclutadas en la piel. También observamos
la secrecion predominante de citoquinas asociadas con células Th2,
incluyendo IL-4,1L-13 e IL-31, en la piel. Los niveles de ARNm de es-
tas citoquinas mostraron un aumento significativo en el grupo tra-
tado con ovoalbumina en comparacion con el grupo control (Figura
4B). No se detectd expresion Th1 en el grupo tratado con ovoalbu-
mina. Ademas, se observd una elevacién significativa en los niveles
de IL-4 e IL-31 en muestras plasmaticas del grupo tratado con OVA.
Esta observacion fue mas pronunciada en el grupo de dosis baja
que en el grupo de dosis alta (figura 4C).

En este estudio, se busco establecer un modelo de DAC de respues-
ta dominante Th2 utilizando ovoalbUumina en perros beagle sanos
sin antecedentes de predisposicion genética para desarrollar DAC.
En las etapas de sensibilizacion e induccion, utilizando Tegaderm,
la ovoalbumina se aplico diariamente a los perros sin banar. Los
sintomas clinicos de la atopia se analizaron dos veces a la semana
mediante puntuacion visual. Posteriormente, se realizaron analisis
histolégicos e inmunoldgicos después del periodo de aplicacién de
la ovoalbumina para evaluar el modelo DA utilizando piel expuesta
a la ovoalbumina.

La dermatitis atopica es una afeccién cutdanea comun, inflamatoria
que afecta a seres humanos y perros a nivel mundial (23, 24). El
tratamiento para la dermatitis atépica humanay la DAC tiene como
objetivo aliviar sintomas como el prurito y la inflamacion a través de
diversas intervenciones farmacolégicas. Sin embargo, la eficacia no
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La ovoalbumina induce una respuesta Th2 dominante similar a la DAC
tipica en perros sensibilizados a la ovoalbimina. (A) Los niveles de proteina
IgE total y ARNm de CCL17 aumentaron en el grupo tratado con ovoalbumina
en comparacién con el grupo control. (B) Los niveles de expresion de ARNm
de citocinas relacionadas con Th2 en muestras de piel de DAC inducida por
ovoalbimina se midieron mediante gRT-PCR. (C) Los niveles de expresidn proteica
de las citocinas relacionadas con Th2 en muestras de plasma obtenidas de
individuos con DA se evaluaron mediante ELISA. Todos los valores representan
la media + DE. GC, grupo control; T1, grupo de tratamiento 1 (tratamiento con
ovoalbimina de baja concentracion); T2, grupo de tratamiento 2 (tratamiento con
ovoalbumina de alta concentracion) *p < 0,05; **p < 0,01, **p < 0,005; ****p < 0,001.
GC, grupo control.

ha sido muy estudiada en perros, por lo tanto, se necesita investiga-
cion especifica adicional y tener un modelo fiable de DAC para fines
de investigacion.

En la mayoria de perros con DAC se ha observado un incremento
de los niveles circulantes de IgE contra alergenos ambientales. Por
lo tanto, es una practica comun detectar niveles de IgE especificos
para alérgenos comunes en la mayoria de los perros diagnosticados
con DA. El método principal utilizado para inducir sintomas simila-
res a la DA en perros con fines de investigacion es la aplicacion de
HDMs (20, 25). En algunos estudios se ha examinado a los perros
para detectar IgE alta antes de inducir DA (19, 25). En otros se uti-
lizaron perros beagle sanos sin predisposicién genética a niveles
elevados de IgE; sin embargo, la evaluacion se baso en IgE como
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unico indice de evaluacién. Las quimiocinas como CCL17, que estan
elevadas en la DA alérgica, facilitan el reclutamiento de células Th2
en los sitios de inflamacion, y la citoquina Th2 (IL4) estimula la sin-
tesis de IgE (26). En consecuencia, dado que los niveles de IgE en la
dermatitis atdpica se correlacionan con una respuesta inmune Th2,
es importante examinar las quimioqguinas o citoquinas que se regu-
lan junto con los niveles de IgE.

Por lo tanto, el establecimiento de modelos estandarizados de ato-
pia inducida por HDM para fines de investigacion es un desafio. Los
niveles incrementados de IgE sirven como marcadores de alérge-
nos en el DA, pero, aungue, un nivel elevado de IgE es un indicador
importante no se puede confiar Unicamente para el diagndstico defi-
nitivo de DA (1). Tanto en ratones como en minicerdos, los sintomas
similares a la DA pueden inducirse a través de la aplicacion dérmica
de ovoalbuimina (27-29). En modelos de ratones con DA inducidos
por ovoalbumina, la induccion de atopia a través de la sensibiliza-
cion percutanea compromete la funcién de barrera cutdnea, per-
mitiendo que los alérgenos penetren en la piel. Posteriormente, la
sensibilizacion transdérmica repetida desencadena una respuesta
Th2, lo que resulta en la manifestacién de sintomas cutaneos. En
consecuencia, hemos establecido un modelo de DAC utilizando la
ovoalbumina como sensibilizador transdérmico.

Por otra parte, nuestros hallazgos sugieren que valores elevados de
IgE acompanados de quimioquina CCL17 y respuesta dominante Th-
2, juegan un papel significativo en la exacerbacién de la DA inducida
por ovoalbumina.

La dermatitis atopica en perros se acompana de eritema macular,
erupcion cutanea y prurito (30, 31). Cualquier compromiso en la
funcidon de barrera cutanea contribuye a una progresion acelerada
de la DA. Cuando la piel encuentra alérgenos, hay un aumento de
mediadores inflamatorios como las PGEs y COX-2. En cuanto al des-
equilibrio Th1/Th2, la aplicacion topica, in vitro, de PgE, suprime la
produccién de citoquina IL-12, que es esencial para liberar IFNg, una
citoquina Th1 (32). La inhibicion de la IL-12 promueve una respuesta
inmune Th2 (33), lo que conduce a un rapido desarrollo de irritacién
cutdnea (34). Curiosamente, investigaciones previas demostraron
gue la inhibicién selectiva de la expresion de COX-2 en un modelo
de atopia alérgica en ratones favorecid una respuesta Th2, exacer-
bando los sintomas de DA (15). En nuestro estudio, el grupo con
baja exposicion a la ovoalbimina (grupo T1) mostré disminucion de
la expresién de COX-2 y PgE en comparacién con el grupo con ma-
yor exposicién (grupo T2). Esto sugiere que reducir la exposiciéon a
ovoalbumina puede llevar a una disminucion de los mecanismos
reguladores COX-2/PgE aumentando las expresiones especificas de
citoquinas Th2.

Por consiguiente, proponemos que las concentraciones optimas
para inducir un modelo de DAC con dominancia Th2,es 1 mg/ml. Sin
embargo, esta hipoétesis requiere ser verificada en futuros estudios
con mayor numero de perros.

La DA puede asociarse a una deficiencia de filagrina, una proteina
clave implicada en la formacién de las capas mas externas de la
piel (estrato corneo) en algunos individuos. La respuesta inmunita-



ria polarizada Th2 inducida por la DA aguda conduce a una dismi-
nucion secundaria de la filaggrina. Por lo tanto, la disminucion de la
filaggrina puede exacerbar la enfermedad inflamatoria dérmica y
debe confirmarse en asociacion con la citoquina Th2 en la DA (35-
37). Nuestros hallazgos demostraron que el patrén de cambio en
los niveles de expresion de la filaggrina fue similar al observado
en estudios previos (38, 39) En el grupo tratado con ovoalbimina,
se observd una disminucion, dependiente de la concentracion, en
los niveles de expresion del ARNm de filaggrina. Esto indica que la
aplicacion de ovoalbumina perjudica la funcion de barrera cutanea
de forma similar a los efectos observados en pacientes con atopia.

Durante las fases iniciales de la penetracion de los alergenos cau-
sada por deficiencias en la barrera cutdnea, la quimioquina CCL17
es liberada por células cutaneas como los queratinocitos, células
dendriticas y las células endoteliales. Posteriormente, CCL17 se ex-
presa por células CCR4+-Th2 en las ultimas etapas de la penetra-
cion de alérgenos. En un estudio realizado por Kakinuma et al,, los
individuos con DA presentaron niveles séricos elevados de CCL17
en comparacion con los pacientes con psoriasis. Este hallazgo des-
taca el papel significativo de CCL17, una quimioquina esencial en la
progresion y desarrollo de DA (40). En nuestro estudio, observamos
un sustancial incremento en los niveles de expresion de ARNm de
CCL17 en el grupo de DA inducida por ovoalbumina en comparacioén
con el grupo control. Curiosamente, este incremento fue particular
en el grupo en el que se utilizaron dosis bajas. Esto sugiere que los
niveles de CCL17 incrementados por ovoalbimina conducen a una
respuesta inmune dominante Th2 en la fase aguda y que 1T mg/ml
era una concentraciéon apropiada para inducir una respuesta inmu-
ne dominante Th2.

Los hallazgos histopatoldogicos de nuestro estudio muestran la in-
filtracion por células inmunitarias (linfocitos, eosinéfilos y neutré-
filos) en todos los grupos analizados. Especialmente se observo un
incremento significativo en el numero de infiltrados de eosindfilos
y de linfocitos en el grupo tratado con ovoalbimina (Figura 2B). La
infiltracion de células inflamatorias en las lesiones cutdaneas por DA
se caracteriza tipicamente por la presencia de varias subpoblacio-
nes de células Ty células linfoides innatas tipo 2 (41). Nakatani et al.
reportaron una elevada incidencia de infiltracion de células CCR4+-
CD4+-T en pacientes con DA crénica en comparacion con los pacien-
tes con psoriasis (42). Adicionalmente, Murra et al. publicaron que
la administracién de un antagonista de CCR4 en un modelo de DAC
produjo la supresion efectiva de los sintomas clinicos asociados con
DAC (43).

Nuestra investigacion reveléd una consistente correlacion entre el
aumento de la infiltracién de eosinodfilos y la inflamacion cutanea
linfocitica (inflamacién perivascular) de células inmunes en la DA
inducida por la ovoalbumina, niveles elevados de expresion del
ARNm CCL17 y una mayor presencia de citoquinas Th2 de respues-
ta dominante.

La DA se caracteriza principalmente por el predominio de la res-
puesta inmune Th2, lo que lleva a la sobreregulacién de las citoqui-
nas, como IL-4, IL-5 e IL-13 (44-46). La aplicacion topica de ovoalbu-
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mina en modelos de raton da como resultado la sobreregulacion de
las quimiogquinas relacionadas con Th2, como CCL17 y CCL22, pro-
moviendo la infiltracidén de células Th2 e intensificando la respuesta
inflamatoria alérgica (47). La evaluacion de los tejidos plasmaticos
y cutaneos del grupo tratado con ovoalbumina revel6 una elevacion
significativa en los niveles de proteina IL-4 y de ARNm, asi como en
los niveles de ARNm IL-13. Curiosamente, nuestros hallazgos re-
velaron que los niveles de expresion eran notablemente altos en el
grupo de dosis bajas.

La citoquina inflamatoria IL-31 es producida por la célula Th2 y par-
ticipa directamente en la activacién de las neuronas sensoriales y
en la activacion del prurito cutdneo (48, 49). En los individuos con
DA, hubo un aumento notable en los niveles de IL-31 en compa-
raciéon con los individuos sanos. Ademas, la inyeccion de IL-31 en
perros indujo prurito (50). Nuestros hallazgos revelaron un aumento
sustancial en los niveles de expresién de la proteina IL-31 y el ARNm
en el grupo tratado con ovoalbumina. Por lo tanto, determinamos
la concentracion 6ptima de ovoalbUmina necesaria para inducir la
atopia. También observamos que los sintomas de la DA inducida con
la concentracién éptima de ovoalbimina se parecian mucho a los
sintomas clinicos observados en pacientes con DA, y este hallazgo
valida la relevancia e importancia de nuestro modelo para realizar
estudios sobre DA.

Este estudio tiene tres limitaciones principales. La primera limita-
cion es que todos los grupos comprenden dos perros, lo que puede
introducir un sesgo que podria afectar el analisis estadistico. Sin
embargo, esta limitacién se resolvié con cuatro biopsias de la regién
dorsal tratada con ovalbumina tomadas de cada perro y estimadas
con almenos tres réplicas del analisis. En segundo lugar, CADESI-04,
una escala de evaluacion clinica para atopia canina, no era aplicable
a nuestro estudio. Nuestro modelo de DAC, con ovoalbumina aplica-
da localmente a la espalda en lugar de DA sensibilizada sistémica-
mente, es un modelo para estudios en los que se observa una res-
puesta inmune Th2-dominante en la espalda con manifestaciones
clinicas similares a la dermatitis atopica. Sin embargo, el dorso no
es un sitio comun de dermatitis atépica vy, por lo tanto, no se incluye
en la métrica CADESI-04. Necesitabamos una métrica para evaluar
los sintomas clinicos y aplicamos el DDISS, que utilizamos en nues-
tro estudio previo del modelo de DA en minicerdos (29). La grafica
gue presentamos puntua las manifestaciones clinicas atépicas de
eritema y edema. En nuestro estudio, la formacién de escaras se
calificé como 0 para todos los animales. En el futuro, aplicaremos
indicadores que puedan reflejar las manifestaciones clinicas de la
dermatitis atdpica (eritema, edema, excoriacion, alopecia) como una
puntuacidon de respuesta cutanea modificada o una puntuacién CA-
DESI modificada, donde se evalua el tipo de lesion y la gravedad de
la piel relevantes para este modelo. Una tercera limitacion es que
el prurito, en este modelo, se basé en la observacion visual casual
por parte del veterinario. Aunque hay escalas disponibles para de-
terminar el prurito clinico, estan disenadas para duenos de perros
(51). El prurito es un sintoma esporadico y no pudimos controlarlo
en nuestro estudio. Por lo tanto, las escalas de prurito deberian de-
sarrollarse mas para futuros investigadores.



Cuando la piel canina fue tratada con una concentracion éptima de
ovoalbumina, observamos cambios clinicos, histopatologicos y no
clinicos que se parecian a los observados de manera natural en la
DAC. Ademas, observamos una respuesta inmune mejorada rela-
cionada con Th2. En resumen, establecimos un modelo animal que
puede usarse para la investigacion basica de la respuesta domi-
nante Th2 en el ambito de la DAC, lo que proporciona un medio para
una evaluacion precisa de la seguridad de nuevos farmacos para el
tratamiento de la DAC.

Las contribuciones originales presentadas en el estudio se incluyen
en el articulo/material complementario; mas consultas pueden diri-
girse al autor correspondiente.

El estudio con animales fue revisado y aprobado. Todos los experi-
mentos con animales se realizaron de acuerdo con las pautas del
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Huvet (nime-
ro de aprobacion IACUC: HV 2022-011).

H-YS: Analisis formal, Metodologia, Visualizacion, Escritura — borra-
dor original, Escritura — revision y edicién. HJ: Metodologia, Investi-
gacién. H-JT: Metodologia, Validacion, Redaccion — revision y edicion.
H-GO: Supervision, Redaccién — borrador original. JH: Conceptuali-
zacion, Adquisicién de financiacion, Supervision, Recursos, Redac-
cion —revision y edicion.

El autor(es) declara haber recibido apoyo financiero para la inves-
tigacion, autoria y/o publicacién de este articulo. Este trabajo fue
apoyado por la subvencion del Consejo Nacional de Investigacion de
Ciencia y Tecnologia (NST) del gobierno de Corea (MSIT) (nimero de
subvencién: CRC21022).

H-GO fue empleado por la Divisién de 1+D de HUVET Co., Ltd.

El resto de autores declaran que la investigacién se realizé en au-
sencia de relaciones comerciales o financieras que pudieran inter-
pretarse como un potencial conflicto de intereses.

Todas las afirmaciones expresadas en este articulo son exclusivas
de los autores y no necesariamente representan las de sus organi-
zaciones afiliadas, ni las del editor, los redactores y los revisores.
El editor no garantiza ni respalda ningun producto que pueda eva-
luarse en este articulo, ni ninguna afirmacion que pueda hacer su
fabricante.
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