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Resumen

Resumen

La dermatitis atdpica (DA) es una enfermedad alérgica de la piel que se
manifiesta en individuos atépicos que entran en contacto con un alergeno
frente al cual son hipersensibles. La DA se manifiesta en el hombre y en el
perro por la aparicion subita de picor y de lesiones cutaneas inmediatas (fase
temprana o EAR). Ademés, en un elevado porcentaje de pacientes, la
enfermedad evoluciona hacia una fase tardia (LAR) que se sustenta en un
proceso inflamatorio y que es responsable posiblemente de los sintomas
cronicos de la enfermedad. En la DA humana y canina la inflamacion se
constituye mayoritariamente de células dendriticas y linfocitos T. En ambas
especies se ha demostrado que la respuesta inmunitaria es inicialmente del
tipo Th2 y a medida que la enfermedad se hace crénica cambia al tipo Thl.
Durante el reclutamiento de las células inflamatorias se activan entre otras, las
moléculas de adhesion. Probablemente en dicha actividad participan los
mastocitos (MC) de la dermis. La poblacion mastocitaria estd en un lugar
privilegiado para coordinar el proceso inflamatorio por su situacion anatomica
proxima a los vasos sanguineos y por su contenido en mediadores pro-
inflamatorios. El conocimiento de los mecanismos de instauracion de la
inflamacion en la DA es fundamental para establecer estrategias terapéuticas
encaminadas a reducirla. Nos propusimos estudiar la expresion de la selectina
P, el ICAM-1 y el TNF-a en la DA, asi como la contribucién de los MC a su

inducciéon en modelos caninos in vitro e in vivo.

Se seleccionaron perros con DA espontanea en el Hospital Clinic Veterinari de
la Universitat Autbonoma de Barcelona. Mediante inmunohistoquimica, en las
lesiones cutaneas de los animales seleccionados se observd una mayor
expresion de selectina P que en las zonas no lesionadas. Dicho aumento se
correlacionaba con una mayor adherencia de los leucocitos al endotelio
vascular. Ademas mediante estudios in vitro con lineas celulares de MC
caninos y células endoteliales de carotida canina, demostramos que los

mediadores mastocitarios son capaces de inducir la expresion de selectina P
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endotelial. Esto sugiere una relacién funcional entre los MC y las células
endoteliales de la dermis en la DA durante el establecimiento del proceso
inflamatorio, y puede reflejar la importancia de la selectina P en las fases
iniciales de la inflamacidn alérgica. Se evalué también la expresion de TNF-a e
ICAM-1 en los perros con DA espontdnea. No se detectd un aumento
significativo de ninguna de estas dos moléculas en las zonas lesionadas, pero
los datos sugieren que existe una tendencia a la sobre-expresion de ambas. Se
observo también que en la piel canina los MC son la fuente principal de TNF-a
y se comprobé mediante estudios in vitro que el TNF-a mastocitario es capaz
de inducir la expresion de ICAM-1 endotelial. De nuevo se establece una
relacion funcional del eje MC / TNF-a / ICAM-1 endotelial que puede tener
relevancia en la patogenia de la inflamacién alérgica en la DA, aunque se
requiere de nuevos experimentos para determinar su contribucion al proceso
inflamatorio. Las dificultades que entrafian los estudios en perros con DA
natural y el interés por evaluar el papel de los MC en este proceso in vivo, nos
llevé a contribuir a la caracterizacion de un modelo canino de dermatitis
alérgica: el perro hipersensible a Ascaris suum. La inyeccion intradérmica de
antigeno (Ag) purificado de Ascaris induce una reaccién inmediata (papula) de
la que son responsables mayoritarios los MC. Observamos que, ademas, se
produce una inflamacién en la dermis muy similar a la que se observa en el
hombre. En el establecimiento del proceso inflamatorio en este modelo juega
un papel relevante la selectina P, de la cual probablemente los MC sean

inductores.

Ademas de su contribucion a los sintomas inmediatos, los MC son capaces de
promover la actividad pro-inflamatoria mediante la liberacién de TNF-a y la
induccion de la expresion de ICAM-1 y de selectina P. Dicha contribucion
puede tener especial relevancia en enfermedades atdpicas como la DA en la
cual se observa un incremento de diversas moléculas de adhesion y citocinas.
Segun nuestros estudios la selectina P, una molécula inducida por la actividad
mastocitaria y expresada en las lesiones cutaneas de perros con DA, pudiera

ser decisiva en el inicio del proceso inflamatorio alérgico y por lo tanto constituir
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una diana interesante para su control farmacoldgico. La fluctuacién de la
expresion de selectina P ha sido observada también in vivo en el perro
hipersensible a Ag de Ascaris, lo cual subraya la idoneidad de este modelo en
el estudio de los mecanismos de inflamacién alérgica, especialmente puesto
que hemos establecido un protocolo de sensibilizacion que permite su rapida

induccion.
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1 Lainflamacién alérgica

Un individuo at6pico es aquel que tiene una predisposicion genética a padecer
enfermedades atdpicas, es decir procesos de hipersensiblidad mediados por
IgE frente a alergenos ambientales. Las enfermedades atopicas se manifestan
clinicamente como asma alérgico, rinitis alérgica y dermatitis atopica (DA).
Estos procesos alérgicos suelen en un gran tanto por ciento de los pacientes
dividirse clinicamente en dos fases, la temprana y la tardia. En la fase
temprana (early allergic reaction, EAR) los sintomas se desencadenan
subitamente cuando los mastocitos (MC) sensibilizados con IgE especificas
unidas a su receptor de alta afinidad (FceRl), son activados por la union de los
alergenos a estas inmunoglobulinas. La consecuencia inmediata de esta
activacion es la rapida desgranulacién de los MC y la consiguiente liberacion de
mediadores preformados y almacenados en los granulos como la histamina y la
triptasa. Tras ser activados, los MC sintetizan y secretan los mediadores
lipidicos llamados eicosanoides derivados del &cido araquidénico
(prostaglandinas y leucotrienos), que contribuyen también a la aparicién de los
sintomas de la fase temprana. Esta fase inicial suele, en un 70-80% de los
casos, evolucionar hacia una fase tardia (late allergic reaction, LAR)
convirtiéndose la enfermedad alérgica en un proceso crénico.
Histopatoldgicamente la LAR se sustenta en una inflamacion alérgica que se
inicia con la expresién de moléculas de adhesién en el endotelio vascular,
seguida de un infiltrado celular con predominancia de eosindfilos y linfocitos T.
La sintomatologia de la LAR y las lesiones asociadas son consecuencia de la
actividad celular local en el proceso inflamatorio. Por lo tanto, tiene especial
importancia conocer la expresién de moléculas pro-inflamatorias en la LAR y la
contribucion de las distintas poblaciones celulares a la instauracién de la

inflamacion.
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Las células que constituyen el infiltrado celular caracteristico de la inflamacion
alérgica son reclutadas mediante mecanismos moleculares propios de
cualquier proceso inflamatorio. En estos mecanismos juegan un papel
fundamental las quimiocinas y las moléculas de adhesién. Las quimiocinas o
citocinas quimiotacticas son producidas y liberadas por las células presentes en
el foco inflamatorio. Patrones determinados de expresion de estas quimiocinas
(eotaxina, RANTES, MIP-1a, MCP-1) inducen selectivamente el reclutamiento
de eosindfilos, linfocitos Th2 y en algunos casos neutréfilos hacia el foco
inflamatorio’?. Por otro lado, la expresion de determinadas moléculas de
adhesién en las células endoteliales (CE) se encarga de retener a los
leucocitos en los vasos y permitir su migracién hacia los sitios de inflamacion.
Se conocen tres familias de moléculas de adhesién que cumplen de manera
secuencial diversas funciones en el proceso de migracidon celular. Las
selectinas expresadas por las CE se unen a sus ligandos de manera débil y
transitoria, esto permite el enlentecimiento y rodamiento de los leucocitos sobre
la superficie endotelial (rolling). Las integrinas (activadas previamente por las
quimiocinas) junto con las moléculas de adhesion de la familia de las super-
inmunoglobulinas permiten la adhesién firme de los leucocitos al endotelio y la
posterior diapédesis (transmigracién) hacia el foco inflamatorio®. De entre las
poblaciones celulares presentes en el lugar de la inflamacion destacan los MC

por su presencia desde el inicio del reclutamiento.

2  Funcién de los mastocitos en la inflamacion alérgica

Existe abundante literatura que sugiere que los MC pueden ser importantes en
el inicio del reclutamiento leucocitario en la inflamacién alérgica. Los tres
hechos que mas claramente apuntan en esa direccién son: 1) que los MC se
encuentran desde el inicio en los lugares donde se produce la inflamacion
alérgica y su actividad precede a la infiltraciéon celular, 2) que su situacion
anatomica en los tejidos suele ser perivascular (junto a las vénulas post-

capilares, donde se produce la transmigracion leucocitaria), y 3) que los MC
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activados inmunoldgicamente son capaces de liberar mediadores pro-
inflamatorios pre-formados y de nueva sintesis que se sabe que contribuyen al
proceso inflamatorio mediante el aumento de la permeabilidad vascular y la

activacion de las CE haciéndolas méas adhesivas para los leucocitos.

Diversos estudios in vivo relacionan claramente a los MC activados con el
reclutamiento leucocitario. En 1991 Wershil y cols.* demostraron en el ratén
gue el reclutamiento de neutréfilos en una respuesta cutanea tardia mediada
por IgE era dependiente de MC y en gran parte debida a la actividad del TNF-a
liberado por éstos. También se ha visto que la desgranulacién de MC mediante
el compuesto 48/80 inicia el reclutamiento de leucocitos a los 30 minutos
alcanzando el maximo entre las 2 y las 4 horas siguientes’. Se ha demostrado
en pacientes con asma alérgico que tras la activacion con alergeno (mediada
por IgE y MC) se produce un reclutamiento de linfocitos Th, en el que
participaria la PGD,, molécula producida y liberada por MC®.

Asimismo, se han estudiado in vitro los mecanismos por los cuales los MC
contribuyen a la formacién del infiltrado inflamatorio. Se ha comprobado que los
MC liberan compuestos quimiotacticos para los leucocitos y se ha estudiado la
capacidad de algunos de sus mediadores para atraer a determinadas células
inflamatorias. De entre los mediadores mastocitarios preformados se sabe que
la histamina atrae neutréfilos y eosinéfilos actuando a través de su receptor H;’
y que la triptasa induce la migracion de granulocitosg. En lo que se refiere a los
mediadores de MC sintetizados de novo se hicieron estudios con PGD,
inyectandolo en perros y se vio que provocaba un marcado infiltrado
eosinofilico’. También se ha descrito que el LTB,™ y el PAF'* (ambos liberados
por MC activados) inducen la migracion de neutréfilos, en colaboracion con la
histamina puede contribuir a este proceso™. Ademas, los MC son capaces de
producir diversas quimiocinas. Sintetizan y liberan IL-8", GM-CSF*,
eotaxina'®'®, MIP-1a'’, RANTES y MCP-1'®. En conjunto todos estos
mediadores permiten que lleguen a la zona de inflamacién las células que
formaran el infiltrado, es decir, eosindfilos, linfocitos, monocitos y neutréfilos.

No hay que olvidar que ademas, algunos de los mediadores secretados por los
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MC son factores de crecimiento de muchas de las células reclutadas,
aumentan asi su supervivencia y por lo tanto prolongan su actividad en el

infiltrado inflamatorio (IL-3 e IL-5 de eosindéfilos y GM-CSF de neutréfilos).

La participacion de los MC en el inicio del reclutamiento celular de la
inflamacion alérgica ademas de mediante factores quimiotacticos, también se
produce mediante la induccién de la expresién de moléculas de adhesion (ver
apartado siguiente). Si a todo ello se suma a la temprana participacién de los
MC en la reaccién alérgica, esta poblaciéon celular se sitia en un lugar

privilegiado para iniciar y coordinar la inflamacion.

3 ICAM-1y selectina P en las enfermedades alérgicas

Las moléculas de mayor relevancia en la formacion del infiltrado celular en la
inflamacion alérgica son cuatro: la selectina P, la selectina E, el ICAM-1 vy el
VCAM-1"%,

La selectina P se encuentra almacenada en los corpuUsculos de Weibel-Palade
de las células endoteliales y es rapidamente translocada a la superficie tras su
activacion. Alli se expresa de manera transitoria y aproximadamente a los 30
minutos se internaliza para ser reutilizada mas tarde, o bien se degrada.
Ademas, también puede ser inducida su sintesis de novo®, por ello su
expresion se regula tanto en la fase de transcripcion (mMRNA) como en la de
traduccion (proteina). Como ya se ha comentado anteriormente, la selectina P
es importante en el inicio del reclutamiento del infiltrado inflamatorio ya que
permite el enlentecimiento reversible (rolling) de las células que pasan sobre el
endotelio activado, facilitando la posterior adhesién de estas células. Sin
embargo, también se ha visto que en el caso de la inflamacion alérgica la
expresion de esta molécula de adhesidon puede mantenerse durante periodos
prolongados®, permitiendo el rolling selectivo de los eosinéfilos® o incluso su

adhesién a CE®. En pacientes con asma alérgica se ha visto que los
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neutréfilos y los eosindfilos expresan mas ligando de selectina P (PSGL-1) y
por tanto pueden ser reclutados mediante la unién a su molécula de adhesion

hasta tres veces mas que los leucocitos de pacientes control®

. En la piel
inflamada de pacientes con DA se ha visto que la interaccién de los eosindfilos
con la selectina P es mayor®’, y se ha observado una mayor expresion de esta

molécula de adhesion'®**%.

Una estrategia terapéutica experimental
antiasmatica recientemente planteada consiste en prevenir el reclutamiento del
infiltrado inflamatorio mediante antagonistas de PSGL-1 (ligando de la selectina
P), entre otros*. Ademas, en modelos de ratén de hiperreactividad bronquial
en los que se deleciona o bien se elimina (knockout, K.O.) el gen de la
selectina P, la acumulacién de eosindfilos disminuye en un 70% y un 90%
respectivamente, y esto se refleja a su vez en una disminucion de la

1?31 En un modelo

hiperreactividad bronquial y de la inflamacién peribronquial
de inflamacion cutanea mediada por IgE en el ratbn se puede inhibir
significativamente el infiltrado de neutrofilos y eosindfilos utilizando ratones

K.O. para selectina P*? 0 bien mediante un anticuerpo anti-selectina P*.

El ICAM-1 es una molécula de adhesion que se expresa constitutivamente en
las CE aunque con diferente intensidad segun el 6rgano en el que se
encuentre’. La expresion de ICAM-1 se incrementa en reacciones de

22135 gy funcién en

inflamacion alérgica ya sea de tipo cutaneo® o respiratorio
el reclutamiento celular es permitir la firme adhesion de los leucocitos a las CE
y la transmigracion hacia el foco inflamatorio. De acuerdo con esto, se ha
observado que en un modelo de raton deficiente en ICAM-1 la adhesién firme
de los leucocitos se encuentra inhibida®. También se ha visto que su expresion
es necesaria para la migracion de neutrdéfilos, eosinéfilos y linfocitos a lugares
de inflamacién. Prueba de ello es el hecho de que la expresién de ICAM-1 en el
endotelio pulmonar se correlaciona con la maxima infiltracion de leucocitos en
pacientes con asma alérgico®’. Ademas, en el modelo de ratén deficiente en
ICAM-1 el reclutamiento de eosindfilos se ve muy disminuido (60%) respecto a
1%,

ratones contro El ICAM-1 se ha estudiado ampliamente en individuos

atopicos y se ha visto que en pacientes con asma alérgico o con DA su
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concentracion sérica y su expresion en membrana son superiores a los
encontrados en individuos sanos®®?°. Por esta razén el ICAM-1 constituye una
diana terapéutica interesante®®. Asi por ejemplo, en pacientes con rinitis,
rinoconjuntivitis o bien asma alérgico en los que se ha probado inmunoterapia u
otros tratamientos, se observa que la mejoria sustancial en los sintomas

alérgicos se acompaiia de una disminucién en la expresion de ICAM-1%4*,

De entre las diversas moléculas de adhesion que participan en el reclutamiento
celular en un proceso inflamatorio, destacan la selectina P y el ICAM-1. Parece
l6gico pensar que sin la expresion de estas dos moléculas de adhesion el
establecimiento del infiltrado inflamatorio no se produciria. Asi, en un modelo
experimental de ratdn deficiente en selectina P y en ICAM-1 se ha visto que en

procesos inflamatorios la migracién celular disminuye notablemente®***. P

or
ejemplo, en el caso de una inflamacién alérgica se vio que los eosindfilos
rodaban mas rapidamente porque no se enlentecia (rolling) eficientemente su
paso sobre las CE activadas. Ademas, los eosindfilos carecian de adhesividad
y en conjunto la ausencia de selectina P e ICAM-1 acababa dando lugar a una
inhibicion marcada del reclutamiento eosinofilico®. Todos estos indicios
sustentan la idea de que ambas moléculas de adhesién pueden ser

importantes en el desarrollo de enfermedades alérgicas como la DA y el asma.

4 La relacion de los mastocitos con la selectina P y el ICAM-1:

importancia del TNF-a

La participacion de los MC en el inicio del reclutamiento celular en la
inflamacion alérgica puede producirse mediante factores quimiotacticos y
también mediante la induccion de moléculas de expresion. El primero en
relacionar a los MC activados con las moléculas de adhesién fue el grupo de
Klein®® quien demostré que la desgranulacion de los MC perivasculares daba
lugar a la induccién de selectina E en la microvasculatura. Mas tarde se

demostré que esta induccion era fundamentalmente debida al TNF-a liberado
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por los MC cutaneos activados***®. Mas tarde, de Mora y cols.** describieron
gue el reclutamiento de neutrdéfilos en una reaccién inflamatoria mediada por
IgE se producia por la accion de los mediadores mastocitarios al inducir la
expresion de selectinas P y E. Concretamente, respecto a la selectina P, se
sabe que la histamina promueve su translocacion y el enlentecimiento

leucocitario posterior*®*’

. Recientemente se ha descrito que en ratones K.O.
para el receptor H; de la histamina, en situacion de conjuntivitis alérgica, el
infiltrado inflamatorio caracteristico de la LAR no se forma, y se ha demostrado
en el mismo estudio que la formacién de este infiltrado en el que sobretodo
predominan los eosinofilos es mediado por selectina P a través del receptor H;

de la histamina®®.

De la actividad de los mediadores de MC se sabe que en el ratdn, la serotonina
y algunos mediadores derivados de los lipidos de membrana como el LTC,'y
el PAF* también inducen la expresion de selectiha P en las CE.
Recientemente se vio en un modelo de inflamaciéon cutanea en el ratén que la
migracion de neutrdfilos producida por la inyeccién intradérmica de LTB, e 1L-8
se reducia en més del 50% en presencia de un anticuerpo anti-selectina P*°, lo
cual demuestra una vez mas la importancia de esta molécula de adhesion para
la instauracion del infiltrado inflamatorio.

Ademas de estos mediadores, los MC también producen y secretan varias
citocinas que pueden desencadenar la sintesis de novo de selectina P. Entre
ellas, el TNF-a es capaz de inducir la expresién de esta selectina en diferentes

25,52

especies: el raton™, el perro?, la vaca® y el cerdo®*. En el hombre los datos

25,52

son contradictorios La citocina IL-4 también promueve la expresién de

mRNA y de proteina de selectina P almacenada, pero ésto no se traduce en un

aumento tan marcado de la proteina en superficie” y actiia mas lentamente

2

que el TNF-¢*®. La IL-13 es una citocina que en general produce efectos

similares a la IL-4 y que también es producida y secretada por MC activados de

54,55

manera inmunolégica® y no inmunoldgica®*°. Esta citocina estimula la sintesis

de selectina P y como consecuencia se ha observado que favorece la adhesion

11
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selectiva de los eosindfilos®, las células predominantes en la inflamacion

alérgica.

Respecto al ICAM-1, se ha visto que la desgranulacion de MC mediante el
compuesto 48/80 induce el aumento de su expresién en el endotelio entre 2y 4
horas después de la estimulacion, coincidiendo con la méaxima infiltracion
celular’. En cuanto a los mediadores mastocitarios, se ha sugerido que la
histamina podria, de manera sinérgica con otros mediadores, estar ayudando a
la induccién del aumento de ICAM-1°. Del TNF-o. se conoce su capacidad de
estimular las CE (con diferencias entre especies) y ésto se refleja en el
aumento de expresion, entre otras moléculas de adhesion, de ICAM-1*". Se ha
visto que activando CE o bien células epiteliales con sobrenadantes de MC
activados se puede inducir la expresion de ICAM-1 y en los dos casos esta
reaccion se bloquea afiadiendo un anticuerpo anti-TNF-o.>**°. Ademas, se sabe
que otras citocinas liberadas por los MC como son IL-1 e IFN-y promueven un

aumento del ICAM-1 en las CE®.

Parece evidente que los MC por su elevado contenido en variedad de
mediadores y su presencia en mdltiples tejidos, son células muy versatiles y
que se encuentran implicadas en muchos procesos patoldgicos, especialmente

en los procesos alérgicos mediados por IgE.

5 El modelo canino de atopia

La DA canina es la segunda causa mas comun de prurito en el perro61 y es la
enfermedad alérgica canina mayoritaria, ya que rara vez la atopia se manifiesta
como un proceso alérgico que afecte a las vias respiratorias (rinitis, asma) o a

la conjuntiva®.

Para estudiar en detalle los mecanismos moleculares y celulares de los

procesos alérgicos se utilizan diferentes modelos in vivo e in vitro, tanto

12
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humanos como animales. Existen muchas similitudes fisiopatolégicas y clinicas
entre la DA humana y la canina: predisposicion genética, sensibilidad a
alergenos ambientales (normalmente son los mismos, dado que comparten el
mismo espacio fisico), produccion de anticuerpos sensibilizantes, aumento en
la concentracibn de mediadores sistémicos y cutdneos, y propension a
desarrollar infecciones bacterianas epidérmicas y foliculares. Los perros con
DA espontanea son por lo tanto, un buen modelo para el estudio de procesos
alérgicos porque permite aportar valiosos datos sobre el comportamiento de
células y la induccidn de moléculas sin necesidad de manipulacién previa por
parte del experimentador. Ademas, para los experimentos in vivo también se
dispone del modelo de dermatitis alérgica en perros Beagle espontaneamente
hipersensibles a Ascaris suum. Se trata de un modelo animal de alergia que ha

sido ampliamente utilizado, sobretodo en los afios 80°%°°

. En estos perros, los
titulos de IgE frente a antigeno (Ag) de Ascaris suum son elevados debido a
que el Ag principal de Ascaris suum, Asc S1, genera reactividad cruzada con el
Ag natural de Toxocara canis y el de Toxascaris leonina®®, y a que el perro se
encuentra frecuentemente expuesto a estos pardsitos. Cuando en estos perros
se inyecta el Ag de Ascaris Asc S1 intradérmicamente se produce una
respuesta cutanea caracteristica. En primer lugar, se forma una papula como
consecuencia del edema (vasodilatacion local) que se acompafia de eritema,
esta reaccion suele ser maxima a los 20 minutos y constituye la EAR. Pasadas
6 horas se observa macroscépicamente una induracién como consecuencia del
infiltrado celular de la inflamacion alérgica, la LAR. Por lo tanto se trata de un

buen modelo para el estudio de la alergia cutanea canina.

5.1 Moléculas pro-inflamatorias en la dermatitis atbpica canina

Durante la fase tardia (LPR o LAR) de la DA canina se instaura un proceso
inflamatorio en el que predominan los linfocitos T CD4" y las células de

|67,68

Langerhans, y ademas el niUmero eosindfilos es superior al norma (aunque

hay cierta controversia al respecto). Son diversas las moléculas pro-
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inflamatorias candidatas a coordinar el reclutamiento celular caracteristico de

estos procesos. Se sabe que la concentracion de histamina en la piel de perros

con DA aumenta con respecto a normales®® .

71,72

El patrén de expresién de
citocinas es bifasico, es decir Th, y Thy y recientemente se ha observado en
piel de perros con DA que también se expresa la quimiocina TARC y su
receptor CCR4"®, dos moléculas implicadas en la migracién de células Th, en
procesos de inflamacién alérgica en el hombre’*”. Respecto a las moléculas
de adhesion, han sido poco estudiadas en el perro pero se ha descrito que los
niveles de expresion de proteina de selectina P en diferentes enfermedades
inflamatorias de la piel (entre las que no se ha estudiado la DA) estan
aumentados y que se correlacionan positivamente con la acumulacion del
infiltrado inflamatorio’®. Dado que la selectina P es una molécula crucial en la
adhesién celular, podria convertirse en una interesante diana para futuras
intervenciones farmacolégicas en los procesos alérgicos caninos, como ya se

ha sugerido en el hombre®.

Con respecto al ICAM-1, Olivry y cols.®® han propuesto su neo-expresion en la
lamina basal de los queratinocitos epidérmicos, asi como un aumento de su
expresion en CE dérmicas en muestras de piel lesionada de perros con DA.
Sin embargo no se refieren datos cuantitativos de este marcador. La citocina
pro-inflamatoria TNF-a es uno de los mayores inductores de ICAM-1 y también
ha sido asociada en diversas ocasiones a procesos alérgicos espontaneos e
inducidos’”"®. Ademas, en la piel el TNF-o. se expresa mayoritariamente en los
MC, poblacién celular intimamente ligada a las enfermedades atépicas y que
por lo tanto, se considera un candidato potencial a desempefiar una funcién
crucial en la inflamacion alérgica canina. Se ha estudiado el grado de expresion
de mMRNA de TNF-a y se ha visto que se encuentra sobre-expresado en la piel

lesionada de perros con DA™"?"®

, pero todavia no se han cuantificado los
niveles de proteina de esta importante citocina pro-inflamatoria en la piel

lesionada de perros atépicos.
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5.2 Los mastocitos caninos vy la dermatitis atépica

Hay muchas células candidatas a participar en los procesos alérgicos cutaneos
caninos, la contribucién individual de cada poblacién celular se puede evaluar
mediante estudios in vitro con suspensiones celulares. Como se ha explicado a
lo largo de esta introduccion los MC aparecen como una de las poblaciones
celulares importantes en estos procesos puesto que pueden contribuir tanto a
la fase temprana como a la fase tardia. La biologia de los MC caninos
comparte muchas similitudes con la de los MC humanos: los subtipos
existentes, su distribucion tisular, su contenido en mediadores preformados, los
mediadores sintetizados de novo que liberan tras estimulaciéon inmunolégica
(via IgE) o no inmunoldgica. La homologia entre alguno de estos mediadores
es tal que los anticuerpos comerciales frente a las moléculas humanas pueden
utilizarse frente a las caninas. Afortunadamente, para los estudios in vitro se

dispone de lineas celulares mastocitarias caninas (inmortales)®®

gue facilitan
su estudio, ademas de tener la posibilidad de trabajar con MC maduros recién

aislados de la piel.

La implicacion de los MC en la DA ha sido ampliamente sugerida, aunque
existe controversia sobre si se encuentran en mayor nimero o ho que en piel
normal, se ha demostrado que existe una correlacion en las zonas de la piel
donde aparecen las lesiones cutaneas y la densidad de MC en esas regiones.
Es posible que las diferencias entre individuos atépicos y no atdpicos radique
en la diferente funcionalidad de los MC como han sugerido algunos
investigadores®. Asi, se sabe que los MC de perros atopicos tienen mayor
capacidad para liberar mediadores que los de los perros no atépicos’.
Ademas, Becker y cols.®® propusieron que de los dos tipos de MC que se
conocen segun su contenido en mediadores, los que participan en la EPR son
los del subtipo “atipico” o de mucosa (MMC), y los que participan en la LPR son
los “tipicos” o de conjuntiva (CTMC). Recientemente se ha observado que el
SCF (ligando de C-kit), uno de los factores de crecimiento mas importante para

estas células, se encuentra aumentado en DA canina®. A pesar de los pocos
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estudios que relacionan directamente a los MC del perro con la patogenia de la
DA canina, sus caracteristicas (mediadores, localizacion, etc.) los sitila como

una célula fundamental en su patogenia.
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1 Hipoétesis y objetivos

Los antecedentes bibliograficos expuestos nos permiten formular la siguiente

hipotesis general:

“Los mecanismos que promueven la inflamaciéon alérgica cutanea son
muy similares en el hombre y en el perro y en ellos participan los
mastocitos como células inductoras y la selectina P, el ICAM-1y el TNF-a

como moléculas pro-inflamatorias de relevancia”

Seguidamente se exponen las hipotesis especificas y los objetivos planteados

para verificarlas.

Hipétesis 1

La selectina P, el ICAM-1 y el TNF-o. participan en los mecanismos de
instauracion de la inflamacién alérgica y su expresion esté incrementada en las

lesiones cutaneas.

Objetivo 1.1
Cuantificar la expresion de proteina de selectina P, ICAM-1y TNF-o. en
biopsias de piel lesionada y no lesionada de perros con dermatitis

atopica.

Hipdtesis 2

Los mastocitos inducen la expresion de selectina P e ICAM-1 en células

endoteliales mediante la liberacion de histamina y TNF-c.

Objetivo 2.1
Evaluar el efecto de la estimulacién inmunoldgica de los mastocitos en

la expresién de moléculas de adhesion en modelos caninos in vitro.
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Objetivo 2.2
Establecer un modelo de comunicacién mastocito-célula endotelial con

el fin de estudiar:
2.2.1 la capacidad de los mediadores de los mastocitos de inducir la
expresion de selectina P e ICAM-1 en células endoteliales sin que se

produzcan interacciones con otras poblaciones celulares,

2.2.2 la funcién de la histamina y el TNF-a en la induccion de selectina P e

ICAM-1 en el modelo de comunicacién mastocito-célula endotelial.

Hipdtesis 3

La inyeccion intradérmica de antigeno de Ascaris en los perros
espontdneamente hipersensibles a Ascaris suum induce ademas de una
reaccion inmediata, un proceso alérgico inflamatorio cutaneo y contribuye a la

sensibilizacion inmunoldgica primaria.

Objetivo 3.1
Caracterizar el infiltrado inflamatorio que se produce tras la inyeccion

de antigeno en perros espontaneamente hipersensibles a Ascaris

suum.

Objetivo 3.2
Evaluar la expresion de selectina P tras la inyeccién de antigeno en

perros espontaneamente hipersensibles a Ascaris suum a lo largo del
tiempo.

Objetivo 3.3
Sensibilizar transcutdneamente perros Beagle naive mediante

inyecciones intradérmicas de antigeno de Ascaris suum y comprobar
su reactividad cutanea al antigeno como futuro modelo para el estudio

de la inflamacion alérgica.
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Material y métodos

1 Determinacion de moléculas pro-inflamatorias en la piel canina
La expresion de moléculas pro-inflamatorias en la piel canina se evalué en
perros con dermatitis atépica (DA) y en fragmentos cutaneos estimulados

de perros sanos

1.1 Evaluacion de la expresion de moléculas pro-inflamatorias en la piel de

perros con dermatits atépica

1.1.1 Criterios de inclusién de perros con dermatits atopica

Se establecieron dos grupos de 6 perros cada uno: perros con DAy perros
no atépicos (control). La seleccién de perros atépicos se realizd en
colaboracion con la Unidad de Dermatologia del Hospital Clinic Veterinari
de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB). Ni en personas ni en
perros se ha podido establecer ninguna caracteristica clinica que sea
patogndmica de DA, por lo tanto el diagnéstico se basa en la presencia de
un ndmero minimo de los sintomas mas cominmente asociados con la DA
y el descarte de otras enfermedades. En nuestro estudio, el diagnéstico se
bas6 en una historia clinica compatible con DA, la presencia de al menos 3
sintomas primarios y 3 secundarios de los criterios establecidos por
Willemse®® (Tabla 1) y la presencia en sangre de IgE especificas
detectadas mediante el test Allercept (Univet, Barcelona). Esta prueba in
vitro consiste en un panel de 24 antigenos seleccionados de entre los que
mas comidnmente causan alergias en perros. La técnica se realiza en tres
etapas, primero se pone en contacto el suero del perro (que contiene las
IgE e IgG especificas) con los alérgenos que recubren los diferentes
pocillos, a continuacién se utiliza la cadena del receptor FceRl marcada
enzimaticamente para detectar las IgE alérgeno-especificas y por ultimo

se revela la reaccion afiadiendo el cromégeno®.
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Sintomas primarios Sintomas secundarios
e  Prurito e  Aparicion de los primeros
e Morfologia y distribucién tipica: sintomas antes de los 3 afios
Participacion facial y/o digital e Eritemay quelitis facial
Liquenificacién de la superficie e  Conjuntivitis bacteriana
flexora de la unién tarsal y/o la e Hypoderma superficial de
superficie extensora de la unién Staphylococcus sp
carpal e Hiperhidrosis
e Dermatitis crénica o cronica- e Testintradérmico a alergenos
recidivante positivo inmediato
e Historia individual o familiar de e Concentracion elevada de IgE
atopia y /o predisposicion racial alérgeno-especificas en suero
e Concentracion elevada de 1gG
alérgeno-especificas en suero

Tabla 1. Criterios clinicos de diagnostico de la dermatitis atépica canina segun
T. Willemse®.

En la primera visita se hizo un examen citolégico por impronta de
diferentes zonas del lomo, abdomen y extremidades para detectar la
posible presencia de Malassezia, infeccion bacteriana superficial y
sobrecrecimiento bacteriano (BOG). Se consider6 clinicamente relevante
un numero superior a 10 cocci por campo microscopico de 100x. En estos
casos se tratd a los animales con cefalexina (Rilexine 300, Virbac, 1
tableta/20Kg dos veces al dia) durante 2 semanas y pasado este tiempo
se volvib a evaluar el crecimiento bacteriano. También se hicieron
raspados de piel y se excluyeron aquellos perros en los que se
encontraron parasitos. Para realizar un diagnéstico diferencial de alergia
alimentaria y alergia a las pulgas, todos los perros fueron sometidos a una
dieta de eliminacién casera de carne de caballo y patata o bien una dieta
comercial (H&A de Purina) a la vez que a un tratamiento anti-pulgas
durante 8 semanas. En aquellos animales en los que no se observd

mejoria del prurito pudo descartarse hipersensibilidad alimentaria y alergia
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a las pulgas. Solamente se seleccionaron perros que no hubieran sido
tratados con anti-inflamatorios o anti-alérgicos durante un minimo de tres
semanas. Todos los procedimientos fueron aprobados por consentimiento

escrito de los propietarios de los perros.

Los perros utilizados como grupo control se seleccionaron de entre los
animales que acudieron al Hospital para ser esterilizados, en los que tras
un examen dermatolégico y una encuesta a los propietarios no se
encontro ni historia, ni sintomas clinicos de prurito. Cabe destacar que por
el tipo de intervenciébn quirargica a la que fueron sometidos
(ovariohisterectomia en el caso de hembras y castracién en el caso de
machos) estos perros fueron previamente anestesiados con acepromacina
(0.05mg/Kg I.M.), buprenorfina (10ug/10Kg I.M.) usando como inductor
tiopental (10mg/Kg 1.V.) y finalmente para el mantenimiento halotano al
2%.

1.1.2 Obtencion de las muestras de piel

Las muestras de piel se obtuvieron con punzén de 8mm? de diametro. En
los perros atopicos se tomaron dos biopsias tras aplicar anestesia local
con lidocaina 2%, una muestra de la zona lesionada y otra de la zona no
lesionada. De los perros control solamente se tomd una biopsia en
condiciones de anestesia general antes de empezar la intervencién

quirdrgica.

Cada biopsia de piel se dividi6 en 2, una parte era incluida en OCT y
rapidamente congelada en isopentano frio (previamente enfriado con N,
liquido) y conservada a -80°C hasta su procesamiento con el criostato, la
otra parte de la biopsia se fij6 en una solucion tamponada de formol al
10% durante toda la noche y se proces6 al dia siguiente en un inclusor

automatico. El robot prepard las muestras para su posterior inclusién en
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parafina. Para ello, fueron primero deshidratadas sumergiéndolas en una
bateria de alcoholes (70%, 96%, 100%, xilol) y después en parafina
liquida. Este proceso duré 16 horas. Posteriormente las muestras se
extrajeron del inclusor, se embebieron en parafina liquida (caliente) y
rapidamente se introdujeron en un congelador de -20C para la
solidificacion del bloque. Estos bloques se conservaron a temperatura

ambiente hasta su uso.

1.1.3 Evaluacion histolégica de las biopsias de piel de perros con dermatitis

atopica

Para el andlisis histol6gico se obtuvieron secciones de 5um de los bloques
de parafina, se tifieron con hematoxilina-eosina y fueron examinados por
un dermatopatologo. Esta evaluaba, entre otras caracteristicas
histoldgicas, el grado de inflamacién en cada seccion, asi como el tipo de
células que componian los infiltrados inflamatorios. Como referencia se
utilizé una muestra de los archivos histéricos del Departamento de
Anatomia Patolégica de un perro con DA crénica, ademas de datos

publicados.

1.1.4 Inmunohistoquimica de selectina P, ICAM-1y TNF-«

Mediante inmunohistoquimica se determiné la presencia de proteina de
selectina P, de ICAM-1y de TNF-a en la piel segin el método indirecto del
complejo avidina-biotina (ABC, Pierce). Puesto que la tincibn mediante
esta técnica dura 24 horas, las secciones deben estar sobre portas pre-
tratados con poli-L-lisina para asegurar su adherencia firme durante el
proceso. Previamente a la tincion se desparafinaron los portas tratandolos
con xilol (6 min, 3 veces), con alcohol absoluto (3 min, 2 veces) y por

ultimo con alcohol 96% (3 min, 2 veces). Antes de empezar la tinciéon se
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hicieron tres lavados de 5 min con solucién salina tris-tamponada (TBS) a
un pH de 7.5. En todas las muestras se bloqueé la biotina endégena
mediante un kit especifico de Vector y también se bloquearon posibles
uniones inespecificas utilizando suero del mismo animal del cual procedia
el anticuerpo secundario (caballo o cabra). De forma resumida, la
inmunohistoquimica consistié en una incubacién durante toda la noche a
4°C con el correspondiente anticuerpo primario, seguido de una incubacién
con anticuerpo secundario biotinilado durante 2 horas a temperatura
ambiente. Por dltimo la reaccién se revelaba con ABC marcado
enzimaticamente. Se utilizd un control negativo, permitiendo asi descartar
la posible unién inespecifica del anticuerpo primario. Para una mejor
visibilidad posterior de la muestra se contrastaron todas las preparaciones
brevemente (5 segundos) con hematoxilina. Para finalizar, tras ser
deshidratadas se cubrieron con un medio de montaje hidréfobo (DPX) que
permite almacenar las muestras durante largos periodos de tiempo sin
alterar el color del pigmento. A continuacion se detalla la técnica que se

utilizé para cada molécula analizada.

La selectina P se analizdé en secciones de parafina de 8um y antes de
empezar la inmunotincién se bloqueé la peroxidasa endégena incubando
las secciones con metanol al 1% H,O, durante 30min. Se utilizé el
anticuerpo primario anti-selectina P canina MD3 diluido 1/10 (donado por
la Dra. M. Doré, Universidad de Montréal, Canada), seguido de un
anticuerpo secundario biotinilado de caballo anti-IgG de ratén (Vector). El
complejo ABC estaba unido a la enzima peroxidasa (Pierce). Como
sustrato para la reacciéon enzimatica se utiliz6 DAB (diaminobenzidina)
enriquecido con iones metal. Tras diversas pruebas se vio que un
tratamiento enzimético con proteasa XIV a 37 C durante 8min ayudaba a
desenmascarar el antigeno antes de la incubacién con el anticuerpo

primario.
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La tincion para ICAM-1 se hizo en secciones congeladas obtenidas
mediante criostato. El anticuerpo primario utilizado fue el CL18/1DS8,
monoclonal especifico para ICAM-1 canino donado por el Dr. M.L. Entman
(Baylor College of Medicine, Houston, USA), seguidamente se utiliz6 un
anticuerpo secundario biotinilado de caballo anti-IgG de raton (Vector). En
esta ocasion el complejo ABC utilizado para el revelado estaba unido al
enzima fosfatasa alcalina (Pierce) y como substrato se utilizd el
cromogeno Fast-Red-Naphtol AS MX-levamisol (Sigma).

La inmunotincién para TNF-a canina se realizé en secciones de parafina.
En primer lugar, para desenmascarar el antigeno se hizo un pre-
tratamiento con 0.1% de proteasa XIV. El anticuerpo primario fue un
policlonal de conejo anti-TNFa. humano diluido 1/500 (IP-300, Genzyme,
Cambridge, USA) que reconoce la molécula canina®. En este caso el
anticuerpo secundario fue de cabra anti-lgG de conejo (Vector), el
complejo ABC estaba unido a fosfatasa alcalina y el substrato fue Fast-
Red-Naphtol AS MX-levamisol.

1.1.5 Cuantificacién de la expresion de selectina P, ICAM-1 y TNF-« en la

piel de perros con dermatitis atopica

La cuantificacion de la expresién de las moléculas pro-inflamatorias
detectadas se hizo a ciegas por dos observadores independientes. Los
resultados se expresaron en numero de vasos positivos (selectina P e
ICAM-1) o de células positivas (TNF-o)) por campo microscopico a 40

aumentos (40x).

El recuento de cada observador se hizo de la siguiente manera: las células
0 vasos positivos de tres zonas diferentes de la dermis tomadas al azar se
contaron dos veces (por separado) a 40x. Se calculé la media de las tres

zonas contadas y dado que las diferencias entre los recuentos de los dos
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1.2

observadores no diferian en mas de un 10%, el resultado final supuso la
media de los datos de ambos.

El analisis estadistico se hizo utilizando el test de t-Student para datos
apareados para comparar muestras de piel lesionada y no lesionada de
los mismos perros y para datos no apareados cuando se compararon las

muestras de perros atdpicos con las del grupo control.

Ademas de este recuento de vasos y células positivas, también se analizé
en detalle la intensidad de cada tincidn y la localizacion celular y tisular de
cada molécula pro-inflamatoria en los diferentes grupos de muestras. Se
evaluaron tres campos a 40x en cada zona de la dermis (superficial,
media, profunda) de cada biopsia. Este analisis fue un estudio ciego, es
decir, que el observador desconocia la identidad de las muestras que

evaluaba.

Evaluacion de la expresion de moléculas de adhesiéon en fragmentos

cutaneos caninos estimulados

Con la finalidad de determinar la expresion de moléculas de adhesién
inducidas por MC en la piel canina, se planteé la realizacién de un estudio
con fragmentos de piel estimulados via IgE y también estimulados de
forma no inmunoldgica (como control positivo de la técnica). Para valorar
la expresion de las moléculas se determinaron los niveles de mRNA
especifico para moléculas de adhesion respecto de los detectados para un

gen de expresion constitutiva, el GAPDH.

1.2.1 Obtencion de fragmentos cutaneos

En perros sanos recién sacrificados se afeitd y desinfectd la zona

abdominal y se tomaron muestras de piel de entre 2 y 4g. El tejido se
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mantuvo en medio estéril con antibidticos (penicilina y estreptomicina) y a
4°C hasta su posterior manipulacién en la campana de flujo laminar.

Antes de ser troceada, cada muestra se lavé en medio completo DMEM 3
veces (DMEM+5% FCS+1% Penicilina/ Estreptomicina), se puso en una
placa de Petri y se elimind el tejido adiposo con tijeras. Se pes6 cada
muestra y se cortaron los fragmentos con un bisturi. Los fragmentos
obtenidos (aproximadamente 0.5-1mm°) se lavaron intensamente dos
veces con medio completo DMEM antes de ser activados. Cabe destacar
que dada la consistencia de la piel, el troceado de la misma es

fundamental para facilitar el acceso de los reactivos a los MC.

1.2.2 Sensibilizacion y activacién de mastocitos en fragmentos cutaneos

Para desencadenar una estimulacién mediada por IgE se requiere de una
sensibilizacion previa. Los fragmentos cutaneos se repartieron en dos
placas de Petri, una con medio completo suplementado con un 20% de
suero canino rico en IgE y la otra con medio conteniendo el mismo suero
canino inactivado (control negativo) por calor para desnaturalizar las IgE
(56 C, 4 horas). Se incubaron los fragmentos con o sin IgE durante toda la
noche a 37°C.

Tras 16 horas de incubacion se lavaron dos veces los fragmentos
cutaneos de ambas placas mediante agitacion suave, intentando eliminar
el exceso de IgE. Aproximadamente se distribuyeron 400mg de piel en
cada tubo (de 1.5ml) y los fragmentos fueron estimulados con anti-IgE
durante 2 horas a 37'C en un bafio en agitacién. Para determinar la
condicién éptima de activacién de los MC cutaneos se probaron diferentes
concentraciones de anti-IgE (1ug/ml, 3ug/ml, 10ug/ml, 30ug/ml, 50ug/ml).
Con el fin de medir la actividad basal de los MC, en dos tubos no se
afiadio el estimulo. Todas las condiciones se hicieron por duplicado. Tras
la incubacién se recogieron los sobrenadantes y se congelaron a -20'C

para determinar posteriormente la cantidad de histamina liberada. Los
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fragmentos se congelaron inmediatamente con N, liquido, manteniéndose
a -80C hasta su utilizacion para la deteccién de moléculas de adhesién.
Paralelamente, se estimularon algunos fragmentos de piel con 5ug/ml de

LPS durante diferentes tiempos (30min, 2h, 4h, 16h) como control positivo.

1.2.3 Determinacioén de la histamina liberada

Para verificar la eficiencia de la estimulacion de los MC se determiné la
histamina liberada. Para ello se utilizé el método clasico descrito por Shore
y cols.®, que se describe brevemente a continuacién. Se transfirieron los
sobrenadantes a tubos con 0.6 g de NaCl, a los que se afiadio 1 ml de
PCA (0.4 N), 0.25 ml de NaOH (5 N) y 2 ml de butanol. La solucion
resultante se agitd intensamente y se centrifugd a 600rcf durante 10
minutos. La fase organica superior se transfiri6 a tubos con 1.5 ml de
NaOH (0.1 N) y se agito; seguidamente se afiadié 1.3 ml de HCI (0.1 N) y
1.9 ml de n-heptano y se volvi6 a agitar. Finalmente, en la solucién
guedaron dos fases, la superior se descarté y la inferior (acuosa) se
alcalinizé afadiendo 200 pl de NaOH (0.1 N). La histamina se derivatizd
con 50 ul de dialdehido oftalico (OPT) (10 mg/ml metanol) durante 4 min a
temperatura ambiente. La reaccion histamina-OPT se paré a un pH de 3.5
por adicion de 50 ul de H3PO, (2.5 N). Se determiné la presencia de
histamina mediante fluorimetria excitando la solucién a 345 nm y midiendo

la fluorescencia resultante a 435 nm.

Célculo de la histamina neta liberada: La determinacion de la histamina en
los sobrenadantes se hizo con la ayuda de una curva estandar de
concentraciones conocidas de histamina. La histamina liberada por los
fragmentos de piel estimulados se expres6 como el incremento de
histamina con respecto a la espontaneamente liberada por los fragmentos
no estimulados, normalizando asi los resultados obtenidos en

experimentos diferentes.
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incremento Hm liberada por fragmentos estimulados
de Hm =

Hm liberada por los fragmentos no estimulados

(Hm equivale a concentracion de Histamina)

1.2.4 Determinacion de moléculas de adhesién en fragmentos cutaneos
mediante RT-PCR

Se disefiaron oligonucleoétidos especificos para amplificar las moléculas de
adhesién caninas selectina E, selectina P, ICAM-1 y VCAM-1. También se
disefiaron oligonucleétidos para p-actina y GAPDH caninos, con el fin de
tener un control interno de la técnica (se asume que ambos genes son de
expresion constitutiva). El disefio de los oligonucleotidos se hizo teniendo
en cuenta las secuencias ya descritas en el perro para algunas de las
moléculas. Para otras hubo que recurrir a las zonas mas conservadas de
entre las homdlogas de diferentes especies que ya estuvieran

secuenciadas.

Se extrajo el RNA total de las muestras de piel con Tri-Reagent, se hizo la
transcripcion inversa de 5ug de RNA total de cada muestra con 10U de
MMLV y 0.5ug de OligodT y se procedié a la amplificacion por PCR de las
moléculas citadas a continuacion: VCAM-1, selectina E, ICAM-1, selectina
P, B-actina y GAPDH. En todas ellas la reaccion durdé 35 ciclos en un
volumen final de 50ul, conteniendo 1U de polimerasa y 5uM de
nucleodtidos. Para todas las moléculas amplificadas la desnaturalizacion se
hizo a 95 C durante 1min y la extensién a 72'C durante 1 min. El resto de
componentes y condiciones se optimizé para cada molécula tal y como se

resume en la Tabla 2.
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Concentracion Cantidad de Temperatura de
de MgCl, oligonucledtidos hibridacion
VCAM-1 1.5mM 10 pmoles 50C
Selectina-E 1.5 mM 10 pmoles 50 C
ICAM-1 2.5mM 20 pmoles 50 C
Selectina-P 2.5 mM 10 pmoles 50 C
B-actina 3mMm 10 pmoles 55C
GAPDH 1.5mM 10 pmoles 55C

Tabla 2. Condiciones experimentales especificas para la reaccion de PCR,

optimizadas para cada molécula

2 Determinacion de moléculas pro-inflamatorias inducidas en la

interaccion mastocito-célula endotelial

Para evaluar la capacidad de los MC para inducir la expresion de
moléculas de adhesién nos propusimos activar directamente las CE
mediante mediadores mastocitarios. Para ello hubo que disponer
previamente de ambas poblaciones celulares por separado: MC caninos y

CE también de origen canino.

2.1 Puesta a punto del modelo de comunicacion MC-CE

2.1.1 Aislamiento de células endoteliales caninas

Las CE utilizadas en este estudio se obtuvieron de la arteria carétida de
perros recién sacrificados (CCEC). Antes de proceder a la diseccion se
desangroé el animal mediante puncién en la yugular. Tras la localizacién de
la vaina carotidea (yugular interna, tronco vago-simpatico y carétida) se

extrajo el paquete neurovascular dejando en el animal la vena yugular
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interna. Se procedié de la misma manera para la otra carétida y ambas
arterias (5-6cm de longitud cada una) se mantuvieron en PBS con
antibiéticos a 4 C hasta su manipulacion bajo la campana de flujo laminar
(Figura 1). Se disecciond y elimin6 el nervio vago, ambas carétidas se
limpiaron de tejido conjuntivo y adiposo y se lavaron en PBS con
antibiéticos. A continuacién se lavdé muy lentamente el interior del vaso
para eliminar pequefios coagulos (PBS 37 C). Se hizo una ligadura en uno
de los extremos y se introdujo una solucion 0.1% de colagenasa tipo | en
medio M199, se cerrd el otro extremo y se incubé a 37 C durante 15
minutos. Pasado este tiempo se recogio la solucién enzimética en medio
completo M199 (M199+20%FCS+Hepes 25mM). Muy suavemente se
pasé medio por el interior de los vasos para recoger posibles CE casi
desprendidas y se afiadio a la suspensién celular anterior. La suspensién
celular se centrifugé a 400rcf durante 10 minutos y se resuspendié en un
medio de crecimiento, que tiene como base el medio completo M199
afadiéndole 30ug/ml de ECGS y 50ug/ml de heparina. A continuacion se

representa esquematicamente el proceso de aislamiento de CE.

Nﬂ()tida

,\‘ilolagenasa 0.1%

5 min, 37°C

}

Células en
suspension

Células
en cultivo

==

Figura 1. Proceso de aislamiento de células endoteliales de la carétida de

perro.
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Inicialmente, las células se cultivaron en dos o tres pocillos de una placa
de 12 pocillos previamente gelatinizados. Entre las 3 y 4 primeras horas de
incubacion las células que no se adhirieron a la placa se descartaban con
el primer cambio de medio. Cuando las células formaban una monocapa
confluyente (normalmente a los 4-5 dias del cultivo) se expandian
dividiéndolas a razén de 1:3. Para ello hubo que despegar las células de la
placa mediante un tratamiento enzimatico con tripsina tamponada. Tras
haberlas expandido 4 veces (pase 4) se congelaron todas las células
(10°/ml) en N, liquido hasta su posterior manipulacion. En total se aislaron
células de tres perros diferentes (para los experimentos solamente se

utilizaron células de dos lotes de aislamiento).

2.1.2 Caracterizacion inmunocitoquimica de las células endoteliales caninas

Para caracterizar las CE recién aisladas se hizo una inmunotincion para
CD31 (PECAM) y otra para selectina P, ya que se sabe que ambas
moléculas se encuentran de forma constitutiva en CE y no en células
musculares (posibles contaminantes del cultivo).

Antes de la tincién, las células se centrifugaron (35rcf, 6min) sobre portas
de vidrio (procedimiento conocido como citocentrifuga) tratados con suero
para facilitar la adhesividad de las células. Entonces se conservaron a
oscuras y a -80C en presencia de gel de silice para evitar su
humidificacién, se mantuvieron asi hasta su uso. La técnica de
inmunohistoquimica utilizada es muy similar a la usada para moléculas
pro-inflamatorias en secciones de piel de perros atdpicos y control
(apartado 1.1.4) por lo que aqui Unicamente se comentaran las diferencias
especificas.

Antes de proceder a la tincion, las células centrifugadas se fijaron en
formaldehido frio al 4% durante 10min y a 4C y tras lavar las
preparaciones 3 veces se procedid a la inmunotincién. El anticuerpo

primario que se utilizd para CD31 es un policlonal de conejo anti-CD31
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humano (JC70, Dako, Dinamarca) y para selectina P el anticuerpo MD3,

descrito en el apartado 1.1.4.

2.1.3 Activacion de mastocitos caninos

Para obtener sobrenadantes ricos en mediadores mastocitarios se
estimularon células de la linea C,, establecida a partir de un mastocitoma
canino®. El tipo de estimulacion utilizado fue independiente de IgE. La
densidad celular a la que se hizo el experimento fue de 2x10%ml en un
volumen total de 3ml de DMEM+5%FCS. El cultivo se hizo en placas de 6
pocillos con 50ng/ml de PMA y 0.3uM de A23187. La activacion se hizo a
diferentes tiempos: 30min, 5h y 24h. A cada uno de estos tiempos se
recogia el sobrenadante y se congelaba a -20°C. Se recogi6 también el
sobrenadante de mediadores espontaneamente liberados por MC en
reposo (actividad mastocitaria basal).

En estos sobrenadantes se midié la concentracién de histamina y de TNF-
o liberados por MC tanto estimulados como no estimulados (liberacién
espontdnea). La medicion de histamina se hizo mediante un
inmunoensayo competitivo comercial (Immunotech, Francia) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, tras modificar la histamina
presente en los sobrenadantes mediante un proceso de acilacion, se
incubaron las muestras junto con histamina acilada conjugada a fosfatasa
alcalina (ELISA de competencia) en pocillos recubiertos de anticuerpos
que reconocen la histamina modificada. Tras 2 h de incubacién a 4C, se
lavaron los pocillos 3 veces y se incub6 con el cromégeno para-
nitrofenilfosfato (pNPP) durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo se par0 la reaccion con una solucién de NaOH y se
ley6 la placa a 405nm. La curva estandar que se procesé paralelamente
con las muestras permitid saber la concentracién de histamina en nM. En
este tipo de ensayo inmunolégico, cuanto menor es la densidad Optica

indica mayor cantidad de histamina presente en los sobrenadantes de MC
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ya que compite con la histamina marcada y disminuye la coloracién final

(la histamina marcada es la que reacciona con el sustrato).

Se determind también proteina y mRNA de TNF-a. La proteina de esta
citocina pro-inflamatoria se detect6 mediante un bioensayo de citotoxicidad
de fibroblastos L929%. Brevemente, se incubaron 50ul de cada
sobrenadante durante 18-20 horas a 37 C en placa de 96 pocillos donde
habia una monocapa de fibroblastos. Al dia siguiente se afiadieron 10ul de
una solucién de 5mg/ml de bromuro de tetrazolio (MTT) y a las 4 horas se
agregaron 50ul de dimetilformamida (DMF). Se incub6 toda la noche a
37°C y al dia siguiente se midi6 la densidad 6ptica a 570nm. La curva
estandar que se proceso paralelamente con las muestras permitié medir la
concentracion de TNF-a. en pg/ml. En este bioensayo la densidad 6ptica
es mayor en las muestras (en este caso sobrenadantes) con mayor
cantidad de TNF-a, ya que produce mayor citotoxicidad.

El mRNA de TNF-a se detecté mediante RT-PCR. Para analizar la cinética
de sintesis de TNF-o se estimularon MC C, con PMA e ionéforo a
diferentes tiempos (30min, 1h, 2h, 3h y 4h), paralelamente se mantuvieron
células sin estimular que se recogian a los mismos tiempos que las
anteriores. Se extrajo RNA total de las células con el kit comercial
Nucleospin RNA Il (Machenerey-Nagel) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se retrotranscribieron 800ng de RNA total de cada muestra
como en el apartado 1.2.4 y para la amplificacion se utilizaron
oligonucledtidos especificos para TNF-a. canino, utilizando también el

control interno de GAPDH.

2.1.4 Activacion de células endoteliales mediante mediadores mastocitarios

Para estimular las CE primero se descongelaron y se cultivaron las CE del

pase 4 utilizando placas de 24 pocillos previamente gelatinizados. Cuando
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la confluencia fue de un 85% (aproximadamente) se aspiré el medio y se
afiadieron los sobrenadantes obtenidos de la estimulacién de los MC
caninos C,. La incubacion se hizo durante 16 horas a 37 C. Las Gltimas 48
horas del cultivo (incluida la estimulacién) se hicieron en presencia de
polimixina B (50ug/ml) para inhibir el efecto de posibles endotoxinas

enddgenas ya que también podrian activar las CE.

Para una mejor interpretacién de los resultados se hicieron tres tipos de
controles. En primer lugar se incubaron células con el sobrenadante de
MC en reposo para ver si la actividad basal de los MC podia activar las
CE. Ademas, se incubaron algunas células directamente con 50ng/ml PMA
y 0.3uM A23187 para ver si el estimulo utilizado para los MC podia por si
solo inducir la expresién de moléculas de adhesion en las CE. Por ultimo,
se estimularon con 100ng/ml de LPS como control positivo de la técnica y
también para tener una referencia con la que comparar la intensidad de la

fluorescencia obtenida con los sobrenadantes mastocitarios.

2.1.5 Inhibicibn de la histamina y el TNF-a en los sobrenadantes de

mastocitos estimulados

Para averiguar si la histamina y el TNF-a eran responsables de la
induccién de las moléculas de adhesion, se inhibié su accion (cada uno
por separado) y se utilizaron estos sobrenadantes para estimular las CE.

El blogueo del TNF-a de los sobrenadantes se hizo por adicién del
anticuerpo policlonal anti-TNF-o. de raton neutralizante (este anticuerpo
reconoce la molécula canina). La incubacion del sobrenadante con el
anticuerpo 1/1000 se hizo a 37'C durante 1 hora. Posteriormente, con
estos sobrenadantes tratados se determind de nuevo la presencia (en este
caso ausencia) de TNF-o mediante bioensayo. Por otro lado, para

bloquear los receptores H; de las CE se incubaron estas células durante
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20 minutos con una solucién 10°M de loratadina (antihistaminico-H;) antes

y durante la activacion.

2.2 Expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales caninas

2.2.1 Determinacion de ICAM-1 y selectina P en CE mediante citometria de
flujo (FACS)

Se incubaron las células con los sobrenadantes de los MC (ver apartado
anterior) y pasadas las 16 horas de estimulacion se aspiré el medio de los
pocillos. Inmediatamente se despegaron las células de cada uno de ellos
mediante una muy breve proteolisis enzimética (tripsina). Desde este
punto toda la técnica se realizé a 4 C para evitar la internalizacion de las
moléculas expresadas en la superficie celular. Se recogieron las CE y se
centrifugaron en frio con el tampon de lavado para citometria de flujo
(PBS+0.1%BSA+0.1%Azida sodica). Las células de cada pocillo se
repartieron en tres tubos de tincién para poder realizar en cada poblacién
celular tres marcajes diferentes. La tincibn se hizo para ICAM-1
(CL18/1D8) y selectina P (MD3) incubando las muestras con el anticuerpo
primario correspondiente (10ug/ml) durante 30 minutos en hielo. Ademas,
se tifid con un anticuerpo primario de especificidad irrelevante y con el
mismo isotipo que el de las moléculas anteriores, siendo en ambos casos
IgG;. Asi, el control de isotipo era el control negativo de la tincién y
permitio discernir la union especifica e inespecifica del anticuerpo
secundario. Se lavaron dos veces en frio y se incubaron con el anticuerpo
secundario conjugado con FITC durante 30 minutos, a oscuras y a 4 C. Se
volvieron a hacer dos lavados y se fijaron con una soluciéon PBS+1%PFA
en frio. Las células tefiidas se analizaron en un citémetro de flujo
FACScalibur mediante el programa CellQuest (ambos de Becton
Dickinson, USA).
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El analisis de las células en el citometro de flujo permite la medicion
simultanea de varias caracteristicas fisicas de una célula individual. Estas
mediciones se toman mientras las células pasan por un flujo laminar
fluidico (500-4000 células/segundo). La interaccion de la célula con el haz
del laser es detectada por el citémetro de forma dual: como dispersion de
la luz incidente y como fluorescencia emitida. Esto hace que se puedan
medir hasta cinco variables de cada célula que pasa a través del laser:
tamafio relativo, granularidad interna e intensidad de fluorescencia relativa
(FL1, FL2 y FL3). Actualmente, en los citdmetros de flujo mas modernos
se pueden detectar hasta 12 fluorescencias diferentes®. La interseccién
del haz del laser con la corriente de células hace que la luz se disperse en
todas las direcciones. El detector que mide la dispersién frontal dara los
valores que correlacionan con el tamafio relativo de la célula (forward
scatter o FSC), la complejidad interna (granularidad) de la célula (side
scatter o SSC) se correlaciona con la medida de la dispersion lateral del

haz del laser (Figura 2).

SSC SSC

Haz de ﬁ Haz de ﬁ
laser laser
:> —— rsc :>© > rsc

a b

Figura 2. Representacion de la dispersién del haz de laser al pasar dos tipos
de células diferentes. a) Una célula pequefia pero compleja internamente b)

Una célula grande sin granularidad interna.

Para poder obtener toda esta informacion es necesario realizar una
calibracién y un ajuste de los detectores del citometro. Ademas, tiene que
describirse previamente una plantilla con los diagramas de adquisicién vy,

si es necesario, limitar el andlisis a la poblacién de estudio mediante un
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gate. En los diagramas de adquisicion (Figura 3) se comparan los
parametros de interés de dos en dos y pueden representarse solapados
los histogramas de fluorescencia de diferentes muestras a comparar
(Figura 13)

SSC <«—— Gate"de
° a adquisicion
b
({
FSC

Figura 3. Diagrama de adquisicién en el que se indica la disposicién que
representaria las células a y b de la figura 2. También se indica a modo de

ejemplo un " gate” de adquisicion.

2.2.2  Analisis de la inmunoticién para selectina P e ICAM-1 en la membrana

de las células endoteliales estimuladas

El analisis mediante citometria de flujo de las moléculas de adhesion en
estudio dan como resultado una fluorescencia media de todas las células
analizadas en el mismo tubo. A este valor se le resta la fluorescencia
inespecifica del control negativo de isotipo. La expresion de las moléculas
de adhesién se calcula como el “incremento de expresion inducida con

respecto a la expresién basal”.

Los resultados fueron expresados como mediat SEM. El nUmero de veces
que se repitié6 cada experimento (n) fue de 12, excepto los experimentos
en los que se inhibi6 la histamina o el TNF-a, que fueron 5y 3

respectivamente. Las diferencias entre medias fueron analizadas dos a
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dos utilizando el test t-Student para datos apareados. La significancia

estadistica se consideré a partir de p< 0.05.

3 Modelo de alergia cutanea canina inducida en perros Beagle para el

andlisis de moléculas pro-inflamatorias

Se completd el estudio sobre perros atépicos con la caracterizacion y
evaluacién de un modelo canino de dermatitis alérgica que permite mayor
versatilidad en el andlisis de las diferentes fases de la reacciéon cutanea

inducida por Ag.

3.1 Caracterizaciéon de la respuesta inflamatoria en el modelo de alergia

cutanea

El Departamento de Farmacologia de la Facultad de Veterinaria de la
Universitat Autonoma de Barcelona dispone de perros Beagle
espontaneamente sensibilizados a Ascaris suum. En estos perros se ha
estudiado ampliamente la reaccién cutdnea inmediata tras inyeccion de
Ag. Se hizo un experimento piloto para caracterizar la inflamacién tras

inyeccion intradérmica de Ag.

3.1.1 Induccion de respuesta cutdnea en perros hipersensibles a Ascaris

suum

Con el objetivo de estudiar el curso de la reaccion cutanea en este modelo
de alergia, se provocd la formacion de papulas mediante el test
intradérmico de diagnostico (TID) (apartado 3.2.1) y se tomaron biopsias a

diferentes tiempos antes y después de la inyeccion del Ag: 20 min, 1h, 2h,
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6h, 12h y 24h. Paralelamente se inyecto suero fisiolégico (control negativo)

y se tomaron biopsias a los mismos tiempos.

3.1.2 Procesamiento de las biopsias

Las biopsias de piel fueron procesadas siguiendo el mismo protocolo que
en los apartados 1.1.2 y 1.1.3 para un analisis histologico rutinario en el
gue se determino el grado de inflamacion y la composicidn del infiltrado

inflamatorio.

3.1.3 Deteccion de selectina P en biopsias cutaneas mediante

inmunohistoquimica

Se hicieron secciones de los bloques de parafina sobre portas tratados
con Poli-L-lisina y se siguié el mismo protocolo del apartado 1.1.4 para la

inmunotincién de selectina P.

Célculo de la expresion de selectina P: Por un lado, se hicieron dos
recuentos a ciegas de todos los vasos positivos en cada muestra y se
calcul6 la media de ambas mediciones. Por otro lado, y con la ayuda de un
analizador de imagenes, se midi6 el area que ocupaba cada seccion.
Finalmente se hizo el célculo del nimero de vasos positivos por mm?

dividiendo ambos resultados

3.2 Elmodelo del perro experimentalmente sensibilizado a Ascaris suum

El modelo de perro hipersensible a Ascaris suum es muy util para el
estudio de la alergia cutanea pero un factor limitante a su utilizacién es la

seleccion de los perros sensibles. Nos propusimos por lo tanto inducir la
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sensiblizacion experimental de perros naive para su mas faclil

disponibilidad ante futuros estudios.

3.2.1 Eltestintradérmico de diagnéstico (TID)

El TID es el que se utiliza para diferenciar entre perros sensibles al Ag de
Ascaris suum Asc S1 de los que no lo son (naive para ese Ag), por lo tanto
los perros que tienen IgE especifica de Ag de los que no. La inyeccion
intradérmica de diagndstico se hace en la regioén dorsal del animal y
consiste en inyectar 10ul de Ag purificado a una concentracion de
10ug/ml. Esta inyeccion siempre va acompafiada de otra de igual volumen
de suero fisiolégico como control negativo. La reaccién cutanea se evalla

a los 20 min (cuando es maxima) y se compara con el control negativo.

3.2.2 Induccién experimental de sensibilidad al antigeno de Ascaris suum en

perros Beagle

El procedimiento experimental se dividio en tres partes: en primer lugar se
hizo la selecciéon de los perros naive, seguidamente se procedié a la
sensibilizaciéon experimental de éstos y por ultimo se hizo el seguimiento
de la reactividad cutdnea a lo largo del tiempo asi como la evaluacién

clinica de todos los perros.

a) Seleccion de perros Beagle naive: La seleccion de los perros naive
se hizo mediante el TID con el Ag de Ascaris suum AscS1 de Greer
Laboratories. Esta prueba de diagnéstico es muy sensible para detectar
IgE antigeno-especifico en la piel, como demuestra un articulo reciente
en el que se ha visto que en un modelo canino de alergia con niveles
indetectables de anticuerpo en suero se puede inducir una reaccion

cutanea mediada por antigeno®’. Los perros Beagle utilizados fueron
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criados para experimentacion en lIsoquimen SL (Barcelona) y se

mantuvieron bajo control veterinario y estrictas condiciones sanitarias.

En una colonia de perros Beagle adultos se hizo el TID a 50 de ellos y
todos resultaron negativos a la inyeccién intradérmica de AscS1. De
este grupo se seleccionaron 10 hembras adultas (1-2 afios) naive para
nuestro estudio. Ademas del TID se hizo un andlisis paralelo de las
heces en el que no se encontraron parasitos ascéridos adultos. La
ausencia de respuesta cutanea al Ag responde a un eficiente programa
de desparasitacion junto con el mantenimiento de estos perros en un
ambiente libre de parasitos. El protocolo de desparasitacion de los
animales fue el siguiente: en las semanas 1, 3 y 5 de edad se
administré pamoato de pirantel 100mg/7Kg (Canex de Pfizer SA,
Madrid), en la semana 7 se les daba el ascaricida citrato de piperacina
2g/Kg (Ascaricida-N, también de Pfizer) y por Ultimo, en la semana 11,
un comprimido (cada 10Kg) de 50mg de pamoato de pirantel, 50mg de
praziquantel y 150mg de febantel (Drontal Plus, de Bayer). Por lo tanto,
esta colonia de perros de Isoquimen seguramente no ha tenido ningin
contacto con pardsitos caninos comunes como Toxocara canis 0
Toxascaris leonina, ni tampoco ha desarrollado una repuesta

inmunitaria frente a alergenos ascaridios.

b) Protocolo de sensibilizacién primaria: Se sometié a los 10 perros
naive a un programa de sensibilizacion intradérmica. Se les
administraron dos inyecciones intradérmicas de Ag (AscS1) en la piel
de la region dorsal a dosis elevada en el dia 0 y el dia 7 (Figura 4). La
cantidad de Ag fue superior a la que normalmente se utiliza en el TID.
La sensibilizacion primaria se obtuvo inyectando 10ul de 100ug/ml de
AscS1. La inyeccion intradérmica del Ag previno que los perros
lamieran parte de la solucién de Ag, evitando asi otras posibles rutas

de sensiblizacién como seria la oral si la aplicacion del Ag hubiera sido
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topica. Este sistema aseguré ademas que la cantidad total de proteina
alergénica entrara en contacto con la dermis durante tiempo suficiente.
Ademas del TID que se hizo a los 10 perros seleccionados, se fue
evaluando la reaccion cutdnea al Ag a diferentes tiempos durante el
estudio (dia 7 y 14). Finalmente se les volvié a realizar el TID dos
meses después de finalizar el protocolo de sensibilizacién para ver la

durabilidad de la reaccién cutanea a lo largo del tiempo.

Dia Dia Dia 7 Dial4 Dia 60
1 0 Semanal Semana 2 Mes 2
L ! -
Sensibiliz. X X
TD 9 X X X X

Figura 4. Esquema del protocolo de sensibilizacion y de los TID

realizados a lo largo del estudio en todos los perros Beagle naive.

¢) Evaluacion clinica de los perros: A lo largo de todo el estudio los
perros seleccionados estuvieron bajo observacion clinica. Se presto
especial atencién a las condiciones clinicas de la piel en los sitios de
inyeccion. Ademas se controlé la temperatura corporal, las frecuencias
respiratoria y cardiaca, las mucosas y los nédulos linfaticos por si
aparecieran posibles trastornos. También se hizo un analisis
microscoépico de las heces en diferentes fases del estudio para detectar

posibles huevos de ascaridos.

Célculo de la reaccién cutdnea neta: La intensidad de la reaccion
cutanea inmediata (edema local) se expresé como el area total en mm?.
Sobre papel de acetato se dibujo el perimetro de las papulas. El area
de éste se calculé mediante un programa de analisis de imagen. Para

descartar una reaccién cutanea inespecifica se restdé la reaccion
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observada al inyectar el control negativo. Un area neta por debajo de
30mm? se consideré negativa. Se hicieron comparaciones estadisticas

para datos no apareados con el test de t-Student.
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1 Expresiéon de moléculas pro-inflamatorias en la piel de perros con
dermatitis atdpica

1.1 Datos clinicos de los perros atépicos seleccionados

Para llevar a cabo este estudio se seleccionaron 6 perros con dermatitis
atopica (DA) entre los pacientes de la Unidad de Dermatologia del Hospital
Clinic Veterinari de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB). En la Tabla 3
se resumen los datos clinicos mas relevantes de cada animal. El rango de edad
de los perros fue de entre 1 y 5 afios, el grupo se compuso de 3 hembras y 3
machos. En la primera visita la mayoria de ellos (5 de 6) tenia pioderma
superficial, por lo que fueron tratados durante 2 semanas con cefalexina
(Rilexine 300, Virbac, 1 tableta/20Kg dos veces al dia). Tras el tratamiento se
volvié a evaluar el crecimiento bacteriano cutaneo y los perros en los que no se
observé infeccién se incluyeron en el estudio. Todos los animales finalmente
incluidos sufrian de prurito y generalmente entre las lesiones de la piel
destacaban eritema y alopecia. Ademds, también todos los perros
seleccionados tenian concentraciones elevadas de IgE especificas frente a

acaros del polvo.

1.2 Evaluacién histopatoldgica de la piel

Se analizaron las biopsias de piel lesionada y no lesionada de los perros
atOpicos. Las biopsias de piel no lesionada tenian la apariencia de piel normal
(Foto 1a). En la Tabla 2 se resumen las caracteristicas histolégicas mas
relevantes observadas en las biopsias de la piel lesionada. En la epidermis de
estas biopsias se observd hiperplasia e hiperqueratosis. En la dermis, la
inflamacion fue entre leve y moderada, de localizacion perivascular entre las

zonas superficial y media (Foto 1b y 1c).
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Evaluacion de biopsias Diagndstico

cutaneas

Ref. Grado de Diagndstico Criterios Criterios
) . ) o ) ) ) Allercept***
perro | inflamacién | histopatolégico primarios* secundarios**

Hiperqueratosis
1 leve y queratosis a|b|c e|f h j 15

folicular

Dermatitis
2 leve perivascular a|b|c e|f h j 2

hiperplasica

Dermatitis
3 moderado perivascular a|b|c e|flg j 3

hiperplasica

Dermatitis
4 moderado perivascular albj|c f h j 24

hiperplasica

Dermatitis
5 moderado perivascular a d|e h j 4

hiperplasica

Dermatitis

6 moderado perivascular a c e hiil]j 12

hiperplasica

Tabla 2. Resumen de los datos clinicos mas relevantes de los perros atépicos
incluidos en el estudio y del diagnéstico histopatolégico de sus biopsias
cutaneas.
*a= prurito / b= implicacion facial y/o digital / c= dermatitis cronica / d=
historia de atopia / e= predileccion racial
**f= sintomas antes de los 3 afios / g= eritema y quelitis facial / h=
pioderma superficial / i= hiperhidrosis / j= IgE (allercept +)

**namero de alergenos frente a los que se detectaron IgE especificas

El infiltrado celular se componia de linfocitos, neutréfilos, mastocitos (MC),

algunos eosindfilos y raramente se observaron células plasméaticas. No se
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pudieron identificar células dendriticas ni subpoblaciones linfocitarias por no
haber realizado tinciones especificas para estas células. Este infiltrado es
compatible con un cuadro de DA.

Foto 1 a) Aspecto histoldgico de la piel normal (10x) en la zona no lesionada

de uno de los perros incluidos en el estudio. b) Piel (10x) de una zona con
lesiones del mismo perro (representativo del resto del grupo de perros
seleccionados) que presenta hiperplasia (HP) e hiperqueratosis (HQ) en la
epidermis, y vasodilatacion e infiltracion inflamatoria (IC) en la dermis
superficial y media c¢) Detalle de una zona con infiltrado celular vy
vasodilatacion superficial (40x). Notese la presencia de mastocitos (M),

linfocitos (L), neutrofilos (N) y eosindfilos (E).
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1.3 Expresion de selectina P, ICAM-1 v TNF-a _en la piel de perros con

dermatitis atépica

Mediante inmunohistoquimica se detecté la expresion de tres moléculas pro-
inflamatorias en la piel de zona lesionada y de zona no lesionada de los perros
atépicos seleccionados. Ademas, también se determind la expresion de

proteina en la piel de los perros no atépicos.

Selectina P

La inmunotincién para selectina P fue especifica para las CE (Foto 2a) de los
vasos de la dermis asi como para las plaquetas activadas. Los vasos positivos
fueron siempre vénulas y capilares y en general en la dermis profunda de todas
las muestras la intensidad de la tincién fue mayor. En la Figura 5 se representa
la expresion de proteina de selectina P en la piel lesionada y en la piel no
lesionada de los perros atopicos. El niUmero de vasos positivos para selectina P
en la piel lesionada fue 4 veces superior al de la piel no lesionada, siendo los
datos consistentes para cada zona de la dermis evaluada (superficial, media y
profunda) y para cada uno de los perros incluidos en el estudio. Las diferencias
observadas fueron estadisticamente significativas (p<0.05) segun el test de t-
Student. En el grupo de muestras de piel lesionada fue donde se observo
mayor numero de CE positivas con un patron de tincién mixto, es decir, que se
detectd selectina P tanto en el citoplasma como en la membrana. También se
observé marginacion celular en muchas muestras, localizada mayoritariamente
en la dermis superficial y media. Esta marginacion celular se valoré semi-
cuantitativamente encontrandose una correlacién con el grado de expresion de

selectina P.

En las muestras de piel de los perros no atopicos la expresion de selectina P
fue similar a la observada en las muestras de piel lesionada. Esta expresion
incrementada de selectina P en los perros no atépicos se acompafié de una
reaccion aguda inespecifica y muy distinta a la observada en las muestras de

perros atdpicos, que se caracterizd por presentar vasodilatacion intensa, gran
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cantidad de neutrdfilos atravesando los vasos y agregados plaquetarios
activados que expresan selectina P.

Foto 2. Muestras de piel canina inmunotefidas para a) selectina P (marcaje

con DAB, color marrén), vénulas (V), arteriolas (A) y neutréfilos (N) b) ICAM-1
(marcaje con Fast Red, color fucsia), vasos positivos (V) ¢) TNF-a (marcaje con
Fast Red, color fucsia), mastocitos (M) y d) control de isotipo, vasos (V). (Todas

las fotos tomadas a 40x)
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vasos positivos / campo 40x
4 -

0 T 4
no lesionada lesionada

Figura 5. Expresién de proteina de selectina P en la piel de perros con
dermatitis atépica (n=6). En el grafico se representa el nimero de vasos
positivos por campo microscépico de 40x en piel no lesionada y piel lesionada

de los mismos perros (*p<0.05)

ICAM-1

La expresion de ICAM-1 se detecté mediante inmunohistoquimica en muestras
de piel congelada en OCT (Foto 2b). La tincidn fue mayoritariamente observada
en los vasos sanguineos pero también se vio en algunos queratinocitos y MC
de la piel lesionada y la piel no lesionada de los perros atépicos seleccionados.
El nimero de vasos positivos para ICAM-1 por campo microscépico de 40x fue
superior en las muestras de la piel lesionada (Figura 6) en 5 de los 6 perros,
aunque bajo nuestras condiciones experimentales no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. EI mayor namero de vasos tefiidos
se encontro en la dermis superficial y media. En las muestras de la piel
lesionada también se observd tincion en el epitelio de las glandulas
sudoriparas. En los perros no atépicos el nimero de vasos positivos fue inferior

al de la piel lesionada y la piel no lesionada de los at6picos.
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vasos positivos /campo 40x NS
4 5

\\V

0 T 4
no lesionada lesionada

Figura 6. Expresion de proteina de ICAM-1 en la piel de perros con dermatitis
atépica (n=6). En el grafico se representa el nimero de vasos positivos por
campo microscopico de 40x en piel no lesionada y piel lesionada de los mismos

perros.

TNF-a

Se detectd la expresion de proteina de TNF-a mediante inmunohistoquimica en
muestras de piel (Foto 2c). La tincién fue observada Unicamente en células que
por su morfologia y localizaciéon se identificaron como MC. En general, se
tiferon los MC localizados en cualquier zona de la dermis, aunque en los
perifoliculares la intensidad fue mayor tanto en los perros atopicos como en los
no atépicos. Se encontrd6 mayor niamero de células positivas en las muestras
de piel lesionada que en las de piel no lesionada pero, bajo nuestras
condiciones, no encontramos diferencias estadisticamente significativas (Figura
7). El tanto por ciento de incremento de expresién de TNF-a (26.43%) entre los
dos grupos de muestras de los perros atopicos estuvo en el mismo rango que
el incremento de ICAM-1 (34.8%). En las muestras de los perros no atopicos el
ndmero de células positivas para TNF-a fue menor que en las de piel lesionada

y las de piel no lesionada.
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vasos positivos /campo 40x
4 -
NS

0 T
no lesionada lesionada

Figura 7. Expresion de proteina de TNF-a en la piel de perros con dermatitis
atopica (n=6). En el grafico se representa el nimero de células positivas por
campo microscopico de 40x en piel no lesionada y piel lesionada de los mismos

perros.

2  Expresion de moléculas pro-inflamatorias en fragmentos de piel

canina

2.1 Liberacién de histamina por fragmentos cutdneos estimulados con anti-

IgE
Para comprobar la posibilidad de estimular los MC en piel entera in vitro, se

utilizaron fragmentos cutaneos previamente sensibilizados con IgE que se
incubaron con diferentes concentraciones de anti-Igg. Se recogieron los
sobrenadantes y se midi6 la histamina liberada. La histamina excretada tras la
estimulaciéon con anti-IgE se relaciond con la histamina basal (o histamina
liberada espontdaneamente), es decir sin el estimulo presente. Como se
observa en la Figura 8, la histamina se liber6 de forma dosis-dependiente
llegando a observarse un incremento maximo de mas de 10 veces la cantidad

liberada espontaneamente.
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Figura 8. Liberacién de histamina por fragmentos de piel sensibilizados con IgE

y estimulados con concentraciones crecientes de anti-IgE (n=2).

2.2 Expresion de moléculas de adhesion en fragmentos cutaneos

estimulados

Una vez comprobada la activacion de los MC en la piel canina entera, se
evalud si dicha estimulacion podia inducir la expresion de novo de moléculas
de adhesion en los fragmentos cutaneos. Para detectar el mRNA de las
moléculas de adhesion se utilizé la técnica de RT-PCR que fue puesta a punto
estimulando fragmentos con LPS, asegurando asi la activacion directa e
intensa de las CE (control positivo). Tal y como es habitual, paralelamente a la
deteccion de las moléculas de interés tamhbién se procedid a la deteccion del
gen constitutivo B-actina en todas las condiciones experimentales como control

interno de la técnica.
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La expresion de B-actina fue muy similar en todas las condiciones, indicando
que la cantidad de mRNA retrotranscrito era practicamente la misma. En los
fragmentos de piel estimulados con LPS se detectdé selectina E, VCAM-1 e
ICAM-1. En los fragmentos cutaneos activados inmunolégicamente mediante
IgE/anti-IgE, bajo nuestras condiciones experimentales, Unicamente se detectd
la expresién de novo de VCAM-1. En ninguno de los casos se detecté mRNA
de selectina P (Tabla 4).

TIPO DE MOLECULAS DE ADHESION DETECTADAS POR RT-PCR
ESTIMULACION Selectina E VCAM-1 ICAM-1 Selectina P

LPS X X X nd

IgE/anti-IgE nd X nd nd

Tabla 4. Expresion de moléculas de adhesion en fragmentos cutaneos
estimulados inmunoldgicamente (IgE/anti-IgE) y estimulados con LPS (control

positivo) (nd = no detectado)

3 Expresion de moléculas pro-inflamatorias en el modelo de

comunicacién mastocito-célula endotelial

Para establecer el modelo de comunicacién MC-CE hubo que disponer de
ambas poblaciones celulares en suspensién. Existen lineas celulares de MC
caninos pero no de CE caninas, y por ello tuvo que ponerse a punto el

aislamiento de CE caninas de car6tida (CCEC).

3.1 Aislamiento, crecimiento y fenotipo de las células endoteliales caninas de

carotida

La digestion de la pared de arterias cardtidas proporciona una suspension

celular pura de CE. Una vez aisladas las células, se depositan en pocillos

54



Resultados

gelatinizados, donde se distribuyen como agregados celulares. Estos acumulos
son los focos desde los cuales las CE crecen formando la tipica imagen de
adoquinado (cobblestone) y se expanden hasta generar una monocapa. Tras el
primer periodo de incubacion, las células endoteliales confluyen en 7 6 10 dias,
en esta fase se despegan de los pocillos mediante una muy leve digestién con
tripsina (pase 1) y se divide el contenido celular de 1 pocillo en 4 pocillos. Cada
vez que las células confluyen formando una monocapa se vuelven a redistribuir
en nuevos pocillos o placas (segun la cantidad de células de las que se
disponga). Nuestros experimentos se realizaron en pase 5 con el fin de obtener
un numero suficiente de células que permitiera abarcar un minimo de
condiciones experimentales. Las células se crioconservaron en pase 4 hasta su
utilizacion posterior. La viabilidad celular fue superior al 95% tras la

descongelacién y antes de su estimulacion.

Las células aisladas se identificaron como CE segun su morfologia, sus
caracteristicas de crecimiento y su fenotipo mediante inmunotincién
(inmunocitoquimica y citometria de flujo). Su morfologia era poligonal, con un
ndcleo central (Foto 3a). Mediante inmunocitoquimica se vio que estas células
eran positivas para el marcador de membrana CD31 (Foto 3b) y para selectina
P en el citoplasma (Foto 3c). También se analizaron las células en reposo
mediante citometria de flujo y no se vio expresién constitutiva de selectina P en
membrana pero si de ICAM-1 (Figura 9).

Un aislamiento y cultivo eficientes podia resultar en mas de 2x10° CCEC 100%
puras. La presencia de células musculares contaminantes se detectdé muy
pronto en alguno de los cultivos por 4 motivos: el tipo de expansién en la placa
en el que las células crecen superpuestas, por su morfologia fusiforme y por la
ausencia de CD31 en la superficie y de selectina P en el citoplasma. Cuando

se detectaron células contaminantes el cultivo fue descartado.
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Foto 3. Fenotipo de células endoteliales caninas de carotida: a) Monocapa
confluyente de CCEC 4 dias después de aislarlas mediante digestion
enzimatica, b) Expresion del marcador CD31 en la membrana de CCEC, c)
Expresion de selectina P en el citoplasma de CCEC, d) Control negativo de

isotipo para las tinciones de inmunocitoquimica. Barra=23.36um
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a) Selectina P b) ICAM-1

Figura 9. Histogramas de fluorescencia de citometria de flujo de células
endoteliales caninas no activadas tefiidas para a) selectina P y b) ICAM-1. La
linea gris representa la tincion de isotipo y la linea negra la tincién especifica
para cada molécula de adhesion.

3.2 Liberacién de histamina y de TNF-o por los mastocitos caninos C,

estimulados

Una vez establecidas las condiciones para aislar y cultivar las CCEC se
procedi6 a activar los MC durante diferentes periodos de tiempo (30min, 5h y
24h), y con los mediadores liberados se estimularon posteriormente las CCEC.
Se quiso comprobar la presencia de dos mediadores mastocitarios
fundamentales en procesos inflamatorios: histamina y TNF-a.

Mediante un kit comercial de ELISA competitivo se determiné la cantidad de
histamina en los sobrenadantes de MC estimulados. Utilizando un bioensayo
de citotoxicidad celular se evalué la concentracién de la citocina pro-

inflamatoria TNF-o. en los mismos sobrenadantes.
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En el sobrenadante de 30min no se detect6 TNF-a pero si histamina
(25.52nM), en los de 5 y 24 horas se detectaron ambos mediadores en
cantidades crecientes (Tabla 5). El sobrenadante de 5h contenia de media
124.53nM de histamina y 25.21pg/ml de TNF-a, y el de 24h 199.5nM de
histamina y 66.3pg/ml de TNF-a.. Paralelamente a estas mediciones se hicieron
ensayos de viabilidad celular a todos los tiempos y se descart6 la posibilidad de
que el aumento de mediadores en los sobrenadantes fuera consecuencia de

una creciente mortalidad a lo largo del tiempo.

Sobrenadantes de mastocitos
30min 5h 24h
Histamina (nM) 25.52 124.53 199.5
TNF-a (pg/ml) <2 25.21 66.3

Tabla 5. Cantidad de histamina y TNF-a detectada en los sobrenadantes de los

mastocitos estimulados.

Ademas de determinar la cantidad de proteina de la citocina pro-inflamatoria
TNF-o también se hizo una prueba piloto en la que se determiné mediante RT-
PCR la expresion de mRNA para TNF-a. de nueva sintesis en MC C,
estimulados a diferentes tiempos. Como control interno de la técnica, se evalué
la expresion del gen constitutivo B-actina del cual se detectaron niveles muy
similares en todas las muestras. Como control negativo se utilizaron MC sin
estimular y como control positivo linfocitos caninos estimulados con PHA. En
los MC sin activar Unicamente se detect6 expresion de TNF-a a los 30min de
tener los MC en cultivo y ésta fue muy leve, en los demas tiempos no se
detecté expresion de esta citocina pro-inflamatoria. En los MC activados se
detecté TNF-o. de nueva sintesis en todos los tiempos pero el maximo de
expresion se observé en las células que habian sido estimuladas durante 2

horas (Figura 10).
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30min 1h 2h 3h 4h

Figura 10. Expresion de TNF-a de nueva sintesis en mastocitos C, a diferentes

tiempos tras ser estimulados (act) o no (bas), C+ es el control positivo.

3.3 Inducciéon de moléculas de adhesién endoteliales por parte de los

mastocitos

Se incubaron los sobrenadantes de los MC con las CCEC para determinar el

efecto de los mediadores mastocitarios en la expresion de moléculas de

adhesion.

El nivel basal de la expresion de selectina P e ICAM-1 se midi6 tras incubar las
CCEC con los sobrenadantes de los MC sin estimular, es decir con los
mediadores de los MC liberados espontdneamente y no hubo diferencias en la
expresion constitutiva de ambas moléculas de adhesion. A esta expresion
basal se le dio un valor de 1, de manera que cualquier incremento inducido por
mediadores liberados tras estimulacion de los MC se expresé como

“incremento sobre el nivel basal”.

Antes de analizar el efecto de los sobrenadantes de los MC activados sobre la
expresion de moléculas de adhesién en las CCEC, se midi6 el efecto directo
sobre las CE de los reactivos utilizados para la estimulacién de MC. El PMA y
el iono6foro no estimularon las CCEC lo cual indic6é que cualquier efecto
observado seria consecuencia de la actividad de los mediadores de MC sobre
las CE.
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Selectina P

En la Figura 11 se representa la expresion de selectina P en CCEC incubadas
con mediadores de los MC liberados a diferentes tiempos. Los mediadores
preformados (sobrenadante 30 min), que se liberan inmediatemente después
de la estimulacion, inducen de manera significativa la expresion de selectina P
(incremento de 1.62) al compararse con la condicién basal (efecto de los
mediadores espontaneamente liberados) en que no se observaba expresién de
esta molécula de adhesion. La induccion de selectina P se acentud tras la
activacion de CCEC con mediadores mastocitarios de nueva sintesis, como
reflejan las barras de 5h (aumento maximo, de casi 3 veces la expresion basal)

y de 24h (aumento de 2.2 veces la expresién basal).
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Figura 11. Expresién de selectina P en CCEC tras estimulacion con

mediadores liberados por mastocitos C, activados (n=12).

ICAM-1
En la Figura 12 se refleja el aumento de expresion de ICAM-1 en CCEC
incubadas con mediadores liberados por los MC. Estas células expresan ICAM-

1 de manera constitutiva y los mediadores mastocitarios preformados
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(sobrenadante 30min) no indujeron un aumento significativo de la expresion
basal. En cambio, los mediadores de nueva sintesis promovieron un aumento
de la expresion de ICAM-1, como representan las barras de 5h (incremento de
2.8 veces respecto al basal) y de 24h (incremento de 1.8 veces respecto al

basal) de la Figura 12.

Se hicieron dos experimentos piloto en los que se incluyé la estimulacion de las
CCEC con el sobrenadante de 12h y se confirm6 que el maximo de expresion

se consigui6 con el sobrenadante de 5h para ambas moléculas de adhesion.
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Figura 12. Expresion de ICAM-1 en células endoteliales tras la estimulacion

con mediadores de mastocitos C, (n=12)

Como referencia del grado de activacién, en un experimento piloto se
incubaron CCEC con LPS y se compard su efecto sobre la expresion de las
moléculas de adhesidn con el de los sobrenadantes de MC activados. En la
Figura 13 se representa una superposicion de los histogramas de fluorescencia
resultantes de la induccion de la expresion de selectina P (a) y de ICAM-1 (b)
bajo diferentes condiciones. El aumento de expresién de ICAM-1 promovido

directamente por LPS fue similar al maximo obtenido con los mediadores
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mastocitarios liberados a las 5h (en este caso también a las 24h) y, en cambio,
no se observaron cambios en la expresion basal de selectina P por efecto
directo del LPS.

a. Selectina P b. ICAM-1
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Figura 13. Comparaciéon de la expresion de a) selectina P y de b) ICAM-1
inducida por sobrenadantes mastocitarios a distintos tiempos y por LPS (linea

roja). En azul se representa la expresién basal.

3.4 Funcién de la histamina y el TNF-o. mastocitario en el aumento de la

expresion de selectina P e ICAM-1 en células endoteliales caninas

De entre los mediadores mastocitarios liberados por los MC estimulados, la
histamina y el TNF-o fueron los candidatos mayoritarios a ejercer el efecto
inductor en la expresion de selectina P e ICAM-1, respectivamente. Ambos
mediadores fueron liberados por los MC C, activados, tal y como se describe

en el apartado 3.2 de esta seccion.

Para determinar la importancia de la histamina como inductor de selectina P se
incubaron las CCEC (antes y durante el estimulo con los mediadores
mastocitarios) con un antagonista del receptor H; de la histamina (loratadina).

De esta manera, se bloqued la accién directa de la histamina sobre sus
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receptores H;. En ninguno de los tiempos se observaron cambios en la

expresion de selectina P ni de ICAM-1 (Tabla 6).

- anti-TNF-a

il

+ anti-TNF-a

| - anti-TNF-a

| +anti-TNF-a

L

Figura 14. Comparacion de los histogramas de fluorescencia de la expresion

de selectina P (a,b) e ICAM-1 (c,d) en ausencia y presencia de un anticuerpo

neutralizante de TNF-a. La linea gris representa células endoteliales en reposo

y la linea negra las células endoteliales estimuladas.

Con respecto al TNF-a, se bloqueé su actividad en los sobrenadantes mediante

un anticuerpo neutralizante y aunque en el caso de selectina P no se

observaron cambios, la expresion de ICAM-1 revirti6 hasta niveles basales

(Figura 14).
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Selectina P ICAM-1

Tiempo de
estimulacion — % 30min 5h 24h 30min 5h 24h
de mastocitos

Antihistaminico- | 1.51+0.07 | 2.66+0.29 | 2.57+0.42 | 1.19+0.18 | 2.45:0.39 | 1.90+0.29

Vehiculo
(n=5)

1.45+0.09 | 3.22+0.56 | 2.78+0.22 | 1.29+0.22 | 2.32+0.72 | 2.08+0.04

Tabla 6. Expresion de selectina P e ICAM-1 en células endoteliales tratadas

con un antihistaminico-H; y activadas con mediadores de mastocitos (n=5)

4  Reaccién de lapiel alainyeccién intradérmica de Ag en el modelo de

alergia cutanea del perro hipersensible a Ascaris suum

4.1 La_inyeccion intradérmica de Ag en perros _espontaneamente

hipersensibles a Ascaris suum induce inflamacién

La inyeccion intradérmica de Ag en perros hipersensibles provoca en primer
lugar una reaccién inmediata (EPR) consecuencia de la activacion de los MC
que a su vez activa el endotelio. Esto conduce a una extravasacion y
vasodilatacibn que macroscopicamente se observa como una papula
acompafiada de eritema. Esta papula suele ser maxima entre los 15 y 20

minutos.

Con el fin de ver si la reaccidon cutanea tras inyeccion de Ag ademas de

reaccion inmediata provoca un proceso inflamatorio, se hizo un experimento en
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un perro espontaneamente hipersensible a Ascaris suum y se evalué la
inflamacion a diferentes tiempos después de haber inyectado el Ag. Justo antes
de la inyeccion y a los 20min, 60min, 2h, 6h, 12h y 24h se obtuvieron biopsias
cutdneas en las zonas de reaccion (de inyeccién), que se procesaron y se
tifieron con hematoxilina-eosina.

Antes de la inyeccion (tiempo 0), la piel tenia el aspecto de una piel normal.
Tras la inyeccion intradérmica del Ag, ya a los 20 minutos (Foto 5a) pudieron
observarse cambios en la piel como la aparicion de un edema superficial, una
vasodilatacion superficial y profunda, y un elevado nimero de neutrdfilos
llegando a formar parte del incipiente infiltrado inflamatorio acompafiado de
algunos eosindfilos. Pasada 1 hora, se vio que el edema era intenso y difuso, la
vasodilatacion se acompafiaba de marginacion celular evidente y el infiltrado
todavia se componia de neutréfilos pero el nimero de eosindfilos era superior
al de los 20min (Foto 5b). A las 2 horas, el edema y la vasodilatacion fueron
menores, las células inflamatorias ya se observaron fuera de los vasos y en el
infiltrado predominaban los eosinofilos, con pocos neutrdfilos y algunos
linfocitos. Seis horas después de la inyeccién de Ag, el edema disminuy6
mucho, la vasodilatacion fue muy leve y el infiltrado inflamatorio fue difuso con
predominancia de eosindfilos y algunos linfocitos (Foto 5c¢). Por ultimo, también
se obtuvo una biopsia a las 24 horas de la inyeccién intradérmica y se
observaron sdélo restos de edema y de vasodilatacion pero todavia con

abundantes eosindfilos en el infiltrado (Foto 5d).

Paralelamente, se inyectd suero fisiologico (vehiculo) y se obtuvieron biopsias
en los mismos tiempos que tras la inyeccion de Ag y el andlisis histoldgico
Unicamente reveld un ligero edema en la zona de la inyeccién que

practicamente desaparecio pasada la primera hora.
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Foto 5. Evolucién del infiltrado inflamatorio a lo largo del tiempo: a) 20min
(40x), b) 60min (20x), c) 6h (40x), d) 24h (40x) tras la inyeccién de Ag en la piel

de un perro espontaneamente hipersensible a Ascaris suum.

4.2  Expresion cronolégica de selectina P en la inflamacién inducida por Ag

Se analiz6 también en las biopsias cutdneas de los diferentes tiempos la
expresion de moléculas pro-inflamatorias. Mediante inmunohistoquimica se
determind la expresion cronolégica de proteina de selectina P en biopsias
cutaneas obtenidas a diferentes tiempos tras la inyeccién intradérmica de Ag
de Ascaris suum (Asc S1). Se hizo un recuento del nimero total de vasos
positivos y se relacion6 con el area de la muestra, calculada con ayuda de un

analizador de imagenes.
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El grado de expresion de selectina P fue cambiando en funcion del tiempo
(Figura 15), alcanzando el pico maximo 2 horas después de la inyeccion del
Ag. En los controles con suero fisiolégico también se detectd expresiéon de

selectina P, aunque fue constante a lo largo del tiempo (datos no mostrados).
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Figura 15- Expresion de selectina P en biopsias cutaneas de la lesion inducida

por la inyeccion intradérmica de Asc S1 en un estudio piloto (n=1).

4.3 La inyecciéon intradérmica de Ag induce sensibilizacion primaria_en
perros naive

La inyeccion intradérmica de Ag, ademdas de provocar una reaccién cutanea
inmediata seguida de un proceso inflamatorio en la piel de perros
hipersensibles a Ascaris suum podria inducir en perros naive sensibilizacién a
través de la piel. Puesto que se trata de un modelo de alergia cutanea muy Uutil
se evalud la posibilidad de inducir experimentalmente la sensibilizacién de
perros naive para incrementar la disponibilidad del mismo (ante la necesidad

de seleccionar los sensibilizados de forma natural).
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Antes de empezar el proyecto, se comprobd que ninguno de los perros habia
desarrollado hipersensiblidad natural al Ag de Ascaris. A los 7 dias de iniciar el
protocolo de sensibilizacién, 5 de los 10 perros mostraron una clara reaccion
cutanea (Figura 16) tras TID de AscS1. Tras la segunda administracién de Ag,
el dia 14 un sexto perro también mostré una clara reaccidn cutanea positiva
(perro 9, Figura 16).
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Figura 16. Mediciones individuales de las papulas resultantes de la inyeccion
de antigeno de Ascaris AscS1 en 10 perros Beagle naive, antes y durante el

protocolo de sensiblizacién primaria.

Como se observa en el grafico de la Figura 16, tras el protocolo de
sensiblizacion un 60% de los perros desarrollaron reaccién cutanea positiva al
inyectar el Ag intradérmicamente. En la Figura 17 se muestra la diferencia
significativa entre la evolucién de las medias de las areas de las papulas (tras

inyeccion de Ag) en los perros sensibilizados y en los no sensibilizados.
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Figura 17- Representacion de las medias de las areas de las papulas tras
inyeccion de Ag de los perros sensibilizados (circulo, mediat SEM, n=6) y de
los no sensibilizados (triangulo, mediat SEM, n=4). La comparacién entre
ambos grupos se hizo mediante el test de t-Student para datos no apareados y

se demostré que eran significativamente diferentes (*p<0.05).

Durante el estudio se hizo un seguimiento clinico a los perros y Unicamente
aparecié una lesibn eczematosa en 4 de los 6 perros que posteriormente
resultaron sensibilizados, un dia después de la primera inyeccion de Ag. Esta
lesion desaparecié por completo en 2 6 3 dias tras tratarlos con yodo y no dej6
signos clinicos visibles. Ademas, no se identificaron ni huevos ni parasitos

ascaridos adultos en heces en ningin momento a lo largo del estudio.

Para evaluar si la respuesta cutanea tras inyecciéon de Ag se mantenia a lo
largo del tiempo, 2 meses después del inicio del proyecto los perros fueron
nuevamente sometidos a la inyeccidn intradérmica de Asc S1. Los seis perros
gue tuvieron una respuesta cutanea positiva en el dia 14, la siguieron teniendo

pasados 2 meses.
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Discusion

1 Expresion de moléculas pro-inflamatorias en las lesiones cutéaneas

de perros con dermatitis atopica

La piel lesionada de los perros seleccionados con dermatitis atopica (DA)
presentaba caracteristicas histolégicas similares a las descritas en el hombre®
y el propio perro®®®>®, Algunas descritas por otros autores, como la presencia
de células dendriticas, no pudieron ser observadas en nuestro estudio debido a
gue el andlisis histolégico se hizo en muestras tefiidas con hematoxilina-eosina
y no con tinciones especificas para marcadores celulares. Puesto que
normalmente en el diagnéstico de la DA no se suelen realizar biopsias
cutaneas en las condiciones de este estudio, no hay referencias previas sobre
el tipo e intensidad de la reaccién inflamatoria que se encontraria. La
inflamacion fue entre leve y moderada y con un nimero de células inflamatorias
bajo en comparacion con lo observado en datos bibliograficos previos y en
nuestra biopsia histérica usada como referencia. En las muestras de piel
lesionada no se observd ni exocitosis celular en la epidermis, ni presencia
destacable de eosindéfilos en la dermis. Es probable que la ausencia de
infeccién bacteriana debido a la antibioticoterapia previa a la obtencion de las
biopsias cutdneas explique que la inflamacién no sea tan intensa. Esto pondria
de manifiesto la importancia que pueden llegar a tener las toxinas bacterianas
actuando como superantigenos o como estimuladores directos de algunas
células cutaneas. Como sucede en la DA humana® la presencia de estos co-
estimulos inmunolégicos desencadenaria procesos pro-inflamatorios que
ayudarian a mantener e incrementar la inflamacién cutdnea en individuos
atopicos. Puesto que los perros con DA se han tratado con antibidticos, la
inflamacion observada en las lesiones cutaneas no se verd influida por la
presencia de bacterias, pudiendo evaluar asi de forma aislada el “efecto

atopico” sobre la tendencia a expresar proteinas pro-inflamatorias.
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Se ha demostrado que las células endoteliales (CE) de las muestras de piel
lesionada de perros atdpicos expresan mayor cantidad de proteina funcional de
selectina P que las de las muestras de piel no lesionada tal y como se habia
descrito anteriormente en el hombre®, siendo esta expresién mayoritaria en
capilares y vénulas. Se sabe que la selectina P se encuentra almacenada en
los corpusculos de Weibel-Palade en el interior de las CE y que se transloca a
la membrana tras la estimulacion, aunque también puede ser sintetizada de
novo. Si esta proteina se expresa paralelamente en ambas localizaciones
(patrén mixto de tincion), puede llegar a detectarse mediante inmunotincion.
Mediante un estudio ciego se conté un mayor nimero de vasos positivos con
este patron mixto en la zona lesionada, sugiriendo una activacién celular mayor
que en las muestras de piel no lesionada, donde la tincion fue
fundamentalmente citoplasmatica. También observamos que el aumento de la
expresion de selectina P se correlacionaba con un aumento de la marginacién
celular, sobretodo en la dermis superficial y media de las muestras de piel
lesionada. Esta marginacion refleja el rodamiento y enlentecimiento celular
(rolling) mediado por las selectinas endoteliales. Esto indica que la proteina de
selectina P observada en los vasos positivos era funcional. De manera similar,
otros autores han observado una correlacion entre la expresién de selectina P y
el nimero de leucocitos infiltrantes en perros con enfermedades inflamatorias
de la piel (pero no han estudiado la DA)™. Estos datos reflejan probablemente
la importancia de la selectina P en el reclutamiento de células inflamatorias en
la piel de perros con DA, convirtiéndola en una posible diana farmacolégica
para futuras terapias.

El grado de expresion de proteina de selectina P en muestras de perros no
atopicos fue parecida al encontrado en las muestras de piel lesionada de los
perros atépicos. Aunque estas observaciones fueron inicialmente
sorprendentes, cabe destacar dos cuestiones relacionadas con este fenémeno.
Por un lado, es posible que la expresién de selectina P fuera inducida por el
halotano utilizado en la anestesia, puesto que se ha descrito que este
compuesto es capaz de alterar la expresion de selectina P**. Por otro lado,

paralelamente a la sobre-expresién de selectina P en el grupo control, se
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observé una reaccion aguda con agregados plaquetarios activados y positivos
para selectina P, ademas de una vasodilatacion intensa. Esta reaccién de tipo
agudo no guardaba relacién morfoldgica alguna con la reaccion inflamatoria
observada en la piel de perros con DA, por lo que la elevada expresién de
selectina P en las muestras de perros no atépicos fue considerada como un

artefacto.

En referencia a la expresion de ICAM-1, se encontré una tendencia a un
incremento en el nimero de vasos que expresan esta molécula de adhesion en
la piel lesionada de perros con DA comparandolo con la piel no lesionada. En
las muestras de la piel no lesionada de estos perros, a su vez, se observé una
tendencia a una expresion mayor que en los perros no atépicos. Es posible que
la reaccion aguda artefactual observada en estos Ultimos perros pueda haber
alterado los niveles de ICAM-1 que se observarian en otras condiciones. Estos
resultados afiaden una perspectiva cuantitativa a estudios previos hechos en
perros atopicos®® y son analogos a los observados en la piel lesionada, no
lesionada y sana en muestras de piel de pacientes humanos con DAZ,
Analizando la expresion de proteina de TNF-a encontramos una tendencia muy
parecida a la de la expresiéon de ICAM-1. También en muestras de piel de
pacientes atépicos se ha observado un aumento de esta citocina’.
Recientemente, Olivry y cols.” han publicado un trabajo en el que utiliza la
inmunofluorescencia para detectar proteina de TNF-a en la piel de perros con
DA. Se trata de un estudio clinico en el que Unicamente se valora la expresion
proteica tras el tratamiento con un farmaco y con el placebo. Por lo tanto, no
existen trabajos previos en los que se cuantifique esta proteina en piel
lesionada y no lesionada de perros atopicos. Sin embargo, nuestras
observaciones concuerdan con los resultados encontrados por otros autores
acerca de la expresion de mRNA para esta citocina pro-inflamatoria en

muestras de piel de perros con DA™ 74"

. La correlacién entre la expresiéon de
ICAM-1 y de TNF-o en piel lesionada y piel no lesionada sugiere una
asociacion funcional entre ambas moléculas en la DA in vivo, como por ejemplo

gue el incremento de proteina de ICAM-1 sea inducido en gran medida por el
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TNF-o. Esto concordaria con los resultados de nuestros experimentos in vitro
en los que demostramos que la induccién de la sobre-expresién de ICAM-1 en
las CE se produce debido a la actividad del mediador mastocitario TNF-o.’°,
como también se ha visto en las CE humanas®®.

Es probable que la tendencia observada a una expresién mayor de ICAM-1 y
TNF-a en las muestras de piel lesionada hubiera sido estadisticamente
significativa si el estudio se hubiera realizado con mas de 6 perros por grupo.
Ademas, probablemente en presencia de toxinas bacterianas hubiéramos
encontrado niveles superiores de TNF-a (procedente de queratinocitos

estimulados) de ICAM-1 y por tanto también un mayor grado de inflamacion.

Las moléculas pro-inflamatorias estudiadas son posibles dianas farmacol6gicas
para el control de la inflamacién cutanea. Su implicacion en las lesiones de la
DA indica el interés de seguir investigando en esta direccion, probablemente
profundizando en el conocimiento de la relacién entre las poblaciones celulares

implicadas en la instauracién de la inflamacién alérgica.

2 Expresién inducida por mastocitos caninos de moléculas de

adhesioén en células endoteliales

Para dilucidar la contribucién de los MC al aumento de expresion de las
moléculas pro-inflamatorias observado, se estableci6 un modelo de
comunicaciéon MC-CE en el que se estudié de forma aislada el efecto de los
mediadores mastocitarios sobre las CE.

Para la obtencion de las CE caninas (CCEC) maduras se ha puesto a punto
una técnica sencilla y rapida de perfusion de carétidas de perro. Mediante esta
técnica de aislamiento se obtiene una suspension de células viables puras de
origen arterial. Puesto que estas células pueden expandirse en cultivo,
congelarse y volverse a cultivar sin que pierdan reactividad o viabilidad, tras un

solo proceso de aislamiento pueden llegar a realizarse entre 20 y 25

74



Discusion

experimentos como el llevado a cabo para este estudio (ver Material y
Métodos). Ademas, comparando las células aisladas de dos perros, su fenotipo
y comportamiento en cultivo fue el mismo, lo cual indica la reproductibilidad de
la técnica.

En las CE en reposo se detecté mediante inmunocitoquimica CD31 en la
membrana y selectina P en el citoplasma y mediante citometria de flujo ICAM-1
en la membrana (pero no selectina P en la membrana, corroborando lo
observado mediante inmunocitoquimica). Estas observaciones indican que la
manipulacion a la que se someten las CCEC durante el proceso de aislamiento
no altera posiblemente el fenotipo normalmente observado en este tipo de CE

in vivo®’.

La mayoria de los experimentos realizados in vitro en los que se estudia la
expresion de moléculas de adhesién en el endotelio se han llevado a cabo en
CE provenientes de vena umbilical (HUVEC), de microvasculatura dérmica
(HDMEC) o de aorta bovina (BAEC). No se conoce la importancia relativa del
endotelio arterial comparado con el endotelio venoso o capilar en la inflamacion
aunque se ha sugerido que a veces las diferencias entre diversos procesos
inflamatorios podrian ser debidas a la expresion diferencial de moléculas de
adhesion en arterias y en venas®.

A pesar de haberse utilizado modelos caninos de inflamacién in vivo e in vitro,
existe poca informacién sobre el uso en experimentos in vitro de CE caninas.
La morfologia adoquinada y la expresion de ICAM-1 y selectina P descritas en
las CCEC también han sido observadas en CE caninas aisladas de vena
yugular. Probablemente en futuros estudios en los que se comparen estos dos
tipos de CE se encuentren diferencias en su fenotipo que reflejaran su diferente
comportamiento en situaciones fisiolégicas y patolégicas. Esto sugeriria que
también las interacciones MC-CE puedan ser diferentes en funcién del origen
de las CE.

Hay un interés creciente en conocer las propiedades pro-inflamatorias de los

MC, particularmente su contribucion al reclutamiento celular. Recientemente se
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ha descrito que los MC pueden transportar IFN-y (y posiblemente otras
citocinas) en su membrana, lo cual supone un nuevo mecanismo de
presentacion de moléculas®™. Con respecto a las moléculas de adhesién, en
nuestro estudio se ha detectado la induccibn de mRNA de VCAM-1 en
fragmentos de piel canina tras la estimulacion de los MC cutaneos via IgE.
Otros investigadores han observado un aumento de expresion de proteina de
VCAM-1, selectina E e ICAM-1 en el endotelio inducido por mediadores

190 por el

expresados constitutivamente en MC mediante contacto célula-célula
contrario, en el modelo que nosotros proponemos los mediadores liberados
espontaneamente no inducen cambios en la expresion de ICAM-1 ni de
selectina P. Ademas, los mediadores liberados tras la activacion promueven el
aumento de expresion de las moléculas de adhesion sin necesitar el contacto
directo entre dos poblaciones celulares. Esto haria que en los procesos
inflamatorios los MC activados pudieran interactuar con un mayor nimero de

células de su entorno mediante la liberacién de sus mediadores.

La activacion de los MC C, con PMA e ionéforo durante 5 y 24h induce un
incremento en la expresién de la selectina P endotelial. Entre los mediadores
liberados por los MC detectamos histamina, y se ha descrito que utilizada en
diferentes condiciones experimentales induce la expresién de selectina P**
48101102 ) 3 mayoria de estos estudios sugieren que este efecto es, al menos
en parte, mediado por receptores H; y apuntan a los MC como fuente principal
de esta histamina. Sin embargo, en nuestro estudio el aumento de expresion
de selectina P observado en CCEC e inducido por MC activados parece
independiente de la histamina. Para hacer esta afirmacién nos basamos en dos
observaciones: por un lado vemos que la adicibn de un antagonista del
receptor H; no disminuye la expresion de selectina P, y por otro lado las
fluctuaciones del contenido en histamina en los sobrenadantes no se
acompafian de cambios paralelos en la expresion de selectina P. Ademas, no
creemos que en nuestro modelo esta expresion sea mediada por receptores H,
como han sugerido otros autores'® porque en los experimentos preliminares

en los que se incubaron CCEC directamente con histamina (10°M, 10°M) no
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se observo un aumento de expresion de selectina P (datos no mostrados). Asi
pués, en concordancia con lo anteriormente descrito en estudios con ratas in
vivo'®, hemos demostrado que los MC modulan la expresién de selectina P a
través de mediadores mastocitarios preformados o de nueva sintesis. Se sabe
que citocinas como la IL-4%3%°? y |a IL-13% entre otros mediadores tienen
capacidad para inducir la expresion de selectina P. A pesar de que algunos
investigadores han descrito que el TNF-a puede inducir un aumento de la
expresion de selectina P endotelial®®, el TNF-o. funcional liberado por los MC C,
activados no ha participado en la induccién de la sobre-expresion de esta
molécula de adhesion observada en las CCEC. Es remarcable que en CE
caninas de yugular si se ha descrito la induccién de mRNA de selectina P

mediada por TNF-a'%.

Probablemente, esta diferencia funcional entre CE
arteriales y venosas refleje un comportamiento pro-inflamatorio diferente

también in vivo.

El aumento de ICAM-1 en la membrana de las CCEC promovido por los
sobrenadantes de 5 y 24h es atribuible en su totalidad al TNF-a liberado por
MC, ya que al incubar estos sobrenadantes con un anticuerpo neutralizante
para esta citocina pro-inflamatoria, la expresion de ICAM-1 revierte hasta
niveles basales. Ademas no observamos ningun efecto sinérgico entre la
histamina y el TNF-a en la expresion de ICAM-1 como han sugerido otros
autores®® ya que el antagonista de H; no indujo cambios en los niveles de
expresion. De acuerdo con estos resultados, tampoco se observd un
incremento en la expresion de ICAM-1 al incubar las CCEC con el
sobrenadante de 30min, en el que no se detectdé TNF-a preformado. Con MC
de ratdn estimulados se observaron resultados muy parecidos, aboliéndose por
completo la induccién de ICAM-1 mediante un anticuerpo anti-TNF-o.°%.
También se ha visto que los sobrenadantes de MC humanos de conjuntiva
estimulados mediante IgE/anti-IgE aumentan la expresién de ICAM-1 en
células epiteliales via TNF-o>°. Estos no dejan de ser datos sorprendentes

dada la capacidad de los MC para liberar IL1-B y PAF, dos inductores de ICAM-
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1 en otros tipos celulares. Probablemente esto desenmascare la especificidad e
importancia del TNF-a de MC sobre el ICAM-1 endotelial y sugiera la
importancia en el control farmacoldgico de este eje en condiciones en las que

la inflamacion sea dirigida por los MC como puede ser la DA.

Un andlisis en profundidad de la comunicacién de los MC C, sobre las CCEC
puede aportar datos fundamentales sobre los mecanismos involucrados en el
reclutamiento de células inflamatorias en procesos alérgicos. El modelo in vitro
que proponemos puede ser importante en procesos inflamatorios mediados por
interacciones MC-CE, como los que sustentan la reaccion alérgica tardia de la
DA. Esto reforzaria la idea que hemos planteado en el apartado anterior de que
en la piel con lesiones de perros con DA la tendencia al aumento de la
expresion de ICAM-1 observada sea inducida por el TNF-a procedente de MC

cutaneos estimulados.

3  El perro hipersensible a Ascaris suum: un modelo para el estudio de

lainflamacién alérgica cutanea

Ademas de las particulares ventajas del estudio de los mecanismos de
inflamacién alérgica en perros con DA y en suspensiones celulares in vitro se
dispone del modelo de perro hipersensible a Ascaris suum. Este modelo de
alergia ha sido utilizado para el estudio de la respuesta cutanea inmediata o

EPR tras la inyeccién intradérmica de Ag*®*®’

y sobretodo para el estudio de la
respuesta asmatica tardfa tras inhalacién de Ag de Ascaris suum'®™'!, La fase
inmediata o temprana se inicia con una vasodilatacién local, seguida de
extravasacion que macroscopicamente se manifiesta como una péapula
acompafiada de eritema. Esta papula es maxima a los 20 minutos y es debida
a la activacion de los MC cutaneos como consecuencia de que el Ag se
deposita directamente en la dermis, se une a las IgE especificas en la
membrana de estas células y provoca su desgranulacién. La histamina liberada

por los MC activara la microvasculatura dérmica provocando vasodilatacion.
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Esto explica que como control positivo en la prueba de inyeccion intradérmica

de Ag se utilice histamina.

Aproximadamente en un 50% de los perros sensibilizados a Ascaris suum la
respuesta a la inhalacion de Ag es bifasica, es decir que se da una respuesta

inmediata seguida de una respuesta tardia®***?

. El presente estudio se ha
llevado a cabo para comprobar si la inyeccion intradérmica de Ag de Ascaris
suum provoca un proceso inflamatorio tras la reaccién cutanea inmediata. Es
muy probable que el proceso inflamatorio que se desencadene posteriormente
sea iniciado por mediadores mastocitarios, como se ha observado en el
hombre™® y como sugiere un reciente estudio en el que la inyeccion
intradérmica de anti-lgE en perros atépicos provoca una reaccién cutanea
bifasica™* .

A los 20 minutos de la inyeccion intradérmica del Ag se empiezan a observar
neutréfilos que podrian estar siendo atraidos entre otros mediadores
preformados por la histamina liberada por los MC activados’. A partir de las 2
horas las células inflamatorias que predominan son los eosindfilos.
Probablemente su reclutamiento se vea facilitado por la expresion de selectina
P, que también alcanza su pico maximo de expresion a las 2 horas de la
inyeccion de Ag. La estrecha relacion entre el reclutamiento de esindfilos en los
sitios de inflamacion y la expresién de selectina P en endotelio vascular ha sido
previamente observada en modelos humanos de alergia in vitro*?"%. El
aumento de expresion de selectina P puede estar inducido por la activacion de
los MC cutaneos, tal y como se observa en nuestro modelo in vitro de
comunicacién MC-CE. Cabe destacar que el patrén de células inflamatorias
observado a diferentes tiempos tras estimulacién con Ag es similar al descrito

U35y también en el perro™, aunque al no haber realizado

en el hombre
tinciones especificas para células dendriticas o subpoblaciones linfocitarias

faltan datos que lo corroboren.

El modelo del perro hipersensible a Ascaris suum es muy Util para el estudio de

procesos inflamatorios cutaneos inmunomediados, sobretodo para estudiar el
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papel de los MC. Uno de los factores limitantes para avanzar en la evaluacion
de la inflamacion alérgica en este modelo es la disponibilidad del mismo,
puesto que se requiere de un rastreo en numerosa poblacion de perros Beagle
hasta encontrar los individuos espontdneamente sensibilizados. Por este
motivo nos planteamos la posibilidad de inducir la sensibilizacion al Ag de
Ascaris suum en perros Beagle naive. Tras el protocolo de sensibilizacién
primaria por inyeccion intradérmica repetida del Ag de Ascaris purificado, el
60% de la poblacion experimental resultd finalmente sensibilizado, tal y como
reflejaba la reaccién cutanea tras la inyeccion de antigeno. Recientemente en
un estudio hecho con un modelo canino de alergia se ha descrito que la
inyeccién intradérmica de Ag es mas sensible que la mediciéon de IgE
especificas en suero, seguramente debido a una vida media mas larga de las
IgE unidas al tejido respecto de las del suero®. Precisamente esta prueba nos
permiti6 detectar una reaccién positiva al Ag 2 meses después del Ultimo
estimulo con Ag, cuando normalmente entre 4 y 6 semanas después del
contacto con el Ag los niveles de IgE alergeno-especifico en suero ya han
decaido. El Ag inyectado intradérmicamente ademas de provocar una reaccion
cutdnea inmediata seguida de un proceso inflamatorio, participa directamente
en la induccién de la sensibilizacion primaria. Esto indica la importancia de la
piel como érgano inmunitario tal y como han sugerido otros investigadores

116,117
. El

anteriormente éxito de este método evitara largos procesos de

seleccion de animales (no siempre posibles) o su sensibilizacién desde el

nacimiento™®1°,

Hacen falta mas estudios para conocer los mecanismos celulares que se
desencadenan al inyectar el Ag por primera vez en este modelo de alergia
cutdnea de perros experimentalmente sensibilizados a Ascaris suum.
Probablemente el procesamiento del Ag lo hacen las células dendriticas de la
dermis, que viajarian a nodulos linfaticos locales, donde presentarian el
alérgeno a los linfocitos T naive permitiéndoles en un segundo contacto con el
mismo antigeno migrar a la piel (homing). En concordancia con esta teoria,

recientemente Olivry y cols.*** han descrito un aumento a lo largo del tiempo de
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células dendriticas en la dermis de perros atépicos tras la inyeccion
intradérmica de Ag, asi como tras la inyeccién de anti-IgE en piel de perros no
atépicos. Una vez estos perros han sido sensibilizados, la inyeccién
intradérmica de antigeno estimularia directamente a los MC con IgE
especificas dando lugar a la misma reaccién bifasica (reaccion inmediata y
reaccion tardia)'*®* que la observada en los perros espontaneamente
hipersensibles a Asc S1. Cabe destacar, que la entrada del Ag por primera vez
mediante otras vias puede desencadenar mecanismos inmunolégicos
diferentes. Por ejemplo, si la via de entrada fuera subcutanea''® el sistema
inmunitario de la piel seguramente no seria directamente activado. En cambio,
si ésta fuera percutanea® las células dendriticas de la epidermis (células de
Langerhans) serian las principales instigadoras de la sensibilizacén primaria,
como probablemente ocurre de forma natural en la sensibilizacion de los
individuos atépicos. La via de entrada del Ag utilizada en nuestro estudio se
aproxima mas a esta Ultima, que parece ser mas “fisiologica”. Ademas, es
posible que por la proximidad fisica de la aguja a la epidermis y su orientacion
invertida en el momento de la inyeccion, parte de la soluciéon de Ag difunda
hacia la base de la epidermis. Precisamente aqui es donde se encuentran
localizadas las células de Langerhans y por tanto no se descarta que la via de
sensibilizaciéon intradérmica pudiera compartir, en parte, el mecanismo de

sensibilizacion primaria con la via percutanea.

Aungue se deberian realizar estudios de mayor duracion, probablemente los
perros que fueron finalmente sensibilizados tenian un bagaje genético diferente
a los que no respondieron, teniendo los primeros predisposicion a desarrollar
respuestas de tipo IgE, o sea que se trataba de individuos atopicos. Se cree
que la genética de los procesos alérgicos en humanos y en perros Beagle es

muy similar*®

. Asi pués, dada la heredabilidad del rasgo “atépico”, es probable
que la endogamia de los Beagle de laboratorio haya contribuido al alto
porcentaje de animales que se han sensibilizado en nuestro estudio. Ademas,

cabe la posibilidad de que el eczema provocado por la primera inyeccion
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intradérmica de Ag del protocolo de sensibilizacion en 4 de los 6 perros

positivos al final del estudio sea un reflejo de su condicién “atopica”.

La obtencidén de perros hipersensibles a Ascaris suum mediante el protocolo de
inmunizacién transcuténea facilita la disponibilidad de este modelo de alergia
cutdnea. Esto permitira futuros estudios sobre la caracterizacién de los
procesos inflamatorios, pudiendo facilitar asi el conocimiento de nuevas dianas

terapéuticas para combatir mejor los procesos alérgicos de la piel.
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1. El grado de inflamacién en las lesiones cutaneas de perros con
dermatitis atdpica sin infecciéon bacteriana concomitante es de leve a
moderado. Es probable que, al igual que en la dermatitis atopica
humana, los superantigenos bacterianos contribuyan decisivamente a

la intensidad del proceso inflamatorio en la dermatitis atépica canina.

2. La expresion de proteina de selectina P funcional en las lesiones
cutaneas de perros con dermatitis atopica es superior a la de la piel no
lesionada. La selectina P puede, por lo tanto, jugar un papel importante
en el inicio del reclutamiento de células inflamatorias en la piel de

perros atopicos.

3. Mediadores de mastocitos, tanto preformados como de nueva sintesis,
inducen la expresion de selectina P en células endoteliales aisladas de
cardtida canina. Dicho incremento no estd mediado ni por los
receptores histaminicos H; ni por la actividad del TNF-a. Es probable
que el aumento de selectina P observado en las lesiones de perros con
dermatitis atdpica sea debido, al menos en parte a la actividad

mastocitaria.

4. La inyeccion intradérmica de antigeno de Ascaris suum a perros
hipersensibles induce una respuesta inmedita (papula) y una respuesta
tardia (inflamacién) que cursa con un aumento de la expresion de
selectina P. Se trata por lo tanto de un modelo idéneo para el estudio

de los mecanismos de inflamacién alérgica cutanea.

5. Las proteinas de ICAM-1 y de TNF-o. no son inducidas en un proceso
inflamatorio cutaneo leve en perros con dermatitis atépica. A pesar de
no observarse un incremento significativo se adivina una tendencia al

aumento de ICAM-1 y de TNF-a. Dicho aumento probablemente se
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reflejaria estadisticamente si se analizaran muestras cutaneas con un
grado de inflamacién superior. Ademas, se observa una correlacion
entre el grado de expresién de ambas moléculas, lo cual pudiera ser la
consecuencia de una relacion funcional entre el TNF-ay el ICAM-1

cutaneos.

6. El TNF-a de nueva sintesis, pero no el almacenado, liberado por
mastocitos estimulados es responsable de la induccién del aumento de
expresion de ICAM-1 en células endoteliales aisladas de carétida
canina in vitro. Quizas esta relacion funcional explique la correlacion
entre el grado de expresion de ambas moléculas detectado en perros

con dermatitis atopica.

7. La inyeccion intradérmica repetida de Ag de Ascaris suum a perros
naive predispuestos genéticamente induce la activacion del sistema
inmunitario (o sensibilizacion). Dichos perros sensibilizados desarrollan
posteriormente lesiones cutaneas tras la inyeccion intradérmica de
antigeno. Se establece asi un mecanismo de induccién del modelo de
perro hipersensible que permitira avanzar mas rapidamente en el
conocimiento de las moléculas involucradas en la instauracion de la

inflamacion alérgica cutanea.
8. El aislamiento mediante digestion enzimatica del endotelio de carétida

canina proporciona un nimero elevado y viable de células endoteliales

puras, idoneo para el estudio de la biologia de esta poblacién celular.

84



Bibliografia

Bibliografia

1. Teran LM. CCL chemokines and asthma. Immunol Today 2000;21:235-241.

2. Montefort S, Gratziou C, Goulding D, et al. Bronchial biopsy evidence for
leukocyte infiltration and upregulation of leukocyte-endothelial cell adhesion
molecules 6 hours after local allergen challenge of sensitized asthmatic
airways. J Clin Invest 1994;93:1411-1421.

3. Springer TA. Traffic signals for lymphocyte recirculation and leukocyte
emigration: the multistep paradigm. Cell 1994;76:301-314.

4. Wershil BK, Wang Z-S, Gordon JR, et al. Recruitment of neutrophils during
IgE-dependent cutaneous late phase reactions in the mouse is mast cell-
dependent. J Clin Invest 1991;87:446-453.

5. Christofidou-Solomidou M, Murphy JF, Albelda SM. Induction of E-selectin
dependent leukocyte recruitment by mast cell degranulation in human skin

grafts transplanted on SCID mice. Am J Pathol 1996;148:177-188.

6. Matsuoka T MH, Hiroyuki Tet al. Prostaglandin D2 as a mediator of allergic
asthma. Science 2000;287:2013-2017.

7. Falus A MK. Histamine: an early messenger in inflammatory and immune
reactions. Immunol Today 1992;13:154-156.

8. Walls AF, He S, Teran LM, et al. Granulocyte recruitment by human mast cell
tryptase. Int Arch Allergy Immunol 1995;107:372-373.

9. Emery DL, Djokic DT, Graf PD, et al. Prostaglandin D2 causes accumulation
of eosinophils in the lumen of the dog trachea. J Appl Physiol 1989;67:959-962.

85



Bibliografia

10. Hoover RL, Karnovsky MJ, Austen KF, et al. Leokotriene B4 action on
endothelium mediates augmented neutrophil/fendothelial adhesion. Proc Nat
Acad Sci 1984;84:2191-2193.

11. Zimmerman GA, Mcintyre M, Mehra M, et al. Endothelial cell-associated
platelet-activating factor: a novel mechanism for signaling intercellular adhesion.
J Cell Biol 1990;110:529-540.

12. Thorlacius H LL, Hedqvist P, Raud J. Microvascular actions of histamine:
synergism with Leukotriene B4 and role in allergic leukocyte recruitment. Clin
Exp Allergy 1997;27:445-451.

13. Moller A, Lippert U, Lessmann D, et al. Human mast cells produce IL-8. J
Immunol 1993;151:3261-3266.

14. Okayama Y, Kobayashi H, Ashman LK, et al. Human lung mast cells are
enriched in the capacity to produce granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor in response to IgE-dependent stimulation. Eur J Immunol 1998;28:708-
715.

15. Das AM, Flower RJ, Perretti M. Resident mast cells are important for

eotaxin-induced eosinophil accumulation in vivo. J Leuk Biol 1998;64:156-162.

16. Hogaboam C, Kunkel SL, Strieter RM, et al. Novel role fo transmembrane
SCF for mast cell activation and eotaxin production in mast cell-fibroblast
interactions. J Immunol 1998;160:6166-6171.

17. Yano K, Yamaguchi M, de Mora F, et al. Production of macrophage
inflammatory protein-loc by human mast cells: increased anti-lgE-dependent
secretion after IgE-dependent enhancement of mast cell IgE binding ability. Lab
Invest 1997;77:185-193.

86



Bibliografia

18. Selvan RS, Butterfield JH, Krangel MS. Expression of multiple chemokine
genes by a human mast cell leukemia. J Biol Chem 1994;269:13893-13899.

19. Wakita H, Sakamoto T, Tokura Y, et al. E-selectin and vascular cell
adhesion molecule-1 as critical adhesion molecules for infiltration of T

lymphocytes and eosinophils in atopic dermatitis. J Cut Pathol 1994;21:33-39.

20. Jung K, Linse F, Pals ST, et al. Adhesion molecules in atopic dermatitis:
patch tests elicited by house dust mite. Contact Dermatitis 1997;37:163-172.

21. Gosset P, Tillie-Leblond I, Janin A, et al. Expression of E-selectin ICAM-1
and VCAM-1 on bronchial biopsies from allergic and non-allergic asthmatic
patients. Int Arch Allergy Appl Immunol 1995;106:69-77.

22. Bischoff J BC. Regulation of P-selectin by TNF-a. Biochem Bioph Res Com
1995;210:174-180.

23. Yao L PJ, Setiadi H, PAtel KD, McEver RP. IL-4 or OSM induces a
prolonged increase in P-selectin mRNA and protein in human endothelial cells.
J Exp Med 1996;184:81-92.

24. Patel KD. Eosinophil tethering to IL-4-activated endothelial cells requires
both P-selectin and vascular cell adhesion molecule-1. Blood 1998;92:3904-
3911.

25. Woltman G, McNulty CA, Dewson G, et al. IL-13 induces PSGL-1/p-
selectin-dependent adhesion of eosinophils, but not neutrophils, to HUVEC
under flow. Blood 2000;95:3146-3152.

26. Dang B, Wiehler S, Patel K. Increased PSGL-1 expression on granulocytes

from allergic-asthmatic subjects results in enhanced leukocyte recruitment
under flow conditions. J Leuk Biol 2002;72:702-710.

87



Bibliografia

27. Satoh T, Kaneko M, Ming-Hua W, et al. Contribution of selectin ligands into
the skin patients with atopic dermatitis. Eur J Immunol 2002;32:1274-1281.

28. Jung K, Linse F, Heller R, et al. Adhesion molecules in atopic dermatitis:
VCAM-1 and ICAM-1 expression is increased in healthy-appearing skin. Allergy
1996;51:452-460.

29. Barker INWN. Adhesion molecules in cutaneous inflammation. Ciba Found
Symp 1995;189:91-106.

30. Wardlaw AJ. Eosinophil trafficking in asthma. Clin Med 2001;1:214-218.

31. De Sanctis GT, Wolyniec WW, Green F, et al. Reduction of allergic airways
responses in P-selectin-deficient mice. J Appl Physiol 1997;83:681-687.

32. de Mora F, Willams CMM, Frenette PS, et al. P- and E-selectins are
required for the leukocyte recruitment, but not the tissue swelling, associated
with IgE- and mast cell-dependent inflammation in mouse skin. Lab Invest
1998;78:497-505.

33. Wada Y, Kuzuhara A, Hanamura M, et al. Role of selectins on IgE-mediated
skin reaction. Br J Pharmacol 2000;131:1531-1536.

34. Hirai S, Kageshita T, Kimura T, et al. Soluble intercellular adhesion
molecule-1 and soluble E-selectin levels in patients with atopic dermatitis. Br J
Dermatol 1996;134:657-661.

35. Kobayashi T, Hashimoto S, Imai K, et al. Elevation of serum soluble

intercellular adhesion molecule-1 (sICAM-1) and sE-selectin levels in bronchial
asthma. Clin Exp Allergy 1994;96:110-115.

88



Bibliografia

36. Broide DH HD, Sriramanao P. Inhibition of eosinophil rolling and recruitment
in P-selectin-and ICAM-1-deficient mice. Blood 1998;91:2847-2856.

37. Wegner CD GR, Reilly P, Haynes N, Lets LG and Rothlein R. Intracellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1) in the pathogenesis of asthma. Science
1990;247:456-459.

38. Yusuf-Makagiansar H, Anderson ME, Yakoleva TV, et al. Inhibition of LFA-
1/ICAM-1 and VLA-4/VCAM-1 as a therapeutic approach to inflammation and
autoimmune diseases. Med Res Rev 2002;22:146-167.

39. Silvestri M, Spallarossa D, Battistini E, et al. Changes in inflammatory and
clinical parameters and in bronquial hyperreactivity asthmatic children
sensitized to house dust mites following sublingual immunotherapy. J Invest
Allergol Clin Immunol 2002;12:52-59.

40. Stelmach 1, Jerzynska J, Kuna P. A randomized, double-blind trial of the
effect of treatment with montelukast on bronchial hyperresponsiveness and
serum eosinophilic cationic protein (ECP), soluble interleukin 2 receptor (slL-
2R) and soluble intercellular adhesion molecule 1 (SICAM-1) in children with
asthma. J Allergy Clin Immunol 2002;109:257-263.

41. Ciprandi G, Tosca MA, Passalacqua G, et al. Intranasal mometasone
furoate reduces late-phase inflammation after allergen challenge. Ann Allergy
Asthma Immunol 2001;86:433-438.

42. Bullard DC QL, Lorenzo I, Quinlin WM, Doyle NA, Bosse R, Vestweber D,
Doerschuk CM, Beaudet AL. P-selectin/ICAM-1 double mutant mice: acute
emigration of neutrophils into the peritoneum is completely absent but is normal
into pulmonary alveoli. J Clin Invest 1995;95:1782-1788.

89



Bibliografia

43. Klein LM, Lavker RM, Matis WL, et al. Degranulation of human mast cells
induces an endothelial antigen central to leukocyte adhesion. Proc Nat Acad Sci
1989;86:8972-8976.

44. Walsh LJ, Trinchieri G, Waldorf HA, et al. Human dermal mast cells contain
and release tumor necrosis factor o, which induces endothelial leukocyte
adhesion molecule 1. Proc Nat Acad Sci 1991;88:4220-4224.

45. Yan H-C, Delisser HM, Pilewski JM, et al. Leukocyte recruitment into human
skin transplants onto severe combined immunodeficient mice induecd by TNF-
alpha is dependent on E-selectin. J Immunol 1994;152:3053-3063.

46. Jones DA, Abbassi O, Mcintire LV, et al. P-selectin mediates neutrophil
rolling on histamine-stimulated endothelial cells. Biophys J 1993;65:1560-1569.

47. Kubes P, Kanwar S. Histamine induces leukocyte rolling in post-capillary
venules. A P-selectin-mediated event. J Immunol 1994;152:3570-3577.

48. Izushi K, Nakahara H, Nobuyuki T, et al. The role of histamine H; receptors
in late-phase reaction of allergic conjunctivitis. Eur J Pharmacol 2002;440:79-
82.

49. Zimmerman GA PS, Mcintyre MT,. Leukotrienes C4 and D4: inflammatory
agonists that induce PAF synthesis and endothelial cell-dependent neutrophil
adhesion. Advances of Reumatlogy and Inflammation 1992;J Fritschs and
Miiller-Peddinghaus:p49.

50. Ohnishi M, Imanishi N. Role of P-selectin in th emigration of neutrophils to

chemoattractant-induced cutaneous inflammation in mice. Inflammation
2000;24:583-593.

90



Bibliografia

51. Gotsch U JU, Dominis M, Vetsweber D. Expression of P-selectin on
endothelial cells is upregulated by LPS and TNF-alpha in vivo. Cell Adhes
Commun 1994;2:7-14.

52. Stocker CJ, Sugars KL, Harari OA, et al. TNF-a, IL-4, and IFNy regulate
differential expression of P- and E-selectin expression by porcine aortic
endothelial cells. J Immunol 2000;164:3309-3315.

53. Burd PR, Thompson WC, Max EE, et al. Activated mast cells produce
interleukin 13. J Exp Med 1995;181:1373-1380.

54. Toru H PR, Ra C, Yata J, Nakanata T. Human mast cells produce IL-13 by
high-affinity IgE receptor cross-linking: enhanced 1I-13 production by IL-4-
primed human mast cells. J Allergy Clin immunol 1998;102:491-502.

55. Kanbe N KM, yamashita T, Kurimoto F, Yanagihara y, Miyachi Y. Cord-
blood-derived human cultured mast cells produce IL-13 in the presence of stem
cell factor. Int Arch Allergy Immunol 1999;119:138-142.

56. Miki I, Kusano A, Ohta S, et al. Histamine enhanced the TNF-alpha-induced
expression of E-selectin and ICAM-1 on vascular endothelial cells. Cellular
Immunology 1996;171:285-288.

57. Abbas AK LA, Pober JS. Cellular and molecular immunology. Fourth ed.
Philadelphia: WB Saunders Company, 2000.

58. Meng H, Tonnensen M G , Marchese M J CRA, et al. Mast cells are potent
regulators of endothelial cell adhesion molecule ICAM-1 and VCAM-1

expression. J Cell Physiol 1995;165:40-53.

59. Cook EB, Stahl JL, Barney NP, et al. Olopatadine inhibits anti-

immunoglobulin E-stimulated conjunctival mast cell upregulation of ICAM-1

91



Bibliografia

expression on conjunctival epithelial cells. Ann Allergy Asthma Immunol
2001;87:424-429.

60. Raab M, Daxecker H, Markovic S, et al. Variation of adhesion molecule
expression on human umbilical vein endothelial cells upon multiple cytokine
application. Clin Chim Acta 2002;321.

61. Scott DW, Miller WH, Griffin CE. Small animal dermatology: Saunders WB,
2001.

62. Olivry T, de Boer DJ, Griffin CE, et al. The ACVD task force on canine
atopic dermatitis: forewords and lexikon. Vet Immunol Immunopathol
2001;81:143-146.

63. Hirshman CA. The basenji-greyhound dog model of asthma. Chest
1985;87S:172S-178S.

64. Dollery CT, Eady R, Fuller RW, et al. Bronchial anaphylaxis in Ascaris
sensitive dogs. Br J Pharmacol 1987;90:34P.

65. Woolley MJ, Lane CG, Ellis R, et al. Role of airway eosinophils in the
development of allergen-induced airway hyperresponsiveness in dogs. Am J
Respir Crit Care Med 1995;152:1508-1512.

66. Christie JF, Dunbar B, Kennedy MW. The ABA-1 allergen of the nematode
Ascaris suum: epitope stability, mass spectrometry, and N-terminal sequence
comparison with its homologue in Toxocara canis. Clin Exp Immunol
1993;92:125-132.

67. Sinke J, Thepen T, Bihari I, et al. Inmunophenotyping of skin-infiltrating T-

cell subsets in dogs with atopic dermatits. Vet Immunol Immunopathol
1997;57:13-23.

92



Bibliografia

68. Olivry T, Naydan DK, Moore PF. Characterization of the cutaneous
inflammatory infiltrate in canine atopic dermatitis. Am J Dermatopathol
1997;19:477-486.

69. Nimmo Wilkie JS, Yager JA, Eyre P, et al. Morphometric analyses of the
skin of dogs with atopic dermatitis and correlations with cutaneous and plasma
histamine and total serum IgE. Vet Pathol 1990;27:179-186.

70. de Mora F, Garcia G, Puigdemont A, et al. Skin mast cell releasability in
dogs with atopic dermatitis. Inflamm Res 1996;45:424-427.

71. Maeda S, Fujiwara S, Omori K, et al. Lesional expression of thymus and
activation-regulated chemokine in canine atopic dermatitis. Vet Immunol
Immunopathol 2002;88:79-87.

72. Nuttall TJ, Knight PA, McAleesse SM, et al. Expression of Thl, Th2 and
immunosupressive cytokine gene transcripts in canine atopic dermatitis. Clin
Exp Allergy 2002;32:789-795.

73. Maeda S, Okayama M, Omori K, et al. Expression of CC chemokine
receptor 4 (CCR4) mRNA in canine atopic skin lesion. Vet Immunol
Immunopathol 2002;90:145-154.

74. Nakatani T, Kaburagi Y, Shimada Y, et al. CCR4 memory CD4+ T
lymphocytes are increased in peripheral blood and lesional skin from patients
with atopic dermatitis. J Allergy Clin Immunol 2001;107:353-358.

75. Kakinuma T, Nakamura K, Wakugawa M, et al. Thymus and activation-
regulated chemokine in atopic dermatitis: Serum thymus and activation-
regulated chemokine level is closely related with disease activity. J Allergy Clin
Immunol 2001;107:535-541.

93



Bibliografia

76. Chénier S, Doré M. P-selectin expression in canine cutaneous inflammatory
diseases and mast cell tumors. Vet Pathol 1998;35:85-93.

77. de Vries 1J, Langeveld-Wildschut EG, van Reijsen FC, et al. Adhesion
molecule expression on skin endothelia in atopic dermatitis: effect of TNF-alpha
and IL-4. J Allergy Clin Immunol 1998;102:461-468.

78. Junghans V, Gutgesell C, Jung T, et al. Epidermal cytokines IL1-beta, TNF-
alpha, and IL-12 in patients with atopic dermatitis: response to application of
house dust mite antigens. J Invest Dermatol 1998;111:1184-1188.

79. Olivry T, Dean GA, Tompkins MB, et al. Toward a canine model of atopic
dermatitis: amplification of cytokine-gene transcripts in the skin of atopic dogs.
Exp Dermatol 1999;8:204-211.

80. DeVinney R, Gold WM. Establishment of two dog mastocytoma cell lines in
cotinuous culture. Am J Respir Cell Mol Biol 1990;3:413-420.

81. Lazarus SC, DeVinney R, McCabe LJ, et al. Isolated canine mastocytoma
cells: propagation and characterization of two cell lines. Am J Physiol
1986;251:C935-C944.

82. Auxilia ST, Hill PB. Mast cells distribution in normal dog skin: a possible
explanation for the predilection sites of AD. British Small Animal Veterinary
Association 1999;p236.

83. Becker AB, Chung KF, McDonald DM, et al. Cutaneous mast cell

heterogeneity: response to antigen in atopic dogs. J Allergy Clin Immunol
1986;78:937-942.

94



Bibliografia

84. Hammerberg B, Olivry T, Orton SM. Skin mast cell histamine release
following stem cell factor and high-affinity immunoglobulin E receptor cross-
linking in dogs with atopic dermatitis. Vet Derm 2001;12:339-346.

85. Willemse TA. Atopic skin disease: a review and reconsideration of
diagnostic criteria. J Small Anim Pract 1986;27:771-778.

86. Univet SA. Panel de alergenos allercept. Barcelona.

87. Pickvance E, Oegema T, Thompson R. Immunolocalization of selected
cytokines and proteases in canine articular cartilage after transarticular loading.
J OrthopRes 1993;11:313-323.

88. Shore PA, Burkhalter A, Cohn VH. A method for the fluorimetric assay of
histamine. J Pharm Exp Ther 1959;127:182-186.

89. Leal-Berumen I, Snider D, Barajas-Lépez C, et al. Cholera toxin increases
IL-6 synthesis and decreases TNF-a production by rat peritoneal mast cells. J
Immunol 1996;156:316-321.

90. Herzenberg LA, Parks D, Sahaf B, et al. The history and future of the
fluoresecence activated cell sorter and flow cytometry. A view from Stanford.
Clin Chem 2002;48:1819-1827.

91. Zemann B, Griot-Wenk M, Marti E, et al. Allergic pulmonary and ocular
tissue responses in the absence of serum IgE antibodies (IgE) in an allergic dog

model. Vet Immunol Immunopathol 2002;87:373-378.

92. Leung DW. Atopic dermatitis: new insights and opportunities for therapeutic
intervention. J Allergy Clin Immunol 2000;105:860-876.

95



Bibliografia

93. Scott DW. Observations on canine atopy. J Am Anim Hosp Assoc
1981;17:91-100.

94. Morisaki H, Suematsu M, Wakabayashi Y, et al. Leukocyte-endothelium
interaction in the rat mesenteric microcirculation during halothane or

sevofluorane anaesthesia. Anesthesiology 1997;87:591-598.

95. Olivry T, Dunston SM, Rivierre C, et al. A randomized controlled trial of
misoprostol monotherapy for canine atopic dermatitis: effects on dermal
cellularity and cutaneous tumour necrosis factor-alpha. Vet Derm 2003;14:37-
46.

96. Torres R, de Castellarnau C, Ferrer L, et al. Mast cells upregulation of P-
selectin and intercellular adhesion molecule 1 on carotid endothelial cells in a
new in vitro model of mast cell to endothelial cell communication. Immunol Cell
Biol 2002;80:170-177.

97. Panés J, Perry MA, Anderson DC, et al. Regional differences in constituitve
and induced ICAM-1 expression in vivo. Am J Physiol 1995;269.

98. Kalogeris TJ, Kevil CG, Laroux FS, et al. Differential monocyte adhesion
and adhesion molecule expression in venous and arterial endothelial cells. Am
J Physiol 1999;276:1L9-L19.

99. Brooks B, Briggs DM, Eastmond NC, et al. Presentation of IFN-y to nitric
oxide-producing cells: a novel function for mast cells. J Immunology
2000;164:573-579.

100. van Haaster CM DJ, Engels W, Lemmens JMR, Gijsen AP, Hornstra G,

van der Vusse GJ, Duijvestijin AM. Mast cell-mediated induction of ICAM-1,

VCAM-1 and E-selectin in endothelial cells in vitro: constitutive release of

96



Bibliografia

inducing mediators but no effect of degranulation. Eur J Physiol 1997;435:137-
144.

101. Yamaki K, Thorlacius H, Xie X, et al. Characteristics of histamine-induced
leukocyte rolling in the undisturbed microcirculation of the rat mesentery. Br J
Pharmacol 1998;123:390-399.

102. Asako H, Kurose I, Wolf R, et al. Role of H1 receptors and P-selectin in
histamine-induced leukocyte rolling and adhesion in postcapillary venules. J
Clin Invest 1994;93:1508-1515.

103. Thorlacius H, Raud J, Rosengren-Beezley S, et al. Mast cell activation
induces P-selectin-dependent leukocyte rolling and adhesion in postcapillary
venules in vivo. Biochem Bioph Res Com 1994;203:1043-1049.

104. Doré M SJ. Regulation of P-selectin expression by inflammatory mediators
in canine jugular endothelial cells. Vet Pathol 1996;33:662-671.

105. Queralt M, Brazis P, Merlos M, et al. Inhibitory effects of rupatadine on
mast cell histamine release and skin wheal development induced by Ascaris
suum in hypersensitive dogs. Drug Dev Res 1998;44:49-55.

106. Booth BH, Patterson R, Talbot CH. Immediate-type hypersensitivity in
dogs: cutaneous, anaphylactic, and respiratory responses to Ascaris. J Lab Clin
Med 1970;76:181-189.

107. De Vos C, Maleux MR, Baltes E, et al. Inhibition of histamine and allergen

skin wheal by cetirizine in four animal species. Ann Allergy 1987;59:278-282.
108. Itabashi S, Ohrui T, Sekizawa K, et al. Late asthmatic response cause

peripheral airway hyperresponsiveness in dogs treated with metopirone. Int
Arch Allergy Immunol 1993;101:215-220.

97



Bibliografia

109. Ohrui T, Sekizawa K, Aikawa T, et al. Vascular permeability and airway
narrowing during late asthmatic response in dogs treated with metopirone. J
Allergy Clin Immunol 1992;89:933-943.

110. Turner CR, Spannhake EW. Acute topical steroid administration blocks
mast cell increase and late asthmatic response of the canine peripheral
airways. Am Rev Respir Dis 1990;141:421-427.

111. McGrogan I, Janssen LJ, Wattie J, et al. Realease of epithelium-derived
PGEZ2 from canine trachea after antigen inhalation. Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol 1998;274:L.220-L225.

112. Woolley MJ, Lane CG, Ellis R, et al. Role of airway eosinophils in the
development of allergen-induced airway hyperresponsiveness in dogs. Am J
Respir Crit Care Med 1995;152:1508-1512.

113. Langeveld-Wildschut EG, Thepen T, Bihari I, et al. Evaluation of the atopy
patch test and the cutaneous late-phase reaction as relevant models for the
study of allergic inflammation in patients with atopic eczema. J Allergy Clin
Immunol 1996;98:1019-1027.

114. Olivry T, Dunston SM, Murphy KM, et al. Characterization of the
inflammatory infiltrate during IgE-mediated late phase reactions in the skin of
normal and atopic dogs. Vet Derm 2001;12:49-58.

115. Zweiman B, Moskovitz AR, von Allmen C. Comparison of inflammatory
events in skin sites with and without cutaneous late-phase reaction after
prominent immediate IgE-mediated responses. J Allergy Clin Immunol
1998;101:110-115.

98



Bibliografia

116. Saloga J, Knop J. Does sensitization through the skin occur? Allergy
2000;55:905-909.

117. Beck LA, Leung DY. Allergen sensitization through the skin induces
systemic allergic responses. J Allergy Clin Immunol 2000;106:5258-S263.

118. Egli KS, Schiessl B, Roosje PJ, et al. Evaluation of the usefulness of
sensitization to aeroallergens as a model for canine atopic dermatitis in
genetically predisposed Beagles. Am J Vet Res 2002;63:1329-1336.

119. McCall C, Geoly F, Clarke K. Genetically high IgE puppies sensitized
epicutaneously develop house dust mite-specific IgE and dermatitis at site of
allergen exposure. 17th ESVD-ECVD Congress Veterinary Dermatology
2001;p.174.

120. de Weck AL, Mayer P, Stumper B, et al. Dog allergy, a model for allergy
genetics. Int Arch Allergy Immunol 1997;113:55-57.

99



