/

UuniueRSIDAbD auTONOMma
DE aGuascaLlenTes

CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

Doctorado en ciencias bioldgicas (modalidad directo)

Titulo de TESIS:

Estudio del efecto de la inulina de agave azul en un modelo
preclinico de dermatitis atopica.

PRESENTA:

Maria Marcela Rios Carlos
PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTORA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

COMITE TUTORAL:
Director: Dra. Eva Maria Salinas Miralles
Co-Director: Dr. Luis G. Bermudez Humaran

Asesor: Dr. Daniel Cervantes Garcia

10 de mayo del 2026

Aguascalientes, Ags.



Autorizaciones

MTRO. GUILLERMO DOMINGUEZ AGUILAR
DECANO DEL CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

PRESENTE

Por medio del presente como DIRECTOR designado del estudiante MARIA MARCELA RIOS CARLOS con
ID 308527 quien realizé el trabajo de tesis titulado: ESTUDIO DEL EFECTO DE LA INULINA DE AGAVE
AZUL EN UN MODELO PRECLINICO DE DERMATITIS ATOPICA, un trabajo propio, innovador, relevante e
inédito y con fundamento en el Articulo 175, Apartado Il del Reglamento General de Docencia doy mi
consentimiento de que la versién final del documento ha sido revisada y las correcciones se han
incorporado apropiadamente, por lo que me permito emitir el VOTO APROBATORIO, para que ella
pueda proceder a imprimirlo asi como continuar con el procedimiento administrativo para la obtencién
del grado.

Pongo lo anterior a su digna consideracion y sin otro particular por el momento, me permito enviarle un
cordial saludo.

ATENTAMENTE
“Se Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 05 de febrero de 2026

il

Dra. Eva Maria Salinas Miralles
Director de tesis

C.c.p.- Interesado
C.c.p.- Secretaria Técnica del Programa de Pasgrado

Elsborado por: Depto. Apoyo al Posgrado, Codigo: DO-SEE-FO-07
Revisado por: Depto. Control Escolar/Depto. Gestidn de Calidad. y Actualizacidn; 01
Aprobado por: Depto. Control Escolar/ Depto. Apoyo al Posgrado. Emisidn: 17/05/19



MTRO. GUILLERMO DOMINGUEZ AGUILAR
DECANO DEL CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

PRESENTE

Por madio del presente como CO-DIRECTOR designado del estudiante MARIA MARCELA RiOS CARLOS
con ID 308527 quien realizo el trabajo de tesis titulado: ESTUDIO DEL EFECTO DE LA INULINA DE AGAVE
AZUL EN UN MODELO PRECLINICO DE DERMATITIS ATOPICA, un trabajo propio, innovador, relevante e
inédito y con fundamento en el Articulo 175, Apartado Il del Reglamento General de Docencia doy mi
consentimiento de gue la version final del documento ha sido revisada y las correcciones se han
incorporado apropiadamente, por lo que me permito emitir el VOTO APROBATORIO, para gue ella
pueda proceder a imprimirle asi como continuar con el procedimiento administrativo para la cbtencidn
del grado.

Pongo lo anterior a su digna consideracion y sin otro particular por el momento, me permito enviarle un
cordial saludo.

ATENTAMENTE
“Se Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 05 de febrero de 2026

Dr. Luis G. Bermidez Humaran
Co-Director de tesis

c.c.p.- Interesado
c.C.p.- Secretaria Técnica del Programa de Posgrado

Elaborado por: Depto. Apoyo al Pasgrado. Codigo: DO-SEE-FO-07
Revisado por: Depto. Control Escolar/Depto. Gestion de Calidad. Actualizacion: 01
Aprobado por: Depto. Control Ezcolary Depto. Apoyo 3l Posgrado. Emision: 17/05/19



MTRO. GUILLERMO DOMINGUEZ AGUILAR
DECANO DEL CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

PRESENTE

Por medio del presente como ASESOR designado del estudiante MARIA MARCELA RIOS CARLOS con ID
308527 qguien realizé el trabajo de tesis titulado: ESTUDIO DEL EFECTO DE LA INULINA DE AGAVE AZUL
EN UN MODELO PRECLINICO DE DERMATITIS ATOPICA, un trabajo propio, innovadar, relevante e
inédito y con fundamento en el Articulo 175, Apartado |l del Reglamento General de Docencia doy mi
consentimiento de gue la versidn final del documento ha sido revisada y las correcciones se han
incorporado apropiadamente, por lo que me permito emitir el VOTO APROBATORIO, para gue ella
pueda proceder a imprimirlo asf como continuar con el procedimiento administrativo para la obtencidn
del grado.

Pongo lo anterior a su digna consideracion y sin otro particular por el momento, me permito enviarle un
cordial saludo.

ATENTAMENTE
“5e Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 05 de febrero de 2026

Dr. Daniel Cervantes Garcia
Asesor de tesis

€...p.- Interesado
c.c.p.- Secretaria Técnica del Programa de Posgrado

Elaborado por: Depte. Apoyo al Posgrado. Cddigo: DO-5EE-FO-07
Revisado par: Depto. Control Escolar/Depto. Gestion de Calidad. Actualizaciin: 01
Aprobada por: Depto, Controd Escalar/ Depto. Apoyo al Posgrado. Emigién: 17/05/19



MTRO. GUILLERMO DOMINGUEZ AGUILAR
DECANO DEL CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

PRESENTE

Por medio del presente como Miembros del Comité Tutoral designado del estudiante MARIA MARCELA
RIOS CARLOS con ID 308527 quien realizo la tesis titulado: ESTUDIO DEL EFECTO DE LA INULINA DE
AGAVE AZUL EN UN MODELO PRECLINICO DE DERMATITIS ATOPICA, un trabajo propio, innovador,
relevante e inédito y con fundamento en el Articulo 175, Apartado Il del Reglamento General de Docencia
damos nuestro consentimiento de que la versién final del documento ha sido revisada y las correcciones
se han incorporado apropiadamente, por lo que nos permitimos emitir el VOTO APROBATORIO, para que
ella pueda proceder a imprimirlo asi como continuar con el procedimiento administrativo para la
obtencion del grado.

Ponemos lo anterior a su digna consideracion y sin otro particular por el momento, le enviamos un ceordial
saludo.

ATENTAMENTE
“Se Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 05 de febrero de 2026

-

Dra. Eva Maria Salinas Miralles Dr. Luis G. Bermudez Humérén
Director de tesis Co-Director de tesis

Dr. Daniel Cervantes Garcia

Asesor de tesis
c.c.p.- Interesado
C.C.p.- Secretaria Técnica del Programa de Posgrado
Elaborado por: Depto. Apeyo al Posgrado. Codlgo: DO-SEE-FO-16
Revisado por: Depto. Control Escolar/Depto. Gestion de Calidad. Actualizadién: 00

Aprobado por: Depto. Control Escolar/ Depto. Apoyo al Posgrado. Emisidn: 17/05/19



on DICTAMEN DE LIBERACION ACADEMICA
- PARA INICIAR LOS TRAMITES DEL EXAMEN DE GRADO e
.. . £genecos
Facha da dictamimchdn (oarmsca) 042026
Maria Mesesn Rice Carion 10 __ w527
LGAC et
PROGRAMA; Dectorado an Ciancias Bictagicas, Modalidad Directs Jorgrato) Estudio de proteinas an sistamas bickégieos
MODALIDAD DEL Tesls{ X | Tesis porartiosdos () Zkiun( ) Tabale }
PROYECTO DE GRADO:  Tradisional genifices Batente Préctico
Estunko ded efocto da la inudin de sgevs 326] on L) M0 pradiico de denmatis aligks
TITULO:
L iy blema de salud pdtica cracients an WMénco v en of mundo,
©on una ¥ta carga sochly poern boa pacmntes y sus familas, espechlimente en
" Imitado » stercidn Bl 4
1t segunas, v de origen nutural ex fundamental para disminer esta

brecha. In este contento, 105 résuRados de wita tkus Aportan evidencia clantifica sobre ol potencial

¥ antiiefl de @ Inulina de Agowe tequibies Waber var. asul, un recunc
wegetal du gran relevancia sgroindustnal pars México. €] uso te este compuesto ratursl coms
| dek e

kil AR ¥ mejoree I caded d
Packntes, 3 VEME0 que e | de una paare; |
pok. De es1a manere, e tigacis al
11 PR di why
SOCIAL i Sogrado Zhenustar do s poblscicn.

INDICAR SEGUN CORRESPONDA: ST, WO, NA (Mo Apica)

Elexmentoy pars lo revisidn acagdmica del tradafe. tradajo prictico:

Ed Elvabap e congrouste e ks del programa de posgrade
™ L geat 503 e aborda da deide un enfogoe mutidacplnars
> Lava coharencia, consing dad y oeden Koo del sems central con cads spartada
V Lon resakadas dud ts O dan reape exta 3 b BrepUetas de ivestigatidn o 4 la prod kemitics que abords
Y Lo esuimadon et e el traba o 30n de ralevanca dersTica, tecn kg ke o peodes o dres
~ E1orabo o desvaestira rds d¢ UAS JpONaciSs crignal al caroamisnto S w drey
3 L sportacon es renpendan 3 los probilemas arcitarnes del seis
N |G €16 ravdleren e ded conzcrmiento o tcnsks
v G £0n 1 £ia para i ivestigacin [rvparte de e herramients antip bgiol
27 egresado cumple con fo sipuieate:

£l lﬂmuumu&«mmmm.ma
Cumok oon ks ol plan de ety fhos (eridnns pev— ~=tanda, o)

& !

Coerria con b evdencie de solkcked de el 210 de b oo ria o v formuno)
S X
Com base an sstos criterios, o8 JUL0M22 G0NENLAT CON b3 trdmites de thulcdn y programacian del aeamen e grado e A
Ne
FIRMAS
Eabord: 13
NOMBRT ¥ LA Leac oe

=

NOMZIE ¥ T994A DUL CODRDINADGR DE POSGRAOD!
Or. ikerto Alj

Revtes:
NOMIFE ¥ FRMA DEL SEC KINY Ora Iana Ernas 2y
Autorind:
NOMFE ¥ FRMA DEL DECANG! Mero [
Nate: procede ol trdmite pavo of Depto. de Apoyo of Posgrads

Frcpaner 10y

= 38 fracoan U, seanger, v

trne o ©. 6y Mg
vk . O Combood 3T, Tewbi € Cabtn
AU ) 0. Cowdred Franbe 1. Baeoye o Pons.

Chage: DOAES0-18
Ak e 00
O LACATE



?frnntiers | Frontiers in Immunclogy

(M) Check for undates

OPEN ACCESS

EDNTED Y
Marina Ramal Sfncher,
Uniersty of Teramo, laly

BEVIEW ED Y

Francsoo Jose Rog,

Universdad San Jonge, Spmin
Habena Widawr De La Couz,
General Hospatal of Mexico, Mexioo

SCORE SOMIDE HCE

Eva Salinas

[ masa salines Qe du usa T
Eemsainl2{dagmal com

BECENED OS5 September 2025
BEVEED 12 Novemnber 2025
AccEdED 17 Movember 2025
PuELrSHED 02 December 2025

(=g

Rics-Caros M, Jemdnez M, Carvanies-
Garcia D, Cérdowa-Divatos LE, Verduzoo LE,
Enmiquez-Medmna FJ, Fabels-Sanchez O,
Bermidez-Humardn LG and Salnas E {2025)
Immunomesdulaiony and ants-nflammatoey
efiects of agave fructans in atopc
denmatits: gut microbiota and

short-chain ity acd imphcation

Front immenol 16 00023

diod: 10 3389 femmu 202 S 17000

SO OHT

& 2025 Rics -Carios, Jmdner, Cerantes -
Garch, Cdndovs - Déalos, Verduzoo, Ensiquesz-
Medmno, Rabels-Sancher, Banmddesr-
Hurmagin and Salires Ths i an open-asocess
arbcle disiribute d under the f=emes of the
Crestve Commaons Mribufon License (0O BY)
The use, distribution or =production in other
fars s perTitied, orowided the anginal
authons) and the copyright owners) are
crdited and that fhe criginal publication n
thi journal & cited, N accordance with
acospted scademic pracios. o use,
distribution or eproducton i penmitied
winch doss not comply with these tenms.

Frontiers in lmmundogy

79 Oviginal Reseach
FussHED 02 December 2025
oo 30 5589 w2025 TA00023

Immunomodulatory and anti-
inflammatory effects of agave
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gut microbiota and short-chain
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Introduction: Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disorder
resulting fram the interplay of genetic and environmental factors, with a
dysrequlated type-2 immune response. The association between AD onset and
intestinal dysbiosis supports research into nutritional interventions such as
fermentable fibers intake. Agave-derived fructans (AFs) display prebiotic
activity, modulating gut microbial communities that may positively influence
immune functions. In this study, we evaluated the anti-inflarnmatory and
immunomodulatory effects of aral AFs in a mt AD model.

Methods: AD-like lesions were induced in the ear of Wistar rats by frequent
application of 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCEL AFs D1, 1 5gfkg) from Agave
tequilana Weber var. azul wene orally administered for 13 days. Inflammation,
pruritus, gene expression of transcriptional factors of immune response, and
staphylococcal colonization were evalusted in lesionalskin. Cytokine expression,
relative abundance of the main bacteral phyla and genera, and levels of shart -
chain fatty acids were analyzed in the intestinal rmilieu.

Results: Treatrnent with AFs at 0.1 g'kg significantly reduced ear thickness at 1- and
B-hours post-DNCE application. Similady, ear ederna at 1 hour was atterwated, and
inhibition of the NF-kB inflammatony pathway was detected. After AFs treatrment at
01 gfkg serurn IgE levels were normalized to those of control animals. All AFs
significantly decreased derrmal rmast cell and ecsinophil counts, as well as epidermal
thickening with greater efficacy abserved at lower doses. The scratching behavior
remained unchanged across groups. AFs reduced Staphvlococcus aureus
abundance in lesional skin and restored Staphyvlococous epidermidis levels to
baseline. In lesional tissue, AFs downregulated Gata3, Rore, 14, and 175 mRNA
expression, while promoting a regulatory immune profile in mesenteric yrmph
rodes, characterized by increased Foxp3, 110, and Tgfbl expression. Administration
of AFs at 0.1ard 1 g/kg promoted fecal abundance of Bifidobacterium and cecal
acetic acid concentrations, wheneas doses of 1 and 5 g/hg upregulsted Firmicutes,

ol frontiersinuong
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Unraveling the gut-skin axis in atopic dermatitis: exploiting insights for
therapeutic strategies
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ABSTRACT

Gut microbiota exert functions of high importance in the intestine. Furthermore, there is increasing
evidence for its role in immune regulation and maintenance of homeaostasis in many physiological
processes taking place in distant tissues. In particular, in this review, we explore the impact of
metabolites produced by the gut microbiota on the development of atopic dermatitis (AD).
Probiotics and prebiotics balance the microbiota and promote the generation of bacteral meta-
bolites, such as short-chain fatty acids and tryptophan derivates, which promote the regulation of
the exacerbated AD immune response through regulatory T cells and IL-10 and TGF-B cytokines.
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Metabolites also have a direct action on keratinocytes once they reach the bloodstream. Besides,  tryptophan metabolites;
prohiotics decrease the levels of metabolites associated with AD onset, such as phenols. short-chain fatty acids;
Understanding all these crosstalk processes between the gut and the skin reveals a number of phancls

possibilities, mainly through the manipulation of the gut microbiome, which may represent
therapeutic strategies that can contribute to the standard treatments of AD patients to improve

their quality of life.

Introduction

Atopic dermatitis (AD) represents a chronic
inflammatory skin disorder, characterized by dry
skin, persistent pruritus, and recurrent eczematous
lesions. Worldwide studies have described preva-
lence of up to 30% in children and 17% in adults,
with significant variations both between and within
countries.? AD is a complex and multifactorial
pathology that involves a combination of genetic,
environmental and immune factors.® It is initiated
through a compromised epidermal structure and
function, which subsequently lead to inflammation
with dysregulation of lymphocyte T-helper (Th)
response that promotes immunoglobulin (Ig)E
production, and skin microbiota alteration.*”
(Explained in detail in Figure 1). Thus, elevated
serum levels of pro-inflammatory cytokines and
chemokines, such as IL-4, IL-5, IL-6, [L-13, IL-17,
[L-23, tumor necrosis factor (TNE)-a, thymic stro-
mal lymphopoietin (TSLP), thymus and activation

regulated chemokine (TARC; CCL17), and macro-
phage derived chemokine (MDC; CCL22) are
detected in AD patients. In contrast, levels of anti-
inflammatory cytokines such as IL-10, IL-35, and
transforming growth factor (TGEF)-p are reduced in
these patients." '* This altered cytokine and che-
mokine profile has gained clinical significance, as it
is implicated in the development of itch and skin
inflammation in AD.'*"

AD is a condition that typically manifests in the
early years of life, a critical period during which the
microbiota begins to establish in infants."®'" The
balance of this microbial environment is crucial,
and disruptions may contribute to its pathogenesis.
Comparisons between individuals with AD and
healthy controls reveal distinct alterations in both
skin and gut microbiota, with the common signa-
ture of decreased bacterial diversity."™" In the skin
microbiota of AD patients, there is an overabun-
dance of Staphylococcus aureus (correlated with AD

CONTACT Eva Salinas g maria.salinasﬁledu.uaa.mxg Department of Microbiclogy. Universidad Autdnoma de Aguascalientes. Av. Universidad 940,

Aguascalientes 20100, Mexico
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Resumen

La dermatitis atépica (DA) es una enfermedad inflamatoria crénica y recurrente de la piel,
caracterizada por disfuncién de la barrera cutanea, intensa respuesta inmune tipo Th2 y
niveles elevados de inmunoglobulina E (IgE). Su fisiopatologia involucra una compleja
interaccion entre factores genéticos, inmunologicos, ambientales y microbianos, en la que la
disbiosis del microbioma cutdneo e intestinal juega un papel determinante en el
mantenimiento de la inflamacidn. En este contexto, los prebidticos de origen vegetal, como
la inulina de agave azul (IAA, producida en el Agave tequilana Weber var. azul), han cobrado

relevancia por su capacidad de modular la microbiota y ejercer efectos inmunorreguladores.

En este estudio se evalud el efecto terapéutico de la inulina de agave azul administrada por
via oral en un modelo experimental de DA extrinseca inducida por 2,4-dinitroclorobenceno
(DNCB) en rata. Se analizaron parametros clinicos como el grosor y edema de oreja, eventos
de rascado y niveles séricos de IgE total, parametros moleculares, como factores de
transcripcion y citocinas inflamatorias en intestino y piel, asi como también cambios en el
microbiota cutaneo e intestinal. Los resultados mostraron que la administracion de inulina
de agave redujo significativamente la inflamacion auricular aguda, el engrosamiento
epidérmico, la hiperplasia de mastocitos y la eosinofilia en la dermis de la piel lesionada vy la
concentracion de IgE total el suero. En tejido lesionado se redujeron los niveles de expresion
de GATA-3, RORyt, IL-4 e IL-17, mientras que se aumentd la expresion del mensajero para
Foxp3, IL-10 y TGF-B en intestino. Asimismo, se observd una mejora en la composicion
bacteriana tanto en piel como en intestino, con un aumento en piel de Staphylococcus
epidemidis y una reduccién de Staphylococcus aureus, aunado a un incremento en heces de
la cantidad de bacterias de los géneros Bacillota y una reduccion de bacterias potencialmente

patégenas del filo Pseudomonadota.

Estos hallazgos sugieren que la IAA ejerce un efecto inmunomodulador y antiinflamatorio,
posiblemente mediado por la restauracion de la homeostasis microbiana intestinal y

cutanea. Por lo tanto, este compuesto natural representa una prometedora alternativa



terapéutica complementaria en el manejo de la dermatitis atdpica extrinseca y en la

prevencidon de su recurrencia a través de la modulaciéon del eje intestino-piel.

Palabras clave: dermatitis atépica, inulina de agave azul, microbiota cutanea, microbiota

intestinal, inflamacion, prebidticos.



Abstract

Atopic dermatitis (AD) is a chronic, recurrent inflammatory skin disorder characterized by
barrier dysfunction, an enhanced Th2-type immune response, and elevated immunoglobulin
E (IgE) levels. Its pathophysiology involves a complex interaction of genetic, immunological,
environmental, and microbial factors, where dysbiosis of both the skin and gut microbiome
plays a key role in perpetuating inflammation. In this context, plant-derived prebiotics such
as blue agave (Agave tequilana Weber var. azul) inulin have gained attention due to their

ability to modulate the microbiota and exert immunoregulatory effects.

In this study, we evaluated the therapeutic effect of orally administered blue agave inulin in
an experimental model of extrinsic AD induced by 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB) in rats.
Clinical parameters such as ear thickness and edema, scratching behavior, and total serum
IgE levels were analyzed, along with molecular parameters including transcription factors
and inflammatory cytokines in the intestine and skin, as well as changes in the cutaneous
and intestinal microbiota. The results showed that agave inulin administration significantly
reduced acute auricular inflammation, epidermal thickening, mast cell hyperplasia,
eosinophilia in lesioned skin, and total serum IgE concentration. In lesioned tissue, the
expression levels of GATA-3, RORyt, IL-4, and IL-17 were reduced, whereas intestinal
expression of Foxp3, IL-10, and TGF-B mRNA was increased. Additionally, improvements in
bacterial composition were observed in both skin and intestine, with an increase in
Staphylococcus epidermidis and a reduction in Staphylococcus aureus on the skin, together
with an increase in fecal bacillota and a reduction of potentially pathogenic

Pseudomonadota.

These findings suggest that blue agave inulin exerts immunomodulatory and anti-
inflammatory effects likely mediated by the restoration of gut-skin microbial homeostasis.
Therefore, this natural compound represents a promising complementary therapeutic
strategy for managing extrinsic atopic dermatitis and preventing its recurrence through

modulation of the gut-skin axis.
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1. Introduccion
1.1 La piel

La piel es un érgano complejo que actua como barrera fisica, quimica e inmunoldgica, al mismo
tiempo que hospeda comunidades microbianas que participan en la homeostasis y en la
proteccidén contra patogenos. Estd conformada por epidermis, dermis e hipodermis, cada una con
funciones especificas en la defensa y la comunicacion con el sistema inmunolégico (Simmons and

Gallo., 2024).

La epidermis es un epitelio queratinizado estratificado compuesto por los estratos basal, espinoso,
granular, corneoy, en regiones acrales, el Iucido. Su principal célula es el queratinocito, que forma
la barrera cutdnea y participa activamente en la inmunidad mediante la produccion de citocinas,
quimiocinas, neuropéptidos y péptidos de defensa del hospedero (HDP) (antes conocidos como
péptidos antimicrobianos Bin Hafeez et al., 2021). Ademas, interactua con células inmunes como
linfocitos T residentes, células de Langerhans, mastocitos y células de Merkel, integrando asi

respuestas neuroinmunes (Chen et al., 2023; Szabo et al., 2019).

La dermis provee soporte mecanico y flexibilidad gracias a su matriz extracelular rica en colageno
y fibras elasticas. Se divide en dermis papilar (superficial), con fibras delgadas y onduladas, y
dermis reticular (profunda), con haces de colageno mas gruesos y organizados. Esta diferenciacion
esta determinada por subpoblaciones de fibroblastos con funciones distintas en cicatrizacién,
envejecimiento y remodelacion tisular (Ueda et al., 2019; Haydont et al., 2020; Iriyama et al.,

2022).

La hipodermis o tejido subcutdneo contiene adipocitos, fibroblastos, macrofagos y células
endoteliales. Mas alla de su funcion de aislamiento, se reconoce que los adipocitos asociados a la
piel participan en la inmunidad innata a través de la produccion de HDP como la catelicidina (LL-
37) durante infecciones bacterianas, ademds de secretar adipocinas que regulan inflamacion y

cicatrizacion (Guan et al., 2023; Zhang et al., 2024).
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1.2 Microbiota cutanea

La piel alberga bacterias, hongos y virus que forman la microbiota cutanea, con una distribucion
influida por el microambiente: sebaceo, himedo o seco. Con relacion a las bacterias, en sitios
sebaceos predominan especies lipofilicas de Cutibacterium (antes Propionibacterium); en areas
humedas, Staphylococcus y Corynebacterium; mientras que en zonas secas la diversidad

bacteriana es mayor (Ito et al., 2023; Skowron et al., 2021).

La micobiota estda dominada por especies hongos como Malassezia en la mayoria de los sitios
corporales, pero en los pies se observa mayor diversidad con presencia de Aspergillus,
Cryptococcus, Rhodotorula y Epicoccum. Actualmente se reconoce que Malassezia puede
comportarse como comensal, patdégeno o protector, dependiendo del contexto inmunoldgico del

huésped (Nguyen et al., 2022; Vijaya Chandra et al., 2021).

1.2.1 Estafilococos en la microbiota cutanea

La piel humana alberga una comunidad microbiana diversa en la que los estafilococos tienen un
papel fundamental en la homeostasis y defensa cutdnea. Dentro de este grupo, las especies
coagulasa-negativas (CoNS) y Staphylococcus aureus son las mas representativas. Aunque
pertenecen al mismo género, difieren notablemente en su comportamiento: algunas especies
contribuyen a la proteccion y equilibrio del ecosistema cutdneo, mientras que otras pueden
asociarse con procesos inflamatorios o infecciosos (Brown & Horswill, 2020; Sabaté Bresco et al.,

2017).

1.2.2 Principales especies de Staphylococcus en la piel

Entre las CoNS mas frecuentes en piel sana se encuentran S. epidermidis, S. hominis, S. capitis, S.
haemolyticus y S. lugdunensis. En contraste, S. aureus es menos comun en piel sana, pero tiende

a predominar en condiciones inflamatorias como la DA (Brown & Horswill, 2020; Ogonowska et

13



al., 2021; Heilbronner & Foster, 2020). La abundancia de estas especies varia seguin el tipo de
microambiente cutaneo (humedo, seco o sebaceo) y entre individuos, lo que explica diferencias

en sus funciones y efectos sobre la salud de la piel (Brown & Horswill, 2020).

1.2.3 Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis es una de las especies mas estudiadas y cumple un papel dual. Por un lado, participa
en la maduracién del sistema inmune cutaneo y en la inhibicién de microorganismos patégenos
mediante la produccion de péptidos antimicrobianos como las modulinas solubles en fenol
(PSMs), acido lipoteicoico y otros metabolitos que refuerzan la accién antimicrobiana de la piel.
Ademds, algunas de sus cepas favorecen la reparacion tisular y modulan la respuesta inflamatoria

local (Brown & Horswill, 2020; Sabaté Brescd et al., 2017; Foster, 2020).

1.2.4 Otras especies comensales

Diversas CoNS como S. hominis y S. capitis también desempefian funciones protectoras al producir
sustancias con actividad antagonista frente a S. aureus, reduciendo su colonizacién y virulencia
(Peng et al., 2019; Brown & Horswill, 2020). En el caso de S. haemolyticus, aunque forma parte de
la microbiota normal, puede comportarse como oportunista en condiciones de inmunosupresion

o dafo cutaneo.

Por su parte, S. lugdunensis ha sido reconocida como una especie comensal con un notable
potencial protector, debido a su capacidad de producir lugdunin, un antibidtico peptidico no
ribosomal que inhibe el crecimiento de S. aureus y otros gram-positivos. Ademas, lugdunin puede
inducir la expresién de HDPs vy fortalecer la inmunidad innata cutdnea (Zipperer et al., 2016;

Bitschar et al., 2019; Chang et al., 2023).

1.2.5 Staphylococcus aureus

S. aureus es el principal patdgeno oportunista en la piel humana y su sobrecrecimiento se asocia
con diversas enfermedades inflamatorias, especialmente la DA. Las cepas de S. aureus producen

toxinas, superantigenos y proteasas que dafian la barrera epidérmica, inducen inflamacion vy
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agravan la disfuncién de la piel. Ademas, su capacidad para desarrollar resistencia antimicrobiana
(como las cepas MRSA) complica su manejo clinico (Ogonowska et al., 2021; Bresco et al., 2017).
En pacientes con DA, la abundancia de S. aureus se correlaciona directamente con la severidad de

las lesiones, y su eliminacién suele asociarse con mejoria clinica (Ogonowska et al., 2021).

1.2.6 Interacciones, control microbiano e implicaciones terapéuticas

Las especies comensales del género Staphylococcus desempefian un papel clave en la regulacion
del ecosistema cutdneo y en la prevencion del crecimiento excesivo de patégenos oportunistas.
Estas bacterias ejercen su efecto protector mediante distintos mecanismos complementarios. Uno
de ellos es la produccion de compuestos antimicrobianos como lugdunin o diversos péptidos
ribosomales, que inhiben directamente la proliferacion de S. aureus y limitan su capacidad de

colonizacién (Zipperer et al., 2016; Bitschar et al., 2019; Chang et al., 2023).

Otro mecanismo importante es la interferencia en los sistemas de comunicacion bacteriana,
particularmente en el sistema agr (accessory gene regulator) de S. aureus, responsable de regular
su virulencia. Al bloguear estas sefales, las CoNS reducen la expresion de toxinas y enzimas
destructivas, disminuyendo el dafio a la barrera epidérmica (Brown & Horswill, 2020; Sabaté

Bresco et al., 2017).

Asimismo, las CoNS actuian de manera sinérgica con los HDPs, potenciando su eficaciay reforzando
la inmunidad innata local. De forma paralela, pueden modular la respuesta inmune al activar
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) en queratinocitos, estimulando defensas sin

provocar inflamacién excesiva (Brown & Horswill, 2020; Bitschar et al., 2019).

Estas interacciones reflejan una red dinamica en la que la presencia equilibrada de estafilococos
comensales mantiene la resistencia natural de la piel a la colonizacion por patdgenos. Cuando
ocurre una alteracion o disbiosis, las especies protectoras disminuyeny S. aureus prolifera, lo que
desencadena inflamacion y dafio tisular, como ocurre en la DA (Ogonowska et al., 2021; Brown &

Horswill, 2020).
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Los estudios recientes plantean estrategias terapéuticas basadas en el uso de cepas comensales
como probidticos tépicos, o en la aplicacion directa de compuestos bacterianos como lugdunin,
con el fin de restaurar la microbiota protectora y reforzar la barrera cutanea. Sin embargo, la
variabilidad genética entre cepas y los posibles efectos adversos subrayan la necesidad de evaluar
cuidadosamente la seguridad y mecanismos de accién antes de su aplicacion clinica (Brown &

Horswill, 2020; Heilbronner & Foster, 2020).

Desde la perspectiva de este trabajo, el andlisis de las variaciones en las poblaciones de
Staphylococcus particularmente la relacion entre S. aureus y algin CoNS protectoras, como S.
epidermidis, puede aportar informacién valiosa sobre como los tratamientos moduladores del
microbiota, como la administracion de inulina de agave, influyen en la integridad de la barrera

cutaneay en la respuesta inmunoldgica local.

1.3 Péptidos de defensa del hospedero (HDP)

La piel es una fuente importante de HDPs, entre los que destacan las B-defensinas humanas (hBD),
la catelicidina LL-37 y la dermicidina secretada por glandulas sudoriparas. Mas alla de su accién
antimicrobiana, estos péptidos cumplen funciones inmunomoduladoras como quimioatraccion de
células inmunes, regulacion de receptores tipo Toll (TLR) y estimulacion de la cicatrizacion

(Hancock, 1997; Lehrer & Ganz, 1999; Nizet et al., 2001; Zasloff, 2002).

La expresion de HDPs es inducida por citocinas como IL-17 e [L-22, vitamina D y sefiales derivadas
de la microbiota. Su desregulacion se ha relacionado con enfermedades inflamatorias de la piel,

incluyendo DA y psoriasis (Balaji et al., 2025; Whitmore et al., 2024).

1.4 Dermatitis atdpica (DA)

La DA es una enfermedad inflamatoria cronica de la piel caracterizada por disfuncién de la barrera
epidérmica, desregulacién inmunoldgica y alteraciones de la microbiota cutdnea, lo que se traduce
en prurito intenso, eccema recurrente e inflamacién sistémica asociada (Silverberg & Guttman-
Yassky, 2021). Su prevalencia es alta a nivel mundial, con cifras que alcanzan hasta 20% en la

infancia y entre 7-10% en adultos, siendo una de las enfermedades cutaneas mas comunes
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(Langan et al., 2020; Weidinger et al., 2023). Aunque la mayoria de los casos comienzan en la

nifiez, hasta un 40% persiste o recurre en la edad adulta (Chiesa Fuxench et al., 2019).

1.4.1 Fenotipos de la DA
En la literatura sobre la DA se reconocen dos fenotipos principales: el extrinseco (o alérgico) y el

intrinseco (o no alérgico). El fenotipo extrinseco representa aproximadamente entre el 70 % y el
85 % de los casos clinicos y se caracteriza por niveles elevados de inmunoglobulina E (IgE) total,
sensibilizacién a alérgenos alimentarios o ambientales (IgE especifica positiva), antecedentes
personales o familiares de atopia como asma o rinitis alérgica, ademdas de alteraciones
estructurales de la barrera epidérmica, cominmente asociadas con mutaciones en el gen filagrina
(FLG). Inmunoldgicamente, este fenotipo muestra una clara polarizacion hacia la respuesta Th2,
con sobreexpresion de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, las cuales estimulan la produccion de IgE
por los linfocitos B y la activacién de mastocitos y eosindfilos (Sudrez-Farifias et al., 2013; Liu et

al., 2022).

Por otro lado, el fenotipo intrinseco que comprende alrededor del 15-30 % de los pacientes con
DA presenta niveles séricos normales o ligeramente elevados de IgE, ausencia de sensibilizaciéon
alérgica evidente, menor frecuencia de comorbilidades atdpicas, inicio mas tardio de la
enfermedad y una barrera cutdnea menos deteriorada. Desde el punto de vista inmunoldgico,
aunqgue puede existir una participacion del eje Th2, se observa una activacion mas marcada de
Th17, Th22 e incluso Th1, lo que indica un patron inflamatorio mas heterogéneo (Suarez-Farifias

et al., 2013; Akdis & Akdis., 2003).

La DA extrinseca se encuentra intimamente relacionada con los mecanismos de hipersensibilidad
tipo |, también conocida como hipersensibilidad inmediata o mediada por IgE, una respuesta
inmunoldgica caracteristica de las enfermedades alérgicas. Este tipo de hipersensibilidad se
desarrolla en dos fases: la fase de sensibilizacidn y |la fase efectora. En la fase de sensibilizacion, la
exposicion inicial a un alérgeno induce la activacién de linfocitos Th2, que secretan IL-4 e IL-13,
promoviendo el cambio de isotipo en los linfocitos B para la produccién de IgE especifica contra
dicho alérgeno. Esta IgE se une a los receptores de alta afinidad (FceRl) en la superficie de los

mastocitos y basdfilos, quedando estos sensibilizados (Galli & Tsai, 2012; Valenta et al., 2018).
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Durante una exposicion posterior al mismo alérgeno ocurre la fase efectora, en la cual el alérgeno
se une a las moléculas de IgE fijadas en los mastocitos, provocando su activaciéon y desgranulacion.
Esto conduce a la liberacion de mediadores preformados como histamina, triptasa y heparina, asi
como de mediadores lipidicos (prostaglandinas y leucotrienos) y citocinas proinflamatorias (IL-4,
IL-5, IL-6, IL-13 y TNF-a), generando vasodilatacién, prurito, edema y eritema caracteristicos de la
inflamacién cutdnea alérgica (Galli & Tsai, 2012; Liu et al., 2011; Kawakami et al., 2009). Adema3s,
esta respuesta temprana se amplifica por el reclutamiento de eosindfilos, linfocitos Th2 y células

dendriticas, perpetuando la inflamacion cronica observada en la la DA extrinseca (Fan et al., 2025).

En particular el modelo de esta investigacidn corresponde precisamente al fenotipo extrinseco de
DA, caracterizado por altos niveles séricos de IgE total y sensibilizacion alérgica, lo que lo asocia
directamente con los mecanismos de hipersensibilidad tipo I. Este fenotipo refleja una disfuncién
de la barrera epidérmica que facilita la penetracién de alérgenos y microorganismos, activando
una cascada inmunoldgica dominada por citocinas Th2. La comprension de este tipo de respuesta
no solo es esencial para el entendimiento fisiopatoldgico de la enfermedad, sino también para el
diseflo de estrategias terapéuticas mas especificas dirigidas a modular la produccién de Igk,
bloquear la sefializacion de IL-4/I1L-13 o restaurar la funcidon barrera de la piel. A continuacion, se

explica la patogenia de la DA.

1.4.2 Patogenia de la DA
La patogenia de la DA (figura 1) resulta de la interaccion entre factores genéticos, ambientales,

inmunoldgicos y microbianos. La mutacion en el gen FLG, proteina esencial en la formacion de la
barrera epidérmica, se reconoce como uno de los principales factores de riesgo, ya que
predispone a mayor permeabilidad cutanea vy sensibilizacion a alérgenos (Sandilands et al., 2020).
Ademads, la activacién epitelial por alérgenos, irritantes o infecciones induce la produccién de
citocinas como linfopoyetina estromal timica (TSLP), IL-25 e IL-33, que promueven respuestas
inmunes tipo 2 mediante la activacion de células dendriticas, células linfoides innatas tipo 2 (ILC2)

y linfocitos Th2 (Brunner et al., 2022; Guttman-Yassky & Krueger, 2021).

En la fase aguda de la DA predominan respuestas mediadas por linfocitos Th2 y Th22, con

secrecion de IL-4, IL-5, IL-13, IL-31 e IL-22, responsables del reclutamiento de eosindfilos, aumento
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de IgE sérica, prurito y dafio epitelial (Bieber, 2020; Puar et al., 2021). En la fase crodnica, la

infiltracion de linfocitos Th1l y la produccion de IFN-y se asocian con hiperplasia epidérmica y
fibrosis dérmica (Kikuchi et al., 2022).
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Figura 1. Desarrollo y patogenia de la dermatitis atépica, donde la disfuncién de la barrera epidérmica, mediada por
citocinas epiteliales y una respuesta inmunitaria tipo Th2, induce inflamacion, prurito y colonizacién por bacterias

oportunistas como Staphylococcus aureus, contribuyendo a la cronicidad del proceso inflamatorio cutaneo (Th: linfocitos T
cooperadores, ILC: Células Linfoides Innatas, Ig: Inmunoglobuling, IL: Interleucina, TSLP: Linfopoyetina estromal timica, TNF:
Factor de Necrosis Tumoral, IFN: Interferén, TGF: Factor de Crecimiento Transformante.)

Otros subconjuntos celulares también participan en la enfermedad. Las células Th17, aunque
menos predominantes que en psoriasis, contribuyen a la defensa antimicrobiana a través de la
induccién de péptidos antimicrobianos (B-defensinas) en queratinocitos (Noda et al., 2015).

Asimismo, las ILC2 representan una fuente importante de IL-5 e IL-13 en la piel atodpica,

contribuyendo a la inflamacion crénica y al remodelado tisular (Salimi et al., 2023).

A nivel celular, los mastocitos y eosindfilos juegan un papel clave en la perpetuacién de la

inflamacion y el prurito. Los mastocitos liberan histamina, triptasa y citocinas proinflamatorias,
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mientras que los eosindfilos producen mediadores que amplifican la respuesta tipo 2 e incluso

pueden actuar como células presentadoras de antigenos (Ong et al., 2019; Simon et al., 2020).

En conjunto, la DA refleja un desequilibrio inmunolégico multifactorial, donde la interaccion entre
la disfuncion epitelial, la respuesta inmune tipo 2 exacerbada y la microbiota cutdnea alterada (en
especial por el sobrecrecimiento de S. aureus) favorecen la inflamacién crénica, la susceptibilidad

a infecciones vy la recurrencia de brotes (Paller et al., 2023).

El desequilibrio inmunoldégico caracteristico de la DA extrinseca, dominado por la hiperactivacién
de la respuesta Th2 y la sobreproduccion de IgE, no se limita Unicamente al entorno cutaneo, sino
qgue refleja una desregulacién sistémica del eje inmuno-microbiano que involucra al intestino
como o6rgano inmunorregulador fundamental. Diversos estudios han demostrado que la
microbiota intestinal desempefia un papel esencial en la maduracion del sistema inmunitario y en
el mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica, por lo que un estado de disbiosis intestinal
definido como un desequilibrio en la composicion y funcién de las comunidades microbianas
intestinales puede favorecer la polarizacién hacia una respuesta Th2 exacerbada y contribuir al
desarrollo o agravamiento de enfermedades alérgicas como la DA (Fujimura & Lynch, 2015; Pascal
et al., 2018; Lee et al.,, 2018). En este sentido, la disminucién de bacterias comensales con
funciones inmunomoduladoras, como Bifidobacterium vy Lactobacillus, y el incremento de
microorganismos proinflamatorios como Enterobacteriaceae, Bacteroidota y Pseudomonadota,
alteran la produccion de metabolitos beneficiosos como los acidos grasos de cadena corta
(AGCCs), comprometiendo la integridad epitelial y favoreciendo una respuesta inflamatoria
sistémica que se refleja en la piel a través del llamado eje intestino-piel (Kamada et al., 2013). De
esta manera, la DA no puede entenderse Unicamente como una enfermedad cutanea, sino como
una manifestacién periférica de un desequilibrio inmunometabdlico de origen intestinal, donde la

disbiosis actia como un modulador clave de la inflamacién y la sensibilidad inmunolégica.

1.5 Disbiosis intestinal en la DA

La microbiota intestinal estd compuesta por bacterias, virus, hongos y arqueas que habitan en el

intestino humano y desempefian funciones clave en la digestidén, sintesis de vitaminas,
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metabolismo de biomoléculas y en la modulacién de los sistemas inmunitarios innato y adaptativo
(Petersen etal., 2019; Lee & Lee, 2014; Selber-Hnatiw et al., 2017). Su establecimiento inicia desde
el nacimiento y alcanza una composicién estable hacia los 3-5 afios de vida, momento en el que
puede llegar a incluir 50 filos bacterianos y entre 100 y 1000 especies bacterianas diferentes, con
predominio entre 150 y 170 especies (Adak & Khan, 2018). Factores como el tipo de parto, la
lactancia, la genética y la dieta influyen en esta colonizacion inicial, mientras que infecciones,
antibidticos o cambios en el estilo de vida pueden alterar su equilibrio en la vida adulta (Rodriguez

et al., 2015).

La dishiosis intestinal, entendida como una alteracién en la diversidad, composicién y funcion de
la microbiota, se ha asociado con diversas patologias como enfermedad inflamatoria intestinal,
esclerosis multiple, diabetes, asma, alergias, cancer y enfermedades dermatoldgicas como la DA,
psoriasis y alopecia areata (Lloyd-Price et al., 2016; Opazo et al., 2018). En la DA, la disbiosis
intestinal puede modificar la respuesta inmune cutanea, promoviendo la activacion de células Th2
y la liberacion de citocinas inflamatorias relacionadas con la aparicion de los sintomas clinicos

(Rodarte-Acosta & Morales-Sanchez, 2021).

Entre los factores que predisponen a una disbiosis, se encuentran el nacimiento por cesarea, el
uso de férmulas lacteas, los antibidticos tempranos y dietas altas en carbohidratos refinados. Estos
cambios reducen la produccion AGCCs, metabolitos fundamentales para la induccion de células
Treg e IL-10, lo que incrementa la inflamacién intestinal y la permeabilidad epitelial (Biedermann
et al., 2015; Kang et al., 2018). La pérdida de bacterias beneficiosas como Bifidobacterium,
Faecalibacterium prausnitzii y Coprococcus eutactus favorece respuestas Th2 exacerbadas,

reduciendo la capacidad de la piel para tolerar alérgenos (Park et al., 2020).

En adultos con DA se han observado alteraciones en la composicién de la microbiota intestinal,
caracterizadas principalmente por un aumento en bacterias pertenecientes a los drdenes
Bacteroidales, la familia Enterobacteriaceae y el género Clostridium (especialmente C.
perfringens), las cuales se asocian con procesos inflamatorios y disbiosis. En contraste, los

individuos sanos presentan una mayor proporcion de especies productoras de AGCCs vy
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poliaminas, metabolitos que contribuyen a mantener la integridad de la barrera intestinal vy la
homeostasis inmunoldgica. Ademas, se ha reportado que el consumo de probidticos de los
géneros Bifidobacterium y Lactobacillus, asi como los trasplantes de microbiota fecal, pueden
modificar favorablemente la composicion intestinal y mejorar el control clinico de la enfermedad

(Diéz-Maduefio et al., 2024)

Diversos estudios han evidenciado que los nifios con DA presentan alteraciones caracteristicas en
la composicidon de su microbiota intestinal. Se han identificado patrones comunes en los
principales filos y géneros bacterianos. A nivel de filos, los nifios con DA suelen mostrar un
aumento en Pseudomonadota y una disminucién en Actinomycetota especialmente del género
Bifidobacterium asi como de algunos miembros de Bacillota, en comparacion con los nifios sanos.
En cuanto al nivel de género, los estudios reportan una mayor abundancia de Bacteroides,
Parabacteroides y Faecalibacterium en nifios con DA, mientras que los géneros Bifidobacterium,
Lactobacillus, Coprococcus y Blautia aparecen reducidos, lo que refleja una menor presencia de
bacterias productoras de AGCCs y con potencial inmunomodulador (Petersen et al., 2019; Reddel

et al., 2019).

Intervenciones con probidticos y prebidticos han mostrado resultados prometedores. El uso de
Bifidobacterium longum y galactooligosacaridos (GOS) incrementa la expresion de proteinas de
barrera cutanea como filagrina y loricrina, reduciendo la inflamacion y la pérdida transepidérmica
de agua en modelos murinos (Kim et al., 2022). De manera similar, la administraciéon de 3'-
Sialyllactosa (3'-SL) promovié la expansion de Bifidobacterium vy la actividad de células Treg,
disminuyendo los niveles séricos de IgE y la infiltracion de mastocitos (Kang et al., 2020). Otros
estudios destacan que los prebidticos pueden modular la  proporcion de
Bacillota/Pseudomonadota y favorecer un equilibrio inmunolégico beneficioso en la DA (Kim et

al., 2020).

1.6 Tratamientos para la dermatitis atdpica

En el tratamiento de la DA, existen varias alternativas que actlan sobre distintos mecanismos de
la enfermedad y dependen de la gravedad del cuadro. Aunque la mayoria de los pacientes
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responde a tratamientos topicos, cerca del 10% requiere multiples estrategias para lograr un
control adecuado de la enfermedad (Montes-Torres et al., 2015). Ninguno de los tratamientos
disponibles cura la enfermedad, pero permiten controlar los sintomas y mejorar la calidad de vida.

Entre los tratamientos mdas empleados se encuentran:

- Humectantes: constituyen la primera linea de tratamiento en casos leves, mejorando la funcién
de barrera cutdnea y reduciendo la pérdida de agua transepidérmica. Su uso regular ha

demostrado eficacia significativa en la reduccion de brotes (Cork et al., 2003; Gutman et al., 2005).

- Corticosteroides topicos: se emplean cuando los emolientes no son suficientes para controlar la
inflamacion y el prurito. Son altamente efectivos, aunque su uso prolongado puede provocar

efectos secundarios como atrofia cutanea (Berth-Jones et al., n.d.).

- Inhibidores tépicos de la calcineurina: como tacrolimus y pimecrolimus, bloquean la activacién
de células T, dendriticas y mastocitos sin inducir atrofia cutanea, lo que los hace especialmente
Utiles en areas sensibles como la cara y parpados (Frankel & Qureshi, 2012; Wollenberg et al.,

2008).

- Inhibidores de |la fosfodiesterasa 4, como el Crisaborole, ha demostrado eficacia en formas leves
a moderadas de DA, al elevar los niveles de AMPc intracelular e inhibir vias de sefializacion
inflamatoria, con mejoras en prurito e inflamacion tras su aplicacion dos veces al dia en adultos y

nifios (Paton., 2019).

- Antihistaminicos: aungque son ampliamente prescritos para el control del prurito y la inflamacion,
la evidencia sobre su eficacia regulando otros parametros inmunoldgicos es limitada (Klein & Clark,

1999).

- Inmunosupresores sistémico: en casos moderados a graves, se emplean farmacos como
ciclosporina, metotrexato, azatioprina y micofenolato mofetilo, reservados para pacientes que no

responden a tratamientos tépicos (Simon & Biber, 2014; Schmitt et al., 2007).

Por otro lado, la fototerapia ultravioleta (principalmente UV B de banda estrecha y UVA1) es una

estrategia establecida para formas moderadas a graves de DA, con efecto inmunomodulador,
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reduccion de células T cutdneas y alivio del prurito, aunque la evidencia muestra variabilidad y
riesgo asociado que requiere seguimiento controlado (Pérez-Ferriols et al., 2015). Finalmente, los
inmunomoduladores biolégicos como Dupilumab, anticuerpo que bloguea el receptor de IL-4 e IL-
13, representan una terapia de alto nivel para DA moderada-grave: los estudios muestran mejoras
significativas en la severidad, el area de afectacion, el prurito y la calidad de vida, al modular
directamente la respuesta Th2 que domina en la DA extrinseca (Eshtiaghti & Gooderham, 2018).
Estas opciones terapéuticas amplian la diversidad de tratamientos mas alla de los corticoides y los
inhibidores de calcineurina, y permiten una intervencién mds especifica del proceso
fisiopatologico de la DA. Sin embargo, recientemente, ha incrementado el interés en explorar
intervenciones con prebidticos, y modificaciones dietéticas como terapias adyuvantes. (Lee et al.,

2018; Nole et al., 2014; Sinha et al., 2021).

1.7 Prebidticos
Definicion

El concepto de prebidticos fue introducido por Gibson y Roberfroid en 1995, quienes los
definieron como sustratos no digeribles capaces de estimular selectivamente el crecimiento y/o
la actividad de bacterias beneficiosas en el intestino humano, generando un efecto positivo en la
salud del huésped (Gibson & Roberfroid, 1995). Actualmente, se entiende a los prebidticos como
compuestos utilizados selectivamente por microorganismos, cuya fermentacion produce
metabolitos como los AGCCs, que ejercen efectos benéficos en la salud, tanto locales y sistémicos
al modular la respuesta inmunitaria, la funcion de barrera y la homeostasis metabdlica (Gibson et

al., 2017; Davani-Davari et al., 2019).

A diferencia de otras fibras dietéticas (pectinas, celulosa, xilanos), los prebidticos promueven el
crecimiento especifico de cepas probidticas y microorganismos residentes beneficiosos, como
bifidobacterias y lactobacilos (Gibson et al., 2017; Gourbeyre et al., 2011). De este modo, se
convierten en nutrientes clave para la microbiota intestinal, la cual participa en procesos

metabdlicos, inmunoldgicos y de proteccién de la barrera epitelial (Rezende et al., 2021).
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1.7.1 Efectos benéficos de los prebidticos

El consumo de prebidticos se asocia con multiples efectos positivos:

Incremento en la produccion de AGCCs como acetato, propionato y butirato, con reconocida

accion antiinflamatoria (Maslowski et al., 2009).
Reduccién de productos téxicos derivados de la fermentacion proteica (de Preter et al., 2004).

Modulacién de la respuesta inmune, favoreciendo el equilibrio Th1/Th2, el incremento de
linfocitos Treg y el aumento de la secrecién de IgA en la mucosa intestinal (Kang et al., 2020; Kim

et al., 2020; Kim et al., 2022).

Mejoras en la absorcion de minerales como calcio y magnesio, asi como reduccion del riesgo de

cancer colorrectal (Al-Sheraji et al., 2013).

Ademas de sus beneficios fisioldgicos, los prebidticos tienen un interés tecnolégico creciente, ya
gue su incorporacién en alimentos funcionales mejora caracteristicas sensoriales como el sabor y
la textura, ademads de favorecer la estabilidad de emulsiones y espumas en productos lacteos y

panificacién (Al-Sheraji et al., 2013).

1.7.2 Clasificacion

La mayoria de los prebidticos pertenecen al grupo de los carbohidratos oligosacaridos (Davani-

Davari et al., 2019). Entre los mas estudiados se encuentran:

- Fructanos: comprenden la inulina y los fructooligosacaridos (FOS). Aquellos con grado de
polimerizacion (GP) >10 se clasifican como inulina, mientras que los de GP <10 se consideran FOS.
La longitud de cadena determina qué bacterias pueden utilizarlos, siendo las bifidobacterias las

principales consumidoras (Scott et al., 2014).

- Galactooligosacaridos (GOS): derivados de la lactosa, pueden estimular bifidobacterias vy

lactobacilos, dependiendo de su estructura (Macfarlane et al., 2008; Gibson et al., 2010).
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- Oligosacaridos derivados de almidon y glucosa: como el almidodn resistente (RS), reconocido por
su capacidad de generar butirato, y la polidextrosa, un glucano ramificado con efectos prebidticos

(Fuentes-Zaragoza et al., 2011; Costabile et al., 2012).

- Oligosacaridos pécticos (POS): derivados de la pectina, que han mostrado efectos beneficiosos

en la microbiota (Yoo et al., 2012).

- Prebidticos no carbohidratos: como los flavonoides del cacao o el glicomacropéptido del suero

de queseria, que pueden modular LAB (Tzounis et al., 2011; Rackerby et al., 2024).

1.8 Inulina de agave azul (IAA): estructuray actividades prebidtica e inmunomoduladora

La inulina de agave es una mezcla de oligosacaridos naturales conocidos como fructanos, cuya
unidad repetitiva es la fructosa. Estos fructanos estan formados por unidades de fructofuranosilo
unidas mediante enlaces B a una molécula de sacarosa, y se clasifican en cinco tipos principales
(Figura 2): a) inulina, con cadenas lineales de fructosas unidas por enlaces B(2-1) y ancladas al
residuo fructosilo de la sacarosa; b) neo-inulina o inulina neo-serie, con dos cadenas lineales de
fructosa unidas por enlaces B(2-1), una al residuo fructosilo y otra al glucosilo de la sacarosa; c)
levanos, que presentan cadenas lineales de fructosas unidas por enlaces B(2-6) al residuo
fructosilo; d) neo-levanos, que son fructanos ramificados con cadenas B(2-1) y B(2-6), cuya

ramificacion puede ocurrir en cualquier residuo fructosilo (Lopez et al., 2003).
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Figura 2. Principales fructanos, en base a el tipo uniones de las cadenas lineales de fructosa y el residuo al que se anclan en
la sacarosa: a) Inulina, b) Neo-inulina, c) Levanos y d) neolevanos Fructanos propuestos para las especies de Agave (Ritsema
& Smeekens, 2003)

El DP, es decir, la longitud de la cadena y su complejidad, es decir su ramificacion, determina la
variabilidad de estas moléculas. En el caso del agave azul, sus fructanos presentan un DP medio
mayor a 10, razon por la cual se denominan inulina de agave. Dentro de esta mezcla, los
fructanos de bajo peso molecular (DP 3-5) representan cerca del 9%, mientras que los
monosacaridos y disacaridos no superan el 10% (Toriz et al., 2007). El rango de DP de la inulina
de agave es comparable con otras inulinas de consumo humano, como la obtenida de la raiz de
achicoria, ampliamente estudiada y utilizada por sus beneficios nutricionales y tecnoldgicos, con

un DP promedio de 10-20 y un rango de 2 a 60 (Roberfroid & Delzenne, 1998).
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Las subunidades de trisacarido en los fructanos del agave son 1-kestosa, similar a la de la raiz de
achicoria, y neokestosa. Los fructanos que incluyen neokestosa corresponden a los de tipo neo-
inulina y neo-levano (Figura 3), presentes también en avena, esparragos y Lolium sp., ademas del

agave (Ende, 2013; Pavis et al., 2001).
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Figura 3. Identificacion de los trisacaridos kestosa y neokestosa en los diferentes tipos de fructanos (Modificada de
(Ritsema & Smeekens, 2003)

En cuanto a su origen botanico, las dicotiledéneas suelen contener unidades lineales ((2-1)
(inulina), mientras que las monocotiledéneas, como las de la familia Agavaceae, presentan
fructanos mas complejos y ramificados (Kaur & Gupta, 2002; Ritsema & Smeekens, 2003; Vijn &
Smeekens, 1999). Estas diferencias estructurales se asocian con variaciones en la intensidad de
sus actividades bioldgicas. Tanto la inulina de achicoria (IAc) como la de agave azul ejercen
efectos prebiodticos frente a bacterias del género Lactobacillus, aunque la magnitud del efecto

depende del tipo de inulina y de la especie bacteriana (Ayala Monter et al., 2018). En el caso del
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agave azul, su mayor actividad prebidtica se relaciona con la facilidad de degradacién de sus
cadenas ramificadas. Ademas, el DP influye en su aprovechamiento, siendo mas eficaces aquellas
con menor DP (Ayala Monter et al., 2018). Este parametro también varia segin factores como la
especie vegetal, la regién de cultivo, la composicion del suelo, el régimen de riego y el tiempo de

cosecha (Arrizon et al., 2010; Mancilla-Margalli & Lopez, 2006; Pinal et al., 2009).

En el Agave tequilana Weber var. azul, el DP promedio de sus fructanos varia de 6 a 23, con
cadenas lineales y ramificadas de fructosa enlazadas por uniones B(2-1) y B(2-6), y con unidades
de glucosa en posiciones terminales o internas (Mellado-Mojica & Léopez, 2012). Su estructura
molecular, analizada mediante cromatografia de gases-masas (GC-MS), resonancia magnética
nuclear y espectrometria de masas con deteccion por tiempo de vuelo y desorcién/ionizacion
laser asistida por matriz (MALDI-TOF-MS), confirma que se trata de mezclas estructuralmente
diversas de fructanos lineales y ramificados, denominados agavinas y graminanos (Figura 4)

(Lopez et al., 2003; Mancilla-Margalli & Lépez, 2006; Mellado-Mojica & Lopez, 2012).
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Figura 4. Fructanos propuestos para las especies de Agave (Mancilla-Margalli & Ldpez, 2006)

Desde el punto de vista funcional, se ha observado que las inulinas de grado molecular

favorecen el crecimiento de especies de Lactobacillus debido a su mayor pureza, mientras

que las de grado reactivo, al contener otros azlcares como glucosa, fructosa y sacarosa,

permiten una mayor produccion de biomasa bacteriana (James et al., 2017; Kunova et al.,

2012). En general, los fructanos de tipo inulina estimulan de manera selectiva el crecimiento

de bifidobacterias tanto in vitro como in vivo (Cummings et al., 2001; Gibson et al., 1995;

Roberfroid et al., 2009). Esto ocurre porque no se digieren en el tracto gastrointestinal —dado

que las enzimas humanas son especificas para uniones alfa-glucosidicas— y llegan intactos al

colon, donde son fermentados por bacterias endégenas productoras de AGCCs como acetato,
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propionato, butirato (Gibson & Roberfroid, 1995; Roberfroid, 1993, 2005; Hidaka et al., 1986;
Kruse et al., 1999).

Diversos estudios han confirmado el efecto prebidtico de los fructanos de agave. Lopez y
Urias-Silvas (2007), al evaluar el crecimiento bacteriano de Bifidobacterium breve vy
Lacticaseibacillus casei con fructanos de distintas especies de Agave y Dasylirion, observaron
gue dichos compuestos favorecen la fermentacién, el descenso del pH vy la produccién de
AGCCs (Holscher, 2017; Norio et al., 2007). De forma complementaria, Ayala Monter et al.
(2018) demostraron que la inulina de agave posee mayor efecto prebidtico que la IAc) en el
crecimiento de Ligilactobacillus salivarius y Enterococcus faecium. Otros estudios confirman
resultados similares en fructanos de distintas especies vegetales, como Codonopsis pilosula

(Fuetal., 2018).

En investigaciones clinicas, el consumo de inulina de agave en adultos sanos incremento las
poblaciones de actinomycetota y bifidobacterias fecales, ademas de modificar la composicion
y actividad de la microbiota intestinal (Holscher et al., 2015). En paralelo, se han documentado
beneficios sobre la salud en diversas patologias asociadas con disbiosis y estados
inflamatorios, tales como obesidad (Marquez-Aguirre et al., 2013; Padilla-Camberos et al.,
2018; Urias-Silvas et al., 2008), cancer de colon (Rivera-Huerta et al., 2017), dafio oxidativo
intestinal inducido por lipopolisacaridos (Pasqualetti et al., 2014), e incluso efectos
antihipertensivos, antiinflamatorios y antioxidantes en modelos murinos (Herrera-Ruiz et al.,

2022).

Aunque los estudios en mamiferos sobre la IAA y la respuesta inmune son escasos, se ha
demostrado en peces que una dieta suplementada con Latilactobacillus sakei e inulina de
agave potencia la respuesta inmune innata y humoral. Ademas, inulinas de otras fuentes
vegetales muestran efectos antiinflamatorios e inmunorreguladores tanto locales
(intestinales) como sistémicos en modelos animales y humanos (Seifert & Watzl, 2007). Mas
recientemente, se ha observado que los productos de fermentacion de la inulina de achicoria
modulan la respuesta de células dendriticas y linfocitos T in vitro, incluso bajo condiciones

proinflamatorias de tipo Th2 (Akkerman et al., 2021).
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1.9 Actividad anti-alérgica de algunos fructanos

Diversos fructanos han mostrado efectos anti-alérgicos en modelos experimentales y en
ensayos clinicos, lo que sustenta el interés por su uso como compuestos preventivos o
terapéuticos frente a enfermedades atdpicas. En humanos, una mezcla de oligosacaridos
prebioticos (GOS/FOS) redujo la incidencia de DA en lactantes de alto riesgo durante los
primeros meses de vida, evidenciando que la manipulacion temprana de la microbiota
intestinal puede modular la apariciéon de manifestaciones alérgicas (Moro et al., 2006).
Estudios preclinicos recientes confirman y amplian estos hallazgos: la administracion oral
combinada de un fructano de cadena corta (1-kestosa) y uno de cadena larga (inulina) redujo
la gravedad de un modelo murino de alergia alimentaria, suprimié aumentos de IgE
especificos y moduld la expresion de citocinas Th2 (por ejemplo IL-4), ademads de alterar
favorablemente la composiciéon microbiana y aumentar AGCCs (Takahashi et al., 2023).
Revisiones y metaanalisis sobre mecanismos de los prebidticos muestran que fructanos e
hidrolizados afines inducen respuestas mas tolerogénicas (mayor IL-10, Treg, galectina-9) y
reducen respuestas Th2, lo que explica en parte los efectos protectores observados en atopia
(Brosseau et al., 2019; Roberfroid, 2007). Por otro lado, aunque la inulina de achicoria es la
mas estudiada en humanos y modelos animales, y recientemente ha mostrado actividad
inmunomoduladora en modelos experimentales de DA (Kim et al 2020; Kang et al., 2023), no
existe, hasta la fecha, evidencia publicada que evalle directamente la inulina extraida de
Agave tequilana Weber var. azul en modelos de DA humana o animal. Esto es relevante
porgue la inulina de agave presenta diferencias estructurales (grado de polimerizacion y
ramificacion) que podrian modificar su fermentacién y sus efectos inmunoldégicos, y ademas
el agave tiene una gran importancia agroeconémica en México, siendo fuente local accesible
de fructanos con potencial valor nutracéutico (Alvarez-Chavez et al., 2021; Holscher et al.,
2015). En conjunto, la evidencia sugiere que los fructanos pueden ejercer efectos anti-
alérgicos mediando la modulacion del eje microbiota-inmune; sin embargo, existe una brecha
de conocimiento especifica sobre la actividad anti-alérgica de la inulina de agave azul, lo que

justifica investigar su potencial en modelos experimentales de DA.
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2.

Justificacion

Debido a que ha sido demostrado el efecto prebidtico y la actividad inmuno-moduladora de
la IAA, v a que la DA es una patologia alérgica que se asocia con disbiosis intestinal y una
respuesta inmune alterada, la administracion via oral de la IAA podria tener un efecto

favorable sobre la DA experimental
Hipdtesis
La IAA tiene un efecto regulador sobre la respuesta inmune alérgica y protector del dafio en

la barrera cutanea en la DA experimental.

Objetivo general

Estudiar el efecto de la administracion via oral de la IAA en un modelo preclinico de DA.

5. Objetivos particulares

1. Analizar diferentes inulinas comerciales de agave azul in vitro para seleccionar

aquella con mayor capacidad prebidtica.

En animales con DA y tratados con IAA, evaluar:

2. Los signos clinicos asociados a la patologia

3. Los niveles de IgE sistémica vy la infiltracion de células inflamatorias en tejido
lesionado

4. Los perfiles de citocinas y las poblaciones linfocitarias predominantes en tejido
lesional

5. La integridad de la barrera cutanea
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6. La microbiota cutanea y fecal

6. Metodologia

6.1 Inulinas de agave azul

En este estudio de utilizaron 4 |AA de diferentes marcas comerciales y obtenidas en diferentes

regiones geograficas de México: IAA1y IAA2 de Zapopan, Jalisco; IAA3 de Guadalajara, Jalisco;

e IAA4 de Monclova, Coahuila. En la tabla 1 se muestra el porcentaje de los hidratos de

carbono y fibras que estaban presentes en las inulinas utilizadas en este trabajo, en base a la

informacion nutrimental descrita en las etiquetas comerciales. Ninguna de las inulinas

contenia proteinas, grasas o sodio. Ademads, en algunos ensayos se utilizd la inulina de

achicoria (lac) (Sigma, San Luis, Misuri, EUA).

Tabla 1. Composicion porcentual de las inulinas.

Nomenclatura 1AAl 1AA2 1AA3 I1AA4
Marca comercial Enature NBF Preventy Vizana
Hidratos de carbono 97% 97% 100% 95%
De los cuales:
Fibra 89% 89% 100% 89%
Azlcar 8% 8% Og 6%
Azlcares afiadidos 0% 0% NE 0%
Potasio NE NE 100mg NE
Calcio 11% de VNR NE NE NE

NE = No Especifica; VNR = Valor Nutricio de Referencias

6.2 Cepas bacterianas

Se realizaron estudios in vitro de crecimiento bacteriano, evaluando la actividad prebidtica de

las IAA sobre cepas de Lacticaseibacillus y Lactiplantibacillus: Lacticaseibacillus rhamnosus

(Hansen) Zeng et al. (ATCC 7469) y Lactiplantibacillus plantarum LP-115 (ATCC SD5209), cepas
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de LAB con propiedades probidticas bien documentadas in vivo e in vitro (Wang et al., 2024;
Shen et al., 2023) y Lactocaseibacillus rhamnosus LMO7 vy Lactiplantibacillus plantarum LM17,
dos cepas LAB aisladas de la fermentacién del agave (mezcal), a las que se le han descrito
propiedades antiinflamatorias en modelos experimentales (Hernandez-Delgado et al., 2021).
También se incluyd en el estudio una tercera cepa bacteriana aislada del agave:

Lactiplantibacillus plantarum LBH 1075 (Torres-Maravilla et al. 2016).

6.3 Cultivos bacterianos

Las bacterias Lactoplatibacillus y Lacticaseibacillus se cultivaron en condiciones de anaerobiosis
a 37°C. Se puso en crecimiento una alicuota de la bacteria en 30mL de medio MRS (Man-Rogosa
and Sharpe; BD Difco™, Franklin Lakes, Nueva Jersey, EUA) durante 6 horas a 37°C.
Posteriormente, se tomd 1mL de este medio ajustado a una densidad dptica de 0.05 a A de 600
nm (ODeoo), mediante lectura en un espectrofotometro UV/VIS, SmartSpect Plus
Spectrophotometer (Bio-Rad Hércules, Cal, EUA) y se llevd a 40mL de medio MRS. Las
condiciones de anaerobiosis se llevaron a cabo por desplazamiento de oxigeno con gas

nitrogeno en frascos tapados herméticamente.

Para desarrollar el ensayo se trabajoé con medio MRS comercial marca Difco (grupo Glu
C), y se preparo medio MRS sustituyendo la glucosa por cada una de las inulinas anteriormente
mencionados (grupos IAA1, IAA2, IAA3, IAA4, lac) (Tabla 2). Se utilizé un medio formulado con

glucosa como control positivo (grupo Glu) y un medio sin glucosa como control negativo (Glu -

).

g/L? MRS comercial MRS MRS

Difco™ Formulado formulado con inulinas
Proteasa peptona No. 3 10 10 10
Extracto de carne 10 10 10
Extracto de lavadura 5 5 5
Glucosa 20 20 -
Inulina - - 20
Fosfato dipotdsico 2 2 2
(K2HPO4)
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Acetato de sodio 5 5 5
(C2H3NaO)

Citrato de amonio 2 2 2
(NH4)3 (CeHs07)

Sulfato de Magnesio 0.1 0.1 0.1
(MgS0a)

Sulfato de manganeso 0.05 0.05 0.05
(MnSO4)

Polisorbato 80 1 1 1

pH 6.5+0.2 6.5+0.2 6.5+0.2

Tabla 2. Composicion de los diferentes medios MRS.
6.4 Analisis de crecimiento bacteriano por espectrofotometria

El crecimiento de las bacterias se evalué mediante lecturas en un espectrofotémetro
UV/VIS, SmartSpect Plus Spectrophotometer (Bio-Rad Hércules, Cal, EUA). Para establecer
la curva de crecimiento de las cinco bacterias se tomaron lecturas a ODgoo manualmente
cada hora desde las 0 hasta las 20 horas post-inoculacion y de esta curva se establecio la
fase exponencial de crecimiento de cada cepa bacterianay los tiempos en los que se harian
las lecturas al utilizar las diferentes inulinas. Todos los ensayos se realizaron en triplicado,
representando el promedio de las lecturas tomadas cada dos horas por empezando a
medir desde la hora 6 hasta la 16 ya que fue la fase exponencial detectada en los ensayos

de estandarizacién (anexo).

Al término de cada ensayo se midio el pH del medio de cultivo usando un potenciémetro
Orion 3 star ph benchtop (anexo). El pH del medio de crecimiento de la bacteria sin
carbohidratos (MRS sin suplementar) se utilizd como control negativo. Se calculé el cambio

de pH de los medios tras 16 horas de crecimiento con la siguiente formula: A pH = pH inicial

—pH final.

Se calculd la tasa de crecimiento (u, h') y el tiempo de generacion (t, min) con las
siguientes formulas

_ InN—InNo ¢ = 2
T H

Donde:

No = DO inicial

N = DO final

36



T = tiempo transcurrido entre Noy N

Al término de estos ensayos se hicieron dos mas con la misma metodologia y caracteristicas ya
mencionadas anteriormente en donde se puso a crecer Unicamente a L. rhamnosus (Hansen) y L.
plantarum LP-115 en medio MRS comercial adicionado con la IAA1 en diferentes concentraciones
(0.02,0.2, 2y 20g/L). En donde también se analizd el crecimiento bacteriano, tasa de crecimiento

bacteriano y tiempo de generacién.

6.5 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho (80g) de aproximadamente 3 semanas de edad recién destetadas
obtenidas del bioterio de la Universidad Autonoma de Aguascalientes. Las ratas se mantuvieron
en condiciones controladas de temperatura (22—24°C) e iluminacion (ciclo de 12 h) y se
alimentaron con Rodent Laboratory Chow 5001 (Purina, Ciudad de México, México) y agua
purificada ad libitum. Se les administré un tratamiento desparasitante con Febantel 1.5% vy
Pamoato de Pirantel 1.44% (prantel puppy; PiSA, Guadalajara, Jalisco) a una concentracién de
1mL/kg de peso del animal via oral y posteriormente se dejaron en descanso una semana para el
inicio del protocolo experimental. Todos los experimentos se realizaron con estricto apego a las
normas éticas establecidas por el Comité Institucional de Uso y Cuidado de los Animales (Oficio de

aprobacién: INV 012/2023).

6.6 Protocolo de Induccién de Dermatitis Atopica Experimental

Para las lesiones de tipo DA se generd una reaccion cutdnea en la oreja de la rata inducida por
aplicaciones repetidas de 2,4-dinitroclorobenceno (DNCB; Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) después
de una sensibilizacién sistémica. Los animales fueron sensibilizados el dia 0, con una inyeccion
intramuscular de 10 pg de dinitrofenil-albUmina sérica bovina (DNP-BSA; SIGMA-ALDRICH, Co., St.
Louis) preparada en un vehiculo de 7.8mg de hidroxido de aluminio (Al (OH)s; Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA.) disuelto en 1mL de solucién salina. Simultdneamente, y como adyuvante, se

inyectd por via subcutanea 0.5mL de vacuna DPT (Bordetella pertussis inactivada 4Ul, Toxoide
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diftérico 30Ul, Toxoide tetdnico 60Ul, DIPERTIX; Biofarma, Bandung, Indonesia). Los dias 14, 16,
18, 20, 22 y 36 los animales fueron sensibilizados con una aplicacién tépica de 60ulL de DNCB al
1.5% p/v preparado en un vehiculo de acetona-aceite de oliva (A-OO) (4:1) para ambos lados del
I6bulo de la oreja derecha de las ratas. Al grupo de control solo se le inyectaron adyuvantes y se

le aplicd tépicamente la solucion A-OO.

6.7 Disefio experimental

Las ratas se asignaron aleatoriamente a seis grupos diferentes (12 ratas por grupo): control, no
sensibilizadas; DA, sensibilizadas con DNCB; IAAQ.1, sensibilizadas con DNCB y tratadas con IAA a
0.1g/kg; IAA1, sensibilizadas con DNCB vy tratadas con IAA a 1g/kg; IAAS, sensibilizadas con DNCB
y tratadas con IAA a 5g/kg. Los tratamientos se administraron via oral disueltos en agua purificada
y al grupo control y DNCB uUnicamente se le administré agua purificada, utilizando un catéter
esofagico, diariamente, una vez al dia los dias 24 al 36. La IAA utilizada para este ensayo fue la

IAAL.

6.8 Peso de los animales

Los animales fueron pesados diariamente en una balanza granataria OHAUS para poder
administrar el tratamiento respecto al peso. Los valores obtenidos en los dias O, 7, 14, 22, 28 y
36 se registraron y graficaron para monitorear su evolucion y evaluar diferencias derivadas de

los tratamientos.

6.9 Evaluacién del grosor de las orejas

Se midio tres veces el grosor de las orejas derecha (OD) e izquierda (Ol) de cada rata justo a la
mitad de ésta, con la ayuda de un vernier digital (POWERFIX), los dias 0, 7 y 28 se hizo a un solo
tiempo y los dias 14, 22 y 36 alas 0, 1, 6 y 24h después de la aplicacién de DNCB. El incremento

de grosor se calculd mediante la férmula = grosor OD- grosor Ol.

6.10 Evaluacion de los eventos de rascado
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Las ratas se colocaron en cajas de metacrilato (14cm x 24cm x 26cm; ancho x profundo x alto)
posicionando un espejo en la parte de atras para tener una visiéon completa de los animales y se
grabaron por 10 minutos una vez que los animales se habian recuperado de la anestesia. Se
contabilizaron los eventos de rascado, definiéndose como un evento de rascado la serie de 1 o
mas movimientos de la pata trasera dirigida al sitio de aplicacion hasta que se la lame o se coloca
nuevamente sobre la superficie de la urna (Nojima & Carstens 2003; Mufioz et al., 2017 CITA). Los
eventos de rascado fueron contabilizados por tres investigadores ciegos al grupo al que pertenecia

cada animal.

6.11 Obtencidon de muestras

El dia 36 (figura 5), a la hora de la aplicacion de DNCB, se sacrificaron aleatoriamente 4 ratas de
cada grupo. Se obtuvo 1mL de sangre de la vena caudal para la separacion de suero, en donde
la sangre extraida se dejo coagular, se separd el coagulo del tubo, se centrifugd 15 min a 1000
xg, se recolectod el suero y se hicieron alicuotas que se mantuvieron a -80 °C hasta su uso para
la cuantificacion de histamina. Finalmente, la rata se sacrificd por sobredosis de sevofluorano
inhalado. Se extirparon las dos orejas desde la base y se extrajeron porciones idénticas de la
mitad de las orejas con un sacabocados y se pesaron en una balanza analitica (Precisa, Suiza),
para calcular el edema como el incremento del peso de la OD con respecto a la Ol, es decir peso

OD-Ol. Posteriormente, el tejido se procesd para cuantificar histamina.

Ocho ratas de cada grupo se utilizaron para medir el grosor de la oreja (a 0, 1, 6 y 24 horas) y
los eventos de rascado. Pasadas las 24h de la Ultima aplicacién de DNCB el dia 36 y justo
después de haber registrado la ultima medicidn del grosor de la oreja se tomd muestra de
sangre de los animales para cuantificar posteriormente IgE total en suero y se sacrificaron las
ratas con sobredosis de sevofluorano inhalado. De 4 ratas aleatorias se obtuvo muestras de
contenido fecal para la extraccion de DNA y de las otras 4 ratas se extrajeron los nddulos

linfaticos mesentéricos (NLM) para la extraccion de RNA. De las 12 ratas de cada grupo se
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extirpo el bazo de cada animal para obtener su peso y posteriormente descartar el érgano. Se

representd peso del bazo/peso del animal (Kim et al., 2020)

Las muestras de oreja fueron destinadas para cuatro técnicas para lo cual de las 8 ratas se
seleccionaron aleatoriamente 4 en donde la parte superior de la oreja fue destinada para
histologia y la parte media junto con la porcion que se pesd y la parte inferior para western
blot. Para las otras 4 ratas la parte superior en conjunto con una aparte media se destind a
extraccion de DNA y la parte media restante en conjunto con la porcién que se pesoy la parte

inferior se destind a extraccion de RNA (figura 6).
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Figura 5. Diagrama esquematico del protocolo de induccion de dermatitis atopica experimental y obtencién de muestras
(C: Cutdnea, SC: Subcutanea, IM: Intramuscular, A-AO: Acetona-Aceite de Oliva; NLM: nédulos linfaticos mesentéricos,

H&E: Hematoxilina y Eosina, H&EB: Hematoxilina y eritrosina B)
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Figura 6. Secciones realizadas en las orejas extirpadas de los animales a las 24 horas de la aplicacién del DNCB
6.12 Evaluacidn del grosor de las orejas

Se midio tres veces el grosor de las derecha e izquierda de cada rata justo a la mitad de ésta, con
la ayuda de un vernier digital (POWERFIX), los dias 0, 7 y 28 se hizo a las Oh y los dias 14, 22 y 36 a
las 0, 1, 6y 24h después de la aplicacion de DNCB. El incremento de grosor se calculd mediante la

formula = grosor OD- grosor Ol.

6.13 Evaluacién de los eventos de rascado

Las ratas se colocaron en cajas de metacrilato (14cm x 24cm x 26cm; ancho x profundo x alto)
posicionando un espejo en la parte de atrds para tener una visiéon completa de los animales y se
grabaron por 10 minutos una vez que los animales se habian recuperado de la anestesia. Se
contabilizaron los eventos de rascado, definiéndose como un evento de rascado la serie de 1 o
mas movimientos de la pata trasera dirigida al sitio de aplicacién hasta que se la lame o se coloca
nuevamente sobre la superficie de la urna (Nojima & Carstens 2003; Mufioz et al., 2017). Los
eventos de rascado fueron contabilizados por tres investigadores ciegos al grupo al que pertenecia

cada animal.

6.14 Preparacién de muestras para histologia

Un fragmento de aproximadamente 1cm de la parte superior de la oreja de cada animal se fijo en

formalina neutra, sumergiendo el tejido en un volumen 3 veces mayor a la cantidad de la muestra
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durante un minimo de 48 horas. Posteriormente, el tejido se deshidratdé sumergiéndolo en
soluciones crecientes de alcohol (70%, 80%, 96% y 100%) para remover el fijador y el agua, que de
manera gradual se reemplazé por alcohol. El agua se tuvo que quitar ya que el agua y la parafina no
son miscibles. Después se llevd a cabo el aclaramiento de la muestra con xilol, con la finalidad de
extraer el agente deshidratante del tejido y posteriormente sustituirlo por una sustancia miscible
como lo es la parafina. Se hizo la infiltracién con parafina, y el tejido se incluyd en el interior de un

blogue de parafina y finalmente se realizaron los cortes de 5um con ayuda de microtomo rotatorio.

6.15 Técnicas histoquimicas.

Se hicieron tres tinciones, azul de toluidina (AT) con el objetivo de identificar mastocitos,
hematoxilina y eritrosina B (H&EB) para identificar eosindfilos y hematoxilina y eosina (H&E) para

para medir el grosor de epidermis.

6.15.1 Azul de toluidina
Para llevar a cabo la tincidon con AT, primeramente, las laminillas con los tejidos se desparafinaron
sumergiendo durante 5 minutos en 4 bafios de xilol, 2 bafios de etanol al 100% y 2 bafios de etanol
al 95%. Se enjuagd con agua corriente dos veces durante 5 minutos, se colocaron en una solucion
de azul de toluidina (0.015 M en 0.2 M de 4cido citrico) durante 10 minutos, se enjuagd el exceso
de colorante en agua corriente, y se deshidrataron los tejidos enjuagando las laminillas en etanol
95% y etanol 100% y posteriormente se colocaron 3 minutos en dos bafios de xilol y finalmente las
laminillas fueron montadas utilizando una resina sintética llamada Entellan (MERCK, Darmstadt,
Alemania) se dejo secar 24 horas para que la preparacion histolégica estuviera lista para manipularla

sin que se dafie el tejido

6.15.2 Hematoxilina y eritrosina B
Para llevar a cabo la tincién con H&EB se hizo un tren de tincion en donde las laminillas con el tejido

se sumergieron en 4 bafios de xilol durante un minuto, para la hidratacién del tejido y
posteriormente dos bafios de etanol al 100%, 3 de etanol 96% y uno de agua destilada durante 1

minuto. Las laminillas se colocaron en hematoxilina de Harris durante 8 segundos, después en 2
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bafios de agua corriente de 1 minuto para eliminar el exceso de colorante, 1 minuto en carbonado
de litio (Li,CO3) al 1%, 1 minuto en agua corriente, 1 minuto en etanol al 96% y 1h en eritrosina B
(Anexo). Para la deshidratacion del tejido, se realizaron 3 bafios de etanol al 96% y 2 bafios de etanol
al100%. Para la acjlaracion del tejido se llevaron a cabo 3 bafios de xilol al 100% vy finalmente las

laminillas fueron montadas con Entellan (MERCK, Darmstadt, Alemania).

6.15.3 Tincion de H&E

Para la tincion de H&E, las laminillas con los tejidos se desparafinaron sumergiendo durante 1
minuto en 4 bafios de xilol, se hidrataron en 2 bafios de 1min en alcohol al 100%, dos en alcohol al
96% y 1min en agua destilada. Se tifid con hematoxilina (4 cambios de 50”), después se dieron dos
lavados de Imin en agua corriente. En seguida las laminillas se sumergieron en una soluciéon saturada
de Carbonato de Litio durante 1min, se dio un lavado en agua corriente, después 1min en Alcohol
al 96%, 15” en Eosina, en seguida se deshidrataron los tejidos con contracciones crecientes de
alcohol etilico (3 cambios de 1min de alcohol al 96% y 2 cambios al 100%), se hizo el aclaramiento
con xilol (3 cambios de 1 min) y por ultimo las laminillas fueron montadas utilizando una resina

sintética llamada Entellan (MERCK, Darmstadt, Alemania).

6.16 Conteo de mastocitos

Para el recuento de mastocitos se seleccionaron al azar 3 ratas por grupo y 3 cortes por cada rata
en donde se tomaron 3 fotos por corte: una de la parte superior, otra de la central y otra de la parte
inferior del tejido. Se marco un area de 40,000um? en donde se contabilizaron los mastocitos,
mismo que fue realizado por dos personas ajenas a los grupos de animales a los que pertenecian
las muestras. Para la toma de fotografias y delimitacion de drea se utilizé un microscopio BA310
(Motic, Hong Kong) con un aumento de 400X y con una cdmara acoplada al microscopio C-B10

(OPTIKA, Italia) y el programa LITEVIEW.

6.17 Conteo de eosindfilos

Para el recuento de eosindfilos se seleccionaron al azar 3 ratas por grupo y 3 cortes por cada rata.

Utilizando un microscopio BA310 (Motic, Hong Kong) y un aumento de 400x, se fueron tomando
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fotos con la camara C-B10 (OPTIKA, Italia) al tejido por secciones hasta completar toda la seccién.

Se contabilizaron los eosindfilos en la dermis de cada seccién histoldgica completa.

6.18 Medicién de grosor de epidermis

Para la medicion del grosor de la epidermis se seleccionaron al azar 3 ratas por grupo y 3 cortes por
cada rata en donde se tomaron 6 fotos por corte: dos fotos de la parte superior, dos de la central y
dos de la parte inferior del tejido, tanto de la epidermis del lado izquierdo al cartilago como de la
del lado derecho (Figura 7), y en cada una de esas fotos se hicieron 3 mediciones (Figura 8) del
grosor de la epidermis (parte superior, central e inferior de la foto). Para la toma de fotografias se
utilizé un microscopio BA310 (Motic, Hong Kong) con una camara C-B10 (OPTIKA, ltalia) acoplada y

con ayuda del programa LITEVIEW. La medicion del grosor de la epidermis se realizé por dos

personas que desconocian el grupo al que pertenecia la rata cuya epidermis se estaba midiendo.

Cartilago
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Figura 7. Corte de oreja completa con cada una de las secciones en donde se tomé fotografia.
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Figura 8. Mediciones realizadas en cada una de las fotos tomadas
6.19 Analisis de la expresién de filagrina e involucrina en tejido lesionado

El dia 37, es decir 24h después de haber aplicado el DNCB, se extirpd la OD y se tomd un
fragmento el cudl se almaceno a -80°C. Para hacer la extraccion de proteinas de la oreja se
colocé el tejido (0.1 - 0.3g) en un mortero, se agregd nitrogeno liquido hasta sumergir y
triturar (este procedimiento se repitid 5 veces), se re suspendid en 500uL de PBS vy se
centrifugd a 417x g por 5 minutos a 4°C, el sobrenadante se desechd vy el pellet se re
suspendié en 300puL de solucién de lisis RIPA (NaCl 150mM, Tritén X-100 al 1%, Acido
desoxicdlico al 0.5%, SDS al 0.1% y Tris 50mM) adicionado con inhibidores de proteasas
1:100 (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos), se agitd por 45 minutos a 4°C,
posteriormente se centrifugaron las muestras a 16,435x g por 20 minutos y el
sobrenadante se recuperd para hacer alicuotas de 20puL c/u las cuales se almacenaron a -
20°C. Se hizo la cuantificacion de proteinas por el método de Bradford, se prepararon las
muestras afiadiendo Buffer Laemli a 50ug de proteina total y se calentaron durante 5
minutos a 95°C para la identificacién de involucrina y durante 10 minutos para las muestras

gue se utilizaran en la identificacion de filagrina mediante western blot.
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6.20 Western Blot

Para la identificaciéon de proteinas filagrina e involucrina, se prepard un gel SDS-PAGE
(anexo) al 16% para hacer una electroforesis en donde se cargaron 50ug de las muestras
mencionadas anteriormente, y separaron las proteinas aplicando una corriente de 100
volts durante 2 horas. Posteriormente, se realizd una transferencia de las proteinas del gel
a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Merck Millipore, Darmstadt,
Alemania) bajo una corriente de 100 miliamperes durante 2 horas. Para identificar y
cuantificar las proteinas de interés se bloqued la membrana con leche (leche en polvo
desnatada) al 5% preparada en TBS (Tris 20mM, NaCl 137mM, pH = 7.4) por 3 horas y en
seguida se incubd toda la noche con el anticuerpo primario anti-filagrina FLG GTX37695
1:500 (Gene Tex, Irvine, California, Estados Unidos), anti-involucrina Ab14504 1:500
(Abcam, Cambridge, Reino Unido) o anti-GAPDH G9545 1:20,000 (SIGMA, San Luis, Misuri,
Estados Unidos) el cual se diluyd en TBS al 5% en leche y se mantuvo en agitacién a 4°C,
durante toda la noche. Al dia siguiente se dieron 2 lavados de 5 minutos cada uno con TBS-
TWEEN al 0.1% (TTBS) y se incubd con el anticuerpo secundario conjugado con HRP anti
rabbit 1gG A0545 1:5000 (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos) para filagrina y
anti-mouse 1gG 1:5000 para involucrina (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos) durante 2 horas a temperatura ambiente. Pasado el
tiempo se realizaron 2 lavados de 15 minutos cada unoy 5 de 5 minutos cada uno con TTBS.
En seguida la membrana se colocd enun acetatoy se le agregd luminoly perdxido utilizando
el kit Clarity Western ECL Substrate (BIO-RAD, Hercules, California, Estados Unidos) y
finalmente se reveld la membrana en un equipo MicroChemi 4.2 (DNR Bio-Imaging System,

Jerusalén, Israel).

6.21 Purificacién de DNA del tejido cutaneo y cuantificacién de S. aureus y S. epidermidis

El dia 37, es decir 24h después de haber aplicado el DNCB, se extirpd la oreja derecha
y se tomo un fragmento el cual se almaceno a -80°C en DNA/RNA shield (Zymo research,
Irvine, CA, Estados Unidos). Para hacer la cuantificacion de S. aureus y S. epidermidis
se hizo el aislamiento de DNA utilizando el kit Zymo QuickDNA fungal bacterial D6005
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(Zymo research). Para conocer la concentracion de DNA se cuantificé en un NanoDrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), y se considerd
una relacion de Abs260/280 mayor a 1.8 como adecuada para la calidad de DNA.
Después se realizd una PCR entiempo real con 50 ng de DNAy 0.5 uM de cada oligo para
FemA de S. aureus (FemA-SA) y de S. epidermidis (FemA-SE) en 1 uL en volumen (tabla 3)

y con el buffer Maxima SYBR Green/ROX k0221 (Thermo Fisher Scientific) en el equipo
StepOne (Applied Biosystems, California, Estados Unidos), a un volumen final de 10 pL. Las
condiciones de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial 95°C por 3 min, 40 ciclos
de 95°C por 30's, 60°C por 30s, y 72°C por 3 min. Se hizo la cuantificacion absoluta en 50
ng de DNA total y el nimero de copias del gen se determiné con las curvas estandar de
pTZ57R- FemA-SA y pTZ57R-FemA-SE, se graficd el valor de Ct obtenido para cada
concentracion de estandary con la ecuacion de la recta obtenida se interpolaron los valores

de Ct de cada muestra.

Tabla 3. Secuencias de oligonucleétidos para la evaluacién de la microbiota cutdnea.

Microorganismo Oligonucleétido Referencia
S, epidermidis fernA Fw: CAACTCGATGCAAATCAGCAA (Chung et al., 2016;
Rv: GAACCGCATAGCTCCCTGC Jiménez et al., 2020)
Fw: TGCCTTTACAGATAGCATGCCA (Chung et al., 2016;

S. aureus femA

Rv: AGTAAGTAAGCAAGCTGCAATGACC | Jiménez et al., 2020)

6.22 Cuantificacion de Histamina sérica

El dia 36, una hora después de haber aplicado el DNCB, se extrajo 1mL de sangre de 4
ratas por grupo, muestra que se utilizod para desarrollar un ELISA cuantitativo competitivo
comercial (MBS732202, Mybiosource, San Diego, Estados Unidos) y medir la cantidad de
histamina en el suero.

Para desarrollar el ELISA se afiadieron a los pozos 100 uL de los estandares (0, 2.5, 5, 10,
25 y 50ng/mL) o de cada una de las muestras o 100 pL de PBS para el blanco de
cromogeno. Después se agregd 50ul del conjugado (histamina marcada con HRP) a cada

pozo a excepcion del blanco, se mezcld bien el contenido de cada pozo, se cubrid la placa
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para evitar la luz y se incubd a 37°C durante 1h. Pasada la hora se retird el contenido de
cada pozo vy se llend cada pozo con solucidon de lavado durante 10 segundos vy se retird la
solucién invirtiendo la placa y dando pequefios golpes en una toalla absorbente para
retirar por completo el liquido. Este procedimiento se repitid 5 veces para llevar a cabo 5
lavados. Posteriormente se agregaron 50ul de sustrato A (peroxidasa) y sustrato B (3, 3/,
5, 5'-tetrametilbencidina, TMB) incluido el pozo del blanco, se volvid a cubrir la placay se
incubd a 37°C durante 20 minutos. Al pasar este tiempo se agregd 50uL de solucién de
paro (solucién acida proporcionada en el kit) incluyendo el pozo del blanco e
inmediatamente después se leyd la densidad dptica a una longitud de onda de 450nm
utilizando un espectrofotémetro para placas iMark Microplate reader (BIO RAD, Hercules,
California, Estados Unidos). Los datos se reportaron como ng/mL de histamina. La curva

utilizada se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Curva con los estandares de histamina.
6.23 Cuantificacién de Histamina en tejido de oreja

El dia 36, una hora después de haber aplicado el DNCB, se extirp6 la oreja derecha y se

48



tomd un fragmento para mas adelante realizar un ELISA competitivo comercial
(Mybiosource, San Diego, Estados Unidos) explicado anteriormente y medir la cantidad
de histamina en el tejido. Para extraer la histamina del tejido, un fragmento del tejido
de la oreja derecha (0.05 - 0.1g) se colocé en un mortero y se agregd nitrégeno liquido
hasta sumergir y triturar (este procedimiento se repitié 4 veces). El triturado se re
suspendid en 500ulL de PBS y se realizaron 2 ciclos de congelacién — descongelacién en
nitrogeno liquido para romper membranas. La suspensién obtenida se centrifugd
durante 15 minutos a 22 xg, 4°C, posteriormente se colecté el sobrenadante y se
centrifugd nuevamente a 89 xg, 10 minutos, 4°C. Se colectd el sobrenadante vy se
hicieron alicuotas las cuales se almacenaron a -80°C hasta su posterior uso parael ELISA.
Los datos se reportaron como (ng/mL) de histamina / g de tejido y como (ng/mL) de
histamina / (ug/uL) proteina de la muestra. La cantidad total de proteina en la muestra

se cuantificd mediante el método de Bradford.

6.24 Cuantificacién de IgE sérica

Con el suero obtenido de 4 ratas / grupo 24 horas después de haber aplicado el
DNCB, se realizd un ELISA sandwich comercial utilizando un kit ab157736 (abcam,

Cambridge, Reino Unido) para medir la cantidad de IgE total en el suero.

Para desarrollar el ELISA se adicionaron 100uL de diluyente al pozo 2 de la curva, 100 plL

de estandar segun corresponda o 100uL de muestra en el pozo correspondiente, se

incubd durante 1h a temperatura ambiente y se protegié de la luz. Pasado el tiempo de

incubacion, se tird el contenido de cada uno de los pozos por aspiracion, después se dieron

4 lavados con el buffer de lavado, se cargaron 100uL del conjugado (anti-Igk unido a HRP)

en cada pozo excepto el blanco y se incubd nuevamente 1h protegiendo de la luz.

Posteriormente, se dieron 4 lavados mas, se agregaron 100uL de cromdégeno (TMB) y se

incubd por 10 minutos. Pasado el tiempo se adiciond la solucidn de paro (solucion acida

proporcionada por el kit) e inmediatamente se leyd la densidad éptica a una longitud de

onda de 450nm utilizando un espectrofotémetro para placas iMark Microplate reader
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(BIO RAD, Hercules, California, Estados Unidos). La curva utilizada se muestra en la figura

10.
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Figura 10. Curva estandar para cuantificar IgE total de rata

6.25 Andlisis de la expresion de factores de transcripcion y citocinas en tejido de oreja y

nddulos linfaticos mesentéricos (NLM)
El dia 37, es decir 24h después de haber aplicado el DNCB, se extirparon los NLM y
la oreja derecha y se tomé un fragmento el cual se almaceno a -80°C en DNA/RNA
Shield (Zymo Research). Se realizd extraccion de RNA total utilizando el kit Zymo Quick-
RNA MiniPrep (Zymo Research). Para conocer la concentracion de RNA se cuantificé en
un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), y se considerd una relacién de Abs260/280
mayor a 1.8 como adecuada para la calidad de RNA. A partir de 1 ug de RNA total se
realizé la sintesis de cDNA utilizando el Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific). Después se realizd una gqPCR en tiempo real empleando los siguientes

oligonucledtidos (Tabla 4):
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Tabla 4. Oligonucledtidos para la cuantificacion de factores reguladores de la transcripcidn y citocinas.

Factor de
transcripcion o
citocina

Secuencia

NUmero de acceso

Tbx21 (Thet)

Fw: TCCAAGTTCAACCAGCACCA
Rv: ATAAGCGGTTCCCTGGCATA

NM_001107043.1

Fw: AGAAGGCAGGGAGTGTGTGA

Rv: GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA

Gata3 Rv: TTAGCGTTCCTCCTCCAGAG NM_133293.1
Fw: GCAGCAACGGGAACAAGTAG
e Rv: GGGCTATACTCAAGGTGGCA NM_001427272.2
Fw: CGGGAGAGTTTCTCAAGCAC
G Rv: CACAGGTGGAGCTTTTGTCA L1 108250.1
Fw: CACCTTGCTGTCACCCTGTT
o Rv: ACATCTCGGTGCATGGAGTC " -
Fw: CGTGAAGGTCAACCTGAAAG
& 77 Rv: TCTATCAGGGTCCTCATTGC NM_(E 71
Fw: TGGCTCAGCACTGCTATGTT
§f Rv: TTGTCCAGCTGGTCCTTCTT NM_082854.2
Fw: GACTCTCCACCTGCAAGACCAT
Tgfb1s Rv: CGGGTGACTTCTTTGGCGTA M
Fw: GTCGTACCACTGGCATTGTG
Actb NM_031144.3

Cada reacciéon fue montada a un volumen final de 10 plL, que contenian los siguientes

componentes: 5 uL de buffer Maxima SYBR 2x Green/ROXk0221 (Thermo Scientific), 1 pL

de oligonucletido Fw (concentracion final de 0.5 uM), 1 pL de oligonucletido Rv

(concentracion final de 0.5 uM), 1 pL de cDNA (aprox. 50 ng de cDNA), 2 ulL de agua libre

de nucleasas. Las reacciones se montaron en el equipo StepOne (Applied Biosystems,

California, Estados Unidos). Las condiciones del termociclador fueron las siguientes:

desnaturalizacion inicial 95°C por 3 min, 40 ciclos de 95°C por 30 s y 60°C por 30s. Los

resultados fueron analizados por el método 222 (Schmittgen y Livak, 2008).




6.26 Purificacion de DNA de heces y cuantificacién de Bacillota, Pseudomonadota,
Bacteroidota y Actinomycetota

El dia 37, es decir 24 h después de haber aplicado el DNCB, se colectd un pellet de heces
de cuatro animales de cada grupo para cuantificar bacterias de los 4 principales filos
bacterianos a nivel intestinal en la rata (Liu et al. 2023). Para hacer la cuantificacién de
Bacillota, Bacteroidota, Pseudomonadota y Actinomycetota se hizo el aislamiento de
DNA utilizando el kit Zymo QuickDNA fungal bacterial (Zymo Research, Irvine, California,
Estados Unidos). Para conocer la concentracion de DNA secuantifico en un NanoDrop
2000 (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), y se considerd una
relacion de Abs260/280 mayor a 1.8 como adecuada para la calidad de DNA. Después se

realizé una PCR en tiempo real con 20 ng de DNA y empleando los siguientes

oligonucledtidos (Tabla 5):

Tabla 5. Secuencia de oligonucledtidos para la evaluacion de la microbiota fecal.

Filo

Oligonucledtido

Referencia

Bacillota

Fw: GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA
Rv: AGCTGACGACAACCATGCAC

Rizzardi et al., 2021

Bacteroidota

Fw: GGARCATGTGGTTTAATTCGATGAT
Rv: AGCTGACGACAACCATGCAG

Rizzardi et al., 2021

Pseudomonadota

Fw: CATGACGTTACCCGCAGAAGAAG
Rv: CTCTACGAGACTCAAGCTTGC

Murri et al., 2013

Actinomycetota

Fw: GADACYGCCGGGGTYAACT
Rv: TCWGCGATTACTAGCGAC

Pfeiffer et al., 2014

Cada reaccién fue montada a un volumen final de 10 plL, que contenian los siguientes

componentes: 5 pL de buffer Maxima SYBR 2x Green/ROXk0221 (Thermo Scientific), 1 pL

de oligonucletido Fw (concentracion final de 0.5 uM), 1 pL de oligonucletido Rv

(concentracién final de 0.5 uM), 1 pL de DNA (20 ng/ulL), 2 uL de agua libre de nucleasas.

Las reacciones se montaron en el equipo StepOne (Applied Biosystems, California, Estados

Unidos). Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial

95°C por 3 min, 40 ciclos de 95°C por 30 sy 60°C por 30s. Se hizo la cuantificacion absoluta

en 20 ng de DNA total y el nimero de copias del gen se determind con las curvas estandar
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establecidas (figura 12, 13, 14 y 15) con los plasmidos pGEM-Firmicutes, pGEM-
Bacteroidetes, pTZ57R-Actinobacterias y pTZ57R-Proteobacterias (Tesina Paz-Jiménez,
2024). Se graficé el valor de Ct obtenido para cada concentracion de estandar y con la
ecuacién de la recta obtenida se interpolaron los valores de Ct de cada muestra. Las curvas

utilizadas se muestran en las figuras 11, 12, 13y 14.
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Figura 11. Curva estandar de Bacillota.
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Figura 12. Curva estandar de Bacteroidota.
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Figura 13. Curva estandar de Pseudomonadota.
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Figura 14. Curva estandar de Actinomycetota.

6. 27 Analisis estadistico de los resultados

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando GraphPad Prism 8 (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA, EE. UU.) mediante ANOVA de una via al analizar una sola variable o de
dos vias cuando se analizaron dos variables independientes, con una prueba post-hoc
de Tukey para estudios multicomparativos entre grupos o post-hoc de Dunnett para
analisis multicomparativos respecto al grupo DA. Los resultados se expresaron como la
media * error estandar (SEM), estableciendo el valor de significancia en p<0.05. Para
los ensayos de crecimiento bacteriano in vitro diferentes letras indican diferencia

significativa entre los grupos. Para las graficas del tratamiento con IAA en un modelo

56



en rata de DA, la simbologia + hacen referencia a comparacién con el grupo Cy * con

el grupo DA

7. Resultados

7.1 Efecto prebidtico in vitro de las inulinas sobre diferentes LAB en condiciones de
anaerobiosis

Con el propdsito de establecer un punto de referencia para los ensayos con inulinas, se realizaron
curvas de crecimiento de las diferentes especies de lactobacilos en medio MRS comercial bajo
condiciones de anaerobiosis. Este analisis permitid identificar las fases de adaptacion (latencia),
crecimiento exponencial y fase estacionaria caracteristicas de cada cepa. Tal como se observa en la
Figura 15, la fase exponencial inici6 alrededor de las 6 horas tanto en las cepas de L. rhamnosus como
de L. plantarum. La determinacion de este parametro fue fundamental para el disefio experimental,
ya que a partir de este tiempo se definié el inicio de las mediciones en los ensayos con inulinas,
asegurando asi que la evaluacién del crecimiento bacteriano coincidiera con la fase de mayor

actividad metabdlica y division celular.

‘- —— L. rhamnosus Hansen

“' —=— L. rhamnosus LMQ7

’_ — L. plantarum LP-115
g —— L. plantarum LBH 1075

’*' —— L. plantarum LM17

01—

oF

Figura 15. Fases de crecimiento de los lactobacilos.

En cuanto al efecto de los azlcares sobre el crecimiento de L. rhamnosus (Hansen) y L. rhamnosus
LMO7 (Figura 16A, B), ambos mostraron un comportamiento similar. Después de 16 horas de

incubacion no se observaron diferencias relevantes en la biomasa generada entre el medio MRS
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comercial y el formulado. En ambos casos, la glucosa promovid el mayor crecimiento bacteriano.
Respecto al efecto de las inulinas, la que favorecid un crecimiento mas elevado a las 16 horas fue la
IAA1. Considerando como 100% la biomasa bacteriana obtenida en el medio MRS suplementado con
glucosa, la presencia de IAA1 permitié alcanzar un 65.6% del crecimiento para L. rhamnosus (Hansen)
y un 58.5% para L. rhamnosus LMO7. En cuanto a las otras inulinas, en L. rhamnosus (Hansen) la
biomasa final fue significativamente mayor con IAA2 e IAA4 en comparacion con IAA3, mientras que
en L. rhamnosus LMO7 el crecimiento con IAA2 fue superior al observado con IAA3 e IAA4. Finalmente,
la inulina lac no resulté un sustrato adecuado para el crecimiento de ambas cepas, ya que la biomasa

obtenida fue comparable a la del medio sin glucosa (control negativo).
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Figura 16. Crecimiento de L. rhamnosus (Hansen) (A) y L. rhamnosus LMO7 (B) con diferentes fuentes de carbono. Diferentes
letras indican diferencia significativa entre los grupos.

En relacion con el efecto de los azucares sobre el crecimiento de L. plantarum LP-115, L. plantarum
LM17 vy L. plantarum LBH 1075 (Figuras 17A, B, C), se observd que tras 16 horas de incubacién no
existieron diferencias significativas en la biomasa generada en los medios MRS comercial o
formulado. En ambos casos, cuando la fuente de carbono fue la glucosa, se registrd el mayor
crecimiento bacteriano. Respecto al efecto de las inulinas, la IAA1 fue la que promovid una mayor
produccion de biomasa a las 16 horas, con solo un 15%, 10.2% y 11.6% menos en comparacion con
los medios suplementados con glucosa (100%), para las cepas LP-115, LM17 y LBH1075,

respectivamente. En contraste, los cultivos en medios adicionados con IAA2, IAA3 e IAA4 mostraron
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en promedio un 37.3%, 41.5% y 43.8% menos de biomasa que la obtenida con IAAL. Por su parte,
la lac no actué como un sustrato adecuado para el crecimiento de las cepas de L. plantarum, ya que

la biomasa obtenida fue equivalente a la del medio sin glucosa (control negativo).

Figura 17. Crecimiento de L. plantarum LP-115 (A), LM17 (B) y LBH 1075 (C) con diferentes fuentes de carbono.

7.2 Efecto de las inulinas sobre la acidez del medio de crecimiento de diferentes LAB en

condiciones de anaerobiosis

En cuanto al pH de los medios tras 16 horas de incubacion, se observd que la mayor

acidificacion se produjo en presencia de glucosa para todas las cepas evaluadas. En el caso
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de L. rhamnosus (Hansen) y L. rhamnosus LMO7 cultivados en medios suplementados con
inulinas (Figuras 18A, B), el descenso mas pronunciado y significativo del pH se presentd en
el medio con IAAl. En contraste, el medio adicionado con lac no mostré cambios

significativos, presentando un comportamiento semejante al control negativo.
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Figura 18. Cambio de pH en el medio de crecimiento de L. rhamnosus (Hansen) (A) y LMO7 (B) después de 16 hrs de
inoculacion.

El mismo patrén se observd en el crecimiento de L. plantarum LP-115, L. plantarum LM17 y L. plantarum
LBH 1075 (Figuras 19A, B, C). En estas cepas, el medio suplementado con IAA1 presentd el mayor y mas
significativo descenso del pH. Por el contrario, los medios adicionados con lac no mostraron cambios

significativos, con un comportamiento comparable al medio sin glucosa.
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Figura 19. Cambio de pH en el medio de crecimiento de L. plantarum LP-115 (A), LM17 (B) y LBH 1075 (C) después de 16
hrs de inoculacién.

La Tabla 6 presenta la tasa de crecimiento y el tiempo de generacién para cada cepa en los
diferentes medios con fuentes de carbono. Se observé que los L. rhamnosus mostraron tasas de
crecimiento especificas significativamente mayores y tiempos de generacion mas cortos en el
medio suplementado con IAA1, en comparacién con el control negativo. En cuanto a las cepas de L.
plantarum, LP-115 y LBH1075 alcanzaron una mayor tasa de crecimiento y un menor tiempo de
generacion en presencia de IAA3, mientras que LM17 mostrd la mayor tasa de crecimiento con IAA2

y el menor tiempo de generacion con |AAL.

Tabla 6. Tasa de crecimiento y tiempo de generacién.

Tasa de crecimiento

L. rhamnosus Hansen L. rhamnosus LMO7 L. plantarum LP-115 L. plantarum LM17 L. plantarum LBH 1075

<
>
73
(@]

MRS Formulado

<
>
73
(@]

MRS Formulado

GluC 0.509 + 0.044 b 0.310+0.004 a 0.264 +£0.015a 0.335+0.064ab 0.334+0.040a
Glu 0.388+0.023 abc 0.323+0.009 a 0.368 £0.022 a 0.343+0.063ab 0.346+0.035a
1AA1 0.468 £ 0.009 ¢ 0.499+0.022 b 0.424+0.044 a 0.365+0.061ab 0.342+£0.038a
IAA2  0.462+0.016abc 0.312+0.012 a 0.378 £0.043 a 0.448 £0.137 a 0.389+0.050a
IAA3 0.388+0.035abc 0.268 +0.009 a d 0.444 +£0.043 a 0.333+0.058ab 0.440 +0.049 a
1AA4 0.305 +0.025a 0.379+0.016¢ 0.342+£0.040a 0.246+0.055a b 0.358+0.051 a

lac 0.342 £0.028 ac 0.238 +0.009 d 0.367 £0.065 a 0.000 £ 0.000 b 0.322+0.115a
Glu - 0.306 £0.027 a 0.268 £ 0.003 a 0.358 £0.059 a 0.302+0.102ab 0.388+0.121a

Tiempo de generacién
L. rhamnosus Hansen L. rhamnosus LMO7 L. plantarum LP-115 L. plantarum LM17 L. plantarum LBH 1075

GluC 82.98 +7.466 a 134.0+1.963 a 158.6 + 8.895 a 136.2+32.10 a 1279+13.88a
Glu 107.9+6.826ab 128.7+3.805abc 113.8+6.5152a 131.9+29.39a 122.4+11.34a
IAA1 88.95+1.890a 83.72+3.920 b 100.0+9.719 a 122.3+52.93a 1244+13.11a
1AA2 97.89+3.702ab 133.6+5.771ac 112.8+11.95a 124.8+52.93 a 110.5+1391a
IAA3 1089 +10.05ab 155.4+5.558cd 95.31+9.175a 134.5+28.08 a 96.61+£10.42 a
1AA4 1383+11.71b 110.0+5.136 ¢ 1245+13.28 a 193.1+54.48 a 121.3+18.00a

lac 123+10.01ab 175.0+7.311d 121.8+24.75a 0.000+£0.000 a 207.3+111.2a
Glu - 138.1+12.63b 155.1+1.725ad 1229+21.02a 208.2+105.0a 147.2 +65.04 a

Tal como se indicé en la metodologia, se realizaron ensayos adicionales con L.
rhamnosus (Hansen) y L. plantarum LP-115 en medio MRS comercial suplementado

con diferentes concentraciones de IAA1 (0.02, 0.2, 2y 20 g/L), dado que esta inulina
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promovié el mayor crecimiento bacteriano al utilizarse como Unica fuente de
carbono. Los resultados mostraron que, tras 16 horas de incubacion, no existieron
diferencias significativas en la biomasa generada entre las distintas concentraciones
de IAA1 y el medio MRS sin suplementar, observandose un crecimiento similar en

todos los casos (Figuras 20A, B).
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MRS +0.2 g/L 1AA1
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MRS + 2 g/L IAA1
MRS + 20 g/L IAA1 *'
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sin glucosa

"Bl T e § %

Figura 20. Crecimiento de L. rhamnosus (Hansen) (A) y L. plantarum LP-115 (B) en medio MRS adicionado con IAA1.

Finalmente, al analizar los pardmetros de crecimiento, se encontrd que L. rhamnosus (Hansen)
presentd la mayor tasa de crecimiento bacteriano y el menor tiempo de generacién cuando el medio
fue suplementado con 0.02 g/L de IAA1. En contraste, L. plantarum LP-115 alcanzé sus valores mas
altos de tasa de crecimiento y menores tiempos de generacién cuando el medio fue suplementado

con 2 g/L de IAA1 (tabla 7).

Tabla 7. Tasa de crecimiento y tiempo de generacion de L. rhamnosus (Hansen) y L. plantarum LP-115 en medio MRS
comercial suplementado con IAA 1 a diferentes concentraciones.

Tasa de crecimiento
L. rhamnosus Hansen L. plantarum LP-115

MRS 0.363 £0.008 a 0.293+£0.017 a

: 0.02 g/L 0.485+£0.018 b 0.296£0.010 a

<:’: 0.2g/L 0.306 £0.002 a 0.296+£0.011 a

o) 2g/L 0.356+£0.012 a 0.377 £0.026 a

= 20g/L 0.37+£0.023 a 0.234+£0.011a
sin glucosa 0+0c¢ 0+0b

Tiempo de generaciéon
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L. rhamnosus Hansen L. plantarum LP-115

MRS 114.7 +2.835a 142.6 +8.827 a
~  0.02g/L 85.96 +3.373 b 140.6 +5.145 3
% 0.2g/L 135.6 +0.951 ¢ 140.9+5.69 a
! 2g/L 117.1+4.034 a 111.3+8.351ab
= 20¢g/L 113.3+7.201a 178.4 +8.846 a
sin glucosa 0+0d 0+0c

7.3 Efecto de la IAA administrada via oral sobre los signos clinicos de la DA experimental

En relacidon con el peso de los animales, no se observaron diferencias significativas entre los grupos
experimentales, lo que indica que los tratamientos administrados no influyeron en este parametro

(Figura 21).

Control

DA

”' Cetirizina 0.2mg/Kg
IAA 0.1g/Kg

IAA 1g/Kg

IAA 5g/Kg

' ¢

3
ot 4

Figura 21. Peso de los animales los dias 7, 14, 22, 28 y 36 del protocolo de induccidon de DA experimental.

Respecto al grosor de la OD en comparacién con Ol, empleado como indicador del proceso
inflamatorio inducido por DNCB, no se encontraron diferencias entre los seis grupos experimentales
en el dia 7, es decir, una semana después de la sensibilizacién (Figura 22A). Sin embargo, en el dia
14, tras la primera sensibilizacion topica (Figura 22B), se evidencié un incremento en el grosor de
las orejas en los animales con DA respecto al grupo control, particularmente a la hora de haber

aplicado el alérgeno. De manera interesante, los grupos destinados a recibir IAAa 1 g/Kgy 5 g/Kg
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mostraron un proceso inflamatorio ligeramente mayor al del grupo DA en ese mismo tiempo. Es

importante remarcarque aun no se habia iniciado la administracién del tratamiento.

En el dia 22 (Figura 22C), los cuatro grupos con DA mostraron un incremento inflamatorio mas
pronunciado que el grupo control, con aumentos promedio del grosor cutdneo que oscilaron entre
0.30-0.33 mm, 0.46-0.56 mm, 0.35-0.42 mm y 0.31-0.38 mm a las 0, 1, 6 y 24 horas posteriores a la
quinta sensibilizacion tdpica, respectivamente. Posteriormente, en el dia 28 (Figura 22D), se registro
una diferencia significativa entre el grupo DAy el grupo control, con valores promedio de 0.23 mm
y 0.01 mm, respectivamente. Finalmente, en el dia 36, tras el ultimo reto con DNCB (Figura 22E),
los animales con DA alcanzaron incrementos promedio de 0.41 mm, 0.28 mmy 0.25mmalas 1, 6
y 24 horas, mientras que los controles mostraron 0.057 mm, 0.084 mm y 0.022 mm,
respectivamente. En este punto, el grupo tratado con IAA a 0.1 g/Kg presentd una reduccién en el
grosor de la oreja del 35% y 31% a la 1y 6 horas, respectivamente, mientras que el grupo tratado
con cetirizina (0.2 mg/Kg) mostré una reduccion del 50% a la hora de la aplicacién del reto, en

comparacién con los animales con DA sin tratamiento.
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Figura 22. Incremento en el grosor de las orejas de las ratas Wistar con DA inducida por DNCB vy tratadas con IAA. La
evaluacion se realizd en los dias 0, 7 (A), 14 (B), 22 (C), 28 (D) y 36 (E). +p<0.0001 vs Control, *p<0.05, **p<0.01, ***
p<0.0001 vs DA, post hoc Dunnett.

En cuanto al edema en las orejas (Figura 23A), a la hora del reto con DNCB en el dia 36, el grupo DA
presentd un valor 3.5 veces mayor al control, mientras que el grupo tratado con IAA a 0.1 g/Kg mostro
una reduccion de 1.7 veces respecto al grupo DA. No obstante, a las 24 horas posteriores al reto
(Figura 23B), el edema en el grupo DA fue 5.5 veces mayor al del grupo control, y no se encontraron

diferencias significativas entre los grupos tratados con la IAA o cetirizina respecto al grupo DA.
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Figura 23. Peso de orejas a la hora de haber aplicado el DNCNB (A), peso de orejas a las 24 horas de haber
aplicado el DNCNB (B); +p<0.001, ++p<0.0001 vs control, *p<0.05 vs DA, post hoc Dunnett

Finalmente, al analizar el peso del bazo (Figura 24) de los animales, pardmetro utilizado por algunos
autores para evaluar respuesta inflamatoria en modelos experimentales (Kim et al., 2020), no se

observaron diferencias entre los grupos experimentales.
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Figura 24. Peso del bazo respecto al peso de las ratas post hoc Dunnett.

Los resultados muestran que el modelo reproduce fielmente la respuesta bifasica tipica de la DA: una
inflamacion inmediata asociada a la respuesta Th2 en la fase aguda (1-6 horas tras el contacto con el
alérgeno) y una respuesta tardia vinculada a la activacion Thl en fases croénicas (a partir de las 24
horas). Es relevante destacar que desde el dia 22 y en el tiempo O (antes de aplicar el DNCB), los
animales con DA ya presentaban un aumento en el grosor de las orejas respecto al grupo control, lo
cual refleja la persistencia de un proceso inflamatorio basal generado por la respuesta alérgica

subyacente.

7.4 Efecto de los tratamientos con IAA sobre el prurito de los animales

Una de las manifestaciones mas relevantes de la DA es el prurito intenso, el cual provoca que los
animales se rasquen de manera constante, agravando asi el dafio cutdaneo. Este fendmeno ocurre
porgue los queratinocitos y las células del sistema inmune activadas liberan citocinas y factores de
crecimiento que sensibilizan a las neuronas sensoriales responsables de generar la percepcién de
picazon (Kim et al., 2018). En nuestro modelo, los animales con DA registraron en promedio 69 y 53
episodios de rascado a los 10 minutos posteriores a la aplicacion de DNCB en los dias 22 y 36,
respectivamente, mientras que los animales control solo presentaron 8 y 2 eventos (Figura 25). Estos
datos reflejan un incremento de aproximadamente 7 y 25 veces en la conducta de rascado inducida
por la exposicidn repetida al DNCB. Entre los dias 22 y 36 no se observaron variaciones significativas
en la frecuencia de rascado dentro de los grupos control y DA, dado que ambos recibieron Unicamente
agua. En contraste, las ratas tratadas con cetirizina mostraron una disminucion del 43 % en los eventos
de rascado para el dia 26 en comparacién con el dia 22 (P < 0,01), lo que confirma su accion
antipruriginosa. Por otro lado, la administracion oral de IAA no produjo cambios en la frecuencia de

rascado tras 13 dias de tratamiento, independientemente de la dosis evaluada.
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Figura 25. Eventos de rascado de los animales en los dias 22 y 36 del protocolo experimental. ANOVA una via post hoc
Tukey. + P<0.0001 y * p<0.01.

7.5 Efecto de los tratamientos con |AA sobre el grosor de la epidermis en las lesiones de DA

En la figura 26A se muestran imdagenes representativas de los cortes de tejido de las orejas de los
animales de los 6 grupos que integran el protocolo y que fueron teflidos con H&E. En ellas podemos
observar que en los animales del grupo DA (con DAy sin tratamiento) hubo un engrosamiento de la
epidermis, en comparacion con los animales controles. Las imagenes de los cortes de tejido de las
orejas de los animales que recibieron los tratamientos con IAA y cetirizina, muestran un menor
engrosamiento de la epidermis al comparar con el grupo DA. Al realizar el analisis morfométrico (figura
26B) vemos que la epidermis de los animales control tuvo 26 um de grosor y con el desarrollo de la DA
casi se duplico el grosor, teniendo valores de 46 um. En los grupos con tratamiento se observo que la
cetirizina redujo en un 26% el engrosamiento que se generé como consecuencia del desarrollo de la
DAy en el caso de las inulinas la mayor reduccion se encontré con la IAA a una dosis de 0.1g/Kg ya que
redujo el grosor en un 41%, sin embargo, también fueron significativos los grupos tratados con la
inulina a dosis de 1y 5g/Kg que disminuyd en un 26% y 19% respectivamente en engrosamiento de la

epidermis.
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Figura 26. Grosor de epidermis en las lesiones de DA a las 24 horas de aplicar el alérgeno. A) Imdgenes representativas de

cortes de las orejas de los animales tefiidos con H&E; B) Analisis del grosor de la epidermis. +p<0.0001 vs control,
*p<0.0001 vs DA, post hoc Dunnett.

7.6 Efecto de los tratamientos con IAA sobre la cantidad de mastocitos y eosindfilos en la
dermis.

Con el objetivo de evaluar el efecto del tratamiento con |IAA sobre el dafio tisular, se realizd
la cuantificacién de mastocitos y eosindfilos dérmicos en las zonas lesionadas de la piel.
Para ello, se emplearon tinciones histologicas con azul de toluidina vy
hematoxilina/eritrosina B en cortes de oreja obtenidos 24 horas después de la exposicion

al DNCB.

En relacion con las células inflamatorias, se observd que el nimero de mastocitos
presentes en la dermis fue considerablemente mayor que el de eosindfilos (Figura 27A).
Por esta razén, los mastocitos se contabilizaron dentro de un area dérmica definida,
mientras que los eosindfilos se cuantificaron a lo largo de toda la seccion histoldgica
(Figuras 27B y 27C). Las ratas con DA mostraron un incremento significativo en ambos
tipos celulares en comparacién con los animales control, lo que confirma la activaciéon

inflamatoria inducida por la exposiciéon repetida a DNCB.
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Sin embargo, la administracion oral de cetirizina y de |IAA en distintas dosis logrd atenuar
este efecto. En el caso de la cetirizina, se observé una disminucion del 42 % en mastocitos
y del 61 % en eosindfilos. De manera similar, el tratamiento con IAA a 0.1 g/kg redujo en
un 67 % la cantidad de ambos tipos celulares, mientras que la dosis de 1 g/kg disminuyd
los mastocitos en un 32 % vy los eosindfilos en un 69 %. Por su parte, la dosis mas alta (5
g/kg) solo tuvo un efecto significativo sobre la hiperplasia de mastocitos (42 %). Es
importante destacar que los animales tratados con la dosis mas baja de IAA presentaron
valores de células inflamatorias dérmicas muy similares a los observados en el grupo
control, lo que sugiere que no hay un efecto protector dosis-dependiente frente a la

respuesta inflamatoria cutanea.

A C CET
AT (L 7 .
“: D) e
o= e
H&HB d

Y Rr i £y

Figura 27. Células inflamatorias en dermis. A. Imagenes representativas de los cortes histolégicos de tejido lesionado de
orejas de los animales tefiidos con azul de Toluidina (AT) y con Hematoxilina y Eritrosina B (H & EB). B. Conteo de
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mastocitos en tejido tefiido con azul de toluidina 24h después de aplicar DNCB. C. Conteo de eosindfilos en tejido tefiido
con hematoxilina y eritrosina B 24h después de aplicar DNCB. +p<0.0001 vs Control, ¥*p<0.001, ** p<0.0001 vs DA, post
hoc Dunnett.

7.7 Histamina sérica en animales controles y con DA

Considerando que la DA es una patologia de origen alérgico, se evaluaron los niveles
de histamina sérica en animales sin inmunizar (preinmune), control y con DA. Como
se muestra en la figura 28, no se detectaron diferencias significativas en los niveles de
histamina en suero de los animales de los tres grupos, lo que indica que la inflamacion
local inducida por el alérgeno no modificé los niveles sistémicos de histamina en

nuestro modelo experimental.

4

Figura 28. Nivel de histamina sérica del dia 36 a la hora de haber aplicado el DNCB

7.8 Efecto de los tratamientos sobre los niveles de histamina en suero y tejido lesionado de
animales con DA

Debido a que los tratamientos redujeron la hiperplasia de mastocitos en la dermis y estds células
liberan histamina al activarse con el alérgeno, se considerd evaluar cambios en los niveles la
histamina sérica en los animales con tratamiento. Inicialmente, se analizé la concentracién de

histamina en el suero de los animales obtenido una hora después de aplicar el alérgeno en la oreja.
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En la figura 39A, podemos observar que no hubo diferencias en la concentracién de histamina en
suero entre los animales con DAy los animales control, ni entre cualquiera de los grupos de nuestro
protocolo. En base a estos resultados y considerando que la reaccion alérgica cutanea ocurria en la
oreja, se decidié evaluar si habia cambios en la concentracion de histamina en el tejido afectado.
Para ello se homogeneizd el tejido y en el sobrenadante obtenido se cuantificaron los niveles de
histamina, reportando los valores por gramo de tejido total procesado (Figura 29B) o bien por
concentracion total de proteina en la muestra (Figura 29C); esto con la finalidad de normalizar los
valores ya que los fragmentos de tejido obtenidos de |la oreja de cada animal presentaron pequefias
variaciones en peso y tamafio. Tal y como se muestra en las graficas 30B y 30C, tampoco hubo
cambios en los niveles de histamina en tejido de la oreja entre los animales controles, los animales

con DAy los animales con DA y tratados.
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Figura 29. Cuantificacion de histamina. A) en suero (ng/ulL), B) por gramo de tejido de la oreja, C) por concentracion de

proteina total de la muestra.

7.9 Efecto de los tratamientos con |AA sobre los niveles de IgE en suero
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El anadlisis de los cambios en las concentraciones de IgE de los sueros obtenidos de los diferentes
grupos a las 24 hora de haber aplicado el alérgeno se muestra en la figura 30. En el grupo
Control se obtuvo una concentracién de Igk de 554 ng/mL, mientras que en el grupo DA se
encontré un incremento significativo de casi el triple que el control con una concentracion de
1,578 ng/mL como se esperaba en esta patologia; en el grupo tratado con Cetirizina se observo
una disminucién en las concentraciones de IgE, pero no es significativa, la cual corresponde a
1,035 ng/mL. De manera importante, en el grupo tratado con IAA a 0.1 g/Kg hubo una
disminucion significativa de la concentracion de IgE de 54% equivalente a 731 ng/mL lo cual
demuestra que la administracion via oral de la IAA a esta concentracion tiene un efecto
favorable dentro de un cuadro de dermatitis. Por otra parte, en los grupos tratados con IAA a
1y 5 g/Kglas concentraciones de IgE fueron inferiores a las del grupo DA, aunque la disminucion

no fue significativa (1,215 y 1,420 ng/mL respectivamente).

2y

Figura 30. Nivel de IgE sérica el dia 36, a las 24 hora de haber aplicado el DNCB. +p<0.05 vs Control, *p<0.05 vs DA post
hoc Dunnett.

7.10 Identificacion de filagrina e involucrina en tejido de oreja de rata Wistar
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Se realizd el proceso de estandarizacién de la deteccién de las proteinas clave en la integridad de Ia
barrera cutanea filagrina e involucrina mediante la técnica de western blot. Se utilizaron muestras de
orejas de ratas Wistar sanas para ajustar las concentraciones éptimas de los anticuerpos. Para realizar
la cuantificacion relativa se utilizé como proteina constitutiva GAPDH. En la figura 31 se muestran los
resultados obtenidos en el proceso de estandarizacién; en la figura 31A, se muestra el resultado final
de la estandarizacion de la deteccion de GAPDH. Se detectd una banda proteica con un peso
molecular de 36 kDa, correspondiente al reportado para GAPDH, para lo cual se probaron diferentes

diluciones del anticuerpo primario y la dilucion éptima fue de 1:20,000.

La deteccién de la proteina filagrina se obtuvo usando anticuerpos especificos a una dilucién de
1:500. En la figura 31B se observa la deteccion de la filagrina la cual tiene un peso molecular de 23
kDa (Kitazawa et al., 2021); sin embargo, también se observan bandas mayores a 23 kDa que pueden

deberse a filagrina en diferentes grados de polimerizacién (Yuki et al., 2013).

Finalmente se estandarizo la identificacidn de involucrina (figura 31C). Se detectd una banda proteica
con un peso molecular de 67 kDa, correspondiente al reportado para la proteina y utilizando el

anticuerpo primario a una dilucion de 1:500.
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Anti-GAPDH 36kDa 1:20,000 Anti-filagrina 23kDa 1:500 Anti-involucrina 67kDa 1:500
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Figura 31. Estandarizacién de diluciones de anticuerpos 6ptimas para la deteccion de A) GAPDH, B) filagrina, C)
involucrina.

7.11 Efecto de los tratamientos con IAA sobre el nivel de expresion de filagrina e
involucrina en las lesiones de DA

Se realiz6 la deteccidn de involucrina vy filagrina las cuales son dos proteinas muy importantes para la
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integridad de la barrera cutanea. Para la cuantificacion relativa se utilizdé GAPDH como proteina
constitutiva. No se observaron cambios significativos en el nivel de expresién de ambas proteinas

(figura 32A y 32B) entre los grupos experimentales.
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Figura 32. Expresion relativa de A) involucrina y B) filagrina en muestras de piel de animales con DAy tratados con IAA.

7.12 Efecto de los tratamientos con IAA sobre la disbiosis en la microbiota cutanea en

zonas lesionadas
La disbiosis cutanea en los pacientes con DA se caracteriza por un incremento en la cantidad de
bacterias del género Staphylococcus, siendo la colonizacion de la piel por S. aureus uno de los cambios
mas representativos, patdgeno oportunista asociado a complicaciones y severidad en las lesiones;
aunado a la disminucién de especies benéficas en piel, como S. epidermidis, bacteria comensal muy
abundante en piel sana que produce sustancias que mantienen la integridad de la barrera cutaneay
evita el crecimiento de S. aureus. Como podemos observar en la figura 33, S. epidermidis estuvo
presente en la piel sana de los animales controles en mayor cantidad que S. aureus. Sin embargo,
esta relacion se inviertid en las lesiones de los animales con DA, en los que se incrementd
significativamente la cantidad de S. aureus y disminuyd la biomasa de S. epidermidis. Los tratamientos
con IAA generaron una disminucién significativa de S. aureus en la piel lesionada, acompafiado por
un aumento en S. epidermidis, presentando valores semejantes al grupo control. El tratamiento con

cetirizina no modificé la cantidad de S. aureus y S. epidermidis en la piel de los animales con DA.
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Figura 33. Cantidad de S. aureus y S. epidermidis. +++p<0.001 vs control, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs DA, post hoc
Dunnett.

7.13 Efecto de los tratamientos con IAA sobre la expresion génica de factores de
transcripcion relacionados con la polarizacién de células inmunes hacia perfiles
inflamatorios en oreja y NML

Se analizaron los factores de transcripcion T-bet, GATA3, RORyt y Foxp3, los cuales estan asociados a
los perfiles Th1, Th2, Th17 y T regulador, perfiles celulares que estan alterados en enfermedades
como la DA. Su expresion se analizo tanto en tejido de oreja (Figura 34) como en NLM (Figura 36).

En el tejido lesionado de la oreja de los animales DA (figura 34A), la expresion de T-bet, GATA3 y
RORyt aumentd significativamente respecto al grupo control, lo cual indica que la respuesta
inmunoldgica tipo DA se desarrollé adecuadamente en los animales. En cuanto a los grupos con
tratamiento, solo se observaron cambios significativos en el nivel de expresién de GATA3 y RORyt.
Con relacion al factor GATA3, en los grupos tratados con IAA a una concentraciéon de 0.1y 1g/kg se
observé una disminucién en la expresion del 11% y 27% respectivamente en comparacion con el
grupo DA; en relacion al factor RORyt, la expresion disminuyd en un 33%, 55% vy 27% en los grupos
tratados con las tres concentraciones de IAA (0.1, 1y 5g/kg) respecto al grupo DA. Debido a que estos
dos perfiles mostraron disminucién significativa de la expresion se decidid analizar una citocina

representativa de cada perfil, en el caso del perfil Th2 se analizo la IL-4 (figura 34B) y para el perfil
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Th17 la IL-17 (figura 34C), ambas citocinas proinflamatorias. La expresion de IL-4 disminuyd en los
grupos tratados con IAA a una concentracion de 1y 5g/Kg en un 56% y 17% respectivamente
comparados con el grupo DA. También se observé una disminucion de la expresion de IL-17 en todos
los grupos que fueron tratados tanto como con cetirizina como con IAA en sus tres concentraciones;
en este caso el porcentaje de disminucion fue de 16% para los grupos tratados con cetirizina y con
IAA a 5g/Kg, de 47% para el grupo tratado con IAA al 0.1g/Kg y de 43% para el grupo al que se le
administro IAA a 1g/Kg.
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Figura 34. A) Expresion de factores de transcripcién, B) de IL-4 y C) de IL-17 en tejido de oreja. +p<0.001, ++ p<0.0001 vs
C; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs DA post hoc Dunnett.

En los NLM de los animales del grupo DA (figura 35A) solo hubo aumento de la expresién del factor
RORyt respecto al grupo control. En los demas factores de transcripcién analizados no se presenté
cambio entre grupos DAy controles. Con relacion a los tratamientos, la expresiéon del factor regulador
Foxp3 se aumentd en los tres grupos tratados con IAA en sus tres concentraciones (0.1, 1y 5g/Kg),

aumentando 2.3, 2.4 y 1.9 veces respectivamente comparados con el grupo DA. También se duplicé
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la expresion de T-Bet en los NLM de los animales tratados con 0.1 y 1g/Kg de IAA. Al analizar la
expresion de dos citocinas propias del perfil T regulador se observd que en IL-10 (figura 35B) la
expresion aumentod 3.4 veces en los grupos en los que se les administrd IAA a una concentraciéon de
0.1y 1g/Kg y al administrar I1AAa 5g/Kg aumentd 6 veces la expresion. En cuanto a la expresion de
TGF-B (figura 35C) aumentd 12.5 veces en el grupo tratado con IAA a 0.1g/Kg, 11 veces con la IAA a

1g/Kg y18 veces cuando a los animales se les administré IAA a 5g/Kg, todo esto respecto al grupo DA.
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Figura 35. A) Expresion de factores de transcripcion, B) de IL-10 y C) de TGF-B en NLM. +p<0.01 vs C; *p<0.05, **p<0.01,
**%p<0.001, ****p<0.0001 vs DA, post hoc Dunnett.

7.14 Efecto de los tratamientos con IAA sobre los principales filos bacterianos de la

microbiota fecal

Por una comunidad compleja de microorganismos, donde predominan 4 filos Bacillota, Bacteroidota,
Pseudomonadota y Actinomycetota. En individuos sanos, los filos Bacillota y Bacteroidota

representan aproximadamente el 90% de Ila microbiota intestinal total, mientras que
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Actinobacteriota y Proteobacteria se encuentran en menor proporcion (Rinninella et al., 2019). en
donde esta, puede alterarse causando un desequilibrio conocido como disbiosis, la cual es causada
por el estilo de vida o bien cuando estan presentes algunas enfermedades como es el caso de la
DA. En la figura 36 se muestra el andlisis de los 4 filos predominantes, en donde no hubo diferencias
significativas en el grupo DA respecto al grupo control en ninguno de los filos. Sin embargo, si se
observaron diferencias significativas en Bacillota en los animales que recibieron las inulinas,
mostrando un aumento en los grupos tratados con IAA a una concentracion de 1 y 5 g/kg. En
Bacteroidota no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los grupos. En las
Pseudomonadota hubo una disminucién significativa en los grupos que fueron tratados con IAA a las
tres dosis. Finalmente, las Actinomycetota mostraron un aumento en el grupo tratado con IAA a una

concentracion de 0.1 g/kg, todo esto respecto al grupo DA.
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Figura 36. Abundancia relativa de cantidad de bacterias en muestras fecales pertenecientes a los filos Bacillota,
Bacteroidota, Pseudomonadota, y Actinomycetota. *p<0.05, **p<0.0001 vs AD, post hoc Dunnett.

8. Discusion

Actualmente, la comprension de la DA ha evolucionado hacia un enfoque mucho mas amplio,
en el que la comunicacién entre el intestino y la piel juega un papel central. Cada vez hay mas
evidencia de que las alteraciones en la microbiota intestinal pueden repercutir directamente

en la salud cutdnea, favoreciendo la inflamacién persistente, la disfuncién de la barrera
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epidérmica y la colonizacion por microorganismos oportunistas caracteristicos de la
enfermedad (Rios-Carlos et al., 2024, Wrzesniewska et al., 2024). Bajo esta perspectiva, la
modulacién del microbiota ya sea mediante prebidticos, probidticos o intervenciones
dietéticas se ha propuesto como una herramienta prometedora para restaurar el equilibrio
inmunoldgico y reducir la severidad de la DA (Zhao et al., 2025). En este estudio se evalud los
efectos de la IAA administrada por via oral, un prebidtico de origen vegetal con potencial para
reestablecer la homeostasis microbiana, en un modelo de DA. Los resultados obtenidos, tanto
a nivel clinico como inmunoldgico y microbiano, nos permiten discutir como la intervencion
sobre la microbiota puede impactar en los mecanismos que sostienen la inflamacién atdpica

y qué implicaciones terapéuticas pueden derivarse de ello.

Los resultados obtenidos sobre el efecto prebidtico in vitro de diferentes IAA sobre diferentes
cepas de lactobacilos demuestran que las inulinas, particularmente IAA1, promovieron de
manera significativa el crecimiento de las cepas de L. rhamnosus (Hansen, LMQ7) y de L.
plantarum (LP-115, LM17 y LBH 1075) bajo condiciones de anaerobiosis, lo que se asocia con
un incremento en la biomasa y una mayor acidificacion del medio. Estos hallazgos coinciden
con lo reportado por Riviére et al. (2016), quienes sefialan que la estructura de las inulinas de
cadena corta facilita su rapida fermentacién por especies de Lactobacillus y Bifidobacterium,
favoreciendo la produccion de AGCCs como el butirato. De forma similar, Roberfroid (2007)
describid que el efecto prebidtico de las inulinas depende del grado de polimerizacién y de la
capacidad de las bacterias para hidrolizar los enlaces 3-(2—>1) fructosidicos. Por otro lado, un
estudio mas reciente de Falony et al. (2009) mostré que las diferencias en la respuesta al
consumo de inulina entre cepas de Lactobacillus se relacionan con la expresion diferencial de
enzimas fructosidasas, lo que podria explicar las variaciones observadas en el crecimiento
entre las cepas evaluadas en este trabajo. En el caso de L. plantarum se ha demostrado que
algunas cepas poseen operones inducibles como el operén fosRABCDXE que codifican B-
fructosidasas asociadas a la membrana o extracelulares (familia GH32) y transportadores de
azUcares, lo que les permite hidrolizar inulina y FOS enzimaticamente e internalizar los

productos para su metabolizacion. Comparando 28 cepas de L. plantarum se identifico
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actividad B-fructosidasa en sobrenadante y pared celular de dos cepas aisladas de alimentos
fermentados, lo que sugiere una hidrdlisis extracelular de inulina con conversion eficaz en
unidades fermentables (Buntin et al., 2016). Esto podria explicar por qué en nuestros ensayos
las cepas de L. plantarum (LP-115, LM17, LBH1075) alcanzaron una biomasa relativamente

elevada con la inulina IAA1, comparables a la obtenida con glucosa.

Por el contrario, en L. rhamnosus la capacidad para fermentar fructanos es mas variable.
Estudios donde se utilizaron FOS en diferentes cepas de Lactobacillus reportan que algunas,
como L. rhamnosus y L. casei, Unicamente hidrolizan oligofructanos de bajo grado de
polimerizacion; por ejemplo 1-kestosa, y muestran actividad B-fructosidasa detectada en

sobrenadantes solo para ciertos FOS, pero no para cadenas mas largas. (Endo et al., 2012).

Asimismo, un trabajo de Carlson et al. (2018) demostré que la suplementacién con inulina
estimula selectivamente la expansién de géneros productores de lactato, reforzando su papel
como sustrato preferencial para bacterias acido lacticas. En conjunto, estos resultados
confirman que las inulinas, especialmente las de menor grado de polimerizacion, pueden
actuar como sustratos eficientes para Lactobacillus, favoreciendo su crecimiento y actividad
metabdlica, lo que respalda su potencial uso como prebidticos funcionales en formulaciones

destinadas a modular el microbioma intestinal o cutaneo.

Respecto a la administracién oral de IAA en ratas con lesiones tipo DA produjo una disminucion

significativa con las tres dosis administradas en el grosor de la oreja y la severidad de la

inflamacion en los animales con la dosis de 0.1g/kg. Estos hallazgos coinciden con estudios

previos donde la suplementacién con inulina moduld la respuesta inflamatoria en modelos

murinos de enfermedades cutaneas, como la dermatitis y la psoriasis, en los que se reportd una

reduccion en el engrosamiento de la epidermis y una mejoria en los parametros clinicos tras la

administracion de fibra prebidtica (Yoshida et al., 2023; Kang et al., 2023).

Es relevante destacar que en las primeras fases del protocolo experimental se observd un

incremento inesperado en el grosor auricular en el grupo con IAA a 5 g/kg antes de iniciar el
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tratamiento. Esto puede deberse a variaciones individuales en la respuesta inflamatoria inicial,
lo que ha sido descrito previamente en modelos de induccidon de dermatitis, donde la
sensibilizacion con DNCB puede generar variabilidad en la magnitud de la respuesta inflamatoria
(Kim et al., 2019). Sin embargo, una vez iniciado el tratamiento, los efectos de la IAA fueron
consistentes con los reportados en la literatura, mostrando propiedades antiinflamatorias a

través de la modulacion inmunoldégica.

Los eventos de rascado son un parametro clave en la evaluaciéon del prurito asociado a la DA, el
cual esta mediado principalmente por mastocitos, histamina y citocinas Th2 como la IL-4 (Kim et
al., 2019). En nuestro modelo, el tratamiento terapéutico con IAA no redujo significativamente
los eventos de rascado, aunque si se observé una reduccion marcada en el conteo de mastocitos.
Esto sugiere que, aunque la inulina disminuye la inflamacion tisular, no necesariamente bloquea
de forma directa las vias pruritogénicas, lo cual ha sido sefialado en otros estudios con pre-y

probidticos (Kang et al., 2023).

El conteo de mastocitos mostrd una reduccion significativa en todos los grupos tratados con IAA
en comparacion con el grupo DA, siendo mas notorio en la dosis de 0.1 g/kg. Esto coincide con
lo descrito por Naik et al. (2015), quienes demostraron que la modulacion de la microbiota

cutanea puede disminuir la hiperplasia de mastocitos y con ello atenuar la inflamacién local.

Respecto a la histamina, ésta ha sido tradicionalmente considerada un mediador clave del prurito
y la inflamacion en la DA. Los resultados de este trabajo indican que no se observaron
incrementos significativos de histamina en suero, aun cuando los animales mostraron prurito y
lesiones compatibles con DA. Este hallazgo coincide con observaciones clinicas previas en
humanos, donde los niveles séricos de histamina no se correlacionan necesariamente con la
severidad del prurito ni con la actividad inflamatoria de la enfermedad, debido a que su
liberacion es rapida, transitoria y altamente localizada (Kawakami & Galli, 2002, Bharti & Mishra,
2024). De hecho, se ha documentado que, en la DA, el prurito puede mantenerse por vias

independientes de la histamina incluyendo IL-31, TSLP, neuropéptidos y mediadores lipidicos, lo
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gue explica por qué los antihistaminicos poseen beneficios limitados en el control del prurito

cronico (Oetjen et al., 2017; Hashimoto et al., 2019).

Por otro lado, en nuestro estudio tampoco se detectd un aumento sostenido de histamina en
tejido cutaneo. Esto coincide con informes recientes que discuten que, aunque la histamina
puede contribuir a la disfuncién de la barrera epidérmica y a la inflamacion, su concentracién
basal en piel atépica no siempre es mayor que en piel sana, sino que su rol seria mas relevante
en momentos de desgranulacién aguda o tras estimulos especificos (Gschwandtner et al., 2012;
De Benedetto et al., 2015). De hecho, los estudios en modelos organico cutdneos humanos
muestran que la histamina puede comprometer la diferenciacion de queratinocitos y reducir la
expresion de proteinas esenciales de la barrera, como filagrina e involucrina, lo que empobrece
la integridad epidérmica aun sin niveles elevados constantes de histamina (Gschwandtner et al,,

2012).

En conjunto, estos resultados tanto séricos como tisulares sugieren que la histamina no es el
principal mediador responsable del prurito ni de la inflamacién crénica en este modelo de DA.
Mas bien, refuerzan la hipdtesis de que otros ejes inflamatorios, tales como las citocinas tipo
Th2, IL-31 o los mediadores neuro inmunes, tienen un papel predominante. Este panorama
también podria explicar por qué la inulina de agave azul no modificé los niveles de histamina,
mientras que si moduld otros pardmetros clinicos y microbianos. Por lo tanto, los hallazgos
apoyan la necesidad de explorar un perfil mas amplio de mediadores inflamatorios vy
pruritogénicos en futuras investigaciones, para comprender mejor la compleja red de

sefializacion que sostiene la DA mas alla de la histamina.

La concentracion de IgE sérica se elevo significativamente en el grupo DA respecto al control, tal
como se ha descrito en la literatura como un marcador clasico de DA (Kim et al., 2019). De forma
destacada, el grupo tratado con IAA a 0.1 g/kg mostré una disminucion significativa del 54% en
los niveles de IgE, lo que sugiere que la inulina puede modular la respuesta inmune sistémica.

Estos hallazgos son consistentes con Kang y colaboradores (2023), quienes reportaron que la
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administracion de prebidticos redujo los niveles de IgE y promovid un perfil inmunolégico mas

equilibrado.

El analisis histoldgico mostrd que los grupos tratados con IAA tuvieron una reduccién significativa
en el grosor epidérmico en comparacion con el grupo DA, siendo mas notorio en la dosis de 0.1
g/kg. Ademas, se observd una tendencia hacia una mejor expresion de proteinas clave de la

barrera cutanea, como filagrina e involucrina, aunque sin alcanzar diferencias significativas.

La pérdida de filagrina es una de las alteraciones mas reportadas en pacientes con DA, lo que
genera disfuncion en la barrera cutanea (Kim et al., 2019). Nuestros resultados sugieren que la
IAA contribuye a restaurar parcialmente la homeostasis de la epidermis. Estudios previos en
modelos animales y en humanos han mostrado que intervenciones prebidticas pueden mejorar
indirectamente la expresién de proteinas estructurales en la piel a través de la regulacion

inmunoldgica y microbiana (Folster-Holst, 2022).

El analisis de la microbiota cutdnea reveld un aumento significativo de S. aureus y una
disminucion de S. epidermidis en los animales con DA, lo cual es consistente con lo descrito en
pacientes humanos y modelos animales (Williams et al., 2019). La administracién de IAA logré
revertir parcialmente este desequilibrio, disminuyendo S. aqureus e incrementando S.
epidermidis, lo que apoya la hipdtesis de que los prebidticos pueden modular la microbiota

cutanea de manera indirecta.

En cuanto a la microbiota intestinal, no se observaron cambios significativos entre los grupos
control y DA, aungue si se encontraron aumentos de Bacillota en los grupos IAA1 e IAA5, en
Actinomycetota aumento en el grupo IAAQ0.1 y disminucién de Pseudomonadota en los grupos
tratados con |AA. Esto es relevante, ya que la microbiota intestinal se ha propuesto como un eje

modulador del sistema inmune cutdneo, conocido como el eje intestino-piel (Zhu et al., 2023).

La expresion de GATA3 y RORyt, factores transcripcionales clave implicados en la diferenciacién
de las células Th2 y Th17 y en su capacidad para producir citocinas distintivas, como IL-4 e IL-17,

respectivamente (Zheng and Flavell, 1997, lvanov et al., 2006) disminuyd significativamente en
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la piel lesionada de los grupos tratados con IAA, de igual manera las citocinas involucradas en
ese perfil IL-4 e IL-17, lo que indica una reduccion en las respuestas inflamatorias Th2 y Th17. En
paralelo, se observd un aumento en la expresion de Foxp3 y en citocinas reguladoras en el
microambiente intestinal, como IL-10 y TGF-B, lo que sugiere un favorecimiento hacia un perfil
inmunorregulador. Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Li et al., 2024 ya que en su
estudio en un modelo animal de enfermedad autoinmune del sistema nervioso central: EAE (por
su nombre en inglés Experimental Autoimmune Encephalomyelitis), que corresponde a un
modelo de esclerosis multiple (EM), la administracién oral de inulina aislada de Artemisa
Japodnica atenud la severidad clinica de la EAE y redujo el niUmero de células Th17 en cerebroy
bazo. Paralelamente se observaron disminuciones en los niveles séricos de citocinas
proinflamatorias como IL-17, IL-6 y TNF-a. Los autores atribuyen estos efectos al cambio en la
composiciéon de la microbiota intestinal, con incremento de bacterias beneficiosas y de
produccion AGCC, los cuales promueven un ambiente inmunorregulador. Esta disminucion de la
respuesta Th1l7 y efecto antiinflamatorio mediante modulacion microbiana concuerda con
nuestros resultados en donde la piel lesionada de animales con DA tratados con IAA se observa
una reduccion de los factores transcripcionales asociados a Th17 (RORyt) y de citocinas como IL-
17,y a su vez un aumento de marcadores del perfil regulador (Foxp3, IL-10, TGF-B) en intestino.
Por otro lado, en un modelo murino de alergia alimentaria, la ingesta combinada de fructanos
de cadena corta y larga moduld la microbiota, aumento la produccién de AGCCs y disminuyo las
respuestas alérgicas (Takahashi et al., 2023). Finalmente, en otra revisidon sobre los efectos
inmunomoduladores de la inulina sefialan mecanismos comunes: seleccién de bacterias
productoras de AGCCs, fortalecimiento de la induccion de células T reguladoras (incremento de
Foxp3, IL-10 y TGF-B) y supresiéon de poblaciones proinflamatorias como Th17 y sus citocinas
(Sheng et al., 2023). Aungue los modelos patoldgicos difieren, estos datos coinciden con que los
fructanos pueden reorientar la respuesta inmune desde un perfil proinflamatorio hacia uno
regulador, lo que podria explicar el beneficio terapéutico observado en nuestro modelo de

dermatitis atdpica.

9. Conclusiones
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Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la DA inducida en el modelo de rata
Wistar se asocia con un marcado proceso inflamatorio caracterizado por un incremento en el
numero de mastocitos, engrosamiento epidérmico, elevacion de IgE sérica, desbalance en la
expresion de factores de transcripcion proinflamatorios y una alteracién significativa de la
microbiota cutanea, con predominio de las especies S. aureus sobre S. epidermidis. Estos
hallazgos reproducen de manera consistente la fisiopatologia descrita en pacientes con DA, lo

que valida la pertinencia del modelo empleado en este trabajo.

La administracion oral de la IAA ejercid un efecto inmunomodulador y protector frente a la
inflamacién cutanea, evidenciado por la disminucion en el conteo de mastocitos, la reducciéon
significativa del grosor epidérmico vy la atenuacién de los niveles de IgE, particularmente a dosis
bajas (0.1 g/Kg). Asimismo, IAA moduld la expresion de factores de transcripcion asociados a
respuestas Th2 y Th17, reduciendo la produccion de IL-4 e IL-17, y favoreciendo un perfil
regulador a través del incremento de Foxp3 y de las citocinas antiinflamatorias IL-10 y TGF-B.
Estos efectos sugieren que la IAA promueve una reprogramacion del microambiente

inmunoldgico hacia un estado menos proinflamatorio y con mayor capacidad de regulacion.

Por otra parte, el analisis de la microbiota cutanea mostré que el tratamiento con IAA restaurd
el equilibrio entre S. aureus y S. epidermidis, en contraste con la cetirizina, que no modifico esta
relacién. Este efecto es relevante, dado el papel central que juega el desbalance microbiano en
la perpetuacion de la DA. En cuanto a la microbiota intestinal, se observaron cambios especificos
en filos bacterianos que podrian estar relacionados con la capacidad de la IAA de modular la

respuesta inmune sistémica.

La expresion de proteinas de la barrera epidérmica como filagrina e involucrina no presenté
cambios significativos, lo que indica que los efectos protectores de la IAA podrian estar mas
relacionados con la modulacidon inmunoldgica y microbiana que con la restauracion directa de la

funcién barrera epidérmica.
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En conjunto, los hallazgos de este trabajo aportan evidencia de que la IAA ejerce efectos
benéficos sobre la inflamacidn, la respuesta inmune y la composicidon microbiana en un modelo
experimental de DA. Estos resultados respaldan el potencial de la IAA como agente terapéutico
alternativo o complementario para el manejo de la DA, destacando especialmente su capacidad

de inducir un perfil regulador y restaurar el equilibrio microbiano de la piel.
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11. Anexo

Densidad 6ptica del crecimiento de las diferentes cepas bacterianas en medio MRS.
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0083 0176 0.12
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1365 1363 1443
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Densidad 6ptica del crecimiento de L. rhamnosus (Hansen) y L. plantarum LP-115 en medio

MRS adicionado con IAA1.

Lacticaseibacillus rhamnosus Hansen

6 0.181 0.234 0.18 | 0.17 0.226 0.134 | 0.173 0.219 0.175| 0.183 0.187 0.175| 0.177 0.259 0.178 | 0.105 0.101 0.047
8 0.492 0538 0.41 | 0388 0.499 0.29 | 0379 0.508 0.423 0418 0494 0412 | 0.402 0.651 0.432|0.229 0.248 0.132
10 1.61 1.709 1412|1279 1.655 0.983 | 1.328 1.609 1.435|1.431 1551 1.482 | 1.332 1952 1461|0526 0.466 0.26
12 | 3.227 3.338 3.027 | 2.824 3.162 2.467 | 2.926 3.234 3.001 | 3.155 3.24 3.068 | 2.993 3.417 3.045| 0.721 0.635 0.384
14 | 3.743 3.714 3.719 | 3.538 3.615 3.424 | 3.614 3.768 3.627 | 3.712 3.768 3.642 | 3.645 3.822 3.64 | 0.934 0.708 0.392
16 | 3.986 3.944 3.83 | 3779 3.801 3.767 | 3.923 4 3.855 4 3.999 3,907 [ 3.946 3,966 3.86 | 0.922 0.697 0.383

6 0.323 0.472 0306 | 0.324 0.451 0.351 | 0.299 0.506 0.327 | 0.32 0435 0.339 | 0.333 0.422 0.335 | 0.172 0.221 0.164

8 1.336 1.415 1.197 | 1.309 1.316 1.28 | 1.22 1.518 1.267 | 1.348 1.385 1.356 | 1.313 1.352 1.404 | 0.483 0.5 0.531
10 | 2.911 3.017 2987|2839 2.894 2911 2875 3.073 2982 2936 3 3.029 | 2,917 2,987 3.077 | 0.498 0.53 0.566
12 35 3.5 3482|3406 3409 3369 | 354 3565 3517|3533 3557 3.528|3.635 3.491 3.515 | 0.517 0.556 0.599
14 | 3.809 3.767 3.755|3.758 3.72 3.659 | 3.722 3.847 3.738 | 3.904 3.887 3.801|3.877 3.829 3.916| 0.524 0.563 0.581
16 | 3.924 3.911 3.947 | 3.916 3.774 3.914 | 3.925 3.961 3.869 4 3.95 3.908 [ 3.962 3.954 4 0.535 0.575 0.576

pH y cambio de pH en el medio de crecimiento de las diferentes cepas bacterianas después de

16hrs de inoculacion.

' Hansen L rhamnosus LM07
Medio |pH a las 16 hrs|Cambio de pH| | Medio [pH a las 16 hrs| Cambio de pH, b ) y

MRSC GluC| 649 | 404:004 245+ 0.04 6.64 397001 2,67 £0.01 3.86 £ 0.03 273+0.03 3.97 £ 0.02 2,60 £ 0.02 393:0.12 2,67 +0.12
‘8 Glu 6.30 4.04 £ 0.02 2.26 ¢ 0.02 6.42 3.98 £ 0.02 244 £0.02 6.39 3.86 £ 0.02 2.53+0.02 6.37 4.04 1£0.01 233:001 6.37 3.91+0.09 246+ 0.09
8 1AAl| 644 5.05+0.01 139+ 0.01 6.51 5.05+0.03 146+ 0.03 4.51+0.01 200+ 0.01 6.53 | 4.49:0.00 2.04 £ 0.00 653 | 4534003 2.00+0.03
E 1AA2 | 6.45 549+ 0.04 096+ 0.04 6.52 5491+ 0.01 1.03+ 0.01 5.20 £ 0.02 1.33+0.02 6.53 5.27 £ 0.01 1.26 £ 0.01 6.55 5224004 133:004
5 IAA3 | 645 | 560+ 0.01 085+ 0.01 6.52 5.74 £ 0.02 0.78 £ 0.02 511:003 1421003 6.59 5.19:0.01 140+ 0.01 6.58 5.15+0.05 1431005
U JAA4 | 644 | 537+ 0.01 1.07 £ 0.01 6.47 | 561+ 0.02 0.86 ¢ 0.02 527+ 0.01 1.24+0.01 6.56 | 541:0.03 1.1540.03 6.55 | 5.37+0.08 1.18 £ 0.08
&' lac 6.50 | 6.14: 0.09 0.36 £ 0.09 6.51 6.12+ 0.01 0.39+0.01 ' 6.06 £ 0.03 0.52+0.03 6.58 6.17 £ 0.02 0.41+0.02 6.60 6.17 £ 0.09 043:0.09
2 Gl-| 651 | 613+ 001 | 038+ 0.01 6.56 | 6.14+ 0.01 0421001 | 6.08 £ 0.01 048+ 001 | | 658 | 6.22+0.01 0.36 £ 0.01 | 660 | 622+008 | 038+008 |

Preparacion de la eritrosina B para la tincion de H&EB para la identificacion de eosindfilos en

tejido de oreja.

Pesar 75mg, disolver en 90mL de agua y llevar a pH 10
Pesar 0.15g de eritrosina B y disolver en la solucion anterior.

Aforar a 100mL de agua vy ajustar el pH final a 10.

Preparacién de soluciones para geles de SDS-Poliacrilamida

Acrilamida:bis-acrilamida 29:1

1. Pesar 29 gr de acrilamida con mucho cuidado de no tirary 1 gr. de
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bis:acrilamida.

2. Disolver en 50 ml de agua bidestilada tapando el vaso de precipitados con
aluminio. Una vez disuelto, aforar a 100 mL con agua bidestilada.

3. Filtrar con papel watman en la botella donde se almacenara. Filtracion
manual. En campana de extraccién.

4. Cubrir la botella con papel aluminio y almacenar 4°C maximo 4 meses.
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