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RESUMEN 

 

La piel es el primer mecanismo de barrera del individuo. La dermatitis 

atópica (DA) es una de las enfermedades cutáneas más comunes, de origen 

alérgico y cuya incidencia está en aumento en países industrializados. Con una 

causa multietiológica y sin la existencia de un tratamiento que cambie la evolución 

de la enfermedad, la investigación de tratamientos alternativos para la DA es 

necesaria. Uno de los primeros acercamientos en el desarrollo de nuevos 

tratamientos es analizar el efecto benéfico del mismo en modelos experimentales 

de DA, entre los que destaca el desarrollo de lesiones tipo-DA mediante la 

aplicación epicutánea repetida de un hapteno, tal como el 2,4-dinitroclorobenceno 

(DNCB). El glicomacropéptido (GMP) es un péptido bioactivo lácteo derivado de la 

hidrólisis de la κ-caseína por acción de la quimosina o pepsina. Al GMP se le han 

descrito efectos antiinflamatorios, prebióticos e inmunomoduladores. Trabajos 

recientes demuestran que el GMP disminuye la respuesta inmune asociada a la 

sensibilización alérgica y la intensidad de la respuesta inflamatoria relacionada con 

la anafilaxia, urticaria y asma alérgicas. El objetivo del presente estudio fue 

investigar el efecto del tratamiento profiláctico y terapéutico con GMP sobre la DA 

inducida por DNCB en ratas. Para ello se evaluó la intensidad del proceso 

inflamatorio, el prurito, la expresión de citocinas inflamatorias y reguladoras, así 

como de péptidos antimicrobianos y proteínas estructurales de la epidermis en la 

piel lesionada de ratas a las que se les aplicó DNCB. Además se evaluaron las 

características histopatológicas relacionadas con la enfermedad y el contenido 

total de inmunoglobulina E (IgE) en suero de los animales. Los resultados 

muestran que el GMP administrado previo a la inducción de la DA redujo la 

intensidad del proceso inflamatorio en la piel lesionada en un 85.89% y del edema 

en un 97.03%; mientras que cuando se administró una vez establecida la 

patología la disminución de la inflamación cutánea fue del 34.06% y del edema del 

39.87%. El tratamiento profiláctico con GMP disminuyó un 46.47% el grosor de la 

epidermis, un 94.47% el reclutamiento de eosinófilos y un 61.51% la hiperplasia de 
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los mastocitos en dermis; mientras que el tratamiento terapéutico redujo un 

28.93%, 78.71% y 39.59%, respectivamente, estas variables histopatológicas 

características de las lesiones de DA. Además, el tratamiento con GMP previo al 

desarrollo de la DA suprimió en un 86.53% los niveles séricos de IgE total en los 

animales; cuando el tratamiento se administró una vez establecida la patología la 

reducción en los niveles de IgE fue del 63.68%. Por otra parte, el suministro de 

GMP antes de la inducción de la DA disminuyó entre un 83 y 96% la expresión de 

interleucina (IL)-4, IL-5, IL-13 e interferón (IFN)-γ en la piel lesionada de los 

animales, incrementando 4.68 y 1.19 veces los niveles de IL-10 y factor 

transformante de crecimiento (TGF)-β. Cuando el tratamiento con el GMP se 

realizó posterior al desarrollo de la enfermedad también reguló negativamente la 

expresión de las citocinas inflamatorias y positivamente las reguladoras, aunque 

de una manera menos intensa. Así, la disminución en los niveles de IL-4, IL-5, IL-

13 e IFN-γ fue en el rango del 57 al 68%, con un incremento de 2.44 y 1.32 veces 

en la expresión de IL-10 y TGF-β. Además, el GMP reguló positivamente los bajos 

niveles de expresión de filagrina, β-defensina 2 y péptido antimicrobiano 

relacionado con la catelicidina en la piel lesionada de los animales, aumentando 

su expresión 3.34, 2.28 y 2.77 veces al administrarse como tratamiento profiláctico 

y 1.84, 2.03 y 2.49 veces cuando se administró terapéuticamente. Finalmente, la 

administración profiláctica del GMP abolió casi en su totalidad el prurito en las 

ratas con DA. Estos resultados indican que el GMP tienen un efecto 

inmunomodulador sobre la DA al disminuir la respuesta dominante inflamatoria 

Th2 y con ello los signos clínicos e histopatológicos asociados a la enfermedad. 

Se propone que el GMP es una terapia alternativa potencialmente eficaz para la 

prevención y tratamiento de la DA. 
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ABSTRACT 

The skin is the first barrier mechanism of the subject. Atopic dermatitis (AD) is one 

of the most common skin diseases of allergic origin and increasing incidence. With 

a multiethiological cause and without the existence of a treatment that changes the 

evolution of the disease, the investigation of alternative treatments is necessary. 

One of the first approaches in the development of new treatments is to analyze 

their beneficial effect in AD experimental models. Among the most used is the 

development of AD-like lesions by the repeated epicutaneous application of a 

hapten, such as 2,4- dinitrochlorobenzene (DNCB). The glycomacropeptide (GMP) 

is a dairy bioactive peptide derived from the hydrolysis of κ-casein by the action of 

chymosin or pepsin. GMP has shown anti-inflammatory, prebiotic and 

immunomodulatory effects. Recent studies show that GMP decreases the immune 

response associated with allergic sensitization and the intensity of the inflammatory 

response related to allergic anaphylaxis, urticaria and asthma. The aim of the 

present study was to investigate the effect of prophylactic and therapeutic 

treatment with GMP on DNCB-induced AD in rats. The intensity of inflammatory 

process, pruritus, inflammatory and regulatory cytokines expression, as well as of 

antimicrobial peptides and epidermal structural proteins in DNCB-induced lesions 

were evaluated. In addition, histopathological characteristics related to the disease 

and total immunoglobulin E (IgE) level in sera were evaluated. The results show 

that GMP administered prior AD induction reduced 85.89% the intensity of the 

inflammatory process and 97.03% the edema. When GMP was administered once 

the pathology was established skin inflammation was decreased 34.06% and 

edema 39.87%. Prophylactic treatment with GMP reduced 46.47% epidermis 

thickness, 94.47% eosinophil recruitment and 61.51% mast cell hyperplasia; while 

the therapeutic treatment reduced AD histopathological variables by 28.93%, 

78.71% and 39.59%, respectively. In addition, GMP treatment prior AD 

development suppressed total IgE levels in animal sera by 86.53%; when 

treatment was given once the pathology was established the reduction in IgE levels 

was 63.68%. On the other hand, GMP supply before AD induction decreased 

between 83 and 96% the expression of IL-4, IL-5, IL-13 and IFN-γ in injured skin, 
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increasing 4.68 and 1.19-fold IL-10 and TGF-β levels. When GMP treatment was 

performed after AD development, the expression of inflammatory cytokines was 

also negatively regulated and regulatory cytokines were also increased, but in a 

less intense way. Thus, the decrease of IL-4, IL-5, IL-13 and IFN-γ was in the 

range of 57-68%, and IL-10 and TGF -β expression increase 2.44 and 1.32 fold. In 

addition, GMP positively regulated low expression levels of filaggrin, β-defensin 2 

and catelicidin-related antimicrobial peptide in injured skin of AD animals, 

increasing its expression 3.34, 2.28 and 2.77 times when GMP was administered 

as a prophylactic treatment, and 1.84, 2.03 and 2.49 times when it was given 

therapeutically. Finally, prophylactic GMP administration almost abolished pruritus 

in rats with AD. These results indicate that GMP has an immunomodulatory effect 

on AD by decreasing the dominant Th2 response andas a consequence the clinical 

and histopathological signs associated with the disease. It is proposed that GMP is 

a potentially effective alternative therapy for the prevention and treatment of AD. 
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1. MARCO TEÓRICO 

 

1.1. Sistema Inmune 

 

El sistema inmune funciona a través del reconocimiento de señales emitidas 

en sitios específicos del organismo y dirigidos a la activación de los mecanismos 

necesarios para hacer frente a la agresión, la cual puede ser representada por 

agentes biológicos (virus, bacterias, hongos), químicos o físicos, células 

neoplásicas o cualquier sustancia capaz de producir daño al organismo 

(Matzinger, 2007). Así, la respuesta inmune comprende una serie de mecanismos 

sucesivos y dependientes unos de otros que se inician luego de la agresión de un 

agente (Aikira y cols., 2006), y se ha dividido en dos ramas principales: respuesta 

inmune innata y respuesta inmune adaptativa, las cuales actúan de manera 

consecutiva y conjunta para ejercer una función protectora efectiva y sin causar 

daño (o el menos posible) a células y tejidos circundantes (Turvey y Brodie, 2011). 

 

La respuesta innata es la primera línea de defensa frente a las infecciones y 

está mediada principalmente por mecanismos rápidos e inespecíficos, mientras 

que la respuesta adquirida se encarga de la eliminación de patógenos en la fase 

tardía de la infección y es un mecanismo altamente específico (Aikira y cols., 

2006). Las principales diferencias entre ambas respuestas son el tiempo, los 

mecanismos y tipos de receptores usados para el reconocimiento antigénico 

(Macpherson y Austyn, 2012).  

 

El sistema inmune innato es de respuesta inmediata y emplea un limitado 

número de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) asociados a 

patógenos o a daño, que sirven como primera línea de defensa; mientras que el 

sistema inmune adaptativo depende de la generación de una amplia diversidad de 

receptores de antígenos en los linfocitos T y B y su posterior activación y 

expansión clonal que permite una defensa más específica con memoria 

inmunológica. Sin embargo, la respuesta inmune adaptativa no depende 
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solamente del reconocimiento del antígeno, sino también de la cascada de 

señales liberada por el sistema inmune innato (Schenten y Medzhitov, 2011). 

 

 

1.1.1. Elementos de la respuesta inmune innata. 

 

La respuesta inmune innata está compuesta por elementos humorales y 

celulares (Shishido y cols., 2012). El componente humoral incluye proteínas del 

complemento, proteína de unión a lipopolisacárido (LPS), pentraxinas, colectinas, 

ficolinas y péptidos antimicrobianos (AMPs). Por otro lado, el componente celular 

está integrado por células hematopoyéticas y no hematopoyéticas. Entre las 

células hematopoyéticas destacan los macrófagos, células dendríticas (CD), 

mastocitos, neutrófilos, basófilos, eosinófilos, algunos tipos de linfocitos como los 

linfocitos NK-T y Tγδ, y las células linfoides innatas (CLIs) (Turvey y Broide., 

2010); todos ellos participan en respuesta a estructuras microbianas genéricas o a 

las citocinas generadas en el lugar de la agresión (Medzhitov, 2001). Entre las no 

hematopoyéticas se encuentran los queratinocitos, las células epiteliales y las que 

forman los endotelios vasculares (Chaplin., 2010). 

 

 

1.1.2. Elementos de la respuesta inmune adaptativa 

 

En contraste con la respuesta inmune innata, la respuesta inmune 

adaptativa cuenta dentro de sus componentes celulares con los linfocitos T y B, 

los cuales son capaces de mediar respuestas altamente específicas a través de 

receptores altamente diversificados gracias a recombinaciones somáticas (Cooper 

y Alder, 2006). Dentro de los elementos humorales son las inmunoglobulinas (Ig) o 

anticuerpos (Ac) secretadas por las células B.  La respuesta inmune adaptativa se 

caracteriza por tener receptores de especificidad única y una respuesta retardada 

(horas a días) y de memoria. Lo anterior le confiere un alto riesgo de reactividad, 

por lo que requiere de múltiples mecanismos de tolerancia o regulación (Turvey y 

Broide, 2010). 
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Mientras que los linfocitos B pueden reconocer de forma directa a los 

antígenos (Ag), los linfocitos T requieren de la ayuda de las células presentadoras 

de antígeno (CPA). Estás son células que pueden procesar a proteínas 

antigénicas en péptidos y presentarlos en la superficie celular en asociación con 

las moléculas de complejo principal de histocompatibilidad (MHC) para que 

puedan ser reconocidas por las células T. Algunos ejemplos de CPA son los 

macrófagos, CDs y células B. Las moléculas del MHC son proteínas de la 

superficie celular responsables de presentar los péptidos a las células T. Existen 

dos tipos: MHC clase I que se expresa en células nucleadas y MHC clase II, 

expresado constitutivamente en macrógafos, células dendríticas, linfocitos T y 

células del endotelio vascular (Fragoso y cols., 2002). 

 

La mayoría de las células T maduras expresan en su superficie ya sea la 

molécula CD4 ó CD8, pero no ambas. Son co-receptores de superficie que se 

unen de forma simultánea al MHC para activar a la célula T. CD4 se une a la 

molécula del MHC de clase II y CD8 se une la molécula del MHC de clase I. Las 

células que son solo positivas para CD4 (Linfocitos T CD4+) generalmente 

producen citocinas y se les denomina células T cooperadoras (Th) porque ayudan 

a células especializadas (como neutrófilos, células B y macrófagos) a llevar a cabo 

sus funciones; mientras que las células T que son solo CD8+ se activan 

paradestruir células anormales o infectadas y se denominan células T citotóxicas 

(TC) (Fragoso y cols., 2002).  

 

Las Igs son un grupo de glucoproteínas séricas de movilidad electroforética 

variable producidas por los linfocitos B. Son capaces de reconocer antígenos a 

través de dominios de unión que puede ser de baja o alta afinidad. Están 

compuestas por dos cadenas polipeptídicas ligeras (L) y dos pesadas (H). Cada 

cadena ligera está unida covalentemente a una pesada y las pesadas están 

unidas entre sí por puentes disulfuro y fuerzas no covalentes. Las cadenas 
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pesadas son las responsables de las características estructurales y funcionales de 

cada inmunoglobulina (Batista y cols., 2001). 

 

Existen cinco clases de inmunoglobulinas en el humano: IgA, IgD, IgE, IgG 

e IgM que se diferencian en la estructura molecular y en el tipo de cadena pesada 

(α, δ, ε, γ, µ). Cada cadena puede dividirse en dominios de Ig o regiones de 

homología de aproximadamente 110 aminoácidos.  En su forma nativa (globular), 

cada dominio de Ig forma una estructura plegada en dos estratos a la que confiere 

estabilidad un puente disulfuro intracatenario. Las cadenas pesadas constan de 4 

ó 5 dominios de Ig, uno aminoterminal que configura para la región variable (VH) y 

los otros dominios forman la región constante (CH): tres para IgD, IgG e IgA, y 

cuatro para IgM e IgE.  Las cadenas ligeras pueden ser de dos tipos: kappa (k) y 

lambda (λ), las cuales están conformadas por dos dominios de Ig: uno 

aminoterminal o variable (VL) y otro carboxiloterminal o constante (CL), el cual se 

une por enlace disulfuro al dominio de la región constante (CH) de la cadena 

pesada (Williams y Barclay, 1988). 

 

 

1.1.3. Citocinas  

 

Todos los mecanismos de la respuesta inmune innata y adquirida son 

desencadenados a través de señales intercelulares que permiten la comunicación.  

Dichas señales son realizadas por las citocinas, que son proteínas solubles de 

bajo peso molecular mediadoras de crecimiento celular, inflamación, inmunidad, 

diferenciación y reparación. Además de las células del sistema inmune, las 

citocinas son producidas por diferentes tipos celulares durante la activación de la 

inmunidad innata y adquirida. Son el principal medio de comunicación intra e 

intercelular ante una invasión microbiana y sirven para iniciar la respuesta 

infamatoria y definir la magnitud y naturaleza de la respuesta inmune específica. 

Debido a que son producidas por diferentes tipos celulares del sistema inmune, las 

citocinas se agrupan en: interleucinas (IL), quimiocinas, interferones (IFN), 
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factores estimuladores, factores de crecimiento y factores de necrosis tumoral 

(TNF) (Oberholzer y cols., 2000). 

 
Para que la defensa contra el patógeno se inicie de manera eficaz es 

necesaria la participación de citocinas con función fundamentalmente pro-

inflamatoria (TNF-α, IL-1ß, IL-12, IFN-γ, IL-6). La respuesta pro-inflamatoria inicial 

está controlada por moléculas antiinflamatorias (el antagonista del receptor de la 

IL-1, el factor transformante del crecimiento beta [TGF-ß], la IL-10). En 

condiciones fisiológicas, todas estas moléculas sirven como inmunomoduladoras 

y, por lo tanto, limitan el efecto potencialmente dañino de la reacción inflamatoria. 

Sin embargo, en condiciones patológicas, la respuesta anti-inflamatoria puede ser 

insuficiente para contrarrestar la actividad inflamatoria o, por el contrario, ser 

sobrecompensadora e inhibir el sistema inmune y dejar al huésped a merced de la 

infección (De Pablo, 2014). 

 

1.2. La Piel 

 

La piel es un componente del sistema inmune. Es la primera barrera de 

defensa del huésped y el órgano más extenso del cuerpo. En el adulto, el espesor 

varía entre 0.5 a 4 mm, siendo la superficie 1.6 -1.9 m2 y un peso aproximado de 

14 kg. Su función primaria es actuar como barrera anatómica y fisiológica ante 

agentes ambientales, minimizar la pérdida de agua y evitar la entrada de agentes 

patógenos (Ramírez y cols., 2010; De Benedetto y cols., 2009). Éste mecanismo 

de defensa se debe a la anatomía, estructura celular y composición de la piel, 

particularmente la red de células inmunes presentes, tal como CPA, mastocitos, 

linfocitos T y CLIs (Tay y cols., 2014). 

 

La piel está compuesta por tres capas, que del exterior al interior se 

denominan epidermis, dermis e hipodermis. La epidermis es la capa más externa 

de la piel. Está compuesta por queratinocitos (90%), melanocitos (5%), células de 

Langerhans (CL) (3-5%) y células de Merkel (<1%). Éstas últimas están asociadas 
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a la sensación táctil (Misery, 2014). Los melanocitos son células que participan en 

la protección contra las radiaciones ultravioletas. Las CL se derivan de 

precursores de la médula ósea y son CD pertenecientes a la familia de CPA. Son 

las encargadas de la captación, procesamiento y presentación de antígenos a los 

linfocitos en los ganglios linfáticos locales. Están definidas por la presencia de 

gránulos de Birbeck y además de en la epidermis se encuentran confinadas en el 

epitelio plano estratificado de las mucosas (McKenna y Beignosn, 2005). Los 

queratinocitos proliferan dentro de la capa basal y se diferencian del interior al 

exterior para formar las capas de la epidermis: basal, espinosa, granular y córnea 

(Figura 1). Cada etapa de diferenciación se caracteriza por la expresión de 

proteínas específicas (De Benedetto y cols., 2009; Sandilands y cols., 2009).  

 

La capa basal está constituida por una hilera de células cilíndricas, que 

asienta sobre la membrana basal o unión dermoepidérmica, y cuya división o 

mitosis da origen a las células suprayacentes. La capa espinosa está compuesta 

por varias hileras de células poliédricas (5 a 10 según las regiones), que a medida 

que ascienden se van aplanando; están unidas entre sí por desmosomas (puentes 

intercelulares), que le dan el aspecto espinoso. La capa granular está compuesta 

por células productoras de profilagrina (precursora de la filagrina) y gránulos de 

queratohialina y aparece las estructuras típicas de unión intercelular conocidas 

como uniones estrechas. Aunque las proteínas que establecen las uniones 

estrechas, como los miembros de la familia de claudinas, ocludina, JAM-A y ZO-1, 

se expresan en diferentes capas de la piel, las estructuras típicas de uniones 

estrechas son exclusivas del estrato granuloso, jugando un papel muy importante 

en la función de barrera de la piel, en especial en sentido interior-exterior 

(Brandner, 2009; Bäsler y Brandner, 2017) La capa córnea está formada por 

capas apiladas de células aplanadas, anucleadas, y sin organelos citoplasmáticos, 

muertas, íntimamente unidas entre sí. Éstas se desplazan hasta desprenderse en 

su superficie; lo que constituye la descamación permanente e inaparente de la 

piel. La capa cornea es la capa protectora por excelencia, ofrece a la vez rigidez y 

cierta flexibilidad para no fisurarse con los movimientos; es impermeable a los 
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fluidos internos y externos y se opone a la penetración de moléculas exógenas 

(Sandilands y cols., 2009). El estrato lúcido está ubicado por debajo de la capa 

córnea y se le identifica en los sitios donde la piel requiere ser más gruesa, como 

lo son las palmas y plantas (Navarrete-Franco., 2003). Estas capas representan 

distintos aspectos del queratinocito, el cual, en su proceso madurativo ascendente 

(evolucionando hacia una muerte celular programada) se va diferenciando, de 

manera tal que adquiere morfología y funciones particulares, hasta llegar a la capa 

córnea (Sandilands y cols., 2009). 

 

 

Figura 1: Componentes de la epidermis. La epidermis es la cubierta externa de la piel y está 
separada de la dermis por la membrana basal. Los queratinocitos que conforman la epidermis 
proliferan en la membrana basal y se diferencian conformando las diferentes capas de la 
epidermis. Cada estrato se caracteriza por la expresión de proteínas específicas (Adaptado de: 
Sandilands y cols., 2009). 

 

La dermis constituye la capa intermediaria de la piel, constituida por fibras 

elásticas (elastina), matriz extrafibrilar y colágeno, que proporciona estabilidad y 

elasticidad a la piel. La principal población celular de la dermis son los fibroblastos 
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que producen y depositan el colágeno junto con otros componentes dermales. 

Además, también residen células inmunes como mastocitos, macrófagos, y un 

número reducido de linfocitos. También están presentes vasos sanguíneos y 

linfáticos, mecano y termo-receptores, junto con los folículos pilosos y las 

glándulas dermales (Chang y cols., 2017). 

 

Finalmente, la capa más interna de la piel o hipodermis es el tejido subcutáneo 

en el que la grasa subcutánea (almacenada en adipocitos) actúa como un material 

acolchado y reservorio de energía que también proporciona termorregulación 

(Gonzaga da Cunha y cols., 2017). 

 

 

1.2.1. Estrato córneo y proteínas estructurales. 

 

El estrato corneo es la región más superficial de la epidermis, y es el que le 

confiere la función de barrera a la piel. Está compuesto por una estructura 

aplanada de proteínas y corneocitos conectados entre sí por lípidos intercelulares 

(Figura 2), lo que le permite a la piel evitar la pérdida de agua y solutos esenciales 

para la homeostasis y fisiología del individuo; además del factor de protección que 

provee contra agentes físicos, químicos y biológicos (Elias, 1983), manteniendo 

así, la permeabilidad y la función de barrera. 

 

El gradiente de calcio que existe en la epidermis, es crucial para la 

diferenciación del queratinocito. Existe una baja concentración de Ca+2 en los 

estratos basal, espinoso y córneo, y una alta en el granuloso (Sandilands y cols., 

2009). El aumento de la concentración de calcio en el estrato granuloso permite 

que la profilagrina, una proteína altamente fosforilada, rica en histidina y 

conformada por monómeros de filagrina unidos mediante sus carbonos N-

terminales se libere de los gránulos de queratohialina, se desfosforile y una vez 

expuesta en la frontera entre el estrato granular y el córneo sea procesada y 

fragmentada en monómeros activos de filagrina (Sandilands y cols., 2009; 
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Kawasaki y cols., 2011). La queratina, una proteína de estructura fibrosa 

sintetizada también por los queratinocitos, se une a los monómeros de filagrina 

para formar filamentos intermedios y con ello el citoesqueleto del estrato córneo, 

(Fitch y cols., 2003), por lo que la filagrina aparenta ser la responsable de 

obstaculizar la entrada de alérgenos a través del estrato córneo (Kubo y cols., 

2009). Finalmente, cuando los monómeros de filagrina se degradan, éstos forman 

los factores de humectación de la piel (Sandilands y cols., 2009).  

  

Además, el corneocito expresa involucrina, loricrina, periplaquina, 

envoplaquina y pequeñas proteínas ricas en prolina, las cuales, mediante la acción 

catalítica de la transglutaminasa forman redecillas que conforman la envoltura 

celular córnea (Egberts y cols., 2004). Esta es una capa de 15 nm de grosor 

localizada en la superficie interior del queratinocito (Proksch, 2008). El ensamble 

de la envoltura córnea es crucial para mantener la integridad estructural y 

mecánica del corneocito (Sevilla y cols., 2007), por lo que para mantener dicha 

integridad, se tiene, además de las proteínas antes mencionadas, a los 

corneodesmosomas que son las estructuras adhesivas del estrato córneo que se 

incorporan a la envoltura celular córnea, y está formado principalmente por 

corneodesmosina y dos cadherinas desmosomales, desmogleina y desmocolina 

(Serre y cols., 1991; Ishida-Yamamoto y Igawa, 2017). Durante la descamación, 

los corneodesmosomas son degradados por ciertas proteasas de serina, tales 

como las calicreínas (Chapman y Walsh, 1990). 
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Figura 2: Proteínas estructurales de la barrera epidermal. a) Durante la diferenciación del 
queratinocito, los gránulos de queratohialina se desgranulan en respuesta al incremento de Ca

+2
, 

liberando profilagrina, la cual es degradada por las proteasas en el citoplasma. Los monómeros de 
filagrina en conjunto con los filamentos intermediarios de queratina forman uniones estrechas en el 
corneocito. b) La envoltura celular córnea está localizada en la superficie de la membrana 
citoplasmática del corneocito. Está conformada por involucrina, loricrina, envoplaquina y 
periplaquina, las cuales se unen entre sí por acción de la transglutaminasa-1 (Adaptado de: 
Nishifuji y Yoon, 2013). 
 

 

1.2.2. Péptidos antimicrobianos (AMPs) 

 

Como la barrera más expuesta y extensa del sistema inmune, la piel requiere 

de sustancias que le permitan ejercer su función (Zang y cols., 2016), por lo que la 

presencia de los AMPs en el epitelio busca proteger a éste de la exposición 

ambiental a microorganismos oportunistas, así como, mantener la microbiota del 

huésped (Gallo y Hooper., 2012). 

 

Los AMPs, recientemente denominados péptidos de defensa del 

hospedero, son moléculas efectoras claves en la inmunidad innata (Rivas-

Santiago, 2006; Niyonsaba y cols., 2017). Son pequeños péptidos anfipáticos 

generados principalmente por queratinocitos (Zang y cols., 2016) y otras células 

expuestas a microbios (Wiesner y cols., 2010), que se encargan del 
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reconocimiento de patógenos, inducción de moléculas activadoras con la finalidad 

de activar a las células del huésped para la eliminación de dichos patógenos y la 

liberación de moléculas que tienen un efecto directo sobre los patógenos (Kenshi y 

Gallo, 2008).  

 

La secuencia de aminoácidos de los AMPs es variable, lo que les permite 

tener un espectro antimicrobiano muy amplio contra bacterias (gram + y -), virus y 

hongos (Bastian and Schafer., 2001; Sun y cols., 2005). Su carga catiónica les 

permite unirse a la membrana de las bacterias por medio de sus lipopolisacáridos 

(Kristian y cols., 2005), pero también los AMPs actúan sobre las células del 

huésped estimulando la producción de citocinas, la migración celular, así como la 

proliferación, maduración y síntesis de matriz celular. Los AMPs más comunes 

son: defensinas, catelicidinas y dermicidinas (Kenshi y Gallo, 2008).  

 

Las defensinas tienen un peso molecular de 3 - 4.5 kDa. Son péptidos 

catiónicos ricos en arginina, seis residuos de cisteína y unidos entre sí por tres 

puentes disulfuro, cuya posición le da la clasificación de α-, β- y ϴ- defensinas 

(Rivas-Santiago y cols., 2006).  

 

Son 6 las α-defensinas que se han identificado en los humanos. Las α-

defensinas de la 1 a la 4 también se han denominado péptidos de los neutrófilos 

humanos-1 a -4, debido a su abundancia en los gránulos de los neutrófilos (Ganz 

y cols., 1985). Las otras dos defensinas son la defensina humana (HD)-5 y -6 y se 

encuentran principalmente en las células de Paneth en el intestino (Salzman y 

cols., 2003; Selsted y Oullete, 2005). Las θ-defensinas se expresan 

exclusivamente en los neutrófilos de los primates no humanos (Nguyen y cols., 

2003). 

 

Las β-defensinas  tienen de 36 a 42 residuos de aminoácidos. En humanos 

se han identificado 6. La β-defensina (hBD) -1 a la hBD-4, se detectan 

principalmente en los epitelios de la piel, el tracto respiratorio y urogenital y son 
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esenciales en el mecanismo de defensa de la piel (Rivas-Santiago y cols., 2006; 

Fritz y cols., 2012). Su expresión es inducible por estímulos infecciosos o 

citocinas, excepto la hBD-1 que se expresa de forma constitutiva (Guaní-Guerra y 

cols., 2009), y su función inmunológica se presenta tanto en la respuesta innata 

como adaptativa (Kenshi and Gallo., 2008). Las hBD-5 y -6 se han encontrado en 

el epidídimo (Niyonsaba y cols., 2009; Niyonsaba y cols., 2006). En la piel se 

expresan principalmente hBD-1, hBD-2 y hBD-3 (Guaní-Guerra y cols., 2009), ya 

que la hBD-4 es detectada solo a nivel de RNAm en los queratinocitos (Schibli y 

cols., 2002). En general, las hBD modifican el proceso de migración y maduración 

de las CD y linfocitos T mediante la activación del receptor CCR6 (Yang y cols., 

2002). Además, muestran acciones por-inflamatorias al incrementar la producción 

de citocinas/quimiocinas que participan en la patogénesis de varias enfermedades 

cutáneas (Niyonsaba y cols., 2009; Niyonsaba y cols., 2006; Ganz y cols., 1985; 

Nguyen y cols., 2012), aceleran la angiogénesis y la cicatrización de las heridas 

(Niyonsaba y cols., 2009; Niyonsaba y cols., 2006)y participan en la homeostasis 

de la barrera cutánea al mejorar las uniones estrechas entre los queratinocitos 

(principalmente la hBD-3) (Kiatsurayanon y cols., 2014). 

  

Mientras que la α-defensina humana (producida principalmente por los 

neutrófilos), exhibe una potente actividad antiviral mediante la ruptura de la 

envoltura viral (Klotman y Chang., 2006), las hBD son efectivas contra bacterias, 

hongos y virus. hBD-2 tiene su principal acción antimicrobiana contra Pseudomona 

aeruginosa y E. coli; sin mostrar un efecto significativo, por sí sola, sobre S. 

aureus por lo que requiere de una acción sinérgica con otras hBDs. En cuanto a 

su acción fungicida, hBD-2 tiene un importante efecto sobre C. albicans, C. krusei 

y C. parapsilosis (Chen y cols., 2005; Aerts y cols., 2008). Además de sus 

propiedades microbicidas, las hBD también poseen propiedades quimioatractantes 

sobre diferentes tipos celulares como los monocitos, linfocitos T y CD (Lai y Gallo., 

2009) e inducen la producción de citocinas como la IL-10 (Niyonsaba y cols., 

2007). 
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En roedores, la β-defensina 29 induce el reclutamiento y maduración de CD 

por medio de CCR6 (Conejo-García y cols, 2004) mientras que β-defensina 2.  En 

contraste, la α-defensinas de los neutrófilos inhiben la migración celular hacia el 

endotelio al impedir la unión de la integrina α5β1 a la fibronectina (Chavakis y 

cols., 2004).  

 

 La catelicidina humana (LL-37) se origina de un precursor proteico de 

18KDa denominado hCAP-18 (proteína antibacterial catiónica humana de 18 kDa), 

el cual es transcrito a partir del gen CAMP (Vandamme y cols., 2012). Para ser 

activado a LL-37, HCAP-18 es escindido por las serín proteasas (proteinasa 3 en 

neutrófilos y calicreína 5 y 7 en queratinocitos) (Goo y cols., 2010; Zhang y Gallo., 

2016). Una vez en su forma activa, LL-37 ha mostrado ser un inmunomodulador 

multifuncional, quimioatractante con  acción microbicida (Ninyosaba y cols., 2002).   

 

 Producido principalmente por células epiteliales, LL-37 también se 

encuentra en otras poblaciones celulares en las cuales desarrolla funciones 

específicas. LL-37 se expresa de manera constitutiva en neutrófilos, mastocitos, 

macrógafos y monocitos. Además se puede incrementar su expresión en 

queratinocitos y células epiteliales de las vías aéreas e intestinales tras la 

infección, daño o inflamación (Niyonsaba y cols., 2009; Niyonsaba y cols., 2006). 

Mientras tienen una función anti-apoptótica en neutrófilos y queratinocitos, 

favorecen la apoptosis en células epiteliales aéreas. En CD, linfocitos y 

queratinocitos induce la expresión de quimiocinas y citocinas y en mastocitos y 

eosinófilos, induce la quimiotaxis de los mismos (Hancock y cols., 2016; Nijnik y 

cols., 2009; Koczulla y cols., 2003; Zang y Gallo., 2016).  

 

 Si bien se han descrito diferentes catelicidinas en caballo, cerdo, pollo y 

pescado, sólo se ha identificado a LL-37 en humanos (Zang y Gallo., 2016), 

siendo su homólogo en ratones CRAMP (péptido antimicrobiano relacionado con 

la catelicidina) y rCRAMP en ratas (Zanetti, 2004). 

  



27 
 

 

1.2.3. Ceramidas 

 

Los queratinocitos del estrato granular contienen un gran número de capas 

conocidas como cuerpos laminales, en los cuales se encuentran almacenadas las 

glucoceramidas, esfingomielinas, fosfolípidos y colesterol; todos ellos precursores 

de los lípidos que conforman la envoltura córnea (Feingols y cols., 2011). Durante 

el proceso de diferenciación celular de los queratinocitos, los gránulos laminales 

se mueven a la punta de las células granulares y se fusionan con la membrana 

plasmática y secretan su contenido (mediante exocitosis) dentro del espacio 

extracelular en la frontera de las capas granular y córnea. Es el aumento del 

gradiente de calcio en el estrato granular, lo que provoca la liberación del 

contenido de los cuerpos laminares que van a constituir la porción lipídica de la 

envoltura celular córnea y la matriz extracelular del estrato córneo (Proksch y 

cols., 2008). Los lípidos secretados son procesados y acomodados para formar la 

laminilla extracelular lipídica, la cual se une de forma covalente a las proteínas de 

la envoltura celular córnea, particularmente a los residuos de glutamato de la 

involucrina (Bowstra y cols., 2006). 

 

 

1.2.4. Factores humectantes naturales. 

 

Los filamentos intermedios de queratina con agregados de monómeros de 

filagrina son degradados por diversas proteasas para la formación de compuestos 

hidratantes (Kawasaki y cols., 2011). Esta proteólisis produce la liberación de 

aminoácidos libres, de carácter higroscópico, tal como el ácido urocánico y el 

ácido carboxílico pirrolidona, que constituyen los factores de humectación natural, 

responsables de retener el agua en el estrato córneo (Rawlings y Harding, 2004; 

Sandilands y cols., 2009), así como de mantener el pH ácido de la piel, el cual es 

fundamental en el metabolismo y organización de los lípidos de la matriz 

extracelular, tiene acción antimicrobiana, y regula la actividad enzimática y el 

proceso de descamación (Brown y McLean, 2012; Ali y Yosipovitch, 2013). 
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1.3. Reacciones de Hipersensibilidad 

 

El sistema inmune tiene como función el reconocimiento y la respuesta 

específica ante invasores extraños para su eliminación, mediante  la movilización 

de una batería de moléculas efectoras. Sin embargo, en determinadas 

circunstancias y dependiendo del Ag ambiental y del terreno genético, el  

organismo reacciona en forma excesiva o inadecuada, dando lugar a las 

reacciones de hipersensibilidad. Estas reacciones son procesos patológicos 

resultantes de las interacciones específicas entre Ag y Ac o linfocitos 

sensibilizados que causan inflamación tisular y/o malfuncionamiento orgánico. 

Dependiendo de los mecanismos y moléculas efectoras que participan en la 

evolución del fenómeno, se pueden distinguir diferentes tipos de inmuno-

reacciones (Romero-Valdés y cols., 2007), las cuales se clasifican de acuerdo a 

Gell y Coombs en cuatro reacciones de hipersensibilidad. Éstas se describen en la 

tabla 1.  
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Tabla 1: Clasificación de las reacciones de hipersensibilidad 

 

Ig, Inmunoglobulinas; Linfocitos T CD4+ (cooperadores); linfocitos T CD8+ (citotóxicos). Adaptado 
de: Gell – Coombs, 1963. En Cuevas –Castillejos y Cuevas-Castillejos, 2012. 

 

 

Mientras que los Ac IgG e IgM inducen reacciones de hipersensibilidad al 

activar el complemento, los Ac de isotipo IgE promueven la desgranulación del 

mastocito con liberación de histamina y otras moléculas efectoras. Ésta última se 

le conoce como hipersensibilidad tipo I o alergias (Kindt y cols., 2007), 

clasificación en la cual se encuentra la dermatitis atópica (DA). 

 

 

 

 

Hipersensibilidad Mecanismo inmune Ejemplo 

Tipo I IgE 

Anafilaxia 

Asma mediada por IgE 

Rinitis mediada por IgE 

Dermatitis Atópica 

Urticaria 

Tipo II IgG /IgM 

Anemia hemolítica autoinmune 

Eritroblastosis fetal 

Enfermedad de Graves 

Miastenia gravis 

  Enfermedad del suero 

Tipo III 
Inmunocomplejos circulantes 

constituidos por IgG ó IgM 

Lupus  eritematoso sistémico 

Glomerulonefritis post-
estreptocócica 

Tipo IV Linfocitos T CD4+ / CD8+ 

Dermatitis de contacto 

Artritis Reumatoide 

Enfermedad inflamatoria intestinal 

Esclerosis múltiple 

Mecanismos 
inmunes no 
identificados 

Hipersensibilidad tipo I no mediada por IgE 

Pérdida de tolerancia 

Otros 
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1.3.1. Hipersensibilidad tipo I o Alergias 

 

La hipersensibilidad tipo I ocurre después del contacto con partículas o 

estímulos que desencadenan señales de peligro que activan de forma inapropiada 

o excesiva los mecanismos inmunológicos mediados por IgE y estos a su vez a 

células desgranulantes como mastocitos, eosinófilos y basófilos, dando lugar a las 

manifestaciones clínicas de la alergia o atopía (Macpherson, 2012). Por lo tanto, 

las alergias son una respuesta exacerbada del sistema inmune contra sustancias 

no propias llamadas alérgenos. La cascada alérgica inicia cuando el alérgeno es 

reconocido por la CD, quien lo procesa y presenta a la célula T, iniciando así la 

respuesta adaptativa. La célula T se diferencia a un linfocito Th2, el cual secreta 

IL-4 e induce a los linfocitos B a la producción de IgE (Blink y Fu., 2010; Salazar y 

Ghaemmaghami, 2013).  

 

La IgE se une al mastocito mediante receptores FcεRI y el individuo queda 

sensibilizado al alérgeno correspondiente (fase de sensibilización). Los receptores 

FcεRI tiene una alta afinidad (ka=1010M-1) y una baja constante de disociación 

(koff=10-5s-1), lo que contribuye a la persistencia de la sensibilización y a la 

saturación de los receptores (Holdom y cols., 2011). De manera tal que, en una 

exposición posterior, el alérgeno es reconocido por las moléculas de IgE unidas a 

la superficie del mastocito y éste se activa, resultando en la desgranulación y  

liberación de mediadores almacenados tales como histamina y proteasas, junto 

con la producción y secreción de citocinas inflamatorias y compuestos derivados 

del metabolismo del ácido araquidónico (Weller y cols., 2011). Los mediadores 

almacenados y los derivados del ácido araquidónico causan los signos y síntomas 

asociados con la fase temprana de la alergia, tales como: vasodilatación, aumento 

de la permeabilidad vascular, edema, incremento en la secreción de moco y en la 

motilidad intestinal y bronco-constricción (Galli y cols, 2008). La reacción 

inmediata se presenta desde segundos hasta una hora después del contacto con 

el alérgeno, y depende fundamentalmente de la secreción de sustancias 

vasoactivas y brococonstrictoras. Posteriormente, en algunos tipos de alergias y 
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dependiendo de la cantidad del alérgeno, se puede continuar con una fase tardía 

(3-8 horas después de la exposición al alérgeno).  

 

Las fases tardía y crónica alérgicas se caracterizan por cambios funcionales 

en los órganos afectados (Akdis, 2006). En la fase tardía, las células T efectoras 

atraídas al lugar de la reacción alérgica y células estructurales de los tejidos 

afectados como las células epiteliales, secretan citocinas (IL-4, IL-5 e IL-13, 

principalmente) y quimiocinas (CCL1, CCL17, CCL18 y CCL22) que 

conjuntamente con las liberadas por los mastocitos activados en la fase aguda, 

permiten el reclutamiento al sitio de inflamación de basófilos, monocitos, 

macrófagos y mayoritariamente eosinófilos. Los mediadores liberados por este 

infiltrado celular generan un estado de inflamación persistente que avanza según 

se hace crónica la estimulación con el alérgeno participando en el desarrollo de la 

fisiopatología característica de las fases aguda y crónica en cada proceso alérgico 

(Galli y Tsai, 2012).  

 
 

1.4. Dermatitis Atópica (DA) 

 

La dermatitis atópica (DA) es una enfermedad crónico-inflamatoria, alérgica 

de la piel (Bieber, 2010), en la cual se presentan lesiones eccematosas y prurito 

(Auriemma y cols., 2013), ocasionada por la sensibilización a alérgenos 

ambientales mediada por IgE. Se caracteriza por la inflamación de la piel y la 

alteración de la barrera epidérmica que se traduce en piel seca y escamosa, esto 

debido a que, a nivel subcutáneo se forman placas de líquido (espongiosis) y al 

engrosamiento de la epidermis (liquenificación), así como la hipertrofia de la capa 

superior de la misma (Bieber, 2008), lo que da como resultado prurito intenso, 

huellas de rascado, lesiones cutáneas e infecciones secundarias (Civelek, 2011). 

 

La DA se puede clasificar en extrínseca e intrínseca, donde la extrínseca se 

caracteriza por elevados títulos de IgE total y la presencia de IgE alérgeno 
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específica, mientras la intrínseca presenta títulos normales de IgE y carece de IgE 

alérgeno específica. Así mismo, la DA extrínseca muestra una barrera alterada y 

presencia de prurito, así como mutaciones en la filagrina y la expresión de 

citocinas del perfil Th2 (Tokura, 2010). 

 

 

1.4.1. Epidemiología. 

 

A nivel mundial, se estima que la DA afecta del 10 al 20% de los niños y del 

2 – 9% de los  adultos (Shaw y cols., 2011).  En Latinoamérica, la prevalencia en 

niños, varía del 3.2 al 25% (D´ Solé, 2010), mientras que en México, se estima del 

3.9 al 4.9% (Bedolla – Barajas y cols., 2010).  En la infancia, el comienzo de la DA 

ocurre en el 45% de la población durante los primeros seis meses de vida, el 60% 

durante el primer año y el 85% antes de los 5 años (Bieber, 2010). 

 

De acuerdo a Bieber (2010), la incidencia de la DA se ha incrementado 

considerablemente en las pasadas 3 décadas en países industrializados, siendo 

los más afectados aquellos pertenecientes al norte de Europa. La prevalencia en 

zonas rurales o países no desarrollados es significativamente menor, por lo que 

hay que enfatizar en el estilo de vida y el ambiente como variables para el 

desarrollo de la enfermedad. 

 

 

1.4.2. Etiología. 

 

La etiología de la DA no está claramente definida, (Staines – Boones y 

cols., 2013). Ésta involucra diferentes factores tales como: la predisposición 

genética, alteraciones en la barrera cutánea (específicamente en las proteínas que 

conforman la envoltura celular córnea y ceramidas), y agentes ambientales 

(Auriemma y cols., 2013).  
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El factor genético es uno de los principales responsables de la DA. La 

región cromosomal 1q21 es uno de los componentes reguladores de la 

homeostasis epidermal, así como la diferenciación del complejo epidérmico 

(Vasilopoulos y cols., 2004). Además, existen otras condiciones que pueden 

aumentar la probabilidad y gravedad de una DA, tal como la predisposición 

genética a la producción de anticuerpos IgE específicos a alérgenos y la tendencia 

a diferenciación de los linfocitos T colaboradores hacia el perfil Th2 (Mark y Slavin, 

2006).  

  

Las mutaciones en los genes que codifican profilagrina/filagrina (FLI/FLG) 

son un elemento clave en la diferenciación de la epidermis, por lo que una 

variación en ellos es considerado como un factor importante para el desarrollo de 

la DA (Marenholz y cols., 2006). Así mismo, se ha reportado que el déficit de 

filagrina produce una alteración en la organización de los filamentos de queratina 

del citoesqueleto y en la estructura de la envoltura córnea debido a que la filagrina 

se asocia a la densidad de corneodesmosomas y de uniones estrechas 

intercelulares. También, una disminución en la producción de filagrina altera la 

maduración y exocitosis de los cuerpos lamelares, provocando una distribución no 

homogénea de los lípidos y una alteración en la función enzimática que junto a la 

disminución de los factores de humectación natural, conlleva a una alcalinización 

del pH (Gruber y cols., 2011; McAler e Irvine, 2013; Bieber, 2010). Éste último, 

también favorece a la liberación de mediadores proinflamatorios por parte de los 

queratinocitos, que inducen una respuesta inflamatoria con predominio de 

linfocitos Th2, mediada incluso en ausencia de los alérgenos (Irvine y cols, 2011), 

lo que permite la penetración de estímulos externos, como alérgenos, bacterias y 

virus (Proksch y cols., 2006; Smith y cols., 2006) debido a la disminución de la 

respuesta protectora de la piel y la deficiencia de péptidos antimicrobianos, 

(Bieber, 2010). 

 

Otras proteínas estructurales relacionadas con la diferenciación epidermal y 

la integridad del estrato córneo y por lo tanto elementos claves en la integridad de 
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la barrera cutánea que se encuentran alteradas son involucrina, loricrina, 

envoplaquina, periplaquina y proteínas pequeñas ricas en prolina (Nishifuji y 

cols., 2013). Cuando una de ellas se encuentra afectada existe un mecanismo 

compensatorio para mantener la función de barrera  (Koch y cols., 2000; Dijan y 

cols., 2000), sin embargo, un triple nockout de involucrina, envoplaquina y 

periplaquina desarrolla defectos en el ensamble de la envoltura celular córnea que 

resulta en una hiperqueratosis y alteraciones en la barrera cutánea, (Sevilla y 

cols., 2007). 

 

En cuanto a las ceramidas, niveles bajos de las mismas en el estrato 

córneo están asociados a cambios en la organización de la laminilla lipídica 

extracelular, lo que trae consigo una mayor pérdida de agua transepidermal, lo 

que conlleva a una piel seca (Janssens y cols., 2011).  

 

Dentro de los agentes etiológicos ambientales, hay que considerar 

aquellos estresores que comprometen la barrera dérmica, por ejemplo, las 

condiciones climáticas como baja humedad, bajas temperatura y poca exposición 

solar (Silverberg y cols., 2013), la frecuencia de contacto con agua (Wang y Tsai., 

2014), la dureza del agua de uso común (Engebretsen y cols., 2017) y el contacto 

ocupacional de algunos productos químicos (Mark y Slavin, 2006; Caroe y cols., 

2016).  

 

 

1.4.3. Desarrollo de la respuesta inmune asociada a la DA 

 

Al ser un órgano activo del sistema inmune, la piel influye en el 

comportamiento del mismo cuando está afectada por la DA (Egawa y Kabashima, 

2011). Los pacientes con DA tienen una barrera dérmica comprometida, ya sea 

por factores ambientales o alteraciones genéticas (Bieber, 2010).  
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Dentro de la etiología genética, la alteración en la filagrina no solo afecta la 

estructura de la capa córnea y granular (Thyssen y cols., 2013), además se altera 

la producción de factores humectantes naturales, produciendo resequedad y 

cambios de pH en la piel (Thyssen y cols., 2013), incrementado la actividad de las 

serín proteasas (por ejemplo, calicreína 7), produciendo la degradación de los 

corneosdesmosomas, disminuyendo la adherencia intercelular y síntesis de 

ceramidas, lo que causa un estímulo en el queratinocito y alteraciones en la 

barrera cutánea que permiten el proceso inflamatorio y el paso de alérgenos (Briot 

y cols., 2009; Kawasaki y cols., 2012). 

 

En respuesta a la agresión que implica la DA, el queratinocito y las CLI2 

incrementan la expresión de linfopoyetina estromal tímica (TSLP), IL-25 e IL-33  

(Thyssen y cols., 2013; Salimi y cols., 2013). Éste ambiente de citocinas favorece 

la diferenciación del linfocito Th0 a un perfil Th2, una vez que las CPA capturan  al 

alérgeno, lo procesa y presenta a las células Th0 (Figura 3).  

 

Todavía no se ha definido qué clase de subtipo de CD inicia la 

sensibilización epicutánea a los alérgeno proteicos: CL de la epidermis o CD de la 

dermis (Honda y cols., 2013). Lo que si se ha demostrado es que las CLs son 

esenciales en la inducción de la IgE en la sensibilización epicutánea con antígenos 

proteicos y que la expresión de los receptores para la TSLP en las CLs se ve 

incrementada  después de la exposición al antígeno proteico en la piel, por lo que 

se propone que el papel que las CL juegan en el desarrollo de la DA es mediado 

por la interacción de TSLP con sus receptores (Nakajima y cols., 2012). Además, 

en la DA las CL producen CCL1, una quimiocina producida por DC, mastocitos y 

células endoteliales, y que es ligando de CCR8 (Gombert y Dieu – Nosjean, 2005). 

 

Los linfocitos Th2 secretan citocinas inflamatorias como IL-4, IL-5 e IL-13 

(Novak, 2012; Xue y cols., 2014; Kim BS et al., 2013; Kabashima, 2013), de las 

cuales IL-4 e IL-13, estimulan a los linfocitos B para la producción de IgE (Furue y 

cols., 2016), y favorecen el infiltrado, proliferación y sobrevivencia de mastocitos 
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(Brandt y Sivaprasad., 2011). Por otro lado, la citocina IL-5 permite el infiltrado, 

proliferación y sobrevivencia de los eosinófilos (Kondo y cols., 2001).  

 

La IgE es el principal anticuerpo involucrado en la iniciación inmediata de la 

hipersensibilidad debido a su papel en la liberación de citocinas y desgranulación 

de mastocitos (Xiu-Min y cols., 2009). La IgE producida se une al receptor FcεRI 

del mastocito sensibilizándolo. Debido a la sobreproducción de IgE y a la 

exposición crónica a alérgenos, el mastocito se desgranula y con ello la liberación 

de histamina y mediadores de inflamación como prostaglandinas (Novak, 2012; 

Bieber., 2010). Así también, los mastocitos activados y los eosinófilos se observan 

en piel lesionada y juegan un papel importante en el desarrollo de la DA (Leung, 

1995). En el caso de los mastocitos, éstos contribuyen a la picazón y eritema 

debido a la liberación de mediadores y citocinas vía IgE-dependiente. Los 

eosinófilos contribuyen a la inflamación de la piel, debido a la secreción de 

citocinas y mediadores que inducen el daño en el tejido por la liberación de 

especies reactivas de oxígeno (Fujii y cols., 2009). 

 

La DA es bifásica; es decir, mientras que la DA en su fase aguda es 

considerada como una enfermedad alérgica mediada por el perfil Th2, 

caracterizada por una producción anormal de IgE, eosinofilia periférica, activación 

de mastocitos y la inducción de la diferenciación de los linfocitos Th2, así como de 

la expresión de IL-4 e IL-13 (Bieber, 2008); en su fase crónica la respuesta 

inflamatoria de la DA es una combinación de perfiles Th1/Th2 ya que se observa 

un incremento de INF-γ, IL-12 así como de GM-CSF, característicos del perfil Th1 

(Bieber, 2010).  El mantenimiento de la fase crónica involucra la producción de IL-

12 e IL-18, mientras que la remodelación del tejido está asociado a IL-11 y TGF-β. 

Estos mediadores favorecen el engrosamiento de la epidermis característico de 

las lesiones de DA (Bieber, 2010). 

 

Aunque todavía no se sabe con exactitud el mecanismo inmunológico que 

favorece la polarización Th2 a Th1, la evidencia muestra que se debe a la 
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activación de los inflamasomas en los queratinocitos, provocada por los alérgenos 

(Dai y cols., 2010) o por la presencia de S. Aureus (Roth y cols., 2014). Esto último 

debido a que el ambiente Th2 inhibe la producción de AMPs, se favorece el 

proceso infeccioso por S. Aureus y como consecuencia la producción de IFN-γ, IL-

12, IL-11, IL-18, TGF-β y factor estimulante de colonias de granulocitos 

macrófagos, citocinas del perfil Th1 (Kabashima., 2013; Bieber, 2010).  

 

En relación a los AMPs, se sabe que incrementan en presencia de 

infección, daño o inflamación de la piel, como un elemento de defensa de la 

respuesta inmune innata  (Kenshi y Gallo, 2008). Sin embargo, en pacientes con 

DA se ha observado una disminución en la expresión de AMPs. Específicamente, 

la disminución de la expresión de las defensinas, se debe al aumento de citocinas 

Th2. IL-4 e IL-13 suprimen al mRNA de las hBD-2 y 3 en los queratinocitos (Ong y 

cols., 2002). Esta disminución de AMPs puede explicar la susceptibilidad 

bacteriana en pacientes con DA (Bieber, 2010). Estudios recientes muestran que 

los AMPs tienen una función similar a la de las quimiocinas, proteínas inhididoras 

o neuropéptidos, pues están involucradas en la respuesta proinflamatoria y el 

proceso de diferenciación celular, en la vascularización y cicatrización en el caso 

de heridas en la piel. Por lo tanto es posible que el desbalance en la regulación de 

los AMPs que ocurre en la DA, favorezca al proceso inflamatorio de la piel, con el 

acúmulo de citocinas proinflamatorias y proliferación de queratinocitos (Büchau y 

Gallo, 2007). 
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Figura 3: Respuesta inmune en la DA. Factores genéticos o ambientales comprometen la barrera 
epidermal, en consecuencia, se incrementa el riesgo de penetración de alérgenos. El proceso de 
sensibilización inicia cuando la célula dendrítica  procesa y presenta el antígeno al linfocito virgen 
(Th0) y éste se diferencia a subtipo Th2, secretando interleucina (IL)-4, IL-5 e IL-13 (fase aguda) y 
activando a los linfocitos B quienes secretan inmunoglobulina (Ig)E alérgeno específica que se 
unirá al mastocito por su receptor. La subsecuente fase crónica se caracteriza por una respuesta 
Th1, secretora de interferón (IFN)-γ, IL-12, IL-11, IL-18, factor transformante del crecimiento (TGF)-
β y factor estimulante de colonias de granulocitos macrógafos (GMC-SF).  CLI, células linfoides 
innatas; AMPs, péptidos antimicrobianos; TSLP, linfopoyetina estromal tímica; PBP, proteína 
básica principal; PCE, proteína catiónica eosinofílica (Adaptado de: Peng y Novak, 2015;  
Kabashima, 2013; Carr 2013). 

 

 

Se ha descrito la participación de otros fenotipos de linfocitos T CD4 

durante la respuesta inmune en la DA. Entre ellas las  células T reguladoras 

(Treg), Th17 y Th9. Se sabe que las células Treg pueden suprimir la respuesta 

inflamatoria del sistema inmune a través de la señalización célula–célula y por la 

secreción del TGF–β y la IL–10 (Umetsu y cols., 2003). Aunque los pacientes con 

DA tienen las células Treg incrementadas, éstas pierden su actividad 

inmunosupresora (Ou y cols., 2004) y cuando la lesión de la DA ha sido 

colonizada por Staphylococcus aureus, ésta bacteria secreta varios factores de 

virulencia, como α-toxina o la enteroxina β, que pueden penetrar la barrera 

cutánea y afectar regiones específicas de los linfocitos T (TCRVβ), contribuyendo 
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así a la persistencia y exacerbación de la DA por la producción de IL-5 (Lin YT y 

cols., 2007; Brauweiler y cols., 2014; Lin YT y cols., 2011). Las células Th17 son 

responsables de la regulación de la respuesta inmune innata mediante el 

reclutamiento de neutrófilos. Su participación en la DA es controversial debido a 

que sus niveles se han encontrado aumentados o disminuidos con respecto al 

control, pues dependen del estadío de la enfermedad (Hayashida y cols., 2011). 

Así pues, los linfocitos Th17 se incrementan en la fase aguda y decrementan en la 

fase crónica (Koga y cols., 2008), lo que se relaciona con el aumento de 

eosinófilos e IgE en plasma en la fase aguda y un decremento de los mismos en la 

fase crónica (Hayashida y cols., 2011). La IL-17, generada por las células Th17, es 

crucial para la defensa del huésped contra infecciones, pues en los queratinocitos 

ésta ha mostrado tener un papel importante en la regulación de los AMPs (Zhu y 

cols., 2012). Por otro lado, las células Th9, son características de un perfil 

inflamatorio y favorecen el reclutamiento de mastocitos (Dardalhon y cols., 2008). 

La IL-9 funciona como regulador hematopoyético y se encuentra elevada en 

pacientes con DA, teniendo un papel crucial en la generación del prurito (Namkung 

y cols., 2011). Otras células T elevadas en pacientes con DA son las que expresan 

el antígeno cutáneo asociado a linfocitos (CLA). Estas células pueden ser CD8+ o 

CD4+, sin embargo, sólo CD8+ contribuyen al proceso de inflamación y 

sensibilización en la DA (Akdis., 2010). 

  

Además de las citocinas antes mencionadas, la IL-17 e IL-31 se han 

relacionado recientemente con la DA. La IL-17 parece conducir la inflamación 

hacia la vía aérea después de la exposición cutánea a los antígenos, y la IL-31 

participa principalmente en el asentamiento cutáneo de linfocitos Th2 (Incorvaia, 

2008). En condiciones normales la IL-31 se expresa en baja concentración en la 

piel, sin embargo, en la DA se eleva de manera tal que favorece el perfil Th2, 

lesiones en la piel y prurito severo (Niyonsaba y cols., 2010). Además, se ha 

establecido que los niveles de la IL-21 son inversamente proporcionales a los de 

INF-ץ y a la severidad de la DA (Lin y cols., 2011). Esta citocina es expresada por 

células CD4+ y es un potente inmuno-regulador, pues promueve la diferenciación 
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de linfocitos Th17 e inhibe la producción de IgE. La IL-25 ó IL-17F es un inductor 

de la respuesta Th2 producido por DCs, eosinófilos y basófilos y está sobre-

expresada en la DA, especialmente en piel lesionada. La sobreexpresión de IL-25 

induce la producción de citocinas Th2 (Wang y cols., 2009). Finalmente, la IL-33 

se sobre-expresa en la DA participando en diferentes mecanismos inmunológicos, 

mecánicos y microbiológicos que aumentan la respuesta pro-inflamatoria de la DA 

(Savinko y cols., 2012), incrementando la presencia de inmunoglobulinas y 

eosinófilos en plasma. 
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Tabla 2: Principales elementos de la Respuesta Inmune involucrados en la 

DA. 

Célula  Produce Efecto  Referencia 

Queratinocito 
dañado / CLI 2 

TSLP 

Diferenciación a perfil Th2 e 
inflamación 

Thyssen y cols., 2013; 
Salimi y cols., 2013 

IL-25 

IL-33 

Linfocito Th2 

IL-4 
Activación de linfocitos B, 

producción de IgE e 
hiperplasia de mastocitos 

Furue y cols., 2016; 
Brandt y Sivaprasad., 

2011 IL-13 

IL-5 
Proliferación y sobrevivencia 

de eosinófilos 
Kondo y cols., 2001 

Reducción en la expresión de AMPs y proteínas 
estructurales de la piel. 

Kabashima., 2013; Ong 
y cols., 2002 

IL-31  Prurito Dillon y cols., 2004 

Linfocito Th1 

IFN-γ 
Engrosamiento de la 

epidermis 
Bieber, 2010 

IL-12 Mantenimiento del perfil Th1 

Linfocito Th17 

IL-17 Regulación de los AMPs Zhu y cols., 2012 

IL-25 (IL-17F) Inductor del perfil Th2 Wang y cols., 2009 

Mastocitos 

Histamina Prurito Kabashima, 2013 

Prostaglandinas 
Leucotrienos 

Mediadores de inflamación Misery, 2013 

Eosinófilos 

Proteína catiónica 
eosinofílica 

Mediadores de inflamación y 
citotoxicidad  

Fujii y cols., 2009 
Proteína básica 

principal 

CLI, Células linfoides innatas; IL, interleucina; TSLP, Linfopoyetina estromal tímica; AMPs, 
Péptidos antimicrobianos 
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1.4.4. Prurito. 

 

El prurito es una manifestación clínica crítica de la dermatitis atópica que 

causa un gran deterioro en la calidad de vida del paciente (Metz y cols., 2011; 

Kim, 2012; Buske-Kirschbaum y cols., 2001), pues es una sensación desagradable 

que genera la necesidad urgente de rascar (Liu y cols., 2009).  Se origina a través 

de dos vías: una directa, donde los queratinocitos liberan mediadores que se unen 

con pruritoreceptores (receptores opiode µ), y otra indirecta, donde los 

queratinocitos activan a otras células para que liberen sustancias pruriginosas 

(Cassano y cols., 2010).  

 

Las fibras conductoras del prurito son terminales nerviosas libres (fibras C 

no mielinizadas), cuya velocidad de conducción es lenta con territorios de 

inervación extensos. Generalmente terminan en la unión dermoepidérmica, pero 

en algunas ocasiones pueden proyectarse a las capas inferiores del estrato córneo 

(Soto-Ortiz y cols., 2012). 

 

Las fibras aferentes primarias prurito-receptivas activan las neuronas 

espinales de la lámina I del cuerno dorsal y se proyectan a la parte lateral del 

tálamo y continúan a la corteza singulada anterior, a la corteza insular y a las 

cortezas sensorio-motoras primaria y secundaria. El prurito y el dolor muestran 

afectación de las mismas áreas corticales, pero con diferente patrón de activación 

(Hon y cols., 2007). 

 

En la interacción entre los nervios periféricos y el sistema inmunitario 

participan diferentes tipos de fibras nerviosas cutáneas que liberan 

neuromediadores y activan receptores específicos sobre células diana en la piel, 

como son queratinocitos, mastocitos, CLs, células endoteliales microvasculares, 

fibroblastos e infiltrado de células inmunitarias (Simental-Lara y Ponce – Olivera, 

2006). 
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La producción de IL-9 (Auriemma y cols., 2013) e IL-31 (Kim, 2012) 

estimulan la desgranulación de mastocitos y con ello la liberación de mediadores 

del prurito como histamina (Kabashima, 2013). La histamina no es el único 

mediador implicado en el prurito, puesto que se ha observado que éste puede 

seguir incluso aun cuando se administran antihistamínicos. La sustancia P, la 

serotonina y las prostaglandinas (principalmente prostaglandina E2) también son 

mediadores importantes (Misery, 2013). Otros, tales como acetilcolina, péptido 

relacionado con el gen de calcitonina, neuropéptido Y y neurotrofina-4, median 

diferentes mecanismos de acción en la DA como el prurito, además de inducir 

vasodilatación, edema, secreción de sudor y en menor participación la activación 

de las células T (Peters y cols., 2007). Las neurotropinas se encuentran elevadas 

en sangre en pacientes con DA, lo que sugieren que son un el vínculo entre el 

sistema inmune y nervioso en la DA (Raap y cols., 2006).  

 

El prurito promueve el rascado del individuo que lo padece lo que ocasiona 

alteraciones en la barrera e induce la infiltración de eosinófilos (Kabashima, 2013), 

linfocitos CD3+/CD4+ (Novak y Leung, 2011) y la expresión de TSLP. Lo anterior 

favorece el desarrollo de la inflamación con perfil Th2 en la DA (Kabasima, 2013). 

 

 

1.4.5. Tratamiento de la DA 

 

No existe cura para la DA, por lo que el manejo de la enfermedad está 

enfocado a evitar y aliviar los síntomas, recobrar la función de barrera de la piel, 

evitar o tratar los procesos infecciosos de la piel y suprimir el proceso inflamatorio 

y el prurito (Carr., 2013; Sendagorta-Cudós y De Lucas – Laguna, 2009).  

 

El tratamiento siempre tendrá que adaptarse a la severidad de la patología 

y a las necesidades del paciente. La terapia básica incluye el uso de tratamiento 

no farmacológico como emolientes, humectantes y oclusivos; antisépticos como 

triclosán o chlorhexidina para inhibir la colonización bacteriana, o bien antibiótico 
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vía sistémica y finalmente el uso de glucocorticoesteroides (GC) e inhibidores de 

la calcineurina como terapia anti-inflamatoria y anti-pruriginosa (Bieber, 2010).   

 

La función de los humectantes es similar a la de los factores de 

humectación natural, atraer y  retener el agua de la epidermis profunda al estrato 

córneo y los más usados son la glicerina, α-hidroxi-ácidos, ácido hialurónico, 

sorbitol y urea. Los oclusivos forman una película hidrofóbica que evita la pérdida 

de agua del estrato córneo, como de forma natural lo hacen las ceramidas, el 

colesterol y los ácidos grasos libres y los más usados son la lanolina, el aceite 

mineral, el petrolato y la silicona. Los emolientes como colágeno, elastina, 

isopropil palmitato y ácido esteárico, suavizan la piel llenando los espacios entre 

los corneocitos en descamación, como el sebo producido por la piel actúa de 

manera natural (Giam y cols., 2016). 

 

Aunque el riesgo de infecciones cutáneas es elevado en pacientes atópicos, 

no existe evidencia que apoye e tratamiento profiláctico con antibióticos. Sólo en 

casos de infección en lesiones eccematosas, se prescribe el tratamiento tópico 

con antibióticos como gentamicina, mupirocina o retapamulina (Sendagorta-Cudós 

y De Lucas – Laguna, 2009). Sin embargo, la aplicación de emolientes con 

antiséptico ha mostrado ser una solución eficaz en la exacerbación de la DA 

(Simon y Bieber, 2014).  

 

El tratamiento con GC, tópico o sistémico, es considerado como una opción 

eficaz en el tratamiento de la DA (Bieber, 2010). La estructura de los GC le 

permiten una penetración profunda en la piel, por lo que la potencia clínica y los 

efectos secundarios de los GC tópicos están determinados por su solubilidad en el 

estrato corneo (Ramírez-Hernández., 2014), además, por su estructura lipofílica, el 

paso a través de la membrana celular es por difusión facilitada (Iwasaki y cols., 

1997). 
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Los GC inhiben la vasodilatación y el incremento de la permeabilidad 

vascular subsecuentes al proceso inflamatorio (Parretti y Ahluwalia., 2000) y 

disminuyen la migración y sobrevivencia leucocitaria, pues reprimen el proceso de 

transcripción de diversos genes que codifican citocinas y quimiocinas inflamatorias 

(Smoak y Cidlowski., 2004). El efecto anti-inflamatorio de los GC se debe a la 

habilidad su receptor (RG) de inhibir a los factores de transcripción de genes pro-

inflamatorios como NF-κB mediante un mecanismo denominado trans-represión 

(Clark., 2007). Además, El GC se une a su receptor citosólico, se dimeriza y 

trasloca al núcleo donde se une al elemento de respuesta de GC de los genes que 

regula, entre ellos genes anti-inflamatorios, produciendo la trans-activación 

transcripcional (Barnes, 2001). Mientras que los efectos anti-inflamatorios se 

deben  a mecanismos de trans-represión y trans-activación, la mayoría de los 

efectos adversos están mediados por la trans-activación (Coutinho y Chapman, 

2011). La mayor parte de las acciones de los GC se basa en este mecanismo y 

sus efectos son sobre el metabolismo del ácido araquidónico, vía lipooxigenasa y 

ciclooxigenasa; sobre proteasa secretoria leucocitaria y proteínas cuyos genes 

sean estimulados por los GC (Jares y Pignataro, 2002; Coutinho y Chapman, 

2011).  

 

La terapia tópica con GC ha sido asociada con numerosos efectos 

adversos, tanto a nivel local como sistémico. Se ha relacionado con atrofia de la 

piel, dermatitis de rebote y despigmentación; a nivel sistémico, alteraciones en el 

eje hipotalámico-pituitario-adrenal, retraso en el crecimiento y síndrome de 

Cushing. El riesgo de los efectos adversos depende de la duración del tratamiento, 

la potencia de los corticoesteroides utilizados, la edad del paciente, la 

susceptibilidad del mismo y el sitio de aplicación (Hengge y cols., 2006) 

 

Tacrólimus y pimecrólimus, son lactonas de macrólidos que inhiben la 

actividad de la calcineurina, una fosfatasa que interviene en la activación de los 

linfocitos T. Para la activación de los linfocitos, el antígeno se une a receptores 

específicos de la membrana, lo que resulta en el incremento intracelular de Ca+2, 
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permitiendo que la calmodulina forme un complejo que activa a la calcineurin-

fosfatasa. La calcineurina activa desfosforila al factor de activación nuclear de las 

células T (NFAT), facilitando su entrada al núcleo para ligarse a la región 

promotora del linfocito. Ésta misma actividad ocurre en los mastocitos, lo que se 

deriva en la liberación de histamina y de mediadores de inflamación (Carr., 2013; 

Ballona – Chambergo., 2003; Lin AN, 2010). Por lo tanto el uso tópico de los 

inhibidores de la calcineurina inhibe la secreción de citocinas y otros mediadores 

pro-inflamatorios por estas poblaciones celulares. 

 

Los inhibidores de la calcineurina han demostrado ser más efectivos que los 

corticoesteroides tópicos en el control de la DA, sin tener los efectos adversos de 

estos por su baja permeabilidad percutánea (siempre y cuando sean tópicos, 

porque de forma sistémica son potentes inmunosupresores). Aunque los 

inhibidores de calcineurina ocasionan ardor y eritema local transitorio, no tienen 

efecto en las DCs de la piel y no reducen las Th en piel sana (Lin AN, 2010). 

 

 

Tabla 3: Tratamiento de la DA 

 

Gravedad de la DA Tratamiento 

DA leve Hidratantes, emolientes y ocluyentes 

DA moderada GC e inhibidores de calcineurina tópicos 

DA severa GC e inhibidores de calconeurina sistémicos 

DA, Dermatitis atópica; GC, glucocorticoides. 

(Adaptado de: Bieber 2010) 

 

Los costos relevantes para el tratamiento de la DA varían dependiendo de 

la severidad de la misma, teniendo un estimado de entre 800 – 4500 dólares 

anuales de acuerdo a datos obtenidos por Beikert y colaboradores (2014). 

Además, a esto hay que añadirle los costos derivados del deterioro en la calidad 

de vida del paciente y la morbilidad sustancial relacionada con la DA.  
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1.5. Modelos experimentales de DA  

 

El uso de modelos experimentales de DA permite analizar nuevos 

tratamientos para la enfermedad, así como sus posibles efectos adversos, siendo 

el puente hacia los estudios clínicos. Los modelos de DA en ratones han sido 

utilizados ampliamente en el laboratorio, pues es un modelo de sensibilización 

sencillo y a corto plazo para el desarrollo de dermatitis (Shiorota y cols., 2004). 

 

Los haptenos son antígenos que penetran fácilmente a la dermis, 

ocasionando una hipersensibilidad retardada mediada por la respuesta Th1, 

denominada dermatitis por contacto (Honda y cols., 2013). La respuesta inmune 

contra el hapteno es dependiente de las células T y, por lo tanto, requiere de la 

captación, procesamiento y presentación por parte de las CPA unidos a MHC de 

clase II; para lo cual el hapteno se conjuga con las aminas libres disponibles en la 

superficie de las proteínas transportadoras (Gefen y cols., 2015). Sin embargo se 

ha demostrado que la exposición repetida a estos haptenos, como el 

dinitroclorobenceno (DNCB) o dinitrofluorobenceno (DNFB), induce un cambio en 

la respuesta inmunológica hacia una respuesta Th2 (McFadden y cols., 2011). La 

razón del cambio de fenotipo sigue en discusión. Así, aplicaciones repetidas de un 

hapteno en la piel de un ratón sensibilizado induce una dermatitis alérgica crónica 

que representa a la DA sintomática e histopatológicamente (Kitagaki, 1997). 

Inagaki y colaboradores (2006) demostraron que aplicaciones repetidas con 2,4-

dinitrofluorobenceno (DNFB) indujeron cambios en la piel, infiltración de 

eosinófilos e hipertrofia de la epidermis así como incremento en los eventos de 

rascado ocasionados por el prurito, todo esto característico de la DA. Otro modelo 

experimental de DA realizado en ratón, fue establecido por Inagaki y 

colaboradores (2009), en el cual se realizó una sensibilización sistémica con 

dinitrofenil-albúmina de suero bovino (DNP-BSA) y aplicaciones repetidas de 

DNCB, mostrando los signos clínicos y características inmunofisiopatológicas de la 

DA en humanos. 
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La piel del ratón ha mostrado tener una mayor permeabilidad química que la 

humana pues el espesor de la capa córnea es menor (Arfsten y cols., 2006); 

mientras que la piel de la rata presenta una mayor similitud en grosor y 

permeabilidad a la humana (Godin y Touitou, 2007; Arfsten y cols., 2006), lo que 

hace que sea un modelo experimental más adecuado al generar lesiones tipo DA 

menos severas que el ratón y más semejantes a las del humano (Arfsten y cols., 

2006; Fujii y cols., 2009; Sato y cols., 1991). Dado lo anterior, Fujii y colaboradores 

(2009) establecieron un modelo de DA en ratas Brown Norway al aplicar sobre la 

piel de la oreja derecha, DNCB 3 veces por semana durante 3 semanas. 

Observaron que al día 7 del protocolo, el pico máximo del grosor de las orejas 

(indicativo de la intensidad del proceso inflamatorio) se mostró 24h tras la 

aplicación del DNCB, mientras que a los días 14 y 21, éste se observó 6h después 

de la misma. Dichos resultados sugirieron que el modelo reproducía el desarrollo 

de inflamación aguda y tardía tras aplicar el DNCB y la coexistencia de células 

Th1 y Th2, característico de las lesiones con DA. Además, el estudio 

histopatológico, mostró que en el día 21 se incrementaba el número de eosinófilos 

y mastocitos infiltrados en dermis, así como la desgranulación de éstos últimos. 

De igual manera, la frecuencia de rascado (ocasionado por el prurito) en las ratas 

aumentó significativamente durante el desarrollo de la DA. Sin embargo, hasta el 

momento no se ha establecido ningún modelo experimental de DA con rata Wistar, 

la cual ha mostrado un nivel sérico de IgE más alto que otras cepas, como 

Sprague Dawley o Donryu, en modelos alérgicos (Hirano y cols., 2001). 

 

1.6. Glicomacropéptido (GMP) 

 

El glicomacropéptido (GMP) es un compuesto biológicamente activo de 64 

aminoácidos, altamente glicosilado (Brody, 2000). En los mamíferos jóvenes y en 

el humano adulto es liberado en el tracto gastrointestinal después de la ingestión 

de leche, debido a la proteólisis mediada por la quimosina y pepsina, 

respectivamente (Chabance y cols., 1998).  
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El GMP comercial es un derivado de la hidrólisis de la leche, el cual se 

obtiene cuando la κ-caseína es tratada con quimosina durante el proceso de 

elaboración de quesos. La proteína es hidrolizada en para - κ – caseína que queda 

en la cuajada y el GMP en el suero, representando del 20 – 25% de las proteínas 

totales del mismo (Farías y cols., 2010; Farrell, 2004; Thöma-Worringer et al., 

2006; Meisel y FitzGerald, 2003).  

 

1.6.1. Estructura, propiedades nutricionales, farmacodinamia y funciones 

biológicas 

 

La composición del GMP varía dependiendo de la fuente del suero, así 

como de la técnica de aislamiento (Martín- Diana y cols., 2006). De acuerdo a la 

secuencia de aminoácidos presentes se han descrito 8 variedades genéticas, 

aunque las dos más abundantes en la leche bovina (variantes A y B; Tabla 4), se 

diferencian solo en la sustitución de dos aminoácidos. Análisis realizados al GMP 

indican que posee cinco variedades de polisacáridos (Tabla 4) entre los cuales se 

encuentra el ácido siálico, el cual se ha observado que es en parte responsable de 

su efecto inmunomodulador (Salcedo y cols., 2011; Fernando and Wooton, 2010) . 
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Tabla 4. Secuencia de aminoácidos y oligosacáridos presentes en el GMP. 

 

Secuencia de Aminoácidos del GMP variedad A 

H
106

. Met – Ala – Ile – Pro
110

 – Pro – Lys – Lys – Asn – Gln – Asp
10 

– Lys – Thr – Glu – Ile –Pro
120

 

– Thr – Ile – Asn – Thr – Ile
20

 – Ala – Ser – Gly – Glu – Pro
130

 – Thr – Ser – Thr - Pro – Thr – Thr 

(Ile) – Glu – Ala – Val – Glu – Ser – Thr – Val – Ala – Thr - Leu – Glu – Asp (Ala) – Ser – Pro
150

 – 

Glu – Val – Ile – Glu – Ser
50

 – Pro – Pro – glu – Ile – Asn
160

 – Thr – Val – Gln – Val – Thr
60

 – Ser – 

Thr – Ala – Val
64

. OH 

Los aminoácidos que se encuentran entre paréntesis pertenecen a la variedad B del GMP. Los 

subíndices refieren a la secuencia de residuos de aminoácidos basados en la numeración de κ – 

caseína. En negritas se encuentran los sitios de fosforilación y glicosilación. 

Oligosacáridos Presentes 

1. Monosacáridos: GalNAc. – O – R 

2. Disacárido: Gal β1 » 3 GalNAc-O-R 

3. Trisacárido: NeuAc α2 » 3 Gal β1 » 3 GalNac-O-R 

4. Trisacárido: Gal β1 » 3 (NeuAc α2 » 6) Gal-NAc – O – R 

5. Tetrasacárido: NeuAc α2 » 3 Gal β1 » 3 (NeuAc α2 » 6)  GalNac – O – R 

Donde: Gal = Galactosa (17%) 

            GalNAc = N – acetilgalactosamina (21%) 

            NeuAc = Ácido Siálico (54%) 

            GlcNAc = N- aceltiglucosamina (7%) 

(Adaptado de: Brody, 2000; Nakajima y cols., 2005). 

 

Dentro de sus propiedades químicas, el GMP posee un punto isoeléctrico 

alrededor de 4 y es altamente soluble en agua, con carga neta negativa incluso a 

valores de pHs bajos y es muy estable al calor (Thomä y cols., 2006). Posee una 

masa molecular aproximada de entre 7.5 a 9.6 KDa, dependiendo de la proporción 

de variedades presentes en la muestra, así como del grado de glicosilación (Mollé 

y Léonil, 2005).  

 

Existen diferentes técnicas de aislamiento del GMP, tales como: la 

precipitación mediada por ácido tricloroacético (Lieske y Konrad, 1994), 

precipitación en etanol (Saito y cols., 1991), ultrafiltración (Kawasaki y cols., 1991), 

cromatografía en gel ( Nakano y Ozimek, 2000), cromatografía por afinidad (Saito, 
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1991), cromatografía por interacción hidrofóbica (Silva-Hernández y cols., 2002) y 

cromatografía de intercambio iónico (Tanimoto y cols., 1992), siendo la 

ultrafiltración la técnica que ofrece un mejor rendimiento (34%) con un GMP 

glicosilado del 80% (Li y Mine, 2007). 

 

El GMP tiene un excelente historial como alimento seguro (Etzel, 2004) y no 

es inmunogénico (Mikkelsen y cols., 2006). Es una fuente de proteína de alto valor 

biológico libre de aminoácidos aromáticos, por lo que es usado como 

complemento alimenticio en pacientes fenilcetonúricos. Además, puede ser 

utilizado en la dieta para pacientes que sufren de daño hepático por su bajo 

contenido en metionina y su alto contenido en aminoácidos de cadena ramificada, 

los cuales pueden ser utilizados como fuente de energía (Van Calcar y cols., 2009; 

Ney, 2012). Por su alto valor nutrimental, se ha estudiado su efecto en  

preparados para lactantes (Keleher y cols., 2003; Szymlek – Gay y cols., 2012; 

Timby et al., 2014; Lönnerdal, 2014) y desde el punto de vista de su 

farmacodinamia, el GMP puede ser detectado en la plasma de ratas después de la 

ingestión de caseína humana (Chabance y cols., 1995). Por otro lado, los 

máximos niveles de GMP encontrados en plasma de adultos tras la ingestión de 

leche y yogurt fueron de 0.5 a 2.0 y 1.05 a 10 µg/ml respectivamente, además de 

poder detectarse el GMP en plasma humano de 1 a 8 horas después de la ingesta 

de los mismos alimentos (Chabance y cols., 1998). 

 

Al GMP se le han atribuido varias funciones biológicas. Se ha propuesto la 

capacidad del GMP para combatir infecciones debido a su capacidad de inhibir la 

adhesión viral y bacteriana por acción del ácido siálico (Nakajima y cols., 2005; 

Kawasaki y cols., 1992; Kawasaki y cols., 1993). Por sus propiedades anti–

cariogénicas es incluido en pastas dentales, ya que inhibe la adhesión de 

bacterias como Streptococcus mutans, S. sanguis y S. sobrinus a la cavidad oral, 

además de reducir la disolución de la hidroxiapatita en el esmalte de los dientes y 

promocionar la remineralización (Aimutis, 2004; Neeser y cols., 1994). Otra 

característica funcional del GMP es que posee capacidad antihipertensiva y 
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reduce los marcadores de riesgo de enfermedad cardiovascular (Keogh y Clifton, 

2008).   

 

 

1.6.2. Propiedades antiinflamatorias, prebióticas, antioxidantes e 

inmuno-reguladoras  

 

Requena y colaboradores (2008) estudiaron la actividad antiinflamatoria del 

GMP en un modelo experimental de ileitis en ratas inducido por ácido 

trinitrobenzensulfónico, donde obtuvieron una reducción en la lesión, una menor 

extensión de la necrosis y de expresión de citocinas inflamatorias IL-1β, IL-17 y 

TNF. En un modelo de colitis inducida por ácido trinitrobencenosulfónico, 

Daddaoua y colaboradores (2005), demostraron que el GMP tenía un efecto dosis 

– dependiente en ratas pretratadas con GMP, reduciendo el daño colónico en un 

65%, mediante la reducción de IL-1β y especies reactivas de nitrógeno. También 

en el modelo de López – Posadas y colaboradores (2010), donde la colitis se 

indujo con sulfato dextrano, se observó la disminución del daño colónico en un 

44% en ratas tratadas. El efecto producido se asoció a la disminución de los 

niveles de IL-1β, IL-17 y TNFα. Recientemente Hvas y colaboradores (2016) 

evaluaron el efecto de GMP en colitis ulcerativa humana y reportaron una 

disminución de la superficie afectada, así como de la severidad en la misma  en 

sujetos que tomaron GMP (30 g/día) como tratamiento suplementario a una dosis 

baja de mesalamina (tratamiento farmacológico habitual), obteniendo resultados 

semejantes a aquellos pacientes que tomaron la máxima dosis permitida de 

mesalamina. Por otra parte, Chen y colaboradores (2014) observaron, en un 

modelo en ratas de daño colónico inducido por dimetilhidrazina, que el GMP evitó 

un daño extensivo mediante la disminución de las citocinas del perfil Th2.  

 

Existen diferentes estudios sobre el efecto prebiótico del GMP. Al GMP se 

le habían descrito efectos inductores del crecimiento in vitro de ciertas cepas de 
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Bifidobacterium y Lactobacillus desde hace muchos años y recientemente estos 

resultados fueron corroborados con nuevas tecnologías por el grupo de Robitaille 

(2013).  Chen y colaboradores (2012) reportaron que la administración de GMP en 

ratones incrementaba significativamente la cantidad de Lactobacillus y 

Bifidobacteria encontrada en heces. Recientemente, Jiménez y colaboradores 

(2017) investigaron el efecto del GMP sobre la microbiota de ratas sensibilizadas 

con alérgenos, mostrando que se incrementa significativamente la cantidad de 

Lactobacillus, Bifidobaterium y Bacteroides intestinales. Además, en un estudio 

realizado en cuyos (Cavia porcelllus) que recibieron una dieta suplementada con 

GMP durante 15 días mostraron un numero incrementado de Lactobacillus en el 

íleon y colon proximal (Hermes et al., 2013), mientras que ratones alimentados 

crónicamente con una dieta enriquecida en GMP incrementaron los Bacteroides 

en heces (Sawin y cols., 2015). 

 

Respecto a su actividad antioxidante, tanto el GMP como productos de su 

hidrólisis tienen capacidad neutralizadora sobre algunas sustancias con actividad 

oxidativa, reducen la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) por la 

línea de macrófagos RAW 264.7 protegiendo a la célula de su efecto citotóxico y 

además aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes en las células dañadas 

(Cheng y cols., 2015). Además, el GMP administrado vía oral a ratas obesas 

estimula la actividad de enzimas anti-oxidantes y disminuye la cantidad de 

productos derivados de la peroxidación lipídica (Xu y cols., 2013). Productos 

derivados de la hidrólisis del GMP por acción de la papaína bloquean la 

generación de ROS intracelulares por peróxido de hidrógenos en células HepG2 

(carcinoma hepático humano), a través de la activación del factor de nuclear Nrf2 y 

la expresión de hemooxigenasa-1 (Li y cols., 2017). 

 

Estudios in vitro han mostrado una acción moduladora directa del GMP 

sobre la actividad de algunas células del sistema inmune. El GMP inhibe la 

proliferación inducida por LPS o fitohemaglutinina de esplenocitos de ratón y 
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células de placas de Peyer obtenidas de conejo (Otani y cols., 1995), regula 

positivamente la expresión del componente semejante al antagonista del R de la 

IL-1 y suprime la expresión del R para IL-2 en linfocitos T de ratón (Monai y Otani, 

1997; Otani y cols., 1996). Los resultados sobre el efecto del GMP sobre la 

actividad de los macrófagos muestran que aumenta la proliferación y actividad 

fagocítica de la línea de macrófagos humanos U937 y regula positivamente la 

secreción de TNF, IL-1β y IL-18 en la línea THP-1 de monocitos humanos (Li y 

Mine, 2004; Requena y cols., 2009). Sin embargo, cuando la línea de macrófagos 

RAW 264.7 es activada por LPS, el GMP y algunos péptidos derivados de su 

hidrólisis enzimática, disminuyen la producción de óxido nítrico, así como los 

niveles de expresión de TNF-α, IL-1, la enzima óxido nítrico sintetasa inducible, el 

TLR4 y la proteína MyD88 (Cheng y cols., 2015). Trabajos realizados con 

mastocitos han descrito que el GMP disminuye in vitro e in vivo la activación de los 

mastocitos por el alérgeno e inhibe la secreción de histamina por parte de estas 

células (Jiménez y cols., 2016). 

 

El efecto inmunomodulador del GMP en alergias fue estudiado por Jiménez 

y colaboradores (2012), trabajando con un modelo de sensibilización sistémica a 

ovoalbúmina (OVA) en rata. Estos autores describieron un efecto preventivo del 

GMP administrado vía oral sobre el desarrollo de la respuesta inmune asociada a 

la etapa de sensibilización de la alergia. Observaron que la administración oral de 

GMP en ratas sensibilizadas con OVA disminuye la concentración sérica de IgE 

alérgeno – específica, inhibe la respuesta proliferativa de los esplenocitos y 

disminuye la producción de IL-13 por estas células en respuesta al alérgeno, sin 

afectar la secreción de IL-10 pero incrementando la de TGF-β (Jiménez et al., 

2016). Así también, se mostró una disminución en las manifestaciones clínicas 

asociadas a la hipersensibilidad cutánea, reduciendo la respuesta inflamatoria 

local generada en la urticaria alérgica. Adicionalmente, el pretratamiento con GMP 

protegió a las ratas sensibilizadas del choque anafiláctico sistémico severo. Más 

tarde, Roldán y colaboradores (2016) en un modelo experimental de asma 
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alérgico, inducido con ovoalbúmina y desarrollado en ratas, demostraron que la 

administración vía oral de GMP reduce los títulos séricos de IgE alérgeno – 

específico, así como suprime sustancialmente el reclutamiento de células 

inflamatorias en el compartimento broncoalveolar. Así mismo, los estudios 

histológicos en pulmón, mostraron una disminución significativa de eosinófilos, 

células caliciformes, depósitos de colágeno y expresión de TGF-β. Dicho efecto se 

relacionó con la disminución sustancial de citocinas IL-5 e IL-13 y  el aumento de 

IL-10. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

El GMP es un biopéptido lácteo, no inmunogénico y seguro para consumo 

humano, que por su valor nutricional es utilizado en complementos alimenticios 

para paciente fenilcetonúrico y se ha valorado su uso en la formulación de 

sucedáneos lácteos. Como alimento funcional, ha mostrado tener propiedades 

antiinflamatorias e inmunoreguladoras en varios modelos experimentales de 

inflamación intestinal y en humanos con ésta patología. También se sabe que 

posee actividad prebiótica sobre cierta población de bacterias benéficas para la 

salud del hospedero. Recientemente se le ha descrito un efecto profiláctico en el 

desarrollo de la respuesta inmune temprana asociada a la urticaria y la anafilaxia 

sistémica y de la respuesta tardía asociada al asma alérgica. Este efecto se refleja 

con una disminución importante en la intensidad de la respuesta inflamatoria, así 

como de los signos clínicos asociados a dichas patología alérgicas. 

 

Debido a que los tratamientos actuales para la DA son muy costosos y 

algunos de ellos además no pueden aplicarse de forma crónica por sus efectos 

adversos, el presente trabajo se realizó con la finalidad de estudiar el efecto 

terapéutico del GMP en un modelo de DA en rata, para proponer el uso de este 

péptido bioactivo como una alternativa a bajo costo para el tratamiento de la 

dermatitis atópica.  
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3. HIPÓTESIS 

 

La administración de GMP disminuye la respuesta inmunológica Th2 y los 

signos clínicos y patológicos relacionados con la DA en la rata. 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar los efectos de la administración oral de GMP sobre la respuesta 

inmune, la fisiopatología y los signos clínicos asociados a la DA. 

 

4.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Caracterizar un modelo de DA en rata.  

2. En ratas con DA, con o sin tratamiento con GMP: 

o Analizar la inflamación cutánea y los eventos de rascado, como signos 

clínicos de la enfermedad. 

o Analizar el infiltrado de eosinófilos y la hiperplasia de mastocitos en las 

lesiones cutáneas. 

o Determinar el engrosamiento de la epidermis en las lesiones cutáneas.  

o Determinar los niveles séricos de IgE. 

o Evaluar determinadas proteínas epidérmicas estructurales y péptidos 

antimicrobianos en las lesiones por DA.  

o Evaluar determinadas citocinas inflamatorias y reguladoras vinculadas 

al establecimiento de la patología. 

o Detectar el GMP en el sitio de la lesión.  
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Animales. Se trabajó con ratas Wistar macho (150-180g; 40 días) obtenidas 

del Bioterio General de la Universidad Autónoma de Aguascalientes. Las ratas se 

mantuvieron a temperatura controlada (22 – 24°C) e iluminación (Ciclos de 12 h de 

luz), alimentadas con Rodent Laboratory Chow 5001 (Purina, Ciudad de México, 

México) y agua ad libitum en el bioterio del edificio 202 de la Universidad. Previo a 

la experimentación, todos los animales se desparasitaron durante 3 días diluyendo 

en su agua de consumo, 1 mL de Mebendazol (20 mg/mL) por cada 100mL de 

agua y se trataron con antibiótico los siguientes 3 días, diluyendo en su agua de 

consumo 50 µL de Enrofloxacina (150 mg/mL) por cada 100mL de agua. 

Posteriormente, se dejó descansar a los animales en condiciones normales, antes 

de comenzar con el experimento.  

 

5.2. Caracterización del modelo experimental de DA en rata. Con la finalidad 

de establecer un modelo experimental de DA en ratas, se sensibilizaron a los 

animales de acuerdo a tres protocolos, en los cuales, cinco ratas fueron asignadas 

de forma aleatoria en dos diferentes grupos para cada protocolo: control (C) y 

sensibilizadas con 2,4-dinitroclorobenceno (DNCB; Sigma, St. Louis, MO, USA). 

La oreja izquierda de cada rata fue usada como control negativo.   

 

5.2.1. Protocolo 1.  La sensibilización del animal se hizo mediante la aplicación de 

60µL de DNCB 1.5% p/v preparado en un vehículo de acetona: aceite de oliva 

(A:AO), 4:1 en la piel de la oreja derecha (30µL en cada cara), 3 veces por 

semana, durante 3 semanas. A la oreja derecha de las ratas control se les aplicó 

sólo el vehículo (A:AO) (Fujii y cols. 2009). Se evaluó la intensidad del edema de 

las orejas al tiempo cero, 1, 6 y 24h después de la aplicación de DNCB en los días 

0, 7, 14 y 21. En los mismos días se analizaron los eventos de rascado. 

 

5.2.2. Protocolo 2. La sensibilización se realizó el día 0, con una inyección 

intramuscular de 1 mg de dinitrofenil-albúmina de suero bovino (DNP-BSA) 
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preparado en un vehículo de 7.8 mg de hidróxido de aluminio (Al(OH)₃; 

Thermoscientific, Rockford, IL, USA) disuelto en 1mL de solución salina. 

Simultáneamente, como adjuvante, se aplicó vía subcutánea 0.5mL de la vacuna 

DPT (Toxoide diftérico, 30UI; toxoide tetánico, 60UI; Bordetella pertusis, 4UI; 

vehículo, c.b.p.0.5mL; Zurivac, Ciudad de México, México, México). 

Posteriormente se re-sensibilizó a las ratas aplicando en la piel de la oreja derecha 

60µL de DNCB al 1.5% (30µl para cada cara de la oreja) preparado en un vehículo 

de A:AO 4:1, en los días 14, 16, 18, 20, 22 y 36 (Inagaki y cols., 2009; Yamashita 

y cols., 2010). Se evaluó la intensidad del edema de las orejas al tiempo 0, 1, 6 y 

24h después de la aplicación de DNCB en los días 0, 16, 22 y 36. En los mismos 

días se analizaron los eventos de rascado.   

 

5.2.3. Protocolo 3. La sensibilización se realizó en la piel abdominal con 50µL de 

DNCB 1.5% preparado en un vehículo de A:AO 4:1 y posteriormente se re-

sensibilizó con 40 µL de DNCB 1.5% preparado de igual manera, 20 µL en cada 

lado de la oreja. La aplicación se realizó 4 veces: cada 3 días por 2 semanas, 

empezando el día 5 después de la sensibilización inicial (días: 5, 8, 11 y 14) (Heo 

y cols., 2012). Se evaluó la intensidad del edema de las orejas al tiempo cero, 1, 6 

y 24h después de la aplicación de DNCB en los días 0, 8 y 14. En los mismos días 

se analizaron los eventos de rascado.   

 

Al término del cada protocolo se sacrificaron los animales y se extrajeron 

cantidades iguales de tejido de las orejas para su peso, así como una fracción de 

tejido para su análisis histológico. 

 

5.3. Grupos experimentales.  Para el análisis del efecto del GMP sobre la 

DA experimental se llevaron a cabo tres ensayos experimentales independientes, 

utilizando 40 ratas en cada uno de ellos, divididas aleatoriamente en 5 diferentes 

grupos (8 ratas por grupo): 

 Control (C).  
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 Sensibilizado con DNCB y previamente tratado con agua vía esofágica desde 

tres días antes de la sensibilización, hasta el día 36 (DNCB-P). 

 Sensibilizado con DNCB y previamente tratado con GMP (Lacprodan® cGMP-

10; donado por  Arla Foods Amba, Viby, Denmark) desde tres días antes de la 

sensibilización, hasta el día 36 (GMP-P). 

 Sensibilizado con DNCB y tratado con agua a partir del día 23 y hasta el día 36 

(DNCB-T). 

 Sensibilizado con DNCB y tratado con GMP desde el día 23 y hasta el día 36 

(GMP-T). 

 

Para el desarrollo de la DA experimental, los animales de los grupos DNCB-

P, GMP-P, DNCB-T, GMP-T se sensibilizaron de acuerdo al protocolo establecido 

por Inagaki y cols., 2009 y Yamashita y cols., 2010 (protocolo 2 anteriormente 

descrito). Brevemente, la sensibilización se realizó vía intramuscular aplicando 

10µL de DNP–BSA + 7.8 mg Al(OH)₃ y por vía subcutánea una dosis de la vacuna 

DPT. Posteriormente se re-sensibilizó a las ratas aplicando en la piel de la oreja 

derecha 60µl de DNCB al 1.5%, colocándose 30µl para cada cara de la oreja en 

los días 14, 16, 18, 20, 22 y 36 (Figura 4). A los animales del grupo C sólo se les 

aplicó los adyuvantes y vehículos en los mismos tiempos y volúmenes indicados 

para los animales sensibilizados.  

 

Se evaluó la intensidad del proceso inflamatorio de las orejas al tiempo 0, 1, 

6 y 24h después de la aplicación de DNCB en los días 0, 16, 22 y 36. En los 

mismos días se analizaron los eventos de rascado (Figura 4). Al término del 

protocolo se anestesiaron los animales, se tomó una muestra de sangre, se 

sacrificaron con sobredosis de anestesia y posteriormente se extrajeron 

cantidades iguales de tejido de las orejas para su peso, así como fracciones de 

tejido para su análisis histológico (Figura 4). 
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Figura 4: Esquema del protocolo de inducción de la DA experimental y administración de 
GMP. Las ratas fueron sensibilizadas el día 0 con una inyección i.m. de DNP-BSA en un vehículo 
de Al(OH)3, simultáneamente se inyectó vía s.c. B. pertussis. Los animales se re-sensibilizaron con 
una aplicación tópica en la oreja derecha de DNCB en A-AO los días 14, 16, 18, 20, 22 y 36. Al 
grupo control sólo se aplicaron los vehículos y adyuvantes. El GMP o el agua fue administrado 
diariamente desde tres días antes de la inducción de la DA o desde el día 23 de la sensibilización, 
y hasta el día 36, para el análisis del efecto profiláctico (pretratamiento) o terapéutico (tratamiento), 
respectivamente.    

 

 

 

Figura 5: Esquema de días de análisis. La evaluación de los signos clínicos de la DA se 
realizaron los días 0, 16, 22 y 36 a partir de la inducción de la DA. 

 

 

5.4. Para la detección de GMP en tejido de la oreja se desarrolló un protocolo 

adicional en el cual tres ratas fueron asignadas de forma aleatoria en tres grupos: 

control, GMP1 y GMP24. A los dos últimos grupos se les administró GMP (500 

mg/kg/día) vía esofágica cada 24 horas por 39 días (mismo período en el que se 

administra el pre-tratamiento con GMP a las ratas con DA); mientras que al grupo 

control se administró sólo el volumen correspondiente de agua a los mismos 

tiempos. Los animales del grupo control y GMP1 se sacrificaron por sobredosis de 

anestesia a la hora de la última administración, mientras que las ratas GMP24 se 

sacrificaron 24 horas después.  
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5.5. Análisis de la reacción inflamatoria cutánea. Para analizar el edema 

generado en las orejas por la aplicación del DNCB, se midió el grosor de las dos 

orejas de cada rata con un vernier digital (Milomex., Ltd., Bedfordshire, UK) al 

tiempo 0, 1, 6 y 24 h después de la aplicación del DNCB, los días 16, 22 y 36. El 

edema de la oreja (E) se expresó como la diferencia de grosor de la oreja derecha 

(OD) menos el de la oreja izquierda (OI) (Takeshita, 2004).   

 

E=OD-OI 

 

Al término del tratamiento se sacrificaron los animales con sobredosis de 

anestesia y se extrajeron porciones idénticas de las dos orejas de cada rata con 

ayuda de un sacabocados. Los fragmentos de la oreja derecha e izquierda se 

pesaron en balanza analítica (Precisa XT220A, Dietikon, Switzerland) y se 

determinó la intensidad del proceso inflamatorio (PI) por la diferencia de peso 

entre la oreja derecha (OD) y la oreja izquierda (OI) (Chibli y cols., 2014). 

 

PI= OD-OI 

 

5.6. Evaluación de eventos de rascado. Los mismos días de medición del 

grosor de la oreja, las ratas se colocaron en cámaras plásticas (20x30x20 cm), 

inmediatamente después de la aplicación de DNCB. El comportamiento de las 

ratas fue grabado durante 10 minutos (SamsungHMX-W350, New Jersey, USA).  

Los videos fueron analizados por dos individuos quienes contabilizaron los 

eventos de rascado. Se definió como evento de rascado la serie de 1 o más 

rascados realizados por la pata trasera dirigida hacia el sitio de aplicación y 

finalizaban cuando la rata lamía la pata trasera o la regresaba al suelo (Nojima y 

Carstens, 2003; Back 2012).   

 

5.7. Análisis histológico (histoquímico e inmunohistoquímico) de las 

lesiones cutáneas. Las orejas derechas de cada rata fueron extirpadas 24h 
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después de la última aplicación de DNCB, y un fragmento de 5mm de grosor 

obtenido de la parte superior de cada uno de ellas fue fijado en formalina neutra 

[Formaldehído (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Cat No 252549) al 10% (v/v) en PBS 

(NaCl 1.37M, KCl 26.8mM, NaH2PO4 120mM, KH2PO4 170mM)] por 48h.  

 

Posteriormente, los tejidos fueron deshidratados en alcohol etílico,  

diafanizados en xilol e incluídos en parafina utilizando un equipo procesador de 

tejidos (Leica TP 1020), siguiendo las pautas y tiempos de incubación que se 

muestran a continuación: 

 Alcohol Etílico 70%    1h 

 Alcohol Etílico 80%    1h 

 Alcohol Etílico 96%    1h 

 Alcohol Etílico 96%    1h 

 Alcohol Etílico 100%    1h 

 Alcohol Etílico 100%    1h 

 Alcohol Etílico 100%    1h 

 Alcohol Etílico 100%: Xilol (1:1)   1h 

 Xilol I      1h 

 Xilol II      1h 

 Xilol III      1h 

 Parafina I      2h 

 Parafina II     2h 

 

Finalmente, se hicieron cortes transversales de 3µm (para 

inmunohistoquímica) y 5 µm (para histoquímica) de grosor con ayuda de un 

microtomo (Leica, Nussloch, Alemania; Mod. RM 2125) y se desarrollaron las 

tinciones histoquímicas o inmunohistoquímicas correspondientes y posteriormente 

mencionadas. Para ello, los tejidos fueron previamente desparafinizados e 

hidratados, para lo cual, las laminillas se introdujeron a la estufa a 58°C durante 8 

horas y posteriormente fueron sometidos a distintos baños de xilol y etanol como 

se muestra a continuación: 

 Xilol I      5 minutos 

 Xilol II      5 minutos 

 Xilol III      5 minutos 

 Xilol IV      5 minutos 
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 Alcohol Etílico I 100%    5 minutos 

 Alcohol Etílico II 100%    5 minutos 

 Alcohol Etílico I  95%    5 minutos 

 Alcohol Etílico II 95%    5 minutos 

 Agua corriente     5 minutos 

 Agua destilada     5 minutos 

 

5.7.1. Tinción de hemotoxilina/eosina. Para la cuantificación de eosinófilos y la 

determinación del grosor de la epidermis, los cortes fueron desparafinizados e 

hidratados para ser teñidos con Hematoxilina/Eosina (HyE) con el kit Hycel 64298 

(Estado de México, México), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para 

ello, el tejido se introdujo en Hematoxilina de Harris por un minuto, se enjuagó con 

agua destilada, se pasó a un baño de alcohol ácido (HCl) 1%, se lavó con agua 

destilada caliente y posteriormente, agua destilada fría. Luego se colocó en Eosina 

durante 30 segundos, se lavó con agua corriente por 5 minutos y se procedió a 

deshidratar y montar como se muestra más adelante. 

 

5.7.2. Tinción con Azul de Toluidina. Para identificar los mastocitos, los tejidos 

previamente desparafinizados e hidratados, se trataron durante 10 minutos con 

Azul de Toluidina (Sigma, T3260) 0.006M, preparado previamente en una solución 

de ácido cítrico (Sigma, C0759) 0.1M en etanol absoluto: agua (1:1). 

Posteriormente se lavó con agua corriente por 5 minutos y se procedió a 

deshidratar y montar como se muestra más adelante. 

 

5.7.3. Inmunohistoquímica. Para determinar la expresión de AMPs y filagrina en 

los cortes de tejido obtenido de las orejas, primeramente se procedió al bloqueo 

de la actividad de las peroxidasas endógenas del tejido incubando los cortes por 

45 minutos con 200 µL de peróxido de hidrógeno - metanol (5%v/v) y cubriéndolos 

con “plastic cover slip” (PCS) para evitar la desecación. Posteriormente se 

realizaron 12 enjuagues con unas solución de lavado, denominada por las siglas 

de sus componentes, como HNC-Tween 0.1% (2-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-il] 

ácido etanesulfónico, 9.15mM; cloruro de sodio, 150mM; cloruro de calcio, 2mM) y 
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12 enjuagues con PBS y se procedió con el bloqueo de sitios inespecíficos. Para 

ello se incubaron los cortes con 200 µL de HNC – suero humano (SH) al 10% 

durante 90 minutos a temperatura ambiente y con PCS. Pasado el tiempo, se 

escurrió el exceso de líquido de la laminilla y se incubó el tejido con el anticuerpo 

IgG de conejo anti-filagrina con reactividad en rata (Biorbyt Cat No. orb10662; 

California, USA), o IgG de conejo anti-catelicidina con reactividad en rata (Abcam 

Cat No. Ab74946; Cambrige, UK), o IgG de conejo anti – β – defensina 2 con 

reactividad en rata (Biorbyt Cat No. Orb10531; California, USA) diluidos 1:400, 

1:800 y 1:150 respectivamente, en HNC – SH 2% y se dejó incubar en cámara 

húmeda a 4°C durante toda la noche. Posteriormente se realizaron 12 lavados con 

HNC y 12 con PBS. Las laminillas se sumergieron en PBS durante 5 minutos y a 

continuación, el tejido se incubó con el anticuerpo secundario, IgG de burro anti-

IgG de conejo biotinilado (Santacruz, CAT No. SC-2089, USA) diluido 1:500 en 

HNC-SH 2% por 90 minutos en cámara húmeda a temperatura ambiente. Se lavó 

12 veces con HNC y 12 con PBS, se cubrió el tejido con estreptavidina (Biocare 

Medical, CAT No. HP604) y se dejó incubar 10 minutos en cámara húmeda a 

temperatura ambiente. Se lavó 12 veces con HNC y 12 con PBS 1 y se colocaron 

200 µL de diaminobencidina (DAB; Invitrogen, CAT No. 750118) por un minuto 

sobre cada uno de los tejidos. La reacción se detuvo sumergiendo la laminilla en 

agua corriente. A continuación se realizó una contratinción, sumergiendo el tejido 

en Hematoxilina de Harris (kit Hycel 64298) por 30 segundos, se enjuagó el tejido 

en agua, se sumergió en alcohol ácido, se enjuagó en agua y posteriormente se 

introdujo en una solución saturada de carbonato de litio por 5 segundos. 

Finalmente se sumergió en agua y se procedió con la deshidratación y montaje 

sometiendo las laminillas a los baños de etanol y xilol que se muestran a 

continuación: 

 

 Etanol 50%     5 minutos 

 Etanol 70%     5 minutos 

 Etanol 96%     5 minutos 

 Etanol 100%     5 minutos 



66 
 

 Xilol – Etanol (1:1)    5 minutos 

 Xilol I      5 minutos 

 Xilol II      5 minutos 

 

Los tejidos se montaron con Entellan (1.07961.0500; Merck) y las laminillas 

se dejaron secar por 24h para su posterior análisis. 

 

5.7.4. Análisis morfométrico. Para la cuantificación de los eosinófilos o 

mastocitos, los campos microscópicos fueron fotografiados, y el número de células 

teñidas contadas en áreas de igual tamaño asignadas al azar. El resultado fue 

expresado como la media de 3 áreas contabilizadas por corte, analizando tres 

cortes por animal. La observación se realizó a un objetivo de 40x. Las áreas 

analizadas fueron de 40,000 µm2 (Back y cols., 2012; Jang y cols., 2011; Kim y 

cols., 2012). Para medir el grosor de la epidermis, se realizaron diez mediciones al 

azar del grosor de la epidermis teñida con HyE en cada corte, analizando tres 

cortes seriados por rata (Shen y cols., 2014; Glatzer y cols., 2014). 

 

Para el análisis de la expresión de AMPs y de filagrina se tomaron 

fotografías con un área de 69,000 µm2 de tres campos aleatorios y se determinó el 

porcentaje del área inmunoreactiva en epidermis en relación al área total de 

epidermis analizada (Rivas-Santiago y col., 2008), utilizando el software 

AxioVision Rel. 4.8 acoplado al microscopio AxioPlan Carl Zeiss. 

 

5.8. Concentración sérica de IgE. Con la finalidad de determinar la 

concentración sérica de IgE total, previo al sacrificio de los animales, éstos se 

anestesiaron con éter para extraer 1mL de sangre vía intracardiaca. 

Posteriormente, las muestras fueron procesadas para la obtención del suero 

centrifugándolas por 8 minutos a 2040.35 x g (Centrífuga Eppendorf Mod. 5415C). 

El suero se alicuotó en volúmenes de 60µL y se almacenó a -20°C para su 

posterior análisis. Para la cuantificación de IgE sérica, se utilizó un estuche de 

ELISA tipo sándwich para IgE total de rata (Abcam, ab157736) de acuerdo a las 
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instrucciones del fabricante. Se trabajó con microplacas que tenían adherido un 

anticuerpo anti-IgE de rata. Se colocó en cada pocillo de la placa 100 µL de suero 

previamente diluido (1:150) o 100 µL de los estándares de IgE de rata (1, 2, 4, 8, 

16 ng/mL). Se dejó incubar a temperatura ambiente por 60 minutos y se aspiraron 

y lavaron los pozos con la solución de lavado proporcionada por el fabricante. 

Pasado el tiempo se adicionaron a cada pocillo 100µL de anti-IgE marcada con 

peroxidasa diluida previamente (1:100). Se dejó incubar a temperatura ambiente y 

en oscuridad por 60 minutos. Se aspiraron y lavaron los pozos para eliminar el 

conjugado libre y en seguida se agregó el cromógeno 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina 

(TMB, solución proporcionada por el fabricante). Se dejó reposar por 10 minutos a 

temperatura ambiente en oscuridad, se adicionó la solución de parada de la 

reacción (solución proporcionada por el fabricante) y se leyó la absorbancia de la 

placa a 450nm en un lector de ELISA (Microplate Reader, iMark, BioRad). Los 

valores de absorbancia de las muestras de suero se interpolaron en la curva 

(Figura 6) obtenida en el laboratorio con los estándares de IgE de rata 

proporcionados por el fabricante del estuche de ELISA. 

 

y = 0.1383x + 0.0909 

R =0.9936 

 

Figura 6. Curva de calibración de IgE total. En azul se muestra la curva de calibración 
realizada, en rojo la curva de calibración proporcionada por el fabricante. 
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5.9. Extracción de la fracción proteica de tejido de la oreja. Las orejas 

derechas de cada rata fueron extirpadas 24h después de la última aplicación de 

DNCB, y conservadas a -80°C hasta su procesamiento. El fragmento de tejido 

extraído con el sacabocados fue sumergido en nitrógeno líquido y posteriormente 

triturado en mortero. Se resuspendió con 500 µL de PBS  y se colocó en un tubo 

eppendorf para centrifugarse a 417 x g por 5 minutos a 4°C (HERMLE Z 383 K). 

Se eliminó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 50 µL de solución de lisis 

RIPA (NaCl 150 mM, Tris-HCl 50 mM, EGTA 1 mM, SDS 0.1%, Tritón X – 100 1%, 

Fluoruro de fenilmetasulfonil (PMSF) 1 mM, aprotinina 0.6 µM, leupeptina 2 µM, 

pH 8) y se dejó en agitación orbital (200 rpm) durante 30 minutos a 4°C.  Se 

centrifugaron las muestras a 16,435 x g por 20 minutos. El sobrenadante se llevó a 

alícuotas de 20 µL y se mantuvieron a -20°C hasta su uso. 

 

5.9.1.  Cuantificación de proteínas por el método de Bradford. Con la finalidad 

de cuantificar la proteína contenida en los extractos se realizó un ensayo de 

Bradford en microplaca, colocando 1, 2 y 4 µL de cada muestra o 10 µL de los 

estándares de albúmina sérica bovina (BSA; 0.04, 0.06, 0.08, 0.10, 0.12, 0.16, 

0,20 mg/mL) en cada pocillo y posteriormente se añadió a cada uno 200 µL de 

reactivo de Bradford (Azul Comassie G250 0.117mM, Etanol 50mL, Ácido 

Fosfórico 100mL, Agua c.b.p. 1000mL). Se leyó la absorbancia de la placa a 595 

nm en un lector de ELISA (Microplate Reader iMark, BioRad). Los valores de 

absorbancia de las muestras se interpolaron en la curva obtenida con los 

estándares de BSA. 
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Figura 7. Curva de calibración de albúmina sérica bovina (BSA). Se muestra la curva de 
calibración realizada, usando albúmina sérica bovina como proteína de referencia. 

 

5.10. Análisis de la expresión de proteínas por electroforesis e 

inmunotinción. 

 

5.10.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio 

(SDS-PAGE). Para la separación y caracterización de proteínas, se desarrolló la 

metodología propuesta por Laemmli (1970); donde se utilizó el sistema de 

electroforesis MiniProtean 3 de Bio-Rad, empleando geles de 8 x 7.3 cm y 0.75 cm 

de espesor a una concentración de 10% o 13.5% de SDS-poliacrilamida con 

capacidad para 10 muestras. La composición de los geles se muestra a 

continuación: 

 

Tabla 5: Gel separador al 10%  

 

Agua destilada 4.02 mL 

Tris HCl pH 8.8 (1.5 M Trizma® Base, 0.014 M SDS) 2.5 mL 

Acrilamida (30% acrialmida / 0.8% bisacrilamida) 3.33 mL 

Persulfato de amonio (APS) 0.44 M 50 µL 

N, N, N´,N´-Tetrametilenetilendiamina (TEMED) 10 µL 

Total 10 mL 
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Tabla 6: Gel separador al 13.5% 

 

Agua destilada 2.85 mL 

Tris HCl pH 8.8 (1.5 M Trizma® Base, 0.014 M SDS) 2.5 mL 

Acrilamida (30% acrialmida / 0.8% bisacrilamida) 4.5 mL 

Persulfato de amonio (APS) 0.44 M 50 µL 

N, N, N´,N´-Tetrametilenetilendiamina (TEMED) 10 µL 

Total 10 mL 

 

Tabla 7: Gel concentrador 

 

Agua destilada 3.5 mL 

Tris HCl pH 6.8 (0.5 M Trizma® Base, 0.014 M SDS) 5.0 mL 

Acrilamida (30% acrialmida / 0.8% bisacrilamida) 1.3 mL 

Persulfato de amonio (APS) 0.44 M 50 µL 

N, N, N´,N´-Tetrametilenetilendiamina (TEMED) 10 µL 

Total 10 mL 

 

 

Tabla 8: Solución para muestras 

 

Tris HCl pH 6.8 (0.5 M Trizma® Base, 0.014 M SDS) 2.5 mL 

SDS 0.35 M 4.0 mL 

Glicerol 2.0 mL 

Azul de bromofenol 0.0058 M 400 µL 

β – mercaptoetanol 1.0 mL 

 

 

Para la solución de corrida se utilizó 0.025 M Trizma® Base, 0.25 M glicina, 

3.5 mM SDS, pH 8.3. 
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 Las muestras analizadas se disolvieron de manera tal que no excedieran 

los 20 µg de proteína total en 20 µL de RIPA de acuerdo a las necesidades de 

cada ensayo. Posteriormente, el volumen se ajustó a 30 µL con la solución para 

muestras y se llevó a baño María en ebullición durante 5 minutos. 

 

 Para la electroforesis de involucrina, se cargaron las diferentes muestras en 

un gel al 10% en acrilamida junto a un marcador coloreado de peso molecular de 

amplio espectro, Amersham Full-Range Rainbow (GE Healthcare; pesos 

moleculares: 12kDa, rojo; 17kDa, azul; 24kDa, verde; 31kDa, naranja; 38kDa, 

azul; 52kDa, morado; 76kDa, amarillo; 102kDa, verde; 150kDa, rojo y  225kDa, 

azul). Para la detección del GMP se cargaron las diferentes muestras en un gel al 

13% en acrilamida junto a un marcador coloreado BenchMarkTM Pre-Stained 

Protein Ladder (Invitrogen; pesos moleculares: 6, 15, 19, 26, 37, 49, 82, 115 y 180 

kDa coloreados en azul y de 64 kDa coloreado en rojo). Finalmente la 

electroforesis se corrió a 80 V durante aproximadamente 90 minutos. 

 

 Una vez terminada la electroforesis, las fracciones proteicas se transfirieron 

a una membrana de polivinildieno fluorado (PVDF) (Millipore Corporation, Bedford, 

EUA) por dos horas a 200 mA con una solución de transferencia (0.024 M 

Trizma® Base, 0.186 M glicina, 4.1 M metanol). Posteriormente, se lavó la 

membrana en solución de transferencia y se dejó secar. 

 

 

5.10.2. Inmunotinción de las membranas 

 

Se sumergió la membrana en metanol absoluto para hidratarla y se 

bloquearon los sitios inespecíficos con leche en polvo al 5% en solución TBS 

(NaCl 0.5 M, Tris-HCl 0.02 M) por una hora en agitación orbital a temperatura 

ambiente.  
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Para la detección de involucrina se incubó la parte de membrana que 

contenía las proteínas con rango de PM de 52 a 76 kDa con el anticuerpo IgG1 de 

ratón anti-involucrina con reactividad en rata (PM 68 kDa; Abcam CAT No. 

Ab14504; Cambrige, UK) y para detectar la β- actina como proteína de referencia, 

se incubó la parte de la membrana que contenía las proteínas con rango de PM de 

38 a 52 kDa con IgG de ratón anti – β- actina con reactividad en rata (PM 42 kDa; 

Sigma – Aldrich CAT No. A1978; St. Louis, MO, USA), diluidos 1:1000 en TBS con 

leche en polvo al 5% durante toda la noche a 4°C en agitación constante. En 

seguida se lavó la membrana una vez con agua destilada por 5 minutos, 2 con 

TBS a 0.2% -Tween 20 (TTBS) durante 10 minutos y 1 vez por 5 minutos con 

TBS. Después se incubó con el anticuerpo secundario: IgG de cabra anti-IgG de 

ratón unido a fosfatasa alcalina (Zymed CAT No. 81-6522, San Francisco, CA, 

EUA; dilución 1:5000), por dos horas a temperatura ambiente, agitación constante, 

y preparado en TBS con 5% de leche en polvo. Se hicieron dos lavados con TTBS 

de 15 minutos cada uno y cinco de 5 minutos, además uno con TBS de 5 minutos. 

El revelado de las membranas se realizó con una pastilla de sustrato de PA 

BCIP®/NBT (SIGMAFASTTM; BCIP®/NBT Alkaline Phosphatase Substrate Código 

del producto: 1001106326; St. Louis, USA), disuelta en 10 mL de agua destilada. 

La reacción se detuvo después de 37 segundos, con agua destilada y la 

membrana se dejó secar para su posterior análisis. La cuantificación de las 

bandas proteicas se realizó por densitometría usando un sistema digital de análisis 

de imágenes (Bio Rad Quantity One 4.6.3 Basic). 

  

Para la detección del GMP, se incubó la parte de la membrana que 

contenía las proteínas con rango de PM de 6 a 19 kDa con el anticuerpo IgG de 

conejo anti-GMP bovino [PM 7 y 14 KDa; anticuerpo producido en el laboratorio 

(Chávez y cols., 2008)]  y para detectar la β- actina como control del ensayo, se 

incubó la parte de la membrana que contenía las proteínas con rango de PM de 26  

a 49 kDa  con una IgG de ratón anti – β- actina con reactividad en  rata (PM 42 

KDa; Sigma – Aldrich CAT No. A1978; St. Louis, MO, USA), diluidos 1:1000 en 

TBS con leche en polvo al 5% durante todo la noche a 4°C en agitación constante. 
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Los lavados se realizaron como se mencionó anteriormente y se incubó el 

anticuerpo secundario, IgG de conejo unido a peroxidasa de rábano picante (HRP; 

Sigma-Aldrich, CAT No. A0545; St. Louis, MO. USA; dilución 1:1000) o IgG de 

cabra anti IgG de ratón unido a peroxidasa (HRP) (Zymed CAT No. 81-6522, San 

Francisco, CA, EUA; dilución 1:1000) por dos horas a temperatura ambiente, 

agitación constante, en leche en polvo en TBS al 5%. Se lavaron las membranas y 

el revelado se realizó utilizando sustrato quimioluminiscente Clarity Western ECL 

(BioRad; California, EUA) y para la detección de señal se utilizó Micro Chemi 4.2 

(DNR Bio Imaging Systems).  

 

 

5.11. Análisis por PCR de expresión de citocinas en tejido. 

 

5.11.1. Extracción de RNA.  
 

La oreja derecha de cada rata fue extirpada 24 h después de la última 

aplicación de DNCB y un fragmento de tejido de 100 mg de la base de cada oreja 

fue procesadas con el kit SV Total RNA Isolation System (Promega; No Cat 

Z3100; Madison WI, USA) de acuerdo al protocolo del fabricante. Brevemente, a 

un tubo estéril de 2 mL se agregaron 175 µL de solución de lisis de RNA (RLA: 4 

M isotiocianato de guanidina, 0.01 M de tris pH 7.5) y el tejido de interés. 

Posteriormente se homogeneizo el tejido con ayuda del Tissue Tearor™ (Modelo 

398, Biospec Products Inc.) en un baño de hielo. Se adicionaron 350 µL de 

solución de dilución de RNA (sin dato de composición), se mezcló por inversión y 

se calentó a 70°C durante 3 min. Después se centrifugó a 16,000 x g por 10 min y 

el sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo y le se agregaron 200 µL de etanol 

al 95% para luego ser mezclado por inversión. La mezcla anterior se transfirió a 

una columna que contiene la membrana de silica donde se une el RNA, se 

centrifugó por un minuto y el eluido fue descartado. Se agregaron 600 µL de 

solución de lavado de RNA (RWA: 60 mM de acetato de potasio, 10 mM de Tris-

HCL pH 7.5, 60 % etanol) a la columna, se centrifugó por 1 min y se eliminó el 
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eluido. Se adicionaron 50 µL de una mezcla de reacción con DNAsa que contiene 

40 L de buffer central amarillo (yellow core buffer: 0.0225 M Tris pH 7.5, 1.125 M 

NaCl, 0.0025 % w/v colorante amarillo), 5 L de cloruro de manganeso (0.09 M 

MnCl2) y 5 L de enzima DNasa I (sin dato de concentración) y se dejó incubar 30 

min a temperatura ambiente. Después se agregaron 200 µL de solución de paro 

de DNAsa (DNase stop solution: 5 M isotiocianato de guanidina, 10 mM de Tris-

HCl pH 7.5), se centrifugó un minuto y se hicieron dos lavado con 600 y 250 µL de 

solución de lavado. Finalmente la columna se transfirió a un tubo nuevo y se 

agregaron 100 µL de agua libre de nucleasas, se dejó reposar verticalmente a 

temperatura ambiente durante 2 min y se centrifugó a  16,000 x g durante 2 min. 

El eluido se alicuotó y almacenó a -70°C para su uso posterior. 

 

5.11.2. Análisis y cuantificación de RNA total.  
 

Del RNA extraído se hizo una dilución 1:30 en agua libre de nucleasas y se 

midió la absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotómetro Spectro UV (Velab, 

México). Se determinó la concentración de la muestra con la siguiente fórmula: 

 

ng/L = A260    FD    40 

Donde: A260 = absorbancia de la muestra determinada a 260 nm 

   FD = factor de dilución (1:30) 

   40 = coeficiente de extinción molar del RNA (1 unidad A260 de RNA de 

cadena sencilla corresponde a 40µg/mL). 

 

 La pureza del RNA se determinó mediante la relación A260/A280, 

considerándose como valor deseable aquellas muestras con relaciones mayores a 

1.8, mientras que la integridad fue mediante electroforesis en agarosa al 3% 

(Promega, No. Cat. V3125; Madison WI, USA) en buffer TBE (89 mM Tris, 89 mM 
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ácido bórico, 2 mM EDTA pH 8) al 0.5x a 120 V durante 30 minutos, utilizando una 

cámara de electroforesis horizontal (Owl EasycastTM B2, Thermo Scientific). Se 

utilizó un marcador de peso molecular de 100 pb (Promega; No Cat G210A; 

Madison WI, USA) y se tiñó con bromuro de etidio 0.5 g/mL hasta que el 

marcador de peso molecular fue visible bajo transiluminador con luz ultravioleta. 

 

5.11.3. Transcripción inversa. 
 

Una vez cuantificado el RNA, para cada muestra se montó la siguiente 

reacción de retrotranscripción con el kit RETROscript® (Ambion; No. Cat AM1710; 

Texas, USA):  

Tabla 9. Condiciones de la mezcla de reacción para la síntesis de cDNA 

 

Componente Cantidad 

RNA total 1 g 

Oligo dT (50 M) 1 L 

Buffer RT 10 1 L 

dNTPs (2.5 mM cada uno) 2 L 

Inhibidor de RNAsa (10 U/L) 0.5 L 

MMLV-RT (100 U/L) 0.5 L 

Agua libre de nucleasas cpb 10 L 

 

Las reacciones fueron sometidas al siguiente programa de un termociclador 

Eppendorf® Mastercycler Personal (Eppendorf): 
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Tabla 10. Protocolo del Termociclador para la síntesis de cDNA. 

Paso Temperatura Tiempo 

1 44C 1 h 

2 92C 10 min 

3 4C  

 
 

5.11.4. PCR en tiempo real. 
 

 El cDNA se diluyó 1:2 con agua libre de nucleasas y se estableció una PCR 

con las siguientes condiciones: 

 

Tabla 11. Condiciones de la mezcla de reacción de PCR en tiempo real. 

Componente Cantidad 

Solución Go Taq qPCR 2x 5 L 

Oligo - Fw (5 M) 0.5 L 

Oligo - RV (5 M) 0.5 L 

cDNA  50 ng 

Agua libre de nucleasas cpb 10 L 

 

 

 Se establecieron las reacciones necesarias para la determinación de cada gen 

a analizar (Tabla 12) utilizando un termociclador Eco Illumina (Illumina, San Diego, 

CA, USA), con las condiciones mostradas en la tabla 13.  
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Tabla 12. Secuencia de oligonucleótidos para la determinación de la 

expresión de cada gen.   

Citocina Oligonucleótido Fw Oligonucleótido Rv 
Número de 

Acceso 

IL-4 CACCTTGCTGTCACCCTGTT ACATCTCGGTGCATGGAGTC NM_201270.1 

IL-5 CAGTGGTGAAAGAGACCTTG GTATGTCTAGCCCCTGAAAG NM_021834.1 

IL-13 ATCGAGGAGCTGAGCAACAT ATCCGAGGCCTTTTGGTTAC NM_053828.1 

IFN-γ GCCTAGAAAGTCTGAAGAAC GAGATAATCTGGCTCTCAAG NM_138880.2 

IL-10 CACCTTGCTGTCACCCTGTT ACATCTCGGTGCATGGAGTC NM_012854.2 

TGF-β CAGTGGTGAAAGAGACCTTG GTATGTCTAGCCCCTGAAAG NM_021578.2 

β-actina GTCGTACCACTGGCATTGTG GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA NM_031144.3 

 

 

Tabla 13. Condiciones de PCR en tiempo real. 

Paso Temperatura, 

tiempo 

1. Desnaturalización inicial 95C, 3:00 min 

2. Desnaturalización 95C, 30 seg 

3. Hibridación 50C, 30 seg 

4. Elongación 72C, 15 seg 

Repetición de  pasos 2, 3, 4 por 40 ciclos 

5. Elongación final 72C, 5:00 min 
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La cuantificación relativa se determinó con el método ΔΔCt, usando β-actina como 

gen de referencia para la normalización: 

 

Expresión Relativa = 2  -ΔΔCt 

ΔΔCt = ΔCt tratamiento – ΔCt control 

ΔCt tratamiento = Cq gen de interés del tratamiento – Cq gen constitutivo del tratamiento 

ΔCt control = Cq gen de interés del control – Cq gen constitutivo del control 

 

 

5.12. Tipo de Análisis e Interpretación de la Información Obtenida.  Los datos 

se presentaron como la media ± error estándar de la media. A los datos obtenidos 

se les aplicó pruebas de ANOVA (t de Student no pareada de dos colas para 

comparaciones entre pares, Bonferroni para comparar pares seleccionados de 

columnas en un estudio de comparación múltiple, Dunnett para comparaciones 

múltiples de datos pareados respecto a un mismo control), utilizando el programa 

estadístico GraphPad Prism (versión 5.0). Se considerarán diferencias 

significativas cuando p<0.05.  
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Caracterización del modelo experimental de DA en rata. 

 

6.1.1. Reacción inflamatoria cutánea   

 

Uno de los signos clínicos que definen la DA es la inflamación del tejido 

afectado. Esto se debe a que a nivel subcutáneo se forman placas de líquido 

(edema), hay un infiltrado de células inflamatorias en dermis y un engrosamiento 

de la epidermis e hipertrofia de la capa superior de la misma (Bieber, 2008). 

 

Previamente a la sensibilización con DNCB se midieron las orejas de los 

animales para determinar el grosor normal de las orejas de las ratas, no 

encontrándose diferencias entre los valores obtenidos en los animales control y 

sensibilizados con DNCB en el día 0, para ninguno de los tres protocolos 

desarrollados. El grosor de la oreja de una rata oscila entre 0.33 a 0.37 mm, por lo 

que al restar al grosor de la oreja derecha el de la izquierda, tal y como se muestra 

en las figuras 8, 9 y 10, se registraron valores de edema en el día 0 cercanos al 0. 

Esto nos indica que para la variable a evaluar no hay diferencias en un inicio entre 

los dos grupos de estudio (C y DNCB). 

 

En el primer protocolo se observó que en los animales del grupo DNCB, 

durante las aplicaciones del hapteno los días 7, 14 y 21, el grosor de las orejas fue 

incrementando con el tiempo y el número de retos, siendo significativamente 

mayor en todos los tiempos analizados que el de los animales del grupo control. 

En los animales controles no se registraron cambios en el grosor de las orejas a lo 

largo del tiempo. En el grupo DNCB, tras el reto del D7 se observó que el edema 

máximo de la oreja se presentó a las 6h (p<0.001) después de aplicado el 

hapteno, manteniéndose hasta las 24h. En el día 14, el pico máximo de 

inflamación se dio a 1h (p<0.05), al igual que en el día 21 (p<0.001), 

observándose que la inflamación cede a partir de las 6h (0h vs 6h y 24h; ns). Los 
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resultados de este primer protocolo mostraron que en el día 7 la respuesta 

inflamatoria se inició a la hora pero se mantuvo hasta 24h después del reto, lo que 

indica que se desarrolló una respuesta de hipersensibilidad inmediata seguida de 

una retardada involucrando por lo tanto una respuesta celular, en la que se sabe 

que juegan un papel muy importante los linfocitos T principalmente  del perfil Th1. 

En este día 7 la respuesta inflamatoria fue bifásica Th2/Th1, tal y como se 

presenta en la DA. Posteriormente, en los días 14 y 21, la inflamación fue 

únicamente aguda sin una respuesta retardada, manifestándose las 

características temporales de la hipersensibilidad inmediata y con ausencia de 

respuesta Th1.  
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Figura 8: Intensidad del proceso inflamatorio en orejas de ratas sensibilizadas y re-
sensibilizadas tópicamente (oreja) con DNCB (protocolo 1). El DNCB se aplicó en ambos lados 
de la oreja 3 veces por semana durante 3 semanas (grupo DNCB). Al grupo control (C) se le aplicó 
a los mismos tiempos únicamente el vehículo en que se preparó el DNCB. Los datos muestran la 
media ± SEM; DNCB (n=5) y C (n=5). *p<0.01; **p<0.001 vs su respectivo C (Bonferroni 
multicomparativa). +p<0.05; ++p<0.01; +++p<0.001 vs 0h cada día (Dunnet). OD, oreja derecha; 
OI, oreja izquierda. 

 

 

En el caso del protocolo 2, tras el reto con el DNCB el día 16, el pico 

máximo de inflamación se observó a partir de la hora tras la aplicación, 

manteniéndose constante y sin cambios significativos hasta las 24 horas (DNCB 

1h vs 6h y 24h, ns). En el día 22 el valor máximo de inflamación se registró a las 

6h tras la aplicación del DNCB y se volvió a mantener constante hasta las 24h 
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(DNCB 6h vs 24h, ns). En el día 36 de aplicación, los animales del grupo DNCB 

incrementaron hasta 15 veces el grosor de sus orejas respecto al de los animales 

controles a la hora y se mantuvo constante hasta las 6h (p<0.001). Veinticuatro 

horas tras el reto, las orejas de los animales mostraron un edema 24.21 veces 

mayor que antes del mismo, sin embargo esta diferencia ya no fue significativa 

(D36 0h vs 24h, ns).  

 

Estos resultados muestran una respuesta aguda seguida de una retardada 

o de hipersensibilidad celular durante los reto con el DNCB en el desarrollo del 

protocolo 2, reproduciéndose la respuesta inflamatoria bifásica Th2/Th1 

característica de la DA. En el D36 hubo un predominio de la respuesta aguda 

respecto a la retardada. 
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Figura 9: Efecto del DNCB en el proceso inflamatorio de la oreja de ratas sensibilizadas i.m. 
con DNP-BSA y re-sensibilizadas tópicamente con DNCB en oreja (protocolo 2). El DNCB se 
aplicó en ambos lados de la oreja los días 14, 16, 18, 20, 22 y 36 (grupo DNCB). Al grupo control 
(C) se le aplicó a los mismos tiempos únicamente el vehículo en que se preparó el DNCB. Los 
datos muestran la media ± SEM; DNCB (n=5) y C (n=5). *p<0.01; **p<0.001 vs su respectivo C 
(Bonferroni multicomparativa). +p<0.01; ++p<0.001 vs 0h cada día (Dunnet). OD, oreja derecha; 
OI, oreja izquierda.  

 

Por otra parte, en el proceso inflamatorio del protocolo 3, tras el reto del D8 

únicamente a las 6h hubo un ligero incremento en el grosor de las orejas de los 

animales a los que se les aplicó el DNCB con respecto a su control (p<0.05). Sin 
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embargo, no hubo diferencia significativa entre el grosor de las orejas de los 

animales del grupo DNCB a los diferentes tiempos analizados respecto al tiempo 

0. Esto indica que la aplicación del DNCB en el día 8 tras la sensibilización no 

induce una respuesta inflamatoria entre la hora y las 24h posteriores al reto. En el 

día 14, a todos los tiempos analizados, los animales del grupo DNCB presentaron 

un grosor significativamente mayor al de los animales del grupo control. El pico 

máximo de inflamación se observó a la hora posterior al reto (p<0.001), 

disminuyendo a las 6h (p<0.01) y cediendo a las 24h con respecto a la hora 0. 

Estos resultados muestran que es hasta el día 14 tras la sensibilización que en 

este protocolo se inicia una respuesta inflamatoria en las orejas de los animales 

tras el reto con el DNCB, y la temporalidad de aparición del edema demuestra que 

es una respuesta aguda de hipersensibilidad inmediata. Sin embargo, no se 

muestra una respuesta de hipersensibilidad retardada en ninguno de los días de 

reto con el DNCB. 
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Figura 10: Efecto del DNCB en el proceso inflamatorio de la oreja de ratas sensibilizadas 
tópicamente en abdomen y re-sensibilizadas tópicamente en oreja (protocolo 3). El DNCB se 
aplicó en ambos lados de la oreja los días 5, 8, 11 y 14 (grupo DNCB). Al grupo control (C) se le 
aplicó a los mismos tiempos únicamente el vehículo en que se preparó el DNCB. Los datos 
muestran la media ± SEM; DNCB (n=5) y C (n=5). *p<0.01; **p<0.01; ***p<0.001 vs su respectivo 
C (Bonferroni multicomparativa). +p<0.01; ++p<0.001 vs 0h cada día (Dunnet). OD, oreja derecha; 
OI, oreja izquierda. 

 
 
 
Con la finalidad de determinar si hubo un cambio en el peso de las orejas 

de las ratas como consecuencia de la intensidad del proceso inflamatorio 
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generado, al término del tratamiento se sacrificaron los animales con sobredosis 

de anestesia y se extrajeron porciones idénticas de las orejas con ayuda de un 

sacabocados. Se observó que el peso de las orejas de los animales del grupo 

DNCB fue significativamente mayor que el de los controles (p<0.001), tanto en el 

protocolo 1 como en el 2; no así en el protocolo 3, donde no hubo diferencia 

significativa entre grupos (figura 11). En el protocolo 2, la intensidad del proceso 

inflamatorio que generó la aplicación repetida del hapteno en los animales fue el 

doble de la que se desarrolló en el protocolo 1. 

 

 

Figura 11: Efecto del DNCB en el peso de las orejas de las ratas sensibilizadas. Al término del 
protocolo se sacrificaron los animales y se extrajo el tejido de ambas orejas en proporciones 
iguales con un sacabocados. Los datos muestran la media ± SEM; DNCB (n=5) y C (n=5). 
*p<0.001; DNCB vs su respectivo C (t-student).  

 
 
 

6.1.2. Análisis de los eventos de rascado en los animales. 

 

El prurito es una marca distintiva de la DA y se genera como resultado del 

engrosamiento de la epidermis y de la acción de mediadores liberados como 

histamina, citocinas y neuropéptidos (Kim y cols., 2012; Civelek, 2011; Kabashima, 

2013). Una forma de evaluar la intensidad del prurito en animales de 

experimentación es analizar eventos de rascado.  

 

Para ello se contabilizaron los eventos de rascado en los animales de 

ambos grupos en los tres protocolos de DA experimental (figura 12). En el 

protocolo 1, se observó que hubo un aumento significativo en los eventos de 

rascado de los animales del grupo DNCB desde el primer día de aplicación del 
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hapteno (D0, etapa de sensibilización) y hasta el día 21, comparando con respecto 

al grupo control, siendo éste incremento de 23.2, 35.2, 26.25 y 17 veces, para los 

días 0, 7, 14 y 21 respectivamente.  En el caso del protocolo 2, el aumento en los 

eventos de rascado en los animales del grupo DNCB se dio a partir del segundo 

día reto (D16) (p<0.001), con 85.2 veces más que el control, manteniéndose el día 

22 con 82.8 veces y disminuyendo el día 36 con 64 veces. De igual manera, el 

aumento de los eventos de rascado en el protocolo 3 se dio a partir de la segunda 

exposición al DNCB (D8; p<0.001), con un incremento de 51 veces, aumentando 

el día 14 con 71 veces más frecuencia de rascado. Que el incremento de los 

eventos de rascado en los protocolos 2 y 3 se diera a partir del segundo día de 

análisis se debe a que la sensibilización se hizo en zonas diferentes a la oreja 

(protocolo 2, vía i.m.; protocolo 3 vía cutánea abdominal) y los eventos de rascado 

se definieron como la serie de uno o más rascados realizados por la pata trasera 

dirigida hacia el sitio de aplicación, considerado en este trabajo como la oreja 

(Nojima y Carstens, 2003; Back 2012).De los tres protocolos el que generó un 

prurito de mayor intensidad en los animales fue el 2.  

 

Figura 12: Eventos de rascado en oreja derecha de ratas sensibilizadas. Durante los días reto 
de cada protocolo, se grabó el comportamiento de las ratas durante los 10 minutos posteriores a la 
aplicación del alérgeno y se contabilizaron los eventos de rascado de los grupos DNCB y sus 
respectivos C. Los datos muestran la media ± SEM; DNCB (n=5) y C (n=5). *p<0.01; **p<0.001 vs 
su respectivo C (Bonferroni multicomparativa). OD, oreja derecha. 
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6.1.3. Histopatología de las lesiones cutáneas  

 

Los cambios celulares en la piel con DA incluyen una marcada infiltración 

de eosinófilos, una hiperplasia de mastocitos y una hipertrofia en la epidermis 

(Inagaki y cols., 2006). Con la finalidad de determinar estos cambios celulares en 

la zona de aplicación del DNCB, las orejas fueron extirpadas 24h después de la 

última aplicación, se fijaron en formalina y se embebieron en parafina. 

En las figura 13A se muestran imágenes representativas de las tinciones de 

H&E realizadas en cortes de tejido de oreja de animales controles  y tratados con 

DNCB. Mediante esta tinción los eosinófilos se identificaron en la dermis por su 

morfología clásica con núcleos bilobulados o en forma de dona y los gránulos 

teñidos de color anaranjado (Wegmann, 2008). En relación al conteo de 

eosinófilos (Figura 13B), en las lesiones con DA de los grupos DNCB de los tres 

protocolos se observó un infiltrado de eosinófilos significativamente mayor, que en 

los grupos controles. Sin embargo, este aumento en el número de eosinófilos fue 

mayor en el protocolo 2 (19.4 veces) respecto a los protocolos 1 (9.2 veces) y 3 

(5.5 veces).  

 



86 
 

 

Figura 13: Conteo de eosinófilos en dermis y grosor de epidermis de tejido cutáneo (oreja) 
de animales con DA. A, Imágenes de tejido cutáneo (oreja) teñidas con HyE de un animal del 
grupo control y un animal del grupo DNCB del protocolo 2. Las líneas marcan el grosor de la 
epidermis. Las flechas marcan a los eosinófilos. Imágenes a 400x. B, Análisis del número de 
eosinófilos por unidad de área. C, Análisis del grosor de la epidermis. Los datos muestran la 
media ± SEM; DNCB (n=5) y C (n=5). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 vs su respectivo C;  (t-
Student).  

 

 

Utilizando esta misma tinción de HyE se pudo medir el grosor de la 

epidermis, región más externa de la piel, en la que se observó con una coloración 

más intensa por estar constituida por varias capas compactadas de queratinocitos 

(Tang y Bhushan, 2010). Como se puede observar en la figura 13 C, los animales 

de los grupos DNCB en los tres protocolos mostraron valores de grosor de 

epidermis significativamente mayores a los de los animales del grupo control. Así, 

los animales del grupo DNCB del protocolo 2 tuvieron un grosor de epidermis 17 

veces mayor al de su grupo control, en comparación del grupo DNCB del protocolo 

1 que fue 2.45 veces mayor a su control y del grupo DNCB del protocolo 3, que 

fue 1.4 veces mayor respecto a su control.  
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Con respecto a los mastocitos, la figura 14A muestra imágenes de las 

tinciones de azul de toluidina realizadas en cortes de tejido de oreja de animales 

controles y tratados con DNCB. Los mastocitos se identificaron en la dermis como 

las células azul toluidina positivas. Al contabilizarlos, se observó un incremento 

significativo en el número de los mismos en los animales con DA, respecto a los 

controles, siendo este incremento mayor para el protocolo 2 (2.36 veces) en 

comparación con los protocolos 1 (1.9 veces) y 3 (1.3 veces). 

 

 

Figura 14: Mastocitos en dermis de tejido cutáneo (oreja) de animales con DA. A, Imágenes 
de tejido cutáneo (oreja) teñidas con azul de toluidina de un animal control y un animal del 
grupo DNCB del protocolo 2. Las flechas marcan los mastocitos. Imágenes a 400x. B, Análisis 
del número de mastocitos por unidad de área. Los datos muestran la media ± SEM; DNCB 
(n=5) y C (n=5). *p<0.01; **p<0.001 vs su respectivo C (t-Student).  

 

 

 

6.2. Efecto del GMP sobre los signos clínicos asociados a la dermatitis 

atópica. 

 

6.2.1. Efecto del GMP administrado vía oral sobre el proceso inflamatorio en 

la DA.   

 

 

Previamente a la sensibilización, se midieron las orejas de los animales 

para determinar si el grosor de las orejas de las ratas entraba dentro del rango 

obtenido en los protocolos de caracterización, obteniéndose valores semejantes 

que oscilaron entre 0.33 a 0.37 mm. De nuevo al restar al grosor de la oreja 
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derecha el de la izquierda, se registraron valores de edema en el día 0 cercanos al 

0 para todos los grupos, tal y como se muestra en la figura 15. 
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Figura 15. Efecto del GMP vía oral sobre el grosor de las orejas de las ratas en el día cero 
(D0). Los valores se representan como la diferencia entre el grosor de la oreja derecha (OD) y la 
oreja izquierda (OI). Grupos: Control (n=8), sensibilizado con DNCB  pre-tratado con agua (DNCB-
P, n=7), sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-P, n=8), sensibilizado con DNCB 
tratado con agua (DA-T, n=8) y sensibilizado con DNCB tratado con GMP (GMP-T, n=8). Los datos 
muestran la media ± SEM. Diferencias no significativas entre los grupos (Bonferroni 
multicomparativa). 

 

En el día 16 (Figura 16), antes de reto con el DNCB, solamente los grupos 

GMP-P y DNCB-T mostraron un grosor de la oreja significativamente superior al 

de los controles, sin embargo, ésta diferencia fue de 0.03 y 0.04 mm respecto al 

control. A 1, 6 y 24 horas tras la aplicación del DNCB, el proceso inflamatorio en 

las orejas de los animales sensibilizados con DNCB y que recibieron agua (DNCB-

P y DNCB-T) fue significativamente mayor al de los animales controles, 

aumentando entre 0.15 y 0.10 mm el grosor de sus orejas. El pre-tratamiento con 

GMP (GMP-P) no modificó la intensidad del proceso inflamatorio respecto al 

observado en las orejas de los animales sensibilizados sin pre-tratamiento (DNCB-

P). A este tiempo todavía no se iniciaba con la administración del GMP al grupo 

tratado (GMP-T). 
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Figura 16: Efecto del GMP vía oral sobre el grosor de las orejas de ratas sensibilizadas con 
DNCB, y tratadas o no con GMP, analizado el día 16 del protocolo. Los valores se representan 
como la diferencia entre oreja derecha (OD) y oreja izquierda (OI). Grupos: Control (n=8), 
sensibilizado con DNCB pre-tratado con agua (DNCB-P, n=7), sensibilizado con DNCB pre-tratado 
con GMP (GMP-P, n=8), sensibilizado con DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=8) y sensibilizado 
con DNCB tratado con GMP (GMP-T, n=8). *p<0.001 vs C en cada tiempo. Los datos muestran la 
media ± SEM (Bonferroni multicomparativa). 

 
 

En el día 22 (Figura 17), desde antes de aplicar el DNCB (0h) los animales  

sensibilizados con DNCB y que recibieron agua (DNCB-P, DNCB-T) mostraron 

sus orejas inflamadas, reportando 0.41 y 0.34 mm más de grosor que los animales 

controles. A 1, 6 y 24 horas tras la aplicación del alérgeno se observó el mismo 

efecto, siendo el proceso inflamatorio mayor a la hora, con incrementos de 0.70 y 

0.56 mm en las orejas de los grupos DNCB-P y DNCB-T respectivamente, en 

relación al control. Por otro lado, desde antes de aplicar el DNCB los animales pre-

tratados con GMP mostraron una disminución del 82.93% en el proceso 

inflamatorio en la oreja, mismo que se siguió observando a 1, 6 y 24 horas, con 

reducciones de un 85.17, 61.15 y 84.9% respectivamente. Para los animales del 

grupo GMP-T, en el día 22 todavía no se iniciaba con el tratamiento con GMP, por 

lo que los procesos inflamatorios de sus orejas no muestran disminuciones 

respecto al del grupo tratado con agua (DNCB-T).  
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Figura 17: Efecto del GMP vía oral sobre el grosor de las orejas de ratas sensibilizadas con 
DNCB, y tratadas o no con GMP, analizado el día 22 del protocolo. Los valores se representan 
como la diferencia entre oreja derecha (OD) y oreja izquierda (OI). Grupos: Control (n=8), 
sensibilizado con DNCB pre-tratado con agua (DNCB-P, n=7), sensibilizado con DNCB pre-tratado 
con GMP (GMP-P, n=8), sensibilizado con DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=8) y sensibilizado 
con DNCB tratado con GMP (GMP-T, n=8). *p<0.001 vs C; +p<0.001 vs DNCB-P en cada tiempo; 
GMP-T vs  DNCB-T ns; #p<0.001 vs respectivo GMP-T en cada tiempo. Los datos muestran la 
media ± SEM (Bonferroni multicomparativa). 
 

 

En el día 36 (Figura 18), desde antes de aplicar el DNCB (0h) los animales 

sensibilizados que recibieron agua (DNCB-P, DNCB-T) mostraron sus orejas 

inflamadas, reportando 0.15 y 0.23 mm más de grosor que los animales controles. 

Se observa que dicho efecto se mantiene a lo largo de 1, 6 y 24 horas tras la 

aplicación del DNCB, siendo mayor a la hora, con incremento de 0.41 y 0.48 mm 

en las orejas de los grupos DNCB-P y DNCB-T respectivamente, en relación al 

control. Por otra parte, desde antes de aplicar el DNCB los animales sensibilizados 

pre-tratados con GMP (GMP-P) mostraron una disminución del 95.6% en el 

proceso inflamatorio en la oreja, mismo que se siguió observando a 1, 6 y 24 

horas, con reducciones de un 99.4, 93.98 y 85.89% respectivamente. Para los 

animales del grupo GMP-T, respecto al grupo DNCB-T, se observó una 

disminución del 54.55% en el proceso inflamatorio desde las 0h, manteniéndose a 

1, 6 y 24 horas, con una disminución de 47.16, 49.41 y 34.06%, respectivamente.  
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Figura 18: Efecto del GMP vía oral sobre el grosor de las orejas de ratas sensibilizadas con 
DNCB, y tratadas o no con GMP, analizado el día 36 del protocolo. Los valores se representan 
como la diferencia entre oreja derecha (OD) y oreja izquierda (OI). Grupos: Control (n=8), 
sensibilizado con DNCB pre-tratado con agua (DNCB-P, n=7), sensibilizado con DNCB pre-tratado 
con GMP (GMP-P, n=8), sensibilizado con DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=8) y sensibilizado 
con DNCB tratado con GMP (GMP-T, n=8). *p<0.001 vs C; +p<0.001 vs respectivo DNCB en cada 
tiempo; #p<0.001 vs respectivo GMP-T en cada tiempo. Los datos muestran la media ± SEM 
(Bonferroni multicomparativa). 

 
 

 

Como ya se demostró en la caracterización del modelo de DA experimental, 

otra manera de avaluar cambios en el proceso inflamatorio asociado a la patología 

es analizar variaciones en el peso de las orejas de las ratas con DA, tratadas o no 

con GMP. Para ello, en el día 37 se sacrificaron los animales con sobredosis de 

anestesia y se extrajeron porciones idénticas de las orejas con ayuda de un 

sacabocados. Se observó que el peso de las orejas de los animales del grupo 

DNCB-P y DNCB-T fue 6.64 y 8.05 veces mayor que el de los controles, 

respectivamente (Figura 19). Sin embargo, cuando los animales fueron 

previamente tratados con GMP (GMP-P), hubo  una disminución del edema del 

97.03%, mostrando valores de peso semejantes a los del grupo control. De igual 

forma, los animales tratados con GMP después de inducir la DA (GMP-T) 

mostraron una disminución del 39.87% en el edema de sus orejas respecto al 

grupo sin tratamiento (DNCB-T). 
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Figura 19: Efecto de la administración de GMP sobre el peso de las orejas de ratas 
sensibilizadas con DNCB, y tratadas o no con GMP. OD, oreja derecha; OI, oreja izquierda. 
Los valores se representan como la diferencia del peso entre oreja derecha (OD) y oreja izquierda 
(OI). Grupos: Control (n=8), sensibilizado con DNCB pre-tratado con agua (DNCB-P, n=7), 
sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-P, n=8), sensibilizado con DNCB tratado con 
agua (DNCB-T, n=8) y sensibilizado con DNCB tratado con GMP (GMP-T, n=8). *p<0.0001 vs C. 
+p<0.01; ++p<0.0001 vs respectivo DNCB; #p<0.0001 vs GMP-T. Los datos muestran la media ± 
SEM (Bonferroni multicomparativa). 

 
 

Estos resultados muestran un efecto anti-inflamatorio del GMP sobre las 

lesiones tipo DA generadas por la aplicación del DNCB. Este efecto fue mayor 

cuando el GMP de administró como tratamiento preventivo, es decir antes del 

desarrollo de la DA, que al administrarse como tratamiento terapeútico. 

 

 

 

6.2.2. Efecto del GMP sobre los eventos de rascado en los animales con DA. 

 

 

Debido a que el prurito es uno de los síntomas clínicos que más afecta la 

calidad de vida de los pacientes con DA, quisimos analizar el efecto de la 

administración de GMP sobre el prurito, evaluando el número de eventos de 

rascado en los animales de experimentación que se sensibilizaron con DNCB y 

tratados o no con GMP.  

 

En el caso de nuestro protocolo experimental, el aumento en los eventos de 

rascado se presentó en los animales sensibilizados que recibieron agua (DNCB-P, 

DNCB-T) a partir del segundo día reto en oreja (D16), manteniéndose elevados en 
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los días 22 y 36. El grupo DNCB-P mostró 39.87, 37.5 y 33.25 veces más eventos 

de rascado que el grupo control en los días 16, 22 y 36, respectivamente. Para el 

grupo DNCB-T sucedió el mismo comportamiento, contabilizándose 43.13, 42.13 y 

39.88 más eventos de rascado que los animales controles en los días 16, 22 y 36, 

respectivamente. Sin embargo, en el grupo previamente tratado con GMP (GMP-

P), se observó una disminución promedio del 99% en los eventos de rascado 

respecto a los animales sin tratar en los tres tiempos analizados (DNCB-P); no así 

en el grupo tratado con GMP después de la inducción de la DA (GMP-T) donde no 

hubo diferencias significativas en la cantidad de eventos de rascado de los 

animales con respecto a los animales sin tratar (DNCB-T) en ningún tiempo 

(Figura 20).  

 

En resumen, los resultados indican que mientras que la administración del 

GMP antes del desarrollo de la DA disminuye de una forma significativa el prurito 

que genera la DA en los animales, cuando el GMP se administra como tratamiento 

una vez desarrollada la DA este no tiene efecto reductor sobre la sensación de 

prurito.  
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Figura 20: Efecto de la administración de GMP sobre los eventos de rascado en oreja 
derecha de ratas sensibilizadas con DNCB, y tratadas o no con GMP. Grupos: Control (n=8), 
sensibilizado con DNCB pre-tratado con agua (DNCB-P, n=7), sensibilizado con DNCB pre-tratado 
con GMP (GMP-P, n=8), sensibilizado con DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=8) y sensibilizado 
con DNCB tratado con GMP (GMP-T, n=8). *p<0.0001 vs Control; +p<0.0001 vs  DNCB-P; GMP-T 
vs  DNCB-T ns; #p<0.0001 vs GMP-T. Los datos muestran la media ± SEM (Bonferroni 
multicomparativa). 
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6.2.3. Efecto de la administración de GMP sobre la histopatología de las 

lesiones cutáneas asociadas a la dermatitis atópica. 

 

Con la finalidad de determinar el efecto de la administración del GMP sobre 

el infiltrado de células del sistema inmune y el engrosamiento de la epidermis en 

las lesiones de DA, se realizaron diferentes tinciones histoquímicas en los cortes 

de tejido de las orejas de las ratas. Para ello las orejas fueron extirpadas 24h 

después de la última aplicación de DNCB.  

 

Los eosinófilos se identificaron mediante  las tinciones realizadas con HyE 

en los cortes de tejido de oreja de los 5 grupos de animales de estudio (Figura 21 

A). Los eosinófilos se visualizaron en la dermis de los animales por su morfología 

clásica. En las imágenes se observó un mayor número de eosinófilos infiltrados en 

la dermis de los animales sensibilizados con DNCB y tratados con agua que en la 

de los animales controles y los tratados con GMP.  El análisis cuantitativo mostró 

un aumento significativo en la cantidad de eosinófilos en la dermis de los animales 

sensibilizados con DNCB y que recibieron agua (13.12 veces y 12.89 veces, 

DNCB-P y DNCB-T respectivamente) en comparación al grupo control; alteración 

histológica característica de la DA. Sin embargo, los animales tratados con GMP 

previo a la sensibilización (GMP-P) disminuyeron en un 94.47% el número de 

eosinófilos infiltrados en dermis con respecto al grupo DNCB-P; mientras que en  

los animales que recibieron el GMP como tratamiento terapéutico (GMP-T) la 

cantidad de estas células se redujo en un 78.71% (Figura 21 B).  

 

En relación a los cambios en la epidermis, en las mismas imágenes de la 

figura 21 A, correspondientes a las tinciones con HyE en cortes de tejido de oreja 

de los animales de los 5 grupos de estudios, se apreció el aumento en el grosor de 

la epidermis de los animales sensibilizados con DNCB y que recibieron agua, y la 

disminución de este grosor en los animales sensibilizados con DNCB y que 

recibieron GMP. El análisis morfométrico reveló que este aumento fue 2.3 veces 

mayor para el grupo DNCB-P y 2.7 veces para DNCB-T respecto al grosor de la 

epidermis del grupo control. Así mismo, el tratamiento con GMP en los animales 
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sensibilizados con DNCB, antes y después de desarrollar la DA, redujo en un 46.7 

y 29.4% respectivamente el aumento en el grosor de la epidermis generado 

durante el desarrollo de la DA (Figura 21 C).  

 

 

 

 

Figura 21: Número de eosinófilos en dermis y grosor de epidermis de tejido cutáneo (oreja) 
de animales con DA, tratados o no con GMP. (A) Imágenes de tejido cutáneo (oreja) teñidas 
con HyE. Las líneas marcan el grosor de la epidermis. Las flechas marcan a los eosinófilos. 
Imágenes a 400x. B, Análisis del número de eosinófilos por unidad de área. C, Análisis del 
grosor de la epidermis. Control (n=8), sensibilizado con DNCB pre-tratado con agua (DNCB-P, 
n=7), sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-P, n=8), sensibilizado con DNCB tratado 
con agua (DNCB-T, n=8) y sensibilizado con DNCB tratado con GMP (GMP-T, n=8). *p<0.0001 vs 
C; +p<0.0001 vs respectivo DNCB; #p<0.0001 vs GMP-T. Los datos muestran la media ± SEM 
(Bonferroni multicomparativa). 

 

 

En la figura 22 se muestran imágenes representativas de las tinciones con 

azul de toluidina realizadas en cortes de tejido de oreja de animales de los 5 

grupos de estudios. Las imágenes mostraron un  mayor número de células azul de 

toluidina positivas, que corresponden a los mastocitos, en la dermis de las orejas 

de animales con DA y que recibieron agua en relación a los animales controles y 

animales tratados con GMP (Figura 22 A). Una vez realizado el análisis 

morfométrico, los datos corroboraron que en las lesiones con DA de los grupos 

DNCB-P y DNCB-T hubo una hiperplasia de mastocitos en la dermis, ya que el 
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número de estas células fue doble respecto al de los animales control. Sin 

embargo, los grupos tratados con GMP mostraron una disminución significativa en 

dicha hiperplasia, con respecto al grupo sensibilizado con DNCB y que recibieron 

agua. Así, los animales del grupo  pre-tratado (GMP-P) mostraron una disminución 

del 61.51% en la cantidad de mastocitos en dermis respecto al grupo DNCB-P; 

mientras que los animales que recibieron el GMP como tratamiento terapéutico 

(GMP-T) disminuyeron en un 39.59% el número de mastocitos en sus lesiones 

respecto al grupo DNCB-T (Figura 22 B). 

 

 

Figura 22: Mastocitos en dermis de tejido cutáneo (oreja) de animales sensibilizados con 
DNCB, tratados o no con GMP. A, Imágenes de tejido cutáneo (oreja) teñidas con azul de 
toluidina. Las flechas marcan a los mastocitos. Imágenes a 400x. B, Análisis del número de 
mastocitos por unidad de área. Grupos: Control (n=8), sensibilizado con DNCB pre-tratado con 
agua (DNCB-P, n=7), sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-P, n=8), sensibilizado 
con DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=8) y sensibilizado con DNCB tratado con GMP (GMP-T, 
n=8). *p<0.0001 vs C; +p<0.0001 vs respectivo DNCB; #p<0.0001 vs GMP-T. Los datos muestran 
la media ± SEM (Bonferroni multicomparativa). 

 

 

6.2.4. Efecto del tratamiento con GMP sobre los niveles séricos de IgE total. 

 

Los valores basales de IgE total reportados en rata en la literatura son muy 

variados. En nuestro modelo experimental, los animales controles tuvieron valores 

promedios de IgE total de 622.4 ± 88.5ng/mL. Se sabe que la DA es una 

enfermedad alérgica de la piel caracterizada por unos niveles elevados de IgE 

total en suero (Brandt y Sivaprasad, 2011). En este sentido, los animales con DA 
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(DNCB-P y DNCB-T) mostraron niveles de IgE total 3.7 veces mayores a los del 

grupo control (2352.14 ± 360 y 2344.33 ± 269ng/mL).  En los animales que fueron 

previamente tratados con GMP (GMP-P) se observó una disminución del 86.53% 

en la concentración de IgE sérica total (316.81 ± 59 ng/mL) respecto a la del grupo 

DNCB-P; mientras que en el grupo que recibió el tratamiento con GMP después 

de haber desarrollado la DA (GMP-T), esta disminución fue del 63.68%  (851.24 ± 

196ng/mL) respecto a los valores encontrados en el grupo sin tratamiento (DNCB-

T) (Figura 23). 
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Figura 23: Efecto de la administración de GMP sobre los niveles séricos de IgE total en ratas 
sensibilizadas con DNCB y tratados o no con GMP. Grupos: Control (n=8), sensibilizado con 
DNCB pre-tratado con agua (DNCB-P, n=7), sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-
P, n=8), sensibilizado con DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=8) y sensibilizado con DNCB 
tratado con GMP (GMP-T, n=8). *p<0.0001 vs  C; +p<0.0001 vs respectivo DNCB; #p<0.0001 vs 
GMP-T. Los datos muestran la media ± SEM (Bonferroni multicomparativa). 

 

 

6.2.5. Efecto del tratamiento con GMP sobre la expresión de proteínas 

estructurales de la piel. 

 

La DA involucra alteraciones en la barrera cutánea (Kabashima, 2013), 

siendo involucrina una de las proteínas cuya expresión se puede encontrar 

reducida en las lesiones de la piel (Bao y cols., 2016; Kim BE y cols, 2008) 

En relación a los niveles de expresión de esta proteína del estrato córneo, 

en la figura 24 se muestra la imagen representativa de la detección de involucrina 

en una fracción proteica de piel lesionada, analizada mediante electroforesis e 
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inmunotinción de membrana.  En ella se puede apreciar la detección de una única 

banda de peso molecular de 67 kDa para involucrina, tal y como está reportado 

para esta proteína. El análisis densitométrico de las bandas mostró como el 

desarrollo de la DA (DNCB-P y DNCB-T) indujo una disminución del 23% 

(p<0.005) en la expresión de la involucrina en comparación con los animales 

Control; mientras que los tratamientos profiláctico y terapéutico no produjeron 

cambios significativos en la expresión de involucrina. 

 

Figura 24: Efecto de la administración de GMP sobre la expresión de involucrina en ratas 
sensibilizadas con DNCB y tratadas o no con GMP. A, Imagen de las bandas proteicas 
correspondientes a involucrina y β-actina, analizadas por electroforesis e inmunotinción. B, 
Análisis densitométrico de la expresión de Involucrina, donde I.M representa la intensidad 
media de cada banda proteica obtenida. Grupos: Control (n=8), sensibilizado con DNCB pre-
tratado con agua (DNCB-P, n=7), sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-P, n=8), 
sensibilizado con DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=8) y sensibilizado con DNCB tratado con 
GMP (GMP-T, n=8). *p<0.05 vs  C; GMP vs respectivo DNCB, ns; GMP-P vs GMP-T, ns. Los datos 
muestran la media ± SEM (Bonferroni multicomparativa). 

 

 

 La filagrina es otra proteína estructural de la piel, cuya expresión se ve 

alterada en el desarrollo de la DA (Thyssen y cols., 2014). En la figura 25 A se 

muestran imágenes comparativas de las inmunohistoquímica desarrolladas en 

cortes de tejidos de los diferentes grupos experimentales para la detección de esta 

proteína. Tal y como se observa en la imagen de los animales controles, la 

filagrina se detectó (coloración café) en la epidermis y el desarrollo de la 

enfermedad redujo de una manera muy evidente su expresión. Sin embargo, en 

los tejidos lesionados de los animales tratados con GMP se volvió a detectar 

inmunorreactividad positiva para la filagrina en la epidermis. Al cuantificar el área 

inmunorreactiva para filagrina en epidermis en los diferentes grupos 

experimentales, se observó una reducción significativa del 70.37 y 67.91%, en la 
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expresión de filagrina en los grupos DNCB-P y DNCB-T, respectivamente, al 

comprar con el grupo control. Sin embargo, la administración oral de GMP previo a 

la sensibilización (GMP-P) evitó la disminución de la expresión de filagrina, 

mostrando valores semejantes a los del grupo control; mientras que la 

administración de GMP una vez establecida la patología (GMP-T) reguló 

positivamente su expresión, aumentándola 1.84 veces más que en el grupo 

sensibilizado (DNCB-T). 

 

 

Figura 25: Efecto de la administración de GMP sobre la expresión de filagrina en ratas 
sensibilizadas con DNCB y tratadas o no con GMP. A, Imágenes de tejido cutáneo analizado 
por inmunohistoquímica para la expresión de filagrina. B, Análisis del porcentaje de área 
con inmunorreactividad positiva para filagrina. Grupos: Control (n=3), sensibilizado con DNCB 
pre-tratado con agua (DNCB-P, n=3), sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-P, n=3), 
sensibilizado con DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=3) y sensibilizado con DNCB tratado con 
GMP (GMP-T, n=3). *p<0.0001 vs  C; +p<0.0001 vs respectivo DNCB; #p<0.0001 vs GMP-T. Los 
datos muestran la media ± SEM (Bonferroni multicomparativa). 
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6.2.6. Efecto del tratamiento con GMP sobre la expresión de péptidos 

antimicrobianos (AMPs). 
 

Los AMPs son producidos por las células epiteliales con la finalidad de 

proveer a la piel de una respuesta inmune innata (Harder and Schroder, 2005). 

Durante la DA, la expresión de AMPs es disminuida por la acción de las citocinas 

del perfil Th2 (Clausen y cols., 2016). La producción de β-defensina-2 de rata 

(rBD-2; figura 26 A) y catelicidina de rata (rCRAMP; figura 26 B) fue detectada por 

inmunohistoquímica. Para ambos AMPs la inmunoreactividad positiva más intensa 

se detectó en los animales controles a nivel de la epidermis, aunque algunas 

células inmunes de la dermis, como los mastocitos, también fueron positivos para 

rCRAMP. El análisis inmunohistológico se realizó analizando el porcentaje de 

inmunoreactividad para cada uno de los AMPs en la epidermis (26 C-D)  y mostró 

una reducción del 60.68% y 62.37% en la reactividad positiva  para rBD-2 en los 

grupos sensibilizados y tratados con agua (DNCB-P y DNCB-T, respectivamente) 

respecto al control, mientras que para rCRAMP la reducción del marcaje positivo 

en la epidermis fue de 65.97% para DNCB-P y 65.29% para DNCB-T en relación 

al grupo control. Sin embargo, los animales previamente tratados con GMP 

mostraron una recuperación de 2.28 veces en los niveles de expresión para rBD-2 

y 2.77 veces para rCRAMP. Por otra parte, los animales que recibieron GMP a 

manera terapéutica incrementaron 2.03 veces los niveles de expresión para rBD-2 

y 2.49 veces para rCRAMP. 
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Figura 26: Efecto de la administración de GMP sobre la expresión de rBD-2 y rCRAMP en 
rata sensibilizadas con DNCB, y tratadas o no con GMP. A, Imágenes de tejido cutáneo 
probado por inmunohistoquímica para la expresión de rBD-2. B, Imágenes de tejido cutáneo 
probado por inmunohistoquímica para la expresión de rCRAMP. C, Análisis de la expresión 
de rBD-2. D, Análisis de la expresión de rCRAMP. Grupos: Control (n=3), sensibilizado con 
DNCB pre-tratado con agua (DNCB-P, n=3), sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-
P, n=3), sensibilizado con DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=3) y sensibilizado con DNCB 
tratado con GMP (GMP-T, n=3). *p<0.0001 vs C; +p<0.0001 vs su respectivo DNCB; #p<0.001 vs 
GMP-T. Los datos muestran la media ± SEM (Bonferroni multicomparativa). 

 

 

6.2.7. Efecto del tratamiento con GMP sobre la expresión de citocinas 

involucradas en la DA. 

 

La fase aguda de la DA se caracteriza por una intensa activación de 

linfocitosTh2, ILC2, mastocitos y eosinófilos y el aumento por tanto en el tejido 

lesionado de citocinas tales como IL-4, IL-5 e IL-13; mientras que en la fase 

crónica también se activan linfocitos Th1, detectándose niveles altos de IFN-γ  

(Kabashima, 2013; Carr, 2013). 
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Para determinar el efecto del GMP en la modulación de la respuesta tipo 

Th2, se examinaron los cambios en los niveles del mRNA de las principales 

citocinas de este perfil involucradas en el desarrollo de la DA. En cuanto a IL-4, en 

los grupos sensibilizados con DNCB (DNCB-P y DNCB-T) los nivel de expresión 

aumentaron 11.69  y 10.79 veces más que el grupo control, mientras que en el 

grupo previamente tratado con GMP (GMP-P), hubo una disminución promedio del 

83.56% respecto a los animales DNCB-P. Por otro lado, en los animales que 

recibieron el tratamiento con GMP después de la inducción de la DA (GMP-T), la 

reducción del nivel de expresión del IL-4 fue de 57.05% (Figura 27). 
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Figura 27: Efecto de la administración del GMP sobre la expresión de IL-4 en tejido 
lesionado en la DA. Las veces de cambio hacen referencia al aumento o disminución del nivel de 
expresión relativo a β-actina. Grupos: Control (n=4), sensibilizado con DNCB pre-tratado con agua 
(DNCB-P, n=4), sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-P, n=4), sensibilizado con 
DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=4) y sensibilizado con DNCB tratado con GMP (GMP-T, n=4). 
*p<0.0001 vs Control; +p<0.0001 vs respectivo DNCB; #p<0.001 vs GMP-T. Los datos muestran la 
media ± SEM (Bonferroni multicomparativa). 

 

Por su parte, el nivel de expresión de IL-5 en el tejido lesionados de los 

animales aumentó 4  y 3.87 veces respecto al control, en los grupos DNCB-P y 

DNCB-T, respectivamente. Sin embargo, el grupo previamente tratado con GMP 

(GMP-P) mostró una disminución del 96.5% en el nivel de expresión de esta 

citocina respecto al grupo sensibilizado (DNCB-P); mientras que en los animales 

que recibieron el tratamiento con GMP después de la inducción de la DA (GMP-T), 

la reducción del nivel de expresión de IL-5 fue de 65.89% con respecto a su 

sensibilizado (DNCB-T) (Figura 28). 
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Figura 28: Efecto de la administración del GMP sobre la expresión de IL-5 en tejido 
lesionado en la DA. Las veces de cambio hacen referencia al aumento o disminución del nivel de 
expresión relativo a β-actina. Grupos: Control (n=4), sensibilizado con DNCB pre-tratado con agua 
(DNCB-P, n=4), sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-P, n=4), sensibilizado con 
DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=4) y sensibilizado con DNCB tratado con GMP (GMP-T, n=4). 
*p<0.0001 vs Control; +p<0.001, ++p<0.0001 vs respectivo DNCB; GMP-P vs GMP-T, ns.  Los 
datos muestran la media ± SEM (Bonferroni multicomparativa). 

 

En cuanto a los niveles de expresión de IL-13, éstos se incrementaron 11  y 

13.94 veces en animales sensibilizados con DNCB respecto al grupo control. Los 

animales previamente tratados con GMP (GMP-P), disminuyeron un 88.38% la 

expresión de la citocina respecto al grupo sensibilizado y que recibió agua (DNCB-

P); mientras que los animales que recibieron el tratamiento con GMP después de 

la inducción de la DA (GMP-T), la reducción del nivel de expresión de IL-13 fue de 

63.3% (Figura 29). 
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Figura 29: Efecto de la administración del GMP sobre la expresión de IL-13 en tejido 
lesionado en la DA. Las veces de cambio hacen referencia al aumento o disminución del nivel de 
expresión relativo a β-actina. Grupos: Control (n=4), sensibilizado con DNCB pre-tratado con agua 
(DNCB-P, n=4), sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-P, n=4), sensibilizado con 
DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=4) y sensibilizado con DNCB tratado con GMP (GMP-T, n=4). 
*p<0.0001 vs Control; +p<0.0001 vs respectivo DNCB; GMP-P vs GMP-T, ns.  Los datos muestran 
la media ± SEM (Bonferroni multicomparativa). 

 

 Como se indicó previamente, la fase crónica de la DA se caracteriza por 

una respuesta inmunológica bifásica, es decir, además de la presencia de 

citocinas del perfil Th2, también se puede observar la producción de citocinas 

pertenecientes a la respuesta Th1, tal como IFN-γ (Yuan et al., 2011). En la 

evaluación de la expresión de IFN-γ en el tejido lesionado, se observó un 

incremento de 7.9 y 9.19 veces en los animales sensibilizados que recibieron agua 

(DNCB-P y DNCB-T, respectivamente) respecto al grupo control. Así mismo, los 

resultados mostraron una disminución del 88.3% en la expresión de dicha citocina 

en los animales previamente tratados con GMP (GMP-P), mientras que en 

aquellos que recibieron el tratamiento una vez establecida la patología (GMP-T) la 

disminución en los niveles de INF-γ en el tejido fue de 68.9% (Figura 30). 
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Figura 30: Efecto de la administración del GMP sobre la expresión de IFN-γ en tejido 
lesionado en la DA. Las veces de cambio hacen referencia al aumento o disminución del nivel de 
expresión relativo a β-actina. Grupos: Control (n=4), sensibilizado con DNCB pre-tratado con agua 
(DNCB-P, n=4), sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-P, n=4), sensibilizado con 
DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=4) y sensibilizado con DNCB tratado con GMP (GMP-T, n=4). 
*p<0.0001 vs Control; +p<0.0001 vs respectivo DNCB; GMP-P vs GMP-T, ns. Los datos muestran 
la media ± SEM (Bonferroni multicomparativa). 

 

Las células T reguladoras tienen un papel clave en el control de la 

respuesta inmune, permitiendo la tolerancia a los alérgenos. Su efecto protector o 

atenuador sobre la activación del sistema inmune se debe, en parte, a la 

producción tanto de IL-10 como de TGF-β (Tiemessen y cols., 2006; Ziegler, 

2006). Para determinar la posible participación de estas citocinas reguladoras en 

el efecto protector del GMP sobre la respuesta inflamatoria en la DA, se evaluó el 

nivel de expresión de IL-10 y TGF-β en tejido cutáneo lesionado. En cuanto a IL-

10, los resultados mostraron un aumento significativo en los niveles de esta 

citocina en los grupos sensibilizados con DNCB y que recibieron agua, siendo éste 

de 7.6 y 7.3 veces más que el grupo control. Sin embargo, los animales 

administrados con GMP previo a la sensibilización, tuvieron un aumento 4.68 

veces más alto que el grupo DNCB-P; mientras que en los animales tratados con 

GMP tras desarrollar la DA dicho aumento fue de 2.44 veces (Figura 31). 
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Figura 31: Efecto de la administración del GMP sobre la expresión de IL-10 en la DA. Las 
veces de cambio hacen referencia al aumento o disminución del nivel de expresión relativo a β-
actina. Grupos: Control (n=4), sensibilizado con DNCB pre-tratado con agua (DNCB-P, n=4), 
sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-P, n=4), sensibilizado con DNCB tratado con 
agua (DNCB-T, n=4) y sensibilizado con DNCB tratado con GMP (GMP-T, n=4). *p<0.05 vs 
Control; +p<0.001, ++p<0.0001 vs respectivo DNCB; #p<0.0001 vs GMP-T, ns. Los datos 
muestran la media ± SEM (Bonferroni multicomparativa). 

 

Por otra parte, el nivel de expresión de TGF-β en los grupos sensibilizados 

con DNCB y administrados con agua fue de 6.98 y 7.83 veces más que el control. 

Los animales previamente tratados con GMP (GMP-P) mostraron un incremento 

del 19.77% en la expresión de TGF-β respecto a las ratas sensibilizadas con 

DNCB y administrados con agua (DNCB-P). En el caso de los animales que 

recibieron el GMP una vez establecida la DA (GMP-T), el aumento fue del 31.93% 

con respecto a los animales del grupo DNCB-T (Figura 32). 
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Figura 32: Efecto de la administración del GMP sobre la expresión de TGF-β en la DA. Las 
veces de cambio hacen referencia al aumento o disminución del nivel de expresión relativo a β-
actina. Grupos: Control (n=4), sensibilizado con DNCB pre-tratado con agua (DNCB-P, n=4), 
sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-P, n=4), sensibilizado con DNCB tratado con 
agua (DNCB-T, n=4) y sensibilizado con DNCB tratado con GMP (GMP-T, n=4). *p<0.0001 vs 
Control; +p<0.05, ++p<0.0005 vs respectivo DNCB; #p<0.0001 vs GMP-T, ns. Los datos muestran 
la media ± SEM (Bonferroni multicomparativa). 

 

 

6.2.8. Detección de GMP en tejido lesionado. 

 

Con la finalidad de explicar si la acción del GMP fue a nivel local en las 

lesiones ocasionadas en la DA, se buscó identificarlo en el sitio de lesión. Para 

ello primeramente se administró el GMP vía oral, en ratas sanas por 39 días 

(mismo lapso de tiempo en que las ratas con DA son administradas), 

posteriormente se sacrificaron los animales y se obtuvieron las muestras para la 

detección de GMP por inmunotinción. Como control positivo de analizó una 

muestra de GMP, identificándose mediante inmunotinción dos bandas proteicas 

con un peso molecular de 7 y 14 kDa, que corresponde al descrito para el GMP en 

nuestras mismas condiciones de trabajo (Chávez y cols., 2008). De acuerdo a la 

prueba realizada, se puede observar que después de haber sido administrado el 

GMP oralmente por 39 días, a la hora (GMP1) y a las 24h (GMP24), el anticuerpo 

específico no detectó ninguna banda proteica en el tejido de las orejas de las ratas 

sanas (Figura 33 A).  
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Con la fin de trabajar con nuestras mismas condiciones experimentales, 

basándonos en que la inflamación en las lesiones cutáneas pudiera favorecer la 

llegada del GMP a la lesión, se reprodujo un nuevo ensayo experimental que 

incluyó los cinco grupos experimentales. Tal y como se muestra en la figura 33 B, 

el anticuerpo específico no detectó ninguna banda proteica correspondiente al 

peso molecular descrito para el GMP en el tejido de oreja lesionado de ratas con 

DA. La identificación de las bandas correspondientes a β-actina en ambos 

ensayos indicó que la muestra proteica no estaba degradada y la técnica se había 

desarrollado adecuadamente.  

 

Figura 33: Identificación de GMP en oreja de rata sana y rata con DA. A. Inmunotinción de 
extracto proteico de tejido lesionado de ratas sanas administradas vía oral con GMP por 36 
días cada 24h. GMP (Lacprodan® cGMP-10, 1 mg/mL), Control, animales administrados con agua 
(n=3); GMP1, animales sanos administrados con GMP cada 24h y sacrificados a la hora de la 
última administración (n=3); GMP24, animales sanos administrados con GMP cada 24h y 
sacrificados 24h después de la última administración. B. Inmunotinción de extracto proteico de 
tejido lesionado de oreja de ratas con DA administradas vía oral con GMP por 36 días cada 
24h. GMP (Lacprodan® cGMP-10, 1 mg/mL); 1, Control (n=3); 2, sensibilizado con DNCB pre-
tratado con agua (DNCB-P, n=3); 3, sensibilizado con DNCB pre-tratado con GMP (GMP-P, n=3); 
4, sensibilizado con DNCB tratado con agua (DNCB-T, n=3); y 5, sensibilizado con DNCB tratado 
con GMP (GMP-T, n=4).  
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7. DISCUSIÓN 

 

La DA una enfermedad crónico-inflamatoria, alérgica de la piel, que si bien 

no es una enfermedad mortal, si afecta considerablemente la calidad de vida del 

paciente (Bieber, 2010). Además, su aparición temprana durante la infancia a 

menudo desencadena la marcha atópica, con el subsecuente desarrollo de asma y 

de rinitis alérgica (Dharmage y cols., 2014).  

 

Aunque actualmente existen diferentes tratamientos para la DA, ninguno de 

ellos ofrece una solución a largo plazo (Tollefson y Bruckner, 2014). La terapia 

antiinflamatoria de manejo consiste en el uso de corticosteroides e inhibidores de 

la calcineurina, como el tacrólimus o pimecrólimus. Sin embargo, la resolución del 

proceso inflamatorio es a menudo temporal y el uso de estos fármacos durante 

largos periodos de tiempo se ha asociado con efectos adversos (Ference y Last, 

2009; Tollefson y Bruckner, 2014). Debido a los efectos negativos de la DA en la 

calidad de vida de los pacientes, y al fuerte impacto económico que tiene la 

enfermedad en los sistemas de salud, es importante el desarrollo de tratamientos 

alternos que prevengan o actúen sobre los mecanismos inmunológicos 

relacionados con la DA y que generen mínimos efectos secundarios.  

 

A pesar de que los ratones son los animales más utilizados para el 

modelaje experimental de la DA, la rata posee una estructura y una permeabilidad 

dérmica más parecida a la del humano (Fujii y cols., 2009; Sato y cols., 1991; 

Arfsten y cols., 2006). Por ello elegimos trabajar con un modelo de DA en rata. 

Para establecer nuestro modelo nos basamos en tres protocolos experimentales 

de DA ya reportados: el primero se había desarrollado en rata Brown Norway y 

consistía en aplicaciones tópicas sucesivas de DNCB en oreja (Fujii y cols. 2009); 

el segundo se estableció en ratón BALB/c mediante una sensibilización sistémica 

inicial con DNP-conjugado con un extracto de Ascaris suum (nostros trabajamos 

con DNP conjugado a BSA) y posteriores aplicaciones tópicas sucesivas de DNFB 

en oreja (Yamashita y cols., 2010); y el tercero en ratón C57BL/6 mediante una 
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primera sensibilización con DNFB en piel abdominal y posteriores aplicaciones 

tópicas sucesivas de DNFB en oreja (Heo y cols., 2012). Todos los modelos 

utilizaban haptenos, DNCB o DNFB, como alérgeno, ya que si bien está 

establecido que los haptenos producen inicialmente una dermatitis por contacto 

mediada por linfocitos Th1, se ha demostrado que una aplicación repetida de los 

mismos ocasiona un cambio hacia una respuesta de predominio Th2 y con ello se 

generan las lesiones tipo DA (Kitagaki y cols., 1997). 

 

Por lo anterior, inicialmente, se estandarizó un modelo de DA experimental 

en oreja de rata Wistar para posteriormente poder evaluar el efecto del GMP 

administrado vía oral sobre los signos clínicos, lesiones y fisiopatología de la DA. 

En los tres protocolos desarrollados, la inflamación que se generó en las orejas de 

las ratas fue en incremento en función del tiempo y el número de aplicaciones del 

hapteno. Cuando los animales fueron sensibilizados y re-sensibilizados 

tópicamente en oreja o sensibilizados mediante inyección de DNP-BSA y 

posteriormente re-sensibilizados en oreja, los primeros retos con el hapteno tras la 

sensibilización generaron una respuesta inflamatoria en la que se combinó  la 

temporalidad de la respuesta de hipersensibilidad inmediata con la de 

hipersensibilidad retardada. Este efecto fue más constante e intenso cuando los 

animales se inyectaron con DNP-BSA y posteriormente se re-sensibilizaron en 

oreja. Cuando las ratas se sensibilizaron en piel abdominal y re-sensibilizaron en 

oreja derecha solamente se observó una respuesta inflamatoria aguda 

característica de la hipersensibilidad inmediata, con ausencia de respuesta 

retardada. Por lo tanto este protocolo no reproduce la respuesta combinada 

Th2/Th1 característica de la DA (Bieber, 2010).  

 

En general, las ratas Wistar sensibilizadas con DNCB siguiendo los tres 

protocolos anteriormente indicados, mostraron los signos clínicos distintivos de la 

DA en humanos como prurito, edema e inflamación del tejido afectado; junto con 

alteraciones histológicas que incluyen infiltrado de eosinófilos, hiperplasia de 

mastocitos y engrosamiento de la epidermis (Kim, 2012; Bieber, 2010). Sin 
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embargo, la inyección de DNP-BSA y posteriores re-sensibilizaciones con DNCB 

en piel logró en rata Wistar desarrollar la totalidad de éstas características y en 

una mayor intensidad. Esto puede estar debido a que la inyección inicial del DNP 

unido a BSA esté generando una fuerte respuesta inmune adquirida frente al DNP 

por la necesidad que tienen los haptenos de requerir su unión a una proteína 

portadora para actuar como inmunógenos (Gefen y cols., 2014). El posterior 

contacto tópico con el DNCB, de estructura química muy similar al DNP, estaría 

despertando la respuesta memoria generada por el DNP en los animales. Así 

mismo, se ha demostrado la efectividad de la co-inyección de B. pertussis junto 

con antígenos en la producción de IgE a nivel experimental (Pauwels y cols., 

1983). Se sabe que la presencia de B. pertussis induce el desarrollo de una fuerte 

respuesta Th2, específicamente por la producción de IL-4. Así mismo, B. pertussis 

favorece el incremento de la permeabilidad vascular que se manifiesta por un 

aumento concomitante en la sensibilidad a varios agentes, entre ellos la histamina 

(Sudweeks y cols., 1992). Por otra parte, el efecto adyuvante del (Al(OH)3) en el 

proceso de sensibilización se debe a que favorece el proceso de reconocimiento y 

presentación del antígeno por parte de las CPA debido a que prolonga el tiempo 

de aclaramiento de éste, y a que permite una mayor proliferación de linfocitos Th2, 

así como la quimioatracción de eosinófilos (Lindbland y cols., 2004). 

 

Reportes previos han demostrado la capacidad del GMP para prevenir la 

sensibilización alérgica y atenuar la severidad de las reacciones asociadas a la 

urticaria y anafilaxia (Jiménez y col, 2012); así también, el GMP atenuó la 

inflamación y la remodelación en la vías aéreas en un modelo experimental de 

asma alérgico (Roldán y cols., 2016). Considerando lo anterior, el presente trabajo 

se desarrolló con la finalidad de demostrar que el tratamiento profiláctico y 

terapéutico de GMP vía oral reduce de manera significativa los signos clínicos y la 

fisiopatología de la DA, mediante la regulación de los mecanismos inmunológicos 

implicados durante la misma. 
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La epidermis de los pacientes con DA se caracteriza por una ruptura de la 

barrera epitelial, la cual activa a los queratinocitos para desarrollar un respuesta 

Th2 dominante que dirige y refuerza la producción de IgEs en el individuo 

(Boguniewicz y Leung., 2011). Así, los niveles de IgE en suero están asociados 

con la severidad de la DA (Liu FT y cols., 2011). En nuestro modelo experimental 

de DA, altos niveles de IgE total fueron detectados en el suero de los animales y la 

administración de GMP antes o después de la inducción de la DA redujo 

significativamente estos valores en suero. Cuando el GMP se administró antes del 

desarrollo de la DA, los niveles de IgE en los animales fueron menores que en los 

animales controles, lo que sugiere que en esta condición la administración de 

GMP puede suprimir la IgE total en suero. Se sabe que la IgE producida y liberada 

por los linfocitos B se une a los mastocitos. Posteriormente, los alérgenos inducen 

la desgranulación de estas células a través del complejo IgE-FcεRI y la liberación 

de algunos de los mediadores biológicos relacionados con la inflamación en la piel 

(Amin y cols., 2012). Por lo tanto, los niveles bajos de IgE están acordes con la 

reducción del edema y la inflamación cutánea observada en los animales que 

recibieron GMP. Además, estudios in vitro, demostraron que el GMP inhibe la 

activación de los mastocitos por el alérgeno (Jiménez y cols., 2016) y nosotros 

observamos un número reducido de mastocitos en la dermis de los animales 

tratados con GMP, por lo que la reducción en el edema y la inflamación de las 

lesiones cutáneas mediadas por el GMP también puede estar causada por 

alteraciones en el número y función de los mastocitos. 

 

 Una de las causas centrales de la DA es la desregulación de la respuesta 

Th1-Th2 que induce una inflamación alérgica cutánea con dominancia Th2 (Grewe 

y cols., 1998). En esta respuesta Th2, la participación de IL-4, IL-5 e IL-13 es 

crucial para el desarrollo de las lesiones de DA en el humano (Brandt y cols., 

2011). En ratones transgénicos que sobre-expresan IL-4, IL-5 e IL-13, Lee GR y 

Flavell (2004) demostraron una posible asociación entre el inicio y la progresión de 

la DA y la expresión de estas citocinas Th2. En nuestro modelo experimental de 

DA la expresión de IL-4, IL-5 e IL-13 estaba incrementada en las lesiones 



113 
 

cutáneas. Se sabe que la IL-5 es esencial en la diferenciación, activación, 

proliferación y quimiotaxis de eosinófilos (Molfino y cols.,  2012; Simon y cols., 

2004;) y que tanto el número de eosinófilos como los niveles de IL-5 se 

encuentran elevados en los tejido lesionado por DA (Jeong y cols., 2003; Liu FT y 

cols., 2011). Nuestros resultados muestran que la administración de GMP pre o 

post – inducción de DA reduce significativamente los niveles de IL-5, lo que se 

asocia con la disminución de eosinófilos infiltrados en dermis. Otros estudios han 

demostrado que los ratones transgénicos que sobre-expresan de manera 

espontánea IL-4 ó IL-13 a nivel epidermal, desarrollan signos y síntomas 

asociados con la DA, incluyendo niveles elevados de IgE (Chan y cols., 2001; 

Zheng y cols., 2009). Por lo tanto los niveles bajos de IL-4 e IL-13 en la piel de los 

animales tratados con GMP a manera profiláctica o terapéutica concuerdan con la 

disminución  en la IgE total. 

 

La principal fuente de IFN-γ en la DA son las células T CD8+ (Hijnen et al., 

2013) y se ha visto que esta citocina afecta la maduración y apoptosis de los 

queratinocitos (Peng y Novak, 2015), resultando en un remodelado del tejido y el 

engrosamiento de epidermis y dermis (Yuan y cols., 2011). El tratamiento 

terapéutico y profiláctico con GMP mostró una disminución en el engrosamiento de 

la epidermis, lo que se asocia con la reducción de la expresión de IFN-γ 

observada en las lesiones cutáneas de los animales tratados con GMP. Otros 

autores han reportado un efecto regulador negativo del GMP sobre la producción 

de IFN-γ en modelos de inflamación crónica experimental. López-Posada y 

colaboradores (2010) demostraron que la administración oral de GMP a ratones 

con colitis inducida por dextrano sulfato de sodio reduce significativamente la 

secreción de IFN-γ por las células de los nódulos linfáticos mesentéricos. De igual 

manera, en un modelo de colitis ulcerativa desarrollado en ratón, el GMP 

administrado oralmente redujo los niveles plasmáticos de IFN-γ (Ming y cols., 

2015). 
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Se ha reportado que IL-10 inhibe tanto la proliferación como la síntesis de 

citocinas por los linfocitos Th2 (Del Prete y cols., 1993) y Th1 (Kwon y cols., 2010; 

Castillo y Kolls., 2016). Recientemente, la función de la IL-10 en el control del 

desarrollo y mantenimiento de la DA se ha resaltados por el hecho de que 

polimorfismos en el gen de la IL-10 podría representar un marcador genético para 

la inducción de la DA en la infancia (Sohn y cols., 2007). La regulación negativa en 

la respuesta inflamatoria Th2 y Th1 cutánea en los animales tratados con GMP 

puede asociarse con el aumento en la expresión de IL-10, una importante citocina 

reguladora. 

 

El prurito es un signo fehaciente de la DA (Kim, 2012) y éste ocasiona un 

gran deterioro en la calidad de vida del paciente (Buske-Kirschbaum y cols., 2001), 

además de incrementar las lesiones de la piel y agravar la fisiopatología de la DA 

(Wahlgren y cols., 1999). Por lo tanto, la resolución del prurito es una de las metas 

claves en el desarrollo de nuevos tratamientos para esta patología. Los animales 

sensibilizados mostraron un intenso prurito después de la aplicación del DNCB; sin 

embargo, el tratamiento profiláctico con GMP disminuyó significativamente los 

eventos de rascado de los animales. Dentro de los agentes causales del prurito en 

la DA, la histamina liberada por los mastocitos sensibilizados y desgranulados 

(Albrecht y cols., 2015) juega un papel importante, ya que las terapias combinadas 

de antagonistas de receptores H1 y H4 logran exitosamente su alivio (Albrecht y 

cols., 2015). El decremento de IgE y número de mastocitos observado en los 

animales tratados con GMP antes de la sensibilización, junto con el efecto 

inhibitorio reportado al GMP en la activación del mastocito mediada por el 

alérgeno (Jiménez y cols., 2016), pueden causar una disminución en los niveles 

de histamina en la piel, impactando favorablemente en la desaparición del prurito. 

Además, se ha reportado que los ratones transgénicos que expresan IL-13 en la 

piel, desarrollan un intenso prurito (Zheng y cols., 2009). Dupilumab, un anticuerpo 

monoclonal que se une a la cadena alpha del R de la IL-4 y bloquea tanto las vías 

de señalización de la IL-4 como de la IL-13, reduce la sensación de prurito en 

pacientes con DA de moderada a severa (Beck y cols., 2014; Thaçi y cols., 2016). 
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Por lo tanto, el efecto anti-prurinérgico del GMP también puede ser mediado por la 

reducción de la expresión de IL-4 e IL-13 en la piel. Sin embargo, debido al amplio 

rango de estímulos capaces de inducir prurito en la DA, no podemos excluir un 

posible efecto del GMP sobre otros elementos inductores.  

   

Las proteínas estructurales de la piel y la producción de AMPs son 

esenciales para mantener la integridad y fuerza de la barrera dérmica, así como su 

acción de barrera de defensa (Irvine y cols., 2011; Takahashi y cols., 2017). En 

nuestro modelo experimental de DA, la cantidad de filagrina, involucrina, rBD-2 y 

rCRAMP que expresaban los animales en el tejido lesionado era inferior a la de los 

animales controles, tal y como se ha demostrado en otros modelos experimentales 

(Hönze y cols., 2016) y como se reporta en algunos pacientes con DA (Clausen y 

cols., 2015).  

  

En el caso de las proteínas estructurales de la epidermis, se sabe que el 

ambiente de citocinas del perfil Th2 que se genera en la respuesta inflamatoria 

durante el desarrollo de la DA, en particular la IL-4 e IL-13, afectan negativamente 

la expresión de filagrina (Seltmann y cols., 2015) y el proceso de diferenciación de 

proteínas como la involucrina (Kim y cols., 2008). La administración profiláctica y 

terapéutica del GMP incrementó el nivel de expresión de filagrina en ratas con DA, 

siendo más evidente éste efecto en la terapia profiláctica. Sin embargo, no se 

observó efecto significativo sobre la expresión de involucrina. Se ha demostrado 

que tanto IL-4 como IL-13 inducen la forforilacion de STAT3 y STAT6 en 

queratinocitos, y que ambos factores afectan el proceso de diferenciación de los 

mismos (Amano et al., 2015). Sin embargo, mientras que el factor STAT3 (y no 

STAT6) participa en la regulación negativa de los niveles de expresión de filagrina 

(Amano et al., 2015) en respuesta a ambas citocinas, el efecto negativo de IL-4 

sobre la expresión de involucrina implica a la ruta Jak-STAT6 que secuestra a 

p300/CBP, un componente fundamental del complejo transcripcional de 

involucrina (Bao y cols., 2016). Si bien en este trabajo quedó demostrado el efecto 

regulador negativo del GMP sobre la expresión de IL-4 e IL-13, la participación de 
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diferentes factores STAT en la regulación de la expresión de las proteínas 

estructurales, pudiera ser la causa de que el GMP tenga un efecto positivo sobre 

la recuperación de los niveles de filagrina en las lesiones con DA, pero no sobre 

los de involucrina. También, habría que considerar que la disminución de los 

niveles de IL-4 por el GMP podrían no ser suficiente para permitir la regulación 

positiva de la expresión de involucrina.  

 

La sobreexpresión de IL-4 e IL-13 en la DA, también afecta de forma 

negativa la expresión de AMPs como BD-2 y catelicidina (Boguniewicz y Leung, 

2010; Ong y cols., 2002). El tratamiento profiláctico y terapéutico con GMP 

permitió la recuperación de la expresión de rBD-2 y rCRAMP a niveles basales, en 

la piel lesionada de los animales. Un posible mecanismo mediante el cual se 

regula la expresión de filagrina, rBD-2 y rCRAMP en la DA experimental puede ser 

mediante la reducción de los niveles de expresión de IL-4 e IL-13 ocasionados por 

la administración con GMP. Así por ejemplo se ha demostrado que la 

administración de vitamina D a paciente con DA genera también  un efecto 

reductor en los niveles de IL-4 sérica (DiFilippo y cols., 2015) y un aumento en los 

niveles de catelicidina en piel (Hate y col., 2008; Takahashi y Gallo, 2017). 

 

El TGF-β es una citocina multifuncional que por un lado juega un papel 

importante en la diferenciación celular y biosíntesis de la matriz extracelular, así 

como en la producción de colágeno tipo I, por lo que es responsable del proceso 

de liquenificación y engrosamiento de la epidermis  (Lan y cols, 2013; Herro y 

cols., 2015) y por el otro, en coordinación con IL-10 muestra un efecto modulador 

de la respuesta inmunológica en la DA (Han y cols., 2015). En nuestro modelo 

experimental, se puede observar el incremento de TGF-β en animales 

sensibilizados con DNCB, lo que se asocia con el engrosamiento de la epidermis 

en las lesiones cutáneas. Sin embargo, los niveles de TGF-β en las lesiones de los 

animales sensibilizados pero tratados con GMP fueron todavía superiores. Debido 

a que el tratamiento con GMP redujo significativamente el grosor de la epidermis y 
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el proceso inflamatorio, se propone que el incremento cutáneo de TGF-β esté 

relacionado con un efecto regulador de la respuesta inmune asociada a la DA. 

 

Se sabe que algunos péptidos bioactivos realizan sus funciones en órganos 

periféricos una vez absorbidos (Wada y Lönnerdal, 2013). El proceso digestivo y 

metabolismo del GMP no es del todo conocido. De manera general, se sabe que 

la digestión de las proteínas inicia en el estómago por acción de la pepsina, la cual 

es activada en condiciones ácidas producidas por el ácido clorhídrico. Despues, el 

proceso digestivo sigue en el duodeno, ahora por acción de las enzimas 

pancreáticas (tripsina y quimiotripsina) de manera tal que se liberan péptidos de 2 

a 20 aminoácidos de longitud (Korhonen, 2009). Los péptidos son posteriormente 

digeridos a aminoácidos por las peptidasas de los borde en cepillo de las células 

del epitelio intestinal, aunque algunos péptidos permanecen intactos (Phelan y 

cols., 2009). En relación al GMP se sabe que es liberado de la κ-caseína por la 

acción de la quimosina en el tracto gastrointestinal de los recién nacidos (Umbach 

y cols., 1985) y posteriormente por la pepsina en los humanos adultos (Thöma-

Worringer y cols., 2006). Así, el grupo de Chabance (1998) detectó el GMP en el 

estómago de individuos tras la ingesta de leche o yogurt y en plasma de ratas y 

humanos, de 1 a 8 horas después de la ingestión de caseína humana  (Chabance 

y cols., 1995), proponiendo la liberación del GMP de la κ-caseína y su absorción 

intacta a nivel duodenal. Sin embargo, la razón por la cual el GMP no fue 

detectado en la piel de los animales sin y con DA, pudo deberse a que es 

suceptible a la acción de enzimas digestivas como tripsina (Tian y cols., 2015), y a 

la acción proteolítica de la microbiota (Mohanty y cols., 2016) y como 

consecuencia la cantidad de GMP absorbido intacto pudo ser muy pequeña. 

Además, las proteasas sanguíneas y tisulares pudieron actuar degradando el 

GMP presente en sangre o en tejidos evitando así su detección. 

  

Trabajos recientes han demostrado el efecto prebiótico del GMP en un 

modelo de sensibilización alérgica, donde se observó un incremento significativo 

en la cantidad de Lactobacillus, Bifidobacterium y Bacteroides en el intestino de 
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los animales atópicos, cuando el GMP fue administrado previo a la sensibilización 

(Jiménez y cols., 2016). Este efecto prebiótico se asoció a un aumento en la 

secreción de TGF-β por los esplenocitos de los animales sensibilizados en 

respuesta al alérgeno y a una inhibición en la activiación de los mastocitos 

cutáneos por el alérgeno, lo que manifiesta que la acción prebiótica del GMP a 

nivel intestinal se refleja en una regulación negativa de la respuesta alérgica 

sistémica. En este sentido, se propone que el GMP podría estár modulando la 

respuesta inmune asociada a la DA a través de su acción prebiótica sobre algunas 

especies bacterianas con efecto protector en el desarrollo de la patología. Los 

datos existentes sobre el efecto del uso de probióticos en la prevención de la DA 

han evidenciado que sus efectos dependen de factores como el tipo de cepa 

probiótica, método de la administración, tiempo de inicio, duración de la exposición 

y dosis (Rather y cols., 2016). Particularmente Lactobacillus y Bifidobacterium han 

mostrado efectos promisorios como terapia preventiva en la DA pediátrica; aunque 

la acción de los probióticos una vez establecida la patología es menos convincente 

(Baquerizo-Nole y cols., 2014). Estos datos concuerdan con nuestros resultados 

en los que el efecto benéfico del tratamiento con GMP en la DA es mayor como 

terapia preventiva que como terapéutica, lo que viene a reforzar la propuesta de 

que es la actividad prebiótica del GMP a nivel intestinal la que está regulando a 

nivel sistémico o local en los tejidos la respuesta inmune pro-inflamatoria asociada 

a la DA. En esta línea, la administración del probiótico Weissella cibaria WIKIM28, 

bacteria ácido láctica aislada de una bebida vegetal fermentada coreana, suprimió 

las lesiones cutáneas, los niveles de IgE en suero y la producción de citocinas Th2 

por las células de los nódulos linfáticos periféricos en un modelo experimental de 

DA inducida por DNCB (Lim y cols., 2017). Los autores reportaron un incremento 

en la proporción de células T reguladoras (CD4+ CD25+ Foxp3+) en los nódulos 

linfáticos y en la producción de IL-10. También se ha demostrado que la inducción 

de tolerancia oral al DNFB en un modelo experimental de dermatitis por contacto, 

depende de un componente de la microbiota y de la expresión de TLR-4 por las 

células hematopoyéticas, movilizando un tipo de células dendríticas tolerogénicas 

(CD103+ CD11b+) intestinales productoras de ácido retinoico a los nódulos 
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linfáticos mesentéricos que transportan el DNFB y promueven la diferenciación y 

activación de linfocitos Treg (Lim y cols., 2017).   

 

 

El efecto protector del GMP en la DA es mayor cuando se administra a los 

animales previo a la inducción de la enfermedad, que una vez que ya está 

establecida la patología. Ésta es una observación común en los ensayos 

experimentales con el GMP, pues cuando se usa como terapia antiinflamatoria en 

la colitis experimental, su efecto es mayor como profiláctico (Daddaoua y cols., 

2005). Es importante resaltar, que aun cuando el GMP se administre una vez que 

la DA esté establecida, la mayor parte de sus efectos benéficos se mantienen, a 

excepción de su efectos anti-pruriginosos. Eso puede deberse a que, con este 

forma de uso, hay una menor reducción en los niveles de IgE, número de 

mastocitos y expresión de IL-4 e IL-13 y los niveles remanentes de estas 

moléculas o células deben de ser suficientes para mantener el prurito en los 

animales. Aún así, los pacientes con DA pueden beneficiarse de las propiedades 

antiinflamatorias e inmuno-reguladoras del GMP con su uso terapéutico. 
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8. CONCLUSIONES. 

 

El presente estudio demuestra que el GMP posee efectos profilácticos y 

terapéuticos en el desarrollo de la DA experimental.  

 

El GMP disminuye el proceso inflamatorio cutáneo, así como el infiltrado de 

eosinófilos, la hiperplasia de mastocitos y el engrosamiento de la epidermis. 

Además, reduce los niveles de IgE total en suero. El GMP también actúa 

aumentando la expresión de proteínas estructurales de la epidermis, como la 

filagrina, y de péptidos antimicrobianos esenciales en la respuesta innata de la 

piel. 

 

El efecto benéfico del GMP se asocia con la regulación negativa de la 

expresión de citocinas inflamatorias como IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-γ, y la regulación 

positiva de citocinas reguladoras como IL-10 y TGF-β.  

 

Finalmente, la administración profiláctica de GMP inhibe el prurito en las 

lesiones cutáneas de la DA experimental. 

 

En conjunto, los resultados de éste estudio muestran las primeras 

evidencias experimentales para el uso potencial del GMP en la prevención y 

tratamiento de la DA. 
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ANEXO A. Asociación de citocinas y cambios asociados a la DA. 

  

Correlaciones r Pearson r
2
 P 

IL-4 vs 

mastocitos 
0.9459 0.8947 p<0.0001 

IL-4 vs IgE 0.8591 0.7381 p<0.0001 

IL-13 vs 

mastocitos 
0.9153 0.8378 p<0.0001 

IL-13 vs IgE 0.8791 0.7729 p<0.0001 

IL-5 vs 

eosinófilos 
0.9502 0.9029 p<0.0001 

IFN-γ vs grosor 

epidermis 
0.9567 0.9153 p<0.0001 

 La tabla muestra la asociación existente entre el nivel de expresión de diferentes citocinas y el 

marcador histológico o nivel de IgE total en suero. Aunque las variables fueron determinadas en 

protocolos distintos, la reproducibilidad del modelo permitió establecer la asociación entre 

variables. 
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Atopic dermatitis (AD) is one of the most common skin diseases, whose incidence is increasing in industrialized countries.
The epicutaneous application of a hapten, such as 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB), evokes an experimental murine AD-like
reaction. Glycomacropeptide (GMP) is a dairy bioactive peptide derived from hydrolysis of 𝜅-casein by chymosin action. It
has anti-inflammatory, prebiotic, and immunomodulatory effects. The present study was aimed to investigate the effect of GMP
administration on DNCB-induced AD in rats. The severity of inflammatory process, pruritus, production of cytokines, and total
immunoglobulin E (IgE) content were measured, and the histopathological features were analyzed. GMP reduced the intensity
of inflammatory process and edema of DNCB-induced dermatitis, with a significant decrease in eosinophils recruitment and
mast cells hyperplasia. In addition GMP suppressed the serum levels of total IgE and IL-4, IL-5, and IL-13 expression in AD-
lesions. Besides, the levels of IL-10 were significantly increased. Remarkably, GMP administration before AD-induction abolished
pruritus in dermatitis-like reactions in the rats. Taken together, these results indicate that GMP has an inhibitory effect on AD by
downregulating Th2 dominant immune response, suggesting GMP as a potential effective alternative therapy for the prevention
and management of AD.

1. Introduction

Atopic dermatitis (AD) is a chronic and relapsing skin disease
that is characterized by skin inflammation and pruritus. It
is one of the most common skin diseases, affecting about
15–30% of children and 2–10% of adults worldwide, with
an increasing prevalence rate in industrialized countries
[1]. Although it is not a life-threatening disease, AD has a
significant impact on patients’ quality of life and on economy
of health services. Besides, AD is often the first manifestation
of allergic disease, as most patients with AD will further
develop another atopic disorder, such as allergic rhinitis or
asthma [2].

The precise etiology of AD is not yet determined, but one
possibility is a deregulation of adaptive and innate immune
response raised by environmental and genetic factors [3].
In AD patients, genetic conditions, external stimuli, or
scratching episodes disrupt barrier skin that facilitates aller-
gen penetration and activation of keratinocytes to produce
thymic stromal lymphopoietin that triggers dendritic cells
to induce a Th2-cell mediated response [4]. In the acute
phase of disease, infiltrated CD4+ T cells in skin lesions
predominantly secrete IL-4, IL-5, and IL-13. These Th2
cytokines orchestrate a skin inflammation characterized by
eosinophil recruitment and mast cells hyperplasia. Besides,
IL-4 induces immunoglobulin (Ig)E isotype switching in B
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cells, increasing serum IgE levels which is associated with
the pathogenesis of the disease [5]. In the chronic phase of
the AD,Th1 cells appear and secrete interferon-gamma (IFN-
𝛾) that is mainly associated with epidermal hyperplasia [1].
Therefore, the imbalance in the rate of Th1 and Th2 cells, or
in Treg cells that maintain immune homeostasis locally, has
special consideration in AD [6].

Animal models for human diseases are very important
to analyze the mechanisms involved in the onset and devel-
opment of pathologies and to establish treatment strategies
for the disease [7]. Mice model has been widely used for
the detailed study of AD and for the development of rapid
trials of possible therapies for the disease [8]. Dermatitis
model induced by skin repeated application of haptens causes
histopathological, immunological, and clinical features sim-
ilar to human AD [7, 9]. Although most of AD-models by
hapten repeated application are developed in mice, thickness
of the cornea layer and chemical permeability of skin in
mouse are greater than rat and human, so rat skin suffers
AD-like injuries less severe than mouse and more similar to
human [10–12].

Many kinds of bioactive peptides that might prevent
lifestyle-related diseases are released from food proteins after
enzymatic digestion. Glycomacropeptide (GMP) is an active
biopeptide derived from milk 𝜅-casein that is released to
the whey during cheese-making process by the action of
chymosin [13]. It is composed of 64 amino acids extensively
glycosylated with units of N-acetylneuraminic (sialic) acid
that confers several nutraceutical and biological properties
[14]. GMP has an excellent safe record and is not immuno-
genic [15]. As component of the whey, it is included in infant
food formulas as a source of amino acids; besides, it is added
to nutritional formulas for phenylketonuria patients due to
the lack of phenylalanine [16]. Recently, GMP has deserved
much interest for its proposed prebiotic, anti-inflammatory,
and immunoregulatory properties. It has anti-inflammatory
activity in rat models of colitis and ileitis induced by
trinitrobenzene-sulphonic acid [17–19] and prevents exten-
sive damage in colon in amodel of colonic damage induced by
dimethyl hydrazine [20]. Both GMP effects are mediated by
the regulation of lymphocytes differentiation. Recent studies
carried out in our laboratory show the prophylactic effect of
orally administered GMP on the development of immune
response associated with allergic sensitization, protecting
animals from the severity of urticarial reaction and systemic
anaphylaxis induced by allergens. This effect is related to
changes in gutmicrobiota composition, upregulation of TGF-
𝛽 and downregulation of IL-13 production by splenocytes,
reduction in allergen-specific IgE production, and mast cells
inhibition [21, 22]. GMP has also immunoregulatory activity
in allergic asthma models, as it effectively suppresses blood
and lung eosinophilia, goblet cell hyperplasia, and collagen
deposition in airways. Beneficial effect of GMP in asthma
is associated with downregulation of IL-5 and IL-13 and
upregulation of IL-10 expression in asthmatic lung tissue [23].

The aim of this study was to evaluate whether oral
GMP administration, previously or once pathology was
established, can influence the development of AD. Firstly,
we characterized a rat model of dermatitis by systemic

sensitization followed by hapten repeated application. We
further examined the effect of GMP in skin inflammation,
pruritus, as well as Th2-immune response associated with
AD to determine its potential prophylactic and therapeutic
activity.

2. Material and Methods

2.1. Animals. Male Wistar rats (150–180 g) obtained from the
Laboratory Animal Service of the Autonomous University of
Aguascalientes were used throughout the study. Rats were
housed under controlled conditions of temperature (22–
24∘C) and illumination (12 h light cycle) and fed with Rodent
Laboratory Chow 5001 (Purina,MexicoCity,Mexico) and tap
water ad libitum. All experiments were carried out with strict
adherence to ethical guidelines approved by the Institutional
Normative Welfare Standards.

2.2. Protocol for Induction of Experimental Atopic Dermatitis.
Ear cutaneous reaction was induced by repeated applications
of 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB; Sigma, St. Louis, MO,
USA) after systemic sensitization, as previously described
[24]. Briefly, animals were sensitized at day 0, with an intra-
muscular injection of 1mg of dinitrophenyl-bovine serum
albumin (DNP-BSA) precipitated in 7.8mg of aluminum
hydroxide gel (Al(OH)

3
; Thermo Scientific, Waltham, MA,

USA) in 1mL of saline solution. Simultaneously, and as an
adjuvant, 0.5mL of Bordetella pertussis vaccine (Zuvirac,
Mexico City, Mexico) containing 10–15 × 109 heat-killed
bacilli/mLwas injected subcutaneously. On days 14, 16, 18, 20,
22, and 36, animals were resensitized with a topical applica-
tion of 60 𝜇L of 1.5%w/v DNCB prepared in acetone-olive oil
(A-OO) solution (4 : 1) to both sides of the right ear lobe of
the rats. Control group was only injected with adjuvants and
topically applied with A-OO solution (Figure 1).

2.3. Experimental Design. For characterization of dermatitis
model, rats were randomly assigned to two different groups
(5 rats per group): control and DNCB sensitized. For analysis
of GMP effect, rats were randomly assigned to five different
groups (8 rats per group): control, not sensitized and water
administered before AD-induction; DNCB-P, DNCB sensi-
tized and water administered before AD-induction; GMP-
P, DNCB sensitized and GMP administered before AD-
induction; DNCB-T, DNCB sensitized and water adminis-
tered after AD-induction; and GMP-T, DNCB sensitized and
GMP administered after AD-induction. GMP (Lacprodan�
cGMP-10; a gift from Arla Foods Amba, Viby, Denmark) was
orally administered to animals at 500mg/kg/day dissolved in
tap water. Oral intake of GMP was started from 3 days before
sensitization to day 36 as prophylaxis (GMP-P) and from
day 23 to day 36 when employed in a therapeutic manner,
that is, once AD was established (GMP-T). Control, DNCB-
P, and DNCB-T groups were administered orally with tap
water during corresponding times (Figure 1). An esophageal
catheter was used to deliver GMP solution or water. All
animals were sacrificed with an overdose of ether at day 37,
and blood and ear samples were obtained.
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Oral administration of GMP or water before AD-induction
(Prophylactic treatment)

Oral administration of GMP or water after AD-induction
(Therapeutic treatment)
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−3

DNP-BSA + Al(OH)3 + B. Pertussis

Figure 1: Schematic diagram of experimental dermatitis induction protocol and GMP administration. Rats were sensitized on day 0
with injection of DNP-BSA mixed with Al(OH)

3
gel and simultaneously with B. pertussis vaccine. Animals were resensitized with topical

application of DNCB in A-OO on days 14, 16, 18, 20, 22, and 36. Control group was injected with the adjuvants but without DNP-BSA and
applied topically with A-OO mixture. GMP or water was administered, daily and orally, from 3 days before AD-induction or from day 23
after AD-induction, and until day 36 to analyze the prophylactic or therapeutic effect, respectively. Animals were sacrificed at day 37.

2.4. Evaluation of Ear Cutaneous Inflammatory Reaction and
Edema. Cutaneous reaction was evaluated by ear swelling
induced by the challenge with DNCB. Ear thickness was
measured using a dial thickness gauge (Milomex, Ltd., Bed-
fordshire, UK) at 0, 1, 6, and 24 h after DNCB application on
day 36. Ear swellingwas calculated based in the increase of ear
thickness as RT-LT, where RT and LT represent the thickness
of the right and left ear, respectively, at the corresponding
time point. At day 37 animals were sacrificed, the ears
were excised from the base, and identical portions of the
middle of the ears were removed using a metallic punch. The
tissue samples were individually weighted on an analytical
balance (Precisa XT220A,Dietikon, Switzerland). Edemawas
calculated based on the increase of ear weight as RW-LW,
where RW and LW represent the weight of the fragment of
the right and left ear, respectively.

2.5. Evaluation of Scratching Behavior. The total number of
scratching events was counted during 10 minutes immedi-
ately after the application of DNCB on days 16, 22, and 36.
For that purpose, rats were placed into an acrylic cage divided
into eight compartments. Their behavior was recorded using
a digital video camera (Samsung HMX-W350, New Jersey,
USA). Videoswerewatched by two observers and the number
of scratching events was counted. One scratching event or
episode was defined as a series of one or more scratching
movements by the hind paw directed toward the application
site and ended when the rat either licked its hind paw or
placed it back on the floor [25].

2.6. Histological Analysis. Upper portions of the right ears of
each rat were fixed in 10% neutral formalin, embedded in
paraffin, and sectioned into 5 𝜇m slices. Slices were stained
with hematoxylin and eosin for evaluation of eosinophils
infiltration and with toluidine blue for evaluation of mast
cells number. After microscopic fields were photographed,
the numbers of stained eosinophils and mast cells were
counted in random areas (40,000 𝜇m2) with an AxioPlan
Carl Zeiss microscope (Oberkochen, Germany) at 400x
magnification. Three slides were stained per rat and three

fields were examined per slide. Morphometric assessment
was performed using AxioVision Rel 4.8 software by two
observers whowere not aware of the group of rats fromwhich
the samples originated.

2.7. Determination of Total IgE. Serum samples prepared
from blood obtained on day 37 were stored at −70∘C until
used to IgE determination. Total IgE level in serum was
quantified using a rat IgE ELISAkit (Abcam,Cambridge,UK)
according to the manufacturer’s instructions.

2.8. RNA Purification and Semiquantitative or Real-Time
Quantitative PCR (qRT-PCR). Total RNA was isolated from
the lower ear tissue using the SV Total RNA Isolation System
(Promega, Madison,WI, USA). Purified RNAwas quantified
with a NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scien-
tific) with the A260/280 ratio. Only samples with ratio >1.8
were employed for cDNA synthesis. Reverse transcriptions of
2 𝜇g of RNAwere performedwith the RETROscript�Reverse
Transcription kit (Thermo Scientific). Semiquantitative PCR
was performed with 1 𝜇L of 1 : 10 diluted cDNA product,
5 𝜇L of PCR Master Mix 2x (Thermo Scientific), and 1 𝜇L of
forward and reverse primers at 5 𝜇M each (listed on Table 1);
all reactions were completed with nuclease-free water to
10 𝜇L. PCR conditions were as follows: initial denaturing at
95∘C for 3min, with 25, 30, or 35 cycles of 95∘C for 30 sec,
60∘C for 30 sec, and 72∘C for 10 sec, and later for all reactions
a final extension of 72∘C for 3min was included. Amplicons
were separated in 2% agarose gels containing GelRed�
Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Hayward, CA, USA) as
recommended by the manufacturer, in TBE 1x (89mM Tris,
89mM boric acid, 2mM EDTA, pH 8). Gels were visualized
under UV light in a MiniBis Pro documentation system
(DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem, ISR). For RT-PCR,
2 𝜇L of diluted cDNA reaction was used as template for
the detection of IL-4, IL-5, IL-13, IL-10, and 𝛽-actin with
the GoTaq� qPCR Master Mix (Promega) in an Eco Real-
Time PCR System (Illumina, San Diego, CA, USA). Relative
quantification was determined with ΔΔCt method using 𝛽-
actin as housekeeping gene for normalization.
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Table 1: Oligonucleotides for gene expression quantification.

Gene Oligonucleotides Accession number

IL-4 Fw: CACCTTGCTGTCACCCTGTT NM 201270.1
Rv: ACATCTCGGTGCATGGAGTC

IL-5 Fw: CAGTGGTGAAAGAGACCTTG NM 021834.1
Rv: GTATGTCTAGCCCCTGAAAG

IL-13 Fw: ATCGAGGAGCTGAGCAACAT NM 053828.1
Rv: ATCCGAGGCCTTTTGGTTAC

IFN-𝛾 Fw: GCCTAGAAAGTCTGAAGAAC NM 138880.2
Rv: GAGATAATCTGGCTCTCAAG

IL-10 Fw: CACCTTGCTGTCACCCTGTT NM 012854.2
Rv: ACATCTCGGTGCATGGAGTC

𝛽-Actin Fw: GTCGTACCACTGGCATTGTG NM 031144.3
Rv: GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA

2.9. Data Analysis. Data were expressed as mean ± standard
error of the mean (SEM). Statistical analysis was performed
by Student’s 𝑡-test. Ear thickness data were analyzed by
multicomparative Bonferroni test. Significance was set at 𝑝 <
0.05.

3. Results

3.1. Characterization of Dermatitis Evoked by Repeated Chal-
lenges withDNCBafter Systemic Sensitization. First, rats were
systemically sensitized with DNP-BSA and later challenged 6
times by painting the right ear with DNCB/A-OO solution.
As shown in Figures 2(a)-2(b), repeated impregnation with
DNCB solution caused potent inflammatory changes in
the ear skin, such as the thickening of both dermis and
epidermis, edema, and the accumulation of eosinophils and
mast cells. The number of eosinophils and mast cells in
dermis of rats from DNCB group increased by 12.6- and
2.3-fold (Figure 2(c)). The ear thickness, measured as an
indicator of skin inflammation [11], increased after each
application of DNCB. On day 36, the ear thickness picket at
1 h after DNCB painting and maintained significantly greater
than control rats at 6 and 24 h (Figure 2(d)). On day 37,
edema in DNCB group was 98-fold higher than that in
control rats (Figure 2(e)). Scratching toward the ear receiving
DNCB application was observed from day 16. Scratching
occurred immediately after the application of DNCB, with its
frequency decreasing as time passed, and no scratching was
observed at 1 h and thereafter. The scratching events counted
for the first 10min, as shown in Figure 2(f), significantly
increased at day 16 and were almost equal at day 22, with
a slight decrease at day 36. Total RNA was extracted from
the skin lesions excised 24 h after the sixth DNCB challenge
and the expression of inflammatory cytokines was examined.
As shown in Figure 2(g), the IFN-𝛾, IL-5, and IL-13 mRNA
expression in skin of control rats was very weak, but it
was potentiated in DNCB group. Furthermore, although the
expression of IL-4mRNAs in skinwas undetectable in control
rats, DNCB-treatment induced their expression in dermatitis
lesion.

3.2. Oral GMP Administration Diminishes Inflammatory Pro-
cess in Dermatitis. First we investigated whether oral intake
of GMP might modify the development of the inflammatory
response associated with dermatitis. So, ear thickness was
measured after DNCB-repeated applications. On day 36,
before the sixth DNCB application (0 h), DNCB-P and
DNCB-T animals reported an increase of 0.15 and 0.23mm
over control animals. But animals administered with GMP
reduced in 95.6 and 54.55% the thickness induced by the
previous five DNCB applications when used in a prophylactic
or therapeutic manner, respectively. One hour after the last
DNCB application, ear thickness presented a peak of 0.41
and 0.48mm in the ears of DNCB-P and DNCB-T animals,
which was sustained at 6 h and presented a slight decrease at
24 h. However, when animals were GMP administered before
AD-induction the inflammatory process was reduced in 99.4,
93.98, and 85.89% at 1, 6, and 24 h after challenge, and if they
received GMP after AD-induction the ear inflammation was
diminished in 47.16, 49.41, and 34.06% (Figure 3(a)).

Another way to assess changes in the inflammatory
process is to evaluate the ear edema as the increment in
ear weight. As shown in Figure 3(b), when animals were
repeatedly challenged with DNCB the ear edema was 6.64
(DNCB-P) and 8.05 (DNCB-T) higher than in control ani-
mals.However, when animalswereGMPadministered before
AD-induction there was a decrease of 97.03% on ear DNCB-
induced edema. Besides, animals that received GMP once
dermatitis was established showed a decrease of 39.87% on
edema when compared to untreated group (DNCB-T).

3.3. Scratching Behavior Is Inhibited by GMP-Prophylaxis.
Pruritus is one of the major symptoms of AD and impacts
quality of life of patients in a significantmanner [26]. Control
animals did not show any scratching event in the right
ear during 10min immediately after the application of A-
OO mixture (data not shown). The chronological profile of
scratching behavior in DNCB challenged rats, treated or not
with GMP, is shown in Figure 4. In DNCB-P and DNCB-
T rats the number of scratching events remained almost
constant during 10min afterDNCB topical application at days
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Figure 2: Characteristics of dermatitis-like reaction in rats challenged with DNCB after systemic sensitization. Histopathological features
of the ears of control and DNCB challenged rats, 24 h after the sixth challenge, stained with (a) hematoxylin and eosin and (b) toluidine
blue. Arrows indicated (a) eosinophils and (b) mast cells. (c) Eosinophils and mast cells were counted in dermis with a microscope at a
magnification of 400x. (d) Ear thickness was measured at 0, 1, 6, and 24 h after last DNCB challenge. (e) To measure ear edema, equal areas
from ears were punched and weighed 24 h after last challenge. (f) Scratching frequency was measured during the first 10 min after DNCB
application and reported at days 16, 22, and 36. (g) Inflammatory cytokine mRNA expression in the skin lesion 24 h after the last DNCB
challenge. Values represent mean ± SEM;𝑁 = 5 rats. ∗𝑝 < 0.001 versus control at each time point.

16, 22, and 36, with an average of 36.87 and 41.71 scratch-
ing events. Oral GMP administration before AD-induction
resulted in a significant and dramatic inhibition of more
than 99% in the number of scratching episodes of DNCB-
applied animals during the same days, pruritus being almost
completely abolished. In contrast, there were no differences

in scratching behavior betweenGMP-T andDNCB-T groups,
indicating that GMP has no effect on pruritus when it was
administered once dermatitis was established.

3.4. GMPAdministration Reduces the Infiltration of Inflamma-
tory Cells into DNCB-Induced Skin Lesions. Cellular changes
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Figure 3: Effect of GMP administration on inflammatory process. (a) Ear thickness value is represented by the difference between right and
left ear, at day 36. (b) Edema is represented by the difference between right ear weight and left earweight at day 37. Data are presented asmean±
SEM,𝑁 = 8. Control, not sensitized and water administered before AD-induction; DNCB-P, DNCB sensitized and water administered before
AD-induction; GMP-P, DNCB sensitized and GMP administered before AD-induction; DNCB-T, DNCB sensitized and water administered
after AD-induction; and GMP-T, DNCB sensitized and GMP administered after AD-induction; ∗𝑝 < 0.0001 versus control; +𝑝 < 0.02;
++𝑝 < 0.002; +++𝑝 < 0.0001 versus the respective DNCB without GMP administration at each time point.
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Figure 4: Effect of GMP administration on scratching frequency.
Events of scratching were measured after DNCB challenge during
10 minutes. Data are presented as mean ± SEM, 𝑁 = 8. DNCB-
P, DNCB sensitized and water administered before AD-induction;
GMP-P, DNCB sensitized and GMP administered before AD-
induction; DNCB-T, DNCB sensitized and water administered after
AD-induction; and GMP-T, DNCB sensitized and GMP adminis-
tered after AD-induction; +𝑝 < 0.0001 versus DNCB-P at each time
point. GMP-T versus DNCB-T was ns.

in dermatitis skin include marked infiltration of eosinophils
andmast cells hyperplasia [27]. Histological analysis revealed
that topical DNCB elicited the infiltration of inflammatory
cells into ear skin lesion but GMP administration attenuated
the amount of infiltrated inflammatory cells (Figures 5(a)-
5(b)). Morphometric assessment showed that the number of
eosinophils in ears with DNCB applications was 13.12 and
12.89 times higher than in control group, for DNCB-P and
DNCB-T rats. Whereas in animals administrated with GMP,
amount of eosinophils in dermis was reduced in 94.47%

when GMP was used as prophylaxis or 78.71% when it
was administered in a therapeutic manner (Figure 5(c)). On
the other hand, the amount of mast cells in the dermis of
DNCB untreated animals was 2-fold compared to control
animals. However, mast cells number was remarkably low-
ered in 61.51% by GMP administration before AD-induction
and in 39.59% by GMP administration after AD-induction
(Figure 5(d)).

3.5. Influence of GMP on Serum Levels of IgE. It is known that
dermatitis is characterized by high levels of serum total IgE
[28].Therefore, we investigated whether GMP suppresses IgE
in serum. After the sixth DNCB application, serum samples
were collected and total IgE levels were measured by ELISA.
In rats receiving topical DNCB total IgE levels were 3.7-
fold higher than in control group. Prophylaxis with GMP
significantly reduced in 86.53% total serum IgE levels as
compared with nontreated animals (DNCB-P). When GMP
was administered in a therapeuticmanner the decrease in IgE
level was 63.68% (Figure 6).

3.6. Effect of GMP Administration on IL-4, IL-5, IL-13, and IL-
10 Expression in Dermatitis Skin Lesion. Inflammation in AD
is mediated by an initial Th2 phase, which is orchestrated by
IL-4, IL-5, and IL-13 cytokines and is related to IgE produc-
tion and eosinophilia [1]. To address the question whether
GMP administration might modulate this Th2 inflammatory
response in dermatitis, we examined mRNA changes of IL-4,
IL-5, and IL-13 by qRT-PCR in injured skin tissue. We found
that IL-4, IL-5, and IL-13 mRNAwere 11.24-, 3.93-, and 12.50-
fold higher, on average, in DNCB groups. Interestingly, GMP
administration beforeAD-induction decreased in 83.56, 96.5,
and 88.38% the expression of IL-4, IL-5, and IL-13 in dermati-
tis skin. When GMP was administered after AD-induction
the decrease of these Th2-inflammatory cytokines, although
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Figure 5: Effect of GMP on inflammatory cell infiltration. Sections of right ears were stained with (a) hematoxylin and eosin to identify
eosinophils and (b) blue toluidine for mast cells. Quantitative analysis of (c) eosinophils and (d) mast cells per 40,000 𝜇m2 of dermis was
developed with a microscope at magnification of 400x. Data are presented as mean ± SEM, 𝑁 = 8. Control, not sensitized and water
administered before AD-induction; DNCB-P, DNCB sensitized and water administered before AD-induction; GMP-P, DNCB sensitized
and GMP administered before AD-induction; DNCB-T, DNCB sensitized and water administered after AD-induction; and GMP-T, DNCB
sensitized and GMP administered after AD-induction; ∗𝑝 < 0.0001 versus control; +𝑝 < 0.0001 versus the respective DNCB without GMP
administration.
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Figure 6: Effect of GMP on total serum IgE. Serum was collected
24 h after last challenge with DNCB. IgE level was measured by
ELISA. Data are presented as mean ± SEM, 𝑁 = 8; control, not
sensitized and water administered before AD-induction; DNCB-
P, DNCB sensitized and water administered before AD-induction;
GMP-P, DNCB sensitized and GMP administered before AD-
induction; DNCB-T, DNCB sensitized and water administered after
AD-induction; and GMP-T, DNCB sensitized and GMP adminis-
tered after AD-induction; ∗𝑝 < 0.001 versus control; +𝑝 < 0.001
versus the respective DNCB without GMP administration.

not somarked,was still significant in order of 57.05, 65.89, and
63.3% lower than nontreated animals (Figures 7(a)–7(c)).

Besides, we analyzed mRNA changes on IL-10, one
of the most important anti-inflammatory cytokines which

downregulates the immune system minimizing tissue dam-
age during inflammation [29]. As shown in Figure 7(d),
the expression of IL-10 was significantly higher in DNCB
challenged than in control animals, but it was clearly potenti-
ated by GMP administration. IL-10 expression was 4.68-fold
higher in DNCB challenged animals when receiving GMP as
prophylaxis and 2.44-fold higher when it was administered in
a therapeutic manner.

4. Discussion

AD is one of the most common skin inflammatory disorders
[30] and its early onset in childhood often triggers the
atopic march, which leads to the consequent development of
asthma and allergic rhinitis [31].The anti-inflammatory ther-
apy of AD includes topical corticosteroids and calcineurin
inhibitors; however resolution is often temporary and long-
term usage can be associated with significant adverse effects
[32, 33]. Due to the deleterious effect of AD on the quality of
life of patients and the significant economic impact in health
systems, new therapies that prevent or act on the immuno-
logical mechanisms involved in AD and with minimal side
effects are required.

In this study we investigated whether GMP attenuates
the severity of AD-like lesions induced by DNCB in rat. We
chose rat as animal model because thickness of the corneal
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Figure 7: Effect of GMPonmRNA expression for IL-4, IL-5, IL-13, and IL-10 in ear tissue. Changes in (a) IL-4, (b) IL-5, (c) IL-13, and (d) IL-10
mRNA expression relative to 𝛽-actin were measured. Skin tissue was obtained at day 37 from control and DNCB sensitized rats, administered
or not with GMP. Three rats from each experimental group were analyzed. Skin samples from each rat were analyzed in triplicate for qPCR.
Each value represents the mean ± SE. Control, not sensitized and water administered before AD-induction; DNCB-P, DNCB sensitized
and water administered before AD-induction; GMP-P, DNCB sensitized and GMP administered before AD-induction; DNCB-T, DNCB
sensitized and water administered after AD-induction; and GMP-T, DNCB sensitized and GMP administered after AD-induction; ∗𝑝 < 0.05,
∗∗𝑝 < 0.001, and ∗∗∗𝑝 < 0.0001 versus control; +𝑝 < 0.05, ++𝑝 < 0.01, and +++𝑝 < 0.0001 versus the respective DNCB without GMP
administration.

layer and chemical permeability of skin rat is more similar
to human than mice [10–12]. So, we firstly characterized
an experimental model of AD in rat based on a reported
protocol of epicutaneous DNCB sensitization in mice [24].
The rat model demonstrates immunological dysregulation,
such as IgE hyperproduction in serum and elevated IL-4,
IL-5, IL-13, and IFN-𝛾 expression in skin injuries. It also
shows hypertrophy of epidermis, intracellular edema, and
infiltration of inflammatory cells, such as eosinophils and
mast cells, which are histopathological features of AD [1].
Besides, DNCB applications induce a scratching behavior
toward the affected area that denotes the appearance of
pruritus, one of the most characteristic AD symptoms [26].
So, in our rat model AD-like lesions have histopathological,
immunological, and clinical features of human lesions.

GMP is a bioactive peptide that has been demonstrated
to prevent allergic sensitization and attenuate the severity of
urticarial reaction, anaphylaxis, and asthmatic airway inflam-
mation and remodeling [21, 23]. It is already incorporated
in nutritional products and is safe and not immunogenic
[15–17]. In the present study, we demonstrated that oral

administration of GMP in a prophylactic or therapeutic
manner induces a significant reduction in the development
of AD by strongly reducing skin inflammation, eosinophils,
andmast cells number in dermis and total IgE levels. Besides,
GMP administration targets theTh2-inflammatory response,
as it decreases IL-4, IL-5, and IL-13 but increases IL-10
expression in AD-like skin lesions. Prophylaxis with GMP
also impacts on pruritus, as it suppresses scratching episodes
associated with disease. So, we demonstrate that oral intake
of GMP before or after AD establishmentmodulates immune
response and pathophysiology in experimental AD.

The epidermis of AD patients is characterized by signifi-
cant skin barrier disruption which activates keratinocytes to
develop an extreme Th2-dominant response that strength-
ens IgE production [34]. Thus, IgE level in the serum is
correlated with the severity of AD [5]. In our experimental
model of AD, high levels of total IgE were quantified in
serum. GMP administration before or after AD-induction
significantly reduces serum total IgE levels. When GMP was
administered before AD-induction IgE levels were lower than
in control animals, suggesting that in this condition GMP
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administration can suppress serum total IgE. It is known
that IgE released from B cells binds to mast cells. Allergens
induce mast cells degranulation through IgE-Fc𝜀RI complex
and the release of several biological mediators involved in
skin inflammation [35]. So, a lessened level of IgE is in
line with the reduction of edema and skin inflammation of
AD-lesions observed in animals with GMP administration.
Previously, it has been demonstrated that GMP inhibits mast
cells activation by allergens [22] and we observed a reduced
number of mast cells in dermis of GMP-treated animals,
so the reduction in edema and skin inflammation as a
consequence of GMP administration might also be mediated
by alterations in mast cells number and function.

One of the central causes of the AD is the dysregu-
lated Th1 and Th2 response that induces the characteristic
Th2-dominant skin allergic inflammation [36]. In this Th2
response, the involvement of IL-4, IL-5, and IL-13 is crucial
in humans [37]. In transgenic mice that overproduce IL-4,
IL-5, and IL-13, investigators have demonstrated a positive
correlation between the onset and progression of AD-like
disease and the expression of these Th2 cytokines [38]. In
our experimental model of AD the expression of IL-4, IL-
5, and IL-13 was increased in skin lesions. It is known that
IL-5 plays an important role in eosinophil differentiation,
activation, proliferation, and chemotaxis [39, 40]. The num-
ber of eosinophils and levels of IL-5 have previously been
shown to be elevated in injured skin of patients with AD
[5, 41].We show thatGMP administration before or afterAD-
induction induces a significant reduction in IL-5 expression
in AD-lesions, which is correlated with the decrease in the
number of eosinophils infiltrated in dermis. On the other
hand, transgenic mice overexpressing epidermal IL-4 or IL-
13 spontaneously developed signs and symptoms associated
with AD, including elevated IgE levels [42, 43]. So, reduced
levels of IL-4 and IL-13 in skin of animals treated with GMP
in a prophylactic or therapeutic manner are in concordance
with the decrease in total IgE.The downregulation of theTh2-
dominant skin inflammation by GMP administrationmay be
associated with the increased expression of IL-10, a known
regulatory cytokine. It has been reported that IL-10 inhibits
both the proliferation and the cytokine synthesis of CD4+
Th2 cells [44]. Recently, the role of IL-10 in the control of AD
development and maintenance has been highlighted by the
fact that polymorphisms in the IL-10 gene could represent a
genetic marker for AD in childhood [45]. As Th2 cytokines
destabilize cutaneous barrier function [46, 47] and IFN-𝛾
is crucial in dermal thickening and in the progression to
chronic AD skin lesions [1], the study of the effect of GMP
administration on the recovery of skin barrier integrity and
on levels of IFN-𝛾 expression is the aim of our current
research.

Pruritus is a clinical manifestation of AD [26] that causes
a great deterioration in patient’s quality of life [48]. Besides,
scratching worsens the dermatitis, increasing lesions in skin
and thereby aggravating pruritus [49]. Thus, proper treat-
ment of pruritus is the critical part of therapeutic approach
to AD. Our rats with dermatitis showed an intense pruritus
after DNCB application, but prophylaxis with GMP totally
abolished the scratching episodes of the rats. A wide range

of itch-inducing stimuli generated within the skin are able to
trigger pruritus. Among them, histamine is recently consid-
ered relevant, as combined H1R/H4R antagonists therapy is
successfully addressing pruritus in AD [50]. The decrease in
IgE levels andmast cells number observed in animals admin-
istered with GMP before AD-induction, together with the
reported inhibitory action of GMP on mast cells activation
by allergen [22], might cause a decrease in histamine levels
in skin, impacting on itching. Besides, it has been reported
that transgenicmice expressing IL-13 in skin develops intense
pruritus [43]. Dupilumab, a monoclonal antibody that binds
to IL-4R𝛼 and blocks both IL-4 and IL-13 signaling pathways,
induces a reduction in the pruritus score of patients with
moderate to severe AD [51, 52]. These data indicate a role of
IL-4 and IL-13 in triggering pruritus.Thus, antipruritic action
of GMP-prophylaxis might be alsomediated by the reduction
of IL-4 and IL-13 expression in skin. However, due to the wide
range of stimuli able to trigger pruritus in AD we cannot
exclude a possible effect of GMP on other itching-inducing
element.

GMP exerted a clearly superior therapeutic effect when it
was given beforeAD-induction thanwhen administered once
AD-lesions were established. This is a common observation
with GMP, because when it is used as anti-inflammatory
therapy in experimental colitis its effect is greater when
used as prophylaxis [17]. We recently demonstrated that
GMP administration before allergen sensitization induces
a significant increase in the amount of Lactobacillus, Bifi-
dobacterium, and Bacteroides in the gut of sensitized animals
[22]. In this regard, data about the effect of probiotics in the
prevention and treatment of AD remain elusive, with negative
and positive results, but evidencing that their positive effects
depend on factors such as the type of probiotic strain,method
of administration, onset time, duration of exposure, and
dosage [53]. Particularly Lactobacillus and Bifidobacterium
as therapy in AD show a promissory effect on prevention
of pediatric AD, while there is less convincing information
about their effects when used in a therapeutic manner [54],
which is in concordance with our results. It is important to
highlight that even after AD-induction most of the beneficial
effects of GMP were retained, with exception of antipruritic
effect. This may be due to the lesser reduction in IgE
levels, mast cells number, and IL-4 and IL-13 expression in
animals administered with GMP once AD was established.
The remaining levels of these immune elements might be
sufficient to maintain pruritus in the animals. However, we
must consider that patients with AD may benefit from anti-
inflammatory and Th2-downregulation properties of GMP
used in a therapeutic manner.

In conclusion, the present study shows that GMP pos-
sesses prophylactic and therapeutic effects in the develop-
ment of AD. GMP effectively suppresses skin inflammation,
eosinophils recruitment, and mast cells hyperplasia in der-
mis, as well as total IgE in serum. Beneficial effect of GMP
is associated with downregulation of IL-4, IL-5, and IL-13
expression together with upregulation of IL-10. Prophylactic
administration of GMP also abolished pruritus. This study
provides the first experimental basis for the potential use of
GMP in the prevention and therapy of AD.
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Carolina Muñoz, and Mariela Jiménez.
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