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RESUMEN 

Los padecimientos alérgicos son reacciones de hipersensibilidad 

dependientes de mastocitos, caracterizados por la participación de 

inmunoglobulinas (Ig) E alérgeno específicas y linfocitos T cooperadores tipo 2. La 

búsqueda de nuevas terapias para las enfermedades alérgicas, ha sido primordial 

en los últimos años. El glicomacropéptido bovino (GMPb) es un componente de la 

leche biológicamente activo que presenta algunas funciones 

inmunomoduladoras. Nosotros examinamos si la administración oral del GMPb 

afecta el desarrollo de la sensibilización alérgica y la severidad de las reacciones 

de hipersensibilidad cutánea inmediata así como de anafilaxia sistémica en un 

modelo in vivo. Por otro lado evaluamos si el GMPb ejerce alguna acción directa 

sobre el mastocito un modelo in vitro. Las ratas se trataron con o sin GMPb (500 

mg/ kg /día) antes o después de la sensibilización con ovoalbúmina (OVA) o 

antes de la exposición al compuesto 48/80 (C48/80). Se evaluaron varios 

indicadores de alergia. Adicionalmente, mastocitos peritoneales de rata fueron 

estimulados con diferentes concentraciones de GMPb in vitro y se determinó su 

activación. El tratamiento con GMPb resultó en una reducción del 80% en el título 

de IgE específica después de la sensibilización con OVA. Además la 

administración del GMPb suprimió marcadamente la respuesta proliferativa de 

esplenocitos al alérgeno y la producción de interleucina (IL)-13 por esplenocitos 

de animales sensibilizados, pero no afectó los niveles de IL-10. Además el pre-

tratamiento con GMPb atenuó la intensidad de la reacción cutánea inmediata 

inducida por el antígeno y protegió a las ratas sensibilizadas de un choque 

anafiláctico severo. Sin embargo, cuando el GMPb se administró tras la 

sensibilización, no modificó la intensidad de la respuesta anafiláctica cutánea 

desarrollada por el alérgeno. Por otro lado, la inmunomodulación del GMPb sobre 

la respuesta alérgica no fue directamente sobre el mastocito, ya que éste no 

protegió a las ratas de la reacción anafilactoide generada por el C48/80. 

Además el GMPb no activó la desgranulación de los mastocitos de rata ni al 

factor de transcripción nuclear B in vitro. Estos datos demuestran, por primera 
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vez, que la administración del GMPb previene la sensibilización al alérgeno y 

reduce la severidad de la reacción de fase temprana inducida por el mismo en la 

hipersensibilidad cutánea y en la anafilaxia sistémica. El GMPb puede ser usado 

como un nuevo agente profiláctico para el control de enfermedades alérgicas. 
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ABSTRACT 

Allergic disorders are hipersensitivity reactions mast cell dependent, characterized 

by the involvement of allergen-specific immunoglobulin (Ig)E antibodies and T 

helper type 2 cells. The search for new therapies for allergic diseases has been the 

primary focus of interest for many investigations in recent years. Bovine 

glycomacropeptide (GMPb) is a biologically active component of milk that 

exhibits a range of immunomodulatory functions. We examined whether oral 

administration of GMP could affect the development of allergic sensitization and 

the severity of immediate cutaneous hypersensitivity reactions and of anaphylaxis 

in a model in vivo. We also analyzed whether GMPb directly active rat mast cell in 

vitro. Rats were treated with or without GMP (500mg/ kg/ day) before or after 

sensitization with ovalbumin (OVA) or before exposition to compound 48/80 

(C48/80). Several indicators of allergy were evaluated. Besides, rat peritoneal mast 

cells were stimulated with different concentrations of GMPb in vitro and their 

activation was determined.  Pretreatment with GMPb resulted in reduction (80 %) 

of allergen-specific IgE titer in rats when sensitized with OVA. GMPb administration 

also markedly suppressed the proliferative response of splenocytes to allergen and 

the production of interleukin (IL)-13 (70 %) by splenocytes of sensitized animals, but 

not altered IL-10 levels. In addition, GMPb pretreatment attenuated the intensity of 

the immediate cutaneous reaction induced by allergen and protected the 

sensitized rats from severe anaphylaxis. However, when GMPb was administrated 

after sensitization, the intensity of the local cutaneous anaphylaxis induced by 

OVA was not affected. In other hands, immunomodulation by GMPb was not 

directly through mast cell, because GMPb does not protected rats of 

anaphylactoide reaction generated by compound 48/80. In addition, GMPb does 

not active rat mast cell degranulation or the nuclear transcription factor B, in 

vitro. These data demonstrate, for the first time, that the administration of GMPb 

prevents allergen sensitization and reduces the severity of the early-phase reaction 

induced by allergen in cutaneous hypersensitivity and in anaphylaxis. GMPb may 

be used as a novel prophylactic agent for the control of allergic diseases. 
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1. ANTECEDENTES 

1.1. Alergia. 

La alergia representa un error de programación inmune. La 

inmunoglobulina  (Ig) E es normalmente protectora contra muchos parásitos, pero 

puede también causar la liberación de histamina y otros mediadores químicos en 

exposición a cualquier otra proteína benigna presente en el polen, en el aire, 

moho, caspa de animales y comida (Pawankar y cols., 2008). El término de alergia 

fue acuñado por primera vez por Clemen von Pirquet para diferenciar la 

tendencia inusual de algunos individuos a desarrollar signos y síntomas de 

reacción o reacciones de hipersensibilidad cuando se expone a ciertas sustancias 

(Galliy cols., 2008).  

Las reacciones de hipersensibilidad constituyen un diverso grupo de 

respuestas inmunes patológicas. Los antígenos por si solos no son nocivos, es la 

respuesta inmune exagerada la causal de la patología. Estas reacciones son 

clasificadas en cuatro tipos en base al mecanismo efector empleado. El término 

de hipersensibilidad típicamente trae a la mente las reacciones alérgicas de tipo 

inmediato (tipo I) que incluye la fiebre de heno o rinitis, dermatitis atópica, 

urticaria, asma alérgico y anafilaxia sistémica. Los mastocitos, figura central en 

esta respuesta, cuando son activados por el alérgeno mediante el 

entrecruzamiento de los receptores de alta afinidad de la fracción cristalizable de 

la IgE (FcεRI) liberan una gran cantidad de mediadores presentes en sus gránulos 

(respuesta inmediata) e inician la producción de novo de moléculas que pueden 

actuar más tarde para sostener la inflamación. Las otras clases de respuestas 

hipersensitivas se consideran independientes de los mastocitos y resultan de la 

interacción directa de los anticuerpos IgG e IgM con un antígeno celular o 

hapteno (Tipo II), por la formación de complejos inmunes (Tipo III) y por la 

participación de las células T CD4+ y CD8+ (Tipo IV o hipersensibilidad de tipo 

tardía). Sin embargo la evidencia de que los mastocitos pueden ser activados por 
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complemento y pueden modular la respuesta celular B y T sugiere que estas 

reacciones de hipersensibilidad también tienen componentes dependientes de 

mastocitos (Sayed y cols., 2008). 

 

1.1.1. Epidemiología. 

Las enfermedades alérgicas constituyen la causa más común de 

enfermedades crónicas en países desarrollados, y aunque, en los países en 

desarrollo la frecuencia parece ser más baja, hay evidencia de un incremento 

constante. De acuerdo a un estudio realizado por la Organización Mundial de las 

Alergias (WAO), se estima que el 22% de la población de un total de 33 países en 

el año 2000, presentaba algún tipo de alergia (figura 1 y 2). De ahí que se ha 

propuesto a las enfermedades alérgicas como una epidemia mundial, la cual es 

una consecuencia de los cambios del entorno y de la mejora general de la salud, 

junto con un conjunto de susceptibilidades genéticas (Warner y cols., 2006). 

Figura 1. Porcentaje estimado de pacientes alérgicos por país encuestado. Imagen adaptada de 

Warner y cols., 2006. 
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Figura 2. Porcentaje de pacientes alérgicos en el total de la población encuestada en 33 países. 

Imagen adaptada de Warner y cols., 2006. 

El asma y la rinitis alérgica son dos de las enfermedades respiratorias 

crónicas más comunes en la infancia, aunque también afectan a los adultos. La 

prevalencia de estas enfermedades ha incrementado sustancialmente en 

muchas partes del mundo durante el siglo XX. Se estima que 300 millones de 

personas en el mundo tienen asma, mientras que 400 millones padecen rinitis 

alérgica. Además, el “Estudio Internacional de Asma y Alergias en la Infancia” y la 

“Comunidad Europea de la Supervivencia de la Salud Respiratoria”, ISAAC y 

ECRHS respectivamente, por sus siglas en inglés, han evaluado la prevalencia de 

estas dos enfermedades en el mundo por medio de cuestionarios estandarizados. 

Ambos estudios han revelado una variación sustancial en la prevalencia de estas 

enfermedades entre países y regiones. La prevalencia del asma ha incrementado 

en un 50% cada 10 años; a nivel mundial, aproximadamente 250, 000 muertes por 

año son atribuidas a asma, aunque el total de las tasas de morbilidad han 

descendido desde 1980. La mayoría de muertes por asma se presentan en 

personas mayores de 45 años y son ampliamente prevenibles (Pawankar y cols., 

2008). Además, se ha observado que la frecuencia de las alergias alimentarias no 

es menos preocupante, ya que afectan al 6% de los niños y de 3 a 4% de las 
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personas adultas (Benhamou y cols., 2009). En México se estima que el 40% de la 

población adulta y el 50% de los niños padece algún tipo de alergia (López-Pérez 

y cols., 2009; Pawankar y cols., 2011). 

 

1.1.2. Predisposición genética-ambiental. 

La alergia es resultado de un desbalance entre el sistema inmune innato y 

adaptativo como resultado de complejas interacciones genética-ambientales 

que pueden ser inducidas antes o después del nacimiento. Estas interacciones 

definen a las células Th2 como células efectoras, las cuales dirigen la producción 

de IgE y la sensibilización de los mastocitos y basófilos.  

Se han descrito genes y locis de susceptibilidad para la sensibilización 

alérgica, entre los que se incluyen los genes implicados en la regulación de la 

producción o del cambio de isotipo a IgE y de la función de macrófagos 

alveolares o los que codifican para receptores de reconocimiento asociados a 

patrones microbianos (PRR, por sus siglas en inglés). La inflamación alérgica y la 

regulación de IgE están fuertemente influenciadas por polimorfismos en los genes 

codificantes de PRR extra e intracelulares como: los receptores tipo Toll (TLR, por 

sus siglas en inglés) 2, TLR4, TLR6 y TLR10; CD14; los receptores con dominios de 

oligomerización de nucleótidos (NOD, por sus siglas en inglés) 1 y NOD2.  El 

polimorfismo de PRR se discute como un posible mecanismo molecular de la 

hipótesis de la higiene, la cual postula que la reducida carga microbiana durante 

la etapa temprana de la infancia por el estilo de vida occidentalizado resulta en 

el decremento de la estimulación de las células inmunes innatas y reducida 

producción de interleucina (IL)-12, citocina responsable de la polarización al perfil 

Th1 y bajo estas condiciones la respuesta inmune adaptativa frente a antígenos 

ambientales inocuos es desplazada hacia una prevalencia de la respuesta Th2 

(Figura 3) (Okada y cols., 2010; Traidl-Hoffmann, y cols., 2009; Romagnani 2004).  
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Figura 3. Mecanismo general de la “hipótesis de la higiene”. Imagen modificada de Romagnani 

2004. PAMP, patrón molecular asociado a patógenos; PRR, receptor de reconocimiento de PAMP. 

Además, variantes comunes de pérdida de la función en el gen que 

codifica la filagrina, una proteína que es esencial para la función de la barrera 

epidérmica, han sido identificadas como factores de predisposición para el 

eczema atópico y la sensibilización alérgica en estos pacientes (Traidl-Hoffmann y 

cols., 2009; Galli y cols., 2008). Es por esto que se dice que la inflamación alérgica 

es una clásica enfermedad genética, es decir, un trastorno en el que múltiples y 

distintos determinantes genéticos (por ejemplo, haplotipos del complejo principal 

de histocompatibilidad (MHC) de clase II, y los polimorfismos de los genes 

controladores de la integridad epitelial o receptores de reconocimiento de 

patrones) interactúan variadamente entre sí y con factores ambientales (dosis, 

exposición al alérgeno, adyuvantes o estímulos microbianos), lo que da lugar al 

fenotipo clínico y representa los resultados de distintos mecanismos patogénicos 

(Finkelman y Vercelli, 2007). Estas interacciones finalmente pueden promover el 
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desarrollo, incrementar la severidad o limitar la resolución de la inflamación 

alérgica. 

 

1.1.3. Principales elementos en la alergia. 

 

1.1.3.1. Alérgeno. 

Los alérgenos son sustancias generalmente innocuas, que pueden inducir 

la producción de IgE, para desencadenar la sensibilización del individuo y ante 

una segunda exposición a la misma sustancia desarrollar una reacción alérgica. 

Las fuentes más comunes de alérgenos son los pólenes de gramíneas y árboles, 

caspa de animales, partículas fecales de ácaros, algunos alimentos (como leche, 

huevo, mariscos y nueces), látex, algunos medicamentos y venenos de insectos. 

Los alérgenos son proteínas o glicoproteínas, solas o unidas a otras proteínas, de 

peso molecular (PM) entre 15 y 40 kilo Daltones (kDa), cargados negativamente, 

de baja hidrofobicidad y alta estabilidad, en los que las glicosilaciones y enlaces 

disulfuros pueden aumentar su alergenicidad. Así pues, la alergenicidad es 

consecuencia de una serie compleja de interacciones, que envuelve al alérgeno, 

dosis, ruta de sensibilización, presencia de adyuvantes y principalmente la 

constitución genética del individuo (Traidl-Hoffmann y cols.otros, 2009, Galli y cols., 

2008). 

1.1.3.2. Inmunoglobulina E. 

La IgE es la inmunoglobulina responsable de reconocer al alérgeno y 

desencadenar la reacción atópica. La concentración de IgE sérica en individuos 

sanos es 104 veces menos que la de IgG. De ahí, que los niveles de IgE sérico en 

individuos normales están en un rango de 0.1-0.4 µg/ml, los cuales se pueden ver 

incrementados alrededor de 10 veces en individuos alérgicos. La IgE está 

compuesta por dos cadenas pesadas ε y dos cadenas ligeras, con un PM total de 

190 kDa (figura 4). Esto debido a un dominio de inmunoglobulina extra en la 



ANTECEDENTES Página 23 

región constante en cual contribuye a la conformación alterada de la porción Fc 

y permite su unión con los receptores en los mastocitos y basófilos (Gould y Sutton, 

2008). Aunque la vida media de la IgE en el suero es de 2 a 3 días, una vez que 

ésta se ha unido al receptor FcεRI en los mastocitos o basófilos se vuelve estable 

por algunas semanas. 

 

Figura 4. Estructura de la IgE y su receptor. a) Comparación estructural entre IgE e IgG. b) Esquema 

representativo de la molécula IgE unida a los dominios extracelulares del FcεRI con sus motivos de 

activación del inmunoreceptor basados en tirosina (ITAM) (Gould y Sutton, 2008). 

1.1.3.3. Receptor de alta afinidad para IgE 

El receptor de alta afinidad para IgE, FcεRI (Ka≈1010 M–1), es un receptor 

multimérico, expresado principalmente en las células efectoras de anafilaxia 

como mastocitos y basófilos. FcεRI está formado por una cadena  con dos 

dominios extracelulares de unión a IgE; una cadena  con cuatro dominios 

trasmembranles y dos colas citoplasmáticas amino- y carboxi-terminal, las cuales 

amplifican la señal así como mejoran la maduración y expresión del receptor, y 

dos cadenas  las cuales son responsables de proveer la señalización. En humanos 

se puede expresar una forma trimérica () del receptor, principalmente en 

células presentadoras de antígeno, como células dendríticas y monocitos y en 

personas asmáticas en eosinófilos, sin la cadena  (Figura 5) (Galli y Tsai, 2012, 

a b 
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Gould y Sutton, 2008; Rivera y Olivera, 2008; Kambayashi y Koretzky, 2007; von 

Bubnoff y cols., 2003). 

 

Figura 5. Receptor de alta afinidad para IgE (FcεRI) en su forma clásica (tetramérica) y en su forma 

incompleta (trimérica) (Imagen modificada de Owen, 2007). 

 

1.1.3.4. Mastocitos vs Basófilos. 

Como ya se ha mencionado anteriormente, la IgE se une a los receptores 

de alta afinidad FcεRI de mastocitos y basófilos. Los mastocitos fueron descritos 

por primera vez por Paul Ehrlich en 1878, como células granulares de tejido 

conectivo con reactividad a colorantes anilínicos, a las que denominó 

“Mastzellen”. La palabra alemana “Mast” (del griego μαστόσ = pecho) implica 

una función relacionada con la nutrición o amamantamiento y llevó a su posterior 

traducción como mastocito o célula cebada (Crivellato y cols., 2003). Los 
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mastocitos se encuentran asociados al tejido conectivo de todos los órganos, 

particularmente cerca de los vasos sanguíneos y linfáticos. Los precursores de los 

mastocitos son formados en la médula ósea durante la hematopoyesis, son 

llevados a los tejidos periféricos, donde se diferencian a células maduras. Algunos 

tejidos, incluyendo la piel y la superficie de la membrana mucosa de los tractos 

gastrointestinal y respiratorio, contienen una alta concentración de estas células. 

La micrografía electrónica de los mastocitos revela numerosos gránulos unidos a 

membrana distribuidos por todo el citoplasma, los cuales contienen mediadores 

farmacológicamente activos (figura 6a). Después de la activación, estos 

mediadores son liberados de los gránulos, resultando en las manifestaciones 

clínicas tempranas de las reacciones de hipersensibilidad de tipo I (Wasiuk y cols., 

2008; Wang y cols., 2003). Por otro lado, la importancia de los mastocitos durante 

el proceso de la alergia, radica en su larga vida, que se calcula de seis a 12 

meses en tejido; además, de que se ha demostrado que estas células pueden 

proliferar después de su maduración (Abraham y St John, 2010; Karasuyama y 

cols., 2009; Sur, Cavender y Malaviya, 2007). 

Los mastocitos son células ampliamente heterogéneas. En roedores se 

describen dos tipos de mastocitos, los de tejido conectivo (MTC) y de mucosa 

(MM). Los primeros se encuentran en piel, cavidad peritoneal e intestino y sus 

gránulos contienen heparina, grandes cantidades de histamina y TNF-. En 

contraste, los MM principalmente se encuentran en mucosa de pulmón y 

estómago y el proteoglicano principal de sus gránulos  es el condroitín sulfato. Por 

otro lado, en el humano estas células se diferencian por su contenido de 

proteasas, unos contienen tanto triptasas como quimasas (MTC) y se encuentran 

en piel y submucosa intestinal; mientras, que en otros solo encontramos triptasa 

(MT) y se encuentran principalmente en la mucosa intestinal y alveolar (Rao y 

Brown, 2008). Se ha descrito una tercera población de mastocitos humanos que 

han sido menos estudiados y que contienen únicamente quimasa en sus gránulos 

(MC), ubicándose mayoritariamente en la submucosa y mucosa del estómago, 

submucosa del intestino delgado y mucosa del colon (Irani y Schwartz, 1994). 
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A diferencia de los mastocitos, los basófilos son granulocitos que circulan en 

la sangre de la mayoría de los vertebrados. En humanos representan el 0.5 a 1.0% 

de las células blancas circulantes. Su citoplasma granulado se tiñe con colorantes 

básicos, por ello el nombre de basófilo. La microscopía electrónica revela un 

núcleo multilobulado, pocas mitocondrias, numerosos gránulos de glucógeno y 

membrana electrodensa unida a gránulos dispersos por todo el citoplasma que 

contienen mediadores farmacológicamente activos (figura 6b) (Wang y cols., 

2003). 

                 

Figura 6. Micrografías celulares. a) Micrografía electrónica de mastocito en tejido conectivo (Lesllie, 

2007). b) Micrografía electrónica de transmisión del basófilo (Lozano, 2003).   

 

1.1.3.5. Mediadores preformados y de novo de los mastocitos. 

Los mediadores producidos por los mastocitos son convencionalmente 

divididos en preformados y de nueva síntesis o síntesis de novo, dentro de estos 

últimos se encuentran los mediadores lipídicos, citocinas y quimiocinas. Cuando 

los mastocitos son activados, inmediatamente liberan los mediadores 

preformados contenidos en sus gránulos citoplasmáticos, como, proteasas, 

histamina y factor de necrosis tumoral (TNF-); y paralelamente, comienza la 

producción de mediadores lipídicos tales como prostaglandinas y leucotrienos, 

que son secretados en minutos, así mismo, se desencadena la transcripición de 

a b 

Lóbulos 

del núcleo 



ANTECEDENTES Página 27 

genes relacionados con citocinas, quimiocinas y factores del crecimiento que se 

sintetizarán y secretarán en cuestión de horas. A continuación se enlistan algunos 

de los mediadores con especial interés en el desarrollo de este trabajo. 

1.1.3.5.1. Mediadores preformados. 

 

1.1.3.5.1.1. Aminas biogénicas. 

Dentro de las aminas biogénicas se encuentran la serotonina y la histamina. 

Por un lado, la serotonina tiene sus principales efectos sobre la regulación de la 

leucocitosis, el dolor y la broncocontricción. Mientras que la histamina es 

considerada como el principal mediador responsable en la respuesta alérgica, ya 

que estimula la vasodilatación y aumenta la permeabilidad vascular, la 

frecuencia cardiaca, la contracción cardiaca y la secreción glandular. (Salinas, 

2012; Finkelman, 2007). Además participa en el desarrollo de las enfermedades 

alérgicas y asma por sus efectos sobre las células T reguladoras y la producción 

de citocinas. En modelos experimentales, se ha comprobado que la histamina es 

el principal responsable de la hipotermia asociada al choque anafiláctico 

(Finkelman, 2007). La histamina fue el primer mediador descubierto en los 

mastocitos, es una proteína de bajo peso molecular producida por la acción de 

la histidina descarboxilasa en los mastocitos y macrófagos (Haas y cols., 2008). 

Ejerce su efecto biológico a través de sus 4 diferentes receptores acoplados a 

proteína G en la superficie celular. Los receptores H1 y H2 son ubicuos, ya que son 

expresados en una amplia variedad de tejidos humanos, incluyendo músculo liso 

de las vías respiratorias, cerebro, tracto gastrointestinal, sistema cardiovascular, 

médula adrenal y linfocitos. Los receptores H3 son expresados 

predominantemente en el sistema nerviosos central, mientras que los receptores 

H4 son expresados en células hematopoyéticas, mastocitos y eosinófilos 

(Kharmate y cols., 2007).  
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1.1.3.5.1.2. Proteasas. 

Los mastocitos tienen un rico reservorio de proteasas neutras empacados 

dentro de los gránulos, como triptasas, quimasas y carboxipeptidasa A, aunque 

también expresan otras enzimas lisosomales que no son específicas de los 

mastocitos como granzimas, neurolisinas y catepsina G. Las triptasas y quimasas 

son de la familia de las serin proteasas y su expresión, en cantidad y tipo, 

dependerá del fenotipo del mastocito. Tanto triptasas como quimasas, 

promueven la inflamación, destrucción y remodelación de la matrix extracelular y 

remodelación así como inducen dolor. Por otro lado, carboxipetidasa A, es una 

metaloproteasa dependiente de Zinc y juega un rol importante en la 

degradación de ciertos péptidos tóxicos (Pejler y cols., 2010). 

Otras enzimas lisosomales contenidas ampliamente en los gránulos son las 

degradadoras de azúcares como -hexosaminadasa, -glucoronidasa, D-

galactosidasa y arilsulfatasa A. Aun cuando su función fuera del mastocito no es 

clara, su alto contenido y presencia ubicua en los gránulos de los mastocitos, 

hacen que la -hexosaminadasa sea ampliamente utilizada como un indicador 

de desgranulación de estas células (Lundequist y Pejler, 2011). 

1.1.3.5.1.3. Proteoglicanos. 

Es sabido, que el proteoglicano de serglicina es el principal constituyente 

de los gránulos de los mastocitos. La serglicina actúa como núcleo proteico al 

que se unen glicosaminoglicanos altamente sulfatados y cargados 

negativamente como condroitín sulfato o heparán sulfato (heparina). Además, se 

ha observado en ratones “knock out” o desprovistos de serglicina, que la 

ausencia de este proteoglicano afecta la capacidad de sus mastocitos para 

almacenar cierto tipo de compuestos como algunas proteasas o aminas 

biogénicas. De ahí que podría decirse que su función está en el mantenimiento 

de la homeostasis de los gránulos secretores (Pejler y cols., 2010; Rönnberg y Pejler, 

2012). 
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1.1.3.5.1.4. Citocinas. 

Además de todos los mediadores antes mencionados, existe diferentes 

citocinas, factores de crecimiento o neuropéptidos almacenados dentro de los 

gránulos preformados. La citocina que más destaca por su concentración es el 

TNF-, la cual es una citocina pleiotrópica de 26 kDa, implicada en el 

reclutamiento de neutrófilos induciendo la expresión de moléculas de adhesión 

(Brightling y cols., 2008). Otras citocinas y factores de crecimiento que se ha 

reportado en los gránulos incluyen al factor de crecimiento del endotelio 

vascular, IL-4, factor de crecimiento nervioso, IL-15, factor de crecimiento de 

fibroblastos básico-2, factor transformador de crecimiento   (TGF-), factor de 

células madre (SCF) (Lundequist y Pejler, 2011).  

1.1.3.5.2. Mediadores de nueva síntesis. 

 

1.1.3.5.2.1. Mediadores lipídicos. 

Las prostaglandinas (PG) y los leucotrienos (LT) son metabolitos derivados 

del ácido araquidónico por acción de las ciclooxigenasas y lipooxigenasas, 

respectivamente. La PGD2, el LTB4 y el LTC4, molécula precursora de los cisteinil 

leucotrienos (cisLTs), son los más estudiados. PGD2 y cisLTs son reconocidos por sus 

propiedades broncoconstrictoras y vasoactivas, además de tener funciones 

fundamentales en el tráfico y activación de leucocitos, presentación de 

antígenos, deposición de la matriz extracelular y fibrosis. LTC4 es quimioatractante 

de neutrófilos, es un potente broncoconstrictor, incrementa la permeabilidad 

vascular y participa en el reclutamiento de esosinófilos; mientras que LTB4 tiene 

como principal función el reclutameinto de neutrófilos y eosinófilos (Boyce, 2007; 

Marshall, 2004).   

1.1.3.5.2.2. Citocinas. 

Las citocinas y quimiocinas producidas por el mastocito incluye a las pro-

inflamatorias como TNF-, IL-1, así como las asociadas con efectos 
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antiinflamatorios como IL-10 y TGF- Además, los mastocitos también son fuente 

de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 y IL-13), así como de Th1 (interferón  (INF- ), IL-12 e IL-8) 

(Galli y cols.,  2008; Marshall, 2004). 

1.1.3.6. Citocinas moduladoras de la alergia. 

Aun cuando los padecimientos alérgicos son dependientes del mastocito e 

IgE, no son los únicos factores requeridos para que se puedan desarrollar. Otros 

factores principales son citocinas originadas mayoritariamente por los linfocitos T y 

que van a participar en diferentes etapas de la alergia. En primera instancia, se 

encuentran las citocinas Th2, que son las que van a generar el ambiente propicio 

para desencadenar la sensibilización al alérgeno y posteriormente van a ejercer 

diferentes funciones efectoras en mayor o menor grado, en este sentido las 

citocinas por excelencia son IL-4, IL-5 e IL-13. Por otro lado, cuando la inflamación 

alérgica se ha desencadenado, se requiere de factores reguladores en busca del 

equilibrio como son IL-10 y TGF-. A continuación se hace mención de aquellas 

citocinas que son de especial interés para el desarrollo de este trabajo. 

1.1.3.6.1. Interleucina 4. 

Además de los linfocitos T cooperadores, la IL-4 deriva de eosinófilos, 

basófilos y mastocitos. Tanto en eosinófilos como en mastocitos, esta interleucina 

se encuentra de forma preformada y puede ser rápidamente liberada en la 

respuesta inflamatoria alérgica (Kirsh y cols., 2007; Borish y Steinke, 2003; Wu cols.,  

2002; Wilson y cols., 2000 y Bradding y cols., 1992). La IL-4 estimula la expresión de 

moléculas del MHC clase II, B7, CD40, IgM de superficie y el receptor IgE de baja 

afinidad (CD23) en los linfocitos B, mejorando así la capacidad presentadora de 

antígenos de las células B. La IL-4 induce el cambio de isotipo de IgM a IgE y 

sinergiza con otras citocinas activadoras de células B para incrementar la 

secreción de IgE. La IL-4 tiene una importante influencia en el crecimiento, 

diferenciación y supervivencia de linfocitos T, generando una importante 

tendencia a la inflamación alérgica; dirige la diferenciación inicial de células Th 
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naive (Th0) hacia el fenotipo Th2 y es importante en el mantenimiento de la 

respuesta inmune alérgica por la prevención de apoptosis de los linfocitos T (Borish 

y Steinke, 2003). 

Otra importante actividad de la IL-4 en la inflamación alérgica es su 

habilidad para inducir la expresión de la molécula de adhesión celular vascular 

(VCAM)-1 en células endoteliales, produciendose así una mayor adhesividad de 

las células T, eosinófilos, basófilos y monocitos al entodelio, pero no así de los 

neutrófilos, tal y como es característico en las reacciones alérgicas. En los 

mastocitos se expresan los receptores para IL-4 de tal forma que esta citocina 

estimula la expresión de los receptores para la IgE. Además la IL-4 en la 

inflamación alérgica tiene la habilidad de inducir en mastocitos la expresión de la 

enzima leucotrieno C4 sintasa, y así determinar la capacidad del mastocito para 

producir cisLTs. IL-4 estimula la producción de mucina y contribuye a la 

producción excesiva de moco en las vías respiratorias asmáticas (Borish y Steinke, 

2003).   

El funcionamiento de esta citocina no podría ser realmente entendido sin la 

existencia de su receptor. El receptor IL-4R forma parte de diferentes complejos 

de receptores, conocidos como receptores Tipo I y Tipo II. En células de origen 

hematopoyético el receptor Tipo I está constituído por IL-4R y la cadena gamma 

común (c), que también es compartida por las citocinas IL-2, 7, 9, 15 y 21 y 

reconoce a la IL-4. Mientras que en las células no hematopoyéticas, IL-4 puede 

usar el complejo Tipo II, el cual comprende a las cadenas IL-R e IL-13R1. 

Complejo que tambien puede ser usado por la IL-13 que comparte 

aproximadamente el 25% de homología con la IL-4, de ahí la explicación a la 

superposición en sus efectos biológicos (LaPorte y cols., 2008). La IL-4 e IL-13 están 

estrechamente relacionadas por medio del receptor IL-4R, el cual activa el 

factor de transcripción STAT6 (Grzela K y cols., 2004). IL-4 e IL-13 son citocinas 

críticas en el desarrollo de la respuesta inmune humoral mediada por las células T, 

las cuales están asociadas con alergia y asma. El receptor para la IL-4 está 

presente en células hematopoyéticas, endoteliales, epiteliales, musculares, 
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fibroblastos, hepatocitos y del cerebro, expresándose usualmente de 100 a 5000 

copias por célula, de ahí el amplio rango de acción de esta citocina (Nelms y 

cols., 1999).  

1.1.3.6.2. Interleucina 13. 

La IL-13 es una citocina derivada del perfil Th2 y juega un rol crucial en las 

enfermedades alérgicas. Esta citocina es también sintetizada por linfocitos TCD8+, 

mastocitos, basófilos, eosinófilos y linfocitos T asesinos naturales (NKT) (Izuhara y 

cols., 2006 y Izuhara, 2003), células asesinas naturales (NK) y dendríticas (Grencis y 

Bancroft, 2004). La IL-13 mejora la presentación de antígenos ya que favorece la 

expresión de CD23, moléculas del MHC clase II, CD80 y CD86, receptor de 

manosa, integrinas e IL1Rα en macrófagos y monocitos. Se ha demostrado que 

esta citocina es necesaria para la hiperrespuesta de las vías respiratorias, así 

como para la sobreexpresión de moco durante el desarrollo del asma (Grzela K y 

cols., 2004). Además se ha observado que ratones depletados de la citocina, 

disminuyen sus niveles basales de IgE (McKenzie y cols., 1998), esto en 

congruencia con la correlación entre los elevados niveles de la citocina con los 

de la IgE sérica de humano (van der Pouw Kraan y cols., 1998). Aunado a esto, se 

ha demostrado que ratones transgénicos que sobre-expresan IL-13, presentan una 

predisposición a manifestar una anafilaxia posterior a la sensibilización al alérgeno 

(Fallon y cols., 2001). Así mismo, se ha observado que el bloqueo de IL-13 previene 

la alergia intestinal y la inflamación inducida por extracto de cacahuate en 

ratones (Wang y cols., 2010). Estos estudios sugieren que mientras la IL-4 actúa 

principalmente sobre los linfocitos T, en especial sobre el perfil Th2, la IL-13 ejerce 

su función durante la fase efectora de la inmunidad mediando la respuesta 

fisiológica del órgano blanco hacia la inflamación (Grüning y cols., 2012). Sin 

embargo se ha demostrado que en el hombre puede inducir la diferenciación, 

proliferación y cambio de isotipo, principalmente de IgG4 e IgE; mientras que en 

el ratón y en ausencia de IL-4 puede inducir la producción de IgE e incrementar la 

supervivencia de las células B, mejorando los niveles de producción de 

anticuerpos (Grencis y Bancroft, 2004).   
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1.1.3.6.3. Interleucina 10. 

En la alergia, la síntesis de IL-10 se desencadena como parte de los 

mecanismos de regulación del proceso inflamatorio, siendo principalmente 

producida por las células T reguladoras (Treg), aunque también lo hacen otros 

subtipos de las células T CD4+, incluyendo a las Th1, Th2 y Th17, células B, 

neutrófilos, macrófagos, células dendríticas (Redford y cols., 2011) así como los 

mastocitos (Galli y cols., 2008). Esta citocina es una citocina pleiotrópica que 

posee propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras (Galli y cols., 2008), 

probablemente como consecuencia de su capacidad para inhibir la activación y 

generación de citocinas por parte de los mastocitos, la producción de citocinas 

en los eosinófilos así como su supervivencia, asi como modular la capacidad de 

las células presentadoras de antígeno por la disminución de la expresión de 

moléculas del MHC de clase II y moléculas co-estimuladoras, y la inhibición parcial 

del cambio de isotipo de IgG a IgE en los linfocitos B (Hawrylowicz y O’Garra, 

2005) de manera que finalmente inhibe la sensibilización al alérgeno (Deo y cols., 

2010).  

 

1.1.4. Etapas de la hipersensibilidad de tipo I mediada por IgE. 

Como ya se ha mencionado antes, las reacciones de hipersensibilidad de 

tipo I son inducidas por cierto tipo de antígenos referidos como alérgenos y tienen 

todas las características de una respuesta inmune humoral. Para que este tipo de 

reacción se lleve a cabo, se requiere de dos etapas, sensibilización e inflamación 

alérgica (Figura 7).  
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Figura 7. Mecanismo general de las reacciones de hipersensibilidad de tipo I (imagen adaptada de 

Galli y cols., 2008), donde CD se refiere a célula dendrítica, MHC-II a la molécula del complejo 

principal de histocompatibilidad de clase II, TCR al receptor de la célula T. 

 

1.1.4.1. Sensibilización. 

 La sensibilización a un alérgeno refleja la habilidad de este para provocar 

la respuesta celular de un perfil Th2; en el cual, la IL-4 e IL-13 dirigen la producción 

de IgE alérgeno específica. La sensibilización al alérgeno comienza con el 

procesamiento del mismo por parte de las células presentadoras de antígeno y su 

presentación a través de las moléculas  MCH de clase II al receptor de las células 

T (TCR) vírgenes, junto con otras moléculas co-estimuladoras. La siguiente señal 

deriva de una fuente temprana de IL-4 e IL-13, las cuales definirán la 
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diferenciación de los linfocitos T a Th2. A su vez estas células incrementarán la 

producción de las mismas citocinas, las cuales junto con la participación de 

diferente moléculas co-estimuladoras (CD 40 y su ligando así como CD80 o CD86 

y el ligando CD28) inducirán la proliferación de células B y su diferenciación a 

células plasmáticas, así como el cambio de isotipo de sus inmunoglobulinas a IgE. 

Posteriormente la IgE producida se distribuirá local y sistémicamente, 

encontrándose con sus receptores de alta afinidad en los mastocitos y basófilos 

dejándolos sensibilizados (Galli y cols., 2008).  

Puede darse una señal más para la activación de la sensibilización, la cual 

no es necesaria pero si puede consolidar el fenómeno. Esta señal está dada por 

factores adyuvantes presentes en el microambiente, que pueden ser de 

naturaleza intrínseca o extrínseca. Ejemplos de los primeros son el lipopolisacárido 

(LPS) que favorece la respuesta celular Th1 o moléculas derivadas de helmintos 

que favorecen la respuesta celular Th2 (Traidl-Hoffmann y cols., 2009). Mientras 

que los extrínsecos son inmunomoduladores que típicamente no están 

conectados covalentemente a antígenos y se formulan para mejorar las 

repuestas inmunitarias del huésped como el hidróxido de aluminio (Fahim y cols., 

2003). 

1.1.4.2. Inflamación alérgica. 

La inflamación alérgica se clasifica dentro de tres etapas temporales. Las 

reacciones de fase temprana son inducidas dentro de segundos o minutos del 

contacto con el alérgeno, y las de fase tardía ocurren después de varias horas. En 

contraste, la inflamación alérgica crónica es una inflamación persistente que 

ocurre en exposiciones repetidas al alérgeno (Galli y cols., 2008).  

1.1.4.2.1. Reacciones de fase temprana. 

Las reacciones de fase temprana o reacciones de hipersensibilidad 

inmediata de tipo I ocurren a los pocos minutos de la exposición al alérgeno y se 

ven reflejadas por la secreción de mediadores preformados y lipídicos por parte 
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de los mastocitos del sitio afectado. El reconocimiento del alérgeno por parte de 

las IgEs específicas unidas a los receptores FcεRI induce la agregación del 

complejo IgE-FcεRI, lo cual activa la secreción de mediadores preformados y 

mediadores de nueva síntesis de origen lipídico. Esto desencadena 

broncoconstricción, vasodilatación, incremento de la permeabilidad vascular y 

producción de moco, sobreexpresión de moléculas de adhesión en células 

endoteliales, secreción de mediadores quimiotácticos y quimiocinas. Esto 

finalmente, conduce al reclutamiento de leucocitos; desencadenando así la 

transición a la fase tardía (Figura 8) (Galli y cols., 2008). Además se activa en el 

mastocitos la transcripción de genes relacionados con citocinas y otros 

mediadores que participarán en el desarrollo de las reacciones de fase tardía. 

 

Figura 8. Reacciones de fase temprana en la inflamación alérgica. En estas reacciones el FcεRI 

unido a IgE en mastocitos es entrecruzado por el alérgeno, resultando en vasodilatación, 

incremento de la permeabilidad vascular con edema y cambios funcionales en los órganos 

afectados. Estos eventos son producidos por la liberación de mediadores sintetizados de novo 

(mediadores lipídicos) y preformados (imagen adaptada de Galli y cols., 2008). 
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1.1.4.2.2. Reacciones de fase tardía. 

Las reacciones de fase tardía generalmente se desarrollan después de 2-6 

horas de la exposición al alérgeno y frecuentemente muestran un pico después 

de 6-9 h. Este tipo de reacciones se caracteriza por la liberación de una amplia 

gama de sustancias de novo, como citocinas, quimiocinas y factores de 

crecimiento que tienen la capacidad de desempeñar diferentes actividades. 

Entre ellas, IL-8 y TNF- reclutan otras células ya sea directa o indirectamente; IL-5 

y TNF- activan células de la inmunidad innata; e IL-10, TNF- y el TGF- afectan 

muchos aspectos de la biología de las células dendríticas, células T y células B; 

junto con las funciones inmunosupresoras o antiinflamatorias descritas para IL-10 y 

el TGF-. Por otro lado, algunas sustancias de novo pueden influir en la biología de 

células estructurales, incluyendo células endoteliales vasculares, epiteliales, del 

músculo liso, nerviosas y fibroblastos (Galli y cols., 2008). 

Las características clínicas de las reacciones de fase tardía, reflejan la 

actividad de células residentes y células circulantes que son reclutadas al sitio. Por 

ejemplo el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), que es 

producido por células epiteliales, células T, células del linaje macrófago-monocito 

y otras posibles fuentes, puede contribuir a la vasodilatación que está asociada 

con las reacciones de fase tardía (Galli y cols., 2008). 

1.1.4.2.3. Inflamación alérgica crónica. 

La inflamación alérgica crónica se da con exposiciones continuas o 

repetitivas al alérgeno. Se presenta una inflamación persistente, y se pueden 

encontrar en el sitio de contacto con el alérgeno, células de la respuesta inmune 

innata (eosinófilos, basófilos, neutrófilos y células del linaje macrófago-monocito) y 

adaptativa (células T y células B). Esta inflamación persistente está asociada con 

cambios en las células estructurales en los lugares afectados y en muchos casos 

con una marcada alteración de los órganos afectados (Galli y cols., 2008). 
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1.1.5. Anafilaxia. 

El Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades Infecciosas y la Red de 

Anafilaxia y Alergias Alimenticias definen la anafilaxia como una reacción 

alérgica seria que es de rápido inicio y puede causar la muerte (Metcalfe y cols., 

2009). En la actualidad además, se define a la anafilaxia como una reacción de 

hipersensibilidad la cual es dependiente de mastocitos y puede variar su 

severidad. De acuerdo a la clasificación de Ring y Messmer puede envolver 

diferentes tejidos o sistemas: tipo I, se ve afectada la piel y se caracteriza por 

presentar urticaria y/o angioedema; tipo II, afecta a las mucosas ya sea por 

obstrucción de vías respiratorias, dificultad para respirar y sibilancias o dolor cólico 

abdominal y vomito; tipo III involucra sistemas más severos como sistema 

cardiovascular generando hipotensión y tipo IV que se caracteriza por ser 

potencialmente fatal (Worm 2013; Ibero-Iborra, 2012).  

Con esta segunda definición se entra en el conflicto de agregar un nuevo 

término, reacciones anafilactoides, propuesto en el 2001 por la academia 

Europea de Alergología e Inmunología Clínica (EAACI). Las reacciones 

anafilactoides involucran aquellas reacciones que generan el mismo resultado 

que la anafilaxia pero que el mecanismo de activación no puede ser de carácter 

inmunológico, es decir, no hay una previa sensibilización (Wang, Wang, Liu, 2011). 

Lo anterior se fundamenta, en que los mastocitos pueden ser activados por 

diferentes vías, las cuales involucran a la vía clásica o dependiente de IgE y las 

vías alternativas, las cuales son completamente independientes de IgE, que 

puede ser de carácter inmunológico como mecanismos autoinmunes, activación 

del sistema del complemento y activación del sistema de coagulación entre 

otros; o de carácter no inmunológico, que puede estar generado bajo ciertas 

condiciones de estrés, como ejercicio, frío intenso o la administración de ciertos 

compuestos comercialmente disponibles como  drogas opioides, secretagogos o 

ionóforos de calcio (Simons, 2011; Wang y cols., 2011). 
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Como se mencionó en la definición, la severidad de la anafilaxia puede ser 

variada, esta severidad puede estar generada por la cantidad de antígeno o la 

vía de entrada del mismo entre otros factores. Además, se puede clasificar a este 

tipo de reacciones como sistémica o localizada. La anafilaxia sistémica es un 

choque generalizado, frecuentemente fatal, estado que se alcanza a los 5 

minutos del inicio de la reacción de hipersensibilidad de tipo I (Li y cols., 2009). Por 

lo contrario, la anafilaxia localizada es limitada a un órgano o tejido específico, 

frecuentemente están envueltos superficies epiteliales y sitios de entrada del 

alérgeno, normalmente son conocidas como reacciones atópicas (Metcalfe y 

cols., 2009). En el humano, cuando el tejido afectado es la piel, se presenta la 

urticaria, que se caracteriza por la presencia de prurito recurrente, lesiones 

edematosas de rosa a rojo con centros frecuentemente pálidos, y en algunas 

ocasiones angioedema (40 %) (Kanani y cols., 2011). 

En la investigación científica, la anafilaxia ha permitido el estudio de 

nuevos tratamientos, así como el entendimiento del mecanismo de la alergia. 

Para ello se han implementado una serie de modelos experimentales en roedores, 

logrando reproducir en estos animales la reacción presentada en los humanos, 

tras la inyección intravenosa o intraperitoneal del alérgeno a animales 

previamente sensibilizados y posteriormente la observación de los signos 

presentados, que consisten en la rápida y potencialmente reversible hipotensión, 

hipotermia, disminución de la movilidad e incremento en el rascado. Sin 

embargo, se ha encontrado que la anafilaxia sistémica en roedores a diferencia 

de en los humanos, puede ser el resultado de dos diferentes vías de activación: la 

vía dependiente de mastocitos, IgE y principalmente histamina, a través del 

entrecruzamiento del receptor FcRI, y una alterna, dependiente de macrófagos, 

IgG y factor activador de plaquetas (PAF) que se desencadena por el 

entrecruzamiento del receptor de baja afinidad para IgG (FcRIII). Esto se 

demostró porque ratones desprovistos de mastocitos son capaces de desarrollar 

una respuesta anafiláctica; sin embargo la vía más común es la clásica 

(Finkelman, 2007).  
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Por otro lado la anafilaxia localizada alérgeno específica, comúnmente es 

analizada por la técnica de anafilaxia cutánea activa (ACA), que a diferencia de 

la anafilaxia sistémica experimental, es completamente dependiente de 

mastocitos y principalmente dependiente de IgE. Aunque también se ha 

encontrado, que puede participar un isotipo más de inmunoglobulinas, IgG1 en 

ratón e IgG4 en humanos, sin embargo la respuesta generada por este 

anticuerpo es muy débil, debido a su baja concentración (Finkelman, 2007). La 

ACA consiste en la inyección intradérmica del alérgeno a animales previamente  

sensibilizados frente al mismo, reproduciendo la sintomatología clínica asociada a 

la urticaria alérgica, es decir, incremento de la permeabilidad vascular causada 

por los mediadores de los mastocitos. Esta se hace visible por la extravasación de 

un colorante inyectado simultáneamente vía intravenosa (Inagaki y Nagai, 2009). 

 

1.1.6. Vías de activación del mastocito. 

Como ya se ha mencionado anteriormente, la vía de activación de los 

mastocitos puede ser “dependiente de IgE”, mediada por el receptor FcεRI, e 

“independiente” de IgE (Rao y Brown, 2008) y ésta puede ser de carácter 

inmunológico o no (Wang y cols., 2011).  

1.1.6.1. Mecanismos de regulación de activación de mastocitos mediada por 

el receptor FcεRI. 

La activación de los mastocitos mediada por FcRI ocurre durante las reacciones 

alérgicas y se da cuando la IgE monomérica se une al receptor. Este tipo de 

activación mediada por FcRI es una de las vías más conocidas y extensamente 

estudiadas en esta población celular y tiene un rol muy importante en la 

inmunidad de helmintos y parásitos. Sin embargo, como ya se ha mencionado 

anteriormente (Rao y Brown, 2008), cuando hay una predisposición a alergias, 

este mecanismo de activación es el responsable del desencadenamiento de las 

reacciones propias de la inflamación alérgica. La desgranulación mediada por 
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IgE, empieza cuando un alérgeno se une al complejo IgE-FcRI en la superficie de 

los mastocitos (Rivera y Olivera, 2008). Lo que resulta en la transfosforilación de los 

motivos de activación del inmunoreceptor basados en tirosina (ITAM) de las 

cadenas  y  del FcRI por Lyn, una proteína tirosin cinasa (PTK). Adicionalmente 

a esto, Lyn cinasa es reclutada por la cadena  fosforilada mientras que la región 

ITAM fosforilada de la cadena γ sirve como sitio acoplador para Syk (bazo tirosin 

cinasa, llamada así porque se aisló por primera vez de bazo porcino), donde es 

activada por Lyn. Por otro lado Fyn fosforila a la proteína adaptadora asociada a 

Grb2 (GAB2), activando la ruta fosfatidilinositol 3-cinasa (PI(3)K). Lyn y Syk fosforilan 

muchas moléculas adaptadoras y enzimas, regulando así la activación de las vías 

de la proteína cinasa activada por mitógenos (RAS-MAPK), de fosfolipasa C- 

(PLC-) y de PI(3)K entre otras (Lyn también puede regular negativamente la 

actividad de Fyn). La vía de las RAS-MAPK envuelve una cascada de proteínas 

cinasa, que activan por un lado factores reguladores de transcripción, para 

inducir la síntesis de algunos mediadores, y por otro activa a la enzima fosfolipasa 

A2 (PLA2), la cual participa en el metabolismo del ácido araquidónico, regulando 

así la producción de mediadores lipídicos.  La activación de PLC causa el 

incremento de calcio (Ca2+) intracelular. Los mastocitos expresan las isoformas 

PLC1 y PLC2 y su activación conduce a la conversión de fosfatidilinositol 4, 5-

bifosfato (PtdIns(4,5)P2) a inositol trifosfato (PtdIns(3,4,5)P3) y diacilglicerol (DAG). La 

generación de PtdIns(3,4,5)P3 lleva a la movilización intracelular de Ca2+, lo cual 

resulta en un flujo sostenido del ión, mantenido por un contraflujo de Ca2+ 

extracelular. A la par el DAG causa la activación de la proteina cinasa C (PKC), 

quien contribuye a la producción de citocinas por parte del mastocito. Además el 

inositol trifosfato es un importante mediador que regula la formación de otros 

lípidos tales como esfingosina 1-fosfato (S1P) y la actividad de varias enzimas tales 

como  la tirosin cinasa de Bruton (BTK), que finalmente conduce a la señalización 

para la transcripción genética principalmente por la vía del factor nuclear B 

(NFB). Mientras PKC participa en la desgranulación del mastocito, ya que 

fosforila algunos sustratos como la proteína de la cadena ligera de la miosina, la 
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que conduce a la liberación de mediadores preformados (figura 9) (Galli y cols., 

2008, Gould y Sutton, 2008; Rivera y Olivera, 2008; Kambayashi y Koretsky, 2007). 

 

Figura 9. Vía de activación dependiente de IgE mediada por el receptor FcRI en los mastocitos, 

para la liberación de sus mediadores farmacológicamente activos (figura adaptado de Galli y cols., 

2008).  

1.1.6.2. Activación independiente de IgE. 

La activación del mastocito independiente de IgE esta generada por 

diferentes receptores distribuidos en el mastocito, entre los que se encuentran 

receptores activadores (los receptores c-kit, receptores de adenosina y 

receptores de proteínas GTP (G)), inhibidores (receptores MAFA (antígeno 
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asociado a la función del mastocito) y gp49) (Sharma y cols., 2002), así como, 

activadores e inhibidores (receptores de complemento (C3aR, C5aR, CR2, CR4), 

receptores de Fc de la IgG (Fc), principalmente I y III)(Wasiuk y cols., 2008). Otro 

tipo de receptores son los PRR, los cuales son el centro de reconocimiento directo 

de los  patógenos por las células inmunes innatas, y son el enlace crítico entre la 

respuesta inmune innata y adaptativa. Los mastocitos expresan un rango muy 

amplio de RRP, pero los más estudiados han sido los TLRs. Así se sabe que expresan 

TLR 1, 2, 3, 4, 6 y 9 (Rao y Brown, 2008), aunque in vivo solo se ha demostrado la 

función de los TLR 2, 3 y 4. 

 

Figura 10. Vías y mediadores de las reacciones dependientes e independientes de IgE. Donde NSAID 

se refiere a drogas antiinflamatorias no esteroidales por sus siglas en inglés y A23187 es un ionóforo 

de calcio. Imagen adaptada de Wang y cols., 2011. 

Como se sabe, la activación de estos diferentes receptores en el mastocito 

es generada por diferentes estímulos, mencionados ya antes. Esta propiedad ha 
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sido aprovechada, para el estudio de las reacciones anafilácticas. El compuesto 

más utilizado para ello es el compuesto 48/80 (C48/80), el cual es conocido por 

ser uno de los más potentes secretagogos de los mastocitos, ya que pude activar 

fuertemente la exocitosis causando una rápida liberación de los mediadores 

alérgicos como histamina. El mecanismo activador, empleado por este 

compuesto es a través de los receptores acoplados a proteínas G. Además, se 

sabe que el efecto del C48/80 es menos efectivo en los basófilos (Figura10) (Wang 

y cols., 2011). 

 

1.1.7. Translocación del factor de transcripción NFB. 

 El factor nuclear B (NFB) pertenece a la a familia de las proteínas Rel. Esta 

familia consiste de 5 miembros, denominadas NFB1 (p105/p50), NFB2 

(p100/p52), p65 (RelA), RelB y c-Rel (Escoubet-Lozach y cols., 2002). El NFB es un 

factor de transcripción ubicuo que mejora la transcripción de una variedad de 

genes, y puede ser activado por muchos estímulos, incluyendo virus, endotoxinas 

bacterianas, TNF- e IL-1 (Marquardt y Walker, 2000), y se considera que juega un 

rol importante en el proceso inflamatorio. Elevados niveles de NFB activados son 

encontrados en personas con asma, por lo que se cree, este juega un papel 

importante en esta condición, razón por la cual es utilizado como biomarcador 

de inflamación en muchos procesos fisiopatológicos. Se espera que al entender 

los mecanismos de activación de las proteínas NFB, se conduzca a la 

comprensión de una variedad de desórdenes inflamatorios, incluyendo asma y 

alergia, así como su tratamiento (van de Berg y cols., 2001).  

 Citocinas humanas como TNF-, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, factor estimulador de 

colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) y quimiocina expresada y 

secretada por células T normales y regulada por activación (RANTES), parecen ser 

regulados en cierto grado por NFB. El NFB sin estimular es encontrado en el 

citoplasma unido a inhibidores de NFB (IB) (Marquardt y Walker, 2000). Tras una 
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estimulación, IB es fosforilado en uno o más residuos de serina, ubiquitinándolo y 

degradándolo, permitiendo la liberación y migración del heterodímero p50-p65, 

para unirse a factores de reconocimiento en la región promotora del DNA de 

determinadas citocinas. La indución óptima de NFB a los genes blanco, también 

requiere de la fosforilación de proteínas de NFB en el núcleo o en el citoplasma, 

tales como p65 dentro de su dominio de transactivación en uno o más dominios 

de serina (Ser276, Ser529 y Ser536 entre otras), por una variedad de cinasas en 

respuesta a distintos estímulos, ya sea por citocinas proinflamatorias o agentes de 

daño (Viatour y cols., 2005). La transformación de NFB en un factor activo tras la 

actuación del IκB parece ser primordial para la producción óptima de ciertas 

citocinas derivadas de mastocitos, particularmente IL-6, pero no así IL-4 ni IL-5 

(Marquardt y Walker, 2000). 

 

1.1.8. Tratamiento. 

Cuando la inflamación alérgica se presenta, no queda más que recurrir al 

tratamiento. Al respecto, así como ha incrementado el entendimiento del 

mecanismo del desarrollo de la inflamación alérgica, ha aumentado la gama de 

posibles tratamientos. Entre ellas, los corticoesteroides (inhiben la expresión de 

citocinas y quimiocinas así como de moléculas de adhesión), los agonistas de los 

receptores 2-adrenérgicos de larga y corta acción (broncodilatadores de rápido 

alivio) y antihistamínicos, que forman la base del tratamiento del asma. Además 

de estos tratamientos clásicos, han surgido nuevas terapias como inmunoterapia 

alérgeno específica (induce tolerancia inmunológica), IgG anti-IgE (bloqueo de la 

IgE por medio de anticuerpos específicos), inhibidores de mastocitos e 

inmunoterapia basada en citocinas (Holgate y Polosa, 2008 y Galli y cols., 2008). 

Por otro lado, como es sabido, en individuos atópicos (genéticamente 

predispuestos a producir anticuerpos IgE en el suero), la sensibilización al alérgeno 

es fundamental para el desarrollo de la inflamación alérgica; por lo tanto la 

evasión del contacto con el alérgeno antes o después de la sensibilización podría 
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funcionar como profilaxis primaria o secundaria. En el caso de los ácaros del 

polvo doméstico, los estudios de cohorte demuestran que el nivel de exposición a 

alérgenos en la vida temprana se correlaciona con el grado de sensibilización 

(Holgate y Polosa, 2008). 

 En el mismo sentido de la profilaxis, recientes estudios epidemiológicos e 

investigaciones experimentales sugieren que la estimulación microbiana del 

sistema inmune afecta el desarrollo de la tolerancia a alérgenos inocuos y son los 

probióticos la principal fuente de esta estimulación (Penders y cols., 2007). Estos 

son microorganismos comensales que viven en el tracto intestinal con efectos 

benéficos a la salud clínicamente documentados en los humanos, entre lo que 

destaca su acción sobre el tracto gastrointestinal y el sistema inmune asociado, 

principalmente en la inmunotolerancia (Gómez-Llorente y cols., 2010). Las cepas 

más comunes de estos microorganismos pertenecen a los géneros de 

Lactobacillus y Bifidobacterium. Entre ellas, la cepa L55 de Lactobacillus acidofillus 

alivia los síntomas de la rinitis alérgica en un modelo murino (Sunada y cols., 2007). 

Además la cepa KT-11 de Lactobacillus crispatus reduce los síntomas alérgicos en 

ratones mediante un ajuste del balance de la respuesta celular Th1 sobre la Th2 

(Tobita 2010; Tobita 2009). Estudios realizados en mujeres embarazadas y sus hijos, 

demostraron que la administración de probióticos tiende a reducir las 

enfermedades atópicas asociadas a IgE, particularmente el eccema atópico 

(Kukkonen y cols., 2007), siendo Lactobacillus y Bifidobacterias los comensales que 

más frecuentemente colonizaban el intestino de los recién nacidos. Los 

probióticos pueden ser estimulados en su crecimiento y actividad mediante el uso 

de prebióticos, los cuales son ingredientes de alimentos no digeribles, entre estos 

se incluyen oligosacaridos de inulina, fructo-oligosacaridos (FOS), galacto-

oligosacáridos (GOS) y lactulosa (Kalliomäki, 2010).  
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1.2. Glicomacropéptido (GMP). 

En años recientes se ha reforzado la evidencia científica sobre la existencia 

de péptidos y proteínas biológicamente activas derivadas de los alimentos que 

podrían tener efectos benéficos sobre la salud del humano. Los péptidos 

bioactivos presentes en los alimentos son derivados de proteínas alimenticias 

después de la digestión enzimática (Yoshikawa y cols., 2000). Cabe señalar que la 

mayor fuente de péptidos bioactivos hasta el momento, es la leche (Wildman, 

2007). Entre los péptidos de la leche altamente estudiados, se encuentra el -

caseino glicomacropéptido (GMP), también llamado caseinomacropéptido 

(CMP) y caseinglicopéptido, el cual resulta de la acción de la quimiosina (renina) 

al hidrolizar los residuos aminoacídicos 105 y 106 de la -caseína (Eigel y cols., 

1984; Brody, 2000; Farell y cols., 2004), ya sea fisiológicamente como resultado de 

su digestión en el estómago de los neonatos o en la industria durante la 

elaboración del queso (Requena y cols., 2008). 

Entre las múltiples propiedades funcionales del GMP, se sabe que es capaz 

de unirse a la toxina del cólera y enterotoxina de Escherichia coli, inhibe la 

adhesión bacteriana y viral, suprime secreciones gástricas, promueve el 

crecimiento bifidobacteriano, además de que modula la respuesta del sistema 

inmune. 

1.2.1. Estructura y propiedades fisicoquímicas. 

El CMP es una fracción de la -caseína (residuo 106-169), compuesto por 64 

aminoácidos, con la peculiaridad de que carece de aminoácidos aromáticos 

(Phe, Trp y Tyr) así como de cisteína, consta de un solo residuo de metionina y es 

rico en aminoácidos de cadena ramificada (Leu, Ile y Val) (Thöma-Worringer y 

cols., 2006) (Figura 11). Existen 8 variantes genéticas, de las cuales 2 predominan 

en la leche bovina, A y B, que se diferencian entre sí por la sustitución de dos 

aminoácidos. En la posición 136 se encuentra una treonina en la variante A y una 
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isoleucina en la B, mientras que en la posición 148 existe un ácido aspártico en la 

variante A y una alanina en la variante B (Farell y cols., 2004). 

El CMP se encuentra fosforilado de forma constitutiva en la serina 149 y en 

menor grado en la 127. Por otro lado el CMP cuenta con diversos sitios de 

glicosilación entre los que destacan las treoninas 121, 131, 133, 136 y 142, aunque 

también puede estar en las treoninas 165 y 135, así como las serinas 141 y 142 

(Thöma-Worringer y cols., 2006; Brody, 2000) (Figura 11). 

Figura 11. Secuencia de las variantes genéticas A y B del GMP bovino. Con los puntos negros se 

indica los residuos de aminoácidos que capaces de fosforilarse mientras con los vacíos se señalan 

los residuos que pueden estar glicosilados. Imagen adaptada de Thöma-Worringer y cols., 2006 y 

Brody, 2000. 

 

 La forma glicosilada representa aproximadamente el 50% del total del CMP 

bovino, es decir, del 10 al 15% del total del suero de la leche y se refiere a ella 

como glicomacropéptido bovino (GMPb); y consta de 5 diferentes cadenas de 

carbohidratos, compuestas de ácido N-acetilneuraminico (NeuAc), galactosa 

(Gal) y N-acetilgalctosamina (Gal-NAc) (Saito e Itoh, 1992): 

Monosacárido GalNAc-O-R 

Disacárido Gal β1→3 GalNAc-O-R 

Trisacárido NeuAc α2→3 Gal β1→3 GalNAc-O-R 

Trisacárido Gal β1→3 (NeuAc α2→6) GalNAc-O-R 

Tetrasacárido NeuAc α2→3 Gal β1→3 (NeuAc α2→6) GalNAc-O-R 
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 El GMP tiene un PM de 7-8 kDa, con un punto isoeléctrico entre 4 y 5, 

altamente soluble en agua, con carga neta negativa incluso, a bajos valores de 

pH y estable al calor (Thöma-Worringer y cols., 2006). Debido a su ausencia de 

aminoácidos aromáticos es detectado únicamente a una longitud de onda 205 a 

217 nm (Abd El-Salam, 1996; Tomczak y cols., 2007). 

Por otro lado el GMP tiene una buena capacidad emulgente, con una 

máxima actividad a pH alcalino y una mínima en el rango de 4.5-5.5; sin 

embargo, la estabilidad de las emulsiones de GMP tratadas con calor 

desaparece después de 24 hrs de almacenamiento, particularmente las de pH 

neutro y alcalino (Thöma-Worringer y cols., 2006; Abd El-Salam, 1996; Chobert y 

cols., 1989). 

En cuanto a las propiedades gelificantes del GMP, Burton y Skudder (1987) 

encontraron que una solución de CMP a 9.3 % forma un gel a pH de 4.5 a 20 °C, 

pero no cuando este se calentaba a 90 °C; mientras que Ahmed y Ramaswamy 

(2003) concluyeron que una solución de CMP al 12.5 % gelifica a 80 °C a un pH de 

7. Por otro lado, Martin-Diana y cols. (2004) encontraron que la adición del GMP a 

fermentados de leche de cabra incrementa la elasticidad y reduce el ángulo de 

fase, resultando en un gel más estructurado y ordenado que el obtenido con 

concentrado de proteínas de suero (Thöma-Worringer y cols., 2006). 

1.2.2. Propiedades nutricionales. 

El GMP, además de proporcionar un buen sabor y sensación a la boca 

(Thomä-Worriger y cols., 2006; Mikkelsen y cols., 2005), tiene diversas funciones, 

entre las que destacan su uso como sustituto alimenticio en la dieta de pacientes 

con fenilcetonuria por carecer de fenilalanina en su composición (Tomczak y 

cols., 2007; Thomä-Worriger y cols., 2006; Daddaoua y cols., 2005; Nielsen y 

Tromholt, 1994; Eigel y cols., 1984). Además puede ser usado como ingrediente en 

la dieta para pacientes que sufren de enfermedades hepáticas por su bajo 

contenido de metionina y su alto contenido en aminoácidos de cadena 
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ramificada, los cuales pueden ser utilizados como fuente de energía (Abd El-

Salam, 1996). Sin embargo, en ninguno de los casos se debe abusar de su 

consumo por su elevado contenido en treonina, lo que puede originar 

hipertreoninemia (Thomä-Worriger y cols., 2006). 

Por otro lado, Kelleher y cols. (2003) demostraron que el GMP tiene la 

capacidad de incrementar la absorción del zinc en monos rhesus infantiles por su 

alta electronegatividad, como ya se ha mencionado anteriormente. Además, se 

ha encontrado que el GMP consumido antes de cualquier alimento, puede 

reducir la ingesta calórica efectivamente por la estimulación de la liberación de 

la hormona colecistoquinina, hormona promotora de la saciedad (Thomä-

Worriger y cols., 2006; Portman, 2004; Yvon y cols., 1994). 

1.2.3. Inmunogenicidad.  

 Aunado a las propiedades antes mencionadas, el GMP 

independientemente de la ruta de inmunización, por sí solo no es capaz de 

producir la inducción de anticuerpos específicos. Sin embargo, cuando los 

ratones son inmunizados con -caseína o GMP unido a una molécula 

inmunogénica o en presencia de adyuvantes se genera la respuesta de 

anticuerpos contra GMP (Chávez y cols., 2008; Mikkelsen y cols., 2005). 

1.2.4. Farmacodinamia 

El GMP puede ser detectado en el plasma de ratas después de la ingestión 

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

encontrados de GMP en plasma de adultos, después de la ingestión de leche y 

yogur, fueron de 0.5-2.0 g/ ml y 1.05-10 g/ ml respectivamente, además de 

observarse que el GMP puede encontrarse en plasma humano 8 horas después 

de la ingesta de los mismos alimentos (Chabance y cols., 1998). 
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1.2.5. Función biológica. 

Kawasaki y sus colaboradores en 1992 demostraron que el GMP se une a la 

toxina del cólera y que cuando el GMP es tratado con sialidasas, la cual hidroliza 

el ácido siálico, pierde completamente su capacidad de unirse a dicha  toxina 

(Brody, 2000); lo mismo ocurre con otras toxinas bacterianas, como las 

enterotoxinas termolábiles de E. coli LT-I y LT-II (Isoda y cols., 1999); además de que 

protege a las células hospederas de la infección del virus de la influenza (Thomä-

Worringer y cols., 2006). Por otro lado, el GMP inhibe la adhesión de bacterias 

cariogénicas tales como Streptococcus mutans, S. sanguis y S. sobrinus a la 

cavidad oral y modula la composición de la microbiota de la placa dental. Este 

efecto ayuda al control de la formación ácida en la placa dental, así como a la 

reducción de la disolución de la hidroxiapatita en el esmalte de los dientes y la 

promoción de la remineralización, razón por la cual ha sido patentado el GMP 

para la aplicación en productos de higiene personal para la prevención de la 

caries dental (Thomä-Worringer y cols., 2006; Aimutis, 2004). 

Además Kawasaki y colaboradores en 1993 demostraron que el GMP a 80 

partes por millón (p.p.m.) inhibe la hemaglutinación por parte de cuatro cepas 

del virus de la influenza; mientras que Dosako y colaboradores en 1992 

encontraron que a 10 p.p.m. previene la inducción de transformaciones 

morfológicas de linfocitos de la sangre periférica por el virus de Epstein Barr (Brody, 

2000). 

Chernikov y colaboradores (1974) demostraron que las infusiones 

intravenosas o parenterales de GMP en perro inhiben las secreciones gástricas 

ácidas inducidas por diferentes estimulantes como el tetrapéptido gastrina C-

terminal, pentagastrina, histamina y la administración de carne o pan; el efecto 

inhibitorio de las secreciones ácidas fue reproducido en ratas usando una 

fracción aislada de GMP por Stan y colaboradores en 1983; solo que el efecto 

tuvo menor duración (Yvon, 1994). 



ANTECEDENTES Página 52 

El GMPb promueve el crecimiento del género Bifidobacterium: B. breve, B. 

bifidum y B. infantis. La suplementación de leche con 2% de GMP, ya sea de 

origen bovino, ovino o caprino, incrementa el conteo de B. lactis por ciclos de 1.5 

log después de 24 horas a 37°C al comparar con la leche no suplementada 

(Thomä-Worriger y cols., 2006). Investigaciones de Proulx y colaboradores en 1992 

señalan que la porción aminoacídica del GMP es crítica para el crecimiento de 

bifidus; sin embargo, los equipos de trabajo de Idota (1996) y Yakabe y 

colaboradores (1994) son partidarios de que los responsables de este crecimiento 

son los azúcares con ácido siálico de la molécula (Brody, 2000). En este mismo 

sentido, Chen y colaboradores en el 2010, demostraron  in vivo, que el 

tratamiento oral por 15 días con GMPb aumenta significativamente la 

concentración de Lactobacillus y Bifidobacteria y disminuye la de coliformes, sin 

alterar a Enterococcus en la microbiota intestinal de ratones BALBc (Chen y cols., 

2010). 

Por otro lado, el GMP también es capaz de modular la respuesta inmune 

de diversas formas. En 1992 Otani y colaboradores demostraron que la kappa 

caseína inhibe la proliferación de esplenocitos de ratón inducidos por el mitógeno 

LPS de Salmonella typhimurium, resultando como responsable de esta inhibición la 

fracción del GMP, además en base a observaciones microscópicas ellos sugieren 

que la célula principalmente afectada son los linfocitos B; además Otani y Monai 

en 1993 observaron que el efecto del GMP se veía reducido después de la 

digestión con neuraminidasa y quimiotripsina, indicando que el ácido siálico es 

crítico para este; y que la digestión con tripsina y pronasa incrementa su efecto 

inhibitorio; incluso, después de la digestión con pronasa se observó inhibición de 

la respuesta proliferativa cuando ésta era inducida con concanavalina A (ConA) 

o con fitohemaglutinina (PHA), aunque también pudiera deberse a que alguno 

de los péptidos resultantes ejerce efecto citotóxico. Contrario a estos resultados, 

recientemente Requena (2010) con su equipo de trabajo, reportaron que el GMP 

(0.01 y 0.1 mg/ml) mejora la proliferación de esplenocitos estimulados con ConA, 

y que cuando se aumenta su concentración (1.0 mg/ml), su efecto se pierde. 
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En el intento por descubrir el mecanismo por el cual el GMP inhibe la 

proliferación inducida por LPS en esplenocitos de ratón, se demostró que el GMP 

se adhiere directamente a la superficie de estos a través de la incubación de las 

células con y sin GMP, para posteriormente ser inmunoteñidas con el anticuerpo 

anti--caseina, de tal forma que solo las células incubadas con GMP retenían el 

anticuerpo, sugiriendo que la serina 149 era la responsable de la unión al receptor 

del mitógeno; por otro lado, repitieron el experimento, solo que en este caso 

inmunotiñeron con anticuerpo frente al receptor antagonista de interleucina 1(IL-

1ra), demostrando que las células incubadas con GMP retenían mayor cantidad 

de anticuerpo, indicando así que el GMP estimulaba la síntesis de un componente 

inhibitorio soluble (Otani y Monnai, 1995). Monnai y Otani en 1997 demostraron, 

por medio de RT-PCR en la línea celular de monocitos P388D1, que este 

compuesto inhibitorio era IL1-ra. 

Por otro lado se ha mostrado que el GMP se une a células T CD4+ de ratón y 

suprime la expresión del receptor de IL-2 en la membrana celular, de tal forma 

que inhibe la proliferación inducida por PHA de esplenocitos de ratón (Otanni y 

cols., 1996). Además, la ingestión de GMP suprime los niveles de anticuerpos IgG 

en el suero de ratón contra ovoalbúmina (OVA) en la dieta y -lactoglobulina 

inyectada intraperitonealmente, cuando se comparó con una dieta de OVA 

como única proteína (Monnai y cols., 1998). Por otro lado Yun y cols., (1996) 

estudiaron el efecto del GMP en la producción de inmunoglobulinas producidas 

por esplenocitos estimulados con LPS, encontrando que únicamente la 

concentración de IgA se aumenta por el GMP, así como la población de células 

IgA positivas (Brody, 2000). Snow Brand Milk Products (1996) patentó el uso del 

GMPb para acelerar el crecimiento de linfocitos B humanos en cultivos celulares, 

pero no así, el de linfocitos T, regulando positivamente el sistema inmune humoral. 

En cuanto al efecto inmunomodulador del GMP en 

monocitos/macrófagos, estudios in vitro han demostrado que el GMP incrementa 

la secreción de IL-1ra, aunque no la de IL-1 e IL-1 en la línea celular de 

monocitos de ratón P388D1 (Monnai y Otani, 1997); mientras, que con 



ANTECEDENTES Página 54 

concentraciones de 0.001 a 0.05 mg/ml se encontró que el péptido aumenta la 

proliferación y actividad fagocítica de la línea celular  de macrófagos humanos 

U937 (Li y Mine, 2004). Sin embargo, con 1 mg/ml de GMP, además de disminuir 

ligeramente la proliferación de los monocitos de la línea celular THP1, se aumenta 

la secreción de IL-1, IL-8 y TNF por las células, efecto que no es específico de esta 

línea celular, ya que reprodujeron el experimento en cultivo primario de 

monocitos humanos, aunque en este caso el fenómeno fue más evidente sobre la 

secreción de IL-8. Finalmente comprobaron que  esta acción la ejerce a través de 

las vías MAP cinasas y NFB (Requena y cols., 2009). 

Además, se ha observado que el GMP tiene un efecto anti-inflamatorio en 

modelos de colitis e ileitis inducidas con ácidos sulfónico-trinitrobenceno 

(Daddaoua y cols., 2005; Requena y cols., 2008) e inducida con sulfato sódico de 

dextrano (DSS) en rata (López-Posadas y cols., 2010). Los mecanismos exactos por 

los cuales lo hace aún no son muy claros, pero se ha propuesto que puede estar 

relacionado con la modulación sobre los linfocitos Th1 y Th17 e incluso sobre 

macrófagos (López Posadas y cols., 2010; Requena y cols., 2010); ya que se 

observó una disminución in vivo en la expresión de IL-1 e iNOS (oxido nítrico 

sintasa inducible) (Daddaaoua y cols. 2005), además de TNF-, IL-1ra, IL-17 en 

tejido de colon dañado. Sin embargo, este efecto no se reproduce ex vivo en las 

células mononucleares aisladas de colon de animales con ileitis inducida con DSS 

(Requena y cols., 2008). En este mismo sentido, en modelos in vitro, el péptido 

potencia la acción de la -lactoalbúmina y -lactoglobulina sobre la estimulación 

de la quimiotaxis, producción de superóxido, desgranulación y fagocitosis de los 

neutrófilos humanos (Rusu y cols., 2009). Además, se ha observado que la 

administración oral de 50 mg de GMP/ kg de peso corporal/ día aumenta la 

secreción de IL-4 tanto en sangre como en la mucosa intestinal de ratón (Jia y 

Chen, 2010). Por último, aunque no se han demostrado los efectos 

inmunomoduladores del GMP sobre las reacciones de hipersensibilidad de tipo I, si 

se ha observado que la -caseina y la lactoferrina disminuyen la liberación de 

histamina en mastocitos de ratón in vitro (Otani y Yamada, 1995).  
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

El GMPb es un derivado lácteo altamente usado como suplemento 

alimenticio debido a su composición química, y recientemente usado en la 

industria de la higiene personal por sus propiedades biológicas. Además, la 

producción de GMPb es sencilla y económica, sin olvidar que posee diversas 

propiedades bioquímicas que lo hacen adecuado para su manejo en la industria 

farmacéutica y alimenticia.  

En las últimas décadas, se le han atribuido al GMPb diversas propiedades 

inmunomoduladoras, entre ellas anti-inflamatorias. Por otro lado, se sabe que el 

GMPb promueve el crecimiento de bifidobacterias. En este sentido, se ha 

observado que las bifidobacterias son un tipo de bacterias probióticas que 

pueden generar estímulos microbiológicos esenciales para restablecer el equilibrio 

Th2 -Th1 de la respuesta inmune del recién nacido. Por esta razón se propone 

evaluar el efecto del GMPb sobre las reacciones de hipersensibilidad de tipo I. 
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3. HIPÓTESIS  

 

El GMPb tiene efecto modulador in vivo sobre la respuesta inmune 

humoral y celular relacionada con la hipersensibilidad inducida por alérgenos 

e in vitro sobre la activación de los mastocitos.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo general.  

Evaluar los efectos de la administración oral del GMPb sobre la 

producción de anticuerpos, secreción de citocinas y respuesta inflamatoria 

relacionadas con las alergias, así como su efecto in vitro sobre la activación 

del mastocito.  

 

4.1.1. Objetivos particulares.  

• Determinar el efecto del GMPb vía oral sobre la producción de IgEs 

alérgeno‐específicas en ratas sensibilizadas con alérgeno.  

• Evaluar el efecto del GMPb vía oral sobre la producción de citocinas 

del perfil Th2.  

• Estudiar el efecto de la administración oral de GMPb sobre la intensidad 

de la respuesta inflamatoria aguda localizada y sistémica.  

• Cuantificar la secreción de histamina de los mastocitos bajo el efecto 

del GMPb en un modelo in vitro.  

• Analizar la activación del mastocito vía NF‐B inducida por el GMPb en 

un modelo in vitro.  
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5. METODOLOGÍA 

 

5.1. Animales y protocolo experimental. 

Para los ensayos in vivo se trabajó con ratas Wistar, macho de entre 100-120 

gramos de peso corporal. Los animales fueron tratados vía esofágica (per os) con 

o sin 500 mg de GMPb/ kg de peso del animal/ día, disuelto en agua (Daddaoua 

y cols., 2005; Requena y cols., 2008). Para su estudio, se agruparon de la siguiente 

manera:  

• Controles (C), se le administró agua por 4 días previos a la evaluación de 

las diferentes variables. 

• Tratados (T), recibieron tratamiento con GMPb durante 4 días previos a la 

evaluación de las diferentes variables. 

• Sensibilizados (S), los animales se sensibilizaron frente a la OVA y se les 

administró agua 3 días antes de la sensibilización y hasta la evaluación de 

las diferentes variables. 

• Sensibilizados con tratamiento (ST), los animales se sensibilizaron frente a 

ovoalbúmina (OVA) y comenzaron el tratamiento con GMPb 3 días antes 

de la sensibilización y hasta la evaluación de las diferentes variables. 

• Controles de la sensibilización o Sham, para el grupo con tratamiento 

previo a la sensibilización (SH), se administró los adyuvantes para la 

sensibilización pero no el alérgeno y al igual que los animales S recibieron 

agua. 



METODOLOGÍA Página 59 

• Grupo sensibilizados sin tratamiento posterior a la sensibilización (SP): 

animales fueron sensibilizados frente al alérgeno y recibieron agua 11 días 

después del inicio de la sensibilización durante 4 días. 

• Grupo sensibilizados con tratamiento posterior a la sensibilización (STP), los 

animales fueron sensibilizados frente al alérgeno y tratados con GMPb 11 

días después del inicio de la sensibilización durante 4 días. 

• Controles de la sensibilización o Sham, para el grupo con tratamiento 

posterior a la sensibilización (SHP), se les inyectó los adyuvantes para la 

sensibilización sin la OVA y se les administró agua  como a los animales SP.  

Todos los animales se obtuvieron del Bioterio de la Universidad Autónoma 

de Aguascalientes, previamente desparasitados y tratados con antibiótico. Los 

animales se mantuvieron con temperatura controlada entre 22-24°C, ciclos de luz 

de doce horas y doce de oscuridad y una dieta con Rodent Laboratory Chow 

5001 y agua ad libitum. Todos los experimentos fueron llevados a cabo con 

estricto cumplimiento de las normas éticas aprobadas por la Normatividad 

Institucional de los estándares de manejo y cuidado de los animales. 

 

5.2. Sensibilización de animales. 

 Para la sensibilización de animales con OVA se tomó como día 0 el día de 

la primera inyección con el alérgeno. De esta manera, el día 0 se inyectó vía 

intramuscular (i.m.), 1 mg de OVA (Sigma-Aldrich, USA) con 7.8 mg de hidróxido 

de aluminio Al(OH)3 (Sigma-Aldrich, Dinamarca) como adyuvante en 1 ml de 

solución salina (s.s.) al 0.9%; mientras, que por vía subcutánea (s.c.) se les inyectó 

una dosis de la vacuna DPT celular (Serum Institute of India LTD, India; una dosis de 

DPT contiene toxoide diftérico 10-20 Lf, toxoide tetánico 10-20 Lf y vacuna pertusis: 

10-15 x 109 células inactivadas de Bortedella pertussis/ml) para favorecer una 
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respuesta de anticuerpos de isotipo IgE. Posteriormente, en el día 7 se les 

administró nuevamente, por vía i. m. 1 mg del alérgeno con 7.8 mg de Al (OH)3 

como adyuvante en 1 ml de s.s. (Salinas y cols., 2009). El protocolo se siguió de la 

misma manera para los grupos sham o controles de la sensibilización, pero sin la 

administración de la OVA. 

 

5.3. Obtención de muestras de suero. 

 Se obtuvo 1 ml de sangre de  las ratas, previamente anestesiadas con éter, 

vía intracardiaca (i.c.). Se dejó coagular la sangre a temperatura ambiente y se 

centrifugó a 704 x g por 8 minutos (min). Por último, se colectó el suero en 

alícuotas de 80 μl y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.  

 

5.4. Anafilaxia cutánea pasiva (ACP). 

Para determinar los niveles de IgE específica en el suero se llevaron a cabo 

pruebas de anafilaxia cutánea pasiva (ACP). Para ello, se rasuró el dorso de ratas 

Wistar macho de entre 350 a 500 g de peso corporal. Un día después, se 

anestesiaron las ratas con éter y se les inyectó vía intradérmica (i.d.) 50 μl de 

diluciones crecientes (de 1:2 a 1:256) de cada uno de los sueros a estudiar. Al día 

siguiente, se administró vía i.d. en el dorso de cada rata 50 μl de solución de 

histamina (Sigma-Aldrich, Suiza) 0.04 µg/µl en s.s. como control positivo de la 

reacción y 50 μl de s.s. como control de la reacción generada simplemente por la 

lesión producida por la inyección. Inmediatamente y por vía intravenosa (i.v.) 

utilizando la yugular se inyectó 2 mg de OVA más 34 mg de azul de Evans/ kg del 

animal al 3% en s.s. Pasados 30 min se sacrificó a las ratas por sobredosis de 

anestesia (éter) para la obtención de la piel del dorso y medición de los diámetros 

de las reacciones inflamatorias producidas por los sueros, la histamina y la s.s. en 
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la cara interna del tejido. Por convenio, el título de anticuerpos IgE anti-alérgeno 

en cada suero se expresó como la mayor dilución que cause una lesión mayor de 

5 mm de diámetro (Dai y cols., 2004). En base a lo anterior, en los casos donde 

solo se requirió confirmar la sensibilización de los animales y no la titulación de los 

sueros, se estableció que la aparición de una reacción inflamatoria en el punto 

de inyección de los sueros íntegros, era indicativo de que los animales estaban 

sensibilizados frente a la OVA; mientras que la ausencia de reacción inflamatoria 

marcaría la ausencia de IgE anti-OVA y por tanto de sensibilización. 

Para comprobar que la extravasación del colorante estuvo generada por 

acción de la IgE, se inyectaron como controles sueros con IgE inactivada. Para 

ello los sueros se calentaron a 56°C durante 1 hora y posteriormente se diluyeron 

en una relación 1:2 con s.s. (Ma y cols., 2010 y Church, 1975).  

 

5.5. Aislamiento de esplenocitos de rata. 

 Para la obtención de células del bazo, primeramente se sacrificaron ratas 

de los grupos S y ST  con una sobredosis de éter. Con las debidas condiciones de 

esterilidad, se colocó al animal en posición horizontal sobre su lado derecho. Se 

retrajo la piel a partir de una incisión de 2 cm de largo aproximadamente a la 

altura del órgano. Se visualizó el bazo y se separó del animal, eliminando la mayor 

cantidad de tejido conectivo. Se colocó en una caja Petri con s.s. fría. 

Una vez realizada la disección del bazo, se llevó el órgano a la campana 

de flujo laminar, donde se perfundió con 20 ml de s.s. con ayuda de una jeringa 

de 10 ml Terumo® y una aguja BD® PrecisionGlide® 25G*5/8” (0.50 mm *16 mm). La 

suspensión celular obtenida se centrifugó a 200 x g en tubos Corning por 10 

minutos a 10 °C; la pastilla celular se resuspendió en 5 ml de solución de lisis NH4Cl 

0.15 M y se incubó 5 minutos en hielo. Pasado el tiempo se llevó a 10 ml con la s.s. 

y se centrifugó a 200 xg por 10 min a 10 °C, se repitió esto dos veces más para su 
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lavado. Las células se resuspendieron en 1 ml de medio RPMI 1640 sin rojo fenol 

(Sigma-Aldrich, USA) suplementado con suero de ternera fetal al 5% (Invitrogen, 

NY, EUA) y 1% de penicilina-streptomicina (Sigma-Aldrich; St. Louis, EUA). Se trabajó 

con suspensiones de células con viabilidad ≥ 98 % y pureza ≥ 90 %. Por último los 

esplenocitos se sembraron en medio RPMI suplementado a la densidad requerida 

para cada ensayo. 

 

5.6. Determinación de viabilidad celular. 

Primeramente se hizo una dilución 1:20 de la suspensión celular obtenida. 

De esta solución se tomaron 10 µl más 80 µl de azul Trypan (al 0.2% para 

esplenocitos o 0.9% para mastocitos) y 110 µl de RPMI. Enseguida se tomó 10 µl de 

la mezcla y se llevó al microscopio para el conteo en la cámara de Neubauer. Se 

leyeron los cuatro cuadrantes externos, considerando células teñidas (muertas) y 

sin teñir (vivas). El rendimiento se calculó de la siguiente manera: 

 
(No. células)(Factor de la cámara)(Factor de dilución)(ml de suspensión celular)

No. de cuadrantes
 

 

5.7. Cultivo de esplenocitos. 

Los esplenocitos aislados de cada bazo (2x105 células en 100 µl  de medio 

RPMI suplementado/ pocillo) se sembraron en placas de ELISA estériles (COSTAR® 

CAT No. 3599; NY, EUA) en las siguientes condiciones: sin estímulo (basal), con 1 

µg/ ml Concanavalina A (ConA) de Canavalia ensiformis (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) (control positivo) y 0.1, 0.5 y 2.0 mg de OVA/ ml. Cada condición se 

realizó por triplicado. Las placas se llevaron a cámara húmeda al 5% de CO2 por 

72 o 96 horas (hrs), en un incubador de CO2 Imperial II. Pasado este tiempo se 

determinó la proliferación celular o se recolectó el sobrenadante y se centrifugó a 
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269 x g durante 5 min a 4°C. El sobrenadante se alicuotó y se almacenó a -80°C 

hasta la cuantificación de citocinas. 

 

5.8. Ensayo de proliferación celular. 

La proliferación celular de los esplenocitos se determinó mediante la 

técnica de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) de Mossman (1983) 

con algunas modificaciones. Pasado el tiempo de incubación de los esplenocitos, 

72 o 96 hrs, se adicionó 50 µg de MTT por cada 100 ml de medio por pocillo, se 

incubó a 37°C en cámara húmeda al 5% de CO2 por 4 hrs. Para la dilución de los 

cristales de formazán formados durante esta incubación se adicionó ácido 

clorhídrico (HCl) 0.1N en  isopropanol absoluto en una relación de 100 µl por cada 

100 µl de medio. Finalmente se leyó la densidad óptica de cada pocillo en un 

lector de ELISA (550, Ca, EUA o iMark™, Japan) a 595 nm. El grado de estimulación 

generado para cada caso se reportó como el índice de estimulación (IE). Este se 

define como la DO de la muestra con estímulo entre la D0 de la muestra sin 

estímulo (basal). 

 

5.9. Cuantificación de citocinas.  

A la par del ensayo de proliferación se realizó la cuantificación de las 

siguientes citocinas: IL-4, IL-10 e IL-13. Los niveles de interleucinas en los 

sobrenadantes de cultivos de esplenocitos se determinaron mediante ELISA, 

usando un kit comercial suministrado por Invitrogen™ (Flynn Rd, CA). La 

determinación se basó en la adhesión de anticuerpos monoclonales frente a las 

diferentes citocinas, previamente fijados a la placa, a las interleucinas específicas 

presentes en las muestras; posteriormente, se adicionó el anticuerpo secundario 

biotinilado. Luego de un periodo de incubación se removió el exceso de 
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anticuerpo secundario y se adicionó la estraptavidina‐peroxidasa. Tras un 

segundo tiempo de incubación se retiró la enzima no unida y se adicionó una 

solución del sustrato, que tras la unión con la enzima generó una solución 

colorida. La intensidad del producto colorido fue directamente proporcional a la 

concentración de interleucina presente en la muestra original. Esta concentración 

se determinó por espectrofotometría a 450 nm en un lector de ELISA (550, Ca, 

EUA o iMark™, Japan).  

 

5.10. Reacción anafiláctica cutánea. 

La respuesta inflamatoria localizada se analizó desarrollando una reacción 

de hipersensibilidad cutánea inmediata mediante una ACA. La prueba se llevó a 

cabo en la piel del dorso de las ratas, previamente rasuradas. A los 14 días de la 

sensibilización se inyectó a los animales vía i.d. y por triplicado 15.6 y 31.2 μg de 

OVA en 50 µl de s.s., así como volúmenes iguales de s.s. e histamina (0.04 µg/µl) 

como controles negativo y positivo respectivamente. Enseguida se inyectó vía 

i.v.(yugular) azul de Evans (34 mg/ kg) al 3% en s.s. Pasados 30 min se sacrificaron 

las ratas por sobredosis de anestesia (éter) para la obtención de la piel del dorso y 

medición de la extravasación del colorante, que a diferencia de la ACP, en este 

caso se determinó por espectrofotometría. Cada muestra de piel 

(aproximadamente 14 mm de diámetro) se incubó en KOH 0.1N durante toda la 

noche a 37 °C, pasado el tiempo se mezcló vigorosamente con una solución de 

H3PO4 0.6 N y acetona (5:13). Las muestras digeridas se centrifugaron por 15 min a 

1610 x g. La cantidad de colorante extravasado fue determinado por DO a 630 

nm en un espectrofotómetro UV-Vis DU530 (Beckman, EUA) y usando una curva 

estándar de azul de Evans de 0.1 a 5 µg/ ml del colorante (Church, 1975; Inagaki y 

Nagai, 2009). A los datos de concentración de azul de Evans extravasado en 

cada proceso inflamatorio se les restó el dato de la concentración del colorante 

extravasado por la s.s. en el mismo animal, para normalizar. 
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5.11. Reacción anafilactoide cutánea. 

La reacción anafilactoide cutánea se llevó a cabo en la piel del dorso de 

las ratas, previamente rasuradas, mediante la administración i.d. de soluciones del  

C48/80 (1 ó 5 µg en 50 µl de s.s.) por triplicado; así como volúmenes iguales de s.s. 

e histamina (0.04 µg/µl) como controles negativo y positivo respectivamente. 

Enseguida se inyectó vía i.v. (yugular) azul de Evans (34 mg/ kg) al 3% en s.s. 

Pasados 30 min se sacrificaron las ratas por sobredosis de anestesia, con éter, 

para la obtención de la piel del dorso y medición de la extravasación del 

colorante, que en este caso se valoró como en la ACA, donde la cantidad de 

colorante extravasado se determinó por DO a 630 nm. 

 

5.12. Prueba de anafilaxia sistémica. 

La anafilaxia sistémica se evaluó el día 14 de la sensibilización, tras el reto 

con el alérgeno vía i.v., mediante el registro de distintas variables: temperatura 

corporal, signos de anafilaxia y tasa de supervivencia. Para ello,  se registró la 

temperatura del animal a través del recto (temperatura a los 0 min), se anestesió 

con éter y enseguida se le colocó un  catéter en la yugular de forma 

permanente. Se dejó reposar a la rata por 2 hrs o hasta que recuperó la 

temperatura inicial (a los 0 min) para la aplicación posterior de 1 mg de OVA en 

s.s. (2.5 μg/μl) y a partir de este momento se comenzó con el registro de las 

variables. 

La temperatura se medió a través del recto con un termómetro digital 

Citizen® cada 10 min después del reto con el alérgeno durante 1  hr o hasta la 

muerte del animal. A la par, los signos de anafilaxia se valoraron de acuerdo con 

la escala usada por Li y cols. (2009). Para ello se observó la severidad de las 

manifestaciones y se ponderó de acuerdo a la siguiente escala de puntuación: 0, 

no presentó signos de choque anafiláctico; 1, se rascó y frotó alrededor de nariz y 
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cabeza insistentemente; 2, disminuyó la actividad física y aumentó la frecuencia 

respiratoria; 3, presentó respiración asmática y cianosis alrededor de boca, cola y 

patas; 4, tuvo respuesta ligera o nula tras un estímulo punzante, presentó temblor 

o convulsiones; 5, el animal murió. El tiempo límite para el registro fue a los 60 min 

después del reto con OVA. 

La tasa de supervivencia fue monitoreada durante 1 hr después de la 

inducción del choque anafiláctico. Se representó como  el número de ratas vivas 

del total de casos analizados a los 30, 40, 50 y 60 min posteriores a la inducción del 

choque anafiláctico. 

 

5.13. Reacción anafilactoide sistémica. 

La reacción anafilactoide se realizó inyectando vía i.p. C48/80 (8 mg/ kg 

de peso corporal) en s.s. a una concentración de 10 g/l.  Tras la administración 

del mismo, se comenzó con el registro de las distintas variables: temperatura 

corporal, signos de anafilaxia y tasa de supervivencia, tal y como se hizo en la 

anafilaxia sistémica. 

 

5.14. Cultivo de mastocitos peritoneales. 

 Para el aislamiento de mastocitos peritoneales se trabajó con ratas 

hembras Wistar, entre 150 a 250 g. Para ello se sacrificó al animal por sobre dosis 

de anestesia (éter etílico). Inmediatamente después se desinfectó el abdomen de 

la rata con etanol al 70%. Posteriormente se le colocó en posición decúbito dorsal 

sobre la mesa de cirugía donde se sujetaron sus patas. Enseguida y bajo las 

debidas condiciones de esterilidad, se retrajo la piel y posteriormente el músculo 

hasta dejar expuesta la cavidad peritoneal, en la que se adicionó 20 ml de 

solución de lavado fría, solución HEPES-TIRODES pH7.4 (NaCl 137mM, KCl 2.7 mM, 
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NaH2PO4 0.4 mM, CaCl2 1mM, glucosa 5.6 mM y HEPES 12mM) al 1% en albúmina 

sérica bovina (BSA) (BHT-BSA). Después de dar ligeros masajes a la cavidad 

peritoneal se pasó casi en su totalidad la solución del lavado a un tubo de 

propileno y se mantuvo en frío. Las muestras se llevaron con solución BHT-BSA a 

centrifugación a 180 x g por 6 min a 4 °C. Enseguida el paquete celular se 

resuspendió sobre un gradiente de percol (PercollTM, GE Healtcare, Suiza) de 30-

80% (v/v) y se llevó a centrifugación a 220 x g por 20 min a 4°C. El residuo de 

percol se eliminó con dos lavados por centrifugación con solución BHT-BSA. 

Finalmente el paquete celular se resuspendió en 1 ml de RPMI-1640 suplementado 

con suero de ternera fetal al 5 % y 1 % penicilina-streptomicina. El conteo de 

viabilidad celular y pureza de mastocitos se realizó mediante la técnica del Azul 

Trypan en cámara de Neubauer, como se indicó anteriormente. Se trabajó con 

suspensiones de células con viabilidad ≥ 97 % y pureza ≥ 95 %.  Por último los 

mastocitos se sembraron en medio RPMI suplementado a la densidad requerida 

para cada ensayo. 

 

5.15. Cuantificación de histamina. 

Para la cuantificación de histamina se partió de una suspensión de 

mastocitos de 1x105 células en 1 ml de medio RPMI. Se centrifugaron a 250 x g por 

tres min a 4°C. Las células se incubaron a 37°C durante 30 minutos con 500 μl de 

diversas concentraciones de GMPb (0 (basal), 0.01, 0.05, 0.1, 1.0, 5, 10 y 50 mg/ 

ml), C48/80 (5 μg/ ml) en medio RPMI. Al término de la reacción los tubos se 

incubaron en hielo para detenerla. Posteriormente se centrifugaron a 250 x g por 

tres min a 4°C, se colectó el sobrenadante y el precipitado celular se resuspendió  

en 500 μl de BHT-BSA. Enseguida se tomaron 150 μl de las soluciones del 

sobrenadante como del pellet, y se diluyeron en 550 μl de BHT-BSA. Se inactivaron 

histaminasas a 100°C por 5 minutos y se precipitaron ésta y otras proteínas con 

ácido tricloroacético (TCA) al 5% por 15 min. Las proteínas precipitadas se 

eliminaron por centrifugación a 16,435 x g durante 15 min. Finalmente con el 
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sobrenadante de cada muestra se determinó histamina 

espectrofluorométricamente utilizando la reacción con o-ftaldialdehido (OPA; 

Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania), según el método de Shore y colaboradores 

(1959); el cual consiste en alcalinizar la solución con NaOH 1N para llevar a cabo 

la reacción con OPA al 0.1% en metanol libre de acetona por 4 min. Pasado el 

tiempo la reacción se detiene con HCl 3 N. El producto fluorescente se determinó 

por espectrofluorometría a λ excitación = 355 nm y λ emisión = 443 nm. El resultado 

finalmente se reportó en porcentaje, es decir: 

[ 
Histamina sobrenadante

Histamina sobrenadante + Histamina precipitado celular
 ]  x 100% 

 

5.16. Cuantificación de β-hexosaminidasa. 

Para la cuantificación de β-hexosaminidasa se partió de una suspensión de 

mastocitos de 3x105 células en 1 ml de medio RPMI. Se lavaron dos veces a 250 x g 

por tres min a 4°C. Las células se incubaron a 37°C durante 30 min con 300 μl de 

diversas concentraciones de GMPb (0 (basal), 0.01, 0.05, 0.1, 1, 10, 50, 100 y 1000 

µg/ ml), C48/80 (5 μg/ ml) en medio RPMI. Al término de la reacción los tubos se 

incubaron en hielo para detenerla. Posteriormente se centrifugaron, nuevamente 

a 250 x g por tres min a 4°C, se colectó el sobrenadante y se llevó 50 μl de éste a 

un pocillo de una placa de ELISA no estéril (Nunc-InmunoTM). La pastilla se 

resuspendió en 300 μl de tritón X-100 al 0.1% en RPMI frío y se pasaron 50 μl a otro 

pocillo de la misma placa de ELISA. A la par se cargaron los mismos volúmenes de 

RPMI  y RPMI con Tritón, para usarlos como blancos de la reacción. A cada pocillo 

se le adicionaron 100 μl de p-nitrofenil-N-acetil-β-D-Glucosaminida (Sigma-Aldrich, 

St. Louis EUA) 2 mM en buffer de citrato pH4.5 y se incubó durante 30 min a 37°C. 

Posteriormente se paró la reacción con 100 μl de glicina fría 0.2M pH 10.7  y se 

determinó el porcentaje de p-nitrofenil liberado por la β-hexosaminidasa del 

sustrato p-nitrofenil-N-acetil-β-D-Glucosaminida por espectrofotometría a una 
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longitud de onda de 405 nm en un lector de ELISA (550, Ca, EUA o iMark™, 

Japan). Finalmente el porcentaje de β-hexosaminidasa liberada se expresó como: 

[ 

β-hexosaminidasa en sobrenadante

β-hexosaminidasa en sobrenadante + β-hexosaminidasa en precipitado
 ]  x 100% 

 

5.17. Extracción de proteínas citosólicas de mastocitos. 

Los mastocitos peritoneales se estabilizaron por 2 hrs a 4 ºC en una 

concentración de 2x106 células en 1 ml de RPMI. Se realizaron dos lavados con 

RPMI a 250 x g por 3 min a 4 ºC. Las células se incubaron por 15 min a 37 ºC con 0 

(basal), 0.01 y 1 µg de GMPb por ml de RPMI o con IPMA (ionóforo de calcio 

A23187 (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) 0.5 µM más forbol 12-miristato 13-acetato 2 

µM (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). Al término del estímulo los tubos se incubaron en 

hielo para detenerlo. Se centrifugó a 417 x g por 5 min a 4 ºC. El paquete celular 

se resuspendió en 30 µl de buffer de lisis RIPA (NaCl 150 mM, Tris-HCl 50mM, EGTA 

1mM, SDS 0.1 %, Tritón X-100 1 %, Fluoruro de fenilmetasulfonil (PMSF) 1mM, 

aprotinina 0.6 µM, leupeptina 2µM, pH 8) y se dejó en agitación orbital (200 rpm) 

durante 30 min a 4 ºC. Se centrifugaron las muestras a 16,435 x g por 20 min a 4 ºC. 

Finalmente el sobrenadante se llevó a alícuotas de 20 µl como máximo y se 

mantuvieron a -20 ºC hasta su uso. 

 

5.18. Análisis de NFκB fosforilado por electroforesis e inmunotinción. 

5.18.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-

PAGE). 

Para la separación y caracterización de las diferentes muestras se 

desarrolló la metodología propuesta por Laemmli (1970); donde se utilizó el 
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sistema de electroforesis MiniProtean 3 de Bio-Rad, empleando geles de 8x7.3 cm 

y 0.75 cm de espesor a una concentración de 10% de SDS-poliacrilamida con 

capacidad para 10 muestras. Enseguida se presenta la composición de las 

distintas soluciones usadas. 

Gel separador: él gel utilizado para la separación del NFB se encontraba a una 

concentración final de 10% de acrilamida. 

Agua destilada 4.02 ml 

Tris HCl pH 8.8 (1.5 M Trizma® Base, 0.014M SDS) 2.5 ml 

Acrilamida (30% Acrilamida/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 

 

Gel concentrador: 

Agua destilada 3.5 ml 

Tris HCl pH 6.8 (0.5 Trizma® Base, 0.014M SDS) 5.0 ml 

Acrilamida (30% Acrilamida/0.8% bisacrilamida) 1.3 ml 

APS 0.44 M 50 µl 

TEMED 10 µl 
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Total 10 ml 

Solución tampón para muestras: 

Tris HCl pH 6.8 (0.5 Trizma® Base, 0.014M 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 

 

Solución de corrida: es una solución de 0.025 M Trizma® Base, 0.25 M Glicina, 3.5 

mM SDS, pH 8.3. 

Preparación de la muestra a analizar: 

Las muestras eran disueltas de forma que no se excedieran los 100 µg de 

proteína en 20 µl de acuerdo a las necesidades de cada ensayo. Posteriormente 

la cantidad de proteína deseada se ajustó a 30 µl con la solución tampón para 

muestras y se llevó a baño maría en ebullición durante 5 minutos.  

Condiciones de la electroforesis: 

Se cargaron las diferentes muestras junto con un marcador de PM de amplio 

espectro Amersham Full-Range Rainbow (GE Healthcare) de proteínas de 

diferentes PM (12 000-225 000 Da). Finalmente la electroforesis se corrió a 80 volts 

durante hora y media aproximadamente. 
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5.18.2. Electrotransferencia. 

Una vez terminada la electroforesis, las fracciones proteicas se transfirieron 

electroforéticamente a una membrana de Polivinildieno fluorado (PVDF) (Millipore 

Corporation, Bedford, EUA) por 2 hrs a 200 mAmp o 24 hrs a 12 mAmp con una 

solución de transferencia (0.024M Trizma® Base, 0.186 M glicina, 4.1 M metanol). 

Posterior a esto, se lavó la membrana en solución de transferencia limpia y se dejó 

secar para continuar con la inmunitinción. 

5.18.3. Inmunotinción de proteínas por quimioluminescencia. 

Una vez seca la membrana se sumergió en metanol al 100% para 

equilibrarla y se bloqueó con leche en polvo al 5% en solución tampón TBS (NaCl 

0.5M, Tris HCl 0.02M) por una hr en agitación a temperatura ambiente. Se incubó 

la membrana con los anticuerpos IgG de conejo anti-p65 fosforilado (Ser536) (PM 

65 kDa; Cell Signaling CAT No. 3033, EUA) o IgG de ratón anti--actina (PM 42 kDa; 

Sigma-Aldrich CAT No. A1978; St. Louis, EUA) diluidos 1:1000 en TBS con leche en 

polvo al 5% durante toda la noche a 4°C y agitación constante. Enseguida se lavó 

la membrana 1 vez 5 min con agua destilada, 2 por 10 min con TBS a 0.2% Tween 

20 (TTBS) y 1 x 5 min con TBS. Se incubó la membrana por 2 hrs a temperatura 

ambiente y agitación constante con el anticuerpo secundario, IgG de cabra anti-

IgG de conejo unido a fosfatasa alcalina (PA) (Sigma aldrich CAT No. A3387, St. 

Louis, EUA) para p-65 e IgG de cabra anti-IgG de ratón unido a PA (Zymed CAT 

No. 81-6522, San Fco California, EUA) para  -actina, ambos en una dilución 1:5000 

en leche en polvo en TBS al 5%. Se hicieron dos lavados con TTBS de 15 minutos 

cada uno y cinco de 5 minutos, además de uno con TBS de 5 minutos. La 

membrana se incubó por 5 minutos en el sustrato quimioluminiscente de fosfatasa 

ImmobilonTMWestern (Millipore; Billerica, MA. EUA), posteriormente, se eliminó el 

exceso del mismo y se cubrió con dos capas película plástica para la exposición 

durante 10 minutos a una placa fotográfica en la oscuridad. En condiciones de 
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oscuridad, la placa se sumergió en revelador ©Kodak hasta la aparición de 

bandas características en los controles y se lavó en fijador ©Kodak por unos 

segundos. La reacción se detuvo con agua destilada. La cuantificación de las 

bandas proteicas se realizó por densitometría usando un sistema de análisis de 

imágenes de Kodak (Kodak Digital Science, Eastman Kodak Company, Rochester, 

USA). El resultado finalmente se reportó en porcentaje de abundancia relativa de 

la proteína de estudio, que se calculó como la relación de la intensidad de la 

media de la banda de p65 fosforilado entre la de la -actina y fue normalizado en 

base al valor obtenido en los mastocitos sin estímulo (en estado basal). 

 

5.19. Análisis estadístico. 

Los datos se presentan como la media de los valores ± S.E.M. El análisis 

estadístico se realizó mediante la prueba t de Student. Los datos de la tasa de 

supervivencia se analizaron por la prueba de χ2. Las diferencias se consideraron 

estadísticamente significativas cuando p<0.05. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Efecto de la administración de GMPb vía oral sobre la 

producción de IgEs alérgeno‐específicas en ratas sensibilizadas 

con alérgeno. 

Previamente a la sensibilización con OVA, se extrajo sangre tanto de las 

ratas del grupo sensibilizado sin tratamiento (S), con tratamiento con GMPb (ST), 

así como control de la sensibilización (SH), quedándonos con la fracción del suero 

que se le conoce como “suero pre‐inmune”. Así mismo, en los días 7, 14, y 21 se 

obtuvo sangre de cada uno de los animales de los tres grupos y se separó el suero 

para su posterior análisis mediante la técnica de ACP. 

Los resultados de la titulación de IgE muestran, en primer lugar, que 

ninguno de los sueros pre-inmunes contenía IgE específica para la OVA. Esto 

indica que los animales no estaban previamente sensibilizados a OVA y que no 

poseían anticuerpos IgE que pudieran generar una reacción falsa-positiva. 

Durante la sensibilización los sueros de los animales del grupo S, sufren un ligero 

aumento en los niveles de IgE anti-OVA en el día 7 (1:21 ± 6.11), estos se 

incrementan significativamente al máximo nivel en el día 14 (1:94 ± 21.91, p < 

0.001), para posteriormente y de forma rápida disminuir en el día 21 (1:32 ± 19.26). 

En los animales ST, los títulos de IgE anti‐OVA mostraron un ligero aumento en el 

día 7, similar al reportado en los animales S, y se mantuvieron constantes durante 

el resto del estudio (título promedio de 1:18 ± 1.60). En el día 14, día con el pico 

máximo en el título de IgE anti-OVA de los animales S, el tratamiento con GMP (ST) 

generó una disminución significativa en los niveles de anticuerpos IgE alérgeno-

específicos en las ratas, en comparación con el grupo S (p < 0.001) (Figura 12a). 

Con la finalidad de demostrar que las reacciones de extravasación producidas 

en la ACP durante la titulación de los sueros eran generadas por la IgE y para 
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excluir una posible respuesta mediada por IgG1, se inactivaron sueros de ratas S y 

STs a 56 °C por una hora y se analizaron por ACP. La inactivación erradicó la 

reacción en la ACP, indicando que la IgE era el anticuerpo inductor de la 

reacción (Fig. 12c). El suero de los animales SH fue negativo durante todo el 

estudio. 

                         

 
Figura 12. Titulación de IgE anti-OVA de sueros de ratas Wistar sensibilizadas con OVA con y sin 

tratamiento con GMPb. a) Titulos de IgE anti-OVA en sueros de animales sensibilizados, tratados con 

GMPb (▲, n=13) y sin tratamiento (■, n=10), a las 0, 7, 14 y 21 días de la sensibilización; *p < 0.001 vs 

día 0, 7 y 21en S; +p < 0.01 vs día 14 en S. b) Fotografía de las reacciones generadas en la piel dorsal 

por diluciones crecientes, de 1:2 a 1:64 de dos sueros de ratas S, solución salina (SS) e histamina (H), 

durante la titulación por ACP. c. Inactivación de sueros inmunes de animales sensibilizados. El suero 

se calentó a 56 °C para inactivar a la IgE. Las reacciones de ACP se desarrollaron con muestras de 

suero (diluido 1:2 en solución salina) de tres animales S, tres animales ST y de los mismos animales 

pero previamente inactivados (S’ y ST’). 

a) 

b) c) 
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6.2. Efecto del GMPb administrado vía oral sobre la producción de citocinas 
asociadas a la alergia. 

El efecto del GMPb vía oral sobre la síntesis de citocinas asociadas a la 

respuesta inmune en la alergia se determinó en esplenocitos ex vivo. En primera 

instancia, se evaluó el efecto del pre-tratamiento con el péptido sobre la 

proliferación de esplenocitos de animales sensibilizados frente a OVA y 

posteriormente sobre la síntesis de tres citocinas producidas durante el desarrollo 

de la alergia: dos asociadas al perfil Th2 (IL-4 e IL-13) y una inmuno-reguladora (IL-

10), en estas mismas células. 

6.2.1. Efecto del GMPb vía oral sobre la proliferación de esplenocitos de ratas 

sensibilizadas con OVA. 

La técnica empleada para determinar la proliferación de los esplenocitos 

fue el ensayo del MTT (técnica adaptada de Mossman, 1983). Para ello 

primeramente se determinó la densidad celular y la concentración del mitógeno 

óptima en incubaciones celulares de 72 hrs. Los resultados indicaron que aun 

cuando la ConA estimuló la proliferación de esplenocitos tanto con 2 y 5 µg/ml, 

ya sea a una densidad de2x105 células (1.39 ± 0.06, p < 0.05; 1.53 ± 0.03, p < 0.01) o 

de 5x105 células (1.39 ± 0.03, p < 0.005; 1.33 ± 0.03, p < 0.01), fue mayor el IE 

obtenido cuando se trabajó con 1 µg/ml a una densidad celular de 2x105 (1.68 ± 

0.11, p < 0.05) esplenocitos en 100 µl de medio. Con estas condiciones de ensayo 

se aumentó la población celular en un 67 % respecto a las células sin estimular 

(control) (figura 13). 
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Figura 13. Estandarización de ensayo de proliferación de esplenocitos. La proliferación de 

2*105 y 5*105  células del bazo de ratas estimuladas con el mitógeno Concanavalina A (ConA, 1, 2 y 

5 µg/ ml) se evaluó con la técnica del MTT. La respuesta proliferativa se indicó como índice de 

estimulación (IE), el cual resultó de dividir la DO de las células con estímulo entre las células en 

estado basal. n= 3; **p < 0.005, *p < 0.01 y +p < 0.05 respecto a su control. 

Para determinar el efecto de la administración del GMPb sobre la 

respuesta proliferativa de los linfocitos, se aislaron células de bazo de animales S y 

ST al día 14 de la sensibilización y se cultivaron con o sin mitógeno o en presencia 

de diferentes concentraciones del alérgeno.  

Como se muestra en la figura 14, se observó un marcado incremento en la 

respuesta proliferativa generada por la ConA y el alérgeno en esplenocitos de 

animales sensibilizados (S). El tratamiento oral con GMPb resultó en una 

significativa inhibición de la respuesta linfoproliferativa a 0.1 (1.06 ± 0.02 vs 1.25 ± 

0.03; p < 0.05) y 0.5 mg/ml (0.97 ± 0.04 vs 1.12 ± 0.02; p < 0.05) de OVA a las 72 hrs. 

Mientras que a las 96 hrs se repitió el fenómeno a las tres concentraciones  usadas 

del alérgeno, 0.1 (0.98 ± 0.02 vs 1.22 ±0.03; p < 0.0005), 0.5 (0.93 ± 0.03 vs 1.1 ± 0.03; 

p < 0.05) y 2 (0.98 ± 0.03 vs 1.12 ± 0.04; p < 0.05) mg/ml. Aunque también las células 

del bazo de ratas tratadas con GMPb (ST) mostraron una reducción en los niveles 

de proliferación en respuesta al mitógeno comparado con los de los animales no 
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tratados (S), tanto a las 72 (1.09 ± 0.03 vs 1.32 ± 0.04; p < 0.005) como a las 96 (1.14 

± 0.04 vs 1.47 ± 0.07; p < 0.005) hrs, la respuesta linfoproliferativa no fue eliminada 

totalmente. Después del tratamiento, la proliferación de los linfocitos con ConA 

fue significativamente mayor a la de los controles, ya sea a las 72 hrs (bp < 0.01) 

como a las 96 hrs (ap < 0.001). Estos resultados sugieren un efecto supresor del 

GMPb sobre la respuesta proliferativa de los linfocitos alérgeno-específicos 

durante el desarrollo de la alergia y solo parcialmente cuando son activados por 

ConA. 

 

Figura14. El pre-tratamiento con GMPb inhibe la respuesta proliferativa alérgeno específica de 

esplenocitos. IE de esplenocitos estimulados con ConA (1μg/ml), 0.1, 0.5 y 2.0 mg/ ml de OVA o 

medio de cultivo solo (control) sobre células aisladas de bazos de ratas sensibilizadas a OVA con (ST) 

y sin tratamiento (S), a las a) 72  y b) 96 hrs. de estímulo. n= 24 en cada grupo (8 ensayos por 

triplicado). *p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005 comparado con el control S; +p < 0.05, ++p < 0.005, 

+++p < 0.0005 comparado con esplenocitos S en una misma condición;  cp < 0.05, bp < 0.01,  ap < 

0.001 comparado con el control ST.  

a) 

b) 
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6.2.2. Efecto del GMPb vía oral sobre la síntesis de IL-4, IL-13 e IL-10 por  

esplenocitos de ratas sensibilizadas con OVA. 

El efecto del pre-tratamiento con GMPb sobre la síntesis de citocinas 

relacionadas con la respuesta alérgica, se examinó cuantificando la producción 

de IL-4, 1L-10 e IL-13 por parte de esplenocitos de ratas sensibilizadas con OVA. 

Células del bazo de ratas S y ST al día 14 de la sensibilización, fueron incubadas 

con OVA, ConA  o en medio de cultivo (control) para la cuantificación de las 

citocinas. Como se muestra en la figura 15a, se detectaron altos niveles de IL-10 

(518.29 ± 131.56 vs 64.99 27.9, p < 0.05) e IL-13 (213.99 ± 55.95 vs 53.45 ± 15.97, p < 

0.01) en los sobrenadantes de cultivos de esplenocitos estimulados con él 

mitógeno, respecto a sus controles, pero no así en la IL-14. En los sobrenadantes 

de esplenocitos estimulados con diferentes concentraciones de OVA, 0.1 mg/ml 

(613.05 ± 137.36; p < 0.05), 0.5 mg/ml (999.27 ± 165.49; p < 0.005) y 2.0 mg/ml 

(969.89 ± 150.25; p < 0.005) nuevamente se incrementaron significativamente los 

niveles de  IL-10 en comparación a los valores basales (control). En el caso de la IL-

13 solo se vio elevada cuando los esplenocitos se estimularon con 2.0 mg/ml 

(838.918 ± 200.29; p < 0.001) de OVA. No se observaron cambios significativos con 

respecto a la secreción de IL-4 cuando se estimularon los esplenocitos con el 

alérgeno.  

Con el propósito de determinar si la administración de GMPb tiene efecto 

sobre la síntesis de estas citocinas, se aislaron células del bazo de animales 

sensibilizados con OVA y tratados (ST). Las células se estimularon con el mitógeno 

o el alérgeno. Como se muestra en la figura 15b, la administración oral del GMPb 

no influye sobre la producción de IL-4 e IL-10 por esplenocitos estimulados, ya sea 

con ConA o con el alérgeno; pero si lo hace fuertemente sobre la síntesis de IL-13 

(242.519 ± 43.30, ap < 0.001) cuando los esplenocitos son estimulados con él 

alérgeno, ya que inhibe su producción en un 64 % aproximadamente. 
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Figura 15. Efecto de GMPb sobre la síntesis de citocinas asociadas a la alergia. a) Concentración de 

IL-4, IL-10 e IL13 en sobrenadantes de cultivo de esplenocitos en medio de cultivo solo (control), 

estimulados con ConA (1 µg/ml) u OVA (0.1, 0.5 y 2 mg/ml). b) Comparación de la producción de IL-

4, IL-13 e IL-10 por esplenocitos de animales sensibilizados con (ST) y sin (S) tratamiento, estimulados 

con 1 µg/ml de ConA y 2 mg/ml de OVA. n=3 bazos. +p<0.05 respecto al control ST; +p < 0.05; *p < 

0.01, **p < 0.005, ***p < 0.001 comparado con el control de cada citocina. ap < 0.001 comparado 

con IL-13 en animales S.  

 

    

 

a) 

b) 
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6.3. Efecto de la administración oral del GMPb sobre la intensidad de 

la respuesta inflamatoria aguda localizada y sistémica. 

6.3.1. Efecto de la administración oral de GMPb previo a la sensibilización, sobre 

la intensidad de la respuesta inflamatoria aguda local. 

Para investigar si el GMPb modifica la intensidad de la respuesta 

anafiláctica cutánea inducida por el alérgeno, la OVA fue inyectada i.d. en  el 

dorso de ratas sensibilizadas y la magnitud de la respuesta inflamatoria fue 

evaluada 30 min después. Los datos normalizados de la cantidad de azul de 

Evans en el tejido indicó la extravasación activada por el alérgeno. Se sabe, que 

soluciones concentradas de proteínas de alto peso molecular incrementan la 

permeabilidad de la piel de manera dependiente de la dosis, generando un 

proceso inflamatorio inespecífico, tanto en animales sensibilizados como no 

sensibilizados (Brocker y cols., 2012). En este sentido, se ha demostrado que la 

inyección i.d. de los antígenos usados en las inmunizaciones puede desarrollar 

una reacción cutánea en animales no sensibilizados (Church, 1975). Por ello se 

comparó el efecto provocado por concentraciones crecientes de OVA (de 3.92 

a 125 μg en 50 μl de s.s.) sobre la permeabilidad vascular en ratas sensibilizadas (S) 

y ratas control de la sensibilización o Sham (SH). La inyección de la OVA 

incrementó la permeabilidad vascular de una forma dependiente de la dosis 

tanto en animales S como SH. Sin embargo, la cantidad de azul de Evans 

extravasado por los animales S fue mayor que por los SH y esta diferencia fue 

significativa a menores concentraciones de OVA (figura 16a). Así, tras la inyección 

del alérgeno la intensidad del proceso inflamatorio generado, medido en función 

de la cantidad de colorante extravasado, fue significativamente mayor en los 

animales S que en los animales SH para las concentraciones de 3.92 μg (0.86 ± 

0.11 vs 0.33 ± 0.04 μg/sitio; p < 0.05), 7.83 μg (1.09 ± 0.10 vs 0.37 ± 0.04 μg/sitio, p < 

0.01), 15.6 μg (1.92 ± 0.30 vs 0.52 ± 0.08 μg/sitio; p < 0.05) y 31.2 μg (1.99 ± 0.07 vs 

1.13 ± 0.20 μg/sitio; p < 0.05) de OVA. Sin embargo; con soluciones más 

concentradas de OVA la diferencia significativa se perdió. Se decidió elegir las 

concentraciones de 15.6 y 31.2 μg de alérgeno, porque además de presentar 
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diferencias significativas entre las extravasaciones del colorante en los animales S 

y SH, fueron con estas concentraciones con las que se obtuvieron las diferencias 

más amplias, como se puede observar en la figura 16.  

 

Figura 16. a. Curva dosis respuesta tras la inyección i.d. de dosis crecientes de OVA en ratas S (▲) y 

SH (■). n= 4; +p < 0.05; *p < 0.01 respecto a SH a la misma concentración de OVA. b. Ejemplo de la 

extravasación de azul de Evans generada por distintas concentraciones (g) de OVA, solución 

salina (SS) e histamina (H) en un animal SH. 

 

La ACA se desarrolló por inyección i.d. de 15.6 y 31.2 µg de OVA en 

animales SH, S y ST (figura 17b, c y d, respectivamente). Los animales del grupo S 

indujeron una extravasación de colorante 18 y 12 veces superior (2.81 ± 0.43 vs 

0.15 ± 0.06; 3.08 ± 0.37 vs 0.25 ± 0.11 μg/sitio) a la obtenida en animales SH tras 

retarlos i.d. con 15.6 y 31.2 μg de OVA, respectivamente. Estos datos demuestran 

la sensibilización de los mastocitos en los animales del grupo S. La administración 

del GMPb redujo significativamente en un 58% (1.65 ± 0.30 vs 2.81 ± 0.43 μg/sitio) y 

un 54% (1.67 ± 0.09 vs 3.08 ± 0.37 μg/sitio) la intensidad de la respuesta inflamatoria 

generada en los animales ST por la inyección i.d. de 15.6 y 31.2 μg de OVA, 

respectivamente, en relación a la obtenida en los animales S (figura 17a). 

b) a) 
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Figura 17. Efecto del GMPb sobre la anafilaxia cutánea activa en ratas sensibilizadas con OVA. a) 

Concentración de azul de Evans extravasado en ratas SH,  S y ST. *p < 0.01 respecto a S con 15,63 

μg/ 50 μl; **p < 0.001 respecto a S con 31.25 μg/ 50 μl; n=12 (4 ratas por triplicado).  Ejemplos de 

procesos inflamatorios generados por la aplicación de 15.63 y 31.2 μg/μl de OVA en ratas: b) control 

de la sensibilización (SH), c) sensibilizada (S) y d) sensibilizada con tratamiento (ST). 

 

Estos resultados demuestran que la administración oral de GMPb reduce 

abruptamente la intensidad del proceso inflamatorio local generado en la fase 

temprana de la alergia tras el contacto con el alérgeno que indujo la 

sensibilización.  
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6.3.2. Efecto de la administración oral de GMPb posterior a la sensibilización, 

sobre la intensidad de la respuesta inflamatoria aguda local. 

Con el fin de establecer si el GMPb también ejerce algún efecto al 

administrarse después de la sensibilización, se trabajó con animales  en los que el 

tratamiento comenzó después del día 11 de la primera inmunización con el 

alérgeno. La ACA se desarrolló por inyección i.d. de 15.6 y 31.2 µg de OVA en 

animales SHP, SP y STP. Después de la administración i.d. del alérgeno se generó 

una lesión inflamatoria muy intensa en los animales SP (2.4±0.18 y 2.14±0.14 para 

15.6 y 31.2 μg de OVA, respectivamente) y STP (2.69±0.4 y 2.18±0.32 para 15.6 y 

31.2 μg de OVA, respectivamente), que fue significativamente mayor a la de los 

animales SHP (0.18±0.11 y 0.41±0.14, para 15.6 y 31.2 μg de OVA, respectivamente; 

p<0.001). Estos datos confirman la adecuada sensibilización de los animales. Sin 

embargo, la administración del GMPb a los animales posterior a la sensibilización 

(grupo STP) no modificó la intensidad de la respuesta inflamatoria aguda local 

generada en los animales SP tras la inyección i.d. de 15.6 (2.69±0.4 vs 2.4±0.18) y 

31.2  μg (2.18±0.32 vs 2.14±0.14) de OVA (figura 18). 

 

Figura 18. Efecto del GMPb, posterior a la sensibilización con OVA, sobre la anafilaxia cutánea 

activa en ratas Wistar. El efecto se expresó como concentración de azul de Evans (AE) extravasado 

en ratas SHP,  SP y STP. ***p<0.001; n=18 (6 ratas por por triplicado). 

 



RESULTADOS Página 86 

6.3.3. Efecto de la administración oral de GMPb sobre la reacción anafilactoide 

local inducida por el C48/80. 

 

Figura 19. Efecto del GMPb sobre la respuesta anafilactoide aguda local inducida por C48/80, 1 y 5 

μg  en 50 μl de SS, en ratas Wistar. El efecto se expresó como concentración de azul de Evans 

extravasado (μg/sitio) en ratas C y T. *p < 0.05; n= 9 (3 por triplicado). 

 

Como ya se mostró anteriormente, el GMPb reduce la intensidad de 

respuesta anafiláctica localizada en ratas sensibilizadas con OVA. Con la 

intención de establecer si esta reducción pudiera deberse a una inhibición o 

regulación directa sobre la activación de los mastocitos, independientemente de 

su acción sobre la producción de IgE e IL-13, se desarrolló una respuesta 

anafilactoide local por inyección i.d. del C48/80 en animales controles (C) y 

tratados (T). Ya se sabe que además de la activación de los mastocitos por el 

alérgeno, estos pueden ser activados de manera inespecífica o independiente a 

la IgE por otras sustancias, como el C48/80. Tras la inyección del compuesto, se 

observó que los animales del grupo T, generaron una extravasación de azul de 

Evans mayor o igual a la generada en los animales sin tratamiento, ya sea para 1 

μg (1.27 ± 0.11 vs 0.77 ± 0.18; p < 0.05 μg/sitio) o 5 μg (2.27 ± 0·53 vs 2.77 ± 0.15 

μg/sitio) de C48/80 en 50 μl de s.s. (figura 19). Estos resultados indican que la 

disminución en la intensidad de la respuesta inflamatoria alérgica en los animales 
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no se debe a un efecto inhibitorio directo del GMPb sobre los mecanismos de 

activación del mastocito. Además, la administración del GMPb a los animales 

exacerbó la intensidad de respuesta anafilactoide cutánea generada tras la 

inyección de 1 μg de C48/80 en 50 μl de s.s. 

6.3.4. Efecto de la administración oral del GMPb previo a la sensibilización, sobre 

la intensidad de la respuesta inflamatoria sistémica. 

El efecto del GMPb sobre la anafilaxia sistémica fue evaluado mediante el 

análisis comparativo de la severidad  de la respuesta, cambios en la temperatura 

y la tasa de supervivencia entre animales de los grupos S y ST, tomando como 

control negativo los valores del grupo SH. En primer lugar, el 81.81% de los 

animales del grupo SH no presentaron signos característicos de la anafilaxia 

sistémica experimental (puntuación 0)  y el 18.18% restante solo alcanzaron el nivel 

1, ya que se rascaron y frotaron alrededor de la nariz y la cabeza; de ahí que la 

media de la puntuación fue de 0.18 (rango de puntuación: 0-1). Por otro lado los 

animales sensibilizados mostraron el mayor grado de intensidad en sus signos, pues 

el 100% de ellos murieron de anafilaxia fatal durante los 60 minutos posteriores al 

reto con el alérgeno (media de la puntuación: 5). Sin embargo, el pre-tratameinto 

con GMPb redujo significativamente (p < 0.05) la media de la puntuación de los 

animales sensibilizados a 4.3 (rango de puntuación: 2-5). En el grupo ST, los 

animales mostraron signos como disminución de la actividad con incremento de 

la frecuencia respiratoria o hinchamiento alrededor de los ojos (puntuación 2, un 

7.7% de los animales), respiración asmática o cianosis alrededor de la boca o 

cola (puntuación 3, un 23.1% de los animales) o muerte por anafilaxia fatal 

(puntuación 5, 69.29% de los animales) (figura 20a).  

Por otro lado, la temperatura rectal siguió un patrón que concuerda con el 

de la intensidad de los signos del choque anafiláctico. Como se puede ver en la 

figura 20b, no se observaron cambios importantes en la temperatura de los 

animales SH, ya que se registró en un rango entre 37 a 38 °C, manteniéndose 

constante durante todo el estudio. Los animales S mostraron una caída de 1 a 4 
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°C de su temperatura inicial durante los 50 minutos posteriores al reto con el 

alérgeno, observándose diferencias significativas (p < 0.01) respecto al grupo SH a 

partir de los primeros 10 minutos. Por otro lado, los animales ST mostraron un 

comportamiento semejante a los del grupo S los primeros 30 minutos. Sin embargo 

después del registro a los 40 minutos, la temperatura comenzó con una 

recuperación importante, sin llegar a ser significativo con respecto a los animales 

S y manteniéndose aún significativamente diferente respecto a SH (p < 0.001), 

pues solo se recuperó 1.1 °C. Estos datos indican que las ratas que sobrevivieron 

en el grupo ST se estaban recuperando de la caída en la temperatura. 

 

Figura 20. Efecto inhibitorio del pret-ratamiento con GMPb en la anafilaxia sistémica inducida por el 

alérgeno. a) puntuación de signos de anafilaxia a los 60 minutos posteriores al reto i.v. con OVA. 

Cada símbolo representa una rata. b) Temperatura rectal justo antes del reto con el alérgeno y 

cada 10 minutos durante los siguientes 60 minutos. Los valores representan la media ± SEM, n = 11 en 

los grupos SH y S y n = 13 en el grupo ST. *p<0.05 comparado con  S; +p < 0.01; ++p < 0.001 

comparado con SH en un mismo tiempo. 

Por otro lado, en relación a la tasa de supervivencia, los animales SH 

mostraron una tasa de supervivencia del 100% tras el reto con OVA. En las ratas 

sensibilizadas, el porcentaje de supervivencia disminuyó conforme avanzó el 

tiempo, llegando a 0 % a los 60 minutos del reto con el alérgeno.  Sin embargo, la 

tasa de supervivencia de los animales ST solo cayó al 30.77% a los 40 minutos del 

reto con el alérgeno, y se mantuvo así por el resto de la evaluación, llegando a 

ser significativa la diferencia con respecto al grupo S a los 60 minutos de la 

inducción del choque anafiláctico (p < 0.05) (tabla 1). Este resultado finalmente 
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demuestra que el pre-tratamiento con GMPb fue  efectivo protegiendo a las ratas 

en la reacción anafiláctica inducida por el alérgeno. 

Tabla 1. Tasa de supervivencia  después del choque anafiláctico inducido por OVA en animales SH, 

S y ST. 

Grupo Supervivencia (%) (vivos/total) 

30 min 40 min 50min 60min 

SH 100 (11/11) 100 (11/11) 100 (11/11) 100 (11/11) 

S 72.7 (8/11) 23.27 (3/11) 9.1% (1/11) 0% (0/11) 

ST 69.23 (9/13) 30.77 (4/13) 30.77 (4/13) 30.77 (4/13)* 

*p<0.05 comparado con S a los 60 minutos. Analizado por la prueba de χ2. 

 

6.3.5. Efecto de la administración oral de GMPb sobre la reacción anafilactoide 

sistémica inducida por el C48/80. 

Al igual que en la anafilaxia aguda localizada se buscó determinar el 

efecto del GMPb sobre la activación de los mastocitos independiente de IgE. 

Para ello, se avaluó la respuesta anafilactoide sistémica inducida por el C48/80 en 

animales controles (C) y tratados (T). Primeramente se observó como en ambos 

grupos se reprodujeron los signos de la anafilaxia sistémica sin encontrar 

diferencias significativas entre ellos, ya que en el 100% de los animales T (8 de 8) y 

88% de los C (10 de 11) alcanzaron una puntuación de 5 en los signos de 

anafilaxia (figura 21a). Sin embargo, respecto a la temperatura rectal si se 

observó un menor descenso en los animales con tratamiento (1.47 ± 0.09 vs 2.4 ± 

0.21; p < 0.001) que en los controles, aun cuando en ambos grupos (C y T) hubo 
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una caída progresiva en la misma, manifestación que está asociada al choque 

anafiláctico sistémico (figura 21b).  

 

Figura 21. Efecto del GMPb sobre la reacción anafilactoide inducida por el C48/80. a) puntuación 

de signos de anafilaxia a los 60 minutos posteriores al reto intravenoso con C 48/80. Cada símbolo 

representa una rata. b) Temperatura rectal justo antes del reto con el C48/80 y cada 10 minutos 

durante los siguientes 60 minutos. Los valores representan la media ± SEM. n = 8 en el grupo C y n = 

11 en el grupo T. *p<0.05, **p<0.005 respecto al grupo C en un mismo tiempo. 

 

 

Por último, en congruencia con los signos de anafilaxia sistémica, se 

observó que a los 60 minutos del registro la tasa de supervivencia en los animales 

C y T fue de 0 % (0 de 8) y 12 % (1 de 11) respectivamente. Estos resultados 

sugieren que el GMPb no ejerce efecto protector significativo sobre la reacción 

anafilactoide sistémica inducida por el C 48/80. 

 

6.4. Activación de los mastocitos bajo el efecto del GMPb en un 

modelo in vitro.  

El efecto directo del GMPb sobre la activación de los mastocitos se evaluó 

en un modelo in vitro. Primeramente analizando la liberación de mediadores 

preformados, como lo son la histamina y la β-hexosaminidasa. Posteriormente 

evaluando la activación  del factor nuclear NFκB para la síntesis de novo de 

diferentes citocinas. 

a) b) 
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6.4.1. Secreción de mediadores preformados de los mastocitos bajo el efecto 

del GMPb en un modelo in vitro. 

Con el propósito de determinar el efecto directo del GMPb sobre la 

desgranulación y secreción de mediadores preformados, se desarrollaron ensayos 

in vitro para cuantificar la liberación de histamina espectrofluorométricamente. Se 

obtuvieron mastocitos peritoneales de rata y se incubaron con y sin GMPb a 

diferentes concentraciones (de 0.01 a 50 mg/ ml). Se eligieron estas 

concentraciones debido a datos reportados anteriormente, en donde ya se ha 

demostrado que el GMPb tiene un efecto inmunomodulador dependiente de la 

dosis (Li y Mine, 2004). Como control positivo de desgranulación se utilizó C48/80. 

En paralelo se corrieron muestras a las mismas concentraciones de GMPb pero sin 

células, para eliminar cualquier interferencia que pudiera haber generado el 

GMPb, por su origen proteico, en el procesamiento de las mismas para su lectura 

por espectrofluorometría. 

 

Figura 22. Histamina secretada durante la incubación de los mastocitos solos, con GMPb a 0.01, 0.05, 

0.10, 1, 5, 10 y 50 mg/ml, o 5 μg/ml  de C48/80. **p<0.0005, *p<0.001 respecto al basal. n = 9 (3 por 

triplicado). 

 

Aun cuando los resultados marcaron un aumento significativo en la 

secreción de histamina por los mastocitos estimulados con 10 (27.15 ± 1.46 %; p < 
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0.0005) y 50 (24.31 ± 1.75 %, p < 0.001) mg/ml de GMPb respecto a las células sin 

estímulo (17.45 ± 0.96), no se consideraron estos resultados como un indicador de 

la activación de la célula por parte del péptido, debido a que las muestras sin 

células, dieron lecturas semejantes a las de las muestras con células (resultados no 

reportados). El porcentaje de secreción de histamina alcanzado con el C48/80 

(38.94 ± 1.5 %; p<0.0001) dejó en claro la viabilidad de las células (figura 22). Estos 

resultados indican que la cuantificación de histamina por espectrofluorometría no 

es un ensayo adecuado para estudiar la desgranulación de los mastocitos 

inducida por el GMPb. Por este motivo se inició con ensayos para cuantificar 

secreción de β-hexosaminidasa, enzima preformada muy utilizada como 

indicador de desgranulación en esta población celular (Lundequist y Pejler, 2011). 

Además, al ser un ensayo enzimático, la probabilidad de que el GMPb genere 

alguna interferencia es mínima por la especificidad al sustrato. 

Para ello las células fueron estimuladas con diferentes cantidades de 

GMPb, concentraciones ya consideradas para el ensayo de histamina (0.01 a 

1mg/ml). Además se incluyeron concentraciones menores, de 10 a 500 ng/ml. En 

la figura 23a, se observa un aumento  significativo entre la β-hexosaminadasa 

liberada por las células estimuladas con 10 (7.48±0.43) y 100 (7.08±0.57) µg/ml de 

GMPb respecto a las células en su estado basal (6.09±0.31). Sin embargo estas 

diferencias no son realmente importantes ya que solo hay un aumento de 1.39 o 

0.99 %, respectivamente en la secreción de β-hexosaminadasa cuando las células 

se estimulan con ambas concentraciones de GMPb. En cambio, cuando las 

células son estimuladas con C48/80 se logró una liberación de 32.44±1.91 % de la 

enzima, porcentaje estadísticamente significativo respecto al de los mastocitos en 

estado basal (p<0.001).  

Por otro lado, en la figura 23b, se muestran los porcentajes de β-

hexosaminadasa secretada por los mastocitos al ser expuestos a cantidades más 

pequeñas de GMPb 10, 50, 100 y 500 ng/ml. Se encontró que dichas 

concentraciones de GMPb no son capaces de estimular directamente la 

desgranulación  del mastocito ya que inducen una secreción de  8.92% de β-
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hexosaminadasa, la cual es muy similar a la secretada por las células sin estímulo 

(8.26±0.44%); mientras que nuevamente, con el C48/80 (32.78±0.86%, p<0.001) se 

incrementó significativamente  el porcentaje de la enzima secretada en 

comparación a la secreción basal.  

  

Figura 23. Efecto directo del GMPb sobre la activación de mastocitos peritoneales a través de la 

secreción de β-hexosaminadasa. a) Concentración de β-hexosaminadasa secretada por mastocitos 

peritoneales estimuladas con 1, 10, 50, 100 y 1000 µg/ml de GMPb o 5 µg/ml C48/80. b) 

Concentración de β-hexosaminadasa liberada por mastocitos peritoneales, estimulados con 10, 50, 

100 y 500 ng/ml de GMPb o 5 µg/ml C48/80. *p<0.05, ***p<0.001 respecto al basal. n=3, por 

triplicado. 

En conjunto, todos estos resultados demuestran que el GMPb no induce in 

vitro de forma directa una desgranulación fisiológicamente significativa de los 

mastocitos. 

6.4.2. Activación del mastocito vía NF‐ κB inducida por el GMPb en un modelo in 

vitro.  

El efecto del GMPb sobre la activación de la vía del NFκB en los mastocitos, fue 

evaluada por inmuno blot utilizando anticuerpos frente a la subunidad p65 

fosforilada (p65-P). Como se observa en la figura 24, el ionóforo de calcio A23187 

más el éster de forbol PMA (IPMA) incrementaron la fosforilación de la subunidad 

p65 en un 27 % (p<0.05) después de 15 minutos de estímulo. La estimulación de los 

mastocitos con 0.01 y 1 mg/ml de GMPb durante el mismo tiempo no fue capaz 

de inducir un aumento significativo en la fosforilación de p65. Estos resultados 

a) b) 
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reflejan nuevamente que el GMPb por sí solo, no es capaz de activar 

directamente a los mastocitos de rata a través de la vía del NF‐ κB.  

                                                   

 

Figura 24. Efecto directo del GMPb sobre la fosforilación de p65 en mastocitos. a) Inmunoblot de 

mastocitos peritoneales en estado basal o activados con  A23187 más PMA (IPMA) o GMPb (0.01 o 

1.0 mg /ml). b) Análisis densitométrico de p65 fosforilado expresado como la media del porcentaje 

de abundancia relativa de las bandas ± SEM. n ≥ 3; *p<0.05. 
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7. DISCUSIÓN 

 

Durante este trabajo se ha demostrado que el pre-tratamiento oral con 

GMPb induce una reducción significativa en el desarrollo de la sensibilización 

sistémica experimental relacionada con la alergia. La administración del GMPb 

previo a la sensibilización con OVA reduce fuertemente los niveles de IgE 

antígeno‐específica, inhibe la respuesta proliferativa de esplenocitos a OVA y 

decrece la producción de IL‐13 estimulada por OVA en cultivos de células de 

bazo de animales sensibilizados. Además se ha mostrado que el pre-tratamiento 

con GMPb impacta sobre las manifestaciones clínicas de la hipersensibilidad 

cutánea inmediata con una reducción importante de la intensidad de la 

respuesta inflamatoria local. El GMPb también altera la respuesta anafiláctica 

sistémica de los animales mediante el aumento de la supervivencia y la 

disminución de los signos de la anafilaxia severa. A la par, se ha demostrado que 

el GMPb no ejerce un efecto directo sobre la activación del mastocito, ya sea en 

la desgranulación o en la translocación de NFB al núcleo en ensayos in vitro. 

La producción de IgE y la diferenciación de linfocitos al perfil Th2 son dos 

mecanismos inmunológicos esenciales para el desarrollo de la alergia (Ishizaka y 

cols., 1974, Okoye y Wilson, 2011). En nuestro modelo experimental, niveles 

elevados de IgE específica para la OVA  y de IL‐13 fueron cuantificados 

respectivamente en el suero y en los sobrenadantes de esplenocitos obtenidos de 

animales sensibilizados. Estas dos moléculas están relacionadas entre sí, pues ya se 

ha demostrado que la expresión de IgE puede ser regulada por la IL‐13 en ratones 

(Mackenzie y cols., 1998) y en pacientes con asma alérgica, se ha reportado que 

niveles elevados de IL‐13 se correlacionan con la producción de IgE (Van der 

Pouw Kraan y cols., 1998). Nosotros demostramos que el pre-tratamiento con 

GMPb reduce significativamente los niveles de IgE específica al antígeno cuando 

la síntesis de IgE es inducida experimentalmente en un modelo de alergia. Este 
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resultado está en concordancia con el efecto inhibitorio del GMPb en la 

producción de IL‐13 que nosotros reportamos. En esta misma línea, estudios 

previos realizados en ratón muestran que el GMP administrado en la dieta reduce 

los niveles de IgG específica a antígenos inyectados (Monai, Horimoto y Otani, 

1998).  En conjunto, estos resultados demuestran una función inmunomoduladora 

del GMPb administrado en la dieta sobre la respuesta inmune humoral.  

Estudios in vitro sobre el efecto del GMP en la modulación de la respuesta 

inmune humoral muestran un panorama diferente. En cultivos de esplenocitos 

murinos estimulados in vitro con LPS, el GMP mejora la producción de IgA como 

consecuencia del incremento de la población de células IgA-positivas (Yun y 

cols., 1996). Así, Snow Brand Milk Products (1996) ha patentado el uso del GMP 

para acelerar el crecimiento de linfocitos B humanos en cultivos celulares (pero 

no de linfocitos T), regulando positivamente el sistema inmune humoral. Este 

comportamiento diferente del GMPb sobre la modulación de la respuesta inmune 

humoral al ser empleado in vitro puede deberse al papel importante que 

desarrollan los linfocitos Th in vivo sobre la respuesta inmune humoral, células cuya 

función también es regulada por el GMPb (López Posadas y cols., 2010; Requena 

y cols., 2010). 

La IL-10 es secretada en grandes cantidades por esplenocitos de animales 

alérgicos en respuesta al alérgeno (Gerhold y cols., 2002; Perrier y cols., 2010). 

Nosotros detectamos altos niveles de esta citocina en los sobrenadantes de 

esplenocitos de animales sensibilizados activados por OVA o por mitógeno. La IL-

10 es una citocina reguladora secretada por un numeroso tipo de células, 

incluyendo células Th2, las cuales juegan un rol central en el control de los 

procesos inflamatorios (Fujio y cols., 2010). Se ha demostrado el papel de la IL-10 

en la regulación de la respuesta inmune al alérgeno (Moore y cols., 2001). Los 

niveles de IL-10 en los sobrenadante de esplenocitos se incrementan 

significativamente después de la inmunoterapia intranasal al compararse con 

esplenocitos de ratones no tratados, un modelo experimental de asma (Akkoc y 

cols., 2008). Además, hay evidencia de que en modelos animales de asma 
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alérgico, las células T reguladoras antígeno-específicas y naturales pueden limitar 

la enfermedad, en parte por mecanismos dependientes de IL-10 (Hawrylowicz y 

O´Garra 2005). Nosotros demostramos que la IL-10, aparentemente, no es un 

elemento clave en la inmuno-regulación que ejerce GMPb, ya que no hubo 

cambios en la síntesis de esta citocina en respuesta al antígeno o mitógeno 

después del tratamiento con GMPb. Esto concuerda con el hecho  de que el 

GMP no afecta la producción de IL-10 en células dendríticas estimuladas por LPS 

(Mikkelsen y cols., 2005). Además, estudios previos demuestran que la 

administración oral de GMPb incrementa la expresión del factor regulador de la 

transcripción Foxp3 en esplenocitos, indicando un efecto positivo en la 

diferenciación hacia células T reguladoras (Requena y cols., 2010). Por lo tanto, 

sería importante investigar que otro mecanismo regulador mediado por células T 

reguladoras pudiera estar involucrado en el efecto supresor del GMPb, tal como 

la secreción del factor transformador de crecimiento-β, la anergia y/o el contacto 

célula-célula. 

La proliferación de los esplenocitos es intensa en el desarrollo de la 

respuesta inmune adaptativa. La inhibición de la proliferación de esplenocitos 

puede ser usada para demostrar la supresión de una respuesta inmune como la 

alergia. Existen datos controversiales en relación al efecto in vitro del GMP sobre la 

proliferación de esplenocitos. Ya se ha demostrado que el GMP inhibe la 

proliferación de esplenocitos de ratón inducida por mitógenos (Otani y cols., 1992; 

Inagaki y Nagai, 2009). Sin embargo, estudios in vivo han reportado que la 

administración oral de una dieta suplementada con GMP a ratones, mejora la 

respuesta proliferativa de esplenocitos a ConA, pero sin cambios significativos en 

la respuesta a LPS o PHA (Monnai y cols., 1998). Nuestros resultados muestran que 

la administración oral de GMPb inhibe totalmente la respuesta proliferativa 

inducida por el alérgeno y solo en parte la generada por la ConA. Estos datos 

indican que la supresión inducida por el GMPb en la proliferación de esplenocitos 

es específica al antígeno y no altera las funciones generales inmunitarias de los 

linfocitos. Las diferencias observadas entre los resultados de los distintos estudios, 

ya sea in vivo o in vitro, pueden ser generadas por diferencias en las 
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concentraciones de GMP utilizadas (Otani y cols., 1992; Otani y Hata, 1995). 

Además, hay que recordar que en la respuesta inmune hay una interacción entre 

múltiples elementos celulares y moleculares, inmunológicos y no inmunológicos, 

que finalmente definen el resultado final de la reacción;  mientras que los ensayos 

in vitro solamente muestran la respuesta individual y aislada de un elemento 

celular.  

La reacción cutánea inmediata es un modelo para evaluar la activación 

de mastocitos de piel sensibilizados en respuesta al alérgeno específico inyectado 

intradérmicamente (Inagaki y Nagai, 2009). Nosotros observamos que el 

tratamiento con GMPb previo a la sensibilización disminuye de forma importante 

la intensidad de la reacción inflamatoria inducida por el alérgeno en la piel de 

ratas sensibilizadas; mientras que el tratamiento posterior a la sensibilización y 

previo a la activación de los mastocitos no genera cambio alguno en la 

intensidad de la respuesta inflamatoria tras la inyección i.d. del alérgeno. La 

reacción cutánea inmediata envuelve un proceso que va desde la producción 

de IgE hasta la activación de mastocitos de la piel mediados por IgE. Se sabe que 

la concentración de IgE unida a los receptores FcRI puede determinar la 

intensidad de la reacción que se genera por la activación de los mastocitos 

(González-Espinosa y cols., 2003). En este sentido, nosotros observamos que el 

GMPb no modifica la respuesta inflamatoria inducida por la inyección 

intradérmica del C48/80, lo que aparentemente indicaría que no tiene efecto 

sobre la activación de los mastocitos en la piel. Nosotros proponemos que es la 

caída en la síntesis de IgE la causa por la que el GMPb reduce la intensidad de la 

respuesta inflamatoria local en animales sensibilizados cuando son enfrentados al 

alérgeno, debido a que solamente el tratamiento previo a la sensibilización 

mostró una función protectora. 

La anafilaxia sistémica experimental es caracterizada por hipotermia, 

rascado con insistencia, disminución de la movilidad, hipotensión y finalmente la 

muerte en caso de un choque severo (Finkelman, 2007). Está bien establecido 

que la anafilaxia sistémica inducida por el alérgeno está principalmente mediada 
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por IgE, FcεRI, mastocitos e histamina en humanos (Simons, 2009). Recientemente 

se ha sugerido que una vía alternativa que involucra IgG, macrófagos, FcγRIII y el 

PAF se desarrolla en ratones durante la respuesta alérgeno-específica (Finkelman, 

2007). En ratas los elementos inmunes exactos que envuelven el desarrollo de la 

anafilaxia sistémica no están bien definidos. Estudios en ratas deficientes en 

mastocitos han demostrado que la respuesta hipotensiva en la anafilaxia 

mediada por el alérgeno es independiente de la activación de los mastocitos 

(Guo y cols., 2001), mientras que la anafilaxia hepática es principalmente debida 

a la activación de los mastocitos sin la contribución de los macrófagos 

(Shibamoto y cols., 2007). El común denominador de todos los tipos de anafilaxia 

sistémica es que los mediadores liberados por mastocitos, macrófagos u otras 

células en respuesta al antígeno, son responsables del desarrollo de signos y 

síntomas de la reacción; y además, la anafilaxia es también regulada por agentes 

que modifican la capacidad de respuesta de estos mediadores (Finkelman, 2007). 

El rol de la IL-13 en la regulación de la reacción de anafilaxia está bien 

establecido. Datos obtenidos en ratones transgénico en IL-13 indican que los 

animales  están altamente predispuestos a desarrollar reacciones de anafilaxia 

tras la sensibilización con el alérgeno (Fallon y cols., 2001). Estudios en ratones pre-

tratados con IL-13 han demostrado que estos desarrollan un choque anafiláctico 

más severo que los animales no tratados debido a un incremento en la 

sensibilidad a los mediadores vasoactivos, predominantemente por un efecto en 

el endotelio vascular (Strait y cols., 2003). En nuestros estudios, el pre-tratamiento 

con GMPb induce una reducción en la severidad de la respuesta anafiláctica 

que llega a ser evidente por el incremento en la tasa de supervivencia de 

animales sensibilizados, la reducción en la media de la puntuación de los signos 

de la respuesta anafiláctica y la tendencia de los animales a recuperarse de la 

hipotermia. Sin embargo, no modifica significativamente ninguna de estas 

variables en la reacción anafilactoide inducida por el C48/80. Todos estos 

resultados, en conjunto, sugieren que una de las principales acciones biológicas 

del GMPb para proteger de la anafilaxia sistémica puede ser la disminución en la 

producción de IL-13, siendo esta la razón por la cual observamos que el GMPb no 
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afecta la respuesta anafilactoide sistémica. Sin embargo, aún cuando hemos 

reportado que el GMPb no ejerce efecto sobre la activación de los mastocitos, no 

podemos excluir la posibilidad de un efecto sobre otra célula efectora o 

mediador que desarrollan o regulan la anafilaxia. . 

El GMP se obtiene fisiológicamente en el estómago de recién nacidos y 

adultos por la digestión de la k-caseína mediante la acción de la quimiosina 

(Zimeki Kruzel, 2007; Brody, 2000). También podemos ingerir el GMP de muchos 

productos comerciales, tales como la margarina, yogurt y suplementos dietarios 

(Chávez y cols., 2008). Sin embargo la ingesta de GMP por los alimentos es escasa. 

El yogurt proporciona aproximadamente 0.12-0.15 mg de GMP/ml (Chávez y cols., 

2008; Abd El-Salam, 2006), una concentración muchísimo menor a la que nosotros 

usamos para obtener un efecto inmunomodulador sobre el desarrollo de la 

alergia. Se tiene poca información sobre la farmacocinética del GMP, pero dos 

estudios previos han mostrado que tras la ingesta de leche o yogurt se alcanzan 

niveles detectables de GMP en torrente sanguíneo (aproximadamente 1 µg/ml) y 

la concentración permanece relativamente estable durante al menos 8 horas. 

Además, el GMP se detecta en el duodeno rápidamente tras la ingesta de leche 

o yogurt (Chabance y cols., 1998; Chabance y cols., 1995). Por lo tanto el efecto 

protector del GMPb sobre el desarrollo de la alergia y la severidad de las 

reacciones alérgicas inmediatas puede estar debido a una acción sistémica y/o 

intestinal. Así, además de los mecanismos sistémicos previamente mencionado, el 

GMPb puede también proteger de la alergia mediante efectos prebióticos. El 

GMP favorece el crecimiento de cepas de Bifidobacterium y Lactobacillus, como 

ya se ha demostrado en otros trabajos (Idota y cols., 1994; Yakave y cols., 1994; 

Bezkorovainy y cols., 1979). El posible papel de los probióticos en la prevención de 

las enfermedades alérgicas en todavía controversial (Özdemir, 2011). Sin 

embargo, hay datos sólidos que apoyan el efecto benéfico de cepas de 

Bifidobacterium y Lactobacillus en las enfermedades atópicas a través de la 

modulación de la respuesta Th1/Th2 a los alérgenos, la activación de células 

dendríticas tolerogénicas y la producción de células T reguladoras (Özdemir, 
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2011). Sería interesante probar la hipótesis de un efecto prebiótico del GMPb en la 

modulación de la respuesta alérgica. 

Las vías de activación de los mastocitos han sido clasificadas como 

mecanismos “dependientes de IgE” mediada por el receptor FcεRI, e 

“independientes de IgE” (Rao y Brown, 2008). Además los mastocitos responden a 

una amplia variedad de sustancias a través de receptores activadores, 

inhibidores  o ambos  (Sharma y cols, 2002 y Rao y Brown, 2008). Se ha demostrado 

que el GMP por si solo puede actuar de forma directa sobre algunas células, ya 

que experimentos in vitro muestran que el GMP mejora la proliferación y actividad 

fagocítica de la línea celular de macrófagos humanos U937 (Li y Mine 2004); 

mientras que en monocitos, tanto en la línea celular THP1 y en cultivos primario de 

monocitos de humano, se ha visto que disminuye ligeramente la proliferación 

celular y aumenta la secreción de IL-1, IL-8 y TNF-a través de las vías MAP cinasas 

y NFB (Requena y cols., 2009). Por otro lado, existen evidencias de que el GMP 

tiene un efecto inmunosupresor sobre la proliferación in vitro de esplenocitos de 

ratón inducida por LPS (Otani y cols., 1992). Esta función es atribuida al ácido 

siálico contenido en la molécula (Otani y Monai, 1993), además de que se 

sugiere, que el fosfato de la serina 149 juega un rol importante en la unión del 

GMP al receptor del mitógeno (Otani y Monai, 1995). El GMP también potencia la 

acción de la α-lactoalbúmina y β-lactoglobulina sobre la estimulación de la 

quimiotaxis, producción de superóxido, desgranulación y fagocitosis de los 

neutrófilos humanos (Rusu y cols., 2009). En este sentido, nosotros observamos que 

el GMPb no es capaz de activar de forma directa e inmediata a los mastocitos, 

ya sea su desgranulación o la activación de genes para la síntesis de novo de 

proteínas vía NFB. Estos resultados coinciden con lo reportado por Monnai y 

Otani en 1997, pues ellos reportan que el GMP por sí solo no es capaz de activar a 

los monocitos de la línea celular P388D1 en la producción o secreción de IL-1ra; 

así como tampoco activa la proliferación de esplenocitos de ratón, solo la 

favorece con un mecanismo dependiente de la dosis, cuando son previamente 

estimulados con ConA (Requena y Cols., 2010). Sería necesario investigar si el 

GMPb tiene algún efecto indirecto sobre la activación de los mastocitos 
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sensibilizados por el alérgeno, para poder reproducir in vitro lo que ocurre durante 

la respuesta alérgica in vivo. 
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8. CONCLUSIONES 

 

La administración vía oral de GMPb antes y durante la sensibilización 

alérgica reduce significativamente el título de IgE específica para el alérgeno, la 

proliferación de esplenocitos y la síntesis de IL‐13, sin modificar los niveles de IL-10.  

El pre-tratamiento con GMPb antes y durante la inducción de la alergia 

disminuye la intensidad de la respuesta anafiláctica localizada y sistémica 

generadas en respuesta al alérgeno inductor de la sensibilización.  

La administración de GMPb tras la sensibilización alérgica y durante los 4 

días anteriores al reto con el alérgeno, no modifica la intensidad de la respuesta 

inflamatoria alérgica local o sistémica. 

El efecto inmunomodulador del GMPb sobre la respuesta alérgica no es a 

través de una acción directa sobre el mastocito, ya que in vivo no ejerce un 

efector modulador significativo sobre la reacción anafilactoide cutánea y 

sistémica inducida por el C48/80. 

El GMPb in vitro no  activa en los mastocitos ni la desgranulación ni al factor 

regulador de  la trascripción NFB 

Estos resultados demuestran un efecto beneficioso del GMPb como 

tratamiento preventivo sobre el desarrollo de las alergias y la respuesta 

inflamatoria de fase temprana asociada a dicha patología. 
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