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RESUMEN 
El mastocito es una célula importante en el asma y otras enfermedades inflamatorias. 

En asmáticos se ha encontrado un incremento en el número de mastocitos en las vías 

aéreas del músculo liso y esto se ha relacionado con hipersensibilidad de las vías 

aéreas. Un estímulo lesivo podría generar broncoconstricción en sujetos con asma y el 

ejercicio es uno de estos estímulos. El mecanismo por el cual el ejercicio induce 

broncoconstricción (EIB) se explica por el aumento en la osmolaridad del fluido de las 

vías respiratorias. Esto puede activar el mastocito y por lo tanto liberar mediadores que 

actúan en el músculo liso bronquial y la periferia; entre los mediadores además de los 

preformados, también los sintetizados de novo y activar una serie de eventos 

intracelulares que generarían mayores cambios y producir una respuesta más seria que 

la broncoconstricción per se. Entre los mediadores sintetizados de novo de mayor 

relevancia para nuestra estudio, está la prostaglandina E2 (PGE2), metabolito del ácido 

araquidónico (AA) que tiene efectos antiinflamatorios en las vías respiratoria, que 

depende de su interacción con sus respectivos receptores.  

El objetivo de esta tesis era estudiar como la PGE2 modula los efectos mediados en la 

activación osmótica en el mastocito, como  modelo in vitro de asma inducida por 

ejercicio. Para esto se utilizó como agente osmótico el manitol y tanto líneas celulares 

como cultivos primarios de mastocitos, estudiando los aspectos más relevantes que 

envuelven la maquinaria de activación mastocitaria, desde la evaluación del proceso de 

desgranulación, el flujo de calcio, morfología del mastocito y en mecanismos de 

señalización como las vías de las proteínas quinasas activadas por mitógenos o MAP 

quinasas (mediadores importantes en los procesos inflamatorios involucrados en la 

inmunidad innata y adaptativa). También se caracterizó mediante que receptores la 

PGE2 ejerce sus efectos beneficiosos en una situación concreta como la activación 

osmótica, al igual que la intervención en el metabolismo del AA con el uso de 

antagonistas de las ciclooxigenasas (COXs), enzimas responsables de la producción de 

eicosanoides, entre ellos la PGE2 en particular importante para este trabajo.  

En conclusión, encontramos que en la activación del mastocito por parte del manitol, 

este genera liberación de mediadores y producción de citocinas y de PGE2, además de 

producir cambios en la dinámica del citoesqueleto, y activación de las MAP quinasas 

que inducen cambios a largo plazo en la síntesis de quimiocinas que producen la 

migración de células inflamatorias, proliferación de las mismas, y pérdida de la 

homeostasis del mastocito; pero que estos cambios pueden ser prevenidos con el uso 

de PGE2, que actuando en los receptores EP2 y EP4, reducen la reactividad del 
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mastocito ante el estimulo osmótico, reducen la movilización de calcio, posiblemente 

por el efecto de aumento del AMPc propio de la activación a través de la Proteína Gs, 

de estos receptores, además de reducir la dinámica de reorganización del citoesqueleto 

estabilizando la polimerización de la actina, cómo efectos más relevantes. El hecho de 

que una sustancia que normalmente es producida por el mismo organismo pueda 

modular estas acciones frente a una estímulo inespecífico como el osmótico, hacen de 

la PGE2 una opción terapéutica a contemplar en procesos alérgicos e inflamatorios de 

estados patológicos como el asma. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

1. Asma 

1.1 Definición, Factores de riesgo y Clasificación 

 

El asma en un desorden heterogéneo de componente  alérgico, en la mayoría de los 

casos,  caracterizado por una obstrucción variable del flujo de aire, el cual es reflejo de 

la contracción del músculo liso bronquial,  inflamación de las vías aéreas, 

hiperreactividad e hipersecreción de moco (Marone et al, 2005). Para muchos 

pacientes este padecimiento tiene sus raíces en la infancia. En los primeros años de 

vida, las infecciones virales del tracto respiratorio producen episodios de sibilancia, en 

algunos casos transitorio, pero en otros llega a ser un síntoma persistente que puede 

disiparse en la adolescencia o continuar en la edad adulta (Busse & Lemanske, 2001).  

 

Los factores de riesgo relacionados al desarrollo de asma se han  evaluado en el 

contexto del inicio de la enfermedad, exposición ambiental, estilo de vida, condiciones 

de co-morbilidad, entre otras. Los factores genéticos también contribuyen 

significativamente a la expresión y severidad de la enfermedad y recientes 

evaluaciones farmacogenéticas,  en relación al uso de beta agonistas y corticoides,  

proporcionan información con respecto a la variabilidad en la respuesta de los 

pacientes asmáticos al tratamiento (Lemanske & Busse, 2010). 

 

Así mismo  los factores exacerbantes como alergenos, infecciones del tracto 

respiratorio, ejercicio, uso de analgésico antiinflamatorio no esteroidales (AINES), el 

reflujo gastroesofágico o factores psicosociales, contribuyen a la progresión y 

severidad  de la enfermedad (Lemanske & Busse, 2010).  

 

La complejidad del asma no solo es en  relación  con los factores de riesgo o 

exacerbantes, también para la clasificación del fenotipo asmático, así como se muestra 

en la tabla 1. 
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 Tabla 1. Fenotipos de Asma. Tomada de Wardlaw et al, 2002. 

 

CLASIFICACION TIPO 

Crónica ( leve, moderada, severa) 

Asma severa aguda 

“Brittle” asma o inestable 

Nocturna 

Basada en los síntomas 

 

Inducida por ejercicio 

Extrínseca (atópica) 

Intrínseca (no-atópico) 

Inducida por virus 

Ocupacional 

Etiológica 

Atletas de alto rendimiento 

Eosinofílica 

Neutrofílica 
Patológica 

Obstrucciones del flujo de aire (remodelado de las vías 

aéreas)  

 

 

1.2 Epidemiología 

Las enfermedades alérgicas son el resultado de una respuesta inmune aberrante 

contra proteínas inocuas del medio ambiente (Nauta et al, 2008). El asma es una de 

las enfermedades crónicas más comunes que afecta a un estimado de 300 millones de 

personas alrededor del mundo (Masoli et al, 2004). Se estima que afecta al 10% de 

niños y 5% de adultos, causando un aumento de la morbilidad y mortalidad en países 

industrializados (Woodman et al, 2008). 

 

La prevalencia de las enfermedades alérgicas y el asma se ha incrementado 

marcadamente en la segunda mitad del siglo pasado, especialmente en las países 

occidentales. Diferentes hipótesis se han postulado para tratar de explicar el 

incremento en la prevalencia; una de las que se propone es la llamada “hipótesis de la 

higiene”, que sugiere que al mejorar las condiciones higiénicas, ya sea por las  mejoras 

en la salud pública, el uso de vacunas y antibióticos, han reducido la incidencia de 

infecciones que normalmente podrían estimular el sistema inmune y 

consecuentemente proteger contra el desarrollo de respuestas alérgicas a sustancia 

inocuas del medio ambiente. Diversos estudios epidemiológicos han contrastado que 

los niños procedentes de grandes familias o que son llevados a guarderías tienen un 
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riesgo reducido de desarrollar asma; aún así estos hallazgos son un tanto 

controversiales (Nauta et al, 2008).  

 

1.3 Tratamientos 

La terapia farmacológica del asma emplea fármacos cuyo objetivo es reducir la 

inflamación y más directamente reducir el broncoespasmo. Resulta lógico suponer que 

el tratamiento del asma, más allá del desencadenante, producirá un beneficio para la 

calidad de vida de estos pacientes, lo que incluye una mejor tolerancia a los esfuerzos 

físicos y otras actividades. 

El tratamiento con fármacos antiinflamatorios es de elección para el manejo del asma 

crónica, ya que permite mantener el control de la actividad de la enfermedad que 

incluye el control de los síntomas desencadenados por el ejercicio. Allí, los esteroides 

inhalados constituyen la primera línea. 

 

a. Corticosteroides 

La inflamación mediada por las células TH2 en las vías aéreas de los pacientes 

asmáticos es suprimida por los corticoides a través de la inhibición de la expresión de 

citocinas, quimocinas y moléculas de adhesión, las cuales codifican genes que son 

regulados por factores de transcripción como el factor nuclear NF-κB y la proteína 

activador 1 (AP1). El corticoide libre difunde a través de la membrana celular, donde 

interactúa con el receptor de glucocorticoides en el citoplasma, esto resulta en la 

activación del receptor y la subsecuente translocación al núcleo, donde la actividad 

transcripcional de los genes es modulado por diferentes mecanismos (Barnes & 

Adcock, 2003). 

 

b. Agonista de los receptores β2: 

Los agonista de los receptores beta 2 de corta acción, como el salbutamol y la 

terbutalina son los broncodilatadores disponibles  más efectivos por el alivio rápido de 

los síntomas del asma. Luego de la unión del agonista al receptor beta 2, se activa la 

adenilato ciclasa mediante la señal de transducción vía proteína Gs incrementando la 

producción de monofosfato de adenosina cíclico o AMPc (siglas en inglés), y por lo 

tanto activando la proteína quinasa A (PKA). Esto media relajación del músculo liso 

bronquial a través de la fosforilación de la cadena ligera de miosina y por la apertura 

de los canales de calcio dependientes de potasio (KCa), lo cual alivia la 

broncoconstricción en el asma (Holgate & Polosa, 2008). 
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c. Antagonistas de mediadores e Inhibidores de síntesis: 

Los antihistamínicos H1 fueron los primeros agentes usados para tratar reacciones 

alérgicas. Los primeros productos eran efectivos controlando los síntomas de alergia, 

pero los efectos secundarios como sedación y los anticolinérgicos eran el problema. 

Gracias al desarrollo de fármacos de segunda generación que con las modificaciones 

estructurales han disminuido la capacidad de cruzar la barrera hematoencefálica, 

aumentando selectividad y eficacia y reduciendo a su vez cardiotoxicidad (Del et al, 

2006).  

 

Los cisteinil-leucotrienos (CysLT) son los agonistas contráctiles más potentes del 

músculo liso de las vías aéreas y tienen efectos en la microvasculatura, glándula 

mucosa, eosinófilos y nervios por interaccionar con sus receptores. Durante el proceso 

asmático hay incremento de los niveles de CysLTC4, CysLTD4 y CysLTE4 y se han 

detectado en los fluidos biológicos. Los corticoides no son capaces de inhibir ni la 

biosíntesis ni las acciones de los CysLT, en este momento hay disponibles antagonistas 

del receptor de leucotrienos, que pueden ser usados como monoterapia in asma leve a 

moderada, pero su mayor uso es como terapia suplementaria a los corticoides 

inhalados (Kemp, 2003). 

 

d. Inhibidores de Fosfodiesterasas: 

La teofilina inhibe el nucleótido cíclico de las fosfodiesterasas, por lo cual evita la 

ruptura del anillo cíclico del monofosfato de adenosina (AMP) o de guanina (GMP) a 5’-

AMP y  5’-GMP, respectivamente. La inhibición de esta enzima lleva a una acumulación 

de AMPc y GMPc, lo que incrementa la señal de transducción de estas vías. Los 

nucleótidos cíclicos de las fosfodiesterasas son miembros de una superfamilia de 

enzimas genéticamente distintas (Soderling and Beavo, 2000).  

La teofilina se utiliza en el tratamiento de la broncoconstricción asmática, pero los 

efectos adversos cardíacos y en el sistema nervioso central se observan a las mismas 

dosis utilizadas para tratar el asma, debido a su estrecho índice terapéutico, lo que ha 

reducido el uso de este fármaco. También se ha propuesto que la teofilina tiene un 

efecto antiinflamatorio, la evidencia es débil al respecto.  
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e. Fármacos para asma refractaria: 

Hay ciertos pacientes con asma a quienes los síntomas no se les pueden controlar 

adecuadamente con el tratamiento convencional. La falta de adherencia al tratamiento 

es una causa importante de la presencia de tolerancia, pero por otra parte el asma 

refractaria algunas veces responde a inmunomoduladores tales como metrotexate en 

dosis bajas, azatiopirina o ciclosporina. Los corticoides fallan en reducir los niveles de 

expresión del factor de necrosis tumoral (TNF) y otras citocinas, lo que puede explicar 

lo limitado de su efectividad en el tratamiento de formas severas de asma. Basado en 

el hecho del aumento en la expresión del TNF en las vías aéreas hay estudios clínicos 

evaluando el efecto de proteínas soluble de fusión del  receptor de TNF o con 

anticuerpos monoclonales específicos (Holgate & Polosa, 2006).  

 

1.4 Asma bronquial como proceso Inflamatorio  

El asma bronquial es una enfermedad inflamatoria crónica y el papel del mastocito en 

la inflamación de las vías aéreas respiratorias ha sido estudiado extensamente. La 

evidencia de que la inflamación era un componente  visto en los asmáticos fue 

observada en autopsias de pacientes con asma fatal. Las vías aéreas de estos sujetos 

mostraban infiltración de neutrófilos y eosinófilos, mastocitos degranulados, hipertrofia 

e hiperplasia del músculo liso bronquial (Busse & Lemanske, 2001). Por lo que los 

trastornos en la fisiología de las vías respiratorias y el remodelado de sus paredes, 

característico del asma, son consecuencias de un proceso inflamatorio (Bradding et al, 

2006). 

Existe el debate acerca de cual es el tipo celular más importantes, que media los 

cambios en las vías respiratorias en el asma, pero un análisis critico de la evidencia 

que se tiene indica que no todos los elementos en las vías aéreas son disfuncionales 

(Bradding & Wulff, 2009b). Entre los principales elementos disfuncionales tenemos por 

una parte a nivel epitelial con fallas en el proceso de cicatrización y sobreproducción de 

factores de crecimiento y citocinas pro-inflamatorias (Holgate et al., 1999). La 

hiperplasia de las glándulas mucosas que se asocia a la hipersecreción de moco 

(Carroll et al., 2002). Disfunción del músculo liso de las vías respiratorias que resulta 

en hipertrofia, hiperplasia, hiperreactividad bronquial y secreción de citocinas (Ebina et 

al., 1990; 1993; Brightling et al., 2005) y activación de células inflamatorias con sobre-

actividad de mastocitos (Bradding et al., 2006), células T (Robinson et al., 1992), 

eosinófilos (Bradding et al., 1994) y neutrófilos (Carroll et al., 2002).  
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2. Mastocito  

2.1 Generalidades del  mastocito en el asma 

El papel del mastocito en el asma es de renovado interés debido en gran medida a 

publicaciones que registran el aumento de estos en el músculo liso del tracto 

respiratorio de pacientes asmáticos (Brown et al, 2007) sobre todo de aquellos con 

asma de componente alérgico. Además, el mastocito está implicado tanto en la 

regulación de diversos procesos homeostáticos como patológicos, y es una célula 

capaz de lograr esa importancia por el contenido de diferentes mediadores que tiene 

almacenado en sus gránulos (Bradding, 2009a).  

Los mediadores liberados por el mastocito representan un evento esencial en el inicio 

de las respuestas inflamatorias asociada con desórdenes alérgicos (Gilfillan & Rivera, 

2009). A parte de la participación del mastocito en la fase inmediata de la respuesta 

alérgica que lleva a un efecto local agudo con formación de edema, tumefacción del 

tejido o broncoconstricción, por la liberación de mediadores pro-inflamatorios y 

quimiotácticos, el mastocito también tiene efecto en la fase tardía de la respuesta 

alérgica (Nauta et al, 2008).  

 

2.2 Biología básica del mastocito 

En 1878 Paul Ehrlich descubre unas células que poseían gránulos intracelulares, y las 

denominó mastocitos, palabra procedente del griego “Mastos”, que significa mamas, ya 

que consideraba que estos gránulos estaban llenos de nutrientes (Saito & Okayama, 

2005). Los mastocitos son de origen hematopoyético y derivan de células 

pluripotenciales residentes en la médula ósea, principalmente (Kirshenbaum et al., 

1991). Los precursores viajan como CD13+CD34+KIT (CD117)+ por la sangre. 

Localmente la diferenciación a mastocitos maduros depende de los diferentes factores 

de crecimiento y el más importante para diferenciación, crecimiento, sobrevivencia, 

adhesión y desgranulación es el “Stem cell factor” (SCF) (Galli et al., 1994), producido 

por células del estroma, incluyendo fibroblastos y células endoteliales (Prussin & 

Metcalfe, 2006). La vida media del mastocito es más prolongada comparada con otras 

células inflamatorias, puede sobrevivir en el tejido varios meses después, luego sufre 

apoptosis (Metcalfe et al., 1997), otros autores describen que es capaz de sobrevivir 

por años, a pesar de estar totalmente diferenciada e incluso proliferar en respuesta a 

señales apropiadas (Abraham & St. John, 2010). 
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2.3 Morfología y Distribución 

El mastocito humano tiene forma  ovoide o irregularmente alargado con un núcleo oval 

y contiene gránulos citoplasmáticos metacromáticos, con un diámetro que oscila entre 

los 5 a 15µm (Fig. 1). En el pulmón, los mastocitos se encuentran en el tejido 

conectivo de las vías aéreas bronquiales y en el espacio intra-alveolar. En la piel, los 

mastocitos están en gran número alrededor de los vasos sanguíneos, el folículo piloso, 

las glándulas sebáceas y las glándulas del sudor (Prussin & Metcalfe, 2006). 

 

 

 

Fig 1.  Imagen de un mastocito.  Mastocito obtenidos de 

pulmón fijado con un cito-centrifugado y teñidos con May-

Grunwald-Giemsa (MGG). 

 

 

 

 

Normalmente, el mastocito esta distribuido en todos los tejidos vascularizados, y es 

particularmente abundante en sitios que interaccionan con el ambiente exterior como 

la piel, el tracto gastrointestinal y el sistema respiratorio donde se suelen localizar 

perivascularmente; pero en estados patológicos también se encuentran en superficies 

epiteliales además de próximos a los vasos, nervios, en músculo liso y en el sistema 

nervioso central (Galli et al., 2005).  

Los mastocitos están presentes en diferentes compartimentos del pulmón de individuos 

asmáticos, como el espacio bronquioalveolar, bajo la membrana basal, adyacente a los 

vasos sanguíneos, alrededor de las glándulas de la submucosa y diseminada a través 

de la haces del músculo liso de las vías aéreas (Fig. 2) (Marone et al., 2005). 
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.Fig. 2 Microlocalización del mastocito en el tejido pulmonar de un asmático. El mastocito está localizado 

asociado con el epitelio y las células goblet y bajo la membrana basal. En el músculo liso de las vías 

aéreas y cerca de los vasos sanguíneos. Adaptado de Marone et al., 2005 en TRENDS in Immunology 

 

 

En el pulmón de un individuo asmático, los mastocitos migran al epitelio de las vías 

aéreas, a las glándulas mucosas y al músculo liso. El número de mastocitos infiltrados 

en el músculo liso de las vías aéreas se correlaciona significativamente con la 

hiperreactividad en asmáticos, implicando su importancia en la patofisiología del asma 

(Bradding & Brightling, 2007).  

 

2.4 Clasificación Fenotípica  

En humanos, los mastocitos se identifican en dos tipos, clasificación basada por la 

expresión de proteasas,  una es el fenotipo positivo para la tinción a Triptasa 

designado con las iniciales MCT y el fenotipo positivo para Triptasa y Quimasa, o por 

sus iniciales MCTC. El fenotipo Triptasa-Quimasa positivo predomina en la piel y en la 

submucosa del intestino delgado, líquido sinovial. Otra característica del fenotipo 

Triptasa-Quimasa positivo es que también expresan Catepsina G y Carboxipeptidasa A 

(Saito & Okayama, 2005). El fenotipo Triptasa positivo lo encontramos en las vías 

aéreas y en la mucosa del intestino delgado, en el caso de pacientes con artritis 

reumatoidea, contienen la mezcla tanto del fenotipo MCT como el MCTC.  Hay otro 

grupo de mastocito que sólo contienen Quimasa denominada MCC están localizados en 

la submucosa y mucosa del estómago, submucosa del intestino delgado y en la 

mucosa del colon (Irani & Shwartz, 1994). 
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2.5 Activación del Mastocito 

El mastocito puede activarse ya sea por vía inmunológica como no-inmunológica.  

2.5.1 Vía Inmunológica o dependiente de IgE 

En el primer caso la activación del mastocito puede iniciarse por un alérgeno vía “cross 

linking” (entrecruzamiento) de los receptores de alta afinidad (FcεRI) de los 

anticuerpos IgE en la 

superficie celular. El FcεRI 

esta unido a la membrana 

y se une a la IgE con alta 

afinidad a una razón de 

1:1. Este tipo de activación 

desencadena reacciones 

alérgicas agudas tales 

como asma aguda, 

reacciones anafilácticas y 

rinitis alérgicas (Ishizaka et 

al., 1984) y puede generar 

mediadores que participen 

en reacciones alérgicas 

tardías (Fig. 3). 

 

Fig. 3 Activación del mastocito a través de la interacción con la Inmunoglobulina E (IgE). Adaptado de 

Gilfillan & Tkaczyk, 2006 

 

Cuando se agrega el receptor FcεRI induce un cascada de eventos de señalización 

intracelular lo cual produce una rápida liberación de histamina y enzimas proteolíticas, 

como consecuencia de la desgranulación, y liberación de leucotrienos y prostaglandina, 

como resultado de la hidrólisis fosfolipídica  de la fosfolipasa A2 (PLA2). Seguidamente 

aumenta la expresión de genes, una variedad de citocinas y quimiocinas que también 

son liberadas luego de la activación del mastocito, desde luego estas son respuestas 

tardías que se observan varias horas después de la desgranulación y la liberación de 

los mediadores lipídicos.  
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2.5.2 Vía no Inmunológica 

Acoplados a receptores Proteína G 

En el caso de activación no inmunológica tenemos por ejemplo  la observada mediante 

la cascada de señalización iniciada con la familia de receptores acoplados a proteína G, 

que es una  proteína heterotrimérica (α-β-γ) unida a Guanidil Trifosfato (GTP), sensible 

a la toxina pertussis. Una vez se une un ligando endógeno o exógeno al receptor de 

proteína G esto permite que las subunidades Gα se disocie del dímero Gβγ, entonces 

inicia la cascada de señalización. La subunidad alfa de la proteína G (Gα) se divide en 

cuatro grandes grupos basado en una secuencia homologas y similitudes funcionales 

(Gαs, Gαi,   Gαq, Gα12) (Kuehn and Gilfillan, 2007) (Fig. 4). 

 

Fig. 4 Ejemplo de las clases de de receptor acoplado a Proteína G (GPCR) y la principal vía de señalización 

por su respectiva subunidad Gα. Adaptado de Kuehn & Gilfillan, 2007  

 

La proteína Gαs estimula la adenilato ciclasa, la Gαi la inhibe, la  Gαq activa la 

fosfolipasa Cβ (PLCβ). El dímero disociado Gβγ  también regula una variedad de 

efectores intracelulares, incluyendo la PLCβ,  la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), 

canales iónicos, y la adenilato ciclasa (Ferry et al, 2002) (Fig. 5).   
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Fig. 5 Activación del mastocito a través de receptor acoplado a Proteína G (GPCR). En este 

esquema se detalla la activación a través de PI3-K, AMPc y PLCβ, con activación de las vías de MAP 

quinasas, además se destacan los efectos más importantes que desencadenan la activación de estos 

receptores, desgranulación, síntesis de citocinas y quimiocinas, nueva síntesis de eicosanoides. Adaptado 

de Pundir & Kulka, 2010. 

 

No acoplados a Proteína G 

Otros estímulos no inmunológicos que pueden activar el mastocitos son los ionóforos 

de calcio, neuropéptidos, compuestos básicos, factores del complemento, dextranos, 

citosina (p.e SCF), lectinas, estrés emocional, cambios de temperaturas, medios de 

contraste y opiodes (Metcalfe et al., 1997). En los últimos años muchos investigadores  

hablan sobre la activación a través de los receptores “Toll-like” (TLR) (Prussin & 

Metcalfe, 2006). 

Es de particular interés en este trabajo la activación del mastocito a través de cambios 

osmóticos. Dicha activación en la  célula es causada por el movimiento de agua a 

través de la membrana celular desde la región de baja concentración de soluto hacia la 

región de alta concentración de soluto para equilibrarla (Janacek et al., 2000). El 

incremento de la concentración de iones dentro de la célula induce activación y 

liberación de mediadores. En mastocitos humanos de pulmón se ha observado la 

activación de estos por pequeños cambios en la osmolaridad produciendo liberación de 

histamina in vitro (Eggleston et al., 1984). Las células necesitan mantener un pH 

citosólico constante, lo cual afecta muchos mecanismo bioquímicos intracelulares y es 

por lo tanto crítico para su funcionamiento.  Se sabe que hay vía de transporte 
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sensibles al pH y al volumen, y que los cambios en el pH citosólico está acompañado 

con alteraciones en el volumen celular y viceversa (Grinstein et al, 1985). Las células 

pueden hincharse o encogerse y regresar a su volumen normal por activación del 

transporte iónico. El control del pH citoplasmático por el intercambiador de Na+/H+ 

parece ser una característica general no solo en células eucariotas sino también en 

procariotas como las bacterias (Grinstein et al, 1985) (Fig. 6). En algunas células el 

intercambiador de Na+/H+ esta quiescente y puede activarse ante un shock 

hiperosmótico (Cala, 1980). Esta activación lleva a la alcalinización del pH 

citoplasmático, un incremento intracelular de la concentración de Na+ y a la 

recaptación de agua obligada osmóticamente. No se conoce completamente las vías de 

transducción de señal que relacionan los cambios en el volumen de la célula con la 

activación del intercambiador de Na+/H+, pero al parecer la activación de la proteína 

quinasa C (PKC) y el estrés hiperosmótico resultan en un perfil similar de fosforilación, 

y se ha propuesto que esta quinasa pueda estar involucrada en la activación de el 

intercambiador de protones ante la pérdida de volumen de la célula (Gristein et al, 

1986). Los cambios en la concentración intracelular de calcio pueden activar el 

transportador durante la regulación de volumen, aunque también se postula que el 

incremento del calcio por el estrés hiperosmótico es el resultado de la activación del 

intercambiador de protones. Por otro lado, el intercambiador de Na+/H+ es una 

proteína unida a calmodulina, sugiriendo que las proteínas quinasa dependientes de 

calmodulina es una de las mayores vías de regulación de este transportador de 

protones (Cabado et al, 2000). 

 

Fig. 6 La estricta regulación del pH 

intracelular y la concentración de 

protones en las organelas subcelulares 

es de suma importancia para el normal 

funcionamiento y la supervivencia de 

la célula. Las células regulan 

pasivamente  su pH con un exceso de 

moléculas tampones. Tomado de 

Syntichaki & Tavernarakis, 2003 
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Luego de la activación del mastocito ya sea por la vía inmunológica o no inmunológica, 

los eventos celulares resultantes como la síntesis de citocinas, quimiocinas y 

eicosanoides se deben en parte a la activación de las MAP quinasas, que son enzimas 

que se unen de manera covalente a grupos fosfatos de la cadena latera tanto en 

residuos de serina, treonina o tirosina de proteínas específicas dentro de las células 

(Johnson and Lapadat, 2002). 

Las MAP quinasas son enzimas de transducción de señales altamente conservados en 

eucariotas que responden al estrés del ambiente, así como a la estimulación de los 

receptores de la membrana plasmática, mediante el control moléculas claves hasta la 

maquinaria de transcripción en el núcleo. Esta familia de enzimas incluye varios 

subgrupos, tales como quinasas c-Jun amino-terminal  (JNKs), quinasas reguladas por 

señales extracelulares (ERK) y las proteínas p38, todas comparten la propiedad común 

de ser activado a través de una cascada de fosforilación de tres módulo, lo que les 

permite a su vez fosforilar  una amplia gama de sustratos, incluyendo otras  proteínas 

quinasas, fosfolipasas y factores de transcripción (Karin, 1998; Chang and Karin, 2001)  

 

2.6 Mediadores del Mastocito  

Los mastocitos ejercen sus funciones biológicas casi exclusivamente por mecanismos 

inmune humoral. La lista de mediadores liberados por el mastocito es enorme y explica 

como estas células están involucradas en diferentes funciones fisiológicas y 

patofisiológicas (Bischoff, 2007). 

Los mediadores producidos por el mastocito suelen dividirse en los preformados, los 

mediadores lipídicos sintetizados de novo y las citocinas. Estas categorías no son 

absolutas, ya que al menos el TNF-alfa, esta preformado y es sintetizado de novo. 

Los mediadores preformados están almacenados en gránulos secretores, y una vez 

activado el mastocito el contenido es liberado al ambiente extracelular en minutos. Los 

gránulos están constituidos principalmente de histamina, serinas proteasas, 

Carboxipeptidasa A y proteoglicanos (heparina y sulfato de condroitina E) Fig. 7. 
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Fig. 7 Ritmo de la liberación de mediadores del mastocito luego de su activación. Adaptado de Abraham & 

St. John, 2010. 

 

2.6.1 Mediadores Preformados 

 

a. Aminas Biogenas 

La histamina se forma por la descarboxilación del amino ácido histidina por medio de la 

enzima L-histidina descarboxilasa. El principal sitio de almacenaje de la histamina, en 

la mayoría de los tejidos, es el mastocito; y en la sangre es el basófilo. Estas células 

sintetizan histamina  y la almacenan en gránulos secretores. El pH de estos gránulos 

secretores es aproximadamente 5.5, por lo que la histamina tiene carga positiva y 

forma un complejo iónico complejo con grupos acídicos con carga negativa, 

principalmente proteasas y heparina o proteoglicanos de sulfato de condroitina 

(Goodman & Gilman, 2006). En los mastocitos humanos, el mediador principal es la 

histamina, aunque en roedores la serotonina presenta igual importancia. La histamina 

ejerce sus efectos fisiológicos al unirse a receptores específicos en la membrana de las 

células blanco. Hay tres tipos de receptores descritos para histamina: H1, H2 y H3  y 

pueden distinguirse por su sensibilidad a los inhibidores farmacológicos. El efecto de la 

histamina es corto porque es eliminada rápidamente por un sistema de transporte 

específicos para aminas. Los efectos fisiológicos de histamina los presentamos en la 

siguiente tabla 2 al final de la sección. Es importante mencionar que los efectos de la 

histamina se ven potenciados por otros mediadores tales como la prostaciclina (PGI) o 

el óxido nítrico (NO) sintetizados en células endoteliales, previa estimulación por parte 

de la histamina (Abbas et al, 2007).   
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b. Enzimas granulares y Proteoglicanos 

La mayoría de las proteínas en los gránulos contienen proteasas neutras; triptasa,  

quimasa y carboxipeptidasa. La triptasa es un tetrámero con un peso molecular de 110 

a 130 kd con subunidades de 31 a 36 Kd que es estabilizado por su asociación con 

proteoglicanos. La función de la triptasa in vivo es desconocida, pero in vitro puede 

escindir los factores del complemento C3 y C3a, activar fibroblastos, y promover la 

acumulación de células inflamatorias (Prussin & Metcalfe, 2006). La quimasa ha 

mostrado tener influencia en el reclutamiento de neutrófilos y también en limitar los 

efectos dañinos de productos tóxicos derivados de procesos inflamatorios, como 

neurotensina y endotelina (Abraham & St. John, 2010).  

En el grupo de los proteoglicanos están incluidos la heparina y el sulfato de 

condroitina, constituido por un núcleo de polipéptidos y cadenas laterales no 

ramificadas de glucosa-aminoglicanos que le imparten una fuerte carga negativa a la 

molécula; esta propiedad permite que se pueda almacenar en forma de matriz junto 

con las aminas biogenas que están cargadas positivamente, proteasas y otros 

mediadores y así prevenir su accesibilidad al resto de las células. Los mediadores se 

van liberando a diferentes velocidades luego de la exocitosis, las aminas biogenas se 

disocian más rápido que la triptasa o quimasa. Ser podría decir que los proteoglicanos 

controlan la cinética en la salida de los mediadores  en reacciones de hipersensibilidad 

inmediata (Abbas et al, 2007).  

 

2.6.2 Mediadores sintetizados de novo 

a. Mediadores Lipídicos 

En la categoría de los mediadores sintetizados de novo están los lipídicos que 

representan una familia de moléculas de señalización con gran impacto en inflamación 

y alergia. Tienen un papel fundamental tanto en el inicio como en la resolución de la 

reacción inflamatoria.  La membrana lipídica es la que abastece el sustrato de Ácido 

Araquidónico (AA) necesario para la producción de eicosanoides; catalizado por la 

enzima Fosfolipasa A2 (Goodman & Gilman’s, 2006). El  AA libre es metabolizado a su 

vez por dos grandes clase de enzimas las ciclo-oxigenasas (COX) y las lipo-oxigenasas 

(LOX); la acción de estas enzimas llevan a la producción en caso de las COX de los 

prostanoides (prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos) ya las LOX convierten el 

AA a leucotrienos y una variedad de metabolitos hidroxilados. Los prostanoides 

biológicamente activos más importantes implicados en la inflamación del tracto 

respiratorio incluyen la prostaglandina D2 (PGD2), prostaglandina E2 (PGE2), 
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prostaciclina (PGI2) y tromboxano A2 (TxA2) (Figura 8). La PGD2 se produce con la 

activación del mastocito y se asocia con el componente alérgico del asma. En el caso 

de la PGE2, su papel en el asma destaca de los otros prostanoides ya que tiene tanto 

efectos benéficos como broncoprotector y anti-inflamatorio así como deletéreos pos 

sus efectos pro-inflamatorios, que puede explicarse por el subtipo de receptor al que 

se une la PGE2 (Nauta et al., 2008). Los prostanoides activan los receptores que se 

encuentran en la membrana celular y que están cerca de su sitio de formación. Todos 

los receptores para eicosanoides están acoplados a proteínas G, los cuales 

dependiendo del subtipo modula la actividad de adenil ciclasa y fosfolipasa C. Hasta el 

momento la PGE2 tiene 4 receptores  (EP 1-4) (Goodman & Gilman’s, 2006). El 

receptor EP3 es una excepción porque presenta splicing alternativos en el ARN 

mensajero que determinará el efecto fisiológico final (Narumiya et al., 1999) como se 

detalla más adelante en el apartado de PGE2 y sus receptores.  

La prostaciclina y los tromboxanos son prostanoides cuyos efectos biológicos tienen 

más relevancia en el sistema cardiovascular; pero también tienen un papel 

inflamatorio, la prostaciclina ha mostrado efecto de naturaleza dual como la PGE2, 

tanto pro-inflamatorio como anti-inflamatorio. Por otra parte, el TxA2 participa en el 

desarrollo de la respuesta alérgica de las vías aéreas, en pacientes asmáticos los 

niveles de TxA2 están elevados luego del sensibilizar con alergenos. El mayor producto 

del ácido araquidónico a través de la vía de la LOX son los leucotrienos, especialmente 

el LTC4 y sus productos de degradación LTD4 y LTE4. El LTD4 es producido por 

mastocitos de la mucosa y basófilos, pero no por los mastocitos del tejido conectivo. 

Los leucotrienos se unen a receptores específicos en las células del músculo liso y 

causan una broncoconstricción prolongada. Un tercer tipo de mediador lipídico 

producido por los mastocitos es el factor activador de plaquetas (PAF siglas en inglés), 

porque en los bioensayos producía agregación plaquetaria en conejos. El PAF tiene 

acciones broncoconstrictoras directas, también puede causar retracción de las células 

endoteliales y puede relajar el músculo liso vascular y causar vasodilatación, pero al 

ser destruido por hidrólisis en el plasma sus acciones biológicas son limitadas (Abbas et 

al, 2007).   

Es importante anotar que la capacidad del mastocito de producir eicosanoides varía 

grandemente de un tejido a otro. Así pues, en el intestino en situaciones como 

parasitosis se han observado que el mastocito genera cantidades importantes de PGD2, 

cisteinil-leucotrienos (cysLTs) y LTB4; pero en condiciones normales sólo genera PGD2 

cuando es activada.  Otro ejemplo de esta particularidad, es la cantidad de cysLTs 
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generada en piel es  6 a 10 veces menos al compararlo con el útero, pulmón o 

intestino. Estas observaciones sugieren que la vía enzimática de las prostaglandinas 

parecen estar expresada constitutivamente, a diferencia de la vía de las LOX que su 

actividad está aumentada en condiciones de inflamación y puede ser inducida por 

citocinas derivada de células T y otros elementos del microambiente inflamatorio (Saito 

& Okayama, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 Las mayores vías involucradas en el metabolismo del ácido araquidónico-  El AA deriva 

directamente del ácido linolénico o es ingerido en la dieta; se almacena en la membrana celular de casi 

todas las células y es liberado en respuesta a estímulos. Modificado de Belton & Fitzgerald, 2003.  

 

 a.1 PGE2 y receptores EP 

La PGE2 no es el mayor producto del metabolismo del AA, sin embargo tiene una 

función en la homeostasis del mastocito. La PGE2 es ubicua y tiene  efectos múltiples y 

algunas veces funcionalmente opuestos, por ejemplo induce vasodilatación tanto de 

arterias como venas y es un compuesto proinflamatorio y regula la producción de 

varias citocinas, tales como el TNFα  y la IL-6 (Murakami et al, 2003). Al menos tres 

enzimas catalizan la formación de PGE2 a partir de su precursor universal PGH2. La 

diversidad de los efectos de PGE2 depende del subtipo de receptor expresado al que se 

une. Estos receptores nombrados EP1, EP2, EP3 y EP4, está acoplados a la proteína G y  

están codificados por distintos genes. Los cuatro receptores tienen alta afinidad de 
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unión hacia PGE2 y no están relacionados entre ellos o con otros prostanoides basados 

en la homología de los aminos ácidos (Boyce J, 2007).  

La estimulación con PGE2 produce la activación de diferentes proteínas G, dependiendo 

del tipo de receptor EP  al que se enganche (Fig. 9). Las características de cada 

receptor se explican a continuación. 

 

a.1.1 Receptor EP1 

Descrito por ser constrictor del músculo liso. El ADNc de este receptor codifica para 

402 amino ácidos. En estudios de ARN mensajero este receptor tiene alta expresión en 

riñón, seguido de la mucosa muscular gástrica y tejido adrenal. La activación de este 

receptor esta mediada a través de la proteína Gq, vía generación de IP3 e incremento 

celular de Ca2+ (Naruyima et al, 1999). 

Existen agonistas selectivos de este receptor, pero tienen afinidad por otros 

receptores; sulprostona que se une a los receptores  EP1/3 y el iloprost que ese une a 

EP1/IP. También hay antagonistas que se han descrito para este receptor, utilizados 

para su caracterización farmacológica, el SC51089 o el SC53122 (Halliman et al, 1994). 

 

a.1.2 Receptor EP2 

El ADNc del receptor EP2 codifica para 358 amino ácidos. La distribución del receptor 

en los tejidos se ha caracterizado parcialmente y está presente de manera abundante 

en útero, pulmón, y bazo; exhibe bajos niveles en el riñón. El EP2 se expresa en niveles 

mucho más bajos que el EP4. Estudios funcionales sugieren que este receptor tiene un 

papel importante en la implantación uterina y en lo bronquiolos es relajante. Entre los 

agonistas selectivos que activan este receptor está el butaprost y el antagonista 

AH23848 (Coleman et al, 1994). La activación de EP2 lleva a un incremento de los 

niveles de AMPc (Regan et al, 1994), al estar acoplado a proteína Gs que estimula la 

actividad de adenil ciclasa (AC), a su vez se produce activación de la proteína quinasa 

A (PKA) que subsecuentemente fosforila al factor de transcripción CREB; en paralelo 

esta activación inducida por el AMPc activa las MAP quinasas, y esta vía inhibe la 

expresión de genes como c-Jun y JunB (Versteeg, Nijhuis et al, 2000). Es un receptor 

que no es susceptible a desensibilización ya que cuenta con una cola citoplasmática en 

el C-terminal corta.  

a.1.3 Receptor EP3 

Fue identificado como un constrictor del músculo liso (Coleman et al, 1994). Este 

receptor es único con respecto a la familia de prostanoides, ya que tiene múltiples 
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splicing alternativos o variantes, definido por la cola citoplasmática C-terminal. Estas 

variantes pueden explicar las diferencias en la fosforilación del receptor, 

desensibilización y variación  en las vías de transducción de señal. La activación de 

este receptor inhibe la adenilato ciclasa al activar la proteína Gi, por lo que disminuye 

los niveles de AMPc (Sonnenburg et al, 1990). El receptor EP3 esta acoplada con 

múltiples proteínas G (Gi, Gq y Gs) (Sugimoto et al, 2007). También se ha descrito que 

todas las variantes se unen al agonista sulprostona. La PGE2 ha mostrado aumentar la 

desgranulación y producción de citocinas mediado por FcεRI en mastocitos de ratón y 

ésta respuesta parece ser mediada por el receptor EP3 (Nguyen et al, 2002), aunque 

Kunikata y colaboradores, usando el modelo de asma alérgica inducida por Ovo-

albúmina (OVA) mostraron que la vía de señalización PGE2-EP3 regula de manera 

negativa la progresión de la inflamación alérgica (Kunikata et al, 2005).  

a.1.4 Receptor EP4 

El ADNc del receptor humano codifica para 488 aminos ácidos con una masa molecular 

aproximada de 53kDa. El EP4 se expresa más que el EP2, encontrándolo en timo, íleo, 

pulmón, bazo, tejido adrenal y renal (Bastien et al, 1994). Tiene un importante efecto 

vasodilatador y un papel importante en regular en el cierre perinatal del ducto 

arterioso pulmonar. Aunque su vía de señalización es igual que el receptor EP2, a 

través de la disminución de los niveles de  AMPc por estar acoplado a la proteína Gs, 

este receptor al poseer una larga cola citoplasmática de alrededor de 156 amino-ácidos 

con 38 residuos de serina y treonina que sirve de múltiples sitios de fosforilación, 

sugiriendo con esto la susceptibilidad a desensibilización por fosforilación de los 

agonistas (Nishigaki et al, 1996).  
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Fig. 9 Activación de los receptores de EP por PGE2 induce diversas vías de señalización y 

liberación de citocinas. (A) PGE2 se une a distintos receptores de EP en induce activación de las vías de 

MAP quinasas a través de Gq o Gi, o induce la regulación hacia arriba del AMPc y subsecuente activación 

de la PKA. (B) La exposición de ciertas células a PGE2 resulta en la producción de citocinas como el TNFα, 

IL-6, y la producción de IL-10 dependiente de la MAP quinasa p38, aunque todavía no está claro que 

subtipo de receptor sea el responsable. (Adaptado de Bos et al, 2004) 

 

b. Citocinas 

Las citocinas  son un grupo de proteínas de bajo peso molecular (por lo general menos 

de 30 kDa) que actúan mediando interacciones complejas entre células de linfoides, 

células inflamatorias y células hematopoyéticas. Sus funciones son muy variadas: 

diferenciación y maduración de células del sistema inmunitario; comunicación entre 

células del sistema inmunitario; en algunos casos, ejercen funciones efectoras directas. 

Entre las propiedades generales de las citocinas tenemos 

• Las citocinas se producen durante las fases efectoras de la inmunidad 

natural y específica y sirven para regular las respuestas inmunitarias. 

• La producción y secreción de citocinas es un hecho breve y autolimitado.  

• Muchas de las citocinas no tienen un origen único, sino que están 

sintetizadas por múltiples tipos celulares. Dentro del sistema inmune 

natural, los macrófagos son las células más productoras de citocinas, 

mientras que en el sistema específico lo son las células TH. 
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• Las citocinas son pleiotrópicas, es decir, que la misma citocina es capaz de 

actuar en múltiples tipos celulares. 

• Las actividades funcionales de la citocinas son redundantes, es decir, que 

distintas citocinas pueden producir el mismo efecto. 

• Las citocinas pueden influir sobre el efecto de otras citocinas: efecto 

antagonista (el IFN-γ bloquea el cambio de clase promovido por IL-4) o 

sinérgico (la acción conjunta de IL-4 e IL-5 induce en células B el cambio de 

clase para que produzcan IgE). 

• Inician su acción tras fijarse a Rc específicos de la superficie celular: acción 

autocrina o paracrina.  

• La expresión de muchos de los Rc de las citocinas se regulan por señales 

específicas. De esta forma, la respuesta a las citocinas puede ser 

amplificada positiva y negativamente al variar el número de Rc. 

• La mayoría de las respuestas celulares a las citocinas son lentas ocurriendo 

en período de horas y requieren síntesis de ARNm y proteínas de novo. 

• Actúan sobre muchas células regulando la división celular, bien 

estimulándola o inhibiéndola. 

• Las citocinas “controlan” el sistema inmune: regulando (activando o 

inhibiendo) la activación, proliferación y diferenciación de varios tipos de 

células; regulando la secreción de anticuerpos y de otras citocinas 

(http://epidemiologiamolecular.com/citocinas/). 

 

Los mastocitos producen diversas citocinas que contribuyen a la inflamación alérgica. 

La producción de citocinas y quimiocinas por el mastocito está estrechamente regulada 

y puede ocurrir independientemente de la clásica vía de activación mediada a través 

del FCεRI. Hay alrededor de una treintena de citocinas producidas por los mastocitos 

humanos (Crivellato et al, 2004). Los gránulos secretores del mastocito contienen el 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) el cual tiene efectos proinflamatorios 

pleiotrópicos; ya que ha sido implicado en reclutamiento de neutrófilos y aumenta la 

actividad bactericida de estos, además activa la expresión de moléculas de adhesión 

endoteliales (ELAM-1) (Walsh et al, 1991; Kenny et al, 1993). Además, los mastocitos 

tienen la capacidad de generar IL-8, que contribuye al reclutamiento de neutrófilos 

(Moller et al, 1993). Otras citocinas encontradas en las vías áreas de pacientes 

normales y asmáticos están la IL-5 y la IL-6, las cuales junto con la IL-4 y la IL-13 

mejoraría la respuesta inmune tipo Th2 y la quimiotaxis de eosinófilos, indicando el 
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papel del mastocito en el inicio y mantenimiento de la respuesta inflamatoria en el 

asma (Bradding et al, 1995,; Galli, 1997). 

 

Tabla 2. Mediadores producidos por el mastocito y sus efectos. (Modificado de 

Abbas et al, 2007) 

Categoría del Mediador Mediador 
Función Fisiológica/Efecto 

Patológico 

Histamina Incrementa la permeabilidad 

vascular, estimula la 

contracción de las células del 

músculo liso. 

Preformados y 

almacenados en los 

gránulos citoplasmáticos Enzimas: proteasas neutras Degrada estructuras 

microbianas; daño del tejido y 

remodelado. 

Prostaglandina D2 Vasodilatación, 

broncoconstricción, 

quimiotaxis de neutrófilos 

Leucotrienos C4, D4, E4 Broncoconstricción 

prolongada, secreción de 

mocos, incremento de la 

permeabilidad vascular. 

Mediadores lipídicos 

producidos en la 

activación 
Factor activador de Plaquetas 

(PAF) 

Quimiotaxis y activación de 

leucocitos, 

broncoconstricción, 

incremento de la 

permeabilidad vascular.  

IL-3 Proliferación del mastocito 

TNF, MIP-1 alfa Inflamación en la fase tardía 

IL-4, IL-13 Producción de IgE, secreción 

de moco 

Citocinas Producidas en la 

Activación 

IL-5 Producción de eosinófilos y 

activación 
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2.7 Funciones del Mastocito:  

Las funciones realizadas por el mastocito están mediadas por la gran cantidad de 

mediadores liberados por esta célula que se describen en el apartado anterior. Entre 

las funciones del mastocito encontramos: 

• Regulación de funciones epiteliales (secreción y permeabilidad epitelial) 

• Funciones del músculo liso (peristalsis y broncoconstricción) 

• Funciones endoteliales (flujo sanguíneo, coagulación y permeabilización 

vascular) 

• Funciones inmunitarias (regulación de la respuesta innata y adaptativa, 

tolerancia periférica y reclutamiento y activación de neutrófilos, eosinófilos y 

linfocitos) 

• Funciones neuronales (interacción neuroinmunes, peristalsis y dolor) 

• Otras funciones (cicatrización y fibrosis) (Bischoff, 2007) 

 

2.7.1 Funciones Inmunomoduladoras del mastocito 

Los mastocitos presentan funciones inmunomoduladores tanto positivas como 

negativas en las células inmunes por influir en el reclutamiento, sobrevivencia, 

desarrollo, así como el incremento o supresión en el inicio, magnitud y/o duración de la 

respuesta inmune (Galli et al, 2008). 

El papel regulador del mastocito podría derivarse de la variedad de efectos biológicos 

que produce está célula en la respuesta inmune, así como de las interacciones que 

muestran con otras células efectoras y reguladoras del sistema inmune (Frossi et al, 

2010).  

Debido a la distribución de la población de mastocitos en los tejidos que están 

expuestos al ambiente exterior, estos están en contacto directo con antígenos, 

patógenos y otros factores que alcanzan la superficie de las mucosas y la piel 

(Grimbaldeston et al., 2005). 

 

a. Funciones inmunomoduladoras positivas 

El mastocito exhibe funciones inmunomoduladoras positivas in vivo que puede ser 

mejorar la defensa del huésped o promover enfermedades, y que reflejan las acciones 

de sus mediadores almacenados y citocinas. Entre los ejemplos de funciones 

inmunododuladoras positivas tenemos (Galli et al, 2008): 
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• Promover la migración, maduración, diferenciación y función de células del 

sistema inmune vía secreción de factores tales como el TNF, quimiocinas, 

histaminas, LTB4 y proteasas 

• Presentación de antígeno a células T  o mejorar la presentación antigénica por 

captura del antígeno  unido a la IgE vía FcεRI, llevándola a apoptosis 

• Promover la producción de IgE  por parte de las células B (mediante secreción 

de IL-4, IL-13 y CD40L) 

• Promover el reclutamiento de células del sistema inmune por la producción de 

TNF y otros mediadores que regulan a la alza la expresión de moléculas de 

adhesión en las células del endotelio vascular. 

• Promover la respuesta TH2 a través del efecto de PGD2 en la maduración de 

células dendríticas 

• Promover en el músculo liso de las vías aéreas la producción de citocinas y 

quimiocinas (TNF, IL-4 y la IL-13) 

b. Funciones inmunomoduladoras negativas: 

Las funciones inmunoreguladoras negativas del mastocito las realiza a través de la 

producción de IL-10 y de otros productos que limitan la magnitud y/o duración de 

ciertas respuestas inmune adquirida e innata, otros ejemplos de función 

inmunoreguladoras negativa sería (Galli et al, 2008): 

• Suprimir la sensibilización en la hipersensibilidad por contacto a través de la 

producción de histamina inducida por los rayos ultravioleta B (UVB) 

• Suprimir la producción de citocinas por células T y monocitos, vía IL-10 

• Suprimir la producción de citocinas pro-inflamatorias  y quimiocinas por los 

queratinocitos, vía IL-10 

• Mejorar la capacidad de las DC para reducir la proliferación de las células T y la 

producción de citocinas, vía IL-10 

Se ha demostrado que los mastocitos juegan un papel clave como centinelas del 

sistema inmune en la defensa del hospedero contra parásitos, bacterias e incluso virus.  

En el caso de los virus, el mastocito puede activarse por diferentes proteínas del VIH-1 

(gp120 y Tat) de tal manera representar una fuente potencial de citocinas Th2 durante 

la infección por VIH-1 (Marone et al, 2000). 
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2.8 Otras Patología en las que está involucrado el Mastocito 

El mastocito es una célula efectora multifuncional, capaz de producir una gran variedad 

de mediadores tanto preformados y sintetizados de novo. Estos mediadores están 

envueltos en un espectro de actividades que no se confinan estrictamente a funciones 

inmunológicas si no también a procesos no inmunológicos. Debido a este amplio 

potencial  que involucra una gran cantidad de reacciones, el mastocito ha ganado 

interés por el posible papel en otras patologías en humanos (Crivellato et al, 2004).  

El mastocito es una célula clave en la patogénesis de varias enfermedades 

autoinmunes como la esclerosis múltiple o la artritis reumatoide;  y en otras 

enfermedades crónicas como la fibrosis pulmonar (Metz et al, 2007). 

Se ha sugerido la participación del mastocito en procesos como el espasmo coronario, 

cardiomiopatia, arterioesclerosis y en isquemia cardiaca. Se ha demostrado que la 

quimasa escinde la angiotensina I a angiotensina II, más eficientemente que la enzima 

convertidora de angiotensina (ECA) (Church and Levi-Schaffer, 1997). En el esquema 

de la figura 10 a grandes rasgos se presentan los principales procesos en los que el 

mastocito está involucrado al igual que las citocinas que median estos efectos.  

Fig. 10 Participación del mastocitos en procesos patológicos e inmunitarios. Identificados como 

funciones protectoras (verde) o deletéreas (rojo) del mastocito (MC) y productos del mastocito en la 

respuesta biológica. Aneurisma aórtico abdominal (AAA), neurolisina (NLN), neurotensina (NT), células del 

músculo liso (SMC). Adaptado de Kalesnikoff & Galli, 2008. 



 30 

2.9 Papel del Mastocito en el asma 

El mastocito en la patogénesis del asma se ha estudiado en diferentes modelos 

animales. Especialmente con el uso de ratones con deficiencias genéticas de 

mastocitos y combinándolo con protocolos de reconstitución de dichas células, lo que 

ha sido una herramienta muy útil para delinear por una parte el rol del mastocitos en 

el asma, y por otra; los receptores que expresa y los mediadores involucrados en el 

proceso asmático (Grimbaldeston et al, 2005).  

El mastocito media la fase temprana de las reacciones de hipersensibilidad por 

liberación de histamina y otros mediadores, luego de la unión de la IgE al receptor de 

alta afinidad en caso de una reacción de tipo inmunológica o por una activación no 

inmunológica. Pero el proceso no termina allí, si no que sigue un proceso denominado 

fase tardía, y que es la causa de los síntomas recurrentes y crónicos de los individuos 

asmáticos (Bischoff S, 2007).  

También es importante destacar que los mastocitos de pulmón han demostrado que se 

adhieren a las células del músculo liso de las vías aéreas, a diferencia de los eosinófilos 

y las células T que no lo hacen bajo las mismas condiciones. Otras evidencias de su 

presencia son los infiltrados de éstas células en el epitelio bronquial de asmáticos; esto 

permite que el mastocito incremente el acceso a los alergenos y facilite la respuesta 

inflamatoria a través de la presentación de antígenos, diferenciación a respuesta TH2 y 

producción de IgE. El incremento en la producción de moco que se ve favorecida por 

mediadores liberados por el mastocito, y es una condición característica en el asma 

(Bradding P, 2003). 

Otras observaciones recientes es el SCF, el cual es producido por los macrófagos 

alveolares, y su receptor el KIT, está regulado hacia arriba en las vías aéreas de los 

asmáticos. Gracias a los modelos murinos de asma se han podido definir mecanismo 

fisiopatológicos y el protagonismo que tiene el mastocito en este padecimiento; 

además de la interacción de esta célula con otras, mediante la liberación de 

mediadores y la activación de otras células del sistema inmunológico como las células 

T (Brown et al, 2007). 

 

2.9.1 Papel del Mastocito en el Remodelado de las Vías Aéreas 

El asma bronquial se caracteriza por la inflamación, hiperreactividad  y remodelado de 

las vías aéreas. El remodelado de las vías aéreas se define como un cambio estructural 

que puede afectar sus propiedades funcionales. Estos cambios estructurales incluyen 

incremento en la masa del músculo liso de las vías aéreas, hipertrofia de las glándulas 
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mucosas, deposición de componentes de la matriz extracelular, engrosamiento de la 

membrana basal reticular y angiogénesis (Busse et al, 1999). Los pacientes con asma 

tienen una acelerada pérdida de la función pulmonar con el paso del tiempo, y algunos 

pacientes desarrollan una obstrucción fija del flujo aéreo. Esta característica puede 

reflejar el remodelado de las vías aéreas en el asma crónica y severa. Aunque la 

relación ente remodelado e inflamación no se entiende totalmente, hay reportes que 

sugieren que el remodelado es consecuencia de la lesión repetida e inflamación 

persistente.  Sin embargo, el proceso de remodelado comienza temprano en el 

desarrollo de asma y ocurre en paralelo con el establecimiento de la inflamación 

persistente (Phipps et al, 2004).  

La hipertrofia del músculo liso de las vías aéreas y la hiperplasia son los factores más 

importantes relacionados con la hiperreactividad bronquial in vitro e in vivo y con la 

severidad del asma. Muchos mediadores inflamatorios y citocinas contribuyen a la 

proliferación del músculo liso de las vías aéreas y éste por sí mismo es una fuente de 

mediadores inflamatorios, sugiriendo una respuesta proliferativa de tipo autocrino y la 

interacción con células inflamatorias. Se sabe que los mastocitos son los primeros en 

responder ante una reacción alérgica, más cuando hay una activación vía IgE. Luego 

de esta activación se observa la liberación de los mediadores preformados y 

sintetizados de novo, como ya se ha mencionado, entre estos las citocinas. Los 

mastocitos tienen un papel importante tanto en la fase temprana como en las 

reacciones tardías de hipersensibilidad en las vías aéreas y también en el remodelado.  

Hay estudios que reportan la infiltración de mastocitos en el músculo liso de las vías 

aéreas y que está asociado con desordenes en la función en el asma (Brightling et al, 

2002). Se ha encontrado que hay una gran proporción de mastocitos en el músculo liso 

de las vías aéreas, y que el número de mastocitos desgranulados es mayor en las 

personas que ha  muerto por asma, igualmente se ha reportado que hay un 

incremento tanto de mastocitos intactos como desgranulados en las glándulas 

submucosa de las vías aéreas en el asma fatal y esto se asocia a cambios estructurales 

como  el acortamiento del músculo liso y el alargamiento de las glándulas submucosa 

(Chen et al, 2004). Estas observaciones indican la interacción directa entre los 

mastocitos y las células del músculo liso de las vías aéreas, y entre el mastocito y las 

glándulas mucosas. De hecho, mucho de los mediadores derivados del mastocito se 

han reportado que están involucrados en la patogénesis del remodelado de las vías 

aéreas (Okayama et al, 2007) Fig. 11. 
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Fig. 11 Representación esquemática de la interacción del mastocito humano mediando el remodelado de 

las vías aéreas. Las líneas rojas indican el efecto directo del mastocito y las azules indican el efecto de las 

células del músculo liso mediando la activación del mastocito y el remodelado de las vías aéreas. 

(Adaptado de Okayama et al, 2007) 

 

2.9.2 El  Mastocito como herramienta para el estudio de asma 

Por décadas se ha establecido que el mastocito es la célula clave en la inflamación 

alérgica. Son varias las razones entre estas la ubicación estratégica de esta célula en el 

cuerpo, la cantidad de mediadores que almacena y la coordinación con otras células. 

En el asma, si bien es cierto que hay muchas otras células y moléculas involucradas, 

gran parte de la farmacoterapia envuelve la inhibición o el bloqueo de sustancias 

producidas y/o liberadas por el mastocito; por lo que el estudio de los mecanismos de 

activación, síntesis, regulación y liberación que involucra a esta célula es de primordial 

importancia para poder optimizar por una parte el diagnóstico y por otra el tratamiento 

de este padecimiento, que cómo ya se ha mencionado va en aumento tanto en los 

países industrializados como en los en vías de desarrollo.  

Para facilitar el estudio del mastocito se cuenta con herramientas como las líneas 

celulares o cultivos primarios, obtenidos de muestras de pacientes o modelo murino. 

Desde luego, estos tienen sus ventajas y desventajas que procederemos a enumerar. 
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Tenemos los modelos ex vivos y los modelos in Vitro. El modelo ex vivo consiste en la 

obtención de mastocitos maduros mediante el aislamiento a partir de tejido o 

mastocitos inmaduros obtenidos de progenitores ya sea de la médula ósea, cordón 

umbilical o sangre periférica de donantes voluntarios seguida de un proceso de 

diferenciación.  

Para el modelo in Vitro tenemos líneas celulares inmortalizadas, ya se humana como 

las HMC-1 (Human Mast cell leukaemia cell line) (Butterfield et al, 1988) y las LAD2 

(Laboratory Allergic Diseases cell line 2) (Kirshenbaum et al, 2003) o murino como las 

RBL (Rat Basophilic Leukaemia cell line) (Seldin et al, 1985). 

Las mayores limitaciones del uso de cultivos primarios y las líneas celulares se  

presentan en la tabla 3. Todas estas fuentes de mastocitos son poderosas 

herramientas para investigar los mecanismos por los cuales el mastocito puede 

influenciar en respuestas inmunológicas o biológicas in vitro. Aunque hay algunas 

similitudes entre los mastocitos humanos y los murinos, también están las diferencias 

como distribución anatómica, fenotipos y funciones que pueden influenciar en el papel 

del mastocitos en estas especies (Kalesnikoff & Galli, 2008).  
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Tabla 3. Herramientas de laboratorio para el estudio de mastocitos 

(Modificado de Bischoff, 2007) 

Herramienta Humana Murino Limitaciones 

Líneas celulares de 

mastocitos 

transformadas 

HMC-1 y LAD2 RBL 

Las transformaciones 

alteran La función 

normal ej. HMC-1 el c-

Kit está 

permanentemente 

fosforilado. 

Cultivo primario de 

mastocitos de 

progenitores 

Derivado de cordón o 

de sangre periférica 

Derivado de medula 

ósea 

Proceso de larga 

duración, requiere de 6-

12 semanas y la adición 

de coctail de citocinas. 

Cultivo primario de 

Mastocitos de tejidos 

Obtenido de piel, 

pulmón o intestino 

Mastocitos de 

peritoneo. 

El de mucosa o piel es 

más difícil de obtener 

Mastocito del peritoneo 

no tiene modelo de 

comparación con el 

humano. 

El aislamiento a partir 

de tejido depende del 

espécimen y la cantidad 

de mastocitos por 

gramo es limitada, 

además del proceso de 

aislamiento y las 

técnicas de purificación 

incómodas. 
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3. Asma Inducida por Ejercicio 

El asma inducida por ejercicio (AIE) representa un síndrome caracterizado por un 

incremento transitorio de la resistencia y reactividad de las vías aéreas luego de 3 a 8 

minutos de ejercicio intenso, que se manifiesta clínicamente por falta de aire, tos y 

sibilancias. Se estima que entre un 12 y 16% de la población experimenta AIE. La 

condición es más frecuente en niños y adolescentes que en adultos La prevalencia de 

asma en atletas de alta competición ha sido estimada por estudios de provocación 

bronquial y/o cuestionarios entre 4,3 y 22,8% (Saranz R, 2001). 

A inicios de la década de los ’70, el ejercicio fue introducido como la primera prueba 

indirecta estandarizada de reto (activación) para uso de laboratorio, reconociendo que 

el ejercicio era el estimulo mas común para provocar broncoconstricción y esta 

constricción podía ser evitada con ciertos fármacos. En el asma inducida por ejercicio 

se cree que los cambios osmóticos que tienen lugar en el líquido periepitelial son los 

responsables de la desgranulación mastocitaria (Anderson & Daviskas, 2000). Durante 

el ejercicio se produce aumento de la ventilación pulmonar, lo cual ocasiona pérdida de 

agua en las vías respiratorias que a su vez ocasiona aumento de la osmolaridad del 

líquido periepitelial. Al parecer estos cambios osmóticos son el desencadenante de la 

activación del mastocito, liberación de sus productos y el episodio de 

broncoconstricción; al conjunto de estos fenómenos se les conoce como la “Hipótesis 

Osmótica”.  

 

3.1 Hipótesis Osmótica 

La hipótesis osmótica fue desarrollada desde 1982 por la observación de que sujetos 

con AIE lo eran también a la inhalación de solución salina hipertónica (Anderson SD, 

1985). Esta hipótesis considera que la pérdida de agua por la vía respiratoria por 

evaporación durante el ejercicio condiciona cambios osmóticos que iniciarían los 

eventos que llevan a la contracción del músculo liso bronquial. El incremento de la 

osmolaridad crearía el medio adecuado para la liberación de mediadores de una vasta 

variedad de células que promueven la broncoconstricción, lo que se suma la presencia 

de edema intraluminal (Fig. 12). Esto podría explicar por qué la intensidad y duración 

del ejercicio pueden ser importantes determinantes de la severidad del AIE. Cuanto 

más largo e intenso es el esfuerzo, mayor es la ventilación y mayor el número de 

generaciones de la vía aérea que son abarcadas por el proceso de hiperosmolaridad 

incluyendo una mayor superficie epitelial (Anderson & Daviskas, 2000). La liberación 

consecuente de mediadores, sostenida por el efecto inhibitorio de antagonistas de 
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Pérdida Respiratoria de Agua
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Broncoconstricción
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Vasoconstricción

Recalentamiento rápido de la vía aérea

Vasodilatación-hiperhemia Edema

Deshidratación de la mucosa

↑[Na]+, ↑[Cl]-, ↑[Ca]++, ↑[K]+

↑de la osmolaridad

Liberación de mediadores

Contracción del músculo liso-Edema

Broncoconstricción

histamina y receptores de leucotrienos, son rápidamente removidos por la circulación 

bronquial lo que ocasiona la espontánea recuperación del AIE. Estos hechos avalan 

que la desecación de la mucosa respiratoria que tiene lugar durante el ejercicio, puede 

ser un estímulo inductor de la activación del mastocito. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12 Esquema de los eventos más relevantes en el asma inducido por ejercicio. De acuerdo a 

la hipótesis osmótica, donde el incremento en la osmolaridad induce la salida de mediadores del mastocito 

induciendo episodios de broncoconstricción. 

  

3.2 Papel de la PGE2 en el AIE 

La activación del mastocito, como consecuencia de los fenómenos previamente 

detallados podría ser la vía final común para la broncoconstricción en AIE. Un estudio 

mostró un incremento significativo y simultáneo de LTB4, PGD2 e histamina en lavado 

broncoalveolar de asmáticos luego de la pruebas físicas de aumento en la ventilación 

(hiperventilación isocápnica) (Pliss et al, 1990). Investigaciones más recientes parecen 

avalar dicha hipótesis ante la observación de un incremento en orina de la 9α, 11ß-

prostaglandina F2, principal metabolito de la PGD2, producto de la COX derivado de los 

mastocitos, en los que desarrollaron AIE, tanto en niños como adultos. Existen 

evidencias contrastantes en cuanto a la excreción urinaria de LTE4, producto final de la 

vía de los CysLTs, pero la atenuación simultánea de los niveles urinarios de ese 
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metabolito y de la broncoconstricción inducida por ejercicio, por el montelukast 

(antagonista de los receptores de leucotrienos), se halla a favor de un rol destacado de 

los leucotrienos en la patogenia de esta entidad clínica (O’Sullivan et al, 1998). 

El rol de los mediadores inflamatorios en la patogénesis del AIE es controvertido. El 

ejercicio produciría la liberación de prostaglandinas inhibitorias de la bronco 

constricción particularmente del tipo PGE2. Esta protección podría tener importancia 

para explicar el período refractario en AIE, lo que se ve reforzado por el hecho que la 

PGE2 inhalada atenúa la broncoconstricción por ejercicio y la premedicación con 

inhibidores de la COX  atenúan o eliminan la refractariedad en AIE (Melillo et al, 1994). 

Por otra parte, la PGE2 ha mostrado ser una sustancia con capacidad antiasmática, de 

tal forma que cuando se administra previamente a la exposición de ejercicio es capaz 

de prevenir parcial o totalmente la broncoconstricción inducida por este estímulo. 

También ha reportado prevenir la respuesta broncoconstrictora inducida por alergenos 

en pacientes con asma de manera que atenúa o reduce la hiperreactividad  y la 

inflamación, cuando se administra justo antes de inhalar el alergeno (Gauvreau et al, 

1999). 

Además, en las vías aéreas de los asmáticos, la expresión génica de COX-2 esta 

aumentada (Stokes et al, 2002), lo que sugiere que los productos de COX estén 

involucrados en la patogénesis del asma. Todos estos datos soportan la hipótesis de 

que las Prostaglandinas juegan un papel regulador en la respuesta alérgica y el 

balance general es el de favorecer la supresión de la respuesta asmática por la 

expresión de COX-2 y de ciertos productos claves (Park & Christman, 2006). La 

relación de la PGE2 y los receptores de EP en la inflamación es complicada; esta 

prostaglandina muestra efectos pro y antiinflamatorios, dependiendo del subtipo de 

receptor, población celular y el contexto de activación (Park & Christman, 2006) 

explicados en el apartado de PGE2 y sus receptores. Pero en general la PGE2 inhibe la 

activación del mastocito en el tracto respiratorio; al parecer esto lo hace mediante el 

aumento intracelular del monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) en algunos subtipos 

de mastocitos, al suprimir la liberación de mediadores (Peachell et al, 1988), pero en 

mastocitos de ratones aumenta la liberación de los mismos (Goulet et al, 2004). 

Por lo que el mecanismo por el cual la PGE2 media inhibición de la activación 

mastocitaria aun no esta plenamente descrita; al igual que el papel de esta sustancia 

en la activación mediante cambios osmóticos.  
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En general los eicosanoides, en los que está incluida la PGE2, se consideran potentes 

mediadores inflamatorios, y su inhibición podría ser un objetivo terapéutico, pero esto 

sería un acercamiento simple, porque existe un balance complejo entre los diferentes 

derivados lipídicos, por lo que es importante conocer el papel de estas sustancia en las 

células y en nuestro caso en particular en el mastocito como protagonista de procesos 

como asma y alergia. También existe poca información concerniente a la expresión de 

los receptores EP en los mastocitos humanos en determinados estados fisiológicos y 

cómo la  expresión de estos receptores puede estar regulada.   
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II.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS 

 

En los sujetos asmáticos el ejercicio induce broncoconstricción con liberación de 

mediadores. Los cambios osmóticos serían importantes causas subyacentes. Estos 

mismos sujetos pueden recuperarse en un período corto de tiempo, sin necesidad de 

medicación de rescate. En el caso de tomar de manera concomitante un analgésico 

antiinflamatorio no esteroidal (inhibidores de COXs) y realizar ejercicio, este periodo 

refractario desaparece y es entonces  necesario realizar  terapia de rescate del cuadro 

de broncoconstricción. En esta tesis se aborda el estudio de  cuales son los 

mecanismos fisiopatológicos involucrados en esta segunda situación utilizando como 

modelo el mastocito, dado que es una célula principal en el proceso asmático e 

inflamatorio. Además se estudia como las COXs  y en concreto la PGE2 puede modular 

los efectos de cambios osmóticos, fenómeno que ocurre en el asma inducida por 

ejercicio. 

Por lo que se plantea como objetivo general 

“Estudiar como la PGE2 modula los efectos mediados en la activación osmótica en el 

mastocito como  modelo in vitro de asma inducida por ejercicio” 

Objetivos específicos 

1. Determinar las características del estímulo osmótico en el mastocito como 

modelo de asma inducida por ejercicio in vitro 

2. Evaluar los posibles mecanismos que emplea el manitol para producir los 

cambios que el mastocito manifiesta luego de su activación 

3. Modular la actividad de las ciclooxigenasas para estudiar la repercusiones del 

estimulo osmótico  

4. Estudiar la modulación que produce PGE2 en la activación osmótica del 

mastocito 

5. Determinar que receptores son responsables de los efectos proinflamatorios y 

antiinflamatorios de la PGE2 en el modelo osmótico 

6. Evaluar la capacidad que tiene la PGE2 de intervenir en los procesos de 

señalización iniciados por el manitol 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

1. Línea celular de mastocitos humanos: 

Línea celular LAD2 (Laboratory of allergic diseases 2): Mastocitos humanos. 

Condiciones de cultivo: Medio StemPro-34 Serum Free Media (SFM), complementado 

con StemPro-34 Nutrient Supplement, 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de 

estreptomicina, 2mM de L-glutamina y 100 ng/ml de stem cell factor (SCF). El medio 

de cultivo es  de Invitrogen Life Technologies, los demás reactivos de Lonza y el SCF  

es un obsequio de Amgen. 

Línea celular HMC-1 (Human Mast cell leukimia cells): Mastocitos humanos. 

Condiciones de cultivo: Medio RPMI 1640 completado, suero bovino fetal 10%,  con 

100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina, 2mM de L-glutamina. Todos los 

reactivos son de Lonza. 

1.1 Cultivo Primario de Mastocitos provenientes de CD34+ (Rådinger et al, 

2010): 

Material: 

Human recombinant SCF (Amgen) 

Human recombinant IL-6 (PeproTech EC Ltd)  

Human recombinant IL-3 (PeproTech EC Ltd) 

Medio de cultivo StemPro-34 Serum Free Media (SFM), complementado con StemPro-

34 Nutrient Supplement, 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina, 2mM de 

L-glutamina 

Protocolo: 

Este protocolo detalla el método para diferenciar mastocitos humanos obtenidos a 

partir de células sanguíneas de sangre periférica de donadores sanos; provenientes del 

laboratorio enfermedades Alérgicas dirigido por Alasdair M. Gilfillan, Ph.D.  

• Descongelar una alícuota de células CD34+ a 37oC. Tan pronto como se 

descongela, transferir las células a un tubo de 15 ml. Enjuagar el criotubo con 

medio para los mastocitos (StemPro-34) y añadir al tubo de 15ml. 

• Centrifugar las células a 1000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

Retirar el sobrenadante por pipeteo y resuspender el pellet en 10ml de medio y 

transferir a dos flascones de cultivo (T175) con suficiente medio para obtener 

un volumen final de 30-40ml, este medio contendrá Stem Cell Factor (100 

ng/ml ), Interleuquina 6 (IL-6 100 ng/ml) y de Interleunquina 3 (IL-3 30 ng/ml) 

. 
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• Revisar las células diariamente en el inicio del cultivo. Evitar que la densidad de 

las células exceda 0.5x106 cél/ml. Usualmente, después de 4-7 días en cultivo, 

los dos flascones necesitarán ser divididos en 6 flascones; para esto hay que 

añadir 60ml de medio (sin IL-3) a cada flascón y trasferir 30ml de la suspensión 

de células en cada flascón adicional. 

• Luego de 14 días de cultivo, 30 ml del medio de cultivo (sin IL-3) se añade a 

cada uno de los 6 flascones  y estos se hemidepletan obteniendo un total de 12 

flascones con 30 ml como volumen final. Sin embargo, esto podrá variar 

dependiendo de la alícuota de células de CD34+ inicial. 

• En la tercera semana de cultivo, transferir las células a falcones de 50 ml y 

centrifugar a 1000 rpm, 5 minutos a temperatura ambiente. Remover la mitad 

del sobrenadante, resuspender el pellet de células y transferir a un nuevo 

flascón que contenga un volumen equivalente de medio fresco más las 

citoquinas SCF y IL-6 (100ng/ml, respectivamente). Esto se repite 

semanalmente. 

• Luego de 7-8 semanas, el cultivo consiste en mastocitos humanos maduros. La 

pureza puede evaluarse por tinción o por análisis con citometría de flujo. Las 

células pueden ser utilizadas para experimentos hasta la semana 10. 

 

1.2 Cultivo primario de mastocitos aislados a partir de pulmón  

Material: 

Dynal MPC®-1 Cat. No. 120-01D, Invitrogen©    

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) con HEPES y Glutamax (sin piruvato) Cat. 

No. 32430-027, Invitrogen©    

Non-essential amino acids (NEAA) Cat. No. 11140-035, Invitrogen©    

Horse serum heat inactivated Cat. No. 26050-070, Invitrogen©  

Magnetic Beads Cellection Pan Mouse IgGk kit: Detachable beads Cat No. 115.31D, , 

Invitrogen© 

Antibiotic/antimycotic (AA) Cat. No. A5955, Sigma©   

Bovine serum albumin (BSA) Cat. No. A9576, Sigma©    

Collagenase Type 1A 1g  Cat. No. C2674-1G, Sigma©   

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) con NaHCO2, sin CaCl2 o MgSO4, Cat. No. H9394, 

Sigma© 

Hyalurodinasa  1g, Cat. No. H3506-1G, Sigma©   

Human IL-6 20ug, Cat. No. 200-06-20ug, Peprotech©  
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Human IL-10 10ug, Cat. No. 200-10-10ug, Peprotech©  

CD117 purified, buffered in PBS Cat. No. 555713, BD Biosciences 

Tinción de Kimura 

 

Protocolo: 

Este protocolo detalla el método para diferenciar mastocitos humanos obtenidos a 

partir de pulmón de pacientes sometidos a cirugía torácica o de pólipos de pacientes 

sometidos a cirugía de otorrinolaringología, en el Hospital Clinic i Provincial de  

Barcelona, la técnica es una adaptación hecha a partir del protocolo seguido en el 

Institute for Lung Health en el Hospital de Glenfield bajo la dirección del Dr. 

Christopher Brightling, Leicester, Inglaterra.  

Se divide dos días, el primero se recibe la muestra del tejido (pulmón o pólipo nasal), 

se transfiere a una campana de flujo laminal vertical, para evitar infecciones o 

contaminaciones. 

Día 1: 

• Pesar y cortar el tejido en pequeñas piezas manteniéndolo humedecido en 

DMEM 10% FBS. 

• Una vez cortado el tejido, colocar en un embudo con una malla de 100µm y 

lavar dos veces con DMEM 10% FBS. 

• Escurrir el tejido con la ayuda de una cuchara para eliminar sangre o mucosa 

en exceso. 

• Nuevamente lavar dos veces más con DMEM 10% FBS. 

• Llenar un contenedor con 4ml de DMEM 10% FBS, 1% NEAA, 1% A/A por 

gramo de tejido. 

• Transferir el tejido a este contenedor con la ayuda de la cuchara, mezclar la 

muestra y colocarla en la nevera toda la noche. 

Día 2: 

• Retirar las alícuotas necesarias de las enzimas para la digestión del tejido 

(Colagenasa y la Hialorudinasa) a una proporción de 1ml por gramo de tejido, 

igualmente retirar el contenedor con el tejido suspendido en el medio completo 

de DMEM. 

• Añadir las enzimas y con la ayuda de un magneto y colocar el contenedor en un 

incubador a 37oC, para que se agite por espacio de 75 minutos, chequear 

periódicamente que la muestra se esta revolviendo apropiadamente. 
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• Luego de la incubación, retornar la muestra a la campana y agitar la con la 

ayuda de una jeringuilla de 50ml para remover el tejido conectivo que aun 

puede estar adherido. 

• Filtrar la suspensión de células a través de una malla de 100µm, con la ayuda 

de un embudo y un vaso de precipitado, adicionar 10ml de DMEM 10%FBS, dos 

veces y descartar la malla. 

• Regresar el filtrado al contenedor original con una pipeta y nuevamente se 

filtra, pero con la ayuda de una malla de 50 µm, descartar la malla. 

• Transferir el filtrado de células en suspensión a dos falcones y aforar hasta 

50ml con DMEM 10%FBS. 

• Centrifugar los falcones a 1300 rpm por 8 minutos a 4oC. 

• Remover el sobrenadante y resuspender el pellet en DMEM 10%FBS. 

• Retirar una alícuota de HBSS/proteínas del congelador. 

• Centrifugar y resuspender las células en DMEM 10%FBS, dos veces más y si el 

medio aún está sucio repetir nuevamente. 

• Después de finalizar el paso anterior, remover el sobrenadante y resuspender 

en 10ml de DMEM 10%FBS y reunir los pellets de ambos falcones en uno solo. 

• Tomar 5µl de la muestra de suspensión de células y poner en un ependorf de 

0.5ml para realizar el primer conteo con la tinción de Kimura. 

• Llenar el falcón hasta 50ml con DMEM 10%FBS y centrifugar a 1300 rpm por 8 

minutos a 4oC. 

• Remover el sobrenadante y resuspender en HBSS/Proteínas, incubar por 30 

minutos en el cuarto frío con la ayuda del “Roller/rocker”. 

• Luego de la incubación, retornar las células a la campana y añadir 15ml de 

HBSS 2%FBS en un falcón. 

• Filtrar la suspensión de células a través de una malla de 70µm, recoger el 

filtrado en un falcón, llenar hasta 50ml con el HBSS 2%FBS y centrifugar a 

1300 rpm por 8 minutos a 4oC. 
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Durante la centrifugación se realiza la preparación de las Beads cubiertas 

con CD117: 

• Poner una cantidad adecuada de beads (5 beads por 1 Mastocito) dentro de un 

falcón con 8 ml de HBSS 2%FBS frío. 

• Colocar el falcón en el magneto (Dynal MPC®-1) por 2 minutos 

• Remover el sobrenadante y sacar del magneto luego lavar con 8ml de HBSS 

2%FBS y retornar el falcón al magneto, repetir estos pasos dos veces más. 

 

Nuevamente: 

• Retornar las células a la campana y retirar el sobrenadante. 

• Remover el sobrenadante de las beads y añadir 1ml de HBSS/proteína a las 

beads y resuspender con la pipeta. 

• Añadir las beads a las células y resuspender antes de colocar en un criotubo. 

• Incubar las células con las beads por 90 minutos en “Roller/Rocker” en el 

cuarto frío. 

• Luego de la incubación, transferir las células a un falcón y adicionar 12ml de 

HBSS 2% FBS y mezclar con la pipeta. 

• Colocar las células en el magneto y luego de 5 minutos retirar el sobrenadante. 

• Resuspender las beads con las células en 10ml de HBSS 2%FBS y colocar en el 

magneto asegurándose de romper cualquier conglomerado, repetir esto tres 

veces más. 

• Resuspender en 4ml de DMEM 10% FBS, 1% NEAA, 1% A/A. 

• Tomar 5µl de la muestra y colocar en un ependorf para la tinción con Kimera, 

contar las células. 

• Ajustar la concentración de las células al volumen de medio de manera que: 

• Menos de 4 x 106 células colocar en 4ml de medio 

• Más de 4 x 106 células, hacer una dilución aproximada de 1x106 células/ml. 

• Añadir 1µl de cada citoquina (IL-10, IL-6 y SCF) por cada ml de suspensión de 

células. 
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2.  Análisis de la expresión de genes: 

El análisis de la expresión de genes tiene como objetivo estudiar la presencia o no de 

una proteína determinada a nivel de su transcripción génica; en nuestro caso en 

particular utilizamos esta técnica para determinar y cuantificar los receptores de 

prostaglandina E2 expresados en esta línea celular de mastocitos, también la síntesis 

de citoquinas como la IL-8 y el TNF-alfa luego de 6 horas de activación. 

Extracción de ARN con RNAeasy Mini Kit©: 

Para determinar la expresión de receptores de prostanoides y la síntesis de citoquinas 

como la IL-8  y TNF-alfa procedimos a obtener el ARN mensajero (ARNm) de la línea 

celular LAD2. 

Material:  

Kit de extracción de ARN: RNAeasy Mini Kit (Qiagen). 

Protocolo: 

• Tomar 1x106 células 

• Centrifugar a 1800rpm, durante 5 minutos, a temperatura ambiente. 

• Obtener el ARN siguiendo las instrucciones del kit  RNAeasy Mini Kit. 

• El ARN se mantiene estable a -80ºC un máximo de 6 meses. 

Retrotranscripción de ARN a cADN: 

La retrotranscripción de ARNm a ADNc es necesaria para poder hacer estudios 

posteriores de amplificación por PCR de los genes que codifiquen para las diferentes 

proteínas de interés. 

Material :  

GeneAmp® RNA PCR kit, de Applied Biosystems. 

Protocolo: 

• Tomar 1µg de ARN y añadir agua estéril hasta tener un volumen final de  10µl. 

• Añadir 10µl de la mezcla  preparada con los reactivos del GeneAmp® RNA PCR 

kit. El contenido es detallado en la siguiente tabla: 

Tampón de RT 10x 2µl 

Mezcla de dNTPs (100mM) 25x 0.8µl 

Oligonucleótidos Random de RT 10x 2µl 

Transcriptasa Reversa MultiscribeTM 1µl 

Inhibidor de RNAasa 1µl 

Agua libre de Nucleasas 3.2µl 
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• Hacer un pulso a 14000rpm, durante 11 segundos, a temperatura ambiente. 

• Añadir  40µl de aceite mineral. 

• Condiciones del programa de Retrotranscripción del termociclador: 

- 25ºC, 10 minutos. 

- 37ºC, 2 horas. 

- 85ºC, 5 segundos. 

- Mantener a 4ºC. 

 

Amplificación de cADN por PCR a tiempo real: 

Es una variante de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizada para 

amplificar y simultáneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la 

amplificación de ácido desoxirribonucleico (ADN). Para ello emplea, del mismo modo 

que la PCR convencional, un molde de ADN, al menos un par de cebadores específicos, 

dNTPs, un tampón de reacción adecuado, y una ADN polimerasa termoestable; a dicha 

mezcla se le adiciona una sustancia marcada con un fluoróforo que, en un 

termociclador que albergue censores para medir fluorescencia tras excitar el fluoróforo 

a la longitud de onda apropiada, permita medir la tasa de generación de uno o más 

productos específicos. Dicha medición, se realiza luego de cada ciclo de amplificación y 

es por esto que también se le denomina PCR en tiempo real.  

Material: 

LightCycler® Carrusel-Based System, de Roche 

LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I, de Roche 

TaqMan Gene Expression Assays para IL-8 y TNF-alfa, Applied Biosystems    

Protocolo LightCycler de Roche: 

• Descongelar el MgCl2, mezcla de primers, Fast Star DNA y el cADN, mantener 

en hielo. 

• Preparar dilución 1/10 de la RT; mantener en hielo. 

• Colocar los capilares sobre el bloque frío. 

• Preparar la mezcla de acuerdo a la siguiente tabla: 

Agua destilada 10.6µl 

MgCl2 25mM 2.4µl 

Mezcla de Primers 5µM 2.0µl 

LC-Fast Start DNA Master SYBR Green 2.0µl 

UNG (1 U/µl) 1.0µl 
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• Mezclar la muestra suavemente con un vórtex y mantener en hielo. 

• Introducir los 18µl de la mezcla a cada capilar 

• Introducir 2µl del estándar o del cADN del gen de interés o agua al capilar. 

• Tapar los capilares 

• Hacer un pulso de centrifuga de los capilares 

• Incubar los capilares 5 minutos a temperatura ambiente para la activación de la 

UNG. 

• Los primers o cebadores utilizados fueron diseñados utilizando el software 

informático primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3), que se 

presentan en la siguiente tabla: 

 

Oligonucleótidos Secuencia del Oligonucleótidos 

Forward 5’-GAAACTACCTTCAACTCCATC-3’ 
β-actina 

Reverse 5’-CTAGAAGCATTTGCGGTGGAC-3’ 

Forward 5’-TTGTCGGTATCATGGTGGTG-3’ 
Receptor EP1 

Reverse 5’-GGCCTCTGGTTGTGCTTAGA-3’ 

Forward 5’-GTCTGCTCCTTGCCTTTCAC-3’ 
Receptor EP2 

Reverse 5’-CCTCAAAGGTCAGCCTGTTT-3’ 

Forward 5’-CCACCTTTTCTTCGCCTCTG-3’ 
Receptor EP3 

Reverse 5’-TTTCTGCTTCTCCGTGTGTG-3’ 

Forward 5’-TCCAGCACCATTCTTCACTG-3’ 
Receptor EP4 

Reverse 5’-AACAAAGTGCCCAACAGGTC-3’ 

 

•  Todas las reacciones fueron realizadas en duplicado. Los datos en la expresión 

de los receptores de EP fueron normalizados por β-actina. 
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Protocolo Taqman Gene expresión Assay de Applied Biosystems 

• Descongelar reactivos, mantener el Gene Expression Assay protegido de la luz y 

en un bloque frío. 

• Preparar las muestras de cDNA para adicionar 4µl a la placa fría.   

• Preparar la mezcla del ensayo sobre un bloque frío   con las sondas del Gene 

Expression Assay siguientes: 

1. β-actina-VIC probe 

2. IL-8-FAM probe Hs00174103_m1 

3. TNF-alfa –FAM probe Hs00174128_m1 

• Preparadas con las siguientes concentraciones: 

Reactivo Cantidad 

agua RNase-free 4 

TaqMan Fast Universal PCR Master Mix (2X) 10 

Taqman Control beta-actina 1  

TaqMan Gene Expression Assay (20X) 1 

volumen total (µl) 16,0  

 

• Mezclar la mezcla suavemente (vortex suave) y mantener en frío.  

• Introducir 16µl de la mezcla en cada pozo de la placa de 96   

• Introducir 4µl del cDNA  o agua según corresponda en cada pozo.   

• Tapar la placa con el adhesivo     

• Hacer un pulso de centrífuga a la placa      

• Correr la placa en el termociclador 7900HT    
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3. Ensayo de liberación de Beta Hexosaminidasa en Mastocitos: 

El análisis de la secreción de β-Hexosaminidasa, mediador contenido en los lisosomas 

celulares del mastocito, se utiliza como medida de la degranulación mastocitaria. En 

este caso, se va utilizar para el estudio del efecto de los diversos tratamientos tras la 

estimulación con el agente osmótico  sobre la degranulación.  

Material: 

Tampón de liberación de β-Hexosaminidasa (10mM HEPES, 137mM NaCl, 2.70 mM KCl, 

0.4mM NaH2PO4, 5.6mM D-glucosa, 1.8mM CaCl2, 1.3mM MgSO4, 0.025% BSA, filtrar 

estéril). 

Substrato P-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glycopyranoside, de Calbiochem 

Tritón x-100 

Tampón de citrato de sodio 0.1M (pH 4.5) 

Tampón carbonato de sodio 0.2M (pH 10.7) 

PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) y Ionomicina de Calbiochem 

Manitol 20x (osmofundina concentrada), de B. Braun 

Prostaglandina E2 

AH6809 (Antagonista receptor EP1/EP2), Sigma 

L-826266 (Antagonista receptor EP3), Merck Frosst  

AH23848 (Antagonista receptor EP4) Sigma 

SC-560 (inhibidor selectivo COX-1), Cayman Chemical  

NS-398 (inhibidor selectivo COX-2), Cayman Chemical 

Aspirina (inhibidor no selectivo COX), Cayman Chemical 

Protocolo: 

• Separar 2 x 104 células por condición.  

• Realizar dos lavados con Tampón de liberación, a 300 g por 5 minutos a 

temperatura ambiente (±24 oC). 

• Resuspender el pellet con el volumen correspondiente del Tampón de liberación 

para la dilución de las células. 

• Separar en ependorf el volumen con el contenido de células requerido para 

cada condición. 

• De acuerdo a las condiciones planteadas para el experimento se separa el 

volumen requerido se coloca en placa de 96 pocillos. 

• Colocar los estímulos correspondientes PMA (50 ng/mL) más Ionomicina (2.5 

µM), Manitol 10% y aforar hasta 60 µL con el tampón de liberación durante 30 

minutos, a 37 oC. 
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• Pasado este tiempo centrifugar la placa a 300 g por 5 minutos, a temperatura 

ambiente.  

• Recoger 50 µL del sobrenadante y colocarlo en una placa de 96 pocillos. 

Recoger también 50 µL del lisado celular total, que se obtiene de la adición de 

tritón al 1 % en el mismo tampón de liberación de β-Hexosaminidasa. 

• El sobrenadante y el lisado celular total obtenido se incuba con 100 µL del 

substrato de  P-nitrofenil N-acetil-beta-D-glucosaminida a una concentración de 

1.3 mg/ml en un tampón de citrato de sodio 0.1 M (pH 4.5),  durante 1 hora a 

37 o C. 

• Detener la reacción añadiendo 200 µL por pocillo de un tampón de carbonato 

de sodio 0.2 M (pH 10.7). 

• La absorbancia de 4-P-nitrophenol es monitorizada mediante la absorbancia a 

405 nm. La actividad resultante se expresa como el porcentaje de la respuesta 

máxima (muestras tratadas con Tritón x-100): Liberación de β-Hexosaminidasa 

= OD sobrenadante/ (OD sobrenadante+ OD Triton X-100) ×100. 

4. Citometría de Flujo 

La citometría de flujo es una técnica que permite el conteo, el análisis y la separación 

de células que se encuentran en suspensión en un líquido. Permite hacer estudios 

multiparamétricos de características físicas o químicas de células individuales que 

fluyen a través de un aparato de detección, que capta las características de dispersión 

de la luz y fluorescencia que poseen estas células conformes se les hace pasar a través 

de un haz de luz. La dispersión de la luz varía para cada población de células 

analizadas: la medida de la célula dará un parámetro de dispersión, y la granularidad 

de la célula dará la reflexión de la luz.  Además de la dispersión, el uso de los 

anticuerpos monoclonales marcados con moléculas fluorescentes, permite estudiar la 

presencia de diversos marcadores de manera simultánea. 

 

Material: 

Tampón de lavado: PBS, 2 % FCS, 0,01 % Azida Sódica. Se utiliza para lavados y 

resuspensión de las células. 

Tampón de Fenotipado: Suero de conejo inactivado, al porcentaje deseado, en el 

tampón de lavado. El porcentaje del suero puede variar, generalmente entre 1-20 %; 

en nuestro caso lo utilizamos al 15 %. Este tampón sirve también para hacer las 

diluciones y las incubaciones con el anticuerpo. 

Anticuerpos CD63 FITC y CD123 (IL-3R α chain) FITC, de BD Pharmingen™   
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4.1 Análisis de expresión de la proteína de membrana CD63: 

La molécula CD63 es una proteína granular que atraviesa cuatro veces la membrana 

plasmática (4TM), pesa 53 kDa que se expresa no sólo en los gránulos del basófilo y 

en la superficie de éste cuando se activa, sino también en monocitos, macrófagos y 

plaquetas. La expresión de este marcador se correlaciona con la degranulación (Knol et 

al., 1991). El análisis de esta proteína se hace para estudios comparativos de los 

niveles de expresión antes y después de la activación celular, con fines diagnósticos, 

pero en nuestro caso lo hacemos con los siguientes estímulos manitol 10% (estímulo 

osmótico) o con PMA+Ionomicina (control positivo), comparándolo con el CD123 

(control negativo) o anti Receptor de Interleucina 3α de baja afinidad (anti IL-3Rα), y 

con células sin estimular. 

Protocolo: 

• Tomar entre 0.2x106 - 1x106 células y pasar a un tubo de FACS (Fluorescence 

Analizer Cell Sorter). 

• Lavar las células con el tampón de lavado. 

• Recoger las células con tampón de fenotipado (frío), lavar y resuspender en un 

volumen final de 100µL. 

• En frío adicionar 5µL de CD63 (marcado con fluoresceína) 

• Incubar en hielo por 30 minutos (evitando internalización del receptor) 

• Lavar con el tampón de fenotipado, dos veces  

• Resuspender en un volumen final de 300µL.  

• Leer las muestras en el citómetro. El fluorocromo usado en este caso es FITC 

(fluoresceína) que  se lee en el canal FL-1. 
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5. Estudios de Reorganización del Citoesqueleto por incorporación de 

Faloidina. 

El citoesqueleto está constituido por tres tipos de biopolímeros; microtúbulos, 

filamentos intermedios y filamentos de actina o microfilamentos; junto con estos 

biopolímeros existe un grupo de proteínas involucradas en el control y regulación de su 

dinámica de polimerización/despolimerización. El citoesqueleto de actina está 

constituido por microfilamentos y es regulado por proteínas relacionadas o de unión a 

actina globular (G-actina) o filamentosa (F-actina). Los microfilamentos participan en el 

movimiento celular proporcionando una fuerza de locomoción resultante del fenómeno 

de polimerización de actina; y por otra parte, contribuyen al trasporte intracelular por 

los que viajan moléculas y estructuras membranosas (tesis Egea). 

Los cambios del  citoesqueleto de actina pueden modificarse mediante  el uso de 

sustancias naturales denominadas toxinas de actina. Entre estas se encuentran las que 

estabilizan la F-actina, y el compuesto más conocido es la  faloidina, tóxico derivado de 

la Amanita phalloides, que se une con alta afinidad a la actina polimerizada (Actina F); 

por lo que convierte a la faloidina en un buen marcador de reorganización del 

citoesqueleto en células previamente fijadas y permeabilizadas. 

Estudios de Reorganización del citoesqueleto por microscopía de 

fluorescencia: 

Todo el procedimiento de preparación de las muestras se realiza a temperatura 

ambiente. 

Material: 

- Paraformaldehído al 4% 

- Polilisina 1% 

- PBS 

- BSA 

- Saponina 

- Faloidina-TRICT 

- Hoechst 33258 

- Medio de montaje Prolong© Gold antifade reagent Invitrogen 

- Fluo-4/AM, de Molecular Probes 

- Zeiss AXIO Observer Z.1 inverted microscope (Carl Zeiss Microimaging GmbH, 

Göttingen, Germany) 

- Explora Nova  Fluo'Up software (Explora Nova, La Rochelle, France) 
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Protocolo 

• El día anterior en una placa de 24 pocillos colocar los cubreobjetos estériles a lo 

que se le añaden 0.5-1 ml de polilisina dejándolo toda la noche a temperatura 

ambiente. 

• El día del experimento retirar el exceso de polilisina y  lavar suavemente con 

PBS los pocillos. 

• Tomar 0.1x106 células por condición y activar con los estímulos 

correspondientes, como se explica para el ensayo de betahexosaminidasa. 

• Detener la activación con un pulso de centrifuga, decantar y lavar las células 

con PBS y colocar en la células en cada pocillo. 

• Fijar con 300µl de paraformaldehído 4% durante 30 minutos . 

• Retirar el exceso de paraformaldehído y lavar con PBS. 

• Permeabilizar con 300µl saponina (1%) en PBS durante 15 minutos. 

• Retirar el exceso de saponina y lavar con PBS. 

• Bloquear con 300µl de BSA (1%) en PBS durante 30 minutos. 

•  Retirar el exceso de BSA y lavar con PBS. 

•  Incubar con Faloidina-TRICT a una dilución (1/5000) en BSA (0.1%) en PBS 

durante 20 minutos.  

•  Retirar el exceso de Faloidina-TRICT y repetir el lavado con PBS tres veces. 

•  Incubar con Hoechst 33258 a una concentración 0.5µg/ml por 10 minutos. 

•  Retirar el exceso de Hoechst 33258 y lavar con PBS. 

•  Montar los cubreobjetos con 6µl del medio de montaje de manera que las 

células queden confrontadas con el portaobjeto. Evitar las burbujas. 

•  Almacenar cubiertos a 4oC o analizar las muestras en el microscopio de 

fluorescencia Zeiss AXIO Observer Z.1 inverted microscope (Carl Zeiss 

Microimaging GmbH, Göttingen, Germany)  
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Estudio de Reorganización del citoesqueleto por citometría de flujo: 

Todo el procedimiento de preparación de las muestras para el citómetro se realiza 

en hielo. 

Material: 

Paraformaldehído 4% 

Saponina diluida en PBS 1% 

Faloidina-TRICT 

BSA diluido en PBS 1% 

Tampón de lavado 

 

Protocolo 

• Tomar 0.1x106 células por cada punto de activación. 

• Activar las células con el estímulo correspondiente, como en el ensayo de 

betahexosaminidasa. 

• Detener la activación con un pulso de centrifuga a 14000 rpm, durante 11 

segundos a 4oC. 

• Fijar con 500µl de paraformaldehído 4%, durante 10 minutos. 

• Lavar con PBS como se explica en el paso 3, repetir 3 veces. 

• Permeabilizar con 500µl saponina (1%) en PBS durante 15 minutos. 

• Lavar con PBS como se explica en el paso 3, una sola vez. 

• Bloquear con 1ml de BSA 1%) en PBS, durante 40 minutos. 

• Lavar con PBS como se explica en el paso 3. 

•  Incubar con 100µl de Faloidina-TRICT a una dilución 1/5000 durante 20 

minutos. 

•  Lavar con PBS como se explica en el paso 3. 

•  Pasar las muestras a tubos de FACS y lavar con tampón de lavado. 

•  Centrifugar a 1500rpm durante 5 minutos a 4oC. 

•  Resuspender el pellet celular en 0.2-0.5 ml de tampón de lavado. 

• Leer las muestras en el citometro. La emisión del fluorocromo TRICT 

(Tetramethyl Rhodamine Iso-Thiocyanate), en el que se encuentra conjugada la 

Faloidina se lee en el canal FL-2. 
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6. Ensayo de actividad de ERK, P38, JNK y AKT y expresión de receptores EP 

Para estudiar la actividad de MAPK como ERK, P38 y JNK y de otras proteínas, como 

AKT, se analiza generalmente el grado de fosforilación. En este ensayo se trabaja con 

lisados de células totales. Para determinar mediante western blot la presencia de 

receptores de prostanoides también utilizamos los lisados de las células. 

Material 

Tampón de lisis: Tritón 1 %, 50 mM Tris-base (pH 7.4), 150 mM NaCl, 100 mM NaF, 1 

mM Na3VO4, 1 mM PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride), 1mM Na-Pirofosfato. 

Tampón de carga (3X): 200 mM Tris pH 8.6; 6 % SDS, 0.06 % Bromophenol, 5 % 2-β-

Mercaptoetanol, 30 % Glicerol 

Anticuerpos anti-ERK fosforilado i anti-P38 fosforilada de Cell Signaling Technologies 

Anticuerpos anti-AKT fosforilado de Santa Cruz 

Anticuerpo policlonal Receptor EP1, EP2 y EP3, Cayman Chemicals 

Anticuerpo policlonal Receptor EP4, Abcam 

COX-1 

COX-2 

Protocolo: 

• Contar las células y asegurarse de colocar 0.5x 106 células por condición 

• Lavar y resuspender en el Tampón de liberación y obtener en un volumen de 

500µL en sendos ependorf las células necesarias. 

• Activar las células con los distintos tratamientos y colocar en una placa térmica 

a 37oC, en el caso de los receptores de EP no es necesaria la activación. 

• Parar activación con 500µL PBS frío, centrifugar a 4oC a velocidad máxima, 

decantar el sobrenadante. 

• Lisar las células con 50-100µL de tampón de lisis, resuspendiendo el pellet, 

luego de un vórtex se mantiene en hielo por 20 minutos. 

• Centrifugar a velocidad máxima por 20 minutos a 4oC. 

• Recoger sobrenadante y añadir 20-50µL tampón reductor. 

• Hervir las muestras a 100oC por 10 minutos para desnaturalizar. 

• Las muestras están preparadas para correr en un gel de SDS-PAGE 10 %. 
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Electrofóresis de proteínas (SDS-PAGE): 

La técnica SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Ployacrylamida Gel Electrophoresis) 

consiste en la electroforesis de proteínas en un gel de acrilamida. Con esta técnica se 

consigue que las proteínas migren en función de su medida, ya que gracias a la acción 

del detergente SDS, todas las proteínas adquieren carga negativa en proporción de su 

masa, obteniendo que la relación carga/masa sea idéntica en todo los casos, y por lo 

tanto la migración dependa únicamente de la longitud de la cadena polipeptídica. 

Esta técnica requiere la preparación de dos fases del gel de acrilamida: la fase 

correspondiente al gel apilador, y la fase correspondiente al gel separador. Ambas 

fases varían en el porcentaje de acrilamida, el pH y la molaridad. La finalidad del gel 

apilador es obtener el empaquetamiento correcto de las muestras, previo a la entrada 

al gel separador. En el gel separador tiene lugar la fase resolutiva, las muestras se 

separan en función del peso molecular. El porcentaje de archilamida del gel separador 

puede variar según los pesos de las proteínas a separar. El porcentajes acrilamida 

utilizado en los geles es inversamente proporcional al peso de las proteínas, es decir 

porcentajes de acrilamida elevados es para proteínas de bajo peso molecular, y 

porcentajes bajos de archilamida es para las de alto peso molecular. 

 

Material: 

Acrilamida 30 % 

Tris-Base 1M pH 8.8 y pH 6.8 

SDS  (Sodium Dodecyl Sulfate) 10 % 

APS (Ammonium Persulfate) 20 % 

TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamida) 

Tampón de electroforesis 10x, pH 8.4, 1 L: 30 g Tris-Base, 144 g Glicina y 10 g SDS). 

Se trabaja al 1x. 
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Protocolo: 

• Preparar las dos fases del gel de archilamida. Las cantidades de cada reactivo 

para la preparación de ambas fases del gel están resumidas en la siguiente 

tabla:  

 Gel Apilador (10mL) Gel Separador (30mL) 

Archilamida/Bis-Acrilamida 30% 1.5 mL 8 %-15 % 

Tris-Base 1M, pH 8.8 - 11.20 mL 

Tris-Base 1M, pH6.8 1.25 mL - 

Agua Mili Q 7 mL Varía según el % de 

acrilamida 

SDS 10% 100 µL 300 µL 

APS 20% 50 µL 150 µL 

TEMED 10 µL 20 µL 

 

• Cargar las muestras en los pozos. 

• Correr el gel aplicando un amperaje no mayo de 60 mA desde el polo negativo 

al positivo. 

Western-Blot: 

La técnica de Western-Blot consiste en la transferencia del gel de electroforesis a una 

membrana, que originalmente era de nitrocelulosa, aunque actualmente se utilizan 

más las membranas de PVDF (Polyvinyldene Fluoride). La membrana permite diversas 

incubaciones con los anticuerpos de interés. 

Material: 

Tampón de transferencia: 25mM Tris-Base, 129mM Glicina, 20% Metanol. Este tampón 

se mantiene a 4oC. 

Tampón TBS-T (Tris-Buffered Saline Tween 20) 10x, 1 L: 24 g Tris-Base, 80 g NaCl, 

20mL Tween 20. Se trabaja al 1x y se utiliza para hacer los lavados e incubar los 

anticuerpos. 

Tampón de stripping, pH 2-3, 1 L: 8.75g NaCl, 1.57g Trizma. El tratamiento de la 

membrana con este tampón durante un tiempo de 10-15 minutos con agitación 

vigorosa, permite disociar los anticuerpos unidos a la membrana (debido a la acidez del 

pH del tampón de stripping). De ésta manera, la membrana se puede volver a 

bloquear y reutilizar para más incubaciones con otros anticuerpos. 

Membrana de PVDF, de Millipore 

Películas Curix RP2 Plus, de AGFA 
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Protocolo: 

Preparar la transferencia con el gel de electroforesis: el gel en contacto con la 

membrana de nitrocelulosa (PVDF) y esta en contacto con un polo positivos (la 

transferencia se realiza del polo negativo al polo positivo). Hay diversos sistemas para 

realizar la transferencia: húmedo, semi-seco y seco. En el sistema semi-seco, no se 

excede de los 25voltios y 3mA por cm2, en el caso de geles grandes; o 5.5mA por cm2 

en el caso de geles pequeños. Generalmente se utiliza un amperaje de 0.8mA por cm2 

para geles grandes. 

Una vez finalizada la transferencia, se descarta el gel y se incuba la membrana con el 

anticuerpo de interés, siguiendo estos pasos: 

• Bloquear con leche desnatada 2% o albúmina (BSA: Bovine Serum albumin) 

2% (en caso de utilizar anticuerpos contra tirosinas fosforiladas), durante 1 

hora en agitación moderada a temperatura ambiente. 

• Lavar 2 a 3 veces con el tampón TBS-T, durante 5 minutos en agitación, a 

temperatura ambiente. 

• Incubar con el anticuerpo primario, durante 1 hora en agitación a temperatura 

ambiente, o bien durante toda la noche a 4oC en agitación. 

• Lavar 2 a 3 veces con el tampón TBS-T, durante 5 minutos en agitación a 

temperatura ambiente. 

• Incubar los anticuerpos secundarios, durante 30-45 minutos en agitación, a 

temperatura ambiente. En el caso que el anticuerpo primario esté directamente 

conjugado a peroxidasa, éste paso se elimina. 

• Lavar 2 a 3 veces con TBS-T, durante 5 minutos en agitación a temperatura 

ambiente. 

• Revelar con el Supersignal Chemioluminiscence substrate, utilizando películas 

Curix RP2 Plus para el revelador CURIX AGFA 60.  

 

Cuantificación de los geles de western blot 

Los filmes se escanean y la intensidad relativa de las bandas son digitalizadas y 

analizadas usando el programa Multi Gauge Fujifilm© 
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7. Silenciamiento de ciclooxigenasas mediante el uso de ARN de 

interferencia (siRNA)  usando el kit  Hiperfect transfection reagent de 

Qiagen 

La interferencia por RNA es una herramienta molecular para silenciar genes a nivel 

post-transcripcional. Es utilizada para la búsqueda de las funciones asociadas a 

varios genes mediante, genómica reversa y como herramienta terapéutica para 

reducir o bloquear la expresión de genes alterados o sobre expresados, en terapia 

genética. La interferencia por RNA proporciona una estrategia fácil y rápida para 

degradar los RNA mensajeros mediante la introducción de un RNA pequeño de 

doble cadena homólogo (siRNA) al RNA mensajero celular de interés, removiéndolo 

de una manera secuencia específica. Esta técnica se utiliza para silenciar los genes 

de ciclooxigenasas 1 y 2.  

Materiales 

Agua estéril libre de RNAasa 

HiperfectQiagen 

AllStars Neg. siRNA AF488 (20nmol) 

 

Oligonucleótidos Secuencia del Oligonucleótidos 

Sense strand 5’-UACCGCAACCGCAUUGCCATT-3’ HP GenomeWide 

siRNA 

Hs_PTGS1_6   

AF 488(20nmol) 
Antisense strand 5’-UGGCAAUGCGGUUGCGGUATT-3’ 

Sense strand 5’-CACCGGAAUUUUUGACAAGTT-3’ HP GenomeWide 

siRNA 

HS_PTGS2_5  

AF 647(20nmol) 

Antisense strand 5’-CUUGUCAAAAAUUCCGGUGTT-3’ 
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Protocolo 

1. Día antes de la transfección colocar 2.5x105cel/ml por pocillo en un volumen 

final de 2000ul en el medio de cultivo StemPro 34. 

2. Preparación del complejo de transfección: resuspender los liofilizados de los 

siRNA, que están a una concentración de 20µM, tomar 35µl y adicionar 100µl del 

medio de cultivo y 18µl de HiPerFect, mezclar y hacer un vórtex. 

3. Incubar las muestra por 5-10 min a temperatura ambiente para permitir la 

formación del complejo de transfección. 

4. Añadir gota a gota a las células. Agitar suavemente para asegurar la 

distribución uniforme del complejo de transfección. 

5. Incubar las células con el complejo de transfección bajo condiciones normales 

de crecimiento y dividir los grupos de tratamiento en  

• Grupo control sin siRNA 

• Grupo scramble (secuencia al azar de siRNA con una sonda Alexa 488) 

• Grupo siRNA COX-1 (silenciamos el gen de COX-1 con una sonda Alexa 488) 

• Grupo siRNA COX-2 (silenciamos el gen COX-2 con una sonda Alexa 647) 

6. Monitorizar si el gen se ha silenciado apropiadamente en el tiempo; para este 

propósito, luego de varias horas tomar una alícuota de células de cada grupo de 

tratamiento y  pasar por el citómetro. 

7. Transcurridas las 48 o más horas del silenciamiento, realizar el lisado de las 

células para realizar el western blot y verificar el silenciamiento de los  genes con 

anticuerpos para COX-1, COX-2 y β-actina, como carga total.  
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8. Determinación de calcio por fluorímetria 

El calcio (Ca2+) es un elemento abundante presenta ya sea en forma libre o unida a 

proteínas y es esencial para varios procesos bioquímicos tanto en células eucariotas 

como procariotas. Hace más de 100 años Ringer y Locke demostraron  el papel del 

Ca2+ en la activación de las células. En los seres vivos el Ca2+ se considera que existe 

en tres formas: libre, unido o atrapado (en forma mineral con fosfatos). Una 

herramienta útil desde principios del siglo XX, es la medición de los cambios en la 

concentración de calcio, ya sea extracelular o intracelular, mediante el uso de sondas, 

entre estos los indicadores fluorescentes como el FLUO-4 que es un análogo del FLUO-

3, introducido en 1989.  

Las mediciones se realizan en el fluorímetro ModulusTM II Microplate Multimode 

Reader, Turner Biosystems.  

Material: 

Fluo 4/AM, Molecular Probe, Invitrogen1mg/ml 

Tampón de liberación  

Manitol 20% (envasado) 

Ionomicina (200µg/mL) 

ModulusTM II Microplate Multimode Reader, Turner Biosystems. 

Protocolo 

• Lavar y resuspender 0.2x106 (células por condición) con tampón de liberación 

utilizado en los ensayos de beta-hexosaminidasa, centrifugar a 1500 rpm por 5 

minutos. Repetir 2 veces 

• Colocar el fluorocromo (Fluo 4 AM ) en un rango de 1-5µM 

• Incubar por 30-40 minutos a 37oC protegido de la luz 

• Hacer un pulso de centrifuga y lavar con tampón de liberación, repetir 2 veces  

• Resuspender las células en 600µl de tampón de liberación por condición y 

colocar 200µl por pocillo (triplicado de cada condición) 

• Mantener la placa a temperatura ambiente y protegida de la luz 

• Hacer lectura en el fluorímetro a 37oC, primero en condiciones basales en un 

ciclo de 1 minuto 

• Colocar los estímulos y hacer 10 ciclos de 1 minuto 

• Añadir 2µl de Ionomicina a todos los pocillos y hacer lectura de  5 ciclos de 1 

minutos. 
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9. Determinación de la producción de Prostaglandina E2 mediante un ensayo 

Inmuno enzimático 

La Prostaglandina E2 (PGE2) es el producto primario del metabolismo del ácido 

Araquidónico (AA) en muchas células. Cómo la mayoría de los eicosanoides, no existe 

en forma preformada, Cuando las células son activadas, la PGE2 es sintetizada de novo 

y liberada al espacio extracelular. In vivo, la PGE2 es rápidamente convertida a un 

metabolito inactivo (13,14-dihidro15-ceto PGE2) por la prostaglandina-15 

deshidrogenasa. La vida media de la PGE2 en la circulación sistémica es 

aproximadamente 30 segundos, por esta razón la determinación in vivo de la 

biosíntesis de PGE2 se mide por medio de los metabolitos de ésta. El principio de este 

ensayo es convertir el mayor metabolito de PGE2 en uno estable el cual es medido 

fácilmente por este ensayo. 

 

Material: 

Prostaglandin E2 EIA kit-Monoclonal, Cayman Catalogo No. 514010 

Tampón de  EIA 

Estándar de PGE2 (reconstituir y hacer diluciones desde 1000pg/ml (tubo #1) hasta 7.8 

pg/ml (tubo #8)) 

PGE2 AChE Tracer 

Anticuerpo monoclonal de PGE2 

Reactivo de Ellman 

 

Protocolo 

Día 1: 

• Adición de los reactivos del tampón de EIA 

Adicionar 100µl del tampón de EIA  al pozo de unión no-específica (NSB) 

Adicionar 50µl del tampón de EIA  a los platos de máxima unión (B0) 

• Estándar de PGE2 

Adicionar 50µl de cada una de las diluciones desde la menos concentrada a la más 

concentrada por duplicado en el plato de 96 pozos. 

• Muestra 

Adicionar 50µl de la muestra al plato 
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• PGE2 AChE Tracer 

Adicionar 50µl a cada plato excepto a los pozos de actividad total (TA) o al Blanco 

(Blk). 

• Anticuerpo Monoclonal de PGE2 

Adicionar 50µl a todos los pozos del plato excepto a los pozos NSB, TA, Blk. 

Incubar el plato por 18 horas a 4oC 

 

Día 2: 

Vaciar el plato de 96 pozos y lavar 5 veces con el tampón de lavado 

Adicionar 200µl del reactivo de Ellman a cada pozo 

Adicionar 5µl del Tracer al pozo de TA. 

Cubrir el plato con una tapa plática. El desarrollo del color se logra mejor con agitación 

orbital  en la oscuridad alrededor de 60-90 minutos. 

Leer el plato a una longitud de onda entre 405-420nm 

 

Análisis Estadístico: 

Los datos son expresados como el promedio ± error estándar de al menos tres 

experimentos hechos por triplicados en el caso de los ensayos de β-hexosaminidasa, 

flujo de calcio y ELISAS. Los resultados de los western blot son expresados como el 

increase fold en relación carga total. La RT-PCR realizadas con el sistema de Applied 

Biosystems fueron analizados con el programa RQ Manager usando el método de 

cuantificación relativa el análisis de los datos en completamente automatizado. 

Las diferencias entre los grupos de tratamientos fueron determinados con la prueba t 

de “Student”, con valores de P menores de 0,05 se consideraban significativos. Los 

analisis estadísticos fueron realizados con el programa GraphPad Prism 5©. 
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RESULTADOS
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IV. RESULTADOS 

 

A. Influencia de los cambios osmóticos en el mastocito humano 

 

A.1 Elección del Agente Osmótico: 

En un ambiente hipertónico, las células experimentan un cambio en la isotonicidad que 

produce el movimiento de electrolitos a través de la membrana celular. En el caso de 

los mastocitos estos cambios en la osmolaridad producen liberación del contenido 

granular. En condiciones fisiológicas, algo similar le ocurre al paciente asmático 

durante el ejercicio, la velocidad de ventilación incrementa, por lo que el tracto 

respiratorio requiere un mayor volumen de aire en menos tiempo, esto causa 

deshidratación de las vías aéreas y la subsiguiente hiperosmolaridad del ambiente; lo 

que genera la liberación de mediadores, a este fenómeno se le conoce como la 

“Hipótesis Osmótica”.  

Uno de los objetivos de este estudio es reproducir in Vitro lo que ocurre in Vivo con los 

cambios de osmolaridad, por lo que se procede a evaluar dos sustancias hipertónicas, 

por un lado el cloruro de sodio (NaCl) y por otro el Manitol. Se ensayan diferentes 

concentraciones, estas se miden  con un Osmómetro que determina la concentración 

de las soluciones en términos de miliosmoles  (mOsm) y son los datos que se 

presentan  en la tabla siguiente: 

 

NaCl 0.5% (468 mOsm) Manitol 5% (528 mOsm) 

NaCl 2% (906 mOsm) Manitol 10% (754 mOsm) 

NaCl 4% (1528 mOsm) Manitol 17% (1278 mOsm) 

 

 

Luego de obtenidas las concentraciones de las soluciones hipertónicas, estas se 

evalúan con  el ensayo de liberación de beta hexosaminidasa (β-Hex), que se explica 

en el apartado correspondiente de materiales y método;  en la línea celular LAD2, los 

resultados se presentan en la Figura 1. 

 El porcentaje de liberación de β-Hexosaminidasa se calcula con esta fórmula 

% β-Hex =OD sobrenadante/(OD sobrenadante +OD Tritón X-100)×100. 

Por lo que se observa el NaCl produce menores porcentajes de liberación (6.7% el 

máximo), comparados con el Manitol (28% el máximo).  Con estos resultados 

claramente el Manitol resulta ser el agente osmótico más eficaz para ser utilizado. Por 
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otra parte la concentración escogida fue la del 10% o 0.55M, ya que produce una 

liberación fisiológica de mediadores sin causar mayores cambios en la integridad de 

mastocito, ya que la concentración de 17% produce en las células disminución en su 

viabilidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Ensayo de Beta-hexosaminidasa para escoger el agente osmótico. Mediante el ensayo de 

liberación de β-hexosaminidasa con células LAD2, se incuban por 30 minutos con Manitol o cloruro de 

sodio (NaCl) a diferentes concentraciones. La liberación de β-hexosaminidasa se expresa como el 

porcentaje de liberación máxima del sobrenadante con respecto al lisado de las células con tritón. Las 

mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una n=3 experimentos 

independientes. 

 

A.2 Ensayo del estímulo osmótico en mastocitos de diferentes orígenes: 

A.2.1 Caracterización de la población de mastocitos por la expresión 

del receptor FcεRI y c-kit  

El estímulo osmótico fue probado además en cultivos primarios de mastocitos, para 

compararlos con la línea celular LAD2, las células primarias provienen por una parte del 

aislamiento de mastocitos de pulmón de pacientes sometidos a cirugía torácica  

denominados HMCL,  y de sangre periférica de donantes sanos que se designan como 

HuMCs CD34+, los protocolos de obtención y purificación de los cultivos primarios se 

especifican en la sección de materiales y métodos. Cabe mencionar que las LAD2 son 

mastocitos con el fenotipo de triptasa-quimasa positivo, y estos mastocitos son los que 

encontramos en piel y submucosa intestinal, a diferencia de las HMCL y las HuMCs 

CD34+ que son del fenotipo triptasa positivo, y son los mastocitos residentes en las 
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mucosas principalmente de intestino y pared alveolar. Para el grado de pureza de las 

poblaciones de mastocitos procedentes de cultivos primarios se obtienen al comparar 

la expresión del receptor de alta afinidad el FcεRI el receptor c-Kit (CD117) mediante el 

marcaje con  anticuerpos específicos para analizar mediante citometría de flujo, 

además se realizó un citospin marcando las células con la tinción de May-Grunwald 

para observar las características morfológicas de cada población tal como se observa 

en la  figura 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Expresión de los receptores en mastocitos obtenidos 

de pulmón (HMCL) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. Expresión de los receptores en la línea celular de 

mastocitos LAD2  

 

 

 

 

 

 

 

 



 74 

CI FcεRI C-KitCI FcεRI C-Kit

CI c-kitCI c-kitCI c-kit

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. Expresión de receptores en mastocitos obtenidos 

de sangre periférica HuMCs CD34+ 

 

 

Fig. 2 Determinación de la expresión del FcεRI y c-kit en mastocitos humanos. Se determina 

con la ayuda de anticuerpos específicos los niveles de expresión del receptor de alta afinidad y del c-kit en 

los diferentes tipos de mastocitos utilizados. 

Otra de las líneas celulares de mastocitos que se utiliza es las Human mast cell 

leukemia cells (HMC-1) (Fig. 3), la cual tiene utilidad en los estudios bioquímicos de 

señalización que se presentan más adelante, pero que tiene deficiencias que limitan su 

utilidad como en los ensayos de liberación de β-Hex, por una parte son células que 

crecen sin necesidad de factor de crecimiento (SCF), por la presencia de mutación en 

el c-Kit, también tiene expresión variable de la subunidad α del FcεRI, que produce 

datos inconsistentes de desgranulación (Butterfield et al, 1988), además el contenido 

granular de mediadores es menor comparado con LAD2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Expresión de c-Kit en la línea celular 

HMC-1 
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A.2.2 Perfil de liberación de β-hexosaminidasa inducido con Manitol 

mastocitos procedentes de diferentes orígenes 

 

Luego de escoger el estímulo osmótico idóneo y determinar la expresión de receptores 

de los mastocitos primarios comparados con la línea celular LAD2, se realiza el ensayo 

de liberación de β-hex. El Manitol a la concentración del 10% o 0.55M induce 

porcentajes de liberación por encima del 20%, así pues para las células LAD2 fue del 

23%, para las HuMCs CD34+ 34% y para las HLMC 23%, estos porcentajes no son 

diferentes estadísticamente entre ellas, como muestra la Figura 4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 Ensayo de liberación de β-hexosaminidasa inducido con Manitol en los mastocitos. A 

2x104 células se determina el porcentaje de liberación de β-hex que induce Manitol 10%, en la línea 

celular LAD2, en cultivo primario de mastocitos por un lado los aislados de pulmón de paciente (HLMC) y 

por el otro los mastocitos diferenciados a partir de CD34+ obtenidos de sangre periférica de donantes 

sanos (HuMCs CD34+). Este ensayo se realiza por triplicado y una n=3 experimentos independientes. 

 

 

A.3 Activación de los mastocitos mediante activación del CD63: 

 

El CD63 es una proteína transmembranal, que se expresa en una variedad de células 

hematopoyéticas entre estas el mastocitos. Esta proteína parece influir en procesos de 

adhesión celular, motilidad y fagocitosis/endocitosis. Una fracción del CD63 está 

localizada en estructuras con contenido granular y es capaz de movilizarlas hasta la 
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membrana plasmática en respuesta a la activación celular y producir fusión y secreción 

del contenido almacenado (Schäfer et al, 2010). Para determinar si el estímulo 

osmótico es capaz de producir la activación del mastocito vía CD63, analizamos 

mediante citometría de flujo la expresión de esta proteína y la comparamos con un 

agente ionóforo como estímulo potente, PMA+Ionomicina. En la Figura 5 se observa el 

comportamiento de las células LAD2 con los tratamientos, el Manitol es capaz de 

inducir la expresión de la proteína CD63, ya que se observa que el porcentaje es de 

85% comparado con las no estimuladas y en menor proporción que el 

PMA+Ionomicina que es del 97%. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Determinación de la expresión de CD63 en LAD2 luego de la estimulación con Manitol. 

En este estudio se utilizan 3x105 células LAD2 por punto de activación. Se realiza la determinación de la 

expresión de la proteína CD63 en mastocitos expuestos al estímulo osmótico con Manitol al 10% y se 

compara con la dosis de PMA (50ng/ml) más ionomicina (2.5µM). Posteriormente las células se 

centrifugan y se retira el sobrenadante, se lava con tampón de fenotipado y se adiciona el CD63 por 30 

minutos, todo el procedimiento se realiza a 4oC, para evitar endocitosis del receptor. Las muestras se 

analizan por citometría de flujo. 

 

A.4 Efecto del Estímulo Osmótico en el Flujo de Calcio 

 

Uno de los requerimientos críticos para la liberación de los mediadores preformados y 

los sintetizados de novo en el mastocito, luego de su activación en el flujo de calcio, 

principalmente desde el espacio extracelular. Este aspecto fue evaluado con las células 

LAD2, mediante fluorimetría usando la sonda Fluo 4/AM (Molecular Probe, Invitrogen). 

Se observa en la Figura 6 que al incubar el mastocito con Manitol, este es capaz de 

 

 % Media 

No estimulada 46.38 15.46 

Manitol 0.55 M 85.57 24.73 

PMA+Ionomicina 97.66 85.86 
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producir el incremento en el flujo de calcio que se mantiene a lo largo del tiempo de 

observación que fue de aproximadamente 10 minutos o 600 segundos, los datos son 

representados en unidades relativas de fluorescencia (RFU), comparado con el control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 Determinación del flujo de calcio por Fluorimetría. En este estudio se utilizan 6x105 células 
LAD2, por punto de activación. Las células se van a incubar con la sonda FLUO 4/AM por 30 minutos a 
37oC. Luego de esto se centrifugan y se lavan colocándolas en placas de 96 pocillos y luego de tomar la 
lectura basal de los grupos se incuba con Manitol al 10%. Los resultados se expresan como las unidades 
relativas de fluorescencia. Las mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una 
n=3 experimentos independientes. 
 

Posteriormente tanto el grupo control como las células activadas con Manitol se 

incuban simultáneamente con Ionomicina 2.5µM, este evento se utiliza como monitor 

de la calidad y validez del experimento. Al introducir la Ionomicina se induce un influjo 

masivo de calcio a través de la membrana plasmática al citoplasma. En principio la 

Ionomicina conduce a un colapso del gradiente de calcio transmembranal por lo que se 

coloca al final del experimento y se realiza la lectura por 5 minutos, los datos en la 

Figura 7 muestran el salto inmediato que experimentan los dos grupo de células tras la 

administración del agente ionóforo. 
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Fig. 7 Determinación del flujo de calcio con la administración de Ionomicina. Luego de 
transcurrido el tiempo de lectura del flujo de calcio con el Manitol y el grupo control, se incuban las células 
con Ionomicina 2.5µM, y se realiza la lectura por 5 minutos, esto produce un flujo masivo de calcio que 
nos  da información sobre la viabilidad de las células y la validez del experimento, tal como se observa en 
la gráfica representativa en ambos grupos el flujo de calcio inicia y se mantiene muy similar. 
 

Otro aspecto evaluado en cuanto al flujo de calcio, fue realizar este mismo protocolo 

pero en condiciones de en las que el calcio extracelular estuviera reducido con el uso 

de un tampón hipocalcémico, con el objetivo de determinar la importancia de este ión 

en el mecanismo de activación del manitol, tal como se presenta en la Fig. 8, los 

mastocitos en un medio con poca disponibilidad de calcio apenas son activados cuando 

se administra el manitol y ante el uso de el ionóforo las lecturas fluorimétricas son 

menores (Fig. 9), comparadas cuando se utiliza un tampón con concentraciones 

óptimas de calcio. 
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Fig. 8 Determinación del flujo de calcio por Fluorimetría sin  calcio extracelular. En este estudio 
se utilizan 6x105 células LAD2, por punto de activación. Las células se van a incubar con la sonda FLUO 
4/AM por 30 minutos a 37oC. Luego de esto se centrifugan y se lavan colocándolas en placas de 96 
pocillos y luego de tomar la lectura basal de los grupos se incuba con Manitol al 10%. Los resultados se 
expresan como las unidades relativas de fluorescencia. Las mediciones se hicieron por triplicado y los 
datos representados son de una n=3 experimentos independientes. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 Determinación del flujo de calcio con la administración de Ionomicina sin calcio 
extracelular. Luego de transcurrido el tiempo de lectura del flujo de calcio con el Manitol y el grupo 
control, se incuban las células con Ionomicina 2.5µM, y se realiza la lectura por 5 minutos, esto produce 
un flujo masivo de calcio que nos  da información sobre la viabilidad de las células y la validez del 
experimento, tal como se observa en la gráfica representativa en ambos grupos el flujo de calcio inicia y 
se mantiene muy similar. 
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A.5 Efecto del estímulo osmótico en la Dinámica del Citoesqueleto mediante 

el marcaje con Faloidina 

El citoesqueleto de actina está constituido por microfilamentos y es regulado por 

proteínas relacionadas o de unión a la actina globular (G-actina) o filamentosa (F-

actina). Los microfilamentos participan en el movimiento celular proporcionando una 

fuerza de locomoción resultante del fenómeno de polimerización de actina, y por otra 

parte contribuyen al transporte intracelular donde pasan moléculas y estructuras 

membranosas (Mitchison, 1995).  

La dinámica del citoesqueleto de actina puede modificarse mediante el uso de 

sustancias naturales como la faloidina, que particularmente estabilizan la actina. Este 

proceso es parte de la reorganización del citoesqueleto, que en este caso se observa 

luego de la activación de una serie de mecanismos de señalización. Para observar el 

efecto en la polimerización de actina se utilizó por un lado las imágenes en el 

microscopio de fluorescencia en la Figura 10, y por otra en la Figura 11 con los 

resultados de la citometría de flujo. Las células LAD2 luego de los tratamientos con 

Manitol y PMA+Ionomicina por 10 minutos, son fijadas y permeabilizadas, y 

posteriormente marcadas con faloidina-TRICT.  En las imágenes del microscopio de 

fluorescencia se observa como en las LAD2 sometidas a un estímulo osmótico hay un 

aumento en la formación de ondulaciones en la membrana que es un tipo de 

ensamblaje de los microfilamentos, también conocido como ruffling, comparadas con 

las controles que conservan la forma alrededor del núcleo marcado con Hoechst 33258 

de color azul. 

    

Fig. 10 Estudio de reorganización del citoesqueleto por microscopía. 1x105 células LAD2 se 
colocan en cubreobjetos previamente tratados con polilisina porque son células que crecen en suspensión, 
y se incuban con Manitol 0.55M por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego de lavar las células, se 
fijan con paraformaldehído al 4%, se fijan con saponina al 0.1%, se bloquean con BSA al 0.1% y se 
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marcan con Faloidina conjugada con TRITC. Se realiza el montaje en los portaobjetos y las muestras son 
analizadas por microscopía de Fluorescencia. Escala de la barra 10µm.                     
 

El proceso de alteración de la polimerización del citoesqueleto de actina en células 

LAD2 después de la activación con Manitol 10%, también se evalúa mediante 

citometría de flujo, aunque mediante esta técnica los valores de la media comparados 

con el control no son diferentes  estadísticamente, se percibe la tendencia a producir la 

reorganización del citoesqueleto con el estímulo osmótico, estos datos se 

complementan con lo observado en las imágenes de microscopia por fluorescencia. 

También se representa la media del grupo de células tratadas con un estímulo potente 

como es el PMA+Ionomicina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11 Estudio de reorganización del citoesqueleto mediante citometría de flujo. En este 
estudio se utilizan 1x105 células LAD2 por punto de activación. Un punto de activación lo representa el 
Manitol 10%, el otro PMA (50ng/ml) más Ionomicina (2.5µM) y otro control. Luego de centrifugar y lavar 
las células, se fijan con paraformaldehído 4%, permeabilizan con saponina 0.1%, bloquea con BSA 0.1% y 
se marca para citometría con Phalloidina conjugada con TRITC, todo el procedimiento se realiza en frío 
(4oC). La gráfica representa la media de 3 experimentos independientes. 
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A.6 Efecto del Estímulo Osmótico en las vía de activación de las MAP 

quinasas ERK1/2 y Akt. 

Las proteínas quinasas activadas por mitógenos  (MAPK) son una familia de enzimas 

que forman una red integrada requerida para controlar funciones celulares 

especializadas tales como diferenciación, proliferación y muerte celular. Estas proteínas 

citoplasmáticas pueden modular la actividad de otras proteínas intracelulares al añadir 

grupos fosfatos a los aminoácidos serina/treonina. A este grupo de quinasas 

pertenecen las ERK1/2, JNK y la p38 (Fig. 12) 

Las células eucariotas sienten  y responden a los estímulos extracelulares mediante  la 

vía de activación de la MAPK que es una cascada de activación de tres quinasas que 

actúan de manera subsiguiente. La MAPK es activada por fosforilación en los residuos 

conservados de tirosina o treonina por una MAPKK o MEK de especificidad dual, luego 

de esto la MAPKK es activada por fosforilación en los residuos conservados de serina y 

treonina por la MAPKKK o MEKK (Wilkinson & Millar, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12 Esquema de Activación de la Vía de las 

MAP quinasas. 
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En el caso de  Akt/PKB que es una serina/treonina proteína quinasa que tiene un papel 

clave en múltiples procesos celulares tales como el metabolismo de la glucosa, 

proliferación celular, apoptosis, transcripción y migración celular. La Akt posee un 

dominio PH o dominio de homología a Plextrina, este dominio se une a los fosfoinositos 

con alta afinidad, como fosfoinositol-3- fosfato (PIP3) o fosfoinositol-2- fosfato (PIP2). 

Esto es útil para el control de la señalización celular porque el PIP2 solamente es 

fosforilado por la familia de enzimas fosfoinositol-3 quinasas (PI3K) (Fig 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13 Esquema de Activación de la vía de 

Akt 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para caracterizar cómo afecta el estímulo osmótico  estas vías de señalización, se 

evalúa con las técnicas de western blot para observar el estado de fosforilación de 

pERK por un lado y de pAkt con las células LAD2 activadas con manitol, PMA+ 

Ionomicina, y el control, el tiempo de activación fue de 15 minutos. Se observa como 

al activar con Manitol la fosforilación de pERK y pAkt aumentan con respecto al control, 

tal como se observa en la Figura 14 se gráfica la densitometría del blot al normalizar 

los valores obtenidos de pERK y pAkt con la lectura de ERK total, utilizado como 

control de carga. 
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Fig. 14 El estímulo osmótico incrementa la fosforilación de MAPK ERK ½ y pAKT. Para este 

experimento 0.5x106 células por punto de activación se incuba con Manitol 10% y PMA (50ng/ml) más 

ionomicina (2.5µM), 30 minutos a 37oC. Posteriormente las células se lisan, con estos lisados se corre el 

gel de SDS-Page al 10% y se transfiere a una membrana de PVDF, que va ser incubada con los 

anticuerpos anti-ERK fosforilado, anti-Akt fosforilado y un anticuerpo anti-ERK total como control de carga. 
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A.7 Efectos de los Inhibidores de MAP quinasas y PI3 quinasa  en la 

activación  osmótico de mastocitos 

 

Basados en los resultados anteriores en lo que el estímulo osmótico es capaz de 

incrementar la fosforilación de pERK y pAkt; producto de la capacidad del manitol de 

activar el mastocito y producir desgranulación, se utilizan los inhibidores selectivos de  

PI3K (Wortmanina), de pERK (U0126)  y de PKC (Gö6850). Las células LAD2 fueron 

pre-incubadas con 10uM de los respectivos inhibidores durante 30 minutos luego del 

cual se activan con manitol al 10% por 15  minutos, acto seguido se lisan las células y 

se realiza el western blot para evaluar el grado de fosforilación de cada vía de 

señalización y ver el nivel de afectación producido por los respectivos inhibidores  

Wortmanina es un inhibidor covalente específico de PI3K, el U0126 es un inhibidor 

selectivo tanto de MEK1 y MEK2 un tipo de MAPK/ERK quinasa y el  Gö6850 que es un 

inhibidor de Proteína quinasa C (PKC) que proporciona información indirecta de la vía 

de fosfolipasa C gamma (PLCγ) como vía de señalización en los procesos de 

movilización de calcio. En la Figura 15 se observa que luego del estímulo con Manitol, 

la Wortmanina afecta parcialmente la fosforilación de pAkt, que es la señal indirecta de 

PI3 quinasa, en cambio el U0126 inhibe totalmente la fosforilación de pERK y el 

Gö6850 no afecta la fosforilación de las proteínas evaluadas. Estos inhibidores se 

evaluaron en proceso de desgranulación con el ensayo de β-hex pero sin mostrar datos 

concluyentes al utilizar el estímulo osmótico. 
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B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15 Evaluación de Inhibidores de MAP quinasa y PI3 quinasa en la activación osmótica de 

mastocitos. En este estudio se utilizan 0.5x106 células por punto de activación, se incuban por 10 

minutos con los respectivos inhibidores de MAP quinasas, Wortmanin (10µM) Inhibidor de PI3 quinasa, 

U0126 (10µM) Inhibidor de ERK1/2, Gö6850 (10µM) Inhibidor de PKC. Luego de este tiempo se administra 

Manitol 10%, se incuba 15 minutos a 37oC. Posteriormente las células son lisadas y se corre un gel de 

SDS-PAGE al 10% y se transfiere a una membrana de PVDF, que se incuba con los anticuerpos para anti 

ERK fosforilado, anti-Akt fosforilado y anti-ERK total como control de carga. 
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A.8 Efecto del estímulo osmótico en la síntesis y liberación de otros 

mediadores inflamatorios 

Con los datos obtenidos en la primera parte se observa que los mastocitos, luego de su 

activación con Manitol, son capaces de liberar β-hex; que es una medida indirecta de 

mediadores preformados contenidos en los gránulos de estas células, en esta parte del 

estudio se evalúa si el estímulo osmótico es capaz de inducir síntesis de novo de 

mediadores lipídicos y la síntesis de citocinas. Particularmente, el interés se centra en 

la PGE2, que es un mediador lipídico potente producido en tejidos inflamados, y que 

puede influir en la respuesta del mastocito en situaciones que incluyen adhesión a 

proteína de la membrana basal, quimotaxis y producción de quimiocinas (Kuehn et al, 

2010).  En la siguiente sección se determina si el estímulo osmótico es capaz de inducir 

la síntesis de citocinas como el TNF-α y quimiocinas como la IL-8. 

 

A.8.1. Evidencia de síntesis de novo de mediadores lipídicos 

Las células LAD2 son incubadas con Manitol por 30 minutos y 4 horas, y luego de 

recoger el sobrenadante se realiza el ensayo de ELISA para detectar la cantidad de 

PGE2 producido. Debido al rápido metabolismo de la PGE2 se utiliza un metabolito 

estable de ésta para la medición indirecta de su síntesis tal como se explica en el 

apartado de materiales y métodos. 

Los datos obtenidos se presentan en pg/ml de PGE2 en 2x106 células, y se promedia 

una lectura a los 30 minutos en el que PMA+Ionomicina produce 93pg/ml y de 

62pg/ml a las 4 horas, por otro parte el Manitol a los 30 minutos produce  12pg/ml y 

de 38pg/ml a las 4 horas, tal como se observa en la Figura 16, estos datos corroboran 

el hecho de que el estímulo osmótico es capaz de inducir síntesis de novo de PGE2. 
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Fig. 16 Síntesis de novo de PGE2 luego de estimular con Manitol. 2x106 células LAD2  por cada 

punto de activación se incuban por 30 minutos y 4 horas con Manitol 10%, PMA (50ng/ml) más ionomicina 

(2.5µM) y un grupo sin activar. Los datos son presentados como los pg/ml  de PGE2 en el sobrenadante. 

 

A.8.2 Síntesis de citocinas inducidas por el estímulo osmótico: 

Luego de la activación del mastocito, éste inicia una serie de eventos intracelulares en 

el que uno de los puntos culminantes y que determinará en parte la respuesta inmune 

en los diferentes procesos fisiopatológicos es la síntesis de citocinas, aunque algunas 

se encuentran preformadas en pequeñas cantidades, cómo es el caso del TNFα. 

Las citocinas TNFα, IL-1, IL-6, IL-8, IFNα e IFNγ son mediadoras de la inmunidad 

natural y del reclutamiento linfocitario necesario para la respuesta inmune específica. 

La interleucina 8 (IL-8), es un miembro de la familia de las quimiocinas y ejerce un 

papel primordial en la iniciación de la respuesta inflamatoria al promover la quimiotaxis 

y posterior desgranulación de los neutrófilos. Además, desarrolla una acción 

quimiotáctica sobre otras células entre las que se encuentran los linfocitos T y los 

basófilos. Sobre estos últimos estimula la liberación de histamina. Algunas de las 

acciones proinflamatorias del TNFα y la IL-1 son mediadas por la secreción de IL-8, 

que por tanto actúa como un mediador secundario de los procesos inflamatorios. 

Por lo antes mencionado en esta parte se mide la expresión de ARN mensajero en las 

células LAD2 de TNF alfa  y de IL-8  después de  6 horas de estimulación, comparando 

el Manitol 10% con un estímulo potente como es la PMA+Ionomicina por RT-PCR 

utilizando la cuantificación relativa (RQ) de la expresión de los genes en estudio. Los 

resultados se presentan en la figura 17, se observa que el Manitol al 10% es capaz de 

inducir la síntesis de IL-8 y de TNF-alfa.   

pg/mL/ 
2x106cel 



 89 

0

2

4

6

8

10

IL-8
Manitol

IL-8
PMA+I

TNF-α
Manitol

TNF-α
PMA+I

Lo
g1

0 
(R

el
at

iv
e 

Q
ua

nt
ity

)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17 Determinación de la síntesis de citocinas (TNF-alfa/IL-8) inducidas por el estímulo 

osmótico por RT-PCR. 2x106 células LAD2 por cada punto de activación se incuban durante 6 horas con 

Manitol al 10%, PMA (50ng/ml) más ionomicina (2.5µM) y un grupo sin activar. Transcurrido este tiempo 

se recogen las células y se extrae el ARN, y la expresión de los genes se mide por PCR a tiempo real, con 

respecto al control no activado, la beta-actina se utiliza como control endógeno; se representa una media 

de 3 experimentos independientes, los datos son presentados como el promedio del Log10 de la cantidad 

relativa (RQ). 
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B. Modulación de la activación del mastocito por cambios osmóticos en 

respuesta a la inhibición de las  Ciclooxigenasas. 

 

Como se describe en el apartado de mediadores sintetizados por el mastocito en 

respuesta al estímulo osmótico, en el que se obtienen niveles de PGE2 el cual es uno 

de los metabolitos de la hidrólisis del ácido araquidónico, tal como aparece en el 

esquema de la Figura 16, que tiene importancia en el asma por los efectos 

antiinflamatorios y broncodilatadores que ejerce, el siguiente paso es evaluar si al 

bloquear o inhibir las enzimas ciclooxigenasas, COX-1 y COX-2,  responsables de la 

producción de prostaglandinas, cómo se ve afectada la desgranulación del mastocito o 

las vías de señalización intracelular. 

La producción de eicosanoides se inicia por la liberación del ácido araquidónico (AA) 

luego de la hidrólisis de los fosfolípidos de la membrana por la fosfolipasa A2 (PLA2) y 

otras enzimas. El AA es metabolizado a diferentes eicosanoides por distintos sistemas 

enzimáticos. La dos mayores vías son las Ciclooxigenasas (COXs), COX-1 y COX-2, 

produciendo las prostaglandinas y tromboxanos y las Lipooxigenasas (LOXs) que 

producen los leucotrienos (Fig. 18). A su vez los eicosanoides tienen efectos biológicos 

tanto pro-inflamatorios como antiinflamatorios que dependerá de los diferentes 

órganos o tejidos que son blancos de sus acciones (Yedgar et al, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18 Metabolismo del Acido Araquidónico. Esquema de la producción del prostaglandinas (PGs) a  

partir de la hidrólisis de los fosfolípidos de la membrana celular; principalmente se representa la vía de las 

Ciclooxigenasas (COXs). 
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B.1 Silenciamiento de las Ciclooxigenasas COX-1/COX-2 mediante el uso del 

ARN de interferencia (siRNA).  

Para evaluar el efecto del estímulo osmótico bajo condiciones en donde las enzimas 

ciclooxigenasas estuvieran inhibidas se procede a utilizar la técnica de silenciamiento 

de ARN mensajero mediante el uso del ARN de interferencia, con la cual se puede 

reducir (knock-down) o perder (knock-out) la expresión de un gen en células de 

mamíferos (in vitro) e inclusive en animales (in vivo). Esta interferencia se logra, 

mediante la introducción a nivel celular de un ARN de doble cadena pequeño de unos 

21 – 27 pb (siRNA), el cual es reconocido a nivel celular por una maquinaria ancestral 

que media la degradación o supresión específica del o los mRNA(s) que contiene la 

secuencia complementaria al siRNA introducido o producido, produciéndose 

principalmente una degradación del mRNA citoplasmático y una disminución de la 

traducción del mensaje. En este caso en particular, las células LAD2 fueron silenciadas 

con siRNA para COX-1 y COX-2 por separado, mediante el uso del HiPerFect 

Transfection Reagent que es una mezcla de cationes y lípidos neutros capaz de 

produce la entrada y liberación eficiente del siRNA dentro de la célula, además las 

sondas de los siRNA para COX-1 y COX-2 están marcados con fluorocromos que 

permiten monitorizar mediante citometría de flujo la entrada a la célula tal como se 

muestra en la figura 19.  

Fig. 19 Monitorización de la transfección con siRNA de COX1/COX2 en células LAD2, mediante 

citometría. 3x105 células LAD2 por punto de silenciamiento luego de 6 horas de incubación con el 

complejo de transfección (Hyperfect) se analizan por citometría y se comprueba que el siRNA está 

dentro de la célula. 
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Posteriormente, de acuerdo a la cinética de eliminación del RNA mensajero de las 

COXs se realiza el lisado de las células y el western blot para determinar si la enzima 

es silenciada o no. En primer lugar la línea LAD2 muestra el inconveniente de que al 

tener un ciclo de crecimiento lento por lo que las cinéticas de depuración para las 

proteínas ya  sintetizada se prolonga y no se puede obtener el silenciamiento de los 

genes de manera eficiente, por otra parte las concentraciones requeridas de los siRNA 

son de 350µM, ya que al disminuir esta cantidad no se inhibe ni de forma parcial la 

expresión de la enzima tal como se observa en la figura 20, en que al cuarto día de 

silenciamiento las enzimas disminuye la fosforilación con respecto al control de COX-1 

y COX-2, pero esta inhibición no es suficiente para poder evaluar el efecto del estímulo 

osmótico que se mide mediante el ensayo de β-hex con células sometidas al proceso 

de silenciamiento, por lo que se procede a la inhibición farmacológica con el uso de 

antagonistas. Otro dato importante es que la línea celular LAD2 al proceder de un 

proceso inflamatorio como es la mastocitosis presenta niveles basales de COX-2 

elevados tal como se observa en la banda de western blot correspondiente. 

 

Fig. 20  Silenciamiento de COX-1/COX-2 con ARN de interferencia en LAD2. 0.5x106 células 

LAD2 por punto de activación luego de transcurrido 3 ó 4 días desde la transfección de los siRNA, son 

lisadas y las muestras se corren en un gel de SDS-PAGE al 10%. Después son transferidas a una 

membrana de PVDF que se incuban con anticuerpos anti-COX1 y anti-COX2 y un anticuerpo para beta-

actina como control de carga. 
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B.2 Inhibición Farmacológica de COXs 

Al descartar el uso de siRNA por los resultados obtenidos con los genes de COXs, la 

otra intervención para inhibir estas enzimas en mediante el uso de bloqueadores 

farmacológicos. La primera enzima en la vía de la síntesis de PGs es la PGG/H sintasa, 

también conocida como COX. Esta enzima convierte el AA en intermediarios inestables 

PGG2 y PGH2 que lleva a la producción de tromboxanos A2 y una variedad de 

prostaglandinas como la PGE2 (Goodman & Gilman, 2006) tal como se observa en el 

esquema de la figura 12.  Otra acotación importante es que la COX-1 es una enzima 

constitutiva y la COX-2 es inducible, las citoquinas y otros mediadores inflamatorios 

son inductores de la producción de esta enzima. En esta parte se utilizan inhibidores 

selectivos de la COXs y luego de 10 minutos de incubación se activan las células LAD2 

con Manitol al 10% por 30 minutos, para lo ensayos de liberación de β-

Hexosaminidasa. Se utiliza el SC-560 que es el inhibidor selectivo de COX-1 a una 

concentración de 10nM (Brenneis et al, 2006), el inhibidor selectivo de COX-2, NS-398 

a 10µM (Mikuni et al, 1998)  y Aspirina que es un inhibidor no selectivo de COXs a 

5mM (Grosman N, 2007) (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 21 Ensayo de β-hexosaminidasa para evaluar el efecto de los inhibidores de COXs con el 

estímulo osmótico. 6x106 células LAD2 por punto de activación  se incuban por 10 minutos con: SC-560 

(10nM) el inhibidor selectivo de COX-1, NS-398 (10µM) el inhibidor selectivo de COX-2, ASA (5mM) 

inhibidor no selectivo de COXs, posteriormente se adiciona el Manitol 10%. La liberación de β-hex se 

expresa como el porcentaje de liberación máxima del sobrenadante con respecto al lisado de las células 

con tritón. Las mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una n=3 

experimentos independientes. 
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Los resultados muestran que los inhibidores de ciclooxigenasas no modifican la 

liberación de β-hex inducida con Manitol, aunque con el NS-398 se observa un 

pequeño incremento y con el  ASA es menor el porcentaje de liberación, estos 

liberaciones no son significativamente diferente comparadas con el estímulo osmótico.  

 

B.4 Evaluación del efecto del estímulo osmótico en la vía de señalización de 

las MAP quinasas en presencia de Inhibidores de COXs: 

 

Para evaluar si el efecto del estímulo osmótico en las vías de señalización de las MAP 

quinasas se encuentra afectado con el uso de inhibidores de COXs, para esta parte del  

estudio se compara el uso de los inhibidores sin estimular las células con las que se les 

adiciona Manitol al 10%. El western blot muestra que en cuanto a la fosforilación de 

Akt cuando se incuba previamente el NS-398 esta disminuye con respecto al control y 

al Manitol solo, en cambio con el uso de SC-560 no se ve afectada la fosforilación.  

Para p-ERK la presencia de los antagonistas aumenta la fosforilación de esta MAP 

quinasa luego de la activación con Manitol. En cuanto a p38 y p-JNK la fosforilación 

esta incrementada con el SC-560 junto con el Manitol y disminuye con el NS-398, tal y 

como se observa en el blot y las gráficas de densitometrías de la figura 22. 

 

A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 95 

pJNK/actina

0,00

5,00

10,00

15,00

20,00

25,00

30,00

35,00

40,00

45,00

Control M10x NS398 NS398+M SC560 SC560+M

p38/actina

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

100,00

Control M10x NS398 NS398+M SC560 SC560+M

pERK/actina

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

120,00

Control M10x NS398 NS398+M SC560 SC560+M

B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 96 

WB: Beta actina

WB: pERK

WB: pAkt

WB: p38

WB: pJNK

N
S
3
9
8

M
an

it
ol

co
nt
ro
l

S
C
5
6
0

S
C
5
6
0

No estimulada

Manitol 10% +++

+++

+++

+++

N
S
3
9
8

~62

~44/42

~38~38

~54/46~54/46

~42~42

COX-2 COX-1
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22 Evaluación del estímulo osmótico en la vía de las MAP quinasas en presencia de 

inhibidores de COXs. 0.5x106 células LAD2 por punto de activación se incuban por 10 minutos con: SC-

560 (10nM) el inhibidor selectivo de COX-1, NS-398 (10µM) el inhibidor selectivo de COX-2, luego se 

adiciona a estos puntos el Manitol al 10% 15 minutos a 37oC. Posteriormente las células se lisan, con 

estos lisados se corre el gel de SDS-Page al 10% y se transfiere a una membrana de PVDF, que va ser 

incubada con los anticuerpos anti-Akt fosforilado, anti-ERK fosforilado, anti-p38 fosforilado, anti-pJNK 

fosforilado, y el control de carga es la β-actina. Densitometrías de (A) pAkt/actina, (B) pERK/actina, (C) 

p38/actina, (D) pJNK/actina. 

 
En las gráficas de densitometrías se observa que el al  inhibir con NS-398 (inhibidor de 

COX-2) y posteriormente incubar con Manitol aumenta la fosforilación de ERK y 

disminuye la de pJNK, y sin cambios importantes en la fosforilación de p38 con 

respecto al Manitol. Para el caso del SC-560 (inhibidor de COX-1) junto con Manitol  

destaca en incremento de la fosforilación de pERK, pJNK y p38, con respecto al 

Manitol. Un aspecto importante a tomar en cuenta es que la vía de las MAP quinasas 

señalizan la inducción de la expresión de COX-2 vía activación del factor nuclear κ-B 

(NFκ-B) en situaciones de inflamación. 
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C. Efecto de la activación del mastocito por cambios osmóticos modulados 

en respuesta a Prostaglandina E2 (PGE2)  

 

Al inhibir las COXs y activar el mastocito con Manitol se observó un efecto consistente 

en la desgranulación en el ensayo de β-hex, visto en la figura 23 del apartado anterior, 

por lo que la pregunta en este apartado es si al utilizar un metabolito del AA como es 

la PGE2 que tiene múltiples efectos funcionales aparentemente opuestos, ya  que se 

propone que tiene acciones pro-inflamatorias como antiinflamatorias, en especial en 

las vías aéreas (Okano et al, 2009), podremos modular la activación del mastocito ante 

los cambios de osmolaridad. Para esto primero se determina que acciones tiene la 

PGE2 en el mastocito cuando se administra previamente al Manitol. 

 

C.1 Determinación de la Dosis de Prostaglandina E2 capaz de modular la 

activación del mastocito por cambios osmóticos. 

Para evaluar como responde el mastocito a la administración de PGE2 frente a cambios 

osmóticos, se realiza una curva dosis respuesta en la que se incuban dosis crecientes 

de PGE2 desde 0.03µM hasta 10µM durante 10 minutos, luego de este tiempo  se 

añade Manitol 10% y se incuba por 30 minutos a 37oC. Se realiza el ensayo de β-hex.  

Cómo se muestra en el siguiente esquema: 

 

 

 

 

 

 

 

 

El resultado de la curva dosis respuesta es que a una concentración 1µM se observa la 

mayor disminución en el porcentaje de liberación de β-hex (Fig 20). Esta dosis es la 

que se utiliza en el resto de los ensayos.  El resultado obtenido sirve para caracterizar 

la respuesta que exhibe el mastocito ante la administración de PGE2 frente a la 

activación osmótica, de manera que el siguiente paso es caracterizar que receptores a 

los que ésta se une son los responsables de los efectos obtenidos. En la gráfica se 

observa que las dosis de 0.1µM a 1µM la disminución en la liberación de β-hex son 
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similares y significativamente diferentes con respecto al Manitol, dosis mayores de 

PGE2 aumenta el porcentaje de liberación. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 23 Curva Dosis Respuesta de Prostaglandina E2. 0.6x105 células por punto de activación son 
pretratadas con dosis crecientes en progresión logarítmica (0.03µM-10µM) de PGE2 por 10 minutos y luego 
se incuban con Manitol al 10%, por 30 minutos. Posteriormente se realiza el ensayo de β-Hexosaminidasa 
que se expresa como el porcentaje de liberación máxima del sobrenadante con respecto al lisado de las 
células con tritón. Las mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una n=3 
experimentos independientes.* estadísticamente significativo p<0.05. 
 
Tal como se describe anteriormente, la PGE2 se une a receptores de membrana tipo 

Proteína G, que se encuentran distribuidos en la membrana de los diferentes tejidos, 

igualmente la población de receptores de prostanoides es diversa y la cantidad de 

estos determinará cual será la respuesta que predomine al final. Para caracterizar la 

población de receptores se realiza un estudio farmacológico con el uso de antagonistas 

de los receptores de PGE2, se utiliza la PCR a tiempo real (RT-PCR) para cuantificar de 

manera relativa cual es la población predominante, y por último mediante la técnica de 

western blot se compara la línea celular LAD2 con el cultivo primario de mastocitos 

HuMCs CD34+, con el uso de anticuerpos específicos para cada receptor. 
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C.2 Caracterización de la expresión de receptores de Prostaglandina E2 en el 

mastocito  

C.2.1 mediante PCR a tiempo real (RT-PCR). 

 

La PGE2 tiene múltiples efectos fisiológicos que son a su vez opuestos, dependiendo 

del tejido; la diferencia de estos efectos son evidencia funcional importante de la 

existencia de múltiples receptores. Mediante la técnica de PCR a tiempo real se 

determina el perfil de receptores EP en el ARN mensajero expresado en la línea celular 

LAD2. Los resultados obtenidos se normalizan con la β-actina. El resultado de esta 

cuantificación es que la línea LAD2 expresa los receptores EP2, EP3 y EP4, el receptor 

EP1 no lo expresa, y el orden decreciente de la población de receptores es 

EP3>EP4>EP2, tal como se observa por el fold increase en la figura 24.  

Estos resultados expresan la presencia de receptores de prostanoides (EP) en 

mastocitos en condiciones basales, es decir, las células no era estimulada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24 Caracterización de los receptores de EP en células LAD2 por RT-PCR. Con 1x106 células 

LAD2 se hace la extracción de ARN y luego pasarlo a ADNc, se realiza la caracterización por PCR a tiempo 

real mediante el uso de LightCycler FastStar DNA Master SYBR Green (Roche). Normalizado con β-actina 

como gen constitutivo. 
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C.2.2 Mediante Western Blot. 

 

Se utiliza la técnica de Western Blot para la determinación de la expresión de 

receptores de PGE2 en el cultivo primario de mastocitos provenientes de sangre 

periférica (HuMCs CD34+) y se compara con la línea de mastocitos LAD2, utilizando 

anticuerpos policlonales para cada receptor, las células se encuentran en estado basal, 

por lo que la expresión de los receptores es sin ningún estímulo. 

 

C.2.2a Western Blot del Receptor EP1 

El receptor EP1 es una proteína de 402 amino ácidos con una molecular de 42000 

aproximadamente, se expresa en una variedad de tejidos, pero en el mastocito 

procedente de cultivo primario de progenitores al igual que la línea LAD2 no se detecta 

presencia de este receptor tal cómo se aprecia en la figura 25 del western blot en el 

peso de 42kDa no hay señal. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 25 Western Blot de la expresión de receptor EP1 en LAD2 y HuMCs CD34+. En este estudio 
se utilizan 0.5x106 células por punto, se lisan y se corre el gel SDS-PAGE al 10% y se transfiere a una 
membrana de PVDF, que se incuba con el anticuerpo anti-EP1 y β-actina como control de carga. 
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C.2.2b Western Blot del Receptor EP2 

 
El receptor EP2  es una proteína con 358 amino ácidos y una masa molecular de 

40000. En el blot se detectan bandas a los 53kDa, pero también dependiendo del 

grado de modificaciones post-translacionales del ARN mensajero del receptor se 

pueden detectar bandas a los 52 o 65kDa. Ambos tipos celulares presentan igual 

patrón de expresión del receptor EP2 en el blot y la carga es muy similar tal como se 

aprecia con la β-actina (Fig 26). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 26 Western Blot de la expresión de receptor EP2 en LAD2 y HuMCs CD34+. En este estudio 
se utilizan 0.5x106 células por punto, se lisan y se corre el gel SDS-PAGE al 10% y se transfiere a una 
membrana de PVDF, que se incuba con el anticuerpo anti-EP2 y β-actina como control de carga. 
 
 

C.2.2c Western Blot del Receptor EP3 

 

El receptor EP3 tiene la característica de expresar múltiples isoformas por los splicing 

alternativos que se deben  a cambios en la longitud y secuencia de la cola del C-

terminal, por lo que el mecanismo de transducción de señales varia dependiendo de la 

isoforma que se exprese. El receptor EP3 se detecta a 65 o 52kDa dependiendo del 

grado de modificaciones post-translacionales de este. En este blot en las LAD2 se 

obtienen dos bandas una por debajo del peso de 55kDa y otra por arriba, de igual 

intensidad, en el caso de las HuMCs CD34+ la banda del peso menor de 55kDa es 

menos intensa que la ubicada por arriba de este peso, la carga total con β-actina es 

muy similar (Fig. 27). 
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Fig. 27 Western Blot de la expresión de receptor EP3 en LAD2 y HuMCs CD34+. En este estudio 
se utilizan 0.5x106 células por punto, se lisan y se corre el gel SDS-PAGE al 10% y se transfiere a una 
membrana de PVDF, que se incuba con el anticuerpo anti-EP3 y β-actina como control de carga. 
 
 

C.2.2d Western Blot del Receptor EP4 

El receptor EP4 esta ampliamente distribuido, se expresa en mayor número en los 

tejidos comparado con el EP2, además tiene particularidad de poseer una cola 

citoplasmática larga que lo hace susceptible a desensibilización por fosforilación del 

agonista. Este receptor regula los niveles y estabilidad del ARN mensajero de COX-2. El 

mecanismo de señalización es a través de la Proteína Gs que aumenta el AMPc. En el 

blot se detectan bandas aproximadamente a 55kDa, pero también es susceptible a 

modificaciones post-translacionales que produce la presencia de otras bandas que se 

observan en la figura 28. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 28 Western Blot de la expresión de receptor EP4 en LAD2 y HuMCs CD34+. En este estudio 
se utilizan 0.5x106 células por punto, se lisan y se corre el gel SDS-PAGE al 10% y se transfiere a una 
membrana de PVDF, que se incuba con el anticuerpo anti-EP4 y β-actina como control de carga. 
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Por la técnica de Western Blot se observa que en los dos tipos de mastocitos el patrón 

de expresión de receptores es similar, y es otra herramienta que confirma los 

resultados obtenidos tanto por RT-PCR, los receptores que se expresan son el EP2, EP3 

y EP4 y el EP1 no se detecta para estos tipos de mastocitos por las  técnicas utilizadas. 

 
 
C.3 Modulación de los efectos de  Prostaglandina E2 en el mastocito con el 

uso de Antagonista de receptores de EP en la activación osmótica. 

 
La clasificación farmacológica de los receptores de prostanoides fue desarrollada en la 

base de que cada receptor preferentemente reconoce una de las mayores 

prostaglandinas naturales. En el caso de este estudio se realiza con los siguientes 

antagonistas selectivos; AH6809 (10µM) bloquea el receptor EP1 y EP2 (Chan et al, 

2000), L826266 (30µM) bloquea el receptor EP3 (Claudino et al, 2006) AH23848 

(10µM) que bloquea el receptor EP4 (Davis & Sharif, 2000). Se realiza nuevamente la 

curva dosis respuesta de PGE2, pero previamente se incuban con los antagonistas, el 

esquema de este ensayo es el uso combinados de los bloqueadores de receptores de 

prostanoides en el que se deja un receptor sin bloquear y que permite observar el 

efecto de PGE2 sobre el que queda libre. Con los datos de la RT-PCR se describe qué 

receptores están presentes en la línea celular LAD2, y con la ayuda de los antagonistas 

de los receptores se determina la acción de estos receptores al activarlos ya sea con el 

agonista (PGE2) o con el estímulo osmótico (Manitol). Los datos se describen para cada 

receptor en los siguientes apartados siguiendo el siguiente esquema 
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C.3.1  Efecto del Manitol y la Prostaglandina E2 en el Receptor EP4 
 
En este ensayo se incuban las células LAD2 con 10µM del antagonista  de EP2 

(AH6809) y 30µM del antagonista EP3 (L826266), por lo que el receptor que queda 

disponible es el EP4. Luego de 10 minutos de la incubación se adiciona las dosis 

crecientes de PGE2, se incuban por 10 minutos más y por último el Manitol por 30 

minutos a 37oC, entonces se realiza el ensayo de β-hex, se observa que con todas las 

dosis de PGE2 el efecto es de reducción del porcentaje de liberación con respecto al 

Manitol sólo y de manera significativa (Fig. 29).  El receptor EP4 está acoplado a la 

proteína Gs, con incremento del AMPc. La proteína tiene un peso de aproximadamente 

53kDa, está ampliamente distribuido y se expresa más que el receptor EP2. El receptor 

EP4 pose una cola citoplasmática muy extensa en el C-terminal y contiene 38 residuos 

de serina y treonina que sirven como sitios de múltiples fosforilaciones, este hecho 

hace de este receptor susceptible a desensibilización  por fosforilación dependiente del 

agonista (Nishigaki et al, 1996).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 29 Curva Dosis Respuesta de Prostaglandina E2 en presencia de los antagonistas del 
receptor EP2 (AH6809) y del receptor EP3 (L826266). Para evaluar la respuesta del receptor EP4 en 
la activación osmótica inducida por Manitol. Se realiza el ensayo de β-hex que se expresa como el 
porcentaje de liberación máxima del sobrenadante con respecto al lisado de las células con tritón. Las 
mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una n=3 experimentos 
independientes. (*Diferencia significativa de p<0.001 con respecto al Manitol) 
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C.3.2 Efecto del Manitol y la Prostaglandina E2 en el Receptor EP3 
 

Con el esquema descrito en el que se bloquean dos receptores de prostanoides para 

dejar libre uno, se combina el antagonista del receptor EP2 el AH6809 a 10µM y el 

antagonista del receptor EP4 el AH23848 a 10µM también, y se tiene el receptor EP3 

para observar la respuesta frente al estímulo osmótico. Generalmente este receptor 

esta acoplado a proteína Gi el cual inhibe la generación de AMPc, con movilización de 

calcio. En este caso particular en la curva dosis respuesta de PGE2, el receptor EP3 al 

activarse reduce la liberación de β-hex en todas las dosis excepto a 10µM donde se ve 

que la liberación es comparable al manitol, las otras dosis la diferencia es significativa 

(Fig 30). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 30 Curva Dosis Respuesta de Prostaglandina E2 en presencia de los antagonistas del 
receptor EP2 (AH6809) y del receptor EP4 (AH23848). Para evaluar la respuesta del receptor EP3 en 
la activación osmótica inducida por Manitol. Se realiza el ensayo de β-hex que se expresa como el 
porcentaje de liberación máxima del sobrenadante con respecto al lisado de las células con tritón. Las 
mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una n=3 experimentos 
independientes. (*Diferencia significativa de p<0.05 con respecto al Manitol)  
 
 

C.3.3 Efecto del Manitol y la Prostaglandina E2 en el Receptor EP2 
 
El receptor EP2 se expresa en niveles menores en la mayoría de los tejidos y puede 

inducirse su expresión en respuesta a estímulos inflamatorios (Goodman & Gilman, 

2006). Este receptor al igual que el EP4 esta acoplado a proteína Gs, con el 

consiguiente aumento de la concentración de AMPc. Es un receptor que no es 

susceptible a desensibilización ya que su cola citoplasmática en el C-terminal es corta. 
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Se bloquea previamente los receptores EP3 con 30µM de  L826266 y el receptor EP4 

con 10µM del AH23848, se incuban por 10 minutos y se adicionan las dosis crecientes 

de PGE2, transcurridos 10 minutos adicionales se incuban con el Manitol por 30 

minutos a 37oC. Se realiza el ensayo de β-hex y los porcentaje de liberación son 

menores que el Manitol, pero el que muestra una mayor inhibición es la dosis de 1µM y 

que es estadísticamente significativo con un p<0.05 (Fig. 31).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 31 Curva Dosis Respuesta de Prostaglandina E2 en presencia de los antagonistas del 
receptor EP3 (L826266) y del receptor EP4 (AH23848) Para evaluar la respuesta del receptor EP2 en 
la activación osmótica inducida por Manitol. Se realiza el ensayo de β-hex que se expresa como el 
porcentaje de liberación máxima del sobrenadante con respecto al lisado de las células con tritón. Las 
mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una n=3 experimentos 
independientes. (* Diferencia significativa p<0.05 en la dosis de 1µM de PGE2 con respecto al Manitol). 
 
 
En resumen, los mastocitos de la línea LAD2 expresan los receptores EP2, EP3 y EP4, 

con la ayuda de antagonistas farmacológicos específicos se ha determinado que los 

receptores son capaces de reducir la liberación de β-hex de manera variable 

dependiendo de la dosis de PGE2. La dosis de PGE2 que muestra mejor efecto en la 

reducción del porcentaje de liberación es la de 1µM. Los receptores EP2 y EP4 están 

acoplados a Proteína Gs, con aumento de AMPc y por lo tanto reducción de la 

activación del mastocito, el receptor EP4 se expresa más ampliamente que el EP2, pero 

el primero es más susceptible a desensibilización, en cambio el EP2 tiene la 
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particularidad que no se desensibiliza y aumenta su expresión en caso de un proceso 

inflamatorio. El receptor EP3 también reduce la liberación de β-hex, pero es una 

reducción que no es significativa, y a la dosis mayor de PGE2 es de la misma magnitud 

que el Manitol, además que el mecanismo de señalización principal es a través de la 

proteína Gi, con reducción del AMPc. 
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C.5 Efecto de la Prostaglandina E2 y  Antagonistas de los receptores de EP  

en la activación osmótica inducida por Manitol en mastocitos obtenidos de 

cultivos primarios. 

 
Los efectos observados con la línea LAD2 muestran que el estímulo osmótico es capaz 

de inducir liberación de β-hex y que al utilizar antagonistas de los receptores de EP 

esta respuesta varía de acuerdo al mecanismo de señalización del receptor que es 

activado por PGE2. Para validar los datos que se han obtenido con las LAD2, se realiza 

la activación por un lado de mastocitos obtenidos a partir de pulmón de pacientes 

sometidos a cirugía torácica (HMCL) y por otra parte los mastocitos diferenciados a 

partir de células pluripotenciales CD34+ (HuMCs CD34+). 

En la figura 32 está representada la activación en mastocitos humanos CD34+ (HuMCs 

CD34+), el estímulo osmótico induce más del 30% de liberación de β-hex y cuando se 

incuba conjuntamente con  la PGE2 (1µM) ésta activación es mayor. Cuando se 

administra previamente los antagonistas selectivos de los receptores EP, se observa 

que los receptores EP2 y EP4 producen disminución del porcentaje de liberación de β-

hex significativo con respecto al Manitol, en cambio al activar el receptor EP3, aunque 

hay disminución del porcentaje de liberación no hay diferencias significativas con 

respecto al estímulo osmótico. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 32 Ensayo de β-hexosaminidasa con mastocitos humanos CD34+ (HuMCs CD34+) Se 
utilizan 2x104 células por condición. Se incuban con los respectivos antagonistas selectivos por 10 minutos, 
luego con la PGE2 por otros 10 minutos más y finalmente se activan con Manitol 10% por 30 minutos a 
37oC. Finalmente se centrifugan y se recoge por un lado los sobrenadantes y por otro se lisan las células 
con tritón. La liberación de β-hex se expresa como el porcentaje de liberación máxima del sobrenadante 
con respecto al lisado de las células con tritón. Las mediciones se hicieron por triplicado y los datos 
representados son de una n=3 experimentos independientes. * Diferencia significativa p<0.05 con 
respecto al Manitol. 



 109 

Con
tro

l

Man
ni

to
l

+M
an

ni
to

l

2

PGE

4
/E

P
2

Ant 
EP

3
/E

P
2

Ant 
EP

4
/E

P
3

Ant 
EP

0

10

20

30

40

50

*

%
 li

b 
de

ββ ββ
-h

ex
os

am
in

id
as

a

En la Figura 33 se representan los resultados obtenidos de la activación de mastocitos 

humanos provenientes de pulmón (HMCL) en el  ensayo de liberación de β-hex, el 

porcentaje de activación con Manitol es del 23%, el de PGE2 más Manitol es de 19%, al 

activar el receptor EP3 se observa que el porcentaje de liberación es de la misma 

magnitud que el Manitol, en cambio con los receptores EP2 y EP4 hay disminución en la 

liberación de β-hex, sin embargo estas diferencias no son significativas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 33 Ensayo de β-hexosaminidasa con mastocitos humanos provenientes de pulmón 
(HMCL) Se utilizan 2x104 células por condición. Se incuban con los respectivos antagonistas selectivos por 
10 minutos, luego con la PGE2 por otros 10 minutos más y finalmente se activan con Manitol 10% por 30 
minutos a 37oC. Finalmente se centrifugan y se recoge por un lado los sobrenadantes y por otro se lisan 
las células con tritón. La liberación de β-hex se expresa como el porcentaje de liberación máxima del 
sobrenadante con respecto al lisado de las células con tritón. Las mediciones se hicieron por triplicado y 
los datos representados son de una n=3 experimentos independientes.  
 
Al utilizar mastocitos provenientes de cultivo primarios en el ensayo de β-hex el 

resultado de la activación con Manitol es muy parecido al observado con las células 

LAD2. En los mastocitos provenientes de pulmón cuando el receptor EP3 es activado no 

hay disminución del porcentaje de liberación de β-hex, caso contrario con los puntos 

en que se activan el EP2 y EP4, en los que la disminución en estadísticamente 

significativa, como es el caso de los HuMCs CD34+. Por lo que el resto de los 

experimentos que se presentan  se enfocan en el efecto del estímulo osmótico y la 

PGE2 en el receptor EP3, ya sea cuando está disponible para activarlo o bloqueado.  
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C.6 Efecto de la Prostaglandina E2 y  Antagonistas de los receptores de EP  

con la activación osmótica inducida por Manitol en el flujo de Calcio. 

 
El proceso de desgranulación o activación mastocitaria conlleva la movilización de 

calcio que en el proceso de exocitosis produce que los gránulos se fundan con la 

membrana celular liberando el contenido granular al espacio extracelular, previamente 

se observa que el Manitol es capaz de producir desgranulación y también aumento en 

el flujo de calcio, en este punto se quiere evaluar qué sucede cuando se adiciona la 

PGE2  al bloquear el receptor EP3. Se utiliza solo un antagonista ya que el protocolo de 

fluorescencia tiene la limitante de que con el paso del tiempo se produce quelación del 

Ca2+ con el fluorocromo.   Se escoge el antagonista del receptor EP3 ya que permite 

evaluar la acción de los receptores EP2 y EP4 que tienen el efecto de disminuir la 

liberación de β-hex y así se puede correlacionar si parte de este efecto se deba al flujo 

de calcio ya que la presencia de este ión es primordial para procesos como la  

exocitosis al igual que otros mecanismos evaluados anteriormente como la 

polimerización de actina, por lo que es importante determinar este parámetro. 

Para este ensayo se toman 2x105 células LAD2 por punto de activación, que se incuba 

por 30 minutos a 37oC con FLUO 4/AM, y después de lavar las células se hace una 

lectura basal de fluorescencia. Posterior a la lectura basal se pretrata el grupo de 

células con 30µM de  L826266 (antagonista EP3) por 10 minutos y luego 1µM de PGE2, 

después de 10 minutos más de incubación se adiciona el Manitol y se inicia la lectura 

de fluorescencia en 10 ciclos de 1 minuto (Fig. 32) siguiendo el esquema de trabajo 

que se presenta a continuación.   
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Fig.  34 Determinación del flujo de calcio por Fluorimetría. En este estudio se utilizan 2x105 células 
LAD2, por punto de activación. Las células se van a incubar con la sonda FLUO 4/AM por 30 minutos a 
37oC. Luego de esto se centrifugan y se lavan colocándolas en placas de 96 pocillos y luego de tomar la 
lectura basal de los grupos se incuba con los tratamientos de agonistas y antagonistas por 10 minutos 
cada uno y finalmente Manitol al 10%. Se realiza la lectura de 10 ciclos de 1 minuto. Los resultados se 
expresan como las unidades relativas de fluorescencia. Las mediciones se hicieron por triplicado y los 
datos representados son de una n=3 experimentos independientes. 
 
Posteriormente los grupos de tratamientos se incuban simultáneamente con 

Ionomicina 2.5µM, para comprobar la calidad y validez del experimento. En la Figura 

35 se observa que luego de administrar el ionóforo,  la fluorescencia aumenta de 

forma marcada  en todos los grupos, este movimiento de calcio se mide por espacio de 

5 minutos y obtenemos las unidades relativas de fluorescencia (RFU). 
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Fig. 35 Determinación del flujo de calcio con la administración de Ionomicina. Luego de 
transcurrido el tiempo de lectura del flujo de calcio con el Manitol y los grupos tratados, se incuban las 
células con Ionomicina 2.5µM, y se realiza la de 5 ciclos de 1 minuto. Los resultados se expresan como las 
unidades relativas de fluorescencia. Las mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados 
son de una n=3 experimentos independientes. 
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C.7 Evaluación del Efecto de Prostaglandina E2 y los Antagonistas de EP con 

la activación osmótica inducida por Manitol en las vías de las MAP quinasas 

Para estudiar el papel de la PGE2 y de los receptores de EP frente al estímulo osmótico 

en las vías de las MAP quinasas, se realizan la técnica de western blot con las líneas 

LAD2 y HMC-1. Se utiliza 0.5x106 de células por punto de activación de los 

tratamientos que se representan en los blots y el tiempo de activación es de 15 

minutos. Los tratamientos que se comparan son el control o no estimuladas, Manitol 

10%, PGE2 (1uM), Manitol más PGE2 (1uM), L826266 más PGE2 y Manitol, AH6809 

(10µM) y AH23848 (10µM) más PGE2 y Manitol.  En la figura 36 se observa que la 

fosforilación  de  pAkt y pERK disminuye cuando los receptores EP2 y EP4 son activados 

con respecto al Manitol o PGE2 sola, en cuanto al receptor EP3  cuando  se activa 

aumenta claramente la fosforilación de pAkt, pero en el caso de pERK la fosforilación 

es menor al compararla con Manitol y PGE2. 

 

 

A.
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B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 36  El tratamiento con el antagonista de EP3 disminuye la fosforilación de pAkt y pERK. A 
0.5x106 células LAD2 por punto, luego de los tratamientos y la activación con Manitol, se lisan y se corre el 
gel SDS-PAGE al 10%, se transfiere a una membrana de PVDF que se incuba con el anticuerpo pERK, pAkt 
y ERK total como control de carga. 
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Para MAP quinasas como pJNK y p38, el Manitol presenta un patrón de aumento de la 

fosforilación y que disminuye cuando se incuba junto a PGE2, en cambio la PGE2 no 

activa estas vías. Con el antagonista EP3 disminuye la fosforilación de ambas quinasas, 

y en el caso del uso combinado de los antagonistas EP2 y EP4  aumenta la fosforilación 

(Fig. 37) en los que se presentan las densitometrías y el blot correspondiente. 

 

A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 116 

WB: pJNK

WB: p38

WB: β-actina

co
nt

ro
l

PG
E 2

+M
an

it
ol

M
an

it
ol

A
nt

EP
2/

EP
4+

PG
E 2

+M
an

it
ol

A
nt

EP
3+

 P
GE

2+
M

an
it

ol

PG
E 2

55

40

40

WB: pJNK

WB: p38

WB: β-actina

co
nt

ro
l

PG
E 2

+M
an

it
ol

M
an

it
ol

A
nt

EP
2/

EP
4+

PG
E 2

+M
an

it
ol

A
nt

EP
3+

 P
GE

2+
M

an
it

ol

PG
E 2

55

40

40

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 37  El tratamiento con PGE2 y con el antagonista de EP3 disminuye la fosforilación de 
pJNK y p38. A 0.5x106 células LAD2 por punto, luego de los tratamientos y la activación con Manitol, se 
lisan y se corre el gel SDS-PAGE al 10%, se transfiere a una membrana de PVDF que se incuba con el 
anticuerpo pJNK, p38y β-actina como control de carga. 
 
 
 
El mismo estudio se realiza con HMC-1, pero en el caso de pacta está línea celular 

presenta fosforilación inespecífica que no se puede diferenciar entre los tratamientos. 

Para pERK, pJNK y p38 se observa el mismo patrón visto con las LAD2, en la que la 

fosforilación de pERK, pJNK y p38 disminuye cuando se bloquea el receptor EP3, tal 

como se observa en la figura 36 donde se presentan las densitometrías junto con el 

blot de las MAP quinasas evaluadas en relación con el control de carga utilizado en 

este caso β-actina.  
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Fig. 38  El tratamiento con PGE2 y con el antagonista de EP3 disminuye la fosforilación de 
pERK, pJNK y p38. A 0.5x106 células HMC-1 por punto, luego de los tratamientos y la activación con 
Manitol, se lisan y se corre el gel SDS-PAGE al 10%, se transfiere a una membrana de PVDF que se incuba 
con el anticuerpo anti-pERK, pJNK, p38y β-actina como control de carga. 
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LAD2 PGE2 (1µM) + Manitol 10%LAD2 PGE2 (1µM) + Manitol 10%

C.8 Efecto de Prostaglandina E2 en la dinámica del citoesqueleto en 

presencia del estímulo osmótico 

 
Previamente en la sección A.6 se evalúa el efecto del estímulo osmótico en la dinámica 

del citoesqueleto, y se observa que hay un incremento en la movilización de la actina, 

mediante la técnica de microscopía con el marcaje de Faloidina, en este apartado se 

presenta lo que sucede al pretratar las células LAD2 con PGE2 1µM diez minutos antes 

de adicionar el Manitol 10%, en las imágenes de la figura 39 se observa que la 

polimerización del citoesqueleto se ve reducida con respecto al grupo tratado solo con 

Manitol.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 39 Estudio de reorganización del citoesqueleto por microscopía comparando el efecto de 
PGE2 frente al estímulo osmótico. 1x105 células LAD2 se colocan en cubreobjetos previamente 
tratados con polilisina porque son células que crecen en suspensión, y se incuban con PGE2 1µM 10 
minutos y luego con Manitol 10% por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego de lavar las células, se 
fijan con paraformaldehído al 4%, se fijan con saponina al 0.1%, se bloquean con BSA al 0.1% y se 
marcan con Faloidina conjugada con TRITC. Se realiza el montaje en los portaobjetos y las muestras son 
analizadas por microscopía de Fluorescencia. Escala de la barra 10µm.                         
 
 
 

LAD2 controlLAD2 control LAD2 Manitol 10%LAD2 Manitol 10%
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C. 9 Evaluación del efecto de la Prostaglandina E2 en la síntesis de citocinas 

Después de observar que el estímulo osmótico es capaz de inducir síntesis de citocinas, 

como la IL-8 y el TNF-α, se evalúa la expresión de ARN mensajero en las células LAD2 

después de  6 horas de incubación con los PGE2, PGE2 más Manitol y se comparan con 

el Manitol 10% y como control positivo de activación se tiene la PMA+Ionomicina, todo 

mediante la técnica de RT-PCR, se representan los datos en la figura 40 mediante  la 

cuantificación relativa (RQ) de la expresión de los genes en estudio.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 40 Determinación de la síntesis de citocinas (TNF-alfa/IL-8) inducidas por el estímulo 

osmótico por RT-PCR. 2x106 células LAD2 por cada punto de activación se incuban durante 6 horas con 

Manitol al 10%, PMA (50ng/ml) más ionomicina (2.5µM), PGE2  1µM, PGE2 1µM más Manitol y un grupo 

sin activar. Transcurrido este tiempo se recogen las células y se extrae el ARN, y la expresión de los genes 

se mide por PCR a tiempo real, con respecto al control no activado, la beta-actina se utiliza como control 

endógeno; se representa una media de 3 experimentos independientes, los datos son presentados como 

el promedio del Log10 de la cantidad relativa (RQ). 



 121 

En las gráficas se observa que la PGE2 induce síntesis de IL-8 y TNF-alfa, pero menos 

que el manitol, y cuando se utilizan en combinación no hay diferencias con respecto al 

estímulo osmótico solo, en todos los casos estas inducción son menores que el control 

positivo de PMA+Ionomicina. 
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DISCUSION

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 124 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 125 

 
V. DISCUSION 
 
 

El asma es una enfermedad crónica común de las vías respiratorias compleja y 

multifactorial. La inflamación desempeña un papel central en la fisiopatología del asma, 

aunque hay distintos fenotipos (por ejemplo, intermitente, persistente, asociada con el 

ejercicio, sensible a la aspirina, o el asma grave), la inflamación de las vías aéreas 

sigue siendo un patrón consistente; que implica la interacción de múltiples mediadores 

y muchos tipos de células, entre estos el mastocito (Busse & Lemanske, 2001).  

La broncoconstricción inducida por ejercicio (BIE) es una condición prevalente en 

aproximadamente la mitad de los pacientes con asma (Cabral et al, 1999). El ejercicio  

induce la liberación de mediadores a partir del mastocito, provocando contracción del 

músculo liso de las vías aéreas, mediante el incremento de la tonicidad. El uso de un 

agente hipertónico surge del concepto de que la BIE viene provocada por el 

incremento en la osmolaridad en la superficie de las vías áreas con liberación de 

mediadores (Anderson, 2010). 

La activación de los mastocitos de la mucosa libera mediadores broncoconstrictores; 

como histamina, cys-LTs, PGD2 (Boyce, 2003; Galli et al 2005; Robinson 2004) y se ha 

observado aumento del número de mastocitos en el músculo liso bronquial que puede 

estar relacionado con hiperreactividad bronquial (Brightling et al, 2002). Por otra parte, 

también hay liberación de PGE2, que  aunque es proinflamatorio en modelos de artritis 

(Nagai, 2008), es marcadamente anti-alérgica y parece tener efectos estabilizantes in 

vivo, representando un posible mecanismo endógeno protector de las vías áreas 

(Gauvreau et al, 1999). En pacientes asmáticos, la administración de PGE2 antes de la 

exposición al alergeno, atenúa la respuesta alérgica inducida en las vías áreas, así 

como la hiperreactividad y la inflamación (Melillo et al, 1994).  

Se ha reportado que los niveles de PGE2 están disminuidos en pacientes con pólipos 

nasales (Okano et al  2009), debido a alteraciones en el metabolismo de las COX 

(Mullol et al, 2002; Pérez-Novo et al, 2005; Picado et al, 1999), y esto puede participar 

en la fisiopatología de la rinitis alérgica, dirigiendo las bases de nuevas aproximaciones 

terapéuticas en las que la diana sería PGE2 para el tratamiento de poliposis nasales, 

rinitis alérgicas y asma bronquial (Okano et al, 2009). 
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1. El estímulo osmótico es capaz de inducir la activación del mastocito 
 
El interés de esta tesis se centra en un modelo in vitro de asma inducida por ejercicio 

mediante el uso de un estímulo osmótico, en este caso el manitol, en una de las 

células con mayor protagonismo en la enfermedades alérgicas, el mastocito; y evaluar 

si la PGE2, sustancia endógena con un papel en la homeostasis de muchas funciones 

fisiológicas, es capaz de modular  la activación de éste. 

 

Eventos que produce el Manitol en el mastocito 

El mecanismo por el cual el manitol activa  el mastocito no está del todo descrito y 

difiere de la activación inmunológica (Suzuki et al, 2006). Los  resultados obtenidos 

muestran que es un proceso parcialmente dependiente de calcio, tanto del extracelular 

como el intracelular, y es un evento sostenido. Este flujo de calcio  genera cambios en 

la permeabilidad de la célula y esto a su vez del pH intracelular, el cual es  regulado 

por  intercambiadores de iones, como el de Na+/H+ en la membrana plasmática 

(Cabado et al, 2000). A su vez la movilización de calcio generada por la activación con 

manitol, produce una complicada serie de eventos bioquímicos, algunos tienen 

similitud al descrito para la mediada por FcεRI, con incremento de calcio citoplasmático 

en el que se activa la PI3K (Gilfillan & Tkaczyk, 2006). El estímulo osmótico al generar 

entrada de calcio a la célula y alterar la membrana activa la PLA2 (Murakami & Kudo, 

2004), la cual hidroliza los fosfolípidos de membrana con liberación de AA. Por otro 

lado, el sustrato de  fosfoinositoles de la membrana también es metabolizado por la 

PLC con la formación de DAG y de IP3 que en el retículo endoplásmico libera más calcio 

de sus depósitos (Goodman & Gilman, 2006); estas vías de señalización producen un 

flujo de calcio sostenido, tal como muestran los resultados en los ensayos de flujo de 

calcio por fluorimetría.   El incremento del calcio intracelular también provoca 

movilización de los gránulos de almacenamiento  hacia la membrana del mastocito y 

liberar por exocitosis  su contenido al espacio extracelular; tal como lo demuestran los 

datos de liberación por β-hexosaminidasa y la expresión de la proteína CD63. Todos los 

mecanismos por el cual el manitol activa el mastocito se resumen en la figura 1, el 

proceso de desgranulación se observa a los minutos de la activación, pero el manitol 

también induce cambios a más largo tiempo. 
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Fig. 1 Esquema de los posibles mecanismos por el que el manitol induce  la activación del 
mastocito. (1) Aumento de la osmolaridad, (2) Aumento del flujo de calcio, (3) Activación del 
intercambiador Na+/H+ con cambios en del pH intracelular, (4) Activación de la vía PI3K y Akt genera 
fosfoinositoles, (5) Activación de PLC gracias a sus dominios PH se une a los PIP3 generados por PI3K y 
cataliza PIP2 (unidos a la membrana) en DAG e IP3, activación de PKC, (6) IP3 induce salida de calcio de 
retículo endoplásmico (RE) con aumento de calcio de manera más sostenida (7) Exocitosis de los gránulos.  
 

El estímulo osmótico induce la síntesis de novo de metabolitos del AA tales cómo la 

PGD2 y LTC4 (Gulliksson et al, 2006), y lo evidencian nuestros resultados con la síntesis 

de PGE2 a los pocos minutos de la activación del mastocito. En el caso de la 

fosforilación de Akt, regula la función del factor de transcripción NF-κβ, este 

mecanismo junto con los efectos que tiene la PI3K sobre la habilidad de la PLCγ en la 

regulación de la activación del factor de transcripción NFAT (Jascur et al, 1997), 

permiten a la PI3K regular la síntesis de citocinas (Gilfillan and Tkaczyk, 2006) como el 

TNF-α y quimiocinas como la IL-8. El TNF-α estimula la inflamación y la producción de 

citocinas (IL-6, IL-1) por muchos tipos celulares y activa el endotelio mediante 

activación y agregación plaquetaria, aumento de la permeabilidad vascular;  además 

fue descrito como factor tóxico para algunas células en cultivo, y causante de necrosis 

hemorrágica de tumores in vivo, es el principal mediador de la respuesta inmune frente 

a bacterias Gram negativas (Vassalli, 1992). En cuanto a la IL-8, esta quimiocina ejerce 

un papel primordial en la iniciación de la respuesta inflamatoria al promover la 
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quimiotaxis y posterior desgranulación de los neutrófilos. Además, desarrolla una 

acción quimiotáctica sobre otras células entre las que se encuentran los linfocitos T y 

los basófilos. Sobre estos últimos estimula la liberación de histamina. Algunas de las 

acciones proinflamatorias del TNF-α y la IL-1 son mediadas por la secreción de IL-8, 

que por tanto actúa como un mediador secundario de los procesos inflamatorios 

(Salamon et al, 2005). Todos estos eventos explicarían porque la activación del 

mastocito inducida por cambios osmóticos, produce cambios inflamatorios tales como 

los observados vía inmunológica. Las citocinas provocarían la migración de células 

inflamatorias a las vías respiratorias, donde se produciría la broncoconstricción que 

genera el ejercicio. Los cambios osmóticos también  modificaciones estructurales en el 

mastocito, como es la reorganización del citoesqueleto.   

En los estudios de reorganización del citoesqueleto observamos que el mastocito 

estimulado con manitol cambia su estructura y se observa el fenómeno de ruffling, que 

son regiones de filamentos de actina recién polimerizados. El mecanismo de acción  ha 

sido descrito en otros tipos celulares, es un proceso rápido en el que los cambios 

osmóticos activan la familia de GTPasas de Rho; y es dependiente de calcio (Malek et 

al, 2007). La familia de Rho GTPasas regulan la dinámica del metabolismo de  actina y 

el proceso de ruffling en la membrana (Pertz, 2010). 

Activación de las MAP quinasas 

La producción de citocinas luego de la activación con manitol es el producto de la 

activación de vías de señalización previas como las MAP quinasas, tal como se observa 

en los resultados de los estudios bioquímicos, y como se reporta para otras células 

eucariotas, que tienen en común el hecho de que censan y responden a los estímulos 

extracelulares mediante la activación de la vía de las MAP quinasas (Wilkinson & Millar, 

1998). Los resultados con el manitol muestran un aumento de la fosforilación de 

ERK1/2; además de quinasas de estrés como JNK y p38; como se ha reportado para 

condiciones hiperosmolares (Malek et al, 2007).  La activación de quinasas como 

ERK1/2 produce la fosforilación de enzimas como la PLA2 (Pelaia et al, 2005),  la cual 

es responsable de la producción del AA que es metabolizado a su vez por las COX y 

LOX a prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos. Es interesante el papel de la 

fosforilación de ERK en la patofisiología del asma, ya que median la producción de 

citocinas como la IL-1β y del GM-CSF por las células del músculo liso de las vías aéreas 

(Hallsworth et al, 2001), que son las responsables de las respuestas contráctiles y del 

remodelado de las vías aéreas (Pelaia et al, 2005). El manitol fosforila las quinasas de 

estrés JNK y p38. La quinasa JNK esta muy relacionada a procesos de inflamación ya 
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que entre los factores de transcripción que son sustratos para él, están la proteína 

activadora 1 (AP-1), Elk-1 y ATF-2; el papel de JNK en la patología asmática esta 

vinculada a procesos de deposición de la matriz extracelular, ya que su activación 

produce la liberación de factores de crecimiento como el TGF-β que promueve la 

transición del fenotipo de fibroblastos pulmonar a miofibroblastos (Hashimoto et al, 

2001). La p38 regula la migración de mastocitos hacia el antígeno y también media la 

producción de IL-8. Además, está involucrada en procesos de hiperplasia del 

miofibroblasto y deposición de colágeno inducida por IL-6, luego del contacto con otras 

células como el caso del mastocito (Fitzgerald et al, 2004) (Fig. 2). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Fig. 2 Efectos del manitol dentro del mastocito (1) Activación de MAP quinasas (2) p38 fosforilada  
induce producción de COX-2, IL-8 y TNF-α (3) pERK1/2 fosforila PLA2 en el citoplasma y la activa 
traslocándola, (4) la PLA2 produce AA, sustrato para las COXs, con producción de PGs. 
 

Al utilizar inhibidores wortmanina (inhibidor de PI3K) se observa que la fosforilación de 

Akt inducida por manitol está bloqueada, al igual que cuando se inhibe la de ERK pero 

en el caso  de la PKC no se ve afectada.  
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2. Cómo se ve afectada la activación del mastocito por el estímulo osmótico 

cuando se inhiben las Ciclooxigenasas 

Los metabolitos del AA que incluyen prostaglandinas, prostaciclina, tromboxano A2, 

leucotrienos y  lipoxinas, no se almacenan, sino que se producen en la mayoría de las 

células cuando una variedad de estímulos físicos, químicos y hormonales activan 

enzimas como la PLA2 que es una acil hidrolasa (Goodman & Gilman, 2006). En el caso 

del mastocito el estímulo físico utilizado, el manitol, produce desgranulación, pero 

también genera la síntesis de novo de metabolitos de AA, entre estos PGE2 que es 

considerado una sustancia anti-inflamatoria. Además, la evidencia que tenemos en 

base a nuestros resultados y lo descrito en la literatura, es que el manitol activa la vía 

de las MAP quinasas, entre estas la  p38 de la que se describe que participa en  la 

producción de COX-2 (Pelaia et al, 2005). En vista de esto,  se procedió a utilizar la 

inhibición de las COXs para modular la producción de PGE2 y observar que sucedía en 

el mastocito, luego de estimular con manitol. El interés de realizar este abordaje in 

vitro se debe a las observaciones clínicas de pacientes asmáticos, que al ingerir un 

AINEs y luego ser expuestos a ejercicio, les sobreviene un broncoespasmo. Esto se 

atribuye a que al inhibir las COXs no se produce PGE2 endógena,  la cual tiene un 

papel broncoprotector, y el paciente desarrolla un cuadro asmático (Sestini et al, 

1996).  

Para inhibir la activación de COX-1 y COX-2, se utilizó la técnica de silenciamiento con 

RNA de interferencia, pero no era el modelo adecuado, en vista de que la línea LAD2 

por un lado tiene una cinética de recambio prolongado. Conviene añadir que es una 

línea celular inmortal.  Por lo que se opto la inhibición de las COXs se realizó con 

bloqueadores selectivos. 

Al evaluar el proceso de  desgranulación con manitol luego de la inhibición de las COXs 

no se observa cambios significativos en la liberación de β-hex, por lo que la 

desgranulación sería un evento independiente de la actividad de las COXs. 

En la cascada de las MAP quinasas observamos que  cuando se inhibe la COX-1  con el 

SC-560, luego del estímulo osmótico,  hay un incremento en la fosforilación de ERK1/2 

y Akt, la vía de JNK y p38. Para explicar este resultado, por un lado tenemos que al 

inhibirse una de las enzimas hay mayor cantidad de AA como sustrato para la vía que 

permanece activa, la COX-2. Así mismo, la línea LAD2 tiene COX-2 de manera 

“constitutiva” con lo cual existiría un efecto aditivo a la enzima que se esta induciendo 

por cuenta del manitol. Otro hecho a destacar, es que la p38 produce más  COX-2 y 

ERK1/2 fosforila la PLA2 citoplasmática (Pelaia et al, 2005). Este hallazgo curioso, se 
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podría explicar como  una especie de retroalimentación positiva de la actividad de 

COX-2. En consecuencia hay mayor generación de metabolitos del AA, y posiblemente 

habría un aumento en la síntesis de citocinas.   

En cambio cuando se bloquea con el inhibidor de COX-2, NS-398, el manitol 

incrementa sólo la fosforilación de ERK1/2, la pJNK no muestra cambios en el patrón 

de fosforilación, pero p38 disminuye de manera importante al igual que Akt; esto 

sugeriría que la enzima que tiene el papel primordial en los procesos inflamatorios  vía 

AA es la COX-2 (Fig. 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Inhibidores de COXs en la activación osmótica Modelo en el que la vía de las COXs están 

bloqueadas (1) el estímulo osmótico activa MAP quinasas (2) ERK fosforila PLA2  que produce AA y sus 

metabolitos, p38 produce más COX-2 (3) los prostanoides sintetizados de novo son secretados y se unen a 

receptores proteína G de membrana  que a su vez activa MAP quinasas, (4) Bloqueo de COX-1 (rojo) 

aumenta fosforilación de MAPquinasas (4) Bloqueo de COX-2 (azul) produce fosforilación de ERK.  

 

Se realizó también la inhibición de ambas enzimas con el acido acetilsalicílico (ASA), 

pero no se observa ningún patrón de fosforilación en las MAP quinasas estudiadas; 

este resultado se explicaría que la activación de MAP quinasas depende de la actividad 

de COX-1 y COX-2, probablemente vía síntesis de prostaglandinas tales como la PGD2 y 
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PGE2. La inhibición de las COXs, al menos en nuestro trabajo no reporto cambios 

significativos en los valores de desgranulación. 

 

3. Prostaglandina E2, expresión de receptores en el mastocito, modulación 

del estímulo osmótico y otros aspectos asociados a la transducción de señal. 

Para evaluar el efecto de  PGE2, tanto de la que se administra de manera exógena 

como la que se sintetiza de novo producto de la estimulación osmótica del mastocito, 

utilizamos como herramienta antagonistas farmacológicos de los receptores de 

prostanoides, referidos en el apartado de introducción; esto nos permitió describir el 

efecto de PGE2 de manera selectiva en cada receptor expresado por el mastocito; con 

excepción del receptor EP1, que no se expresa en las LAD2, ni en los mastocitos 

provenientes de progenitores, tal como muestran los estudios de expresión de 

receptores por PCR y WB. Otro hecho importante es que la población de receptores 

EP3 está expresado en mayor número, seguido por EP4 y por último EP2.  

Luego de incubar con los tratamientos y dosis crecientes de PGE2 tal como se describe 

en el apartado de resultados para LAD2, observamos que el efecto de activar el 

receptor EP2 es de disminución en el porcentaje de liberación de β-hex, esto de debe a 

que al mecanismo de señalización de este receptor es a través de proteína Gs que 

genera aumento de AMPc;  lo que en el mastocito produce disminución de la 

concentración del calcio intracelular y como consecuencia menor movilización de los 

gránulos hacía la membrana celular; este mecanismo lo comparte con el receptor EP4, 

sin embargo entre estos dos receptores existen diferencias estructurales que limitan la 

actividad de uno frente al otro. El receptor EP2 no presenta problemas de 

desensibilización al poseer una cola citoplasmática corta con pocos sitios para 

fosforilación, y por otra parte experimenta regulación positiva en caso de procesos 

inflamatorios (Goodman & Gilman, 2006) con aumento en la expresión de este 

receptor en la membrana celular. En cambio, el receptor EP4 es susceptible a 

desensibilización ya que tiene una cola citoplasmática extensa con diferentes sitios de 

fosforilación (Nishigaki et al, 1996), y el receptor es endocitado disminuyendo su  

expresión. 

En el caso del receptor EP3, con excepción de la dosis más alta de PGE2 (10µM) y del 

manitol junto con los antagonistas que producen aumento en las medidas de β-hex, las 

demás dosis de PGE2 producen  disminución. La particularidad de este receptor tal 

como se describe en la introducción es el polimorfismo en que encontramos diversas 

isoformas, aunque en esta tesis no distinguimos que isoformas expresan los mastocitos 
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utilizados, es evidente que el efecto en los ensayos de desgranulación no son 

homogéneos. Se ha reportado que la PGE2 a dosis más elevadas aumenta  la liberación 

de mediadores (Wang & Lau, 2006) ya que potencia la liberación de histamina cuando 

el mastocito es activado por la vía inmunológica por interactuar con el receptor EP3. El 

mecanismo de señalización del EP3 es  vía proteína Gi con disminución de AMPc, y 

aumento de calcio intracelular. La presencia de varias isoformas podría explicar porque 

en modelos in vivo como el de ratón se han observado efectos protectores en proceso 

mediados por la vía inmunológica, suprimiendo la inflamación alérgica (Kunikata et al, 

2005). 

En el caso de mastocitos diferenciados a partir de progenitores, utilizamos PGE2  a 

1µM,  hay mayor liberación de mediadores cuando administra en junto con manitol, 

pero al evaluar cada receptor, el efecto que produce en todos los casos es disminución 

de la liberación de β-hex, aunque más significativa para los receptores EP2 y EP4. En 

cambio en los mastocitos obtenidos de pulmón la PGE2 produce disminución de la 

liberación en todos los casos, pero cuando se une al  receptor EP3 no disminuye el  

aumento  debido al estímulo osmótico. Este último dato es importante ya que el 

modelo  protector de la PGE2 frente a un estímulo osmótico queda demostrado en el 

fenotipo de mastocito de las vías aéreas, como es el obtenido del pulmón.  

En estudios realizados en mastocitos diferenciados a partir de progenitores por Feng y 

colaboradores, observaron que la expresión de receptores es similar a las vista en esta 

tesis, PGE2 aumenta la movilización de calcio y AMPc, igualmente encontraron aumento 

de la fosforilación de ERK y la síntesis de PGD2 y LTC4, con el uso de agonistas 

selectivos observaron que el receptor EP3 es el responsable de los efectos activadores 

de PGE2.  

En los estudios realizados en la movilización de calcio en las LAD2 la administración 

previa de PGE2, o adicionada luego de bloquear el receptor EP3, es disminución del 

flujo de calcio.  Estos datos corroboran lo observado en los ensayos de desgranulación, 

que muestran el papel protector de esta prostaglandina ante el  Manitol, respuestas 

mediadas principalmente por los receptores EP2/EP4 que incrementan las 

concentraciones de AMPc que a su vez reducirían  el calcio intracelular (Nishigaki et al, 

1996). 

En los estudios de reorganización del citoesqueleto evaluado en las LAD2, la 

administración de  PGE2 antes del manitol, evidencia la poca formación de polímeros de 

actina en la célula. Esto se podría relacionar con la movilización de calcio que se ve 

disminuida con el uso de PGE2. Este proceso ha sido evaluado en  fibroblastos de las 
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vía aéreas en los que se ha visto que la PGE2 disminuye  la migración celular por 

interrupción de la reorganización del citoesqueleto y el mecanismo de acción que 

postulan es que al interaccionar la PGE2 con los receptores EP2/EP4 aumenta las 

concentraciones de AMPc con disminución del calcio intracelular (Sandulache et al, 

2009). Los filamentos de actina tienen un papel fundamental en la determinación y el 

mantenimiento de la morfología celular, en el movimiento e interacción con el 

ambiente exterior y en la división/proliferación celular. 

La activación de las MAP quinasas fue evaluado tanto en LAD2 como en HMC-1, otra 

línea celular de mastocitos humanos. En LAD2 la administración exógena de PGE2 

incrementa  la fosforilación de ERK1/2 y Akt, en cambio las quinasas JNK y p38 no.  La 

consecuencia de esto sería la producción de citocinas que tienen implicaciones en 

procesos de supervivencia y migración celular, a través de ERK y Akt (Fig.4).  

Al bloquear el receptor EP3, la PGE2 exógena reduce la fosforilación que genera el 

manitol en ERK1/2, Akt, JNK, p38; otra evidencia de que los efectos protectores de 

esta prostaglandina son mediados por los receptores EP2/EP4. En las HMC-1 la 

fosforilación de ERK, JNK y p38 también disminuyen cuando la PGE2 interacciona con 

los receptores EP2/EP4, ante la activación osmótica. La p38 es una de las MAP quinasa 

donde convergen la iniciación y progresión de procesos inflamatorios e 

inmunopatológicos, y se considera diana clave en el desarrollo de fármacos 

antiasmáticos (Newton & Holden, 2003).  
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Fig. 4 Resumen del efecto de PGE2 y Manitol en las vías de las MAP quinasas y PI3K 

Resumen de los efectos en las vías de las MAP quinasas en la administración de PGE2 en los receptores de 
prostanoides. En paréntesis los receptores implicados en el efecto activador o inhibidor de MAP quinasas. 
 
 

En resumen las MAP quinasas están implicadas en una serie de eventos de señalización 

que son potencialmente importantes en la respuesta inflamatoria. ERK1/2 fosforila y 

activa los factores de transcripción elk1 y NF-IL6 (Gillie et al, 1992; Nakajima et al, 

1993). Elk1 es requerido para la regulación hacia positiva de  c-fos, el cual es un 

componente del factor de transcripción AP-1 que tiene un papel importante en la 

regulación de citocinas y metaloproteasas, (Karin, 1995)  y el NF-IL6 promueve la 

regulación de  granulocitos (G)-CSF, IL-6, IL-8, IL-1, TNF, y la forma inducible de la 

óxido nítrico sintasa (iNOS) (Natsuka et al, 1992; Zhang et al 1993, Mukaida et al, 

1990; Lowenstein et al, 1993). Las ERKs también fosforilan la PLA2 citoplasmática 

(cPLA2), la cual está implicada en la producción de AA (Lin et al, 1993).  

La PGE2 tiene un perfil de acción similar cuando la activación del mastocito es 

inmunológica, ya que hay estudios que reporta la inhibición de la exocitosis y la 

liberación de eicosanoides dependiente del Fcε-RI (Goulet et al, 2004) y en otros 

estudios cómo potencia la liberación de histamina y producción de IL-6 a través del 

receptor EP3 (Nguyen et al, 2002; Díaz et al, 2002).  
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Fig. 5 Resumen de los efectos mediados por PGE2 en la activación osmótica inducida por 
manitol a través de los receptores EP. Al antagonizar el receptor EP3 los efectos en desgranulación, 
activación de MAP quinasas, síntesis de citocinas están disminuidos. Por lo que los receptores EP2/EP4 en 
este modelo de activación osmótica in Vitro, manifiestan un papel protector. 
 
 
4. ¿Qué se sabe del papel de PGE2 en modelos animales? 
 
La PGE2 ha demostrado efectos broncoprotectores en pacientes con asma bronquial, 

en el asma inducida por ejercicio, inducida por alérgenos y en la broncoconstricción 

inducida por aspirina (Melillo et al, 1992; Pavord et al, 1993). Por lo que la  PGE2 

puede representar un mecanismo protector endógeno de las vías aéreas. En estudios 

in vitro nuestros resultados como los de Feng y colaboradores describen  la activación 

del mastocito, vía receptor EP3 cuando se administra PGE2, y que junto con la 

estimulación inmunológica se producen una serie de cambios bioquímicos como la 

producción de citocinas y de eicosanoides (Feng et al, 2006). Pero al revisar los 

resultados experimentales en ratones las respuestas de la PGE2, son controversiales. 

La PGE2 claramente es broncoprotectora, pero depende del receptor involucrado. En 

unos estudios en ratones manipulados genéticamente la respuesta a través del 

receptor EP2 parece mediar el efecto broncodilatador como  en la prueba de inhalación 

con el agonistas colinérgicos, metacolina (Sheller et al, 2000). También en el modelo 
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de ratones expuesto a ácaros del polvo,  la vía COX-2/PGE2/EP2 esta regulada de 

manera positiva en el pulmón, posiblemente para disminuir la inflamación de las vías 

aéreas inducidas por esta sensibilización (Herrerias et al, 2009). En cambio en un 

modelo de sensibilización por OVA-albúmina en ratones con deficiencia del  receptor 

EP3  observaron que este ratón desarrollaba un cuadro de inflamación alérgica que 

mejoraba cuando se administraba agonistas del EP3 y en ratones normales se les 

rescataba con la adición del agonista de EP3 (Kunikata et al, 2005) y en los estudios 

que emplean ratones deficientes de genes para receptores de prostaglandinas y de 

TxA2 concluyen que con sus datos, los agonistas de EP3 y antagonistas del receptor DP 

de la PGD2 podrían ser útiles aliviando la inflamación alérgica de las vías aéreas (Nagai, 

2008). Como se describe, la PGE2 es una sustancia que manifiesta diferentes efectos 

que dependen del receptor que se active, además de las particularidades descritas 

para cada receptor en el que por una parte los problemas de desensibilización y de las 

diferentes isoformas descritos, determinan el efecto predominante de esta 

prostaglandina. 

 

5. Posibilidades en Terapia 

La PGE2 es un eicosanoides ubicuo que está involucrado en diferentes procesos 

fisiológicos y patofisiológicos. Tiene complejas propiedades inmunológicas in vitro,  

cuando se administra por vía inhalatoria, en sujetos alérgicos antes de una prueba de 

provocación alérgica, inhibe tanto la fase temprana como tardía de la reacción alérgica 

(Gauvreau et al, 1999). En sujetos sensibilizado la PGE2 es capaz de reducir la 

liberación de PGD2 y cys-LTs en el fluido de lavado broncoalveolar, efectos que se 

observan en minutos, y se presume que sea resultado de su acción en los mastocitos 

(Harter et al, 2000). Estos efectos y otros que se han descrito en lo resultados 

obtenidos en nuestra tesis, son interesantes para considerar a la PGE2 como un agente 

terapéutico en asma. Para ello convendría la generación de agonistas más selectivos, 

junto a la mejor caracterización de la función de las diferentes isoformas del receptor 

EP3. 
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VI. CONCLUSIONES 

1. El manitol produce en el mastocito la liberación de mediadores, expresión del 

CD63, movimientos en el flujo de calcio extracelular e intracelular 

2. El manitol  generan cambios en la morfología de la célula que se traducen en la 

reorganización del citoesqueleto 

3. El manitol activa MAP quinasas (ERK1/2, JNK y p38) y la de PI3 quinasa que 

resulta en la síntesis de citocinas, entre estas TNF-alfa y la IL-8,  

4. La inhibición de las ciclooxigenasas, al menos en el modelo de activación 

osmótico, no afecta el proceso de desgranulación 

5. En la activación de las MAP quinasas la inhibición de COX-1 aumenta la 

fosforilación de ERK1/2, JNK y p38, y de la pAkt, al compararla con el manitol 

6. Cuando se inhibe la COX-2 la fosforilación de pJNK y pAKt está disminuida, la 

de p38 no muestra cambios, pero pERK está aumentada con respecto al 

manitol 

7. En línea celular de mastocitos LAD2 expresa los receptores EP2, EP3 y EP4 de la 

PGE2  y en cultivos primarios de mastocitos provenientes de sangre periférica 

también se observaron la expresión de estos mismos receptores, no se tienen 

evidencia de receptores EP1 

8. La PGE2 por su parte modula el efecto de manitol en el mastocito mediante 

reducción en la desgranulación que depende de la dosis, ya que con el uso de 

antagonistas revela que los receptores EP2 y EP4 son los implicados en el efecto 

neto de disminución de la desgranulación, disminución de la movilización de 

calcio disminución de la fosforilación de JNK y p38  

9. PGE2 modula los cambios en la dinámica del citoesqueleto, cuando se 

administra antes del manitol, confiriéndole estabilidad a la estructura  

10. De manera global el efecto neto de PGE2 es de protección, a través de los 

receptores EP2/EP4, frente a la agresión del manitol, en una célula tan compleja 

como el mastocito, que además es la que más protagonismo tiene en los 

procesos inflamatorios entre estos el asma. 
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