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Valproic acid (VPA) is widely recognized for its use in the control of epilepsy and other neurological disorders in the past
50 years. Recent evidence has shown the potential of VPA in the control of certain cancers, owed in part to its role in
modulating epigenetic changes through the inhibition of histone deacetylases, affecting the expression of genes involved in
the cell cycle, differentiation, and apoptosis. The direct impact of VPA in cells of the immune system has only been
explored recently. In this review, we discuss the effects of VPA in the suppression of some activation mechanisms in
several immune cells that lead to an anti-inflammatory response. As expected, immune cells are not exempt from the
effect of VPA, as it also affects the expression of genes of the cell cycle and apoptosis through epigenetic modifications. In
addition to inhibiting histone deacetylases, VPA promotes RNA interference, activates histone methyltransferases, or
represses the activation of transcription factors. However, during the infectious process, the effectiveness of VPA is subject
to the biological nature of the pathogen and the associated immune response; this is because VPA can promote the
control or the progression of the infection. Due to its various effects, VPA is a promising alternative for the control of
autoimmune diseases and hypersensitivity and needs to be further explored.

1. Introduction

The short-chain 2-n-propyl-pentanoic fatty acid, also
known as valproic acid (VPA), is soluble in organic sol-
vents and stable at room temperature. VPA was created
as an analogue of valeric acid, or pentanoic acid, extracted
from Valeriana officinalis [1]. VPA is the most used drug
for the multiple types of epilepsy, including tonic-clonic or
grand mal seizures, complex partial seizures, tonic seizures

including Lennox-Gastaut syndrome, and absence or petit
mal seizures [2, 3]. Furthermore, this compound is used
to treat manic syndrome and migraines [4], and due to
its effect as a histone deacetylase inhibitor (HDACI),
several studies have analyzed its potential therapeutic use
for diseases such as HIV and cancer [3, 5, 6]. Although
VPA might induce hepatotoxicity and teratogenicity, it is
one of the safest anticonvulsant compounds in current
use [7].
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RESUMEN 

En los mastocitos, uno de los receptores más estudiados es el receptor de alta 

afinidad para la inmunoglobulina E (FcƐRI) ya que su activación está relacionada a 

la anafilaxis dependiente de IgE. La unión de la IgE a su receptor FcƐRI y posterior 

activación por el antígeno específico induce desgranulación, liberación de 

mediadores pro-inflamatorios y la síntesis de novo, en los mastocitos. El 

entrecruzamiento de complejo IgE-FcƐRI en mastocitos puede ser modulado por 

diferentes moléculas, como citocinas, hormonas y medicamentos. El objetivo del 

presente trabajo fue evaluar la modulación de la respuesta de los mastocitos 

mediada por IgE la hormona leptina (Lep) y por el fármaco ácido valproico (VAP). 

Los mastocitos se obtuvieron a partir de medula ósea de ratón cultivada en medio 

suplementado con IL-3 . Se evaluó por citometría de flujo la desgranulación in vitro 

mediada por IgE-FcƐR en presencia de VAP o Lep. A partir de esta señal se 

cuantificaron citocinas mediante la técnica de ELISA y para el caso de las células 

tratadas con VAP, se evaluaron moléculas de las principales vías de señalización 

por citometría de flujo. Para el caso de Lep, los mastocitos tienden a presentar una 

mayor desgranulación de manera dosis dependiente. Al evaluar la producción de 

citocinas se encontró que a las 24 horas, los mastocitos activados y que estuvieron 

en presencia de Lep muestran una tendencia a incrementar la producción de 

citocinas. Por otra parte, el VAP a concentraciones de 1 y 2 mM no mostró un efecto 

tóxico en los BMMC. Cuando los mastocitos fueron incubados en presencia de VAP 

y activados a través de FcƐRI, presentaron una menor desgranulación, y baja 

producción de citocinas en comparación con el grupo control. Además el VAP 

disminuyó la expresión de FcƐRI en superficie, pero no de otros receptores en la 

membrana. Al evaluar la fosforilación de proteínas que participan en la vía de 

señalización, no se encontró diferencias significativas en la intensidad media de 

fluorescencia de p-SYK, p-ERK ½, p-AKT y p-P38 pero al analizar p-PLCγ se 

observó una disminución significativa en el grupo tratado con VAP, lo que podría 

estar asociado a una disminución en la producción de citocinas y en la 

desgranulación. Estos resultados demuestran que la activación de los mastocitos a 

través del entrecruzamiento del receptor FcƐRI por IgE puede ser regulada por 

leptina y VAP.  
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Abstract 

Mast cells act as an important mediator of immune response through a wide array 

of cell membrane receptors. One of the most studied receptors is FcƐRI, whose 

signalling is dependent of IgE and its activation is associated with type I 

hypersensitivity reactions. FcƐRI mast cell activation by IgE and antigen, induce 

degranulation, release of leukotrienes and de novo synthesis of pro-inflammatory 

cytokines. Different molecules, such as cytokines, hormones and drugs, can 

modulate mast cell crosslinking of IgE-FcƐRI complex. The aim of our research was 

to evaluate if the hormone leptin (Lep) and the drug valproate (VAP), regulate mast 

cell activation by FcƐRI crosslinking. Mast cells were obtained from mouse bone 

marrow, and cultivated on RPMI medium with 10% SFB and IL-3 (30 ng/ml) for 5-6 

weeks. IgE-FcƐR degranulation was evaluate by flow cytometer with or without Lep 

or VAP. In addition, we quantified cytokines by ELISA. Leptin induced a higher 

degranulation in mast cells activated through IgE-FcƐRI than control group, and was 

dose dependent. Leptin induced a tendency to increase cytokines release at 24 

hours in mast cells after activation through FcƐRI. On the other hand, 1 and 2 mM 

of VAP did not show a toxic effect on mast cells. We noticed that VPA attenuated 

mast cell degranulation and cytokines release after FcƐRI crosslinking. Interestingly, 

VAP treated mast cells showed diminished expression of FcƐRI on cell membrane, 

but not other recpetors. When we evaluated the phosphorylation of proteins that are 

important in intracellular signalling cascade involved in the FcƐRI-IgE mast cell 

response, we did not find a significative difference in the median fluorescence 

intensity (MFI) of phosphorylated SYK, ERK ½, AKT and P38 on cells treated with 

VAP. Nevertheless, phosphorylated PLCγ shown a significant reduction in MFI by 

VAP which could be related to the reduced release of cytokines and degranulation. 

These results indicate that mast cell response to IgE-FcƐRI crosslinking, can be 

modulated by leptin and valproic acid. 
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1 INTRODUCCIÓN  

1.1 Mastocitos 

Los mastocitos o células cebadas fueron descritos por primera vez por Paul Erlich 

en 1878. En sus tesis doctoral describió que estas células se encontraban 

principalmente cerca de vasos sanguíneos y tenían la característica de presentar 

gránulos metacromáticos (por su reactividad a colorantes de anilina) de diferentes 

tamaños (Crivellato et al. 2003).  

Los mastocitos tienen un origen hematopoyético que inicia en medula ósea de la 

cual emigran los progenitores de mastocitos a circulación. La maduración de estas 

células culmina en el tejido y depende principalmente de la interacción del factor de 

células troncales (SCF) con su receptor c-kit (CD117), en conjunto con otros 

factores: IL-3, IL-6, IL-10 e IL-4 (Gurish and Boyce 2002). 

 Los mastocitos pueden sobrevivir de semanas a meses por lo que se les 

considerada células de larga vida (Padawer 1974; Kiernan 1979) y tienen la 

capacidad de proliferar bajo ciertos estímulos, incluso después de desgranular 

(Kuriu et al. 1989; Levi-Schaffer and Shalit 1993). La distribución de los mastocitos 

en los tejidos es amplia, siendo abundantes en piel, mucosa gastrointestinal y tracto 

respiratorio (Kitamura 1989; Irani et al. 1986).  

Se han identificado dos subpoblaciones de mastocitos histoquimicamente diferentes 

por el contenido de proteoglicanos e histamina en sus gránulos. Los mastocitos de 

mucosa (MMC) contienen sulfato de condroitina y poca histamina mientras que los 

mastocitos de tejido conectivo (CTMC) contienen heparina y grandes cantidades de 

histamina. Sin embargo, esto aplica solo a roedores por lo que las subpoblaciones 

de mastocitos en humanos se distinguen por el contenido de triptasa y quimasa o 

solo triptasa en los gránulos (Kitamura 1989; Irani et al. 1986; Welle 1997). 

1.1.1 Funciones biológicas 

Los mastocitos, al localizarse en sitios que están en contacto con el medio exterior, 

son considerados iniciadores de los mecanismos de defensa. Esta respuesta 

temprana a múltiples estímulos, a través de la liberación de mediadores y el 
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reclutamiento de otras células efectoras (Welle 1997; Marshall 2004) se debe a la 

diversidad de receptores de reconocimiento y de activación que expresan. Los 

receptores de reconocimiento de patrones (PRRS) que abarca: receptores tipo Toll 

(TLR), receptores tipo NOD (NLR), receptores de tipo RIG (RLR), receptores 

scavenger y receptores de lectina tipo C (CLR), permiten que los mastocitos 

reconozcan patógenos y participen activamente en la respuesta inmune innata ante 

infecciones bacterianas, virales, fúngicas y parasitarias (Campillo-Navarro et al. 

2014).  

De igual forma, los mastocitos participan en la respuesta inmune a venenos 

mediante la degradación de toxinas por proteasas, reduciendo la morbilidad y 

mortalidad inducia por venenos de abeja, escorpiones y reptiles (Akahoshi et al. 

2011; Metz et al. 2006). 

Los mastocitos también participan en la reparación del tejido; en una lesión las 

células son reclutadas, se activan y liberan mediadores contenidos en los gránulos 

que incrementan la proliferación de fibroblastos y favorecen la producción de 

colágeno tipo 1  (Abe et al. 2000; Trautmann et al. 2000). Se ha reportado que en 

ratones deficientes de mastocitos la cicatrización es más lenta, debido a que se 

reduce la permeabilidad vascular y por consecuencia el reclutamiento de neutrófilos 

(Weller et al. 2006).  

La evidencia de que los mastocitos intervienen en diversas funciones es amplia, sin 

embargo, la función biológica más estudiada es la asociada a reacciones alérgicas 

tipo I (anafilaxia y reacciones de hipersensibilidad). Estas respuestas dependen de 

inmunoglobulina E que al unirse a su receptor y reconocer al antígeno, inducen la 

liberación de mediadores. Esta activación de forma crónica en los mastocitos, 

contribuye a la patofisiología de varías enfermedades, principalmente al favorecer 

procesos inflamatorios y daño al tejido (Galli and Tsai 2012). 

1.1.2 Mediadores  

Los efectos, benéficos y dañinos, de los mastocitos se atribuyen a la liberación de 

mediadores preformados (almacenados en los gránulos) y la síntesis de novo 

posterior a la activación. Los mediadores de los mastocitos pueden llegar a tener 
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más de una función en diferentes células o tener efectos biológicos redundantes 

(Metcalfe, Baram, and Mekori 1997). De manera general los diferentes mediadores 

se pueden agrupar en: aminas bioactivas, quimiocinas y citocinas, enzimas, 

péptidos, proteoglicanos, factores de crecimiento, radicales libres y derivados 

lipídicos (Tabla 1)(Theoharides et al. 2012).   

 

Los gránulos citoplasmáticos contienen cantidades importantes de histamina 

heparina y proteoglicanos, al igual que proteasas como la carboxipeptidasa, triptasa 

y quimasas, además de algunas citocinas. Estos productos suelen liberarse de 

manera inmediata (Wernersson and Pejler 2014). Existe una amplia variedad de 

estímulos externos que inducen desgranulación algunos ejemplos son: el 

reconocimiento de anafilotoxinas por los receptores de complemento, algunos 

 
Tabla 1. Mediadores de los mastocitos  

Modificado de Theoharides et al. 2012 

 Mediadores 

Aminas Histamina, poliaminas  

Quimiocinas IL-8 (CXCL8), MCP-1 (CCL2), MCP-3 (CCL7), 

MCP-4, RANTES (CCL5), eotaxina (CCL11) 

Enzimas Carboxipeptidasa A3, quimasas, arilsulfatasas, 

quinogenasas, triptasa, fosfolipasas, 

metaloproteinasas de la matriz, β-

hexosaminidasa, β-glucoronidasa 

Péptidos Angiogenina, hormona liberadora de 

corticotropina, endorfinas, endotelina, 

bradiquinina, renina, somatostatina, sustancia P, 

urocortina, péptido vasoactivo intestinal 

Proteoglicanos Sulfato de condroitina, heparina, ácido 

hialuronico 

Citocinas IL-2, IL-3,IL-4,IL- 5, IL- 6, IL- 8,IL- 9, IL-10, IL-13, IL-16, 

IL-18, IFN-α,IFN-β,IFN-γ, MIF, TGFβ, TNF- α, MIP-1α, 

MCP-1 

Factores de 

crecimiento 

SCF, GM-CSF, β-FGF, neurotropina 3, NGF, PDGF, 

TGFβ, VEGF 

Radicales libres Óxido nítrico 

Derivados lipídicos Leucotrieno B4 y C4, factor activador de 

plaquetas, prostaglandina D2 y E2 
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neuropéptidos como la sustancia P, la unión de catelicidinas y defensinas,  el 

ionóforo de calcio A23187, el compuesto 48/80 (Moon, Dean Befus, and Kulka 2014) 

e incluso ciertas toxinas de venenos de avispas y serpientes (Galli et al. 2016). Pero 

la desgranulación más estudiada es la asociada al entrecruzamiento del receptor 

FcƐ.  

1.1.3 Receptor de alta afinidad del fragmento cristalizable de cadena épsilon 

(FcƐRI) 

La expresión de este receptor se describió primeramente en basófilos y mastocitos, 

pero su distribución es más amplia e incluye monocitos, eosinófilos (Sihra et al. 

1997) y células dendríticas de la epidermis, sin embargo, el receptor carece de la 

subunidad β (Novak, Kraft, and Bieber 2001). 

El FcƐRI es un heterodímero formado de cuatro subunidades: subunidad α, 

subunidad β que contiene los motivos de activación de inmunorreceptor basados en 

tirosina (ITAM) y un dímero correspondiente a la subunidad γ, que también contiene 

ITAMs (Wernersson and Pejler 2014).  

En mastocitos maduros de peritoneo de rata se demostró que la expresión en 

superficie del FcƐRI puede ser inducida por IgE in vitro de manera dosis 

dependiente. In vivo los mastocitos de peritoneo de ratones deficientes de IgE (IgE 

-/-) presentan menor expresión del FcƐRI en comparación con los mastocitos de 

ratones silvestres. La administración de IgE a los ratones IgE-/-, incrementa la 

expresión del FcƐRI funcional para la desgranulación (Yamaguchi et al. 1997). 

La unión de IgE monomérica al FcƐRI en ausencia de antígeno en los mastocitos 

promueve la sobrevida de las celulas in vitro, esto se ve favorecido en presencia de 

IL-6. La unión IgE al FcƐRI desencadena la fosforilación de proteínas como Erk, p38 

y JNK, además de la transcripción de RNAm de diferentes citocinas, sin embargo, 

no hay desgranulación.(Kalesnikoff et al. 2001; Cruse, Cockerill, and Bradding 2008)  
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1.1.4 Activación dependiente del FcƐRI y su asociación a la 

hipersensibilidad tipo I 

Debido a los efectos que generan los mediadores liberados por los mastocitos al 

desgranular, se les considera células clave en la patogénesis de los desórdenes 

alérgicos, tales como la anafilaxia dependiente de IgE y el asma (Yamaguchi et al. 

1997). En asma se ha reportado el incremento del número de mastocitos en 

músculo liso en comparación con sujetos sanos (Brightling et al. 2002). En pacientes 

con enfermedades atópicas (como rinitis y asma), presentan niveles elevados de 

IgE sérica. Por lo que, en basófilos la expresión de FcƐRI incrementa, como lo había 

reportado Yamaguchi y colaboradores en mastocitos (Yamaguchi et al. 1997).  

Además, exite una correlación positiva entre las concentraciones séricas de IgE y 

la expresión de FcƐRI (Sihra et al. 1997).   

Una vez que el antígeno (alérgeno) se une a las moléculas IgE asociadas al receptor 

FcƐ (Figura 1), los receptores se agregan y esto causa la fosforilación de los ITAMs 

dependiente de LYN y la activación de proteínas tirosina cinasas. Desencadenando 

la fosforilación de varias proteínas adaptadoras, seguido del reclutamiento y 

activación de varias moléculas de señalización como PLCγ y PI3k. Se generan 

segundos mensajeros como inositol trifosfato y diacilglicerol, que lleva a la 

activación de PKC y liberación de calcio del retículo endoplásmico. El incremento 

del calcio intracelular y la activación de PKC, activa la maquinaria de la 

desgranulación y la liberación de los mediadores almacenados (Wernersson and 

Pejler 2014). Esta activación también induce la producción de las citocinas pro 

inflamatorias IL-6 y TNF-α, además de citocinas del perfil Th2, IL-3, IL-5, IL-13. 

(Lorentz et al. 2000). En los mastocitos de pulmón la activación vía FcƐRI induce la 

producción de GM-CSF (factor estimulante de colonias granulocitos-macrófagos), 

que contribuye  a la activación y sobrevida de los eosinófilos, incrementando la 

inflamación alérgica (Okayama et al. 1998) 
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Por lo que los principales efectos patofisiológicos generados por la desgranulación 

de los mastocitos son: la contracción del músculo liso en vías respiratorias, 

incremento en la permeabilidad vascular, reclutamiento de leucocitos, dolor y daño 

al tejido (Theoharides et al. 2012) 

 

Figura 1. Esquema de la vía de señalización del FcƐRI en mastocitos. Una vez que se reconoce 

el antígeno por la IgE unida al receptor FcƐ se inicia la fosforilación en los dominios ITAM de las 

subunidades β y γ por Lyn. Lo anterior permite el reclutamiento y activación de Syk llevando a la 
fosforilación de otras proteínas como Btk, PI3K LAT, PLCγ y SLP-76. El complejo multimolecular 
formado en LAT incluye Gads, Gab2, SLP-76, PLCγ y Vav. Gab2 se une a la subunidad p85 de PI3K, 
que cataliza la formación de PI(3,4,5)P3, permitiendo el reclutamiento de PLCγ. La PLCγ hidroliza 
PI(4,5)P2 para formar DAG e IP3. El ip3 activa a su receptor en el retículo endoplásmico, liberando 
calcio. El sensor de calcio Stim 1, interactúa con Orai1, permitiendo la entrada de calcio extracelular 
incrementando el intracelular. DAG activa PKC y también interactúa con calmodulina para activar 
calcineurina llevando a la translocación de NFAT al núcleo. La activación de GTPasas lleva a la 
activación de MAP cinasas. Estas vías llevan a la desgranulación, liberación de leucotrienos y síntesis 
de citocinas. Modificado de (Siraganian et al. 2010) 
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1.1.5 Moléculas asociadas a la regulación de la activación de mastocitos 

En cultivos de mastocitos humanos se ha reportado que IL-4 y SCF, tienen un efecto 

sinérgico promoviendo la proliferación celular. La presencia de IL-4, en cultivos de 

mastocitos maduros, favorece la desgranulación por entrecruzamiento del FcƐRI 

(evaluado por la liberación de histamina y LTC4) y la síntesis de IL-5 (Bischoff et al. 

1999).  

Respecto a la regulación de la expresión de FcƐRI en ensayos in vitro se induce 

fuertemente FcƐRI en presencia de IL-4, durante la diferenciación partiendo de 

células mononucleares humanas de sangre de cordón umbilical (Toru et al. 1996). 

En contraste, los mastocitos derivados de medula ósea obtenidos de ratones 

C57BL/6 presentan una disminución de la expresión del FcƐRI al estimularse con 

IL-4. Como resultado de esta diminución, la activación de las células a través de 

esta vía es alterada lo que disminuye el RNAm de citocinas (Ryan et al. 1998).  

La IL-10, al igual que la IL-4, disminuye la expresión del FcƐRI en cultivos de BMMC 

de ratón. De manera contraria, la presencia de IL-10 en la activación del receptor 

FcƐ genera un ligero incremento en la desgranulación y una disminución en la 

producción de novo de TNF-α (Gillespie et al. 2004). En mastocitos humanos se 

encontró disminución de la expresión de FcƐRI en presencia de IL-10, generando 

disminución de la desgranulación. En el caso de estimulación ex vivo a mastocitos 

de ratones con administración previa de IL-10, la desgranulación generada vía 

entrecruzamiento del FcƐRI no se ve afectada pero si se disminuye la producción 

de TNF-α (Kennedy Norton et al. 2008). Con estos estudios se demostró el efecto 

regulador de la IL-10 en la activación vía FcƐRI.  

Las infecciones respiratorias recurrentes, se consideran un factor clave en el 

incremento de anticuerpos IgE en pacientes atópicos. Lo que resulta en procesos 

inflamatorias más fuertes,  sugiriendo una asociación entre enfermedades atópicas 

y una alta susceptibilidad a infecciones (Rantala, Jaakkola, and Jaakkola 2013). Las 

infecciones por virus, como el virus de la influenza A, rinovirus y el virus sincicial 

respiratorio, frecuentemente exacerban el asma. Esto se ha relacionado a la 
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activación de los mastocitos a través de receptores como RIG-I o TLRs. (Revisado 

en Graham, Temple, & Obar, 2015). 

También se ha especulado respecto si anticuerpos IgE generados por ciertos 

patógenos, pueden exacerbar las reacciones asmáticas. Hahn y colaboradores 

reportan la presencia de IgE anti Chlamydia pneumoniae en la mitad de los 

pacientes asmáticos. Además de que la presencia de los anticuerpos, se asociaba 

al grado de severidad del asma(Hahn et al. 2012). En otro estudio se encontró que 

cerca del 40% de los pacientes con asma presentaban IgE anti enterotoxinas de 

Staphylococcus aureus. Siendo más frecuente en pacientes con asma severa en 

comparación con pacientes con asma leve (Bachert et al. 2003). Mycoplasma 

pneumoniae también induce la generación de IgE que incrementan en asma. 

Recientemente se reportó que la toxina CARDS de esta bacteria incrementa la IgE 

total e IgE especifica anti CARDS en suero (Medina et al. 2017). 

Con lo anterior se ha sugerido que diferentes señales del ambiente en el cual se 

encuentran los mastocitos pueden generar efectos sinérgicos o aditivos que 

exacerban la respuesta de los mastocitos.  

1.2 Leptina 

Dentro de los moduladores de la respuesta inmune, recientemente descritos, están 

las adipocinas. Las adipocinas son hormonas secretadas por el tejido adiposo de 

manera normal, sin embargo en condiciones de obesidad los niveles se ven 

incrementados. 

La leptina es una adipocina codificada en el gen ob, se sintetiza principalmente por 

los adipocitos y se secreta a la circulación sanguínea. Es un polipéptido de 16 kDa 

cuyo nombre proviene del griego leptos que significa “delgado” (Wada et al. 2014). 

La leptina es importante en la regulación de la saciedad, apetito, ingesta de 

alimentos, reproducción, fertilidad, actividad y gasto energético, por lo que se 

considera que regula el peso corporal. Esta regulación está dada por la señalización 

que tiene en el sistema nervioso central, específicamente en el hipotálamo, 

incrementando los péptidos anorexigénicos y reduciendo el apetito (Fasshauer y 

Blüher 2015). Los niveles plasmáticos de leptina durante la obesidad incrementan y 
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se correlacionan positivamente con el índice de masa corporal y el porcentaje de 

grasa corporal (Maffei et al. 1995) 

1.2.1 Receptor de leptina  

El receptor de leptina pertenece a la clase I de receptores de citocinas, al igual que 

receptor de IL-6. El receptor de leptina se identificó hace 20 años. El gen que lo 

codifica es el gen db y desde su identificación se sospechaba que presentaba 

diferentes isoformas. Además se sugirió que el receptor estaba involucrado en la 

transducción de señales en el hipotálamo (Tartaglia et al. 1995). 

Actualmente se sabe que el receptor se localiza en el núcleo hipotalámico 

incluyendo el arcuato, el hipotálamo ventromedial, la región hipotalámica lateral y 

en el hipotálamo dorsomedial. Sin embargo su distribución no se encuentra 

restringida a estas zonas, ya que se ha reportado en diferentes tejidos, como el  

adiposo, corazón, cerebro, pulmón, hígado, bazo, músculo esquelético, riñón y 

gónadas (Fei et al. 1997). 

El gen del receptor codifica para seis formas alternativas, Lep-Ra, Lep-Rb, Lep-Rc, 

Lep-Rd, Lep-Re y Lep-Rf. Todas presentan el dominio de unión al ligando en la 

región amino terminal, pero solo la isoforma Lep-Rb presenta una región 

citoplasmática con el dominio que permite la transducción de señales (Friedman y 

Halaas 1998; Wada et al. 2014). 

1.2.2 Efecto de la leptina en células inmunes 

Se ha propuesto que las adipocinas juegan un papel específico en la respuesta 

inmune e inflamación, siendo la leptina la más estudiada debido a su importancia 

en la obesidad. Desde el descubrimiento de la leptina y su receptor, se ha estudiado 

su expresión en diferentes tejidos, como los tejidos hematopoyéticos: hígado fetal, 

medula ósea, bazo y células hematopoyéticas CD45+ en los que se expresa el 

receptor de leptina (Gainsford et al. 1996) 

En neutrófilos de sangre periférica humana el receptor de leptina se expresa en la 

superficie celular en la isoforma corta. Lo que es suficiente para que al ser 

estimulados con leptina, incremente de CD11b y la apoptosis se retrase (Zarkesh-
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Esfahani et al. 2004). En un estudio diferente se reportó que la leptina induce en los 

neutrófilos proliferación y liberación de citocinas como IL-6, TNF-α e IFN-γ (Zarkesh-

Esfahani et al. 2001), lo que favorecería la acumulación de neutrófilos en sitios de 

inflamación (Zarkesh-Esfahani et al. 2004; Bruno et al. 2005). Caldefie-Chezet, Pouli 

y colaboradores encontraron que la leptina incrementa la migración de los 

neutrófilos a fMLP, además de aumentar la producción de especies reactivas del 

oxígeno (Caldefie-Chezet, Poulin y Vasson 2003).  

Para el caso de los eosinófilos se ha demostrado la expresión del receptor y al 

estimular de manera directa con leptina se ha reportado un retraso en la muerte 

celular por apoptosis (Conus, Bruno, y Simon 2005). Además se ha observado en 

los neutrófilos un incremento en la expresión de proteínas de superficie, inducción 

de migración y liberación de IL-6, IL-1β y MCP-1 (Kato et al. 2011; Wong, Cheung, 

y Lam 2007). 

La leptina en los basófilos genera migración de manera dosis dependiente, induce 

la desgranulación de manera directa y estimula la síntesis de IL-4 e IL-13 (Suzukawa 

et al. 2011). 

Además de esto se ha demostrado que la leptina en macrófagos promueve la 

producción de citocinas e incrementa la fagocitosis (Gainsford et al. 1996). En la 

línea celular J774A.1 (macrófagos de ratón) estimulada con diferentes 

concentraciones de leptina, se encontró que la leptina de manera directa no induce 

la liberación de óxido nítrico o PGE2 (prostaglandina). Sin embargo, el conjunto 

leptina e IFN-γ incrementa ambas moléculas. Demostrando sinergismo de la leptina 

con IFN-γ (Raso et al. 2002). 

En los mastocitos que residen en tejido adiposo, se ha demostrado la presencia del 

receptor y la síntesis de leptina (Taildeman et al. 2009). En el modelo de obesidad, 

inducida por deficiencia de leptina, los mastocitos se distribuyen diferencialmente 

tanto en los depósitos grasos abdominales (incrementando en estos) como en los 

nódulos linfoides abdominales, sugiriendo que la reubicación anatómica está ligada 

a la inflamación del tejido adiposo y la respuesta inmune (Altintas et al. 2012). 
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Un estudio reciente demostró que los mastocitos del tejido adiposo de humanos y 

ratones con normopeso carecen de la expresión de leptina, promoviendo un perfil 

antiinflamatorio. En obesidad, el incremento de leptina parece estimular a los 

mastocitos del tejido adiposo induciendo la producción de MCP-1 y citocinas 

proinflamatorias como el IFN-γ (Zhou et al. 2015).  

En mastocitos de peritoneo de rata se demostró que la leptina puede inducir la 

expresión de su propio receptor.  De manera directa la leptina genera migración, 

liberación de calcio, desgranulación de manera dosis dependiente y síntesis de 

CCL3 (Żelechowska, Agier, et al. 2018; Żelechowska, Wiktorska, et al. 2018) 

En resumen la leptina puede ejercer diferentes actividades dependiendo de la célula 

sobre la que actúa y el microambiente. 

1.2.3 Leptina y reacciones Hipersensibilidad tipo I 

La obesidad se considerada como factor de riesgo para otros padecimientos, como 

diabetes, hipertensión e inclusive asma (Sideleva, Black, y Dixon 2013). 

En un modelo de asma inducida por ovoalbúmina (OVA) en ratones, se demostró 

que la administración exógena de leptina exacerba la severidad de la respuesta al 

reto con OVA, se elevan los niveles séricos de IgE en suero y la producción de IL-4 

e IL-13 en comparación con el grupo testigo que recibió solución salina (Shore et al. 

2005).  

Uno de los modelos usados para inducir obesidad es el de ratones deficientes de 

leptina. En estos ratones se ha demostrado que al sensibilizar y retar posteriormente 

con OVA, se incrementa la hiperrespuesta pulmonar, infiltrado celular y citocinas 

proinflamatorias (Johnston et al. 2007). Para el caso de pacientes con obesidad y 

asma se han encontrado resultados similares a los modelos de ratón (Fitzpatrick, 

Joks, y Silverberg 2012). Ya que la reducción del índice de masa corporal y de los 

niveles séricos de leptina, disminuyen la intensidad y frecuencia de los cuadros 

alérgicos (van Huisstede et al. 2015). 



12 
 

Lo anterios sugiere que en un estado de obesidad, el incremento de leptina de forma 

sistémica podría estar afectando la activación de los mastocitos favoreciendo la 

exacerbación de la patofisiología de la enfermedad. 

1.3 Ácido valproico 

El ácido valproico (VAP) es un ácido graso de cadena corta, que se descubrió tenia 

propiedades antiepilépticas. Sintetizado por primera vez por Burton en 1882, el VAP 

es un derivado del ácido valerico proveniente de la raíz de la planta Valeriana 

officinalis. El VAP es usado en la clínica como una anticonvulsivante con un 

espectro de acción muy amplio, además de ser un estabilizador del estado de 

ánimo. (Chateauvieux et al. 2010) 

La eliminación del VAP del cuerpo es lenta, ya que presenta una alta unión a 

proteínas. Se ha descrito que el VAP se metaboliza a través de tres rutas: la 

glucuronidación, la β oxidación en mitocondria y la oxidación mediada por citocromo 

P450 (Godhe-Puranik et al. 2013).  

La forma en la que el VAP ejerce su función a nivel cerebral, es modificando la 

actividad del ácido gamma-aminobutirato (GABA). A través de varios mecanismo, 

se promueve la inhibición de la degradación del GABA o se favorece su síntesis 

(Chateauvieux et al. 2010). Además de esto, el VAP tiene la capacidad de disminuir 

los disparos sostenidos y repetitivos de las neuronas por el bloqueo de canales de 

sodio, potasio y calcio dependientes de voltaje (Godhe-Puranik et al. 2013). 

Otra forma en la que el VAP actúa, es como inhibidor de las desacetilasas de 

histonas (iHDAC). Las desacetilasas de histonas reducen la acetilación en el núcleo 

de las histonas, llevando cambios en la estructura de la cromatina que impiden la 

expresión de genes. Por el contrario la hiperacetilación de blancos endógenos de 

las acetilasas de histonas (HACs), favorece la transcripción (Phiel et al. 2001).  

Esta característica del VAP como iHDAC ha sido evaluada como una posible terapia 

para el tratamiento de ciertos tipos de cáncer. Se ha encontrado que el VAP reduce 

la proliferación o sobrevida de células transformadas. Además disminuye el tamaño 

de tumores sólidos y reduce la metástasis (Gottlicher et al. 2001). 
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Las modificaciones epigenéticas, generadas por el VAP en células tumorales, han 

sido estudias a detalle. En conjunto al estudio del efecto que podría tener el VAP en 

células de la respuesta inmune asociadas al tumor o antitumoral, llevaría a mejoras 

en la inmunoterapia (Kroesen et al. 2014).  

1.3.1 Efecto del ácido valproico en células del sistema inmune 

De manera general la administración crónica de medicamentos antiepilépticos pude 

generar efectos adversos en el sistema inmune, que pueden llevar a complicaciones 

severas como el síndrome de hipersensibilidad por antiepilépticos caracterizado por 

inflamación y daño a órganos. Se ha demostrado que los medicamentos 

antiepilépticos  tienen la capacidad de afectar directamente tanto la inmunidad 

humoral como la inmunidad celular, alterando la síntesis de citocinas principalmente 

(Beghi and Shorvon 2011).  

Respecto a los efectos específicos del VAP en pacientes, se ha reportado 

trombocitopenia, leucopenia, principalmente neutropenia (Munster et al. 2009; 

Vesta and Medina 2003). En la línea celular HL-60, diferenciada a un fenotipo tipo 

neutrófilo, el VAP induce apoptosis. Lo anterior por la disminución del potencial de 

membrana mitocondrial, resultando en la activación de caspasa 9 y 

subsecuentemente caspasa 3. Lo que genera condensación y fragmentación del 

núcleo (Vrba, Dolezel, y Ulrichova 2010).  

Se ha analizado si el VAP afecta la respuesta inmunológica, en ensayos in vitro se 

demostró que el pretratamiento de líneas celulares de monocitos y macrófagos 

estimulados con LPS y pre tratados con VAP, afecta la activación de NF-κB y 

disminuye la liberación de TNF-α e IL-6 (Ichiyama et al. 2000; Jambalganiin et al. 

2014).  

En el caso de la respuesta ante infecciones bacterianas, se ha reportado que el 

reconocimiento a través de TLRs y la capacidad fagocítica en los macrófagos, se 

afecta al usar VAP. Lo que altera la eliminación de Escherichia coli y Staphylococcus 

aureus, al disminuir las especies reactivas del oxígeno y nitrógeno (Mombelli et al. 

2011). Así mismo, el VAP disminuye nitritos y la óxido nítrico sintasa inducible, a 

través de la acetilación de Stat1 (Lucie et al. 2007), afectando las funciones 
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antimicrobianas. Caso contrario a lo que ocurre en macrófagos J774 tratados con 

VAP, infectados con Mycobacterium tuberculosis y estimulados con IFN-γ, en los 

que disminuye el crecimiento intracelular de la micobacteria al incrementar la 

producción de óxido nítrico (E. Nieto-Patlán et al. 2019). 

Otra estirpe celular de la inmunidad innata y que además está asociada a la 

respuesta inmune antitumoral, son las células NK. Estas células al ser tratadas con 

VAP, disminuye de manera dosis dependiente la desgranulación y por ende su 

actividad lítica contra células leucémicas. Lo anterior se asocia a la disminución en 

la expresión en superficie del receptor de activación NKG2D, molécula importante 

en la respuesta antitumoral (Shi et al. 2016). También se encontró que las enzimas 

citotóxicas: perforina y granzima disminuyen de manera dosis dependiente en 

presencia de VAP. Cuando se estimulan NKs con IL-12 e IL-18, las células que 

estuvieron en presencia de VAP disminuyen la producción de IFN-γ. (Alvarez-

Breckenridge et al. 2012).  

En células dendríticas maduras, obtenidas a partir de monocitos humanos, se 

encontró que el tratamiento con VAP disminuye moléculas como HLA-DR y CD86 y  

la producción de citocinas. La capacidad de las células dendríticas de activar 

linfocitos T en co-cultivos se afecta, evidenciándose una reducción de células CD4+ 

IFN-γ+. Las alteraciones en las propiedades funcionales celulares también 

ocurrieron en los co-cultivos de linfocitos T CD8+ con células dendríticas tratadas 

con VAP, al disminuir las células CD8+ IFN-γ+ y la liberación de granzimas 

(Frikeche et al. 2012). 

Resultados similares, en la disminución de citocinas y de moléculas co-

estimuladoras, fueron reportados por Arbez y colaboradores en células dendríticas 

plasmacitoides humanas. Respecto a la activación, los linfocitos T CD4+ IL-10+ 

incrementaron de manera significativa en los co-cultivos con células dendríticas 

plasmacitoides tratadas con VAP.(Arbez et al. 2014). 

Cuando lo linfocitos T CD4+ de ratón son polarizados in vitro a través de citocinas 

en presencia de VAP, se reduce el porcentaje de células Th1 y Th17, ya que se 
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disminuye el porcentaje y síntesis de IFNγ e IL-17. Lo anterior es dependiente de la 

baja fosforilación de Akt que induce el VAP (Long et al. 2015). 

Para el caso de los linfocitos T reguladores (Treg) CD4+ FOXP3+ se ha propuesto 

que los iHDAC pueden incrementar su capacidad reguladora. Akimova y 

colaboradores lograron demostrar que el VAP incrementa la expresión de CTLA-4 

en Treg humanas en ensayos de supresión, lo que podría estar favoreciendo la 

inmunosupresión de estas células sin afectar la expresión de FOXP3+.(Akimova et 

al. 2010).  

En linfocitos T γδ humanos se encontró que el VAP inhibe la proliferación e 

incrementa la muerte celular. En las células que permanecieron viables, se 

disminuyó la expresión del receptor NKG2D, lo que afectaría su capacidad citotóxica 

independiente de MHC (Bhat, Oberg y Kabelitz 2015). 

Ya se había reportado previamente que el VAP podría afectar la diferenciación 

celular en leucocitos desde medula ósea (Bartels et al. 2012). En los linfocitos B de 

humanos tratados con VAP se retrasa y reduce la expresión de marcadores de 

plasmablastos, además de alterar la secreción de inmunoglobulinas (Kienzler et al. 

2013).  

Lo anterior indica que el VAP no solo afecta células neuronales o cancerígenas, 

también presenta un efecto en diferentes células del sistema inmune. Este papel 

inmunomodulador presenta una tendencia a disminuir factores pro-inflamatorios y 

favorecer la regulación. 

El efecto que tiene el VAP en los mastocitos ha sido poco estudiado. En la línea 

celular humana HMC1.2, el VAP afecta la proliferación celular y la viabilidad de 

manera dosis dependiente (Lyberg et al. 2017). Pero no hay estudios que describan 

si su activación se ve afectada. Una forma de asociar indirectamente a los 

mastocitos y el VAP, ha sido a través de modelos in vivo. En un modelo de alergia 

a ovoalbúmina, se observó que el VAP disminuye el grosor del epitelio pulmonar lo 

que aparentemente mejora la capacidad respiratoria (Royce y Karagiannis 2012). 

Algunos autores han sugerido que el uso de VAP y otros iHDAC como tratamiento 
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de enfermedades alérgicas (Royce, Ververis y Karagiannis 2012). Ya que se ha 

obtenido evidencia experimental de otros iHDAC como la tricostatina, un antibiótico 

antimicótico, que en mastocitos que reduce la desgranulación y liberación de 

citocinas dependiente de IgE, a través de la disminución FcƐRI. Sin embargo, las 

dosis usadas también inducen apoptosis (Krajewski et al. 2018). Otro ejemplo es el 

butirato, un ácido graso de cadena corta, que suprime la liberación de TNF e IL-6 

sin modificar la desgranulación en los mastocitos (Zhang et al. 2016).  
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2 JUSTIFICACIÓN  
 

La respuesta de los mastocitos a través de su receptor de alta afinidad para IgE, 

puede ser modulada por diferentes señales presentes en el ambiente, como 

citocinas, hormonas o ciertos patógenos. Sin embargo, no se ha evaluado si otros 

factores como adipocinas o fármacos con función de iHDAC pueden afectar la 

activación a través del receptor FcƐ de alta afinidad. Ya se ha demostrado la 

capacidad de la leptina y del ácido valproico como inmunomoduladores de otras 

estirpes celulares de la respuesta inmune, pero en el caso de la activación de 

mastocitos aún se desconoce. El estudio de la acción de estos compuestos en la 

activación clásica del mastocito vía FcƐRI, permitirá dilucidar que otros factores 

podrían modular la respuesta de hipersensibilidad tipo I.  

3 HIPÓTESIS 

 

Los mastocitos tratados con leptina, presentarán una mayor desgranulación e 

incremento de citocinas proinflamatorias al ser estimuladas vía receptor FcƐRI. De 

manera contraria los mastocitos tratados con ácido valproico tendrán menor 

desgranulación y producción de citocinas al ser estimulados vía receptor FcƐRI. 
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4 OBJETIVO GENERAL  
 

Determinar el efecto de la leptina y el ácido valproico en la activación de los 

mastocitos  

 

4.1 Objetivos particulares  

 

1. Determinar si la leptina induce desgranulación de los mastocitos 

2. Investigar si la leptina induce la producción de citocinas en mastocitos 

3. Evaluar si la desgranulación y producción de citocinas dependiente del 

receptor FcƐRI de los mastocitos es afectada por la leptina. 

4. Analizar si el VAP afecta la viabilidad de los mastocitos. 

5. Evaluar si el VAP modula la desgranulación y producción de citocinas 

dependiente del receptor FcƐRI en los mastocitos. 

6. Medir la expresión del receptor FcƐRI en los mastocitos tratados con VAP. 

7. Determinar si la vía de señalización del receptor FcƐRI en mastocitos es 

afectada por el VAP.  
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5 MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Diferenciación de mastocitos derivados de médula ósea (BMMC) 

La obtención de medula ósea de ratón fue realizada de acuerdo al protocolo 

aprobado por el comité de ética en investigación de la Escuela Nacional de Ciencias 

Biológicas, con el registro: CEI-ENCB 006/2013. 

5.1.1 Cultivo BMMC 

Ito y colaboradores reportaron que la exposición de BMMC crónica a SCF, genera 

una cierta resistencia a la desgranulación inducida vía FcƐRI, por lo anterior se 

implementó el protocolo de extracción usando exclusivamente IL-3 (Ito et al. 2012). 

Se extrajo médula ósea a partir de fémures de ratones C57BL6 en condiciones de 

esterilidad. Las células obtenidas se diferenciaron durante un periodo de 5 a 8 

semanas con 30ng/ml IL-3 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) en medio 

completo RPMI-1640 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino manteniendo la proporción de 106 

células/ml. Dos veces por semana se realizó recambio de medio durante 5 a 8 

semanas.  

5.1.2 Tinción para pureza del cultivo de BMMC 

Se usaron 2x105 células para la pureza del cultivo y se determinó mediante 

anticuerpos anti CD117-PerCP (clona 2B8) (BioLegend, California, USA) y anti 

FcƐRI-Alexa Fluor 647 (clona MAR-1) (BioLegend). Las células fueron re-

suspendidas en SFB 2% en PBS y teñidas por 20 minutos a temperatura ambiente, 

posteriormente las células fueron lavadas con SFB 2% en PBS. Se adquirieron 10 

000 eventos en un citómetro de flujo FACSCalibur (BD Bioscience, California, USA) 

y los eventos se analizaron con el software FlowJo Versión 8.7.  

5.2 Leptina recombinante murina 

La leptina recombinante (PeproTech, New Jersey, USA) se mantuvo a -20°C hasta 

que se reconstituyó en agua inyectable estéril con 0.1% de albumina sérica bovina 

como lo indica el inserto. Para evitar ciclos de congelación y descongelación se 

hicieron alícuotas que se mantienen a -20°C. Transcurridos los 3 meses de 

almacenaje en congelación una vez reconstituida, las alícuotas se desecharon.  
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5.3 Ácido valproico    

El ácido valproico (Depakene® Lab. Abbott MC. Pherson) (VPA) fue obtenido de 

Hospira una compañía de Pfizer (Kansas, USA) Inc. en presentación de solución 

inyectable. Cada ampolleta contiene valproato de sodio equivalente a  500 mg de 

ácido valproico.  

5.4 Viabilidad celular  

Los BMMC fueron estimulados con diferentes concentraciones de VAP por 18 horas 

y como control positivo se dejaron 10 minutos a 56°C para inducir la muerte celular. 

Transcurrido el tiempo correspondiente las células se tiñeron siguiendo las 

instrucciones del fabricante con 1µl de Anexina V marcada con APC (BioLegend) 

por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente las células se lavaron y se 

les adiciono 0.5 µl de yoduro de propidio (eBioscience, Affymetrix, Inc., California, 

Estados Unidos) Inmediatamente se adquirieron 10 000 eventos en un citómetro de 

flujo FACSCalibur (BD Bioscience) y los eventos se analizaron con el software 

FlowJo Versión 8.7. Se consideraron células viables, aquellas que fueron negativas 

para ambos marcadores. 

5.5 Evaluación de la desgranulación por leptina  

El proceso de desgranulación se evaluó con el anticuerpo anti CD107a/PE (LAMP-

1); como se describió previamente (A. Nieto-Patlán et al. 2015). CD107a se expone 

en la superficie de la célula cuando ocurre la desgranulación. Se colocaron 2x105 

BMMC en medio RPMI suplementado con SFB 2% en tubos de poliestireno de 5ml 

con fondo redondo. Las células se estimularon con diferentes concentraciones de 

leptina (1, 10, 50, 100 y 1000 ng/ml) durante 1 hora a 37°C. Para cada ensayo se 

usó el compuesto 48/80 (Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, Germany) como testigo 

positivo. Posteriormente las células se tiñeron con el anticuerpo anti-CD107a-PE 

(Clona 1D4B)(BioLegend) y FcεRI-Alexa 647 (BioLegend), en una dilución 1:300, 

durante 20 minutos a 4°C. Las células se lavarony re-suspendieron con SFB 2% en 

PBS, se adquirieron inmediatamente. Un total de 10 000 eventos se adquirieron en 

un citómetro de flujo FACSCalibur (BD Bioscience) y los eventos se analizaron con 

el software FlowJo Versión 8.7.  
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5.6 Inducción de la desgranulación vía FcεR 

BMMCs (1x106/ml) fueron sensibilizadas por 18 h en medio libre de citocinas y a 

37°C con 2 µg/ml IgE de ratón anti-TNP( clona MEA-36) (BioLegend). Durante la 

sensibilización con IgE, en los ensayos de leptina y VAP, se usaron diferentes 

concentraciones de leptina (1, 10, 50, 100 y 1000 ng/ml) y para VAP 1 y 2 mM. 

Transcurrido el tiempo se retira mediante lavados el anticuerpo que no se acoplo a 

los receptores Fc y cualquier estímulo adicionado. Posteriormente se realizó la 

activación con las concentraciones que se indiquen de TNP-BSA (Santa Cruz 

Biotechnology, Texas, USA) a 37°C durante 1 hora. Las células se tiñeron 

superficialmente con los anticuerpos para evaluar desgranulación anti-CD107a-PE 

(BioLegend) y FcεRI-Alexa 647 (BioLegend) en una dilución 1:300, durante 20 

minutos a 4°C. Las células se lavaron con SFB 2% en PBS. Se adquirieron 10 000 

eventos en un citómetro de flujo FACSCalibur (BD Bioscience) y los eventos se 

analizaron con el software FlowJo Versión 8.7. 

5.7 Análisis de FcƐRI, CD117, CD45 y CD44 en superficie 

Los BMMC fueron estimulados con VAP 1 mM en medio sin citocinas durante los 

tiempos que se indiquen para cada figura. Posteriormente fueron lavados con PBS 

y centrifugados 1500 rpm 5 minutos. Transcurrido el tiempo se usaron los 

anticuerpos: anti FcƐRI- Alexa Fluor 647 (BioLegend), CD45- FITC (Clona: 30-

F11)(BD Biosciences), CD44- FITC (Clona: IM7)(eBioscience) y CD117-PerCP 

(BioLegend). Las células fueron teñidas por 20 minutos a temperatura ambiente. 

Para finalizar se lavaron las células con SFB 2% en PBS. Se adquirieron 10 000 

eventos en un citómetro de flujo FACSCalibur (BD Bioscience) y los eventos se 

analizaron con el software FlowJo Versión 8.7.Se reporta la MFI para cada 

molécula.  

5.8 Cuantificación de citocinas 

Se obtuvieron los sobrenadantes a partir del cultivo de 2x105 BMMC, que se 

estimularon con 1, 10, 50, 100 y 1000 ng/ml de leptina durante 24 horas. También 

se recolectaron sobrenadantes de las BMMC que fueron sensibilizados con IgE en 

presencia de leptina o VAP y activados con TNP-BSA a los tiempos indicados. Los 

sobrenadantes se recolectaron y almacenaron a -20°C hasta su uso. La 
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cuantificación se realizó mediante la técnica de ELISA siguiendo las instrucciones 

del fabricante del equipo de reactivos. Las citocinas cuantificadas fueron: TNF-α (BD 

Bioscience), IL-6 (BD Bioscience), IL-13(eBioscience). 

5.9 Determinación de proteínas fosforiladas 

Los BMMCs previamente sensibilizadas con IgE e incubadas con o sin VAP 1mM 

por 18 horas, fueron estimulados con TNP-BSA. Transcurridos 10 minutos para p38 

o 5 minutos para el resto de las proteínas, las células se fijaron con PFA al 4.2% 

durante 10 minutos a 37°C. Las células se permeabilizaron con la solución comercial 

Perm Buffer III (BD Biosciences) o Perm Buffer IV (BD Biosciences, USA) para p38. 

Los anticuerpos empleados fueron anti-ERK1/2-PE (clona 20A), anti-Syk-PE (clona 

l120-722), anti-PLC-γ2-Alexa Fluor 647 (clona K86-689.37), anti-Akt-Alexa Fluor 

647 (clona M89-61), anti-p38-PE (clona 36/p38) (todos de BD Biosciences), de 

manera simultáneamente se incluyeron los controles de isotipo correspondientes: 

Alexa Fluor 647 IgG1, k. (clona MOPC-31C) y PE IgG1, k Isotype (clona MOPC-21) 

(BD Biosciences). Las células fueron re-suspendidas en buffer de tinción (BD 

Biosciences) y teñidas por 20 minutos en frío. Posteriormente las células se lavaron 

y re-suspendieron en buffer de tinción. Se adquirieron 10 000 eventos en un 

citómetro de flujo FACSCalibur y los eventos se analizaron con el software FlowJo 

Versión 8.7.Los datos se representan como Intensidad Media de Fluorescencia 

(MFI). 

5.10 Análisis estadístico 

Los resultados son presentados como el promedio ± la desviación estándar de al 

menos 3 experimentos independientes. Las pruebas empleadas fueron: análisis de 

variancia unifactorial (ANOVA) seguida por la prueba post-test de Dunnett en el caso 

de comparación con el control y post-test de Bonferroni para la comparación entre 

grupos. En el caso de la comparación de la expresión de moléculas de superficie se 

uso t-student no pareado. Para datos no paramétricos como el de desgranulación 

normalizado, se utilizó la Prueba de Mann-Whitney. Se consideró una diferencia 

estadística significativa cuando el valor de p <0.05 Los análisis se realizaron con el 

Software GraphPad Prism versión 5. 
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6 RESULTADOS 

6.1 Determinación de la pureza de los cultivos de BMMC 

Se evaluó la pureza de los cultivos de BMMC mediante citometría de flujo. Se usaron 

los marcadores FcεR1 y CD117 como referencia de pureza ya que son 

característicos de los mastocitos. A partir del mapa de puntos de tamaño contra 

granularidad, se excluyeron los detritos celulares. Se analizó el porcentaje de 

células que presentaban marcaje de dobles positivos (FcεR1+CD117+). Los cultivos 

usados en los siguientes ensayos presentaron más del 90% de eventos doble 

positivos (Figura 2D).  

 

Figura 2. Estrategia de análisis para la determinación de la pureza de los cultivos de BMMC.Se 
tiñeron BMMC con anticuerpos específicos A) se seleccionó la región de acuerdo al tamaño (FSC) y 
granularidad (SSC), excluyendo detritos. B) tinción superficial de anti FcεRI-Alexa 647 y el control de 
isotipo-PerCp. C) tinción superficial anti CD117-PerCP y el control de isotipo-Alexa647. A partir de las 
tinciones sencillas se determinaron D) células FcεRI+CD117+, se obtuvo una pureza mayor al 90%. 
Imagen representativa de diferentes cultivos de BMMC.  

 

A B C 

D
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6.2 Ensayo de desgranulación de mastocitos con leptina 

 El efecto de las diferentes concentraciones de leptina sobre la desgranulación, se 

evaluó mediante expresión de CD107a (LAMP-1) en la superficie de las células 

posterior al estímulo. Al incubar durante una hora las células, la leptina no genera 

cambios en la expresión de CD107a en comparación con las células no estimuladas 

(Figura 3B y 3C), sugiriendo que la leptina no induce la desgranulación de los 

BMMC. 

 

Figura 3. La leptina no induce desgranulación de BMMC. Los BMMC se estimularon con 

diferentes concentraciones de leptina. A) Se seleccionaron solo las celulas FcƐRI+. B) Se 

determinó la expresión de CD107a (LAPM-1) en la superficie de las células estimuladas con leptina. 
Se incluye c48/80 como testigo positivo. Imagen representativa de 3 ensayos independientes. C) No 
se encontró diferencia en el porcentaje de celulas CD107a+. Los datos se graficaron como media±DS 
(n=3). 

A 

B 

C 



25 
 

6.3 Leptina no induce la producción de citocinas en BMMC  

Se evaluó si la leptina inducia la producción de IL-6 y TNF-α en BMMC a diferentes 

tiempos (Figura 4A y 4B). No se encontró diferencias entre los BMMC estimulados 

con leptina y las células sin estímulo, por lo que la leptina de manera directa no 

induce la liberación de TNF-α o IL-6.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. La leptina no induce producción de IL-6 o TNF-α. Los cultivos de se estimularon con 
diferentes concentraciones de leptina a los tiempos indicados. A) El estímulo con leptina en los 
mastocitos mo induce la liberación de IL-6, de igual forma B) No  hay liberación de TNFα al estímulo 
con leptina. La detección de las citocinas se hizo a partir de los sobrenadantes del cultivo celular 
mediante ELISA. Como testigo positivo se uso PMA 125ng/ml. Se muestran imágenes representativas 
de 2 dos ensayos independientes. 

 

6.4 Activación de BMMC vía receptor Fcε 

Al no haber desgranulación o producción de citocinas en mastocitos estimulados 

con leptina, se analizó si la activación clásica vía FcƐRI se veía afectada en 

presencia de leptina. Primeramente se estableció el modelo de desgranulación 

usando diferentes concentraciones de TNP-BSA. Se consideraron solo las celulas 

que fueran FcƐRI+ de la población total (Figura 5A). Se encontró que a una hora de 

estimulo, la concentración de 50 ng/ml y 100 ng/ml de TNP-BSA generan un 

porcentaje mayor de células que expresan CD107a en superficie (Figura 5B), es 

decir mayor desgranulación.  

A B 
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Figura 5. Desgranulación de mastocitos inducida vía receptor Fcε. BMMC fueron sensibilizadas 
con IgE y estimuladas por 1 hora con diferentes concentraciones de TNP-BSA. A) Del grafico de 
tamaño contra complejidad se selecciono la población que fuera FcεRI+. B) evaluó la expresión de 
CD107a en superficie de los mastocitos. Se muestran gráficas de puntos y los porcentajes de 
expresión de CD107a. Testigo positivo compuesto 48/80 (C48/80). 
 

6.5 La leptina no afecta la desgranulación de BMMC al estímulo vía FcƐRI 

 

Se estableció modelo de desgranulación dependiente del Fc, se procedió a evaluar 

si la leptina afectaba la desgranulación vía FcƐRI. Las BMMC se incubaron con 

diferentes concentraciones de leptina, 18 horas antes del estímulo con TNP-BSA. 

Se utilizaron diferentes concentraciones de TNP-BSA para encontrar la 

concentración adecuada que generara la activación. 

Se encontró que la concentración de 100ng de TNP-BSA genera una mayor 

desgranulación en comparación con las demás concentraciones (Figura 6) 

Respecto a la leptina, existe una tendencia a que las diferentes concentraciones 

indujeran una mayor desgranulación en comparación con las células que no se pre 

incubaron con leptina (Figura 6).  

 

 

B 

A 
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Figura 6. La desgranulación de mastocitos via FcƐRI en presencia de leptina. BMMC fueron pre-

incubados con diferentes concentraciones de leptina (Lep), sensibilizados con IgE anti TNP y 
estimulados por 1 hora con las concentraciones que se indican de TNP-BSA. La desgranulación se 
representa con el porcentaje de expresión de CD107a en la superficie celular. Imagen de un único 
ensayo. 

 

Los ensayos anteriores permitieron definir la concentración adecuada de estímulo 

para inducir la desgranulación. Poder definir si había modificación de la 

desgranulación en las células tratadas con leptina se seleccionó 100 ng/ml de TNP-

BSA para el resto de los experimentos. Al analizar en varios cultivos independientes 

de BMMC las diferentes concentraciones de leptina, se encontró una tendencia en 

la que la leptina induce una mayor desgranulación (Figura 7A) comparando con los 

valores de desgranulación obtenidos de células que durante la sensibilización 

estuvieron con solo medio, sin embargo, no hay diferencia significativa (Figura 7B). 
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Figura 7. La leptina no incrementa la desgranulación de BMMCs al entrecruzamiento del FcƐRI. 

Las células se sensibilizaron con IgE anti TNP en ausencia y presencia de diferentes concentraciones 
de leptina por 18 horas. Posteriormente se indujo el entrecruzamiento con 100 ng/ ml de TNP-BSA 
durante 1 hora. A) Imagen representativa de los diagrama de contornos de BMMCs, seleccionando la 

región de células FcƐRI+. Se muestran el porcentaje de células CD107a+. B) Normalización de la 

desgranulación de BMMC con base a los porcentajes de células CD107a+ que no estuvieron en 
presencia de leptina (0 ng Lep). Los datos se expresan como media±DS El análisis estadístico se hizo 
usando ANOVA de una vía, seguido de una comparación múltiple de Dunnett. De 4 cultivos 
independientes.. 

A 
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Para comprobar que la leptina no alteraba la expresión del receptor FcƐ en la 

superficie celular y esto estuviera asociado a la desgranulación, se evaluó la 

intensidad media de fluorescencia (MFI). Se encontró que la leptina no afecta la 

expresión del FcERI en los BMMCs (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. La leptina no afecta la expresión del receptor FcƐRI en los mastocitos. Los cultivos de 

BMMC IL-3 fueron estimulados con diferentes concentraciones de Leptina durante 18 horas y se 
muestra la MFI del receptor FcERI. Ensayo de 4 cultivos independientes. 

Se ha reportado que al estimular a los mastocitos vía el receptor Fcε, además de 

generar desgranulación, se activan vías de señalización involucradas en la síntesis 

de citocinas como TNF-α e IL-6. (Föger et al. 2011). Por lo que se evaluó la 

liberación de IL-6, TNF-α e IL-13 en BMMC pre incubados con leptina, sensibilizados 

con IgE y estimulados con TNP-BSA. Al evaluar las citonas, no se encontró una 

diferencia en la producción de TNF-α (Figura 9A), IL-6 (Figura 9B) o IL-13 (Figura 

9C) en el grupo estimulado con la leptina comparado respecto al grupo sin leptina.  

Los resultados obtenidos hasta el momento nos indican que la leptina no modifica 

la activación clásica vía FcƐRI de los mastocitos.  
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Figura 9. La presencia de leptina no afecta la producción de citocinas al estimular vía FcƐRI. 

Los BMMC se sensibilizaron con IgE anti TNP-BSA sin leptina y con leptina (10 ng y 100 ng) por 18 
horas. La desgranulación se indujo con TNP-BSA (100 ng/ ml). Se evaluó la producción de A) IL-6, B) 
TNF-α e C) IL-13 en el sobrenadante por ELISA a los tiempos indicados. SE: sin estimulo. Imagen de 
un solo ensayo por triplicado.  

6.6 Viabilidad de BMMC en presencia de VAP 

Previo a evaluar si el VAP tiene una actividad inmunomoduladora en los mastocitos, 

se buscó la dosis óptima que no generase muerte celular. Ya que se ha reportado 

que el VAP puede inducir apoptosis (Gottlicher et al. 2001). Lyberg y colaboradores 

demostraron que en la línea celular de mastocitos humanos HMC1.2 el VAP en 

concentraciones mayores a 5mM afecta la viabilidad a partir de las 24 horas(Lyberg 

et al. 2017).  Al evaluar diferentes concentraciones de VAP en los BMMC, se 

encontró que  las concentraciones superiores a 5 mM de VAP por 18 horas afectan 

la viabilidad de las celulas. Las concentraciones de 1 y 2 mM no tienen un efecto 

marcado en la viabiliad de los mastocitos (Figura 10). Con base en esto se 

A 

B 
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seleccionaron las concentraciones de 1 y 2mM por 18 horas para evaluar que efecto 

tiene el VAP en la respuesta vía FcERI. 

Figura 10. La viabilidad de los BMMC no se afecta en dosis bajas de ácido valproico. Los BMMC 
estuvieron en presencia de ácido valproico (VAP) a diferentes concentraciones o solo con medio 
(Unst.) durante 24 h. Las células se tiñeron con Anexina V-FITC y yoduro de propidio, posteriormente 
se analizaron por citometría de flujo. A)  Las BMMC viables son las células que fueron dobles 
negativas para el marcaje. B) Los datos se representan como la media ± SD de dos cultivos 
independientes. El análisis estadístico se hizo usando ANOVA de una vía, seguido de una 
comparación múltiple de Dunnett.  **P < 0.01, ***P < 0.001 
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6.7 El VAP disminuye la desgranulación en mastocitos dependiente de IgE 

La modulación del mastocitos durante la anafilaxia en respuesta a un alérgeno, 

podría ser clave para el desarrollo de nuevas terapias. Por lo que se evaluó el efecto 

del VAP en la activación clásica dependiente de IgE en los mastocitos. Los 

mastocitos fueron tratados con VAP durante el periodo de sensibilización con IgE 

anti-TNP, posteriormente retados con TNP-BSA. Al inducir la desgranulación, 

evaluando la expresión de CD107a en superficie, se encontró que en las células pre 

tratadas con VAP había menor desgranulación en comparación con el grupo sin 

fármaco (Figura 11A y 11C). Para evaluar si el VAP afectaba también la 

desgranulación independiente del FcƐRI e IgE, se usó el compuesto 48/80 (C48/80) 

un inductor ampliamente usado para desgranulación. El C48/80, es reconocido por 

el receptor MRGPRX2, que es un receptor acoplado a proteínas G. Tras activarse 

hay liberación de calcio intracelular, lo que induce la desgranulación(Porebski et al. 

2018). Se encontró que la pre-incubación con VAP no afecta la desgranulación 

inducida por C48/80 (Figura 11B y 11D), al no encontrarse una diferencia en la 

expresión de CD107a en comparación con las células sin VAP. Lo que sugiere que 

el VAP actúa de manera selectiva en la desgranulación. 
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Figura 11. El VAP disminuye la desgranulación de mastocitos inducida vía FcƐRI. Los BMMC 

estuvieron en presencia 1 mM de VAP durante 18 h. Posteriormente se les indujo la desgranulación 
con A) TNP-BSA o B) C48/80. Se evaluó la expresión de CD107a por citometría de flujo y los datos 
de la desgranulación de BMMC, se normalizaron con base a los porcentajes de células CD107a+ que 
no estuvieron en presencia de VAP para C) TNP-BSA y D) C48/80 de 4 cultivos independientes. Para 
la comparación de los grupos se usó una prueba de Mann-Whitney * p< 0.05. 
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6.8 El VAP disminuye la producción de TNFα, IL-6 e IL-13 al estímulo vía 

FcƐRI  

Una vez que se determinó que el VAP disminuye la desgranulación dependiente de 

IgE, se evaluó si la producción de citocinas también se veía afectada. Se encontró 

que el tratamiento con VAP disminuía la producción de IL-6, TNF, IL-13 (Figura 12 

A-C) reduciendo de manera significativa a las 24 horas. Esto sugiere que el VAP 

también afecta la producción de ciertas citocinas. Para el caso de IL-4 (Figura 12D) 

no se indujo la producción de esta citocina a través del estímulo con FcƐRI, por lo 

que no se puede concluir si hay modulación por parte del VAP.  

Figura 12. El VAP disminuye la producción de citocinas dependiente de la vía FcERI-IgE. Los 
BMMC se sensibilizaron con IgE anti-TNP en ausencia o presencia de VAP a 2 mM por 18 horas. La 
desgranulación se indujo con TNP-BSA y los sobrenadantes se colectaron a las 24 horas. A) TNF, B) 
IL-6, C) IL-13 D) IL-4.  Los datos se muestran como media ± SD de tres cultivos independientes. Para 
el análisis estadístico se usó una ANOVA seguido de una comparación multiple de Bonferroni 
comparando el grupo TNP con y sin VAP. * p< 0.05, ** p< 0.01, ***p< 0.001. 
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6.9 Efecto del VAP en moléculas de superficie 

6.9.1 El VAP afecta la expresión de FcƐRI y CD117 en mastocitos 

Ya que el VAP disminuía la desgranulación y la síntesis de novo de las citocinas, se 

analizó si la expresión del FcƐRI inicial estaba afectaba. Cuando se evaluó la 

intensidad media de fluorescencia, por citometría de flujo, las células que se 

incubaron con VAP por 24 horas presentaban menor expresión del FcƐRI (Figura 

13D). Para discernir si era un efecto que solo afectara al receptor FcƐRI, se 

analizaron otras moléculas en la superficie de los mastocitos. Se encontró que 

CD117 (Figura 13C) también disminuía, sin embargo, CD45 y CD44 (Figura 13 A-

B) no eran afectadas por el VAP. Por lo que estos resultados demuestran que el 

VAP afecta de manera selectiva la expresión de moléculas que participan en la 

activación del mastocito.  

Figura 13. El VAP disminuye la expresión de FcƐRI y CD117 en los mastocitos. Los BMMC 

estuvieron en presencia o ausencia (Unstimulated) de VAP 1 mM durante 24 h. Para evaluar la 

expresión de A) CD45, B) CD44, C) CD117 y D) FcƐRI, se usaron anticuerpos específicos y se analizó 

por citometría. Se muestran los diferentes marcadores con su MFI. Los datos se representan como la 
media ± SD de tres cultivos independientes. t-student no pareado, *** p < 0.001, ** p < 0.01. 
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6.9.2 La disminución del FcƐRI inducia por VAP depende del tiempo 

En líneas celulares, se ha reportado que la modificación en la expresión de 

moléculas de superficie por el VAP es dependiente del tiempo (Armeanu et al. 

2005). Al analizar si el efecto del VAP sobre el receptor FcƐRI dependía también 

del tiempo de incubación, se encontró que la disminución del FcƐRI  ocurre desde 

las 6 horas y continúa disminuyendo hasta las 20 horas (Figura 14). Lo que sugiere 

que el efecto del VAP en la desgranulación dependiente de IgE en los mastocitos, 

está asociado a una pobre unión de la IgE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. La disminución en la expresión del receptor FcƐ en los mastocitos por el VAP es 

dependiente del tiempo. Los BMMC fueron sensibilizados con IgE durante 18 horas en presencia (1 
mM) o ausencia de VAP. Se les indujo desgranulación con TNP-BSA y se evaluó por citometría de 

flujo la Intensidad Media de Fluorescencia (MFI) del FcƐRI en superficie. Unst.: sin estimulo. Los datos 

son expresados como la media ± SD del análisis de tres cultivos independientes de BMMC. ANOVA 
de una vía, seguido de una comparación múltiple de Dunnett  . * p< 0.05, ** p< 0.01, ***p< 0.001. 
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6.10 Efecto del VAP en la fosforilación de moléculas clave en la señalización 

del FcƐRI 

Ya que el receptor FcƐ presentaba una baja expresión en la superficie de los 

mastocitos, se evaluó si la vía de señalización dependiente de este se encontraba 

afectada por el VAP. Una de las primeras moléculas en activarse y fosforilarse una 

vez que se lleva a cabo el entrecruzamiento del FcƐRI es la tirosincinasa Syk. 

Sorpresivamente, los mastocitos expuestos al VAP y activados a través del FcƐRI 

mostraron niveles similares en la MIF de Syk fosforilada, en comparación con 

mastocitos activados en ausencia de VAP (Figura 15A), indicando que la 

disminución en la expresión de FcƐRI no alteraba el inicio de la señalización. 

Ya que no se encontraron diferencias en la activación de Syk se realizó una 

caracterización más completa del resto de las moléculas involucradas en la vía de 

señalización del FcƐRI. Cuando se analizó la fosforilación de ERK 1/2 y p38, 

moléculas pertenecientes a la vía de MAP cinasas, no se encontraron diferencias 

significativas entre los mastocitos tratados con VAP o sin tratamiento (Figura 15 B-

C).  

La serin/treonina cinasa Akt representa otra molécula clave en la señalización a 

través del FcƐRI. Cuando se evaluó su nivel de fosforilación en los BMMC activados 

en presencia de VAP se observaron niveles similares a los de BMMC que no fueron 

extpuestos a VAP (Figura 15D).  

Finalmente la PLCγ desempeña otra ruta de señalización que se activa durante el 

entrecruzamiento del FcƐRI. Una de las isoformas de PLCγ, que permite la 

conversión de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (IP2) en inositol trifosfato (IP3) y diacil 

glicerol fundamental para la movilización de calcio intracelular y extracelular. Los 

BMMC expuestos a VAP mostraron menores niveles de PLCγ2 fosforilado (Figura 

15E) en comparación a los BMMC que no fueron expuestos. Estos resultados 

muestran que el VAP no altera todas las rutas de señalización inducidas por la 

activación del FcƐRI, pero en particular afecta la vía de PLCγ. 
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Figura 15. El VAP disminuye pPLCγ2. Los BMMC se sensibilizaron con IgE anti TNP en ausencia o 
presencia de VAP a 1 mM por 18 horas. La desgranulación se indujo con TNP-BSA (100 ng/ ml). Se 
evaluó la fosforilación de A) SYK, B) ERK ½, C)p38 D) AKT y E) PLCγ2 y tras la activación, por 
citometría de flujo. Los datos se muestran como media ± SD de tres cultivos independientes. Para el 
análisis estadístico se usó ANOVA de una vía seguido de una comparación múltiple de Bonferroni. 
***p< 0.001. 
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7 DISCUSIÓN 
Los mastocitos son células de respuesta rápida, ya que al activarse y desgranular 

pueden liberar gran variedad de mediadores preformados que almacenan en sus 

gránulos. Este proceso es seguido de la síntesis de novo de factores que favorecen 

la inflamación. Los mastocitos, al tener una ubicación próxima a vasos sanguíneos, 

pueden regular la permeabilidad y flujo vascular, favoreciendo el infiltrado 

inflamatorio como ocurre en los procesos de anafilaxis (Kunder, St John, and 

Abraham 2011). La desgranulación que depende de IgE y el receptor FcƐ ha sido 

ampliamente estudiada por sus implicaciones fisiopatológicas. La modulación de 

esta respuesta ya sea limitando la acción de los productos pro inflamatorios o 

disminuyendo la activación de los mastocitos permitirá proponer nuevos 

tratamientos profilácticos  (Theoharides et al. 2007).  

Existen diversas moléculas con orígenes diferentes que pueden modular la 

respuesta inmune. El ambiente en que el que se encuentre un mastocito es crucial 

para la respuesta que se dará. Se ha demostrado que la IgE acoplado al FcƐRI al 

reconocer el antígeno actúa de manera sinérgica con ligandos de TLR2 y TLR4, 

potenciando la producción de citocinas (Qiao et al. 2006). Citocinas como el factor 

de células madres (SCF) ligando del receptor CD117 (c-kit) actúa de manera 

sinérgica con el FcεRI favoreciendo un incremento en la liberación de calcio y en 

consecuencia en la desgranulación (Hundley et al. 2004).  

De igual manera se ha encontrado que ciertos fármacos como la tricostatina 

disminuye la respuesta mediada por IgE en los mastocitos afectando la 

desgranulación y la producción de citocinas dependientes de NF-κB (Krajewski et 

al. 2018). 

Compuestos de origen natural encontrados en alimentos como el resveratrol y la 

curcumina han sido catalogados como potentes antiinflamatorios. Lo que ha sido 

demostrado en mastocitos regulando la activación y desgranulación dependiente 

del receptor FcεRI e inhibiendo las reacciones alérgicas mediadas por los 

mastocitos(Han et al. 2013; Kinney et al. 2015). Inclusive metabolitos bacterianos 

como el butirato pueden regular la respuesta de los mastocitos al antígeno, 
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disminuyendo la producción de citocinas sin afectar la desgranulación (Zhang et al. 

2016). La combinación de señales y el proceso transcripcional generado pueden ser 

modificados por el ambiente favoreciendo o afectando la respuesta de los 

mastocitos a los antígenos. 

En otras células asociadas al asma, como los neutrófilos y basófilos, se ha 

observado que la leptina favorece la sobrevida, induce la migración celular e 

incrementa la producción de citocinas (Zarkesh-Esfahani et al. 2004; Bruno et al. 

2005; Suzukawa et al. 2011). La leptina además de actuar como un importante 

regulador del peso corporal, desempeña otras funciones biológicas como la 

regulación de la respuesta inmune (Ouchi et al. 2011). En el presente estudio se 

demostró que en los mastocitos, la leptina no induce desgranulación a diferencia de 

los basófilos (Suzukawa et al. 2011). Zarkesh-Esfahani y colaboradores reportaron 

que la leptina por si sola pude inducir la producción de citocinas y desgranulación 

en mastocito de rata, sin embargo, en este trabajo no se encontró que el mastocito 

respondiera al estímulo con leptina. También se ha reportado que la leptina puede 

modular ciertas respuestas de manera indirecta (Zarkesh-Esfahani et al. 2004) y ya 

que se ha reportado un incremento de IgE en personas con asma y obesidad 

(Fitzpatrick, Joks, and Silverberg 2012) se evaluó si la leptina podría modificar la 

desgranulación dependiente de IgE. 

Se encontró que los mastocitos derivados de medula ósea que estuvieron en 

contacto con leptina durante la sensibilización con IgE mostraron una tendencia a 

incrementar la desgranulación, sin embargo, no fue significativa En tiempos tardíos, 

posterior a la desgranulación, también se liberan citocinas proinflamatorias (Stone, 

Prussin, and Metcalfe 2010). Al evaluar si la presencia de leptina inducia un cambio 

producción de IL-6 y TNF-α., no se encontraron diferencias al comparar con el grupo 

sin leptina. Por lo que no podemos concluir si existe o no modulación por parte de 

la leptina en BMMC, se sugiere analizar con más detalle el papel de la leptina en 

mastocitos. 

Por otra parte, existe un interés creciente del uso de inhibidores de las desacetilasas 

de histonas como tratamiento en enfermedades inflamatorias, como en el asma. En 
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un modelo de ratón sensibilizado y retado con ovoalbúmina, se demostró que la 

administración de VAP disminuye el engrosamiento de la pared bronquial y mejora 

la hiperreactividad bronquial en comparación los ratones no tratados (Royce et al. 

2011). A partir de esta información se evaluó si el VAP tenía la capacidad de afectar 

la activación de los mastocitos vía FcƐRI. Ya que no existen trabajos previos en 

mastocitos de medula ósea, se evaluó la citotoxicidad del compuesto en los cultivos 

in vitro. Se encontró que a concentraciones menores a 2 mM no afectan la viabilidad 

de las células. Generalmente para cultivos primarios en otras estirpes celulares de 

la respuesta inmune se usan generalmente concentraciones en el rango de 0.1 mM 

a 5 mM  (Frikeche et al. 2012; Arbez et al. 2014; Bhat, Oberg, y Kabelitz 2015).  

La desgranulación es un fenómeno que se presenta en diferentes estirpes celulares 

de la respuesta inmune. Estudios recientes han mostrado que el VAP afecta la 

desgranulación en células NK,  afectando la expresión del receptor de activación 

NKG2D,  lo que disminuye su capacidad citolítica (Ni et al. 2017). Si el VAP afecta 

la desgranulación en otras poblaciones celulares no es conocido hasta el momento. 

Sin embrago, en este trabajo se demuestra que el VAP disminuye la desgranulación 

inducida por el entrecruzamiento del FcƐRI en mastocitos, al encontrar una menor 

expresión de CD107a en la superficie.  

Además del proceso de desgranulación, el VAP fue capaz de disminuir la expresión 

de citocinas al activarse a través del FcƐRI. En este trabajo se encontró que el VAP 

disminuía la producción de IL-6, TNFα, IL-13; sin embargo, no se observó la 

inducción de IL-4 en este sistema. El VAP tiene la capacidad de modular la 

producción de citocinas en otras células de la respuesta inmune disminuyendo las 

citocinas que dependen de NF-κB (Ichiyama et al. 2000). 

Ya que el VAP tiene la capacidad de modular la expresión de receptores 

involucrados en la activación de células NK y dendríticas plasmacitoides (Ni et al. 

2017; Arbez et al. 2014), en este trabajo se evaluó si el VPA afectaba la expresión 

del FcƐRI. Se observó que el VPA disminuía la expresión del FcƐRI de manera 

dependiente del tiempo de exposición. Además se observó que CD117, otra 

molécula importante en la activación de los mastocitos, también disminuía ante la 
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exposición al VAP. Sin embrago, otras moléculas como CD44 (molécula de 

adhesión) y CD45 (antígeno común leucocitario) no fueron afectadas en su 

expresión. Los mecanismos involucrados en esta disminución selectiva de los 

receptores de activación de los mastocitos necesita ser analizado con más detalle, 

pero una posibilidad es que el VAP favorezca su interiorización (Kitaura et al. 2004) 

o bien, que se afecte el proceso de la síntesis de estas proteína, en cuyo caso se 

podría asociar a la capacidad del VAP como inhibidor de desacetilasas de histonas 

(Phiel et al. 2001). 

Debido a que el VAP afectaba los niveles en membrana del FcƐRI, se sospechó 

que la vía de señalización de este receptor probablemente estuviera afectada como 

ocurre en moléculas de activación de monocitos y células NK (Ni et al. 

2017)(Ichiyama et al. 2000).  

Una vez que la IgE que está unida a la subunidad α del FcƐRI, reconoce al antígeno 

y este entrecruza, las cadenas γ y β permiten la señalización intracelular y la 

modulación de la respuesta respectivamente, esto a través de motivos de activación 

basado en tirosina (ITAM). Syk y Lyn son reclutadas entonces a los sitios ITAM, la 

activación de Syk permite la fosforilación de la molécula adaptadora LAT. Lo que 

resulta en la unión indirecta de otras moléculas adaptadoras, y la activación de PLCγ 

que resulta en la formación de inositol trifosfato y diacilglierol, induce la elevación 

de calcio libre en el citosol y la activación PKC molécula asociada tanto a la 

desgranulación como la producción de citocinas. La vía que permite la liberación de 

citocinas es la de las protein cinasas activadas por mitógenos (MAPKS), que incluye 

ERK1/2, p38 y JNK que en respuesta activan AP1, NFAT y NFκB. En esta vía 

participa AKT que permite la función de NFκB (Gilfillan and Tkaczyk 2006)(Metcalfe, 

Peavy, and Gilfillan 2009). En este proyecto se analizó parte de la vía de 

señalización de FcƐRI se evaluó Syk ERK1/2, p38 y AKT, sin embargo, no se 

encontraron cambios significativos en la fosforilación de estas moléculas en el 

tratamiento con VAP. Al analizar PLCγ2, se evidenció la disminución de esta 

proteína fosforilada en las células tratadas con VAP. Lo anterior explica la 

disminución en desgranulación, ya que la deficiencia de PLCγ2 en mastocitos 
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derivados de medula ósea y activados vía IgE reduce la desgranulación (Wen et al. 

2014). Existen reportes previos en los que compuestos orgánicos derivados de 

plantas, afectan la fosforilación de la isoforma PLCγ1, lo que impide el incremento 

de calcio intracelular en mastocitos y disminuyendo la desgranulación (Kageyama-

Yahara et al. 2011; Lu, Son, and Chang 2012). 

El calcio desempeña un papel fundamental en los procesos de desgranulación y 

producción de citocinas en los mastocitos una vez que se lleva a cabo el 

entrecruzamiento, se activa la afluencia de calcio vía canales receptores de 

potencial transitorio (TRPC1), causando un incremento del calcio citoplasmático. Lo 

anterior permite que la liberación de calcio del retículo endoplásmico dependiente 

de IP3, se propague la salida de calcio-dependiente de la liberación de calcio 

almacenado. Por lo que el calcio extracelular en los mastocitos juega un papel 

importante en la propagación de la señal (Cohen et al. 2009). Hay que considerar 

que el VAP podría afectar de manera indirecta la liberación del calcio. Es por ello 

que otros experimentos necesitan ser realizados al respecto para entender si la 

afectación a la PLCγ afecta los niveles intracelulares de calcio lo que explicaría la 

disminución de desgranulación. 

En conclusión en el presente trabajo se demostró que la leptina no afecta la 

desgranulación dependiente del FcƐRI en los mastocitos, sin embargo, es 

indispensable realizar un análisis más detallado al respecto. Para el caso del ácido 

valproico, se evidencio que el ácido valproico afecta la activación del mastocito, y 

esto se debe en parte por la disminución de la expresión del FcƐRI y por la 

disminución de PLCγ fosforilada. Es indispensable explorar otras señales de la 

activación del mastocito que podrían ser afectadas por el VAP. 
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8 CONCLUSIONES 
 

 La leptina no afecta la desgranulación dependiente de la vía FcƐRI en 

mastocitos. 

 El VAP a 1 y 2 mM no afecta la viabilidad de los mastocitos. 

 La desgranulación y producción de citocinas dependiente de FcƐRI 

disminuye por la presencia de VAP. 

 El VAP afecta selectivamente la expresión de FcƐRI en los mastocitos, sin 

embargo, no se afecta la fosforilación de las proteínas adaptadoras al 

entrecruzar el receptor FcƐRI con IgE y el antígeno. 

 El VAP disminuye la presencia de PLCγ2 en mastocitos activados vía FcƐRI  
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