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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Los corticoides: recuerdo histórico 

El término corticoide o corticosteroide (del latín cortex, corteza, y esteroide, del 

stere(o)- στερεός, gr. 'duro', 'sólido', 'en tres dimensiones' + -o- gr. + -eid(és) -ειδ-ής/-

ές gr. 'que tiene el aspecto de') hace referencia a un grupo de hormonas de tipo 

esteroideo con estructura policíclica (1), que se sintetizan en la corteza de las glándulas 

suprarrenales a partir del colesterol, y que también pueden elaborarse de forma 

sintética mediante una serie de modificaciones en su estructura básica que mejoran 

sus propiedades terapéuticas (2). 

 Aunque las glándulas suprarrenales fueron descritas por primera vez en 1563 

por el médico italiano Bartolomeu Eustachi (3), no fue hasta el siglo XIX cuando se 

demostró su importancia a través de la publicación, en 1855, de la monografía “On the 

constitutional and local effects of desease of the Supra-renal Capsules” (Figura 1) 

escrita por Thomas Addison (1793-1860). En esta publicación, Addison puso de 

manifiesto la relación existente entre el estado de salud de once pacientes, que él 

mismo describía como “un estado general de languidez y debilidad, desfallecimiento 

en la acción del corazón, irritabilidad en el estómago y un cambio peculiar en la piel” y 

que evolucionaban a la muerte del individuo, con el hallazgo posterior de distintas 

alteraciones en las glándulas suprarrenales durante la autopsia (4). Estos estudios 

tuvieron gran reconocimiento internacional, y acabó denominándose “enfermedad de 

Addison” a la insuficiencia suprarrenal.  
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Los experimentos realizados en animales a principios de siglo XX consiguieron 

demostrar que la extirpación de las glándulas suprarrenales provocaba una afección 

similar a la descrita por Thomas Addison. Además, el tratamiento con extracto de 

glándulas suprarrenales de ratones previamente adrenalectomizados lograba mermar 

los efectos provocados (5), por lo debía existir algún compuesto en estas glándulas que 

podría utilizarse en el tratamiento de la enfermedad de Addison. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Publicación de Thomas Addison en 1855. Monografía sobre los efectos locales y 

constitucionales de las enfermedades de la corteza suprarrenal. 

En 1929, el médico estadounidense Philip S. Hench (1896-1965), afirmó que 

debía existir una sustancia química específica, a la que denominó “sustancia X” que 

provocaba que pacientes con artritis reumatoide mejorasen cuando se quedaban 

embarazadas o cuando presentaban ictericia. Hench defendía que esta “sustancia X” 

no sólo tenía propiedades antirreumáticas sino también antialérgicas, con un efecto 

rápido pero transitorio (6).  
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A principio de los años 30, casi de forma simultánea pero independiente, 

Edward C. Kendall (1889-1972) junto a su equipo en la Clínica Mayo (Rochester), y 

Tadeus Reichstein (1897-1996) en Suiza, lograron aislar una sustancia cristalina a partir 

de extractos de glándulas suprarrenales constituida por más de 30 compuestos (7). 

Ambos consiguieron purificar distintos componentes de esta sustancia comprobando 

los efectos de cada uno de ellos. De esta forma consiguieron aislar un elemento 

cristalino de la corteza suprarrenal, que Kendall denominó inicialmente compuesto E, y 

que posteriormente se conocería como cortisona. Kendall demostró que el compuesto 

E y la sustancia X de Hench eran lo mismo. 

En los años posteriores, ambos grupos llegaron a la conclusión de que la 

estructura básica de estos compuestos suprarrenales era idéntica a un grupo de 

hormonas que ya se conocían en la época: los esteroides. En 1940 dos categorías de 

corticosteroides fueron identificadas, unas provocaban retención de sodio y fluidos 

(mineralocorticoides), mientras que otras se oponían al choque (shock) y a la 

inflamación (glucocorticoides) (8, 9). 

Los procesos de purificación de los compuestos suprarrenales se llevaban a 

cabo mediante técnicas complicadas y con rendimientos muy pobres. Sin embargo, un 

hecho histórico impulsó de forma notable el desarrollo final de los corticosteroides y 

su introducción en la práctica médica. Durante la Segunda Guerra Mundial, y tras los 

acontecimientos de Pearl Harbor en 1941, el gobierno de Estados Unidos, instó al 

National Research Council al desarrollo de grandes cantidades de la hormona de la 

corteza adrenal para utilizarla en operaciones militares. Esta petición vino propiciada 

por los rumores que aseguraban que los pilotos de la Lufwaffe (fuerza aérea alemana 
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de la época nazi) se inyectaban extracto de suprarrenales que les confería una 

resistencia al estrés, y particularmente a la hipoxia, lo que les permitía volar más alto, 

además de reducir la fatiga y aumentar la energía corporal. Estos rumores resultaron 

falsos, pero constituyeron un potente catalizador en la investigación de los corticoides 

(10). 

En 1948, los grupos de trabajo de la clínica Mayo junto con la compañía 

farmacéutica Merck y Co., lograron producir la primera síntesis a gran escala del 

compuesto E o cortisona. En este año se trató por primera vez a una paciente afecta 

de artritis reumatoide con este compuesto, logrando una mejoría importante, que 

desaparecía al cesar el tratamiento. De esta forma, se introdujo el uso de los 

glucocorticoides en la práctica clínica, no sólo para pacientes con artritis reumatoide 

sino también a afectados por Lupus Eritematoso Sistémico, fiebre reumática o 

polimiositis (11).  

Por el descubrimiento de la cortisona recibieron, en el año 1950, el Premio 

Nobel de Medicina los doctores Hench, Kendall y Reichstein. Desde entonces, el 

empleo de los corticoides en práctica médica es muy frecuente, no solo como 

tratamiento sustitutivo en la insuficiencia adrenocortical sino por sus efectos 

antialérgicos, antiinflamatorios e inmunosupresores (12). 

En los años posteriores, muchos grupos empezaron a analizar y comprobar los 

efectos del tratamiento corticoideo, empezando a describirse los efectos secundarios 

que las terapias prolongadas provocaban en los pacientes. En las últimas décadas, los 

esfuerzos se han centrado en obtener derivados sintéticos de los glucocorticoides con 

mejores propiedades farmacológicas, intentando minimizar lo máximo posible la 
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actividad mineralocorticoide. Así, mediante distintas modificaciones químicas de los 

corticoides naturales, como deshidrogenación, metilación, esterificación o 

halogenación con flúor o cloro, se ha obtenido toda una batería de compuestos con 

una acción antiinflamatoria mucho más potente que las hormonas originales, con 

actividad mineralocorticoide escasa, menos efectos secundarios y mayor vida media. 

La prednisona, prednisolona, metilprednisona, betametasona, hidrocortisona, o 

dexametasona (dexa) constituyen algunos ejemplos de glucocorticoides sintéticos 

utilizados actualmente (13, 14).  

1.2. Clasificación de los corticoides 

Las hormonas corticoideas son sintetizadas en la corteza de las glándulas 

suprarrenales, dos glándulas endocrinas situadas en los polos renales, con dos zonas 

diferenciadas: la corteza y la médula. En la médula se sintetizan las catecolaminas, y en 

la corteza los corticosteroides y las hormonas sexuales (15) (Figura 2).  

 

Figura 2: Anatomía de la glándula suprarrenal. Modificado de (16). 
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La corteza de las glándulas suprarrenales está dividida en tres partes 

anatómicamente diferenciadas (17): 

- La zona glomerular es la parte más externa y la responsable de la producción 

de mineralocorticoides. Está regulada por la angiotensina II, los niveles de 

potasio y la ACTH (hormona adrenocorticotropa o corticotropina). 

- La zona fascicular es la zona central y en ella se produce la síntesis de 

glucocorticoides. Está regulada por la ACTH y, en menor medida, por algunas 

citoquinas y neuropéptidos (18).  

- La zona reticular es la zona limítrofe con la médula adrenal. En ella se 

sintetizan los andrógenos, aunque también hay una ligera producción de 

glucocorticoides.  

La síntesis de los glucocorticoides está regulada por el eje hipotálamo-hipófisis-

suprarrenal. Bajo la acción de diferentes estímulos, como el estrés, se produce la 

liberación del factor liberador de corticotropina (CRF) desde las neuronas del núcleo 

paraventricular (NPV) del hipotálamo, que produce a su vez la liberación de la 

hormona adrenocorticotropa o ACTH desde la hipófisis (o pituitaria) anterior. El 

destino principal de la ACTH circulante es la corteza suprarrenal, donde estimula la 

síntesis de glucocorticoides, principalmente cortisol (19). La liberación de cortisol sigue 

un ritmo circadiano regulado por pulsos desde el núcleo supraquiasmático hasta el 

NPV. El cortisol circulante accede a sus tejidos diana, como el hígado, el corazón o el 

tejido vascular, donde realiza sus funciones, y a su vez, autorregula su propia síntesis 

(20). En un mecanismo de retroalimentación negativa, el aumento de la concentración 

de cortisol en plasma inhibe la síntesis de ACTH y de CRF (Figura 3). 



 Introducción 

 

9 
 

 

Figura 3: Sistema básico de regulación del eje hipotálamo-hipófisis-suprarrenal. Modificado de (21). 

Todas las hormonas corticosuprarrenales son de naturaleza esteroidea, 

sintetizadas a partir del colesterol, con una estructura básica común consistente en 

cuatro anillos, denominados A, B, C y D, y formados por 17 átomos de carbono 

(ciclopentano-perhidrofenantreno) (Figura 4). Se diferencian en el grado de 

insaturación de sus carbonos y en la orientación espacial de las cadenas laterales (22). 

Tanto los mineralocorticoides como los glucocorticoides tienen una estructura final 

formada por 21 átomos de carbono, se consideran las hormonas más importantes de 

la corteza suprarrenal, y las responsables de sus funciones endocrinas.  
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Figura 4: Estructura básica común de los esteroides. Anillo de ciclopentano-perhidrofenantreno. 

Como se ha comentado anteriormente, según su actividad fisiológica, los 

corticoides se dividen en dos grupos principales, los mineralocorticoides y los 

glucocorticoides. Los mineralocorticoides, cuyo representante principal es la 

aldosterona, están implicados en la regulación del equilibrio hidroelectrolítico con la 

regulación de la homeostasis de sal y potasio, aunque también ejerce funciones en el 

balance ácido-base (23).  

Los glucocorticoides (GC), por su parte, juegan un papel importante en el 

metabolismo de carbohidratos, proteínas y lípidos, en la respuesta inmune y en la 

respuesta al estrés. Ejecutan acciones musculoesqueléticas, regulan la secreción de 

otras hormonas como la hormona de crecimiento o la tirotropina (TSH), actúan sobre 

el sistema endocrino y metabólico, el sistema nervioso central y sobre el aparato 

gastrointestinal (24). Además, son potentes antiinflamatorios y regulan la función del 

sistema inmunitario, lo que les convierte en uno de los mayores descubrimientos 
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terapéuticos de las últimas décadas en el tratamiento de las enfermedades 

autoinmunes y alérgicas. El glucocorticoide natural más representativo es el cortisol, 

aunque la corticosterona, una hormona de la vía mineralocorticoide, proporciona casi 

el 4 % de la actividad glucocorticoide total (25). 

Los corticoides de síntesis poseen una estructura similar a los naturales pero 

con algunos cambios como la introducción de dobles enlaces, la incorporación de 

moléculas de flúor o cloro y/o la presencia de un radicales –OH o –CH3 (26) (Figura 5). 

La introducción de un doble enlace adicional entre los carbonos C-1 y C-2 del cortisol 

en todos los corticoides sintéticos incrementa de forma selectiva la actividad 

glucocorticoide y antiinflamatoria. De hecho, los compuestos sintéticos presentan 

mayor potencia glucocorticoide, pierden actividad mineralocorticoide y tienen mayor 

vida media. 

 

Figura 5: Estructura molecular de algunos corticoides naturales y sintéticos. 
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Los corticoides se clasifican según la combinación entre su potencia y la 

duración del efecto terapéutico (10). La potencia de la acción glucocorticoide y 

mineralocorticoide de un compuesto se establece, de forma generalizada, en 

referencia a la de la hidrocortisona o cortisol, al que se le confiere el valor 1. A medida 

que se han ido desarrollando los nuevos corticoides sintéticos, se ha ido perdiendo la 

actividad mineralocorticoide, debido a las diferentes modificaciones químicas, 

fundamentalmente a la halogenación, y ha ido aumentando la vida media del fármaco. 

Así, los corticoides de primera generación, prednisona y prednisolona, que se obtienen 

por la introducción de un doble enlace en C1-C2, tienen una actividad 

mineralocorticoide mayor, mientras que los corticoides de segunda generación, como 

la betametasona y la dexametasona, carecen completamente de actividad 

mineralocorticoide y cuentan con una actividad glucocorticoide más potente. La 

introducción de un flúor en posición 9 y de un –OH en posición 16 de la molécula de 

prednisona da lugar a la síntesis de triamcinolona, en la que el efecto de retención de 

sal es prácticamente nulo (27). De acuerdo con la duración de la acción del corticoide 

se clasifican como de acción corta, con una duración de 6-12 horas, de acción 

intermedia si la duración está entre 12 y 36 horas, o de duración prolongada en caso 

de un efecto que dure entre 36-72 horas (14) (Tabla 1). 
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Tabla 1: Clasificación de los glucocorticoides. Modificado de (28). 

 
Potencia 

glucocorticoide 

Potencia 

mineralocorticoide 

Duración de 

la acción (h) 

Dosis 

equivalente 

(mg) 

Acción corta 

Cortisol 1 1 6-12 20 

Cortisona 0,8 0,8 6-12 25 

Acción intermedia 

Prednisona 4 0,3 12-36 5 

Prednisolona 5 0,3 12-36 5 

Triamcinolona 5 0 12-36 4 

Metilprednisolona 5 0 12-36 4 

Acción larga 

Dexametasona 30 0 36-72 0,75 

Betametasona 25-40 0 36-72 0,6 

 

1.3. Mecanismo de acción de los glucocorticoides 

Debido a su estructura molecular, los glucocorticoides son solubles en lípidos y 

pueden penetrar fácilmente en el interior de las células diana atravesando la bicapa 

lipídica de la membrana celular. Una vez dentro, interaccionan con su receptor 

específico, el receptor de glucocorticoides (GR), que pertenece a la familia de 

receptores nucleares, entre los que se incluyen los receptores del ácido retinoico, de 

las hormonas sexuales, la vitamina D, y las hormonas tiroideas (29). 

1.3.1. Gen del receptor de glucocorticoides 

El gen que codifica el receptor de glucocorticoides, GR, también denominado 

NR3C1 (Nuclear Receptor Subfamily 3, Group C, Member 1), GCCR o GCR, se localiza en 
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el brazo largo del cromosoma 5, en la región 5q31.3 (Figura 6), y consta de 9 exones 

que por procesamiento (splicing) alternativo dan lugar a distintas isoformas, entre las 

que destacan GRα y GRβ. Además de estas dos isoformas se han descrito otras 

variantes generadas también mediante procesamiento alternativo, como GRγ, GR-A o 

GR-P (30). Recientemente, se ha descrito un nuevo mecanismo de generación de 

variantes denominado “por inicio alternativo de la traducción” que ha permitido 

describir hasta 8 variantes dentro de la isoforma GRα, cada una de ellas más acortada 

(31). 

 

Figura 6: Localización del gen del receptor de glucocorticoide en el cromosoma 5. Se indica con una 

flecha amarilla la posición del gen. 

Las isoformas de GR, α y β, comparten secuencia hasta el aminoácido 727, a 

partir del cual GRα presenta 50 aminoácidos adicionales, y GRβ otros 15 aminoácidos 

adicionales no homólogos a los de GRα (Figura 7). Mientras GRα actúa como un factor 

de transcripción dependiente de ligando, GRβ, con una expresión mucho menor que 

GRα, se une al ADN pero no une glucocorticoides (32) y se localiza constitutivamente 

en el núcleo. GRβ actúa como un inhibidor de la acción de activación génica llevada a 

cabo por GRα, y se ha comprobado en cultivos celulares que la sobreexpresión de GRβ 

actúa como regulador negativo de la transcripción mediada por GRα. Además, GRβ 

estimula la producción de citoquinas proinflamatorias, como TNF-α e IL-1. Se han 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=2908
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propuesto como mecanismos de antagonismo la competición por la unión al elemento 

de respuesta, la competición por los elementos correguladores de la transcripción y la 

formación de heterodímeros inactivos GRα/GRβ (33). 

 

Figura 7: Isoformas del receptor de glucocorticoide GRα y GRβ (34). 

1.3.2. El receptor de glucocorticoides 

El GR es una proteína modular de 92 kDa con tres dominios (Figura 8). El 

dominio amino-terminal (NTD) contiene un dominio de transactivación (AF-1) desde el 

aminoácido 77 al 262, independiente de ligando, y responsable de la interacción entre 

el receptor y las moléculas necesarias para iniciar la transactivación, como 

coactivadores (SWI/SNF, pCIF, GRIP), moduladores de la cromatina (CBP/p300, P/CAF, 

SRC-1), y factores de transcripción como la propia RNA polimerasa II, TBP y TAFIIs. A 

continuación de este primer dominio, se encuentra el dominio de unión al ADN (DBD), 

que abarca desde el aminoácido 420 al 480. Este dominio DBD es el responsable de la 
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unión a la región promotora de los genes diana a través de dos motivos en dedos de 

zinc (35). Es el dominio más conservado en los receptores de esteroides y también 

contiene dominios importantes para la dimerización del receptor y la translocación 

nuclear. Por último, unido al dominio DBD por una región bisagra que aporta 

flexibilidad al receptor y que también está implicada en la dimerización, se encuentra 

el dominio de unión al ligando (LBD). Este último dominio es importante en la 

activación de GRα por el glucocorticoide y, además, contiene un segundo dominio de 

transactivación (AF-2) que, en este caso, a diferencia de AF-1, es dependiente de 

ligando. El LBD proporciona el sitio de unión a proteínas del choque térmico y otros 

coactivadores. Tanto el dominio de unión a ADN como el domino de unión a ligando 

son esenciales en el proceso de translocación del receptor al núcleo y cada uno 

contiene una señal de localización nuclear, NLS1 y NLS2, respectivamente (34). 

 

Figura 8: Estructura esquemática del receptor de glucocorticoides. 

En ausencia de ligando, el receptor de glucocorticoides se encuentra formando 

un complejo multienzimático hetero-oligomérico junto a proteínas chaperonas o 

acompañantes (Hsp90, Hsp70, Hsp50), p23, inmunofilinas de masa molecular elevada 

(FKBP50, FKBP51, FKBP52, Cyp40) (36), varias proteínas de transmisión de señales (Scr, 

Raf-1), y algunas proteínas de la familia de las importinas (37). Todas ellas desempeñan 

un papel clave en la regulación de la unión entre el ligando y el receptor, y son 
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responsables de la localización citoplasmática del receptor cuando no está presente el 

ligando, así como de su transporte al núcleo cuando es activado por glucocorticoides. 

Hsp90 permite la retención citoplasmática del receptor, al bloquear las dos secuencias 

de localización nuclear que posee el receptor de glucocorticoide. Por su parte, el 

complejo Hsp90, Hsp70 y Hsp40 unido al GR hace accesible el sitio de unión al ligando 

a las moléculas de glucocorticoide (38, 39) (Figura 9). 

 

Figura 9: Activación del receptor de glucocorticoide por unión del ligando. Modificado de (40). 

Algunos autores sostienen que la disociación de este complejo multiproteico 

tiene lugar inmediatamente después de la unión del receptor al ligando mediante un 

cambio conformacional producido por dicha unión. Otros, en cambio, sostienen que 

Hsp90 no debe disociarse de una forma tan inmediata puesto que la asociación 

Hsp90·GR·GC es aún necesaria para el transporte del receptor al interior nuclear. 
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Según esto, el proceso de transformación de los receptores corticoideos debería 

ocurrir en un paso subsiguiente al retrotransporte, aunque previo a la unión del 

receptor a sus secuencias específicas en el ADN. El proceso de transformación 

conformacional debería ocurrir, por tanto, en el nucleoplasma (41). 

El complejo activado GR·GC interacciona con proteínas del citoesqueleto, como 

la importina-α y la importina-β, y es transportado al núcleo donde ejerce su acción. 

Una vez que el receptor se separa de la molécula de glucocorticoide, es expulsado de 

nuevo al citoplasma mediante la participación de distintas proteínas, como la 

calreticulina y la exportina-1 (CRM1 o XPO1). El flujo entre el núcleo y el citoplasma 

también está controlado por la presencia de una señal de retención nuclear (NRS) en el 

receptor de glucocorticoide. Esta señal NRS se situaría en la región bisagra del GR y 

reprimiría la exportación a través de la vía de exportación nuclear dependiente de 

CRM1. Mientras que la importación del GR·GC al interior nuclear es un proceso rápido, 

la exportación de vuelta al citoplasma ocurre de forma lenta (42). 

Una vez en el interior nuclear, el complejo GR·GC lleva a cabo sus funciones 

antiinflamatorias mediante acciones genómicas y no genómicas que se traducen en la 

activación de la transcripción de genes antiinflamatorios, así como en la represión de 

moléculas proinflamatorias. Mientras que las acciones genómicas son lentas (entre 

horas y días), los efectos no genómicos de los glucocorticoides son muy rápidos 

(minutos) (43). Se estima que los glucocorticoides influyen directa o indirectamente, 

en la transcripción de aproximadamente el 1 % del genoma (44).  
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1.3.3. Elementos de Respuesta a Glucocorticoides (GRE) 

Tras la unión con el ligando, el receptor de glucocorticoides se comporta como 

un factor de transcripción que reconoce y se une a secuencias consenso denominadas 

“Elementos de Respuesta a Glucocorticoides” (GRE), situadas en la región promotora 

de diversos genes. Estos elementos de respuesta se pueden clasificar en varios tipos: 

GRE simples, son los GRE "convencionales"; GRE compuestos, la interacción del GR 

con el ADN depende de otros factores de transcripción y puede realizarse en forma de 

monómero; y GRE que precisan amarre (tethering), en cuyo caso el GR no interactúa 

directamente con el ADN, sino que lo hace a través de interacciones proteína-proteína 

con otros factores de transcripción (Figura 10). En todos los casos, el GR puede regular 

la expresión génica negativa o positivamente (45), por lo que, además, se puede hablar 

de GRE positivos o negativos. En el caso de los GRE simples, cuando se produce la 

activación de la expresión génica es necesaria la unión del GR en forma de 

homodímero, mientras que cuando provocan la inhibición de la expresión, se habla 

entonces de GRE negativos (nGRE), la unión del GR se realiza en forma de monómero. 

Aparte de esto, los GR pueden unirse a los GRE de tal forma que su unión impida la 

unión a este elemento de respuesta de otro factor de transcripción. Es este último 

caso se habla de un GRE competitivo. 

Estos elementos de respuesta a glucocorticoides, son palíndromos invertidos 

hexaméricos separados por tres pares de bases, PuGNACAnnnTGTNCPy, donde cada 

molécula de GR se une a uno de los palíndromos (34) a través de su estructura DBD en 

dedo de zinc. Este GRE puede diferir entre promotores en cuanto a secuencia, número 

de copias, y localización relativa en el promotor (en relación con la caja TATA o con 
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otros sitios de unión de factores de transcripción), regulando la especificidad y la 

magnitud de la respuesta (43).  

 

 

Figura 10: Acción del GR a través de los elementos de respuesta a glucocorticoide. GC: glucocorticoide, 

GR: receptor de glucocorticoide, GRE: elemento de respuesta a glucocorticoides, TF: factor de 

transcripción, TFRE: elemento de respuesta a factor de transcripción. 

La unión al ADN del GR induce cambios conformacionales en el dominio AF1, de 

manera que las interacciones entre la secuencia de ADN y el acoplamiento alostérico 

entre DBD y AF1 desempeñan un papel esencial en la actividad de GR y en su función.  

Además, el domino AF2 interacciona con distintos péptidos correguladores cuando se 

une a distintas secuencias (46). La secuencia de aminoácidos NTD que flanquean AF1 

pueden influir en los procesos de transmisión de señales (47). 
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En estudios recientes, se postula la energética de la unión al ADN como el 

factor dominante para la actividad transcripcional específica de secuencia del GR, por 

lo que la regulación génica estaría básicamente bajo regulación termodinámica (48). 

1.4. Genes relacionados con la acción de los corticoides 

1.4.1. Genes activadores de la respuesta inflamatoria 

Muchos de los efectos antiinflamatorios de la terapia corticoidea son atribuidos 

a la inhibición directa de los factores de transcripción AP-1 (Activator Protein-I) y NF-κB 

(Nuclear Factor kappa B). Estos factores de transcripción son responsables de la 

activación de genes de citoquinas, quimiocinas y moléculas de adhesión implicados en 

la inflamación como son IL-1, TNF-α, IL-2, IFN-γ, IL-6, IL-12, RANTES, VCAM-1, ICAM-1, 

E-selectina, COX-2 e iNOS, entre otras. 

 Factor de transcripción AP-1 

AP-1 es un activador transcripcional de numerosos genes inflamatorios, además 

de estar involucrado en procesos de proliferación celular, diferenciación y apoptosis. 

Engloba a una serie de familias proteicas como Jun, Fos, ATF, JDP y MAF, y puede 

presentarse en forma de homo y heterodímeros, siendo el complejo AP-1, compuesto 

por dímeros c-Fos/c-Jun, el más abundante en el interior celular. Determinadas 

citoquinas proinflamatorias, como el TNF-α y la IL-1β, activan la formación de estos 

heterodímeros mediante la activación de la cinasa MAP c-Jun N-terminal (JNK), que 

fosforila la subunidad c-Jun favoreciendo su dimerización con c-Fos. El complejo GC·GR 

puede inhibir o modificar la actividad de AP-1 de varias formas. Por un lado, puede 
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interactuar directamente con la subunidad c-Jun reprimiendo la expresión génica 

mediada por AP-1; esta modulación puede ser recíproca, y, del mismo modo, c-Jun 

puede unirse físicamente a GR e inhibir la activación mediada por él (33). Por otro 

lado, el receptor de glucocorticoide puede prevenir la activación de c-Jun mediante la 

activación de la expresión de MAPK fosfatasa-1 (MKP-1), que inhibe a JNK. 

 Factor de transcripción NF-κB 

El NF-κB es un factor de transcripción que desempeña un papel principal en la 

amplificación de las respuestas inflamatoria e inmune, y engloba a un grupo de 

proteínas de la familia REL. El heterodímero formado por p50 y p65 (RelA) es la forma 

de presentación más abundante. El NF-κB se encuentra inactivado en el citoplasma 

celular por la acción de la proteína inhibitoria I-κB, que impide su translocación al 

núcleo. En respuesta a citoquinas proinflamatorias, como TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-17 y 

GM-CSF, se activa una cascada de cinasas que termina con la degradación de la 

molécula I-κB por el proteasoma, lo que conlleva a la activación del NF-κB. De forma 

análoga a lo que ocurre con AP-1, el GR puede reprimir al NF-κB por interacción física 

con la subunidad p65/RelA, y, además, por activación de la transcripción génica de I-κB 

(49). El antagonismo parece ser mutuo.  

 Factor de transcripción GATA3 

Por otro lado, los GC suprimen las células Th2, y su producción de citoquinas, 

mediante la inhibición del factor de transcripción GATA3, que regula la transcripción 

de genes de citoquinas Th2. El factor de transcripción GATA3 es esencial para la 

expresión de IL-4, IL-5 e IL-13. En los linfocitos T, GATA3 está situado en el citoplasma, 



 Introducción 

 

23 
 

y tras su activación, es fosforilado por p38MAPK y translocado al núcleo por la 

importina α. Los GC inhiben la función de GATA3 mediante inhibición de su transporte 

al núcleo (bloqueando la importina α) y por inhibición de p38MAPK mediante la 

inducción de MKP-1 (50). 

 Ruta de transducción de señales MAP cinasas (MAPK) 

Las rutas de transducción de señales a través de las proteínas MAP (Mitogen-

activated protein)-cinasas son esenciales en la respuesta inflamatoria, puesto que 

activan los factores de transcripción AP-1 y NF-κB, y regulan de la estabilidad del ARNm 

de otros genes proinflamatorios. En los mamíferos se han identificado varios grupos de 

estas proteínas, que incluyen ERK , JNK, las isoformas de p38 y ERK5 (51). Los 

complejos GR·GC inhiben las rutas de transmisión de señales de las MAPK, bloqueando 

la transducción de la repuesta desde los receptores de citoquinas proinflamatorias 

hasta el aparato transcripcional (Figura 11). Algunos subgrupos de MAPK, como JNK, 

regulan la activación del complejo AP-1 (52), y el subgrupo MAPK p38 regula la 

estabilidad de los ARNm que codifican moléculas proinflamatorias, como TNF-α, IL-6, 

IL-8, factor de crecimiento del endotelio vascular (VEFG) o ciclooxigenasa-2 (COX-2) 

(53). La regulación negativa de las MAPK por parte de los GC tiene, por tanto, un 

efecto antiinflamatorio. En general, el GR inhibe la familia MAPK por la inhibición de la 

fosforilación necesaria para su activación, mediante la activación de la enzima MAPK 

fosfatasa-1 (MKP-1), mediante la expresión de Anexina-1 que regula la expresión de 

MKP-1 (54), y mediante la inducción de la síntesis de GILZ (Glucocorticoid-induce 

leucine zipper) que interacciona directamente con componentes de la cascada MAPK 

(55, 56).  
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Figura 11: Interacción entre la activación de GR y la inhibición de MAPK. Modificado de (56). 

 Otros genes proinflamatorios 

El tratamiento con glucocorticoides puede inhibir otros genes implicados en la 

enfermedad pulmonar mediante una represión directa a través de la unión a GRE 

específicos en sus promotores. Así, la adición de dexametasona a cultivos de células 

pulmonares inhibe la expresión de  MUC5AC (principal responsable de la producción 

de mucinas) mediante unión a dos GRE en su promotor (57). 

1.4.2. Genes inhibidores de la respuesta inflamatoria. 

Muchos de los genes que son activados por glucocorticoides tienen efectos 

antiinflamatorios, incluidos la anexina-1 (annexin-1, lipocortin-1), SLPI (Secretory 

leukocyte protease inhibitor), IL-10 e IκB-α. A pesar de esto, las dosis terapéuticas de 

corticoides inhalados no muestran un incremento en la concentración de anexina-1 en 
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el lavado broncoalveolar, ni tampoco se ha observado un incremento de IκB-α en 

muchos tipos celulares, incluidas las células epiteliales. Los GC también activan la 

síntesis de dos proteínas que afectan a las rutas de transducción de señales 

proinflamatorias, GILZ, que inhibe tanto NF-κB como AP-1, y MKP-1 que inhibe p38 

MAPK (58). 

Burnsides y cols. proponen usar sangre periférica total y PCR en tiempo real 

como método de detección (screening) de la capacidad de respuesta de un individuo al 

tratamiento con glucocorticoides en distintas enfermedades inflamatorias. Por un 

lado, comparan la variación de expresión de GILZ, FKBP51, FLAP y MKP-1 entre dos 

muestras, una no tratada y otra tratada con dexametasona 100 nM (son genes 

estimulados por dexametasona); y, por otro lado, comparan la variación de la 

expresión de IL-6, TNF e IFN entre una muestra tratada con LPS y otra tratada con 

LPS + dexametasona (son genes reprimidos por dexametasona). Observan una elevada 

variación interpersonal entre la inducción o la represión máxima de estos genes. En 

cambio, encuentran que la variación es menor en aquellas concentraciones de máxima 

eficacia, tanto estimulantes como inhibitorias, sugiriendo que la eficacia relativa de la 

dexametasona es similar entre individuos, pero que la extensión o el rango de la 

respuesta varían. También observan que, mientras que el efecto sobre los genes 

inducibles se incrementa durante el curso del día, la represión de las citoquinas 

inducidas por LPS prácticamente no cambia durante el día (59). 

El gen PTEN (phosphatase and tensin homologue) ha sido identificado como 

uno de los genes supresores de tumores más mutados en humanos. Funciona como 

una fosfatasa de la membrana plasmática que antagoniza la vía de transmisión de 
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señales PI3K (phosphoinositide 3 kinase)-AKT. PTEN tiene multitud de efectos en el 

crecimiento celular, la migración, muerte celular y diferenciación. Se ha comprobado, 

en modelos animales y en cultivos de células pulmonares humanas A549, que la 

administración de dexametasona estimula la expresión de PTEN, que se encuentra 

disminuida en los pacientes asmáticos. PTEN ayuda a reducir la inflamación crónica 

regulando la expresión de IL-17, inhibiendo la óxido nítrico sintasa del endotelio e 

inhibiendo la migración de las células de músculo liso respiratorio. Por este motivo, 

algunos autores aseguran que la regulación específica de la expresión de PTEN en 

humanos puede usarse en los tratamientos del asma (60). 

En un estudio realizado por Ben y col., se observó que se producía un 

incremento de ciertas acuoporinas (AQP3 y AQP5) en células pulmonares humanas 

(A549) en respuesta a un tratamiento con corticoides. Esto sugiere que AQP3 y AQP5 

son la principal ruta del transporte de fluido alveolar en el epitelio respiratorio 

humano y en la hidratación de las vías respiratorias. La dexametasona y el ambrosol 

(mucolítico) estimulan la expresión de estas dos acuoporinas a nivel de ARNm y 

proteína, estando involucradas en la regulación del volumen y la composición del 

moco mediante mecanismos de transporte de agua (61). 

1.4.3. Genes relacionados con la estabilidad del ARNm 

Muchas proteínas inflamatorias están reguladas post-transcripcionalmente a 

nivel de la estabilidad del ARNm. Este parece ser un mecanismo de los GC para reducir 

la producción de proteínas inflamatorias después de que hayan sido activadas (62). La 

estabilidad de algunos genes inflamatorios viene determinada por la regulación de 

elementos ricos en AU (AU-rich elementes, ARE), localizados en regiones 3' no 
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traducidas, que interactúan con HuR y tristetraprolina, que pueden estabilizar o 

desestabilizar, respectivamente, al ARNm. Genes como los que codifican GM-CSF y 

COX-2, producen un ARNm que es particularmente susceptible a la acción de 

ribonucleasas que rompen el ARNm. Los corticoides pueden inhibir los efectos de 

proteínas que estabilizan el ARNm, haciendo más rápida su desintegración, y esto 

reduce la expresión de las proteínas inflamatorias (63). Así, se ha demostrado que la 

dexametasona induce la síntesis de tristretraprolina (TTP) en células pulmonares A549 

y en tejidos de ratas que se traduce en la disminución de los niveles de TNF-α (64). 

1.4.4. Genes relacionados con la remodelación de la cromatina 

La respuesta a glucocorticoides es diferente según el tejido y el tipo celular, lo 

que se debe a que la selección de los sitios específicos de unión en el ADN varía de 

unas células a otras. La accesibilidad de la cromatina, que es independiente de las 

hormonas, es clave en la unión del GR y define esta especificidad celular de la acción 

hormonal (65). 

Cuando el GR se une al ADN, se reclutan moléculas coactivadoras como Brg1 

(ATPasa remodeladora de la cromatina), la histona acetiltransferasa (HAT), CBP/p300 

[(CREB)-binding protein/P300] y p/CAF, que desacetilan residuos de lisina del núcleo de 

las histonas y alteran la estructura de la cromatina hacia un estado accesible para la 

maquinaria transcripcional. Otros complejos coactivadores, como p/CIF, SW1/SNF y 

GRIP1/TIF2/NcoA-1 también contribuyen a la remodelación de la cromatina y al 

reclutamiento de la maquinaria de transcripción, incluyendo TBP y la RNA polimerasa II 

(33, 62, 66). Debido a que las acciones de los GR están asociadas a su interacción con 
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numerosas proteínas accesorias, la alteración en los factores accesorios puede 

modificar la sensibilidad y resistencia a los glucocorticoides. 

1.4.5. Genes relacionados con la activación de apoptosis 

La muerte celular programada inducida por el tratamiento con corticoides es 

selectiva. Mientras que en algunos tipos celulares como eosinófilos, basófilos o 

linfocitos T induce apoptosis, en otros, como neutrófilos y otras células de origen no 

linfoide, reprime las señales pro-apoptóticas (Figura 12).  

 

Figura 12: Papel del GR en la regulación del proceso apoptótico. Modificado de (67). 

El mecanismo de apoptosis mediada por GC es muy complejo (las cascadas de 

transmisión de señales no están completamente identificadas), y envuelve 
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mecanismos dependientes e independientes (transrepresión) del ADN. En la mayoría 

de los tipos celulares, los GC actúan modificando el equilibrio entre proteínas pro-

apoptóticas como Bim, Bid, y Bad, y proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 y Bcl-xL 

(68). El patrón de fosforilación de los receptores de glucocorticoides en cada tipo 

celular establece el equilibrio de proteínas como Mcl-1 y NOXA (69). Además, los GC 

reprimen factores de transcripción y citoquinas necesarias para la supervivencia celular 

mediante la represión de NF-κB y AP-1.  

Por otro lado, el nivel endógeno de GR dentro de la célula puede estar 

regulando la apoptosis mediada por GC. En este sentido, se requeriría un determinado 

nivel umbral del receptor de glucocorticoides para inducir los procesos apoptóticos. 

Este nivel de GR es alcanzado en células como los linfocitos T, donde existe un 

incremento aparente de los niveles de GR, a diferencia de la mayoría de las células, 

donde los niveles de GR están negativamente regulados en respuesta a los 

glucocorticoides (33). 

1.5. Mecanismos de acción no genómicos 

Los efectos genómicos de los GR no explican los efectos rápidos, a corto plazo, 

del tratamiento corticoideo. Existen mecanismos de acción no genómicos que tienen la 

característica de producirse en segundos o minutos, y de durar entre 60-90 minutos. 

Los GR modulan las rutas de transducción de señales mediante la interacción física y 

funcional con complejos del receptor de las células T, "T-cell receptor" (TCR), y por 

interferencia con señales de la vía JNK (70). Además, pueden incorporarse a las 

membranas celulares y modificar así sus propiedades fisicoquímicas, que pueden 
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traducirse, por ejemplo, en la inhibición de la exocitosis mediada por IgE en mastocitos 

de sus mediadores inflamatorios (71). Se han descrito también receptores de 

glucocorticoides de membrana (mGR) que estarían involucrados en mecanismos pro-

apoptóticos precoces e inmunomoduladores en células linfoides, y que podrían ejercer 

un papel de sensibilización o inducción de las actividades ya descritas de los receptores 

citosólicos (72). 

1.6. Asma: etiopatogenia 

Las enfermedades alérgicas respiratorias constituyen un grupo de patologías 

crónicas formado por la rinitis alérgica, el asma alérgica y la aspergilosis 

broncopulmonar alérgica (73), que están experimentando un incremento en su tasa de 

prevalencia en los últimos años, considerándose por ello una línea prioritaria en la 

investigación biomédica. Se estima que más de 300 millones de personas en todo el 

mundo padecen asma (74), con una prevalecía en España del 10%, similar a la de la 

Unión Europea (75).  

El asma es una enfermedad multifactorial, de etiología compleja, resultado de 

la interacción entre más de un centenar de genes, y entre éstos y el medio ambiente 

(76). La Guía Española para el Manejo del Asma (GEMA) define el asma como una 

“enfermedad inflamatoria crónica de las vías respiratorias, en cuya patogenia 

intervienen diversas células y mediadores de la inflamación, condicionada en parte por 

factores genéticos y que cursa con una hiperrespuesta bronquial y una obstrucción 

variable del flujo aéreo, total o parcialmente reversible, ya sea por la acción 

medicamentosa o espontáneamente”. Se caracteriza por una infiltración de las vías 
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aéreas por células inflamatorias, por el daño en el epitelio respiratorio, por el 

engrosamiento de la membrana basal, y por una hipertrofia del músculo liso bronquial 

(77). Los principales síntomas que cursan con la enfermedad son tos, disnea, sibilancias 

y opresión torácica (75).  

La reacción inflamatoria subyacente en el asma y los efectos finales provocados 

en el paciente, vienen determinados por la interacción de varios tipos de células 

inflamatorias y una plétora de moléculas mediadoras de la inflamación, con múltiples 

efectos que actúan sinérgica o antagónicamente entre sí (78). 

1.6.1. Células inflamatorias  

 Mastocitos 

Presentan receptores de alta afinidad para IgE (FcεRI) en su superficie, y su 

activación provoca la liberación de mediadores inflamatorios como prostaglandina D2, 

leucotrienos e histamina, provocando broncoconstricción, secreción de moco y edema. 

También sintetizan y secretan citocinas proinflamatorias como IL-4, IL-5 e IL-13, que 

regulan la síntesis de IgE y estimulan la inflamación eosinofílica, y toda una serie de 

proteasas (triptasa y quimasa entre otras) implicadas en la inflamación de la vía 

respiratoria (79). 

 Eosinófilos  

La infiltración eosinofílica en las vías respiratorias es una de las características 

del asma. Los eosinófilos liberan mediadores inflamatorios capaces de provocar 

lesiones en la mucosa respiratoria y de estimular la hiperplasia del músculo liso 
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respiratorio y la hiperreactividad bronquial (Figura 13). Además, se les atribuyen 

funciones de regulación de la respuesta inmune interviniendo en el equilibrio entre las 

poblaciones linfocitarias Th1 y Th2 (80). 

 

 

Figura 13: Papel del eosinófilo en la respuesta inmunitaria. Adaptado de (81). 

 Linfocitos T 

Los linfocitos T participan en la coordinación de la respuesta inflamatoria en el 

asma, fundamentalmente a través de la liberación de citocinas Th2 como IL-4, IL-5, IL-9 

e IL-13, entre otras. Estas citocinas son responsables del reclutamiento de eosinófilos y 

mastocitos en las vías respiratorias, y de la inducción de la producción de IgE por las 

células B activadas (77, 82) (Figura 14).  
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Figura 14: Papel del linfocito Th2 en la inflamación asmática. Modificado de (83). 

 Neutrófilos  

La presencia de neutrófilos en sangre periférica y lavado broncoalveolar de 

pacientes asmáticos se ha asociado a formas graves de la enfermedad y a resistencia al 

tratamiento corticoideo. Los neutrófilos provocan potentes acciones proinflamatorias 

a través de citocinas como IL-1, IL-9, TNF-α o GM-CSF, entre otras, que actúan sobre 

linfocitos T, eosinófilos, mastocitos y células del epitelio respiratorio (77, 84). 

 Células dendríticas 

Las células dendríticas desempeñan un papel central en el inicio y 

mantenimiento de la respuesta alérgica a través de sus funciones como células 
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presentadoras de antígenos y mediante la activación de linfocitos T. Son capaces de 

potenciar una polarización Th2 mediante la inhibición de la producción de IL-12. 

 Células epiteliales 

Las células estructurales de las vías respiratorias desempeñan un papel 

fundamental en la patogenia no sólo como diana, sino también como parte activa en el 

proceso inflamatorio y de reparación de la vía respiratoria (Figura 15). Los alérgenos 

interaccionan directamente sobre la barrera epitelial y desencadenan la liberación de 

mediadores inflamatorios como moléculas de adhesión, interleucinas o quimiocinas, 

que provocan el reclutamiento de otras células inflamatorias que desencadenan la 

respuesta alérgica (85). 

 

Figura 15: Implicación de las células epiteliales en el desarrollo del asma. Modificado de (85). 
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 Macrófagos alveolares 

Los macrófagos alveolares son las células más abundantes en el espacio 

alveolar y las vías respiratorias y están involucrados en el mantenimiento de la 

homeostasis inmunológica del tracto respiratorio. Estas células, una vez sensibilizadas, 

promueven la inflamación eosinofílica y las exacerbaciones asmáticas a través de la 

estimulación de la secreción de citocinas por los linfocitos T, y secretan mediadores 

proinflamatorias como TNF-α, MIP-1α, eotaxina y óxido nítrico (86, 87).  

1.6.2. Mediadores inflamatorios 

 Citocinas 

Son los mediadores principales de la respuesta inflamatoria en el asma. Se trata 

de un grupo de proteínas de masa molecular baja, que intervienen en la interacción y 

comunicación intercelular, con acciones autocrinas (sobre las mismas células que las 

secretan), paracrinas (sobre células contiguas) e incluso endocrinas (a distancia del 

sitio de síntesis) (88). Numerosos estudios han puesto de manifiesto la relación 

existente entre el asma y los genes codificantes de las citocinas, estableciendo 

asociaciones entre polimorfismos en estos genes y la susceptibilidad de padecer la 

enfermedad (89, 90). En la tabla 2 se muestran algunas citocinas implicadas en la 

patología asmática y sus efectos. 
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Tabla 2: Relación de algunas de las citocinas implicadas en la patología asmática y sus efectos 

Modificado de (91). 

 

 Quimiocinas 

Se trata de potentes quimioatrayentes de leucocitos que controlan su 

migración y su activación. También cumplen funciones de activación celular y 

promueven la liberación de histamina de los mastocitos (92). Entre las quimiocinas 

Citocina Efectos Citocina Efectos 

IL-1 

 Aumento de la adhesión 

vascular 

 Reclutamiento de neutrófilos 

 Hiperreactividad bronquial 

IL-13 

 Activación eosinófilos 

 Inhibición de la apoptosis 

 Producción IgE 

IL-2 
 Eosinofilia 

 Estimulación células T 
TNF-α 

 Activación del epitelio y de células 

presentadoras de antígeno 

 Hiperreactividad bronquial 

IL-4 

 Eosinofilia 

 Estimulación células Th2 

 Inhibición células Th1 

 Producción IgE 

GM-CSF 

 Inducción de liberación de 

leucotrienos 

 Proliferación y liberación de células 

hematopoyéticas 

 Proliferación de eosinófilos 

IL-5 

 Maduración eosinófilos 

 Inhibición de la apoptosis 

 Estimulación células Th2 

 Hiperreactividad bronquial 

TGF-β 

 Proliferación de fibroblastos 

 Reclutamiento de monocitos, 

fibroblastos y mastocitos 

 Disminución de la proliferación de 

células T 

IL-6 

 Factor de crecimiento de 

células T y B 

 Producción IgE 

INF-γ 

 Inhibición de células Th2 

 Disminución de síntesis de IgE 

 Activación de macrófagos alveolares 

IL-10 

 Disminución de la supervivencia de eosinófilos 

 Disminución de la activación de macrófagos 

 Inhibición de células Th1 y Th2 
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más importantes en el desarrollo del asma destacan CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β), 

CCL5 (RANTES), CXCL10 (IP-10) y CCL11 (eotaxina).  

 Leucotrienos (LT) 

Son compuestos derivados del ácido araquidónico que actúan como potentes 

broncoconstrictores. Además, provocan vasodilatación actuando sobre los vasos 

sanguíneos, y aumentan la permeabilidad vascular y la inflamación eosinofílica. Son 

sintetizados, entre otros, por mastocitos y eosinófilos (93).  

 Histamina 

La histamina es un mediador inflamatorio liberado por mastocitos y basófilos 

que provoca broncoconstricción, vasodilatación y aumento de la permeabilidad 

vascular (94). 

 Óxido nítrico (NO) 

El óxido nítrico se sintetiza en células endoteliales y epiteliales de las vías 

respiratorias, y en células inflamatorias como mastocitos o macrófagos, y actúa como 

potente vasodilatador provocando extravasación plasmática y aumento de la secreción 

de moco (95). 

1.7. Utilización de los corticoides en el asma 

Desde su descubrimiento, la terapia con corticoides es utilizada 

frecuentemente en enfermedades cutáneas, oculares, del tracto digestivo, en la 

insuficiencia suprarrenal, en enfermedades autoinmunes y del tejido conectivo o en 
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procesos cancerosos (96–99). Además, desde 1950, cuando se utilizó  por primera vez 

la cortisona en aerosol en el tratamiento del asma bronquial (100), los corticoides 

constituyen la base del tratamiento en las enfermedades alérgicas y en el asma (101–

103). 

 Según la última versión de “Guía Española para el Manejo del Asma” (GEMA), 

el objetivo a cumplir cuando se instaura un tratamiento para el asma es “lograr y 

mantener el control de la enfermedad lo antes posible, además de prevenir las 

exacerbaciones y la obstrucción crónica del flujo aéreo y reducir al máximo su 

mortalidad”. Para el control de la enfermedad se utiliza un tratamiento  agrupado en 

escalones terapéuticos, dependiendo de la respuesta y evolución del paciente, y los 

fármacos de mantenimiento incluyen los glucocorticoides inhalados (GCI) o sistémicos 

(GCS), antagonistas de los receptores de leucotrienos (ARLT), agonistas β2-

adrenérgicos, adrenérgicos de acción larga (LABA), tiotropio y biológicos, de los que 

sólo se dispone actualmente del omalizumab, un anticuerpo monoclonal anti-IgE (75). 

Según esta guía, el uso de glucocorticoides está indicado, de forma inhalada, en 

cinco de los seis escalones terapéuticos, y como terapia alternativa, por vía sistémica, 

en el último escalón terapéutico (Figura 16). Los glucocorticoides inhalados (GCI) 

constituyen, por tanto, el pilar de la terapia en los pacientes con asma, y viene así 

recogido en todas las guías de tratamiento. Su uso reduce los síntomas, recupera la 

función pulmonar, reduce el grado de hiperreactividad bronquial y reduce el número 

de exacerbaciones (104).  
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Figura 16: Escalones terapéuticos en el tratamiento del asma. Modificado de (75). 

Aunque los GCI son los medicamentos más efectivos y más comúnmente 

utilizados en el tratamiento del asma, existe una elevada variabilidad en la respuesta 

entre individuos (105). Su utilización tiene la ventaja de administrar el fármaco 

directamente por el árbol bronquial, con una mejor distribución pulmonar, y ha 

mostrado más efectividad si se sigue un tratamiento diario durante largos periodos de 

tiempo, que si se hace de forma intermitente. Actualmente se inicia el tratamiento con 

dosis altas que permitan controlar de forma rápida la enfermedad, para luego ir 

disminuyendo la carga a la mínima dosis que permita el paciente (2), ya que siempre se 

debe utilizar la mínima dosis eficaz. En las dosis adecuadas, la utilización de GCI casi no 

tiene efectos secundarios aunque pueden producir disfonía, candidiasis, o tos y 

broncoespasmo, lo que puede reducirse utilizando cámaras de inhalación y 

enjuagándose la boca inmediatamente después de la administración (106). En 
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pacientes asmáticos de edad avanzada, los periodos largos de tratamiento con GCI 

pueden aumentar los riesgos de insuficiencia adrenal, candidiasis oral o neumonía 

(107). 

Entre los GCI disponibles en nuestro país se encuentran el dipropionato de 

beclometasona (DPB), budenosida (BD) y propionato de fluticasona (PF) siendo los dos 

últimos los que presentan una relación eficacia/seguridad más favorable. También se 

dispone de la ciclesonida, que pasa a su forma activa en las vías respiratorias (108). Es 

importante tener en cuenta los dispositivos de inhalación disponibles que puede ser de 

polvo, presurizados y nebulizadores. En función de cuál se utilice, se establecerá la 

dosis adecuada del fármaco, ya que influyen sobre el depósito pulmonar.  

Los corticosteroides sistémicos se utilizan en pacientes con asma grave que no 

se controla con otras opciones terapéuticas, y como tratamiento en las agudizaciones 

que no responden a broncodilatadores (109, 110). La Sociedad Americana del Tórax 

(ATS, American Thoracic Society) y la Sociedad Europea de Respiratorio (ERS, European 

Respiratory Society) definen las exacerbaciones graves de asma como eventos que 

requieren medidas urgentes, y pueden usarse como marcadores de un pobre control 

de la enfermedad. En el documento de consenso “International ERS/ATS guidelines on 

definition, evaluation and treatment of severe asthma” publicado por ambas 

sociedades, se define el asma grave como aquella que “precisa tratamiento basado en 

las recomendaciones de la GINA escalón 4-5 en el año previo, o corticoides sistémicos 

durante >50% del año anterior”. La guía española GEMA define el asma grave no 

controlada (AGNC) como “la enfermedad asmática que persiste mal controlada pese a 

recibir tratamiento en el último año con una combinación de GCI/LABA a dosis 



 Introducción 

 

41 
 

elevadas, o bien glucocorticoides orales durante al menos 6 meses”. El consenso 

ATS/ERS (111) define el asma  no controlada coma aquella que cumpla al menos uno 

de los criterios siguientes: (i) mal control sintomático, determinado mediante 

cuestionarios de control del asma; (ii) exacerbaciones graves frecuentes que han 

precisado 2 o más ciclos de glucocorticoides orales durante más de tres días; (iii) 

exacerbaciones graves con al menos una hospitalización en UVI o que precisó 

ventilación mecánica en el año previo; o (iv) por una limitación crónica del flujo aéreo, 

con un FEV1 inferior al 80% (con un FEV1/FVC por debajo del límite inferior de la 

normalidad) a pesar de un tratamiento broncodilatador adecuado. Como se puede 

observar, uno de los puntos clave para definir el asma mal controlada es la presencia 

de exacerbaciones graves. Estas exacerbaciones graves pueden identificarse como 

aquellos casos en los que se requiere el uso de corticosteroides sistémicos o el 

aumento de la dosis normal de mantenimiento durante al menos tres días, o aquellos 

casos que requieren hospitalización, estancia en una Unidad de Cuidados Intensivos, o 

ventilación mecánica (111, 112).  

El principal problema del uso de corticosteroides sistémicos es la cuantificación 

de la dosis y la duración del tratamiento, y que no existen protocolos claros 

establecidos y consensuados. Además, los corticosteroides sistémicos tienen más 

peligro de provocar efectos adversos como osteoporosis, fracturas, obesidad, 

diabetes…, y estarían indicados en aquellos casos en los que los beneficios para el 

paciente superan los posibles riesgos (113). Pese a esto las diferentes guías publicadas 

aconsejan el uso de corticoides sistémicos en el tratamiento de agudizaciones graves, y 

también para exacerbaciones moderadas o leves en las que no hay respuesta a β-

antagonistas y se ha fracasado con otras opciones terapéuticas, además de aquellos 
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casos en los que el paciente estaba ya tratado con glucocorticoides orales o presenta 

antecedentes de crisis asmáticas que necesitaron administración de corticoides 

sistémicos con anterioridad (75).  

El régimen de tratamiento con corticosteroides sistémicos más extendido es el 

de prednisona o prednisolona por vía oral una o dos veces al día, generalmente 

durante cinco a diez días, que debe prescribirse lo antes posible, puesto que su efecto 

comienza a las 4-6 horas tras su administración. Existen publicaciones que indican que 

dos dosis únicas de dexametasona administradas de forma oral o intramuscular en 

pacientes que sufren exacerbaciones de asma grave puede ser una vía alternativa al 

tratamiento con prednisona/prednisolona durante 5 días, incluso en pacientes 

pediátricos (114). Esta disminución en el tiempo de tratamiento y de dosis necesaria se 

consigue por la mayor vida media de la dexametasona, aproximadamente el doble que 

la de la prednisona, y por su mayor efecto antiinflamatorio, que puede superar en 

cinco veces al de la prednisona (115). Sin embargo, la GEMA recomienda restringir su 

uso en las crisis graves o en las moderadas cuando no se obtiene mejoría con 

broncodilatadores, sobre todo en niños. 

1.8. Resistencia a los corticoides. 

Entre un 5 % y un 10 % de pacientes asmáticos no responde bien a la terapia 

con corticoides y agonistas beta-adrenérgicos (116), desarrollando un asma grave que 

requiere la administración de dosis elevadas de glucocorticoides con mínima mejoría 

de su enfermedad. La definición realizada por la GEMA de asma grave no controlada 

resistente a corticoides incluye aquellos casos que cursan con un FEV1 ≤ 75 % en los 
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que, tras el tratamiento con prednisona (40 mg/d durante dos semanas), no se 

produce una mejoría de al menos el 15 % en el FEV1. Además, establece un tipo de 

asma grave corticodependiente que se caracteriza por la necesidad de administración 

continua de glucocorticoides sistémicos. 

1.8.1. Contexto genético del paciente 

Según algunos estudios de perfiles de expresión génica, existe una 

predisposición genética a la resistencia a glucocorticoides. Hakonarson et al., 

proponen una serie de 11 genes en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 

con los que, según sus patrones de expresión, se puede predecir la respuesta clínica a 

la terapia con GC inhalados con una sensibilidad superior al 80%. Entre estos genes se 

encuentran el gen que codifica la subunidad de unión del ADN de NF-κB, STAT-4 y el 

gen IL-4-R (117). También se ha confirmado, mediante GWAS, la asociación de otros 

polimorfismos localizados en los genes PTGDR, PTGER2, MS4A2, PRPF19, AHNAK, 

FRMD6 (118), y BMPRIII (119) con el asma grave. Así mismo, polimorfismos localizados 

en el gen GLCCI1 (Glucocorticoid-induced transcript 1 gene) inducen decrementos 

substanciales en la respuesta a GC inhalados en pacientes con asma. Un polimorfismo 

encontrado en este gen, rs37973, puede reducir la apoptosis de linfocitos y eosinófilos 

mediada por GC, y, por tanto, provocar una menor respuesta clínica al tratamiento con 

GC inhalados (120). 

En el gen del receptor de glucocorticoides también se han descrito varios 

polimorfismos y mutaciones somáticas responsables de la pérdida de afinidad a 

dexametasona y la consiguiente resistencia al tratamiento en pacientes con leucemia 

linfoblástica aguda (30).  
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1.8.2. Fenotipos en el asma 

Se diferencian varios tipos de asma grave (Tabla 3). Entre ellos se encuentra el 

asma “clásica” o eosinofílica, en la que existe un predominio de eosinófilos. Por otra 

parte, hay un segundo tipo caracterizado por un aumento de los leucocitos neutrófilos 

en el esputo y las biopsias bronquiales (121), probablemente derivado de una 

activación persistente de la inmunidad innata, y que es el que se asocia a una peor 

respuesta a los GC inhalados (122). Como se ha comentado anteriormente, a 

diferencia de lo que ocurre con eosinófilos, los GC son incapaces de inducir apoptosis 

en los neutrófilos, lo que dota a la inflamación neutrofílica de resistencia ante el 

tratamiento con estos compuestos (123). Algunos autores afirman que en algunos 

casos, de desarrollo del fenotipo de asma “neutrofílica” puede deberse al propio 

tratamiento esteroideo, que produce apoptosis de los eosinófilos y neutrofilia. 

Además, se piensa que esta respuesta neutrofílica puede estar mediada por células 

Th17, estimuladas por IGF- e IL-6 (124), y productoras de IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22, 

que inducen inflamación de las vías respiratorias y estimulan la contractilidad del 

músculo estriado (125). Las citoquinas Th17, además, inducen proliferación de células 

musculares de las vías respiratorias mediante activación de la ruta ERK1/2 y de NF-κB 

(126). La IL-17 puede estar implicada también en la estimulación de la isoforma β del 

receptor de GC, que ejercería una acción inhibitoria frente a la isoforma α (127). Sin 

embargo, otros autores rechazan el papel de la isoforma β en la resistencia a 

glucocorticoides debido a que no se ha conseguido demostrar el aumento de la 

expresión de este GRβ en PBMC de los pacientes asmáticos corticorresistentes (63). 

Ather y col. establecen una conexión entre la producción de un reactante de fase 

aguda en procesos inflamatorios, la proteína sérica amiloide A (SAA), y una 
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estimulación de la producción de citoquinas Th17 por células T CD4+, que las hace 

resistentes a la apoptosis mediada por glucocorticoides, impidiendo la resolución del 

estado inflamatorio (128).  

Tabla 3: Características clínicas y biológicas de los fenotipos del asma grave del adulto. Modificado de 

(75). 

 Clínica función pulmonar Biomarcadores patogenia 

Asma alérgica Síntomas alérgicos 

IgE específica 
Citoquinas Th2 

Periostina 
Eosinófilos y neutrófilos esputo 

Asma eosinofílica 
Sinusitis 

Menos alergia 
EREA 

Corticorresistente 
IL-5 

Cistenil-leucotrienos 
Eosinófilos en sangre y esputo 

Asma y obesidad 
Más en mujeres 

Muchas síntomas 
Menos HRB 

Estrés oxidativo 

Asma neutrofílica 
Menor FEV1 

Mayor atrapamiento 

Neutrófilos en esputo 
Activación Th17 

IL-8 

EREA: enfermedad respiratoria exacerbada por el ácido acetilsalicílico. HRB: hiperreactividad bronquial 

Por otro lado, la gravedad del asma puede estar relacionada con la presencia de 

distintos fenotipos de mastocitos. Se han descrito mastocitos triptasa positivos, y 

mastocitos triptasa y quimasa postivos. Estos últimos están asociados con el asma 

grave y su activación contribuye a incrementar los niveles de prostaglandina D2 (PGD2). 

El asma grave se asocia con número más reducido de mastocitos totales, pero con una 

mayor proporción de mastocitos triptasa y quimasa positivos en la submucosa, 

mientras que en el asma no grave los más abundantes son los mastocitos solo 

positivos a triptasa (129).  
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1.8.3. Fallo en la afinidad de GR, en la translocación nuclear, y en su unión a GRE 

La actividad antiinflamatoria de los glucocorticoides está ligada al estado de 

fosforilación de su receptor. Existen varios residuos de Serina en el GR susceptibles de 

fosforilación, y los ciclos de fosforilación/desfosforilación regulan la translocación del 

receptor al núcleo celular y su actividad transcripcional. Así, mientras que la 

fosforilación en los sitios Ser203 y Ser211 por complejos Cdk2/Ciclina A cinasa se 

asocian con la activación del GR, la fosforilación por la cinasa c-Jun N-terminal (JNK) en 

Ser226 inhibe su actividad transcripcional y regula su exportación desde el núcleo 

celular al citoplasma. Se ha comprobado un aumento de los niveles de GR fosforilado 

en Ser226 en PBMC de pacientes con resistencia a corticoides, además de la 

disminución de los niveles de PP2A, una serina/treonina fosfatasa encargada de la 

desfosforilación del receptor de glucocorticoides en Ser226 (130). 

Sher y col., describen dos patrones anormales de unión a ligando en los GR de 

pacientes asmáticos corticorresistentes, denominados tipo 1 y tipo 2. El tipo 2 es muy 

poco común, afectaría a toda la población de células mononucleares, y está 

relacionado con una densidad reducida de GR pero que tienen una afinidad normal. El 

tipo 1 es el más común, está asociado con una afinidad de unión reducida del GR, 

siendo normal el número de receptores, y es específico de linfocitos T (131). En los 

linfocitos T de estos pacientes existe una sobreexpresión de interleucinas 

proinflamatorias, como IL-2 e IL-4, que estimulan la activación de p38 MAPK y  que se 

traduce en la fosforilación del GR y la reducción de su translocación al núcleo, y de su 

afinidad por los GRE (132). En los monocitos, la IL-13 mimetiza estos efectos. Las IL-2, 

IL-4 e IL-13 también se encuentran incrementadas en las biopsias bronquiales y en el 
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lavado broncoalveolar de los pacientes con asma resistente a esteroides (133). Otros 

autores sostienen que la respuesta más pobre a los corticoides se debe, más que a la 

sobreexpresión de IL-2/IL-4, a la menor inhibición de la liberación de citoquinas por 

parte de células mononucleares de sangre periférica. Se han encontrado diferencias 

significativas en IL-1B, IL8, MIP-1a e IL6, y menos obvias para IL-10, MCP-1 y RANTES 

(134).  

1.8.4. Incapacidad para inhibir mecanismos proinflamatorios 

Los glucocorticoides inducen la expresión de MAPK fosfatasa-1 (MKP-1), 

inhibidor de genes MAPK, y, además, reducen su degradación. En los macrófagos 

alveolares de los pacientes asmáticos que no responden a glucocorticoides existe una 

menor inducción de MKP-1 que en los pacientes respondedores a glucocorticoides y, 

como consecuencia, la MAPK p38 está más activada (70). La fosforilación de GR 

mediada por p38MAPK, y también por GSK3, provoca que la represión de NF-κB 

mediada por GC esté atenuada (43). Además, en las células mononucleares de sangre 

periférica de pacientes con asma grave existen niveles incrementados de p65 (RelA), 

IκB fosforilado (inactivo), y de IKKβ (cinasa de IkB). Esto conlleva a un exceso de NF-κB 

activo, que combate la acción antiinflamatoria de los glucocorticoide (135).  

Además de los cambios en la activación de NF-κB, en las células mononucleares 

de los pacientes resistentes a GC existe una inhibición defectuosa de AP-1 en respuesta 

a GC, debido a una sobreexpresión de AP-1 mediada por citoquinas Th2. La falta de 

supresión de la fosforilación de JNK, por falta de inhibición de la ruta MAPK conduce a 

la falta de supresión de  la fosforilación de c-Jun y c-Fos, que desemboca en una 

intensidad de interacción GR·AP1 disminuida (70). 
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1.8.5. Otras causas de resistencia a glucocorticoides. 

Otra característica de los pacientes con asma grave es que presentan una 

actividad reducida de las enzimas HAT (histona acetiltransferasa) y HDAC (histona 

desacetilasa), lo que reduce y trastorna la acción de la dexametasona sobre la 

expresión de marcadores proinflamatorios (136). Además, los niveles de expresión de 

ciclina D1 están aumentados, no se reducen con la terapia con corticoides y provocan 

una hiperplasia del músculo esquelético de las vías respiratorias (137). 

Por otro lado, se ha comprobado que las infecciones por rinovirus pueden 

inducir resistencia a corticoides en los pacientes asmáticos a través de la activación de 

IKK y JNK, y la consecuente potenciación de las vías de transmisión de señales 

mediadas por NF-κB (138), así como de la fosforilación del GR. 

1.9. El gen PTGDR y su importancia en las enfermedades alérgicas 

1.9.1. Prostaglandina D2 

Los mastocitos son células inmunológicas localizadas en mucosas y tejidos 

epiteliales, fundamentalmente en el tracto gastrointestinal, piel y epitelio respiratorio 

(139). En el comienzo de una reacción alérgica, la unión de complejos alérgeno-IgE a 

los receptores de membrana FcεRI de los mastocitos origina dos procesos importantes 

(Figura 17). Por un lado, provoca la liberación mediadores preformados de la respuesta 

alérgica como la histamina, triptasa, heparina, factores quimiotácticos de eosinófilos, 

neutrófilos y monocitos y factor activador de plaquetas, entre otros (140, 141); y, por 
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otro lado, se produce la generación y liberación de diversas citocinas, y de metabolitos 

del ácido araquidónico, entre ellos la prostaglandina D2 (PGD2) (142).  

 

Figura 17: Activación de mastocito por complejo IgE-alérgeno. Modificado de (143). 

La estimulación del mastocito provoca la activación de la fosfolipasa A2 (PLA2), 

que libera ácido araquidónico (AA) a partir de los fosfolípidos de membrana. Una vez 

en el citoplasma celular el AA da lugar a la síntesis de leucotrienos mediante su 

metabolización a través de lipooxigenasas, o a la síntesis de prostaglandinas y 

tromboxanos mediante su metabolización a través de ciclooxigenasas (COX). Todos 

estos metabolitos del AA son mediadores lipídicos con importantes acciones en los 

procesos inflamatorios y la respuesta inmunológica (144). 
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Se han descrito dos isoformas de enzimas ciclooxigenasas. La isoforma COX-1 se 

expresa en la mayoría de tipos celulares de forma constitutiva, mientras que la 

isoforma COX-2 es una enzima inducible que actúa en la respuesta temprana de la 

reacción inmune (145). Ambas metabolizan el AA mediante su acción ciclooxigenasa 

dando lugar a la prostaglandina G2 (PGG2), que rápidamente se transforma en 

prostaglandina H2 (PGH2) por la acción peroxidasa de las mismas enzimas. A partir de 

aquí, y por mediación de sintasas específicas, se producen toda una batería de 

prostaglandinas (PGD2, PGE2, PGF2), prostaciclinas (PGI2) y tromboxanos (TXA2, TXB2). 

En los mastocitos, el patrón de expresión de estas sintasas específicas hace que la 

prostaglandina D2 (PGD2) sea su metabolito más abundante (146). El mastocito, por 

tanto es el mayor productor de PGD2, aunque también es secretada por células 

dendríticas (147) y células Th2, fibroblastos (148), células musculares y células 

epiteliales. 

La prostaglandina D2 es una molécula de transmisión de señales biológicas que 

ejerce su acción en diferentes tipos celulares y tejidos, afectando a la regulación del 

flujo sanguíneo, al ciclo sueño-vigilia (149), a la capacidad de respuesta a la insulina 

(150), adrenalina y glucagón (151), al metabolismo óseo (152), al desarrollo sexual 

correcto en el feto (153), a procesos reproductivos (154), a la contracción muscular, o 

a la regulación de la respuesta inmune y los procesos inflamatorios (155). 

Se han identificado dos sintasas de PGD2, la sintasa tipo lipocalina, o L-PGDS, y 

la sintasa hematopoyética, o H-PGDS (Figura 18). La enzima L-PGDS se expresa en 

sistema nervioso central, corazón y tejido adiposo, mientras que H-PGDS se expresa en 
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tejidos periféricos y células inmunológicas, como mastocitos, macrófagos, células 

presentadoras de antígenos y algunos linfocitos de tipo Th2 (156).  

Posteriormente, mediante reacciones no enzimáticas de deshidratación, la 

PGD2 se transforman en ciclopentanonas, como son 15-Deoxy- Δ12,14-PGD2, Δ12-PGD2,  

PGJ2, Δ12-PGJ2, 15-deoxy-Δ12,14-PGJ2, (15d-PGJ2) (155,157). 

 

Figura 18: Biosíntesis de PGD2 y sus metabolitos. Modificado de (158). Debajo de cada metabolito se 

especifica el receptor al que se asocia.  

1.9.2. Receptores de la Prostaglandina D2 y su papel en el proceso inflamatorio 

La actuación de la PGD2 está mediada fundamentalmente por dos receptores 

transmembranarios específicos, PTGDR (también llamado DP o DP1) y CRTH2 (también 
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llamado DP2), ambos pertenecientes a la superfamilia de receptores asociados a 

proteínas G heterotriméricas (159). El receptor PTGDR se expresa en células del 

sistema inmune, como linfocitos Th1 y Th2, linfocitos B, células dendríticas, eosinófilos, 

basófilos y neutrófilos, pero también se expresa en plaquetas, células del sistema 

nervioso central, en células ciliadas y no ciliadas de los bronquiolos, y en células 

epiteliales alveolares de tipo I y de tipo II (160). Ejerce su acción asociándose con la 

proteína Gsα e incrementa la concentración celular de adenosín monofosfato cíclico 

(AMPc). CRTH2 se acopla con la proteína Giα y produce incremento del Ca2+ y descenso 

del AMPc (Figura 19), y su expresión se limita a eosinofilos, basófilos y linfocitos Th2 

(161, 162). A pesar de que ambos receptores coinciden en varios tipos celulares, 

PTGDR es menos abundante en los eosinófilos y basófilos que CRTH2 (163).  

 

 

Figura 19: Mecanismo de acción de los dos receptores de prostaglandina D2. AC: Adenilato ciclasa. 

Aunque de forma clásica se ha considerado únicamente un papel inductor de la 

PGD2 en procesos inflamatorios, existen estudios que evidencian que también podría 

realizar una función moduladora e incluso inhibitoria de la cascada inmunológica. 

Algunos autores ponen de manifiesto que esta acción dual de la PGD2 puede darse 
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dependiendo del receptor involucrado, aunque también existen estudios 

contradictorios en este aspecto (164). 

Por un lado, se constata una acción vasodilatadora y broncoconstrictora 

potente de la PGD2 en pacientes asmáticos por acción directa sobre sus receptores en 

las vías respiratorias, y, por acción indirecta, a través de la estimulación de la liberación 

de acetilcolina por los nervios parasimpáticos. También parece incrementar la 

respuesta broncoconstrictora a la histamina y la metacolina en asmáticos (165). Jandl y 

col. afirman que en estos pacientes se observa una inducción de la H-PGDS en el 

compartimento epitelial, de forma que los niveles de PGD2 en el lavado broncoalveolar 

(BAL) se correlacionan positivamente con la gravedad de la enfermedad. Además, 

atribuyen a la presencia de los dos tipos de receptores una acción proinflamatoria 

sobre los macrófagos y los monocitos, mediante la inducción de su migración y su 

interacción con los neutrófilos, propiciando su desplazamiento al pulmón y 

aumentando la supervivencia de estos últimos. De esta forma, tanto PTGDR como 

CRTH2 estarían involucrados en el empeoramiento de la hiperreactividad pulmonar 

(166).  

Luster y Tager describen que la PGD2, además de actuar directamente sobre las 

células endoteliales, epiteliales y musculares provocando vasodilatación, producción 

de moco y broncoconstricción, también induce la expresión de quimiocinas como 

CCL22 en las células epiteliales pulmonares a través del receptor PTGDR, lo que 

provoca el reclutamiento de células Th2 (167). Pettipher afirma, además, que la 

activación de PTGDR promueve la polarización de células Th0 a células Th2 a través de 

la inhibición de la producción de IL-12 en las células dendríticas, y que el CRTH2 media 
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el reclutamiento de estas células durante la fase tardía de la respuesta alérgica (168). 

En ratones PTGDR-/- con asma alérgica inducida por ovalbúmina (OVA) se observa una 

reducción de la inflamación y de la hipersensibilidad, sugiriendo que la PGD2 vía PTGDR 

actúa como mediador en la respuesta alérgica (169). 

Sin embargo, existen otros estudios que señalan que la acción proinflamatoria 

de la PGD2 se produce cuando se activa el receptor CRTH2, y que la activación del 

receptor PTGDR tiene efectos antiinflamatorios. Así, Xue y col. también describen una 

estimulación de la migración y la supervivencia de los neutrófilos en el asma grave por 

acción de la PGD2 mediante una inducción de la respuesta Th2, pero únicamente lo 

relacionan con la activación a través de los receptores CRTH2, descartando la 

implicación de PTGDR (170).  

Según Fajt y col., el asma grave se relaciona con una expresión incrementada 

de CRTH2, y este, a su vez, se relaciona con las exacerbaciones de la enfermedad, un 

peor control, la inflamación mediada por células Th2, y la aparición de una eosinofilia 

más intensa (171). Este receptor también aparece implicado en la infiltración 

eosinofílica en otras enfermedades como la esofagitis eosinofílica, puesto que los 

agonistas de CRTH2 generan el mismo efecto, y los antagonistas el contrario. El uso de 

agonistas de PTGDR como BW245C no incrementa el número de eosinófilos en el 

epitelio esofágico, lo que descartaría su participación en el proceso (172). Murata y col. 

apuntan que el agonista de PTGDR (BW245C) incrementa la resistencia transendotelial, 

lo que provocaría una disminución de la permeabilidad del endotelio (173). Según 

publican Kobayashi y col., la unión PGD2-PTGDR inhibe el aumento de la permeabilidad 

del endotelio vascular a través de la vía cAMP/PKA/Tiam1/Rac1 (174). 
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La administración intratraqueal de BW245 inhibe la migración de las células 

dendríticas a los nódulos linfáticos en el inicio de una respuesta alérgica pulmonar 

provocado por la exposición a OVA en experimentos realizados con ratones (175). Se 

ha demostrado también que el uso de este agonista de PTGDR reduce la inflamación 

cutánea en la dermatitis atópica interfiriendo en el equilibrio Th1/Th2, probablemente 

mediante el incremento de IL-10 (176). En la dermatitis o hipersensibilidad por 

contacto, los ratones deficientes para PTGDR muestran una respuesta cutánea más 

exacerbada y superior a la de los controles, mostrando un papel inhibitorio de la PGD2 

sobre la hipersensibilidad alérgica por contacto a través de este receptor. En estos 

ratones existen concentraciones mayores de IL-17 y IFN- junto con un incremento de 

quimiocinas, como RANTES (CCL5), IP-10 (CXCL10) y eotaxina (CCL11) (177).  

La unión de la PGD2 a PTGDR en la membrana del eosinófilo provoca, a través 

de su interacción con proteínas Gsα, un aumento del AMPc, que disminuye la 

activación de las células implicadas en la inflamación. Además, aunque la PGD2 

provoque quimiotaxis de eosinófilos, polimerización de la actina y expresión de CD11b 

en eosinófilos, este efecto no se reproduce con agonistas de PTGDR, como BW245C, ni 

se suprime con antagonistas, como BWA868C, por lo que debe ir vía otro receptor 

(178). Así, el balance entre la actividad inhibitoria o estimuladora de la inflamación de 

la PGD2 viene determinado por el equilibrio entre la actividad de los receptores PTGDR 

y CRTH2. En un estudio realizado en basófilos por Yoshimura y col, se demuestra que la 

utilización de agonistas de CRTH2 provoca un aumento de la concentración intracelular 

de Ca2+, mientras que el uso de agonistas de PTGDR provoca un efecto inhibitorio 

sobre la degranulación y migración de los basófilos (179). 
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Por último, también existen contradicciones sobre el papel que desempeñan 

los metabolitos derivados de la PGD2 en el desarrollo de la reacción inflamatoria. 

Algunos estudios defienden que el metabolito de la PGD2, la 15-Deoxy- Δ12,14-PGJ2 

(15d-PGJ2), actúa como un antiinflamatorio mediante su unión a PPARγ (Peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma), que tras su dimerización con RXR (Retinoid X 

receptor) inhibe la expresión de IL-1, IL-6, TNF-, y reduce la producción de especies 

reactivas del oxígeno (ROS) (180). Se define a este metabolito como un regulador de la 

intensidad de las reacciones inflamatorias que tiene potentes acciones 

antiinflamatorias por antagonizar las actividades de NF-KB, STAT3 y AP1 mediante la 

estimulación del factor de transcripción Nrf2, aunque estos efectos no necesariamente 

se producen a través de PPARγ. También puede inhibir la secreción de citocinas e 

inducir apoptosis en los linfocitos T (181).  

Sin embargo, en sentido contrario, se ha descrito que este mismo metabolito, 

15d-PGJ2, induce inflamación y apoptosis de los cardiomiocitos a través del receptor 

CRTH2 (182). Otro de los productos derivados de la PGD2, el 9α,11β-PGF2, induce 

broncoconstricción en los pacientes asmáticos, actuando con efecto vasodilatador, 

quimiotáctico de eosinófilos, basófilos y células Th2 a través del receptor CP2 o CRTH2 

(183, 184). Debido a que en los ensayos se utilizan concentraciones de 15d-PGJ2 

superiores (1-10 µM) a la fisiológica (60-100 nM), algunos autores ponen en duda 

estos ensayos argumentado que para que este metabolito inhiba la inflamación se 

tienen que utilizar concentraciones superiores a las que normalmente se producen 

(185). 
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1.9.3. Estructura del receptor PTGDR 

El receptor PTGDR está codificado por el gen PTGDR, localizado en el 

cromosoma 14, concretamente en la región 14q22.1 (Figura 20). Tiene un tamaño de 

359 aminoácidos, y una masa molecular de 40,27 kDa.  

 

Figura 20: Localización del gen PTGDR dentro del cromosoma 14. La flecha amarilla indica la posición 

del gen. 

Este receptor tiene siete dominios transmembranarios, con un segmento N-

terminal extracelular, y una terminación intracelular –COOH típica de los receptores 

acoplados a proteínas G tipo rodopsina (Figura 21). En los lazos extracelulares 1 y 2, 

(EL1 y EL2 en la figura 21) se encuentran dos residuos de Cys que forman un puente 

disulfuro esencial para la estabilización de la conformación del receptor (186). 

Aparecen tres secuencias consenso para la N-glicosilación en residuos de asparragina 

(Asn-X—Ser/Thr), uno en la región amino terminal y los otros en los lazos 

extracelulares 1 y 3, que ejercen un papel importante en el proceso de unión al 

ligando. También se han descrito seis residuos de serina y treonina, que conforman 

potenciales sitios de fosforilación, distribuidos en la porción citoplasmática de estos 

receptores. Estos residuos también son característicos de receptores tipo rodopsina, y 
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su fosforilación está relacionada con la capacidad de desensibilización de PTGDR 

(187,188). 

 

 

Figura 21: Ejemplo de estructura de receptor acoplado a proteína G con siete dominios 

transmembranarios. Modificado de (189). 

Como se ha comentado anteriormente, realizan su acción a través de su 

acoplamiento con proteínas G, que estimulan la adenilato ciclasa (AC), con resultado 

de una elevación de los niveles de AMPc, aunque no se observa una activación de la 

proteína cinasa A (PKA) (190). No se observa su asociación con el incremento de los 

niveles de inositol 1-4-5 trifosfato (191).  

Mediante la realización de estudios filogenéticos (Figura 22), se ha comprobado 

que existe un alto grado de similitud entre los receptores de los distintos prostanoides, 

a excepción de CRTH2, que aparece como el receptor evolutivamente más alejado del 

resto. Además, se ha comprobado que existe una homología del 88% entre los 
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receptores de prostaglandinas de seres humanos y ratones. En cuanto a la naturaleza 

del mecanismo de actuación, estos receptores se pueden dividir en dos grupos: 

aquellos que ponen en marcha cascadas de transmisión de señales a través del AMPc, 

y aquellos que lo hacen a través del aumento de los niveles de calcio (192).  

 

 

Figura 22: Árbol filogenético de los receptores de prostaglandinas en seres humanos (h) y ratón (m) 

(192).  

1.9.4. Estudios genéticos de asociación con las enfermedades alérgicas 

En diferentes estudios de ligamiento y asociación se han identificado 

numerosos marcadores genéticos ligados a patología alérgica en el cromosoma 14, 

fundamentalmente en la región 14q24 (193, 194).  Otra región en el cromosoma 14, la 

14q13-23, también se ha identificado como una posible candidata a albergar genes 
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relacionados con el incremento de IgE en suero total de pacientes asmáticos. Uno de 

estos marcadores, el D14S63, se encuentra muy próximo al gen PTGDR (195). Estudios 

transcriptómicos, también identifican a PTGDR, entre otros muchos, como uno de los 

posibles genes implicados en la apoptosis de eosinófilos, respuesta a alérgenos o 

interleucinas, y respuesta a corticosteroides inhalados (196). Ungvári y col. establecen 

una asociación de tres polimorfismos de PTGDR (rs17831682, rs17831675 y 

rs17125273) con los niveles de IgE y asma (118).  

En los últimos años, han sido varios los autores que han publicado estudios en 

los que relacionan la presencia de determinados polimorfismos en el promotor de 

PTGDR con la patología alérgica. Oguma y col. describieron tres polimorfismos en la 

región promotora de PTGDR, concretamente los sitios -549T>C, -441C>T y -197T>C. La 

presencia de cambios en dichas posiciones provoca modificaciones en la unión de 

factores de transcripción que aumentan la actividad promotora de PTGDR. Además, 

relacionaron los polimorfismos -549T>C y -441C>T con el fenotipo asmático (197).  

Posteriormente, Sanz y col. estudiaron la presencia de los polimorfismos             

-549T>C, -441C>T y -197T>C en una población caucásica española y corroboraron la 

asociación de -197T>C con la presencia de asma alérgico. Además, analizando las 

combinaciones haplotípicas en su población, establecieron una relación entre el 

haplotipo CCC y el asma (198). En un estudio posterior definieron por primera vez la 

asociación entre el polimorfismo -613C>T con pacientes alérgicos, y definieron el 

haplotipo CCCT CCCC (posiciones -613, -549, -441, -197) como más habitual en 

pacientes asmáticos que en controles (199). Pescador y col. relacionaron estos mismos 

haplotipos de PTGDR con la presencia de diferentes fenotipos de poliposis nasal, ya 
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fuera en solitario o en combinación con asma y con intolerancia a la aspirina (triada de 

la aspirina) (200). 

Grupos como el de Zhu y col, han establecido relación entre otros 

polimorfismos en la región promotora de PTGDR (-731A>G) y polimorfismos intrónicos 

(+6541C>T y +6651C>T) con el fenotipo asmático en poblaciones de Reino Unido y 

Dinamarca (201). 

Otro importante mecanismo para la regulación de la expresión génica son las 

modificaciones epigenéticas, como la metilación, que se asocia con una modificación 

de la estructura de la cromatina que altera el acceso de los factores de transcripción a 

sus sitios de unión (202).  El grupo de Isidoro-García y col., han descrito una situación 

de hipometilación del promotor de PTGDR en células B en un grupo de pacientes con 

asma (203), lo que se correlacionaría con un incremento en el nivel de expresión del 

receptor. 

Sin embargo, los estudios de asociación que relacionan la presencia de 

polimorfismos en PTGDR con la enfermedad alérgica han generado cierta controversia. 

Así, existen distintos trabajos en los que no se ha conseguido demostrar esta 

asociación en ciertos grupos étnicos como mexicanos, costarricenses o africanos (204), 

ni en la población china o australiana (205–207). Esto puede deberse a problemas con 

la definición de variables, la caracterización clínica de los grupos a estudio, a 

problemas técnicos o a que realmente existan diferencias étnicas.  
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1.10. El gen PTGDR y los corticoides. 

Está demostrado que el tratamiento con glucocorticoides modifica las acciones 

llevadas a cabo por la prostaglandina D2. Así, está publicado que los glucocorticoides 

suprimen la expresión de la enzima COX-2 en células inmunes (208), y que la 

dexametasona inhibe la inducción de COX-2 provocada por condiciones de hipoxia 

(209). También se ha descrito que reduce directamente la síntesis de PGD2 en los 

mastocitos mediante la inhibición de la fosfolipasa A1 (210,211). Además, ciertos 

metabolitos de la PGD2, como 15d-PGJ2, pueden interferir en la acción de los 

glucocorticoides modificando la actividad de su receptor (212). 

Aunque sí se ha comprobado la asociación entre algunos polimorfismos de 

PTGDR con la respuesta a antagonistas de leucotrienos (LTRA) (213), hasta donde 

hemos podido revisar no hemos encontrado publicaciones que demuestren una 

relación directa de la presencia de variaciones en la secuencia de PTGDR con la 

respuesta a glucocorticoides.  

Los datos obtenidos hasta el momento relacionan la actividad del receptor 

PTGDR con los procesos inflamatorios y las reacciones alérgicas. Además, existe 

evidencia de que la presencia de polimorfismos en su región promotora, así como 

distintas combinaciones haplotípicas y diplotípicas pueden asociarse con la aparición 

de la patología asmática y su gravedad. Sin embargo, hoy en día siguen existiendo 

datos contradictorios sobre el mecanismo de acción de este receptor y su función 

dentro de la enfermedad. 

Es necesario realizar estudios más amplios que permitan dilucidar el papel de 

PTGDR en el desarrollo y mantenimiento de la enfermedad inflamatoria y el asma, y 
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que permitan entender mejor el proceso. Además, puesto que los glucocorticoides 

constituyen la piedra angular en el tratamiento de estas patologías, sería interesante 

evaluar la relación del receptor PTGDR con la respuesta a glucocorticoides. 
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2. HIPÓTESIS 

Dentro del componente genético de la alergia respiratoria, se ha descrito la 

asociación existente entre los polimorfismos del receptor de la prostaglandina D2 

(PTGDR) y la respuesta inflamatoria mediada por alérgenos de las vías respiratorias. 

La hipótesis principal sobre la que se asienta este trabajo es que los niveles de 

expresión del gen PTGDR podrían estar relacionados con la presencia de variaciones en 

su secuencia promotora, que previamente ya han sido asociadas con las características 

clínico-biológicas de los pacientes con asma. 

Además, como hipótesis secundaria se postula que determinadas variantes 

génicas podrían condicionar la respuesta del gen PTGDR a la acción del tratamiento 

con corticoides, terapia base de las enfermedades respiratorias alérgicas, en particular 

el asma. La identificación y caracterización de los mecanismos implicados podría 

proporcionar importante información sobre las causas de la variación en la respuesta 

al tratamiento corticoideo que se observa en la práctica clínica. 
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3. OBJETIVOS 

1.  Desarrollar un sistema celular adecuado para el estudio del efecto del 

tratamiento corticoideo en la expresión del gen PTGDR. 

2.  Analizar las diferencias existentes en la actividad promotora del gen 

PTGDR y en su expresión génica en función de la presencia de distintas variantes 

polimórficas del mismo. 

3.  Estudiar el efecto del tratamiento con corticoides sobre la actividad 

promotora y la expresión génica de PTGDR en función de las variantes génicas objeto 

de estudio. 

4.  Identificar posibles sitios de unión de factores de transcripción en la región 

promotora de PTGDR afectados por la presencia de los polimorfismos. 

5.  Analizar el posible efecto diferencial de las variantes génicas descritas en la 

región promotora de PTGDR sobre la expresión de citocinas tras la acción de 

corticoides en el modelo celular.   

6.  Diseñar un modelo experimental múrido para el estudio del asma alérgica 

y analizar la expresión del gen PTGDR tras el tratamiento corticoideo en este modelo. 

7.  Comparación de los resultados de expresión génica de PTGDR entre ambos 

modelos experimentales. 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1. Técnicas de biología molecular 

4.1.1. Extracción de ADN genómico 

Las muestras de sangre periférica de los pacientes seleccionados portadores de 

las combinaciones haplotípicas adecuadas para este estudio se obtuvieron por punción 

venosa y se recogieron en tubos de vacío con anticoagulante EDTA. Almacenadas las 

muestras a -20ºC hasta su uso, la extracción final de ADN se realizó partir de 1 ml de 

sangre total, mediante el sistema automatizado MagNA Pure Compact (Roche Applied 

Science, IN, USA). Este equipo se basa en un sistema de partículas magnéticas que 

consta de las siguientes fases: 

- Lisis celular mediante Tritón X-100 y digestión proteica mediante tampón de 

lisis y proteinasa K. 

- Unión del ADN a la superficie de las partículas de vidrio magnéticas en 

solución de isopropanol. 

- Separación del complejo ADN-partícula magnética. 

- Eliminación de los restos celulares mediante varios lavados. 

- Separación del complejo ADN-partícula magnética. 

- Elución del ADN en 1 ml de Tris-EDTA. 

El mismo equipo se utilizó para la extracción de ADN genómico a partir de 

cultivo celular partiendo de una muestra de 1 millón de células resuspendidas en 100 

µl de PBS. 
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4.1.2. Discriminación alélica de CYP3A5 en cultivo celular 

La discriminación alélica de CYP3A5 en las células A549 se realizó mediante un 

análisis de alta resolución de fusión o “High Resolution Melt” (HRM) a través del 

análisis de las curvas de disociación o curvas melting. Este procedimiento se basa en la 

detección de pequeñas diferencias en las curvas melting, provocadas por el cambio de 

una base en la secuencia de DNA amplificada (Figura 23). La presencia de la base 

conservada o mutada en un polimorfismo concreto generará curvas melting 

diferentes, pudiendo distinguirse, además, la situación en homocigosis (sólo se 

generará una curva) o en heterocigosis (se generarán dos curvas). 

 

Figura 23: Discriminación alélica de CYP3A5. 

Para realizar el análisis, una vez obtenido el ADN de las células A549, se realizó 

un análisis de PCR a tiempo real empleando sondas FRET, en un equipo “LightCycler® 

480 System II” (Roche Applied Science, IN, EEUU) utilizando cebadores específicos y 

sondas adecuadas para las discriminaciones alélicas para el polimorfismo 6986A>Gen 

el gen CYP3A5.  
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4.1.3. Extracción de ARN de cultivo celular 

La obtención de ARN a partir de las células en cultivo se realizó utilizando el kit 

comercial RNeasy Plus Mini (Qiagen, Alemania). Este método se basa en la retención 

de todos los restos de ADN mediante el paso del lisado celular por una columna 

comercial, la precipitación del ARN utilizando etanol, y la eliminación de 

contaminantes mediante columnas específicas que retienen el ARN y lavados de la 

columna con soluciones específicas. De este modo se asegura la purificación todas las 

moléculas de ARN de más de 200 nucleótidos de longitud. 

En todos los casos se partió del lisado de las células cultivadas. Para 

conseguirlo, una vez retirado el medio de cultivo y tras un lavado de las células con 

PBS, se añadieron 350 µl de la solución de lisis específica del kit de extracción de ARN 

(“Buffer RLT”), a cada pocillo. Los lisados se mantuvieron a -80ºC hasta su 

procesamiento.  

El ARN final se eluyó en 30 µl de agua libre de ARNasas, y se mantuvo a -20ºC 

para su uso inmediato. Una vez terminado el análisis, las muestras de ARN se 

almacenaron a -80ºC. 

Las primeras muestras de ARN obtenidas durante la fase de experimentación 

fueron tratadas con ADNasa utilizando el reactivo Ambion® TURBO DNA-free™ 

Treatment and Removal Reagents (Ambion, Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU). Así, 

se eliminó el ADN añadiendo 2,9 µl de 10x TURBO DNase Buffer y 1 µl de la enzima 

TURBO DNase, e incubando 20-30 minutos a 37ºC. Pasado este tiempo se paró la 

reacción con 3 µl de resina de inactivación durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

Por último, se centrifugó y se transfirió el ARN a un tubo limpio.  
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Este método provocaba una ligera dilución del ARN, por lo que, para evitarlo, y 

para evitar la manipulación de esta muestra tan delicada, se optó por continuar el 

tratamiento con ADNasa utilizando RNase-Free DNase Set (Qiagen, Alemania). Esta 

nueva fórmula permitió tratar las muestras directamente en la columna de purificación 

del ARN, antes de la elución. 

La calidad del ARN obtenido se midió con el bioanalizador 2100 Bioanalyzer 

(Agilent Technologies, CA, EEUU), que proporciona un análisis de la integridad del ARN 

(RNA Integrity Number, RIN). Las muestras analizadas obtuvieron una calificación de 

10, que se corresponde con una calidad muy buena ya que se considera que un ARN 

tiene buena calidad a partir de un RIN de 7.  

4.1.4. Extracción de ARN de tejido pulmonar de ratón 

Para la obtención del ARN a partir del tejido pulmonar de ratón se utilizó el 

reactivo TRI Reagent® Solution (Ambion, Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU). Esta 

solución permite el aislamiento simultáneo de ARN, ADN y proteínas, pero en este 

caso sólo se utilizó para aislar ARN. 

Las muestras obtenidas en la necropsia de los ratones tras los ensayos agudo y 

crónico de asma alérgica, se mantuvieron en un eppendorf a -80ºC hasta su 

procesamiento para la extracción de ARN. El tejido congelado se machacó con ayuda 

de un pistilo hasta reducirlo a polvo dentro de un eppendorf, manteniéndolo en hielo 

seco. Se añadió 1 ml de reactivo TRI Reagent® Solution para la homogenización del 

tejido. Este compuesto combina fenol y tiocianato de guanidina, que inhibe la 

actividad de la ARNasa. El homogeneizado se incubó durante 5 minutos a temperatura 
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ambiente y se añadieron 200 µl de cloroformo, que provocó la separación del 

homogeneizado en una fase acuosa (ARN) y una fase orgánica (proteínas), quedando el 

DNA en la interfase. Se agitó vigorosamente y se incubó durante 5 minutos de nuevo a 

temperatura ambiente. A continuación se centrifugó la muestra durante 15 minutos, a 

12000 x g, y a 4ºC. La fase acuosa con el ARN se recogió en un tubo limpio y se le 

añadieron 500 µl de isopropanol para la precipitación del ARN. Tras una incubación de 

10 minutos, la muestra se centrifugó 12000 x g, 4ºC, durante 8 minutos, y se lavó el 

pellet generado con 500-1000 µl de etanol 70%. Finalmente, tras una nueva 

centrifugación a 7500 x g durante 5 minutos a 4ºC, el pellet generado se dejó secar y 

se resuspendió en 30 µl de agua libre de nucleasas. 

Las muestras de ARN obtenidas se mantuvieron a -80ºC hasta su utilización. 

4.1.5. Síntesis de ADN complementario (ADNc) 

La conversión de ARN a ADNc se realizó utilizando el sistema SuperscriptTM III 

First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, MA, 

EEUU), que detecta moléculas de ARN de tamaño comprendido entre 100 pb y 12 kb, y 

puede retrotranscribir desde 1 pg hasta 50 µg de RNA. La retrotranscriptasa 

SuperScriptTM III es capaz de sintetizar ADNc en un rango de temperatura de 42-55ºC, y 

debido a que no se inhibe por la presencia de ARN ribosomal ni transferente, puede 

usarse en muestras de ARN total.  

En las reacciones de retrotranscripción se utilizaron como cebadores 

hexámeros compuestos por una mezcla de hexanucleótidos al azar, que permiten 

retrotranscribir simultáneamente tanto ARNm como ARNr. Se partió de 1 µg de ARN 
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total, en un volumen máximo de 8 µl. En aquellas muestras en las que, por su menor 

concentración inicial, se superaba este volumen, la cantidad de ARN de partida fue la 

correspondiente a este volumen máximo, teniéndolo en cuenta en los pasos 

posteriores.  

Siguiendo las indicaciones del fabricante, en primer lugar de desnaturalizó el 

ARN, junto con la mezcla de hexámeros y dNTP, sometiéndolo a una temperatura de 

65ºC durante 5 minutos. Seguidamente, se añadió la mezcla de síntesis de ADNc 

compuesta por Buffer 10x para RT, 25 mM de MgCl2, 0,1 M de DTT,  RNase OUTTM y 1 

µl de enzima SuperScriptTM III (200 U/µl). Se incubó la mezcla final durante 50 minutos 

a 50ºC para permitir la síntesis de ADNc, y otros 5 minutos a 85ºC para terminar la 

reacción. Finalmente, se eliminaron las hebras de ARN mediante incubación de 20 

minutos a 37ºC con 1 µl de RNase H (2 U/µl). El ADNc obtenido, en un volumen final de 

21 µl, se guardó a -20ºC hasta su utilización. 

Se asumió la retrotranscripción completa del total de ARN añadido a la 

reacción, por lo que la concentración final de ADNc se calculó dividiendo la cantidad 

total de ARN entre el volumen final de la reacción de retrotranscripción (214). 

 

                           
                     

     
 

4.1.6. Control de calidad de los ácidos nucleicos extraídos 

Se utilizó un espectofotómetro NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, 

MA, EEUU). Para el ADN, tanto genómico como plasmídico, se considera una buena 
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calidad cuando la ratio 260/280, que indica la ausencia de proteína, se sitúa en torno a 

1,8. En el caso del ARN, la ratio 260/280 debe estar en torno a 2. 

Además, la ratio 260/230 debe estar entre 2,0-2,2, que nos indicaría que no 

existe contaminación con soluciones fenólicas que puedan alterar la eficacia de los 

ensayos posteriores (215). 

4.1.7. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La amplificación de ADN mediante PCR se realizó usando un termociclador 

modelo Primus 25 de MWG-BIOTECH (Biotech, Alemania), o bien un termociclador 

Multi Gene Opti Max de LABNET INC (Labnet, NJ, EEUU). La reacción de amplificación 

se realizó utilizando los cebadores específicos que se muestran en la tabla 4, en un 

volumen final de 25 µl. Para cada reacción se añadieron 12,5 µl de PCR Master Mix 

(Promega, WI, EEUU), 8,5 µl de agua libre de nucleasas, 100-200 ng de ADN y 600 nM 

de cada cebador (sentido y antisentido). 

Tabla 4: Programa de amplificación por PCR utilizado. 

Programa Temperatura Tiempo  

Desnaturalización 95ºC 5 min  

Amplificación    

 Desnaturalización 95ºC 1 min 

35 ciclos  Anillamiento Temperatura específica 1 min 

 Polimerización 72ºC 1 min 

Polimerización 72ºC 3 min  

*La temperatura idónea de anillamiento se calculó específicamente para cada pareja de cebadores. 
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4.1.8. Electroforesis en gel de agarosa 

Tras la realización de la PCR, se comprobó, tanto el correcto funcionamiento de 

la amplificación, como el tamaño adecuado de los fragmentos generados, mediante la 

realización de electroforesis en geles de agarosa. Para la realización de los geles se 

empleó agarosa Biotools Mb (Biotools B&M Labs, España) al 1%, utilizando para ello 

tampón TBE 10x (Promega, WI, EEUU), compuesto por 890 mM de Tris-borato, 890 

mM de ácido bórico y 20 mM de EDTA a pH 8,2-8,4, disuelto al 0,5x con agua destilada. 

Para la tinción de los ácidos nucleicos se utilizó RedSafe™ Nucleic Acid Staining 

Solution [20.000x] (iNtRON Biotechnology, Korea), un agente intercalante que emite 

fluorescencia a 537 nm al ser iluminado con luz ultravioleta, añadiendo 3 µl por cada 

100 ml de gel de agarosa, antes de la solidificación del mismo.  

En cada gel se cargó el marcador de peso molecular DNA Molecular Weight 

Marker VIII (Roche Applied Science, Alemania), para comprobar el tamaño de los 

fragmentos (Figura 24). Se utilizó un volumen de 5 µl de cada muestra de PCR junto 

con 1 µl de tampón de carga DNA Loading Buffer 6x (Lonza, Suiza). 

 

Figura 24: Marcador de peso molecular Marker VIII (Gel de agarosa 2%). Al lado de cada banda se 

indica el número de pares de bases (pb) al que corresponde. 
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Todas las electroforesis se realizaron aplicando una corriente de 120 voltios 

durante 20-30 minutos, pudiendo alargarse el tiempo en función de la correcta 

separación de los fragmentos de ADN. Se utilizó el transiluminador de luz ultravioleta 

VisiDoc-It™ Imaging System (Uplant, CA, EEUU) para el análisis de los resultados de 

cada electroforesis. 

4.1.9. Purificación de los fragmentos amplificados por PCR 

Antes de llevar a cabo la secuenciación de los fragmentos amplificados por PCR, 

fue necesario eliminar los restos de nucleótidos y cebadores no incorporados, ya que 

podrían interferir en la secuenciación y el análisis de polimorfismos. Con este fin, se 

trataron las muestras post-PCR utilizando el método ExoSAP-IT (USB, OH, EEUU), 

basado en la acción conjunta de dos enzimas. La Exonucleasa I (ExoI) se encarga de 

eliminar los restos de cebadores, mientras que la Fosfatasa Alcalina (SAP) de camarón 

boreal degrada los dNTP que no han sido consumidos en la reacción.  

 

Figura 25: Mecanismo de acción del método ExoSAP-IT. Modificado de (216). 

Es un procedimiento rápido, que requiere una incubación durante 15 minutos a 

37ºC, en la que ejercen su acción la ExoI y la SAP de limpieza del producto de PCR, y 
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otra posterior de 15 minutos a 80ºC, donde se inactivan las enzimas del ExoSAP-IT 

(Figura 25). 

Para cada muestra, se utilizaron 4 µl de PCR a los que se les añadió 1 µl de 

ExoSAP-IT, resultado un volumen final de muestra purificada de 5 µl. El programa de 

purificación se llevó a cabo usando un termociclador MWG-BIOTECH (Biotech, 

Alemania). 

4.1.10. Secuenciación automática de ADN 

Se partió de dos tipos de muestras. Por un lado, para el análisis de los 

polimorfismos del promotor del gen PTGDR en muestras procedentes de sangre de  

pacientes y muestras procedentes de cultivo celular, se utilizaron los productos 

amplificados por PCR a partir de ADN genómico. Por otro lado, para la comprobación 

de los vectores de clonación, se emplearon directamente los plásmidos purificados 

mediante MaxiPrep. En ambos casos, la secuenciación de ADN se llevó a cabo en un 

secuenciador automático ABI PRISM 377 ADN Sequencer (Thermo Fisher Scientific, 

MA, EEUU). 

En las dos situaciones se utilizaron los cebadores específicos correspondientes 

(Tabla 6), así como terminadores marcados con cromóforos fluorescentes y la enzima 

Taq polimerasa (Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU), siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  

En el primero de los casos, los 5 µl de muestra de PCR purificada resultante del 

tratamiento con ExoSAP-IT se prepararon añadiendo 3 µl de cebador a una 

concentración de 1 µM. 
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En el segundo de los casos, los vectores de clonación se diluyeron en agua libre 

de nucleasas hasta una concentración de 80-120 ng/µl. En la reacción para la 

secuenciación se utilizaron 400-600 ng total de plásmido y los cebadores universales 

M13. 

4.1.11. PCR a tiempo real o PCR cuantitativa (qPCR) 

El ADNc obtenido a partir de la retrotranscripción de ARN se amplificó 

mediante PCR a tiempo real en un equipo LightCycler® 480 System II (Roche Applied 

Science, IN, EEUU), utilizando como fluoróforo SYBR Green I. 

Cada reacción de amplificación se elaboró con 20 ng de ADNc, 7,5 µl de Master 

Mix SYBR Green I 2X (Roche Applied Science, IN, EEUU), los correspondientes 

cebadores a una concentración final de 400 nM, y agua libre de nucleasas hasta un 

volumen final de 15 µl totales. Además, cada situación experimental se analizó por 

triplicado, en pocillos independientes. 

El programa de amplificación utilizado se describe en la tabla 5. 

Tabla 5: Programa de amplificación en los ensayos de PCR a tiempo real. 

Programa Temperatura Tiempo Rampa Tª 

Activación Taq Polimerasa 95ºC 10 min 4,4ºC/seg  

Amplificación     

 Desnaturalización 95ºC 10 seg 4,4ºC/seg 

45 ciclos  Anillamiento 60ºC 10 seg 2,2ºC/seg 

 Polimerización 72ºC 10 seg 4,4ºC/seg 

Melting curve 97ºC  0,11ºC/seg  

Enfriamiento 40ºC 30 seg 2,2ºC/seg  
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 Método de cuantificación. 

Para el análisis de la expresión se utilizó un método de cuantificación relativa, 

el método ΔΔCT (comparación de CT), que nos permitió cuantificar diferencias en la 

expresión de los genes problema entre las diferentes muestras. Se siguieron las 

directrices publicadas en el manual “Guide to Performing Relative Quantitation of 

Gene Expression Using Real-Time Quantitative PCR” (214). 

El método ΔΔCT se basa en la comparación del ciclo umbral CT (Threshold Cycle, 

ciclo de amplificación en el que se supera la línea base) de la muestra problema, 

primero frente a un gen de referencia o control endógeno, y, posteriormente, frente a 

una muestra que actúa como condición basal del ensayo. El gen de referencia o control 

endógeno permite normalizar la cuantificación de la expresión de los genes diana y 

evitar, así, las desviaciones que pueden provocar pequeñas variaciones en la cantidad 

total de ácido nucleico añadido a cada reacción. En nuestro caso, se seleccionó como 

gen de referencia el gen constitutivo GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa), ampliamente avalado en la bibliografía.  

De cada una de las muestras se realizaron tres replicados idénticos, es decir, 

cada una de las mezclas de reacción se amplificó en tres pocillos distintos, a fin de 

monitorear la precisión de la amplificación. Para el cálculo del ΔΔCT se utilizaron las 

medias de los valores de CT de estos tres replicados, verificando que la desviación 

estándar no fuera superior a 0,3, y eliminando aquellos triplicados que se desviaron 

demasiado. 

En primer lugar se calculó el ΔCT según la fórmula: 
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ΔCT = CT gen problema - CT gen de referencia 

El cálculo del ΔCT debe realizarse partiendo de la misma muestra, en la que 

medimos la expresión de los dos genes.  

Una vez calculado el ΔCT, se calculó el ΔΔCT según la fórmula: 

ΔΔCT = ΔCT muestra problema - ΔCT muestra basal 

En los ensayos de expresión, la muestra problema fue aquella que provenía de 

células tratadas con dexametasona, y la muestra basal la que se obtuvo de células 

tratadas con el vehículo del corticoide (etanol), en el mismo punto temporal.  

El dato final de expresión relativa de nuestra muestra problema se calculó de 

acuerdo con la fórmula: 

Expresión relativa = 2-ΔΔCT 

4.1.12. Diseño, síntesis y cálculo de la eficiencia de los cebadores 

A excepción de los cebadores destinados a la detección de Mycoplasma en 

cultivos celulares y los cebadores para la secuenciación del inserto clonado en los 

vectores de transfección, el resto de los cebadores que se han utilizado, tanto en PCR 

convencional como en PCR cuantitativa, fueron diseñados por nuestro grupo (Tabla 6). 

Se utilizaron los software “Primer3”, “Universal Probe Library Assay Design Center” y 

“Beacon Designer”, para su diseño y para la comprobación de sus temperaturas de 

anillamiento, la cantidad de bases GC y la ausencia de estructuras secundarias que 

pudieran interferir en su estabilidad. 
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Tabla 6: Secuencias de los cebadores utilizados en los diferentes ensayos. 

 Objetivo Primer Secuencia 5’3’ 
P

C
R

 
co

n
ve

n
ci

o
n

al
 

Detección 
Mycoplasma en cultivo 

celular 

Mico1 
Forward 

GGCGAATGGGTGAGTAACACG 

Mico2 
Reverse 

CGGATAACGCTTGCGACTATG 

Amplificación inserto 
de promotor de PTGDR 

añadiendo dianas 
XhoI/BglII 

PTGDR-XhoI 
Forward 

CTCGAGCTCAGTTTCCTCGCCTATGC 

PTGDR-BglII 
Reverse 

AGATCTGAGTGAAGGCTGCGGAAGG 

Se
cu

e
n

ci
ac

ió
n

 

Secuenciación 
promotor PTGDR 

humano 

PTGDR 
Forward 

CTCAGT TTCCTCGCCTATGC 

PTGDR 
Reverse 

GAGTGAAGGCTGCGGAAGGG 

Comprobación inserto 
en vector 

M13 Forward 
(Universal) 

TGTAAAACGACGGCCAGT 

M13 Reverse 
(Universal) 

AACAGCTATGACCATG 

P
C

R
 c

u
an

ti
ta

ti
va

 

Expresión GAPDH 
humano 

GAPDH 
Forward 

CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC 

GAPDH 
Reverse 

ACGACCAAATCCGTTGACTC 

Expresión GAPDH 
ratón 

GAPDH ratón 
Forward 

CGACTTCAACAGCAACTCCCACTCTTCC 

GAPDH ratón 
Reverse 

TGGGTGGTCCAGGGTTTCTTACTCCTT 

Expresión PTGDR 
humano 

PTGDR qPCR 
Forward 

GGCATGAGGCCTAAAAATGAG 

PTGDR qPCR 
Reverse 

CCTTGACATCCTTAAATGCTCC 

Expresión PTGDR 
ratón 

PTGDR ratón 
Forward 

GACGGTCACCGACTTGCTGG 

PTGDR ratón 
Reverse 

AGCCCAAAGAAGGACATCAGGAA 

Expresión CYP3A5 

CYP3A5 Forward TGGACTTTTTAAGAGACTGGGAAT 

CYP3A5 Reverse TCAAATTTCCAGAGACCCTGA 

 

Se diseñaron a partir de las secuencias de sus genes específicos depositadas en 

la base de datos “USCS Genome Browser” (http://genome.ucsc-edu/). La especificidad 

se comprobó mediante la realización de alineamientos frente a la totalidad del 

genoma humano a través del programa “BLAST”, de la plataforma NCBI 

http://genome.ucsc-edu/
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(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). De esta forma se comprobó que únicamente 

amplificaban la región génica de interés. 

Todos los cebadores fueron suministrados por Roche Applied Science (España), 

en forma de liofilizado, y reconstituidos con agua libre de endonucleasas y 

almacenados a -20ºC.  

A través del cálculo de la pendiente en fase logarítmica en una qPCR se 

comprobó que la eficiencia de los cebadores estaba comprendida entre 90-100%, 

según la fórmula:  

Eficiencia = (10(-1/pendiente) -1) x 100 

Para el análisis de la eficiencia se utilizaron diluciones seriadas de una muestra 

de ADNc de células cultivadas sin ningún tratamiento, con un rango de 

concentraciones entre 100 ng/µl y 0,39 ng/µl (Figura 26). 

 

 

Figura 26: Ejemplo de curva para el cálculo de eficiencia para los cebadores de GAPDH humano 
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4.1.13. Estudio in silico de las variantes polimórficas del promotor de PTGDR 

En este abordaje in silico se utilizaron dos algoritmos informáticos distintos 

para establecer posibles diferencias entre las variantes del promotor del gen PTGDR en 

base a los cambios polimórficos -613C>T, -549T>C, -441C>T y -197T>C.  Estos dos 

programas informáticos fueron MatInsprector (Genomatix Software GmbH) 

(www.genomatix.de) y Transfac (Biobase) (http://www.gene-regulation.com/). Ambos 

programas emplean distintos algoritmos, mediante los cuales proponen una serie de 

factores de transcripción candidatos a interaccionar con la secuencia introducida. En 

este estudio fueron evaluadas tanto las posiciones conservadas como los 

polimorfismos con el fin de comparar los resultados obtenidos en los análisis. 

4.2. Modelo celular 

4.2.1. Selección de polimorfismos y generación de los insertos para clonación  

El objetivo que se planteó en el diseño del modelo experimental fue reproducir 

una situación que se aproximara lo máximo posible al contexto genético de los 

pacientes que presentan asma (198, 199). Para ello, se seleccionaron las cuatro 

combinaciones haplotípicas de la región promotora del gen PTGDR que con más 

frecuencia aparecen en estos pacientes. Los polimorfismos implicados en estas 

combinaciones son los siguientes: -613C>T, -549T>C, -441C>T y -197T>C, y sus 

números de referencia se indican en la tabla 7. 
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Tabla 7: Números de referencia (rs) de los polimorfismos de PTGDR a estudio. 

Polimorfismo PTGDR rs 

-613C>T 34236606 

-549T>C 8004654 

-441C>T 803010 

-197T>C 11157907 

 

Se seleccionaron cuatro pacientes que acudieron al Servicio de Inmunoalergia 

del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca y que eran portadores de las 

combinaciones haplotípicas de interés en homocigosis en el promotor de PTGDR: 

CTCT, CCCT, TCCT y CCCC (posiciones respectivas -613, -549, -441 y -197). En todos los 

casos se siguieron las normas legales para Estudios Clínicos en España y las del Comité 

de Ética del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca, previa firma del 

consentimiento informado por todos los participantes en el estudio.  

Mediante la realización de técnicas de PCR (reacción en cadena de la 

polimerasa), utilizando cebadores específicos (Tabla 6), se generó un amplicón de 653 

pares de bases del promotor de PTGDR que contenía las cuatro posiciones polimórficas 

seleccionadas (Figura 27). Además, se añadieron las secuencias de reconocimiento (o 

dianas) de las enzimas de restricción XhoI y BglII en los extremos del amplicón, para 

facilitar su inserción en distintos vectores. Los fragmentos amplificados se 

secuenciaron para comprobar que el resto de la secuencia presentaba una 

conformación de tipo silvestre (wild type).  
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Figura 27: Secuencia del amplicón de PTGDR utilizado para la creación de los vectores específicos. En 

color rojo subrayado se marcan las dianas utilizadas en la clonación. En color rojo sin subrayar se marcan 

los polimorfismos a estudio. 

4.2.2. Plásmidos 

 Vectores utilizados en los ensayos de transfección 

En los ensayos de transfección celular se utilizaron diversos vectores. En 

algunos casos fue necesario realizar modificaciones sobre plásmidos comerciales, a fin 

de satisfacer nuestros requisitos experimentales. Se detallan a continuación: 

Vector pSC-A-amp/kan 

Mediante el sistema StratacloneTM PCR Cloning kit (Stratagene, Agilent 

Technologies, CA, EEUU), se utilizó el vector pSC-A-amp/kan (Figura 28) para clonar los 

fragmentos resultantes de la amplificación por PCR que portaban las cuatro variantes 
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de la secuencia promotora de PTGDR. Este método de clonación se basa en la unión 

del residuo de adenina libre en el extremo 3’ del producto de PCR generado por la Taq 

polimerasa, con los residuos de uracilo libres del vector pSC-A-amp/kan linearizado. 

 

Figura 28: Esquema del vector pSC-A-amp/kan, utilizado para la clonación de los productos de PCR. 

Vector pGL3-Basic y modificaciones 

El vector pGL3-Basic (Promega, WI, EEUU) contiene el gen reportero de la 

luciferasa (luc+) de luciérnaga (Photinus pyralis), precedido de un sitio de clonaje 

múltiple donde se pueden insertar secuencias potencialmente moduladoras de la 

transcripción génica, tales como promotores, potenciadores (enhancers), etc. De esta 

forma, la actividad luciferasa estará regulada por la secuencia promotora insertada en 

sentido 5’ del inicio del gen (Figura 29). 

En este estudio se utilizó el vector pGL3-Basic para subclonar los insertos 

introducidos en pSC-A-amp/kan, correspondientes a las secuencias de cuatro variantes 

polimórficas del promotor de PTGDR. Estos insertos de 653 pares de bases se clonaron 

utilizando las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restricción XhoI y BglII 

(Roche Applied Science, Alemania), introducidos mediante cebadores específicos 
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durante en la PCR. De esta forma, se obtuvieron cuatro vectores portadores el gen 

reportero de la luciferasa (luc+), controlado por las cuatro secuencias a estudio.  

 

 

Figura 29: Vector pGL3-Basic y modificaciones. a) Esquema del vector pGL3-Basic. b) Clonación de las 

secuencias polimórficas del promotor de PTGDR en el vector pGL3-basic. 

Vector pRL-SV40 

El vector pRL-SV40 (Promega, WI, EEUU) codifica el gen de la luciferasa Renilla 

(Renilla reniformis) bajo el control del promotor de expresión fuerte SV40, que le 

confiere un elevado nivel de expresión (Figura 30). Este vector se utilizó en la 

estandarización de la señal de luciferasa de luciérnaga (vector pGL3-Basic), realizando 

co-transfecciones de ambos vectores para reducir la variación inter- e intra-ensayo. 
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Estas variaciones pueden provenir de pequeñas alteraciones en el número de células 

sembradas, de diferencias en la eficiencia del proceso de transfección o de fallos en los 

procedimientos de medida. La señal proporcionada por la luciferasa Renilla se 

correlaciona de forma lineal con la expresión de la luciferasa de luciérnaga, por lo que 

se utilizó como control interno de cada experimento.  

 

Figura 30: Esquema del vector pRL-SV40. 

Vectores de expresión con PTGDR 

Se partió del vector RC208087 (OriGene, MD, EEUU), que contiene y expresa la 

secuencia codificante del gen PTGDR (NM_000953) insertado en un vector pCMV6-

entry. Es un vector de expresión en mamíferos, con un tamaño total de 5.9 kb, y con el 

promotor de Citomegalovirus (CMV) que permite la expresión constitutiva de PTGDR. 

El promotor SV40 permite la expresión del gen de resistencia a Kanamicina/Neomicina,  

como marcador de selección.  

Se sustituyó el promotor constitutivo de CMV por la secuencia del promotor de 

PTGDR con las distintas combinaciones polimórficas, partiendo de los vectores 

generados del mismo modo con pGL3-Basic, utilizando las dianas de las enzimas de 
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restricción XhoI y BglII que flanquean estas secuencias. Así, se obtuvieron cuatro 

vectores distintos, cada uno de ellos con un inserto de 653 pares de bases, portadores 

de una de las cuatro variantes haplotípicas del promotor de PTGDR: CTCT, CCCC, CCCT 

o TCCT (-653, -549, -441, -197). En estos vectores, por tanto, se consigue que la 

expresión del gen PTGDR esté bajo el control de las secuencias promotoras de interés 

(Figura 31). 

 

Figura 31: Construcción de vectores de expresión de PTGDR. a) Esquema del vector de partida 

RC208087, b) Eliminación del promotor fuerte de CMV, c) Clonación de las secuencias polimórficas del 

promotor de PTGDR. 
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Vector pCMV-XL5 

El vector pCMV-XL5 contiene el promotor de CMV pero no presenta ningún gen 

asociado (Figura 32). Se utilizó como control negativo de transfección en los ensayos 

de sobreexpresión de PTGDR, ya que se trata del vector de base del anteriormente 

especificado RC208087. Este tipo de “vector vacío” es el más adecuado para 

comprobar si la mera presencia del esqueleto plasmídico en la célula modifica su 

patrón de expresión génica. 

Vector pUC18 

El vector pUC18 es un plásmido de alto número de copias, que en este trabajo 

únicamente se utilizó como vector inocuo, a fin de estandarizar la cantidad de ADN 

transfectada en todas las condiciones experimentales (Figura 32). 

 

 

Figura 32: Esquemas de los vectores pCMV6-XL5 y pUC18. 
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4.2.3. Obtención de ADN plasmídico 

 Transformación bacteriana 

La transformación bacteriana con los plásmidos de interés se llevó a cabo sobre 

células competentes SoloPack Gold (Stratagene, Agilent Technologies, CA, EEUU), que 

cuentan con una elevada eficiencia de transformación (≥10x108 cfu/µg pUC18). Cada 

alícuota de células se transformó con 20-50 ng del ADN plasmídico mediante choque 

térmico. Para ello, tras incubar en hielo 30 minutos la mezcla de células y ADN 

plasmídico, se las sometió a un pulso de calor, a 42ºC durante 60 segundos. Tras esto, 

se mantuvo a las células en hielo durante 2 minutos y, tras añadir 175 µl de medio LB, 

se incubaron durante 1 hora a 37ºC. Finalmente, se plaqueó la mezcla de 

transformación en placas de LB con el antibiótico adecuado y se dejó incubando a 37ºC 

hasta el día siguiente.  

Una vez se obtuvieron las colonias transformadas, se tomó una colonia única 

con el extremo de un palillo estéril y se inoculó en 3-5 ml de medio LB con antibiótico, 

que se incubó a 37ºC en agitación. De esta manera, se dispone del cultivo preparado 

para la purificación del plásmido o para elaborar los stocks correspondientes. 

 Purificación de plásmidos mediante Maxi-Preps 

Para obtener grandes cantidades de ADN plasmídico, se utilizó el kit comercial 

QIAGEN Plasmid Maxi kits (Qiagen, Alemania). Como indica el protocolo comercial, se 

partió de 200 µl de un cultivo líquido de bacterias transformadas con el plásmido de 

interés, que se inocularon en 100 ml de medio selectivo LB para aumentar la cantidad 

de plásmido final. El método se basa en la lisis alcalina del cultivo bacteriano y la 
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posterior selección del ADN plasmídico mediante columnas de intercambio aniónico, 

bajo condiciones idóneas de pH y escasa salinidad. Posteriormente, se eliminaron 

todos los restos de ARN, proteínas, metabolitos y otras impurezas mediante lavados 

con distintas soluciones de salinidad media. El ADN plasmídico se eluyó mediante la 

acción de una solución con una elevada concentración de sales, que fueron eliminadas 

por precipitación del ADN con isopropanol. Tras lavados con etanol, finalmente se 

obtuvo una concentración elevada (superior a 500 ng/µl) del plásmido disuelto en 

agua libre de nucleasas, que se mantuvo a -20ºC hasta su utilización.  

 Verificación de los plásmidos clonados 

Es importante asegurar la identificación de los plásmidos a utilizar. Para ello se 

realizaron digestiones enzimáticas mediante enzimas de restricción y se analizaron los 

tamaños de los fragmentos obtenidos mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. 

En el caso de los vectores que portan  las cuatro variantes de la fracción de promotor, 

de forma adicional, se llevó a cabo la secuenciación automática de esos fragmentos 

(ver apartado 4.3.10). 

 Stocks de glicerol 

Se conservaron stocks de glicerol de las distintas cepas bacterianas 

transformadas con los vectores especificados anteriormente. Para ello, se mezclaron 

0,15 ml de glicerol estéril con 0,85 ml del cultivo bacteriano en fase logarítmica de 

crecimiento en crioviales de 2 ml. De cada uno de los plásmidos, se guardaron varios 

stocks. Un cultivo stock o permanente se guardó a -80ºC para conservar las bacterias 

durante largos períodos de tiempo, y un cultivo semi-stock, como paso intermedio 
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entre el cultivo stock permanente y el cultivo de trabajo, se mantuvo mediante 

congelación a -20ºC. 

4.2.4. Cultivo celular 

 Línea celular y condiciones basales de cultivo 

En este trabajo se ha utilizado la línea celular A549 de adenocarcinoma de 

pulmón, que es una línea comercial establecida por la ATCC (American Type Culture 

Collection, www.atcc.org). Se trata de células humanas de epitelio basal alveolar, 

obtenidas por primera vez en el año 1972, a partir de muestras de adenocarcinoma de 

pulmón de un varón caucásico de 58 años. En un pulmón sano, estas células 

corresponden a las células epiteliales alveolares de tipo II, implicadas en la producción 

de surfactante, así como en la difusión de agua y electrolitos a través de la superficie 

del alveolo (217–220). La línea A549 ha sido ampliamente utilizada en el estudio de 

distintas patologías pulmonares, como la infección por Virus Respiratorio Sincitial (VRS) 

(221), y en estudios sobre enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) (222), así 

como en estudios de inflamación alérgica (223, 224), y de asma (225, 226). Esta línea 

celular se ha utilizado previamente para el análisis de expresión del gen PTGDR y su 

asociación con la susceptibilidad al asma (197).  

Las células A549, fueron suministradas a nuestro grupo de trabajo por la Dra. 

MD Odero, desde el Centro de Investigación Médica Aplicada (CIMA) de la Universidad 

de Navarra. Se han mantenido a 37ºC, en medio RPMI suplementado con 10% Suero 

Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU) y antibióticos 

(Penicilina 10 U/ml y Estreptomicina 100 µg/ml), en una atmósfera humidificada y con 
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5% de CO2. En cultivo in vitro crecen en monocapa (Figura 33) y son células 

adherentes, que se desarrollan unidas a la base del frasco de cultivo. Se han utilizado 

frascos de cultivo Roux de 75 cm2 (T-75) estériles, y se ha trabajado en el interior de 

una cabina de flujo laminar de clase II en condiciones asépticas, para evitar 

contaminaciones (227). 

 

Figura 33. Fotografía de cultivo celular A549. Imagen tomada con el objetivo 40x. 

 Técnicas básicas de cultivo celular 

Subcultivo de células. Tripsinización y cambio de medio 

La frecuencia con la que se llevó a cabo el subcultivo o pase de células se 

determinó mediante observación directa al microscopio del cultivo celular, siempre 

teniendo en cuenta los criterios de densidad celular, envejecimiento del medio de 

cultivo y el tiempo desde el último pase. Por las características de crecimiento de la 

línea celular utilizada, esto se correspondió con una frecuencia de pase de 2-3 días, 

diluyendo el cultivo a una ratio 1:2 o 1:3. 
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El primer paso para realizar el subcultivo fue tripsinizar las células para 

despegarlas de la base del frasco. Para ello se retiró el medio de cultivo existente, se 

realizó un lavado con PBS y se añadieron 2 ml de solución Tripsina/EDTA (0,25%/1 

mM), de manera que toda la superficie estuviera cubierta por dicha solución. A 

continuación se incubó durante 5-7 minutos a 37ºC en el incubador de CO2. Tras 

observar al microscopio que las células se habían dispersado, se añadió al menos el 

mismo volumen de medio completo atemperado que de tripsina, a fin de detener la 

actividad proteolítica de la misma. Con ayuda de una pipeta se homogeneizó la 

suspensión de células, que fue transferida a un tubo estéril. Este se centrifugó durante 

5 minutos a ≥235 x g y se eliminó el sobrenadante. El botón celular se resuspendió en 

6 ml de medio completo (RPMI con 10% SFB y antibióticos), de los que 2 ml se 

transfirieron a un nuevo frasco de cultivo. El cultivo celular se diluyó al añadir 10 ml de 

medio completo. Las células subcultivadas se incubaron en las condiciones estándar 

del cultivo (37ºC y 5% de CO2). 

Contaje y determinación de la viabilidad celular 

El contaje de células, y la determinación de su viabilidad se realizó mediante 

tinción celular con la solución de azul de tripano (Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU), 

utilizando una cámara de Neubauer. Para ello, una vez tripsinizadas, se realizó una 

dilución 1/2 de las células con el colorante, se calculó la media del contaje de los 

cuatro cuadrantes de las esquinas (de 0,1 mm3 cada uno) de la cámara de recuento, y 

se estimó la concentración celular de acuerdo con la fórmula: 
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El azul tripan, o azul de tripano, es un colorante derivado de la toluidina, que 

permite evaluar la viabilidad de las células por exclusión de captación. Las células vivas, 

con membranas íntegras, no permiten la entrada del colorante, mientras que las 

células muertas, debido a la ruptura de la integridad de la membrana plasmática, sí lo 

permiten (228). La viabilidad celular se estableció mediante la fórmula: 

                   
                        

                   
      

 

Criopreservación 

Una vez tripsinizadas las células, se resuspendieron en 2 ml de SFB. Mediante 

contaje en cámara Neubauer, se ajustó la concentración a 5-10x106 células/ml en SFB. 

Se alicuotaron en crioviales de 2 ml a los que se añadieron 1,8 ml de resuspensión 

celular, y 200 µl de dimetilsulfóxido (DMSO). Tras homogeneizar la mezcla, los 

crioviales se transfirieron a un contenedor previamente enfriado a 4ºC (StrataCooler 

Cryo preservation module, Stratagene, Agilent Technologies, CA, EEUU), que permitió 

la congelación de las células a una velocidad controlada y la mejora de las ratios de 

supervivencia de las células tras la congelación. El contenedor se transfirió a un 

ultracongelador de -80ºC durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, los crioviales se 

traspasaron a un contenedor de nitrógeno líquido para su almacenamiento indefinido. 

Descongelación celular 

La descongelación celular es un proceso que debe realizarse con la mayor 

rapidez posible para evitar que el contacto con el DMSO merme la viabilidad celular. 
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Antes de iniciar la descongelación celular se tomaron 30 ml de medio RPMI en un tubo 

y se precalentaron a 37ºC en un baño termostático. Inmediatamente después de sacar 

el criovial del nitrógeno líquido, y manteniéndolo en hielo, se añadió el medio 

precalentado con una pipeta Pasteur estéril. De esta forma, a medida que las células se 

fueron descongelando y traspasando al tubo con el medio atemperado, se diluyó el 

medio de congelación. Se centrifugó durante 5 minutos a ≥ 370 x g. Se resuspendió el 

pellet en 3 ml de medio, asegurándose de eliminar aglomerados celulares, y se añadió 

a un frasco pequeño de 25 cm2 (T-25) en el que previamente se habían atemperado 

otros 2 ml de medio. Al final, las células quedaron resuspendidas en un total de 5 ml. 

Hasta que las células adquirieron la densidad adecuada para su óptimo crecimiento, el 

medio de cultivo fue RPMI suplementado con 20% de SFB. Una vez que se alcanzó una 

cinética de crecimiento adecuada, el cultivo se transfirió a un frasco de cultivo mayor 

(T-75). 

Control de contaminación del cultivo celular por Mycoplasma sp 

Una de las contaminaciones más abundantes en los cultivos celulares es la que 

se produce por algunas especies de Mycoplasma. Éstas pueden encontrarse en la piel 

humana, y contaminar los cultivos celulares por manipulaciones poco asépticas o por 

la utilización de sueros o tripsinas previamente contaminados, provocando 

alteraciones metabólicas, de la tasa de proliferación y de la capacidad antigénica (229). 

La contaminación por Mycoplasma puede pasar inadvertida en una observación 

rutinaria del cultivo, ya que se trata de células procariotas que forman pequeñas 

colonias no distinguibles fácilmente (230). 
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Se realizaron controles de los cultivos celulares mediante análisis de PCR 

utilizando muestras del sobrenadante celular de cultivos crecidos en ausencia de 

antibióticos durante varios días para obtener mejor señal. Utilizando cebadores 

específicos (Tabla 6) se evaluó la contaminación por Mycoplasma mediante la 

amplificación de una región de 16S ARN de ocho especies de Mycoplasma distintas (M. 

hyorhinis, M. arginini, M. pneumoniae, M. fermentans, M. orale, M. pirum, 

Acholeplasma laidlawii y Spiroplasma mirum).  

Los resultados de la PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de 

agarosa, en el que se observaría una banda de unos 500 pares de bases en caso de 

contaminación positiva.  

A lo largo de la realización de este trabajo, no se detectó contaminación por 

Mycoplasma en ninguno de los controles realizados. 

Microscopía 

Durante todo el proceso experimental, las células se observaron 

frecuentemente mediante microscopía óptica invertida para comprobar la morfología 

celular, la tasa de crecimiento, la viabilidad, posibles contaminaciones, etc. Para ello, 

se utilizó un microscopio invertido AE31, Motic® de campo claro y contraste de fase. 

Recolección de células para ensayos moleculares 

Una vez terminado el tiempo de cultivo celular específico de cada ensayo, se 

recogieron para determinaciones futuras tanto el medio de cultivo en el que habían 

crecido las células como el extracto celular. El medio de cultivo se recolectó en tubos 
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eppendorf o crioviales y, tras una centrifugación de 5 minutos a ≥370 x g para eliminar 

restos de detritus celulares, se mantuvo a -80ºC hasta su utilización. 

Para la recogida de las células se realizó una tripsinización convencional 

utilizando los volúmenes de tripsina/EDTA (0.25%/1 mM), PBS y medio completo 

adecuados al tamaño del recipiente de cultivo. El pellet de células generado se 

resuspendió en la solución adecuada, según los ensayos a realizar posteriormente. 

 Tratamiento farmacológico con corticosteroides 

Durante la realización de los ensayos de tratamiento corticoideo, las células se 

mantuvieron en medio RPMI suplementado con SFB modificado Charcoal Stripped 

(Gibco, Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU) con baja concentración de hormonas. La 

utilización de este suero minimiza la posible interferencia en el tratamiento derivada 

de la presencia de hormonas esteroides en el suero fetal bovino convencional. 

Se preparó una solución stock de dexametasona (Sigma-Aldrich, MO, EEUU) a 

una concentración de 2,5x10-3 M en etanol absoluto a -80ºC y se alicuotó en tubos 

eppendorf  de 1,5 ml. A partir de este stock, en el momento de su utilización, se realizó 

una dilución intermedia de 2,5x-10-5 M en medio RPMI atemperado. De la dilución 

intermedia se añadió el volumen necesario a las células en cultivo para obtener la 

concentración final de 2,5x10-6 M. La solución stock se guardó inmediatamente a -80ºC 

y las diluciones intermedias se descartaron. 

De forma paralela al tratamiento con dexametasona, se replicaron los ensayos 

con células tratadas con etanol absoluto a una dilución 1/100 (equivalente a la dilución 

que sufre con la dexametasona) y células sin tratamiento ni aditivos, para obtener los 
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controles experimentales necesarios de evaluación de los posibles efectos del vehículo 

(etanol) sobre el cultivo celular. 

Los diferentes tipos de ensayos celulares en los que se midió el efecto del 

tratamiento con corticoide requirieron la siembra de distinto número de células. Por lo 

tanto, los volúmenes de medio, corticoide y etanol son específicos para cada uno de 

ellos (Tabla 8). 

Tabla 8: Especificaciones metodológicas de los distintos ensayos. 

 Luciferasa Expresión génica y citocinas 

Placas utilizadas p-24 p-6 

Nº células sembradas 50.000 cél./pocillo 400.000 cél./pocillo 

Vol. Dexa 2.5x10-5M 50 µl 200 µl 

Vol. EtOH 1/100 50 µl 200 µl 

Vol. final cultivo 500 µl 2000 µl 

 

4.2.5. Transfección transitoria con lípidos catiónicos. Lipofección 

Existen numerosos métodos que permiten la entrada de material genético 

exógeno en el interior de una célula eucariota. La fórmula elegida para este trabajo ha 

sido la de la lipofección o transfección mediada por lípidos catiónicos. Esta técnica 

neutraliza la oposición generada por las cargas negativas, tanto de la membrana 

plasmática de la célula como de la molécula de ADN, mediante la formación de 

partículas coloidales con lípidos catiónicos. Estas partículas rodean a la molécula de 

ADN exógeno y permiten su entrada en la célula mediante la vía endocítica (231). 



Efecto de la dexametasona sobre el mecanismo inflamatorio que subyace en el asma 

 

108 
 

Aunque la lipofección tiene un elevado coste económico, proporciona una elevada 

eficiencia de transfección en cultivos de células adherentes, como es el caso del cultivo 

de la línea celular A549. 

El reactivo que se utilizó en todas los ensayos de transfección fue 

Lipofectamina®2000 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU), que está 

compuesta por el lípido catiónico 2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]-

N,Ndimethyl-1-propanaminium trifluoroacetate (DOSPA), y el lípido neutral dioleoyl 

phosphatidylethanolamine (DOPE), en una relación de 3:1 (w/w) (232). 

 Procedimiento general 

Tanto en los ensayos de actividad promotora con gen reportero, como en los 

ensayos de expresión  génica y síntesis de citocinas con vectores de sobreexpresión, se 

trabajaron tres condiciones de ensayo. Por un lado aquellas células que se sometieron 

al tratamiento con dexametasona, y por otro lado los controles con el vehículo del 

corticoide (etanol) y los controles sin ningún tratamiento. En todos los casos, se 

analizaron dos tiempos experimentales, que se establecieron en 12 horas y 36 horas 

después del inicio de tratamiento. En el caso de las células en las que no se añadió 

tratamiento, el tiempo comenzó a contar al cambiar el medio de transfección por 

medio de cultivo completo.  

Entre 20-24 horas antes del inicio de la transfección se sembró el número 

apropiado de células para cada experimento. Para establecer el número óptimo de 

células a sembrar, de forma preliminar se realizaron pruebas con distintas densidades 

celulares, eligiendo aquella condición que proporcionó una confluencia entre un 60 % 

y un 80 % en el momento de la transfección.  
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La siembra se realizó en medio suplementado con SFB Charcoal Stripped, para 

minimizar el efecto de los corticoides contenidos en el suero convencional, y sin la 

presencia de antibióticos, ya que éstos pueden mermar la eficiencia del proceso 

debido a la toxicidad celular que generan en combinación con los reactivos de 

transfección. Para ello, y como se ha explicado anteriormente, se tripsinizaron las 

células en cultivo y se contaron en una cámara Neubauer tiñendo con azul de tripano 

(Tabla 9).  

Al día siguiente de la siembra de células, se realizó una primera mezcla del ADN 

plasmídico con medio Opti-MEM® I (Gibco, Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU), 

incubándose durante 5 minutos. Durante este tiempo se preparó la mezcla del reactivo 

Lipofectamine® 2000 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU) con medio Opti-

MEM® I, y se incubó durante 5 minutos protegido de la luz. Posteriormente, se juntó la 

mezcla del ADN plasmídico con la mezcla de la lipofectamina, y se mantuvo durante 

20-30 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz, para permitir la 

formación de los complejos ADN-liposoma. 

Se añadió la mezcla de transfección a las células sembradas previa retirada del 

medio de cultivo, y se agregó un volumen idéntico de medio Opti-MEM® I para 

asegurar que el cultivo celular quedase completamente cubierto. 

Se mantuvo a las células con la mezcla de transfección durante 4-6 horas en el 

incubador de CO2, a 37ºC. Tras esta incubación, se retiró la mezcla de transfección y se 

añadió medio RPMI con 10% de SFB Charcoal Stripped y con el tratamiento indicado en 

cada caso.  
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Tabla 9: Especificaciones para la lipofección en los diferentes ensayos. 

 Luciferasa Expresión génica y citocinas 

Placas utilizadas p-24 p-6 

Tamaño pocillo 1,88 cm2 9,40 cm2 

Nº células sembradas 50.000 células/pocillo 400.000 células/pocillo 

Vectores de transfección 

500 ng Inserto-luc/ pocillo 1 µg Inserto-PTGDR/ pocillo 

10 ng Renilla/pocillo 1,5 µg pUC18/pocillo 

Total ADN transfectado 510 ng/pocillo 2,5 µg/pocillo 

Volumen lipofectamina 1 µl/pocillo 5 µl/pocillo 

Volumen total de la 

mezcla transfección 
100 µl/pocillo 500 µl/pocillo 

 

4.2.6. Ensayos de actividad promotora con gen reportero 

 Transfección con vector de luciferasa 

Los ensayos de transfección con los vectores portadores del gen reportero de la 

luciferasa se realizaron en placas de 24 pocillos, sembrando un total de 50.000 células 

por pocillo (Tabla 9). Siguiendo las recomendaciones del fabricante, se transfectó una 

cantidad final de 510 ng de ADN por cada pocillo, en medio Opti-MEM® I hasta 50 µl. 

De éstos, 500 ng correspondieron al vector de luciferasa de luciérnaga (Luc) más el 

inserto correspondiente a la secuencia del promotor de PTGDR, y 10 ng 

correspondieron al vector portador de la luciferasa de Renilla. El volumen de 

lipofectamina por pocillo fue de 1 µl diluido en 49 µl de Opti-MEM® I. Por cada una de 

las condiciones se realizaron triplicados intra-ensayo, utilizando tres pocillos para cada 
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mezcla de ADN (Figura 34), debido al riesgo de error al manejar volúmenes y número 

de células tan pequeños.  

 

Figura 34: Planificación del ensayo para medir la actividad promotora con luciferasa. 

 Análisis de la actividad promotora mediante gen reportero 

En el análisis de la actividad promotora mediante gen reportero, se utilizó el 

sistema Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega, WI, EEUU). Este sistema se 

basa en la medición de las actividades de las luciferasa de luciérnaga y Renilla de forma 

secuencial, en la misma muestra, utilizando sustratos diferentes. El primer reactivo 

añadido Luciferase Assay Reagent II (LAR II), contiene luciferina de escarabajo que 

actúa como sustrato de la luciferasa de luciérnaga. Esta enzima, que requiere la 

presencia de ATP, O2 y Mg2+, cataliza la oxidación de la luciferina a oxiluciferina con la 

producción de AMP, CO2 y la emisión de luz verde a 560 nm (Figura 35). 
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Figura 35: Reacción química llevada a cabo por la luciferasa de luciérnaga. 

Cuando la reacción de luciferasa de luciérnaga ha terminado, y tras recoger la 

emisión de luz producida, se añade el reactivo Stop & Glo®(S&G). Con este reactivo se 

detiene la reacción anterior, y se añade el siguiente sustrato, la coelenterazina. La 

luciferasa de Renilla, en presencia de O2, cataliza la conversión de coelenterazina a 

coelenteramida, desprendiéndose CO2, y emitiendo luz azul con una longitud de onda 

de 482 nm (Figura 36). 

 

 

Figura 36: Reacción química llevada a cabo por la Renilla luciferasa. 

Una vez finalizado el tiempo de tratamiento establecido, 12 o 36 horas, se 

recogieron las células sembradas y se analizó la actividad promotora. Para ello, se 

retiró el medio de cultivo y, tras un lavado con PBS, se realizó una lisis pasiva 
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añadiendo 100 µl de solución de lisis 1X (Passive Lysis Buffer) a cada pocillo. Se dejó 

incubando durante 15 minutos a temperatura ambiente hasta que la lisis celular fue 

completa. Las muestras se mantuvieron a -80ºC hasta la realización del análisis.  

Previamente a la lectura de la luciferasa, se prepararon los reactivos necesarios. 

Para cada pocillo se utilizaron 50 µl del reactivo LARII y otros 50 µl del reactivo S&G 

(diluido hasta 1X con su propia solución de dilución). Se utilizaron tubos adecuados 

para introducir en el luminómetro el volumen necesario de cada reactivo, 

dependiendo de las muestras a analizar. Una vez descongeladas las muestras, y tras 

centrifugarlas para evitar restos celulares, se cargaron en una placa de 96 pocillos 20 µl 

de cada muestra, y se introdujo en el luminómetro FLUOstar OPTIMA Microplate 

Reader (BMG LABTECH, Alemania). Este analizador se encarga de ir suministrando el 

volumen necesario de cada reactivo y de medir las señales luminosas producidas por 

cada muestra (Tabla 10).  

Tabla 10. Programa utilizado para el ensayo de luciferasa en el luminómetro. 

  Tiempo 

Paso 1 Adición de reactivo LARII al lisado celular 3 segundos 

Paso 2 Cuantificación de la actividad luciferasa de luciérnaga 12 segundos 

Paso 3 Adición del reactivo S&G 3 segundos 

Paso 4 Cuantificación de la actividad Renilla luciferasa 12 segundos 

Tiempo total requerido para cada muestra 30 segundos 

 

Los datos de los ensayos de luciferasa se expresaron como la ratio: 
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Una vez obtenido este valor de URL, se calculó la media y la desviación estándar 

de los pocillos correspondientes a los tres replicados intra-ensayo de cada mezcla de 

ADN.  

Como ya se ha comentado anteriormente, en cada experimento se testó la 

acción del tratamiento con dexametasona, del tratamiento con el vehículo etanol y la 

actividad en condiciones de no tratamiento, de la secuencia promotora de PTGDR con 

las cuatro combinaciones polimórficas, CTCT, CCCC, CCCT y TCCT (-613, -549, -441, -

197). Cada experimento completo se repitió por triplicado, y se realizaron dos tiempos 

experimentales: 12 horas y 36 horas. 

4.2.7. Ensayos de expresión génica con vectores de expresión 

 Transfección con vectores de expresión 

En el caso de los ensayos para determinar el nivel de expresión de PTGDR en 

función de los polimorfismos presentes en la región promotora, se utilizaron placas de 

6 pocillos y se sembraron 400.000 células por pocillo (Figura 37). Se añadió a cada 

pocillo 1 µg de los vectores generados portadores del inserto con la secuencia del 

promotor de PTGDR, más el ADNc del gen. Para este tamaño de placa, el fabricante 

recomienda transfectar con una cantidad total de 2,5 µg de ADN, por lo que se 

añadieron a cada pocillo 1,5 µg del vector inocuo pUC18, junto con Opti-MEM® I hasta 

un volumen de 250 µl/pocillo. Se sembró un pocillo con células transfectadas 

únicamente con 2,5 µg del vector pUC18 para comprobar si el esqueleto pCMV-XL5 

tenía algún efecto. Otro de los pocillos se destinó a células transfectadas con el vector 

vacío pCMV-XL5 que serviría como control o línea base.  
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Se utilizaron 5 µl de lipofectamina para cada pocillo disuelta en un volumen 

total de 250 µl de Opti-MEM® I, haciendo un total de mezcla de transfección de 500 µl 

por pocillo. En este caso, no se realizan triplicados intra-ensayo. 

 

Figura 37: Planificación del ensayo para medir la expresión génica con vectores de expresión. 

 Análisis del nivel de expresión 

Una vez finalizado el tiempo de incubación con el tratamiento, se procedió a la 

recolección de las células sembradas, con el fin de extraer el ARN y llevar a cabo el 

análisis de expresión por PCR a tiempo real.  

Se retiró el sobrenadante celular y se guardó a -80ºC tras centrifugarlo durante 

15 minutos a 1000 rpm y 4ºC. Este sobrenadante se utilizó para el análisis de las 

citocinas secretadas por las células.  

Una vez reservado el medio de cultivo, se lavaron las células con PBS y se 

recogieron mediante tripsinización con 2 ml de una dilución de tripsina al 25% en PBS. 

El pellet de células que se recogió, tras un lavado con PBS, se resuspendió en 350 µl de 

la solución de lisis del kit de extracción de ARN, y se mantuvo a -80ºC hasta su 

procesamiento. Finalmente, se retrotranscribió a ADNc y se procedió al análisis 

mediante PCR cuantitativa. En cada experimento se testó la acción del tratamiento con 
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dexametasona, del tratamiento con el vehículo etanol y la actividad en condiciones de 

no tratamiento de la secuencia promotora de PTGDR con las cuatro combinaciones 

polimórficas, CTCT, CCCC, CCCT y TCCT (-613, -549, -441, -197). Cada experimento 

completo se repitió por duplicado, y se realizaron dos tiempos experimentales: 12 

horas y 36 horas. 

4.2.8. Ensayos de expresión de citocinas en cultivo celular 

El sistema Bio-Plex® 200 (Bio-Rad, CA, EEUU) para la detección de citocinas en 

suspensión se basa en reacciones inmunológicas tipo sándwich y en la tecnología 

Luminex® xMAP® de citometría de flujo (233,234). En una primera etapa del 

procedimiento, las moléculas de citocinas son reconocidas por anticuerpos específicos, 

unidos covalentemente a esferas de poliestireno magnetizadas y codificadas mediante 

color. En una segunda etapa, un segundo anticuerpo, biotinilado y específico frente a 

un epítopo diferente, se une a la molécula de citocina conformándose la estructura de 

sándwich alrededor de ella. Esta formación es reconocida mediante la adición de un 

conjugado de estreptavidina-ficoeritrina que se une a los anticuerpos biotinilados 

(235).  

Mediante la formación de un flujo uniforme, las esferas pasan de una en una 

por un doble laser. Un láser clasifica la esfera específica mediante la excitación de su 

color, determinando de qué citocina se trata, y otro láser se utiliza para excitar la 

ficoeritrina (Figura 38). De este modo, se produce una doble discriminación de cada 

complejo sándwich. 
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Figura 38: Sistema de reconocimiento de citocinas mediante conjugación con anticuerpos y 

sistema de doble láser. 

 Procedimiento general 

Para el análisis de las citocinas producidas por las células transfectadas con los 

vectores de expresión, se utilizó el kit Bio-Plex Pro™ Human Cytokine standard 27-plex, 

Group I (Bio-Rad, CA, EEUU), mediante el que se cuantifican las citocinas que se 

detallan en la tabla 11. 

La curva de calibración del ensayo se realizó utilizando los estándares del kit 

resuspendidos en medio de cultivo RPMI más 10% de SFB Charcoal Stripped para que 

la matriz fuera igual que en las muestras problema. La curva final se compone de 8 

estándares con una relación de 1:4 entre ellos. El blanco también se realizó con medio 

RPMI con SFB Charcoal Stripped. 
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Tabla 11: Panel de citocinas detectadas en el ensayo. 

Citocinas detectadas por el kit “Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 

standard 27-plex, Group I” 

IL-1β IL-8 Basic FGF MIP-1β 

IL-1ra IL-9 G-CSF PDGF-B 

IL-2 IL-10 GM-CSF RANTES 

IL-4 IL-12p70 IFN-γ TNF-α 

IL-5 IL-15 IP-10 VEGF 

IL-6 IL-17 MCP-1  

IL-7 Eotaxina MIP-1α  

 

Las muestras utilizadas corresponden a los medios de cultivo de las células 

transfectadas con los vectores de expresión. Se analizaron las citocinas de un replicado 

completo, que comprende las células sometidas a tratamiento con dexametasona a 

una concentración de 2,5x10-6 M, las células sometidas a tratamiento con etanol, y las 

células sin ningún tratamiento, y a los dos tiempos experimentales realizados (12 horas 

y 36 horas).  

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se añadieron 50 µl de cada uno de 

los estándares y de cada una de las muestras, en la placa de lectura en la que 

previamente se habían añadido 50 µl de las esferas a cada pocillo. Tanto las muestras, 

como los estándares, como el blanco se analizaron por duplicado, por lo que se 

utilizaron dos pocillos para cada uno.  

Las muestras se incubaron durante 30 minutos en agitación junto con las bolas 

conjugadas con los anticuerpos específicos. Tras este tiempo, y tras realizar tres 

lavados para eliminar el exceso de esferas, se añadieron 25 µl del segundo anticuerpo 

biotinilado a cada pocillo y se dejó incubar otros 30 minutos en agitación. Se realizaron 
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tres lavados para eliminar el exceso, y se añadió el reactivo estreptavidina/ficoeritrina 

(S/PE), 50 µl/pocillo, incubándose 10 minutos en agitación. Por último, y tras lavar de 

nuevo la placa, se resuspendieron las esferas, que en este punto ya tenían unida la 

molécula de citocina y el segundo anticuerpo biotinilado y conjugado con S/PE, en 125 

µl del Assay Buffer del kit para realizar la lectura en el analizador. 

 Análisis de los resultados generados 

El análisis de los resultados obtenidos en el ensayo de expresión de citocinas se 

realizó mediante el software informático Bio-Plex ManagerTM 5.0 (Bio-Rad, CA, EEUU). 

Este software realiza una curva estándar de cada una de las citocinas analizadas y, a 

través de un modelo de regresión logística, reporta las concentraciones de cada una de 

las citocinas de cada muestra a partir de la fluorescencia medida. 

Como se ha explicado anteriormente, tanto las muestras como los estándares 

se midieron por duplicado. La concentración final de cada citocina se calculó a través 

de la realización de la media de los dos duplicados.  

4.3. Modelo animal 

4.3.1. Desarrollo de un modelo animal de alergia/asma respiratoria 

Para el desarrollo del modelo animal de asma respiratoria se optó por la línea 

múrida Balb/c, frecuentemente utilizada en estudios inmunológicos, por la inducción 

de respuesta de linfocitos Th2 ante la inflamación pulmonar (236).  
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 Los animales fueron suministrados por Charles River Laboratories, y se 

manipularon en el  Servicio de Experimentación Animal de la Universidad de 

Salamanca, cumpliendo la legislación vigente contemplada en la normativa europea 

(2010/63) y española (Real Decreto 53/2013 de 1 de febrero). Todos los protocolos 

empleados fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de 

Salamanca. 

Se utilizaron hembras de ratón Balb/c de 6 semanas de edad, libres de 

patógenos, que se mantuvieron en una atmósfera de aire filtrado con acceso libre a 

agua y comida durante toda la duración de los ensayos. Antes de iniciar el 

procedimiento experimental, los ratones permanecieron en el animalario durante un 

periodo de aclimatación de 7 días.  

4.3.2. Procedimiento general 

Para cada experimento se partió de un total de 12 animales. De forma inicial se 

dividieron en dos grupos de 6 ratones cada uno. Un grupo fue sensibilizado con 

ovalbúmina (grupo asmático), y otro grupo no (grupo control). La sensibilización con 

ovalbúmina (OVA) (Sigma-Aldrich, Alemania) se llevó a cabo mediante inyección 

intraperitoneal (IP) de una mezcla de 20 µg de OVA más 2 mg de hidróxido de aluminio 

(Sigma-Aldrich, Alemania) en un volumen de 0,2 ml de PBS por ratón. A cada ratón del 

grupo control se les administraron 2 mg de hidróxido de aluminio (Al(OH)3) en 0,2 ml 

de PBS. 

Una vez acabada la fase de sensibilización se llevó a cabo la fase de provocación 

nasal con OVA para provocar la respuesta asmática, y tratamiento con dexametasona. 
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Para ello, de forma preliminar, tanto el grupo OVA como el grupo control se dividieron 

en dos subgrupos. El primer subgrupo de cada grupo recibió tratamiento con 

dexametasona y el segundo subgrupo no. De esta forma, los ratones quedaron 

repartidos en cuatro grupos (Figura 39): 

- Grupo control sin tratamiento 

- Grupo control con tratamiento 

- Grupo asmático sin tratamiento 

- Grupo asmático con tratamiento 

El tratamiento con dexametasona se llevó a cabo una hora antes de las 

sensibilizaciones nasales, mediante la administración de dexametasona (dexa) (Sigma-

Aldrich, Alemania) vía intraperitoneal a una concentración de 0,2 mg/kg en un 

volumen total de 0,2 ml. Los ratones que no recibieron tratamiento con dexametasona 

recibieron 0,2 ml de PBS también por vía intraperitoneal. 

Al grupo sensibilizado con ovalbúmina se le realizaron provocaciones con OVA 

0,1% en PBS, con un volumen total de 50 µl, por vía intranasal (IN). A los ratones del 

grupo control se les suministraron 50 µl de PBS también por vía intranasal. Las 

provocaciones intranasales se ejecutaron con los animales anestesiados con una 

mezcla de 75 mg/kg de clorhidrato de ketamina (Imalgene 1000®, Merial, Francia) más 

1mg/kg de hidrocloruro de medetomidina (Medetor®, Virbac, España). Una vez sedado 

el animal, colocado en posición vertical y con la cabeza ligeramente levantada para 

evitar la obstrucción de las vía respiratorias, se dejó caer gota a gota la solución de 

OVA (o PBS) sobre la nariz, consiguiendo la inoculación gracias al propio proceso 

inspiratorio del ratón. 



Efecto de la dexametasona sobre el mecanismo inflamatorio que subyace en el asma 

 

122 
 

 

Figura 39: Grupos de tratamiento en el modelo experimental múrido de asma alérgica. 

Una vez finalizado el tiempo de tratamiento establecido, tras 48 horas desde la 

última provocación nasal se llevó a cabo el sacrificio del animal y la recogida de tejido 

pulmonar, que se mantuvo a -80ºC hasta su procesamiento.  
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4.3.3. Modelo crónico de asma alérgica en ratón 

El modelo crónico de asma alérgica en ratón tuvo una duración total de 100 

días. El día 0 se procedió a la sensibilización de los ratones del grupo asmático con 

OVA, y a la administración de PBS al grupo control. El día 7 se repitió el proceso de 

sensibilización, concluyendo con esta fase. 

 El día 13 desde el inicio del experimento se realizó la primera inyección con 

dexametasona a los ratones con tratamiento, y con PBS a los ratones sin tratamiento, 

pero no se realizó la provocación con OVA hasta el día 14. Como se ha descrito en el 

procedimiento general, una hora antes de la provocación alérgica se procedió a la 

inyección de la dexametasona o PBS vía parenteral. Pasado este tiempo y con el animal 

anestesiado se procedió a la provocación con OVA (o PBS) por vía intranasal. Este 

procedimiento se repitió tres veces a la semana durante 12 semanas. El sacrificio de 

los ratones se realizó al 100º día del inicio del experimento.  

4.4. Análisis estadístico de los datos. 

El análisis estadístico se ha realizado utilizando el paquete estadístico SPSS 21.0 

(IBM, IL, EEUU). Las pruebas estadísticas que se han realizado con este programa son: 

- Medidas de Tendencia Central. dependiendo de las características de las 

variables se utilizó como medida de tendencia central la media o la mediana. 

- Medidas de Dispersión. Las medidas de dispersión que se han utilizado han 

sido la desviación estándar y/o el rango intercuartílico, en función de las 

características de las variables. 
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- Pruebas de Normalidad. Para evaluar la normalidad de los conjuntos de 

datos se han realizado el test de Kolmogorov-Smirnov y el test de Shapiro-

Wilk. 

- Test de Levene. Prueba estadística utilizada para evaluar la igualdad de 

varianzas para un variable determinada entre dos o más grupos.  

- Prueba de Kruskal-Wallis. Método no paramétrico para comparación de las 

medias de tres o más grupos que no cumplen homogeneidad de varianzas. 

- Prueba de ANOVA. Método paramétrico para comparación de las medias de 

tres o más grupos que sí cumplen la homogeneidad de varianzas. 

- Test de Bonferroni y Test de Tamhane. Pruebas de comparaciones múltiples 

para concretar las diferencias encontradas entre las medias de tres o más 

grupos. 

- Test de Wilcoxon. Método no paramétrico para comparar la media de dos 

muestras relacionadas y determinar si existen diferencias entre ellas. 

- Test de t-Student. Método paramétrico para comparar la media de dos 

muestras relacionadas y determinar si existen diferencias entre ellas.  

- Estudio del Poder Esatdístico. Representa la capacidad de un test para 

detectar como estadísticamente significativas diferencias o asociaciones de 

una magnitud determinada. Esta herramienta permite calcular el tamaño de 

las poblaciones necesario para detectar diferencias estadísticamente 

significativas entre ellas. El poder estadístico se calculó utilizando la 

herramienta informática disponible en www.dssresearch.com. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Desarrollo de un modelo de tratamiento con dexametasona en la línea celular 

pulmonar A549 

Las células A549 son células humanas de epitelio basal alveolar que provienen 

de una línea estable de adenocarcinoma de pulmón. Este modelo celular ya ha sido 

validado previamente en distintos estudios sobre la acción de los corticoides en la 

expresión de genes implicados en procesos alérgicos y en EPOC. Además, la línea 

celular A549, se ha utilizado previamente en estudios de expresión de PTGDR y su 

implicación en el asma. 

5.1.1. La línea celular A549 presenta una combinación haplotípica CTTT (-613, -549, -

441, -197) en el promotor de PTGDR 

Con el fin de caracterizar el cultivo utilizado, se llevó a cabo el análisis de 

genotipo para los polimorfismos del promotor de PTGDR que son objeto de estudio en 

este trabajo. De esta forma, mediante secuenciación automática se confirmó que la 

línea celular A549 contiene la combinación haplotípica CTTT en homocigosis para los 

polimorfismos -613C>T, -549T>C, -441C>T y -197T>C. 

5.1.2. No se detecta expresión de PTGDR en la línea celular A549 

El análisis de la expresión del gen PTGDR mediante ensayos de PCR a tiempo 

real en cultivos de células A549 sin tratamiento, mostró una expresión prácticamente 

indetectable, con ciclos umbral (Ct) por encima de 35 en todos los ensayos realizados. 
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Tampoco se detectaron cambios significativos en los niveles de expresión de PTGDR al 

tratar las células con dexametasona ni con su vehículo etanol.  

5.1.3. La línea celular A549 presenta un genotipo GG para el polimorfismo 6986A>G del 

gen CYP3A5 

Continuando con la caracterización genotípica de las células A549, se realizó un 

análisis de la combinación alélica para el polimorfismo 6986A>G en el gen CYP3A5. 

Este gen codifica una proteína del mismo nombre que forma parte del complejo 

multiproteico citocromo P450, y que interviene en el metabolismo de los 

glucocorticoides. Se comprobó que el cultivo presenta el genotipo GG en esta posición, 

el mayoritario en la población caucásica. 

5.1.4. La dexametasona activa la expresión de CYP3A5 en la línea celular A549 

Para asegurar la idoneidad del cultivo celular elegido, y su respuesta al 

tratamiento, se realizó un estudio de dosis-respuesta y tiempo-respuesta de la 

expresión del gen CYP3A5 tras someter al cultivo celular a la acción de la 

dexametasona.  

En la figura 40 se muestran los cambios en los niveles de expresión de CYP3A5, 

analizados mediante PCR a tiempo real, que se producen tras la administración de 

dexametasona a dosis de 2,5x10-6 M y 2,5x10-7 M durante 12, 24, 36 y 48 horas. Los 

datos se normalizaron con los datos obtenidos en las mismas condiciones temporales, 

pero con el vehículo de la dexametasona, en este caso etanol.  
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Figura 40: Análisis mediante PCR a tiempo real del nivel de expresión de CYP3A5 en respuesta  al 

tratamiento corticoideo. Las células A549 fueron sometidas a tratamiento con dexametasona a  2,5x10
-6

 

M y 2,5x10
-7

 M, durante 12, 24, 36 y 48 horas. Los niveles de ARNm de CYP3A5 se normalizaron frente a 

los valores de ARNm del gen constitutivo GAPDH. Los resultados se muestran como la expresión relativa 

frente a los niveles de expresión obtenidos con etanol en las mismas condiciones. 

Se observó que el incremento más importante de expresión de CYP3A5 se 

produjo a las 36 horas, y que fue la dosis de dexametasona de 2,5x10-6 M la que 

provocó aumentos más significativos en este tiempo. En este punto, la expresión de 

CYP3A5 tras el tratamiento con dexametasona superó en 18,22 veces la que se obtiene 

con el vehículo etanol. 

Tras analizar estos datos, se estableció la concentración de 2,5x10-6 M para 

todos los ensayos realizados con posterioridad en este trabajo. Así mismo, se 

seleccionaron dos tiempos experimentales, 12 horas y 36 horas, a fin de poder hacer 

un seguimiento de la evolución temporal en los ensayos de actividad promotora, 

expresión y análisis de citocinas. 
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5.2. Efecto de los polimorfismos en el promotor del gen PTGDR sobre su actividad 

promotora. Análisis del efecto del tratamiento corticoideo 

Para el análisis de la actividad promotora del gen PTGDR se llevaron a cabo 

ensayos con el gen reportero de la luciferasa bajo el control de cada uno de los 

haplotipos a estudio (Figura 29). Los datos se presentan como la media de tres ensayos 

independientes, en los que en cada uno de ellos cada condición se determinó por 

triplicado. 

5.2.1. La activación del promotor es más evidente a las 12 horas que a las 36 horas 

Transcurridas 12 horas desde la transfección, en las células transfectadas con la 

secuencia silvestre del promotor de PTGDR, CTCT (-613, -549, -441, -197), se obtuvo 

una media de 0,010±0,009 unidades relativas de luciferasa (URL). En el caso de las 

variantes CCCC, CCCT y TCCT para las mismas posiciones, las medias obtenidas fueron 

0,114±0,009 URL, 0,104±0,012 URL y 0,089±0,010 URL, respectivamente.  

Cuando se determinó la señal de luciferasa a las 36 horas, se observó una ligera 

disminución de la actividad promotora de PTGDR en todas las variantes respecto a sus 

valores a las 12 horas, a excepción de la variante con la secuencia CTCT (Figura 41) que 

mantiene el 100% de su actividad. Los datos obtenidos a las 36 horas fueron 

significativamente inferiores a los obtenidos a las 12 horas (p = 0,006). Así, a las 36 

horas, la variante polimórfica que presentó mayor actividad promotora fue la 

combinación CCCC (0,103±0,004 URL), y la que presentó una actividad menor fue la 

combinación TCCT (0,075±0,004 URL). Las variantes, CTCT y CCCT mostraron valores 

intermedios, 0,100±0,005 URL y 0,089±0,004 URL respectivamente.  
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Figura 41: Actividad promotora de PTGDR tras 12 y 36 horas de cultivo. Las células A549 fueron 

transfectadas con los vectores portadores del gen reportero de la luciferasa y las combinaciones 

haplotípicas promotoras CTCT, CCCC, CCCT y TCCT. Los valores se representan como la media±DE de las 

unidades relativas de luciferasa (URL) obtenidas tanto a las 12 horas como a las 36 horas. (**tStudent-p 

<0,01; n=3). 

5.2.2. El haplotipo TCCT presenta la menor actividad promotora y CCCC la actividad más 

aumentada 

Normalizando los datos de actividad promotora de las variantes frente a la 

forma silvestre CTCT, tras 12 horas de cultivo con medio sin tratamiento, la variante 

con el haplotipo CCCC se mostró como la combinación con mayor actividad promotora, 

superando a la variante silvestre en 1,14 veces, alcanzando significación estadística en 

comparación con el resto de variantes (vs CTCT p = 0,002; vs CCCT p = 0,019; vs TCCT p 

<0,001). A su vez, la variante TCCT fue la que menor actividad presentó (vs CTCT p = 

0,013; vs CCCC p<0,001; vs CCCT p = 0,002) con un valor relativo de 0,89 respecto al 

haplotipo silvestre, CTCT (Figura 42). 

Al aumentar el tiempo experimental a 36 horas, la variante TCCT siguió 

presentando la menor actividad promotora, alcanzando significación estadística en 
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todos los cruces (vs CTCT p = 0,005; vs CCCC p = 0,003; vs CCCT p = 0,001) (Figura 42). 

La variante CCCC siguió siendo la de mayor actividad aunque perdió la significación 

respecto a la silvestre.  

Por otro lado, la variante CCCT mostró una actividad promotora 

significativamente menor que la variante de mayor actividad, CCCC (p = 0,028), y que 

la silvestre, CTCT (p = 0,025). 

 

Figura 42: Efecto de las variantes polimórficas de PTGDR sobre su actividad promotora. Las 

células A549 fueron transfectadas con los vectores portadores del gen reportero de la luciferasa y las 

combinaciones haplotípicas promotoras CTCT, CCCC, CCCT y TCCT. Los valores se representan como la 

media±DE de las unidades relativas de luciferasa (URL) obtenidas tanto a las 12 horas como a las 36 

horas, y tras normalizar frente a la variante silvestre CTCT (*Fisher-p<0,05; ** Fisher-p <0,01; *** Fisher-

p <0,001; n=3). 

5.2.3. La dexametasona produce un aumento de la actividad promotora 

Para realizar el estudio del efecto del tratamiento con dexametasona sobre la 

activación de la región promotora del gen PTGDR, se han tratado las células con el 

diluyente del fármaco, en este caso etanol, de forma paralela al tratamiento 
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los datos de actividad promotora en las células no tratadas y las células tratadas con el 

vehículo etanol, ni a las 12 horas (tStudent-p = 0,299) ni a las 36 horas (tStudent-p = 

0,386), se han utilizado los datos obtenidos en la condición con etanol como actividad 

basal en las comparaciones del efecto del tratamiento con dexametasona para evitar 

cualquier sesgo (Figura 43).   

 

Figura 43: Actividad promotora de las cuatro variantes polimórficas de PTGDR en condición basal sin 

tratamiento y con etanol. Tras transfectar las células con los vectores reporteros portadores de las 

combinaciones haplotípicas promotoras, se mantuvo un grupo sin tratamiento y otro tratado con etanol 

durante 12 y 36 horas. Los valores se representan como la media±DE de las unidades relativas de 

luciferasa (URL) obtenidas en cada condición (n=3).  

Antes de realizar el análisis comparativo entre las distintas variantes 

polimórficas del promotor PTGDR, se comprobó que en todas ellas el tratamiento con 

dexametasona a 2,5x10-6 M provocó un aumento significativo en la actividad 

promotora, tanto a las 12 horas (CTCT p = 0,008; CCCC p = 0,001; CCCT p = 0,004; TCCT 

p = 0,002), como a 36 horas (CTCT p = 0,014; CCCC p = 0,026; CCCT p = 0,026; TCCT p = 

0,024) frente al etanol. Este aumento fue más acusado a las 12 horas que a las 36 
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horas, aunque manteniendo la significación en comparación con los datos del etanol 

(Figura 44).  

 

Figura 44: Efecto del tratamiento con dexametasona en la actividad promotora de las cuatro variantes 

polimórficas de PTGDR. Tras transfectar las células con los vectores reporteros portadores de las 

combinaciones haplotípicas promotoras, se trató un grupo con dexametasona 2,5x10-6 M y otro grupo 

con etanol durante 12 y 36 horas. Los valores se representan como la media±DE de las unidades 

relativas de luciferasa (URL) obtenidas en cada condición  (*tStudent-p <0,05; **tStudent-p <0,01; n=3). 

5.2.4. Tras el tratamiento con dexametasona la variante TCCT mantiene el menor nivel 

de actividad mientras que la variante CTCT presenta el mayor nivel de actividad  

Para poder comparar los niveles de actividad entre las cuatro variantes tras el 

tratamiento con dexametasona, se restaron a cada uno de los valores obtenidos de 

cada una de las combinaciones polimórficas los resultados obtenidos en la condición 

basal (con etanol), para así eliminar el fondo y visualizar mejor los cambios producidos 

únicamente por el glucocorticoide. De esta forma, resultó ser la forma silvestre CTCT la 

condición de mayor actividad promotora tras 36 horas de tratamiento. Además, se 
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confirmó que la variante TCCT se mantuvo como la de menor expresión, también tras 

el tratamiento corticoideo.   

Así, transcurridas 12 horas de tratamiento de las células transfectadas con 

dexametasona, y considerando como valor 1 el aportado por la secuencia silvestre 

CTCT, las variantes CCCC y CCCT no mostraron variaciones significativas, con una 

actividad de 1,02±0,09 y 0,91±0,05, respectivamente. Sin embargo, la variante TCCT 

mostró una actividad menor que cualquiera de las otras variantes, con un valor de 

0,75±0,06 veces el del haplotipo silvestre (Figura 45). Esta diferencia alcanzó 

significación estadística frente a CTCT (p = 0,006) y frente a CCCC (p = 0,003). 

 

Figura 45: Nivel de actividad promotora tras el tratamiento con dexametasona. Las células 

transfectadas con los vectores reporteros portadores de las combinaciones haplotípicas promotoras se 

trataron con dexametasona 2,5x10-6 M y con etanol, en grupos independientes, durante 12 y 36 horas. 

Los valores se representan como la media±DE de la diferencia de las unidades relativas de luciferasa 

(URL) obtenidas con dexametasona menos las obtenidas con el etanol, y normalizados frente al 

haplotipo silvestre CTCT  (*Fisher-p <0,05; **Fisher-p <0,01; n=3). 

Tras 36 horas de exposición a dexametasona, la combinación silvestre CTCT 

mostró la mayor actividad promotora, y la variante TCCT se mantuvo como el 
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haplotipo menos activo, con un valor de 0,66±0,05. La diferencia de actividad entre 

ambas alcanzó una asociación estadísticamente significativa con un p = 0,036 (Figura 

45). Las variantes CCCC y CCCT mostraron una actividad intermedia, de 0,91±0,11 y 

0,73±0,05, respectivamente. 

5.3. Estudio del efecto de los polimorfismos en el promotor del gen PTGDR sobre su 

expresión génica. Análisis del efecto del tratamiento corticoideo 

Una vez establecidas las diferencias de actividad promotora entre las cuatro 

variantes polimórficas del gen PTGDR, se procedió al análisis de las diferencias en los 

niveles de expresión génica. Para ello, las cuatro combinaciones del promotor, CTCT, 

CCCC, CCCT y TCCT (-613, -549, -441 y -197), se clonaron en un vector de expresión 

portador de la secuencia codificante completa del gen (Figura 31). Los datos aportados 

corresponden con las medias de los dos ensayos de expresión realizados de manera 

independiente. 

Los niveles de PTGDR en las células transfectadas con cualquiera de los 

vectores portadores de las variantes promotoras fueron muy superiores a los niveles 

que se encontraron en las células transfectadas con el vector vacío, alcanzándose 

niveles de expresión más de mil veces superiores. Estos datos sirvieron para 

corroborar que las construcciones utilizadas funcionaban correctamente. 

5.3.1. La presencia de polimorfismos en el promotor de PTGDR varía su expresión 

Tras 12 horas de cultivo en condición basal de no tratamiento, se encontraron 

diferencias de expresión entre las distintas combinaciones haplotípicas (Figura 46). La 
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variante que presentó un menor valor de expresión relativa (ΔΔCt) de PTGDR fue la 

variante TCCT (2,5E3±1,6E3), seguida de la variante silvestre CTCT (4,2E3±3,9E3) y de la 

variante CCCC (4,4E3±4,1E3). Por último, la variante con mayor expresión fue la 

variante CCCT (4,9E3±4,8E3). Aunque la diferencia entre la variante TCCT y el resto fue 

de casi el doble, debido a una elevada desviación estándar, no se observaron 

diferencias estadísticamente significativas entre las variantes. 

 

Figura 46: Análisis mediante PCR a tiempo real del nivel de expresión de PTGDR según la combinación 

haplotípica de su promotor tras 12 y 36 horas de cultivo. Los niveles de ARNm de PTGDR se 

normalizaron frente a los valores de ARNm del gen constitutivo GAPDH. Los resultados se muestran 

como la media±DE de la expresión relativa frente a los niveles de expresión obtenidos en las células 

control transfectadas con el vector pCMV-XL5 (**Wilcoxon-p<0.01; n=2). 

Tras 36 horas de cultivo, todas las variantes presentaron un aumento 

significativo de la expresión de PTGDR con respecto a los datos obtenidos a las 12 

horas (p = 0,008). A este tiempo, la variante silvestre CTCT mostró un valor de 

expresión de PTGDR de 9,8E3±1,5E3. El valor de expresión de la variante CCCC fue 

ligeramente mayor, de 10,9E3±0,9E3, igual que el de CCCT que fue de 9,9E3 ±1,9E3. La 
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variante TCCT se mantuvo como la de menor expresión, 9,2E3±0,9E3, aunque no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas con el resto.  

5.3.2. El etanol, vehículo de la dexametasona, afecta al nivel de expresión de PTGDR 

Una vez establecido el comportamiento basal de las cuatro variantes 

polimórficas del promotor de PTGDR, el siguiente paso que nos planteamos es estudiar 

cómo varía la expresión génica tras la exposición a un tratamiento corticoideo. Para 

ello, y de forma similar a los ensayos de luciferasa, se trataron las células con 

dexametasona a una concentración de 2,5x10-6 M durante 12 y 36 horas. Otro grupo 

de células fue tratado con una concentración equivalente de etanol, diluyente del 

corticoide, para establecer una línea base.  

Tras un análisis inicial de los datos, se comprobó que el tratamiento de las 

células con el vehículo (etanol) provocó cambios en los niveles de PTGDR al 

compararlo con las células en situación basal (Figura 47). La expresión de PTGDR fue 

significativamente mayor en las células sometidas al efecto del etanol tanto a las 12 

horas como a las 36 h (p = 0,007).  

Los niveles de expresión relativa alcanzados por las variantes CTCT, CCCC, CCCT 

y TCCT tras 12 horas de cultivo con la presencia de etanol en el medio fueron 

13,8E3±10,1E3; 11,9E3±6,9E3; 13,2E3±8,9E3 y 10,8E3±4,8E3, respectivamente. De 

nuevo fue la variante TCCT la que presentó una menor expresión.  

Cuando se midió la expresión de PTGDR tras 36 horas de cultivo con etanol, los 

valores aumentaron de manera significativa con respecto a los valores a 12 horas (p = 

0,008), alcanzado valores de 33,1E3±14,1E3; 37,4E3±13,4E3; 35,9E3±15,4E3 y 
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30,6E3±17,4E3 (CTCT, CCCC, CCCT y TCCT respectivamente). En este caso, también fue 

la variante TCCT la que menor expresión de PTGDR provocó. 

 

Figura 47: Comparación mediante PCR a tiempo real de los niveles de expresión de PTGDR en células 

no tratadas y células tratadas con etanol. Los resultados se muestran como la media±DE de la 

expresión relativa frente a los niveles de expresión obtenidos en las células control transfectadas con el 

vector pCMV-XL5, en las mismas condiciones (**Wilcoxon-p <0,01; n=2). 

5.3.3. El efecto de la dexametasona sobre la expresión de PTGDR varía a lo largo del 

tiempo 

Tras someter a las células A549 a una concentración de dexametasona 2,5x10-6 

M durante 12 horas, la expresión de PTGDR, en todas las variantes, sufrió una 

disminución de casi la mitad con respecto a la situación control con etanol (p = 0,007). 

Sin embargo, tras 36 horas de tratamiento, los niveles de PTGDR aumentaron en más 

del doble en las cuatro combinaciones haplotípicas con respecto a los valores 

obtenidos con etanol (p = 0,007) (Figura 48). 
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Figura 48: Comparación mediante PCR a tiempo real de los niveles de expresión de PTGDR en células 

tratadas con dexametasona y células tratadas con etanol. Se utilizó una concentración de 

dexametasona de 2,5x10-6 M, y un volumen equivalente de etanol. Los resultados se muestran como la 

media±DE de la expresión relativa frente a los niveles de expresión obtenidos en las células control 

transfectadas con el vector pCMV-XL5, en las mismas condiciones (**Wilcoxon-p <0,01; n=2).   

5.3.4. El efecto de la dexametasona sobre la expresión de PTGDR varía dependiendo de 

la combinación haplotípica presente en su promotor 

Para realizar un análisis comparativo de los niveles de expresión total de PTGDR 

en función de la variante haplotípica presente en su promotor, se restó el fondo 

obtenido con el etanol a los valores mostrados con la dexametasona. De esta forma, el 

dato resultante corresponde únicamente al efecto causado por el corticoide 

eliminando el efecto provocado por el vehículo en el que está disuelto. 

Como se ha comentado anteriormente, tras 12 horas de tratamiento, las células 

sometidas a la acción del corticoide presentaron una disminución de la expresión de 
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PTGDR respecto a las células que recibieron etanol. De esta forma, la variante silvestre 

CTCT fue la que mostró una disminución de la expresión más acusada tras el 

tratamiento con dexametasona a 12 horas (Figura 49), con una expresión de 

6,2E3±3,0E3 puntos menos que con etanol. En contraposición, la variante TCCT mostró 

la menor disminución de las cuatro variantes, con una expresión 3,7E3±1,9E3 puntos 

menos que con etanol. Las variantes CCCC y CCCT presentaron una expresión de 

3,7E3±1,3E3 y 4,8E3±0,8E3 puntos de diferencia entre el corticoide y su vehículo. Esto 

se traduce en que la variante silvestre CTCT presenta mayor respuesta al tratamiento 

con dexametasona, aunque sin alcanzar significación estadística respecto al resto. 

 

Figura 49: Diferencia de expresión de PTGDR entre el tratamiento con dexametasona y con el vehículo 

(etanol) tras12 horas de exposición. Se utilizó una concentración de dexametasona de 2,5x10
-6

 M, y un 

volumen equivalente de etanol. Los resultados se muestran como la media±DE de la expresión relativa 

frente a los niveles de expresión obtenidos en las células control transfectadas con el vector pCMV-XL5, 

en las mismas condiciones (n=2). 

Los datos obtenidos tras 36 horas de tratamiento mostraron un cambio de 

expresión en sentido contrario al que se produjo a las 12 horas. A este tiempo 

experimental, el tratamiento con dexametasona provocó un aumento de los niveles de 
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PTGDR con respecto a los valores con etanol. La variante con el haplotipo silvestre 

CTCT fue la que mayor aumento presentó, con una media de 43,2E3±16,9E3, aunque 

no se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas con el resto, mostrando las 

variantes CCCC, CCCT y TCCT un aumento de 40,4E3±18,1E3; 38,5E3±24,4E3 y 

39,3E3±18,1E3, respectivamente (Figura 50). 

 

Figura 50: Diferencia de expresión de PTGDR entre el tratamiento con dexametasona y con el vehículo 

(etanol) tras 36 horas de exposición. Se utilizó una concentración de dexametasona de 2,5x10-6 M, y un 

volumen equivalente de etanol. Los resultados se muestran como la media±DE de la expresión relativa 

frente a los niveles de expresión obtenidos en las células control transfectadas con el vector pCMV-XL5, 

en las mismas condiciones (n=2). 

5.4. Estudio in silico de los cambios en los factores de transcripción en cada una de 

las variantes del promotor del gen PTGDR 

Mediante el análisis in silico llevado a cabo se detectaron diferencias en el 

posible patrón de unión de factores de transcripción entre las cuatro variantes 

polimórficas del promotor de PTGDR analizadas en este trabajo. El estudio realizado, 

basado en los algoritmos MatInspector y Transfac (Biobase), predice cambios en los 
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potenciales sitios de unión dependiendo de la presencia del alelo silvestre o mutado 

de las posiciones -613, -549, -441 y -197 (Tabla 12).    

Cambio -613 C>T: La primera base de datos bioinformática, MatInspector, 

establece que únicamente la presencia del alelo silvestre en la posición -613C>T 

permite la unión de GZF1. Cuando está presente la base mutada (timina), este sitio de 

unión se pierde, pero aparecen potenciales sitios de unión para SOX15, MAFB y MAFF 

que no estaban presentes con el nucleótido conservado citosina. Cuando se analizan 

las secuencias con el algoritmo Transfac (Biobase), no se detectan sitios de unión para 

ningún factor de trascripción en las posiciones -613 ni en presencia del alelo silvestre 

ni tampoco en presencia del alelo mutado. 

Cambio -549 T>C: Para la posición -549T>C del promotor de PTGDR, 

MatInspector pronostica que la presencia del alelo mutado, citosina, en lugar del 

silvestre, timina, origina la pérdida de sitios de interacción para los factores de 

transcripción PPAR-γ, NBRE y los heterodímeros CAR/RXR y VDR/RXR. A su vez, este 

cambio nucleotídico en -549 provoca la aparición de nuevos sitios de unión para 

ZFP652, PAX6 y GABP y FREAC2. Cuando se analizan las secuencias con el algoritmo 

Transfac (Biobase) para el sitio de interés, -549, se establece una pérdida de afinidad 

para los factores de transcripción NF-ATp, ISGF-3, NF-ATc, NF-ATx y SF-1 cuando está 

presente el cambio -549 T>C. Además, es importante señalar que, en esta posición, el 

algoritmo predice la pérdida de un sitio de unión para el receptor de glucocorticoide 

(GR) en presencia de la base mutada citosina. Esto hace que las tres variantes mutadas 

CCCC, CCCT y TCCT, que tienen el cambio en posición -549, cuenten con un sitio menos 

de unión a GR que la variante silvestre CTCT. 
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Tabla 12: Resultados del análisis in silico del promotor de PTGDR con las plataformas de 

MatInspector y Transfac (Biobase). En rojo se representan los factores cuya unión se ve modificada al 

introducir el cambio de nucleótido correspondiente en cada polimorfismo. 

  -613 C>T -549 T>C -441 C>T -197 T>C 
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NF-ATp 
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NF-ATp, 
NF-ATx 

SF-1 
GR 

 
 
 

Mutado    

IRE-ABP, SRY 
SP1 

LyF-1 
AP-2alphaA 
AP-2alphaB 

FREAC2 
CBF, SRF 

 

E2F: E2 factor. GZF1: GDNF inducible zinc finger protein 1. BACH1: BTB and CNC homology 1, 

basic leucine zipper transcription factor 1. CAR: Constitutive androstane receptor. RXR: retinoid X 

receptor: PPAR-γ: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma. MEF2: Myocyte-specific enhancer 

factor 2. HNF3B: Hepatocyte Nuclear Factor 3, Beta. EVI1: Ecotropic viral integration site 1 encoded 

factor. NBRE: NGFI-B Response Element. VDR: Vitamin D receptor: BCL6: B-cell lymphoma 6 protein. 

LXRE: LXR response element. NRSF: Neuron restrictive silencer factor. ZNF263: Zinc finger protein 263. 

THRB: Thyroid Hormone Receptor, Beta. Sp2: Specificity protein 2. KKLF: Kidney-enriched Krüppel-like 

factor. EOMES: Eomesodermin. SOX15: Sry-related HMG box gene 15. MAFB: V-Maf Avian 
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Musculoaponeurotic Fibrosarcoma Oncogene Homolog B. MAFF: V-Maf Avian Musculoaponeurotic 

Fibrosarcoma Oncogene Homolog F. ZFP652: Zinc finger protein 652. PAX-6: Paired box protein 6. GABP: 

GA binding protein.  FREAC2: Forkhead-related activator 2. MAZ: Myc associated zinc finger protein. SRF: 

Serum response factor. NF-ATp: Nuclear factor of activated T cells, phosphoprotein. ISGF-3: Interferon-

stimulated gene factor 3. NF-ATc: Nuclear factor of activated T cells, Cytoplasmic, calcineurin dependent 

1. NF-ATx: Nuclear factor of activated T cells X. SF-1: Splicing factor 1. GR: Glucocorticoid receptor. IRE-

ABP: Insulin response element-A binding protein. SRY: Sex determining region Y. SP1: Specificity Protein 

1. LyF-1: lymphoid transcription factor 1. AP-2alphaA: activating enhancer binding protein 2 alpha A. AP-

2alphaB: activating enhancer binding protein 2 alpha B. CBF: Core binding factor.  

 

Cambio -441 C>T: En cuanto a la posición -441C>T, la presencia del alelo 

mutado provoca la pérdida de la capacidad de unión del factor de transcripción NRSF, 

y a su vez provoca la aparición de un sitio de unión del heterodímero PPAR/RXR, según 

la base de datos MatInspector.  

Cambio -197 T>C: Por último, según el algoritmo utilizado por MatInspector, el 

cambio en -197 de timina por citosina permite la unión teórica de MAZ y SRF, que no 

aparecía con el alelo silvestre. Según el análisis realizado con Transfac (Biobase), la 

presencia esta vez del alelo mutado en la posición -197 T>C provoca la aparición de 

sitios de unión teóricos para los factores de transcripción IRE-ABP, SRY, SP1, LyF-1, AP-

2alphaA, AP-2alphaB, FREAC2, CBF y SRF, que no aparecen con el nucleótido 

conservado. 

5.5. Análisis del efecto de la presencia de polimorfismos en el promotor de PTGDR 

sobre la expresión de citocinas 

Con la finalidad de estudiar el efecto que pudiera tener la expresión de PTGDR 

sobre la cascada inflamatoria, se ha analizado la secreción de citocinas producida por 
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las células A549 transfectadas con los vectores de expresión de este gen. Como en el 

resto de los experimentos, también se han estudiado los efectos derivados la 

exposición a dexametasona 2,5x10-6 M, evaluándolos tras 12 horas y tras 36 horas del 

inicio del tratamiento. 

5.5.1. La transfección de PTGDR en las células A549 modifica el patrón de expresión de 

la citocinas 

 A las 12 horas comienza un incremento generalizado de expresión de citocinas 

para todos los haplotipos 

En la tabla 13 se muestran las concentraciones obtenidas de las citocinas 

producidas por las células portadoras de las variantes del vector de expresión de 

PTGDR (con las cuatro combinaciones haplotípicas del promotor), así como las 

producidas por las células control (transfectadas con el vector control pCVM-XL5). El 

patrón de expresión de citocinas fue el mismo en todos los casos, siendo IP-10 la 

citocina que mayores niveles mostró, seguida de MCP-1, IL-8, RANTES, VEGF, MIP-1b, 

IL-12, IL-6, INF-γ e IL-7, en este orden (excepto las dos últimas en el caso de CTCT, que 

tenían el orden invertido). 

Se ha comprobado que la transfección de las células con los vectores de 

expresión portadores de las distintas variantes del promotor de PTGDR junto con la 

secuencia codificante del gen provocó un aumento del nivel de citocinas, 

comparándolo con los niveles obtenidos en las células control, excepto en el caso de la 

variante TCCT para las citocinas IL-7, IL-12, MCP-1, RANTES, donde se observó una 

ligera disminución, que fue más acusada en el caso de VEGF. 
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Tabla 13: Patrón de citocinas expresadas a 12 horas sin tratamiento. 

pg/ml 
Expresión de citocinas tras 12h sin tratamiento 

Control CTCT CCCC CCCT TCCT 

IP-10 2020,58 3035,51 2870,04 2469,54 2307,85 

MCP-1 1624,3 1822,87 1813,28 1841,47 1468,75 

IL8 648,76 835,42 763,98 712,74 714,21 

RANTES 457,37 640,67 556,71 475,31 452,89 

VEGF 352,28 454 392,13 396,21 273,29 

MIP-1b 51,83 84,97 75,09 65,35 61,83 

IL12 46,1 65,26 56,65 49,26 41,69 

IL6 24,07 39,08 37,77 31,99 30,64 

IL7 25,96 30,2 28,78 25,96 24,57 

IFN-γ 11,68 34,6 26,19 18,51 18,51 

 

 A las 12 horas, los niveles de citocinas más bajos se observan en el haplotipo 

TCCT, y los más altos en CTCT 

Aunque el patrón general de citocinas fue el mismo en todos los haplotipos, sí 

se observaron diferencias en cuanto a su concentración, dependiendo de la variante 

del promotor de PTGDR presente en las células (Figura 51). Si otorgamos el valor 1 a la 

variante silvestre, de forma generalizada, tras 12 horas de cultivo en condiciones 

basales, es esta variante CTCT la que mostró una mayor concentración de citocinas, 

con la única excepción de MCP-1. En las combinaciones CCCC, CCCT y TCCT se han 

detectado concentraciones progresivamente más bajas, siendo la variante TCCT la que 

presentó menor expresión en la mayoría de las citocinas.  

Por lo tanto, tras 12 horas de cultivo, las mayores diferencias se han observado 

entre la variante silvestre CTCT y la combinación TCCT (-613, -549, -441, -197). Los 

casos más evidentes se han obtenido en las citocinas IL-12, INF-γ y VEGF, en las que las 
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células transfectadas con la combinación TCCT en el promotor de PTGDR mostraron 

una concentración de 0,64, 0,53, y 0,60 veces la concentración alcanzada en las células 

transfectadas con la combinación CTCT. 

 

Figura 51: Influencia de la presencia de distintas combinaciones polimórficas en el promotor de 

PTGDR sobre el nivel de citocinas en células A549 tras 12 horas de cultivo. Los datos se presentan 

normalizados frente a la secuencia silvestre CTCT. 

 A las 36 horas se confirma el aumento de la expresión de todos los haplotipos, 

excepto CTCT 

Cuando se incrementó el tiempo de cultivo hasta las 36 horas, a las diez 

citocinas de mayor expresión a las 12 horas, se les sumaron la eotaxina, β-FGF e IL-1ra, 

que no se detectaban en el tiempo experimental anterior (Tabla 14). También 

incrementaron su concentración IL-5 y TNF-α, aunque menos que el resto. De nuevo, 

este patrón de citocinas fue el mismo en las cuatro formas promotoras que se 

analizaron en este trabajo. 

IL6 IL7 IL8 IL12 IFN-g IP-10 MCP-1 MIP-1b RANTES VEGF

CTCT 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CCCC 0,97 0,95 0,91 0,87 0,76 0,95 0,99 0,88 0,87 0,86

CCCT 0,82 0,86 0,85 0,75 0,53 0,81 1,01 0,77 0,74 0,87

TCCT 0,78 0,81 0,85 0,64 0,53 0,76 0,81 0,73 0,71 0,60
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Tabla 14: Patrón de expresión de citocinas a las 36 horas sin tratamiento 

pg/ml 
Expresión de citocinas tras 36h sin tratamiento 

Control CTCT CCCC CCCT TCCT 

IP-10 >35109,25 >35109,25 >35109,25 >35109,25 >35109,25 

RANTES >4090,75 >4090,75 >4090,75 >4090,75 >4090,75 

IL8 1620,27 1504,32 2194,19 1789,77 1793,86 

MCP-1 1179,45 1023,58 1421,15 1431,09 1333,64 

VEGF 949,45 720,22 1152,06 887,87 992,27 

IFN-γ 473,95 382,6 590,79 436,73 521,71 

MIP-1β 160,01 146,95 262,22 187,53 180,11 

IL6 85,34 92,68 140,21 110,57 106,9 

IL12 114 81,26 144,59 105,97 110,94 

Eotaxina 62,86 55,94 75,59 65,07 71,47 

B-FGF 50,99 49,78 71,04 66,4 73,01 

IL7 49,46 38,91 54,1 40,39 47,93 

IL1ra 51,04 38,5 67,98 55,25 59,48 

IL-5 19,81 16,72 27,77 21,13 20,25 

TNF-α 17,73 12,82 23,2 17,73 19,37 

 

De forma similar a lo ocurrido a las 12 horas, se constató que la transfección 

con los vectores de expresión de PTGDR durante 36 horas influía en la expresión de 

citocinas. A 36 horas, se produjo un aumento de expresión, con respecto a las células 

control,  que se mantuvo para todas las citocinas en la variante CCCC, y para la mayoría 

de las citocinas en las variantes CCCT y TCCT. Por el contrario, las células transfectadas 

con la forma silvestre CTCT mostraron una disminución generalizada de todas las 

citocinas, a excepción de la IL-6, en comparación con las células control.  

Comparando con los datos de cada una de las variantes a las 12 horas, la 

mayoría de las citocinas analizadas aumentaron su concentración con el tiempo, a 

excepción de la proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), que mostró una 
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relación de concentración a 36 horas frente la concentración a 12 horas, de 0,56, 0,78, 

0,77 y 0,91 para CTCT, CCCC, CCCT y TCCT respectivamente, y de 0,72 para las células 

control.  El resto de citocinas aumentaron entre los dos tiempos experimentales en 

todas las variantes aunque no en todas en la misma magnitud.  

 A las 36 horas, los niveles más bajos de citocinas se observan en el haplotipo 

CTCT, y los más altos en CCCC 

Igual que ocurría a las 12 horas, tras 36 horas de cultivo también se observaron 

diferencias en cuanto la concentración de citocinas, dependiendo de la variante del 

promotor de PTGDR presente en las células. Sin embargo, cuando se dejó el cultivo 

celular durante 36 horas, fueron las células transfectadas con la variante CTCT las que 

mostraron una concentración menor en todas las citocinas de manera sistemática 

(Figura 52). Las formas haplotípicas no silvestres exhibieron concentraciones mayores 

de todas las citocinas, siendo en la variante CCCC en la que se observan los niveles más 

altos en prácticamente todos los casos, a excepción de MCP-1 y B-FGF. 
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Figura 52: Influencia de la presencia de distintas combinaciones polimórficas en el promotor de 

PTGDR en el nivel de citocinas en células A549 tras 36 horas de cultivo. Los datos se presentan 

normalizados frente a la secuencia silvestre CTCT.  

5.5.2. La dexametasona produce una variación de la expresión de las citocinas en las 

células control 

Como en los experimentos anteriores, a la hora de analizar los efectos 

provocados por el tratamiento con la dexametasona, se consideró como situación 

basal la obtenida tras someter a las células al vehículo del corticoide, el etanol. De este 

modo, se descarta el efecto que pudiese tener el etanol en la secreción de las distintas 

citocinas. 

 Tras 12 horas de tratamiento se produce una disminución generalizada de la 

expresión de las citocinas en las células control, a excepción de IL-12 y VEGF, que 

aumentan 

El tratamiento con dexametasona durante 12 horas provocó, en las células 

control, la disminución en los niveles de IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1b y RANTES, en 

IL8 MCP-1 VEGF IFN-g MIP-1b IL6 IL12 Eotaxin B-FGF IL7 IL1ra IL5 TNF-α 

CTCT 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CCCC 1,46 1,39 1,60 1,54 1,78 1,51 1,78 1,35 1,43 1,39 1,77 1,66 1,81

CCCT 1,19 1,40 1,23 1,14 1,28 1,19 1,30 1,16 1,33 1,04 1,44 1,26 1,38

TCCT 1,19 1,30 1,38 1,36 1,23 1,15 1,37 1,28 1,47 1,23 1,54 1,21 1,51
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comparación con los niveles mostrados con etanol. El descenso más importante se 

observó en IP-10, ya que las células con etanol contaban con una concentración de 

2457 pg/ml, que cuando se trataron con dexametasona mostraron un  valor  de 1109,9 

pg/ml. A IP-10 le siguieron en orden de disminución, MCP-1, IL-8 y RANTES que 

mostraron una diferencia de 1081,45 pg/ml, 616,77 pg/ml y 256,45 pg/ml menos con 

dexametasona que con etanol. La disminución en el resto de citocinas en las células 

control no fue tan acusada, con una diferencia de 18,91 pg/ml para IL-6 y de 1,58 

pg/ml para MIP-1b. 

Por el contrario, tras el tratamiento con dexametasona en las células control, la 

IL-12 pasó de 47,45 pg/ml en etanol a 74,41 pg/ml con el corticoide, aumentando por 

tanto en 26,96 pg/ml. También aumentó VEFG, con 247,5 pg/ml más con 

dexametasona que con etanol. 

La citocina IL-7 permaneció inalterada. 

 A las 36 horas continúa la disminución generalizada de citocinas en las células 

control tratadas con dexametasona, con la excepción de IL-7, IL-12, VEGF y MIP-1b 

Cuando se aumentó la duración de tratamiento hasta las 36 horas en las células 

control, se produjo una disminución en los niveles de IP-10, RANTES (por dato inferido 

de fluorescencia), IL-8, MCP-1, IFN-γ, IL-6, B-FGF, eotaxina, IL-1ra, IL-5 y TNF-α, en 

orden según la magnitud de la disminución.  

En contraposición, las citocinas IL-7, IL-12 y VEGF aumentaron sus niveles en 

12,15 pg/ml, 107,63 pg/ml y 987,62 pg/ml, respectivamente. Además, MIP-1b, que 
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mostraba una disminución a las 12 horas, tras 36 horas de tratamiento con 

dexametasona aumentó en 120,46 pg/ml con respecto al etanol. 

5.5.3. La dexametasona ejerce efectos diferentes según la variante transfectada. Las 

mayores diferencias a las 12 horas se observan en IP-10, RANTES, MIP-1b, IL-12, VEGF, 

IL-6 e IL-8 

 Tras 12 horas de tratamiento, la dexametasona reduce los niveles de IP-10, 

RANTES en CTCT y CCCT, pero los aumenta en CCCC y TCCT 

Se han observado diferencias importantes en la respuesta al tratamiento de las 

variantes CTCT, CCCC, CCCT y TCCT, respecto a las células control, y entre ellas.  

En el caso de IP-10 (Figura 53), las células control tratadas con dexametasona 

presentaron una disminución de la concentración con respecto al etanol de 1347,1 

pg/ml. Este descenso alcanzó los 2426,77 pg/ml en las células transfectadas con la 

variante silvestre CTCT, pero fue mucho menor en el haplotipo CCCT, sólo de 190,1 

pg/ml. Por el contrario las concentraciones obtenidas tras la incubación con 

dexametasona presentaron un aumento de 457,7 pg/ml y 340,21 pg/ml en los 

haplotipos CCCC y TCCT. Analizando los duplicados de cada muestra utilizados en este 

ensayo, como aproximación estadística, se obtiene una diferencia significativa 

(Kruskal-Wallis p = 0,01) entre las cuatro variantes de PTGDR para los niveles de IP-10. 

Además, las diferencias entre la variable silvestre, CTCT, y el resto alcanza un poder 

estadístico (PE) para alfa 0,05 del 100 %, y la diferencia entre CCCC y TCCT del 98 %.  
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Figura 53: Efecto de la dexametasona sobre el nivel de IP-10 tras 12 horas de tratamiento. Los datos se 

muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10
-6 

M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 

Para RANTES, se observó un patrón similar al de IP-10. Mientras que en las 

células control y las células con el haplotipo silvestre CTCT se produjeron 

disminuciones en la concentración de 256,45 pg/ml y 346,37 pg/ml, respectivamente, 

esta disminución no fue tan elevada en la variante CCCT, 115,9 pg/ml. Por el contrario, 

las células portadoras de los haplotipos CCCC y TCCT mostraron un aumento en la 

concentración de RANTES de 32,35 pg/ml y de 28,47 pg/ml respectivamente (Figura 

54). Estas diferencias también alcanzaron la significación estadística (Kruskal-Wallis p = 

0,04). En este caso, el poder estadístico superó el 98 % entre la variante silvestre y el 

resto, y el 91 % en la comparación del haplotipo CCCT con CCCC y TCCT. 
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Figura 54: Efecto de la dexametasona sobre el nivel de RANTES tras 12 horas de tratamiento. Los datos 

se muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10
-6 

M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 

 Tras 12 horas de tratamiento, la dexametasona reduce los niveles de MIP-1b en 

CTCT, pero los aumenta en CCCC, CCCT  y  TCCT 

En la quimiocina CCL4 o MIP-1b, tras 12 horas de tratamiento con corticoide, se 

observó, para la combinación silvestre CTCT, una disminución de la concentración aún 

menor que en las células control, con 5,92 pg/ml menos con respecto a los datos 

obtenidos en etanol, mientras que en las otras tres combinaciones se produjo un 

incremento con valores que oscilaron entre 42,99 pg/ml en el caso de la variante CCCC, 

y 21,12 pg/m o 21,4 pg/ml en las variantes CCCT y TCCT  respectivamente (Figura 55). 
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Figura 55: Efecto de la dexametasona sobre el nivel de MIP-1β tras 12 horas de tratamiento. Los datos 

se muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10-6 M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 

 El aumento de IL-12 y VEGF tras 12 horas de tratamiento es más elevado en CTCT 

y CCCC que en TCCT y CCCT 

Mientras que en la combinación silvestre CTCT y la variante CCCC se produjeron 

aumentos superiores a los de las células control, con aumentos de 36,3 pg/ml y 37,1 

pg/ml respectivamente para la citocina IL-12 con respecto a sus valores en etanol, la 

dexametasona provocó aumentos menores en TCCT, de 17,81 pg/ml, e incluso 

disminución de la concentración en 14,71 pg/ml en las células portadoras del haplotipo 

CCCT (Figura 56). 

Algo parecido sucedió con los niveles de VEGF. Mientras que en la combinación 

silvestre CTCT y la variante CCCC se obtuvieron aumentos de concentración mayores a 

las células control, de 278,92 pg/ml y 269,78 pg/ml respectivamente con respecto a los 
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valores en etanol, la dexametasona provocó una aumentos menores en  TCCT, 74,32 

pg/ml, e incluso la diminución de la concentración en 84,01 pg/ml en CCCT (Figura 57). 

 

Figura 56: Efecto de la dexametasona sobre el nivel de IL-12 tras 12 horas de tratamiento. Los datos se 

muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10-6 M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 

 

Figura 57: Efecto de la dexametasona sobre el nivel de VEGF tras 12 horas de tratamiento. Los datos se 

muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10-6 M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 
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 La disminución de la concentración de IL-6 e IL-8 tras 12 horas de tratamiento con 

dexametasona es más evidente en CTCT que las otras variantes haplotípicas 

La  disminución de concentración observada en la variante CTCT para las 

interleucinas IL-6 e IL-8 fue superior a las células control. Sin embargo, las células 

portadoras de los haplotipos mutados CCCC, CCCT y TCCT mostraron una disminución 

menos acusada tras el tratamiento con dexametasona con respecto al tratamiento con 

etanol (Figuras 58 y 59). En ambos casos, la aproximación estadística realizada mostró 

diferencias significativas entre las variables. En el caso de la IL-6 se obtuvo una p de 

Kruskal-Wallis de 0,01 y un poder estadístico superior al 99 % en todas las 

comparaciones excepto al comparar CCCC y TCCT que sólo alcanzó el 65 %. En el caso 

de IL-8, se obtuvo una p de 0,008 y el poder estadístico fue del 100 % en todas las 

comparaciones. 

 

Figura 58: Efecto de la dexametasona sobre el nivel de IL-6 tras 12 horas de tratamiento. Los datos se 

muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10
-6 

M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 
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Figura 59: Efecto de la dexametasona sobre el nivel de IL-8 tras 12 horas de tratamiento. Los datos se 

muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10
-6 

M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 

5.5.4. El tratamiento con dexametasona origina concentraciones diferentes de citocinas 

según la variante transfectada. Las mayores diferencias a las 36 horas se observan en 

MCP-1, IP-10,  RANTES, Eotaxina e IFN-γ 

 Tras 36 horas de tratamiento, la dexametasona reduce los niveles de MCP-1 en 

CTCT, pero los aumenta en CCCC, CCCT  y  TCCT 

Aunque en las células con el haplotipo silvestre CTCT la disminución provocada 

por el tratamiento con dexametasona no alcanzó la observada en las células control, se 

comprobaron concentraciones de 131,14 pg/ml menos que en etanol. Sin embargo, en 

el resto de variantes se produjeron elevaciones en el nivel de esta citocina (Figura 60). 

Así, la concentración de MCP-1 para CCC, CCCT y TCCT aumentó en 157,69; 276,28 y 

247,98 pg/ml respectivamente. 
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Figura 60: Efecto de la dexametasona sobre el nivel de MCP-1 tras 36 horas de tratamiento. Los datos 

se muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10-6 M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 

 Tras 36 horas de tratamiento, la dexametasona provoca distinto grado de 

reducción en los niveles de IP-10 y RANTES en CTCT, CCCC, CCCT y TCCT. 

En todos los ensayos realizados a las 36 horas, las concentraciones de IP-10 y 

RANTES fueron tan elevadas que sobrepasaban el límite de linealidad de la técnica, por 

lo que no se pudieron extraer los datos reales de sus concentraciones. Sin embargo, 

mediante la observación del dato bruto de fluorescencia obtenido en cada caso, se 

pudo identificar el patrón de comportamiento.  

Analizando los datos de fluorescencia de IP-10, parecen indicar una disminución 

de los niveles en las células control y en las variantes CTCT, CCCC y CCCT tras el 

tratamiento con el corticoide, mientras que en el caso de la variante TCCT indicaría un 

aumento de la concentración.  
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Por otra parte, los datos de fluorescencia de RANTES, indican una disminución 

de la concentración de las células control y un aumento en todas las variantes 

promotoras de PTGDR con mayores niveles en TCCT. 

 Tras 36 horas de tratamiento con dexametasona se reducen los niveles de 

eotaxina en CTCT, pero aumentan en CCCC, CCCT  y  TCCT 

Aunque a las 12 horas no se alcanzaban concentraciones detectables, a las 36 

horas se produjo un aumento de la concentración de eotaxina en todas las variables. 

Esto hizo posible evaluar el efecto que sobre su concentración tiene el tratamiento con 

dexametasona a este tiempo (Figura 61). En las células transfectadas con la variante 

silvestre CTCT se observó una disminución de la concentración de eotaxina entre la 

dexametasona y el etanol de 4,56 pg/ml, muy lejos de la medida en las células control 

(20,59 pg/ml). Por el contrario, en las células transfectadas con las otras tres variantes, 

se produjeron aumentos de la concentración de eotaxina, desde 4,91 pg/ml en la 

combinación CCCC o de 8,3 pg/ml en la combinación CCCT, hasta 33,03 pg/ml en la 

variante TCCT. 

 Tras 36 horas de tratamiento con dexametasona se reducen los niveles de INF-γ 

en las células control, pero aumentan en las cuatro variantes promotoras de PTGDR 

Se comprobó una disminución de los niveles de INF-γ de 122,92 pg/ml tras 36 

horas de tratamiento con dexametasona en las células control con respecto a los 

valores obtenidos en etanol (Figura 62). En las células portadoras de los vectores de 

expresión de PTGDR, el efecto fue el contrario, observándose incrementos de 

concentración en los cuatro haplotipos analizados. Además, se comprobó que las 



Efecto de la dexametasona sobre el mecanismo inflamatorio que subyace en el asma 
 

 

162 
 

variantes mutadas mostraron aumentos mayores que los de la variante silvestre. Así, 

mientras en el haplotipo CTCT el incremento fue de 18,28 pg/ml, en CCCC, CCCT y TCCT 

alcanzaron los 70,74 pg/ml, 80,07 pg/ml y 161,31 pg/ml respectivamente.  

 

Figura 61: Efecto de la dexametasona sobre el nivel de Eotaxina tras 36 horas de tratamiento. Los 

datos se muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10-6 M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 

 

Figura 62: Efecto de la dexametasona sobre el nivel INF-γ tras 36 horas de tratamiento. Los datos se 

muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10-6 M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 
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 Tras 36 horas de tratamiento, la dexametasona provoca incrementos de las 

concentraciones de MIP-1b, VEGF e IL-12 superiores en las variantes de PTGDR 

respecto los de las células control, aunque en distinto grado según los haplotipos 

En el caso de las citocinas MIP-1b y VEGF se observaron aumentos de 

concentración superiores a los mostrados por las células control tras el tratamiento 

con dexametasona durante 36 horas en las cuatro variantes polimórficas del  promotor 

de PTGDR (Figuras 63 y 64). Comparando los cuatro haplotipos, las células portadoras 

del haplotipo silvestre CTCT mostraron incrementos superiores a las de las otras 

variantes, mientras que la variante CCCT fue la que presentó los incrementos más 

moderados. 

 

Figura 63: Efecto de la dexametasona sobre el nivel de  MIP-1b tras 36 horas de tratamiento. Los datos 

se muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10
-6 

M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 
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Figura 64: Efecto de la dexametasona sobre el nivel de VEGF tras 36 horas de tratamiento. Los datos se 

muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10
-6 

M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 

Los datos obtenidos de los niveles IL-12 muestran un aumento mayor en las 

células con el haplotipo TCCT, en contraposición de las células con el haplotipo CCCT 

que también es la que presenta el incremento más moderado en esta citocina, por 

debajo incluso de las células control (Figura 65). 

 

Figura 65: Efecto de la dexametasona sobre el nivel IL-12 tras 36 horas de tratamiento. Los 

datos se muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10
-6 

M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 
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 Tras 36 horas de tratamiento, la dexametasona disminuye los niveles de IL-6 e IL-

8, aunque en distinto grado según las variantes 

Por último, los datos obtenidos para las diferencias de concentración entre los 

valores con el tratamiento con dexametasona y los valores con el tratamiento con 

etanol mostraron disminuciones menores en los niveles de IL-6 (Figura 66) e IL-8 

(Figura 67) en las combinaciones CCCT y TCCT. Mientras que en la combinación 

silvestre CTCT se produjo una disminución de 94,56 pg/ml para la IL-6, y de 2240,64 

pg/ml para la IL-8, el cambio fue menor en las variantes CCCT y TCCT.  Las diferencias 

observadas en el caso de IL-6 alcanzaron significación estadística (Kruskal-Wallis p = 

0,009) con un poder estadístico superior al 98 % en todas las comparaciones excepto 

entre los haplotipos CTCT y CCCT que no superó el 30 %. 

 

Figura 66: Efecto de la dexametasona sobre el nivel de IL-6 tras 36 horas de tratamiento. Los 

datos se muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10
-6 

M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 
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Figura 67: Efecto de la dexametasona sobre el nivel de IL-8 tras 36 horas de tratamiento. Los 

datos se muestran como la variación en la concentración (pg/ml) obtenida entre el tratamiento con 

dexametasona 2,5x10
-6 

M y el tratamiento con su vehículo, el etanol. A los datos obtenidos con el 

corticoide se les han restado los datos obtenidos con el etanol. El control hace referencia a las células 

transfectadas con el vector pCMV-XL5 sin PTGDR. 

5.6. Desarrollo de un modelo múrido de asma alérgica crónica y evaluación del 

tratamiento con dexametasona 

Para analizar el efecto de la dexametasona en un modelo animal se 

desarrollaron modelos múridos de asma estimulados con OVA como se ha descrito 

previamente. Tras analizar mediante PCR a tiempo real la expresión relativa de PTGDR, 

se observaron diferencias estadísticamente significativas entre las distintas 

condiciones experimentales (Kruskal-Wallis p=0,013): grupo control sin tratamiento, 

grupo control con tratamiento, grupo asmático sin tratamiento y grupo asmático con 

tratamiento (Figura 68). 
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Figura 68: Análisis mediante PCR a tiempo real de la expresión de PTGDR en un modelo 

crónico de asma alérgica en ratón. Los resultados se muestran mediante diagramas de cajas o Box-Plot 

en los que se representan la mediana y los cuartiles de la expresión relativa de cada grupo frente a los 

niveles de expresión obtenidos en una muestra control. 

La estimulación con OVA provocó un aumento generalizado de los niveles de 

PTGDR en los ratones de los grupos asmáticos con respecto a los de los grupos control. 

Al comparar los grupos sin tratamiento, el grupo control sin dexametasona presentó 

una mediana claramente inferior al grupo asmático sin dexametasona, con una 

expresión relativa respecto a una muestra control de 2,17 (rango intercuartílico, RI = 

3,25) frente a 84,45 (RI = 77,96), respectivamente, con un poder estadístico (PE) del 

100 %. Lo mismo de observó al comparar los datos obtenidos en los grupos que sí 

recibieron tratamiento. En este caso los controles tratados con dexametasona también 

presentaron una mediana inferior al grupo asmático que recibió dexametasona, 1,02 

(RI=0,89) frente a 36,08 (RI: 26,32), respectivamente, con un PE = 98 %. 
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Al evaluar el efecto del tratamiento con dexametasona también se observaron 

diferencias entre los grupos. Tanto entre los dos grupos control como entre los dos 

grupos de ratones asmáticos, se comprobó que el tratamiento con dexametasona 

provocó una disminución de los niveles de PTGDR. Así, los ratones control tratados con 

dexametasona presentaron una mediana inferior, 1,02 (RI=0,89), a la mostrada por los 

controles no tratados, 2,17 (RI=3,24). Sin embargo el poder estadístico en este caso fue 

muy bajo, del 21,5%. Finalmente, también se observó una disminución de la expresión 

de PTGDR en los ratones asmáticos y tratados con dexa respecto a los ratones 

estimulados con OVA pero que no recibieron tratamiento con el corticoide. Las 

medianas obtenidas fueron 36,08 (RI=26,32) frente a 84,45 (RI=77,96), 

respectivamente, aunque en este caso el poder estadístico fue incluso menor, del 9,3 

%.   
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6. DISCUSIÓN 

6.1. Modelo experimental en la línea celular A549 

6.1.1. Caracterización y expresión basal de PTGDR  

Mediante el genotipado de la línea celular A549 se ha confirmado la 

combinación haplotípica CTTT en homocigosis para los polimorfismos -613C>T, -

549T>C, -441C>T y -197T>C en el promotor del gen del receptor de la prostaglandina 

D2 (PTGDR). Esta combinación no se corresponde con ninguna de las cuatro variantes 

promotoras consideradas en este trabajo, puesto que el cambio en -441C>T se 

mantiene conservado en las todas construcciones analizadas.  

Previamente a la realización de los experimentos programados se comprobó 

que el grado de expresión endógena de PTGDR de las células A549 es prácticamente 

nulo. Esto confirma que, en el modelo propuesto, la expresión basal no supone un 

factor de confusión en la interpretación de los resultados obtenidos tras los ensayos de 

actividad promotora con gen reportero, de expresión génica con vectores de 

expresión, y de análisis de la concentración de citocinas en medio de cultivo. Aunque 

no existen datos previos de los niveles de expresión cuando está presente la 

combinación CTTT, este haplotipo contiene la combinación TTT (-549, -441, -613), que 

se asocia con una baja actividad promotora de PTGDR (197). 
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6.1.2. Metabolización de glucocorticoides  

Para comprobar la idoneidad del modelo celular propuesto para el examen de 

los efectos del tratamiento corticoideo, se estudió su respuesta al tratamiento con 

dexametasona. Para esto, se analizó un gen que codifica una de las enzimas 

metabolizadoras de corticoides, CYP3A5, para comprobar la respuesta celular. Esta 

enzima, junto CYP3A4 y CYP3A7, constituyen los principales componentes del 

complejo proteico citocromo P450, responsables de la metabolización de los 

glucocorticoides, entre otros muchos fármacos. Estas enzimas presentan una 

expresión diferencial en los distintos tejidos, siendo CYP3A5 la más abundante en el 

pulmón (237). Además, responde al tratamiento con diferentes corticoides (238). 

Diversos estudios sostienen que en las células A549 sólo se observa aumento de los 

niveles del mRNA de CYP3A5 y no de CYP3A4 ni CYP3A7 tras el tratamiento 

corticoideo, y que no observa actividad enzimática de CYP3A4 ni CYP3A7 (239,240). El 

análisis genotípico llevado a cabo por nuestro laboratorio ha establecido que las 

células A549 presentan el cambio en posición 6986A>G, que da lugar a la isoforma 

CYP3A5*3, la más frecuente en población caucásica (241).  

Se ha comprobado que se produce una inducción de la expresión de CYP3A5 

tras la exposición al tratamiento corticoideo. El aumento significativo de CYP3A5 en la 

línea celular A549 tras el tratamiento con dexametasona indica que la línea celular 

propuesta responde al tratamiento con el glucocorticoide seleccionado y que, por 

tanto, el modelo celular establecido es válido para nuestro diseño experimental. Estos 

resultados refuerzan los publicados previamente en los que se observa la inducción de 
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la expresión de este gen tras el tratamiento con diferentes glucocorticoides, tanto 

inhalados como sistémicos (242).  

En conclusión, los datos obtenidos avalan la utilización de la línea celular A549 

para el estudio de la implicación de la presencia de polimorfismos en el promotor de 

PTGDR en su expresión, en la respuesta inmune y en la respuesta a la terapia 

corticoidea.  

6.2. Análisis de la actividad promotora de PTGDR y su respuesta a corticoides 

En este trabajo, por primera vez, se han realizado estudios de la actividad 

promotora de PTGDR en cultivos celulares analizando el efecto de la presencia de las 

variantes génicas en las cuatro posiciones -613, -549, -441 y -197. Los estudios previos 

sobre la influencia de los polimorfismos del promotor de PTGDR en su actividad 

transcripcional no incluían el polimorfismo en -613C>T (197). 

6.2.1. Influencia de los polimorfismos de PTGDR sobre su actividad promotora 

 Tras 12 horas de cultivo y normalizando los datos de todas las variantes frente 

a la silvestre CTCT para su comparación, se encontró una actividad promotora 

significativamente mayor al resto en la combinación CCCC (-613, -549, -441, -197). 

Estos datos parecen indicar la necesidad de la presencia conjunta de las dos 

mutaciones, -549C y -197C, que están presentes en la construcción CCCC, para 

provocar el aumento significativo detectado en la actividad promotora. Esta mayor 

actividad promotora refuerza resultados previos en los que, sin tener en cuenta el 

polimorfismo en -613, la combinación CCC (-549, -441, -197) se asociaba con una 
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mayor expresión de luciferasa a las 24 horas (197). Por otra parte, se detectó una 

actividad significativamente menor de TCCT, es decir, parece que la presencia 

simultánea de los cambios -613T y -549C en una misma combinación (TCCT) provoca 

una disminución significativa en la actividad promotora de PTGDR tras 12 horas de 

cultivo. 

A las 36 horas, como consecuencia de la disminución de la actividad promotora 

de todas las variantes excepto de la variante CTCT, que mantiene los niveles de 

expresión, las diferencias observadas entre la variante con el haplotipo silvestre CTCT y 

la variante CCCC, perdió significación, aunque permaneció la combinación CCCC como 

la que mostraba el dato más elevado. Por otro lado, se acentuó la diferencia de la 

variante silvestre con la variante CCCT, y con la variante TCCT. Por lo tanto, la 

presencia del cambio -549T>C tanto en solitario, como en combinación con el cambio -

613C>T, provoca una activación promotora significativamente menor que en el resto 

de las variables. 

En los datos aportados por Oguma y col. (197), la combinación CCT (-549, -441, 

-197) mostraba una actividad promotora superior a la forma silvestre TCT. Estas 

diferencias pueden deberse a que en este trabajo no se tenía en cuenta la presencia de 

polimorfismos en la posición -613. Además, el inserto que ellos utilizaban constaba de 

1107 pares de bases, mientras que el nuestro sólo tiene 653 pares de bases. Al ser un 

inserto mayor, podrían estar influyendo otras posiciones polimórficas. 
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6.2.2. Influencia de los polimorfismos de PTGDR sobre la evolución temporal de su 

actividad promotora 

Se ha observado una disminución del grado de activación promotora a lo largo 

del tiempo para las variantes haplotípicas CCCC, CCCT y TCCT, aunque no así en la 

variante silvestre CTCT, que mostró una actividad promotora estable, ya que a las 36 

horas conservó el 100% de su actividad a las 12 horas. De forma generalizada, las 

variantes presentes en las combinaciones haplotípicas CCCC, CCCT y/o TCCT, podrían 

provocar una dificultad para mantener los niveles de actividad promotora iniciales.  

No existen estudios anteriores que asocien la presencia de estos u otros 

haplotipos en el promotor de PTGDR con variaciones de la actividad promotora a lo 

largo del tiempo. Sin embargo, estos datos sugieren que estos cambios nucleotídicos 

en la región promotora podrían estar afectando a la estabilidad de su interacción, bien 

con factores de transcripción o bien con otros elementos implicados en el proceso 

transcripcional, dependientes del tiempo. 

6.2.3. Efecto del tratamiento con glucocorticoides sobre la actividad promotora de 

PTGDR 

Aunque se han identificado polimorfismos en distintos genes que modifican la 

respuesta a la acción de los corticoides como tratamiento en la enfermedad asmática 

(243–249), en este estudio se analiza por primera vez el efecto de la presencia de 

distintas combinaciones haplotípicas en el promotor del gen PTGDR sobre su respuesta 

al tratamiento corticoideo.  
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Los datos obtenidos tras la administración de dexametasona al cultivo celular, 

mostraron un incremento global de la actividad promotora, independientemente de la 

combinación haplotípica presente en las células. Este incremento fue mayor a las 12 

horas que a las 36 horas, aunque en ambos casos se mantuvo la significación 

estadística respecto a los datos obtenidos en etanol. Podemos concluir que el efecto 

máximo de la dexametasona se detecta a las 12 horas del inicio de tratamiento, y que, 

aunque en menor grado, los efectos se prolongan como mínimo hasta las 36 horas, tal 

como cabría esperar, puesto que la dexametasona cuenta con una vida media en los 

tejidos de 36-54 horas (vida media plasmática alrededor de 190 minutos).   

6.2.4. Influencia de los polimorfismos de PTGDR sobre su respuesta a glucocorticoides a 

nivel de actividad promotora  

Aunque todas las variantes responden al tratamiento aumentando su actividad 

promotora, se observó un mayor grado de respuesta en la variante silvestre CTCT. Esto 

se traduce en que, aunque la variante con mayor expresión basal es la CCCC, tras el 

tratamiento con dexametasona, es la variante silvestre CTCT la que presenta un mayor 

aumento de la expresión, disminuyendo su diferencia de actividad con los niveles de 

actividad de CCCC a las 12 horas, y sobrepasándolos a las 36 horas. Estos datos indican 

que la combinación con las posiciones -613, -549, -441 y -197 conservadas tiene una 

mayor capacidad de respuesta al tratamiento con dexametasona.  

Por otra parte, el haplotipo TCCT, que ya contaba con una menor actividad 

promotora en condición basal, también es la que menor actividad presentó tras la 

administración de dexametasona, tanto a 12 horas como a 36 horas, con diferencias 

significativas frente a CTCT en ambos tiempos.  
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6.3. Análisis de la expresión de PTGDR y su respuesta a corticoides 

La actividad transcripcional de un gen no viene determinada únicamente por su 

secuencia promotora, sino que pueden existir elementos situados en otras regiones 

implicados en la regulación de su expresión. Por este motivo, se han completado los 

ensayos de actividad promotora realizados, con el estudio del comportamiento de las 

cuatro variantes haplotípicas de PTGDR en presencia de la secuencia codificante 

completa del gen. 

6.3.1. Influencia de los polimorfismos de PTGDR sobre su expresión 

Se ha observado un aumento de la expresión de PTGDR en las células 

transfectadas con los vectores portadores de la secuencia codificante completa del 

gen, que ha sido mayor tras 36 horas de cultivo que tras 12 horas de cultivo, a 

diferencia de lo observado en los ensayos de actividad promotora, en los que ésta 

sufría una disminución al prolongar el tiempo experimental. Esta divergencia en los 

resultados podría explicarse por la presencia de elementos reguladores en la secuencia 

codificante del gen, necesarios para una correcta transcripción génica o para el 

mantenimiento de la estabilidad de la unión de la maquinaria de transcripción, y que 

estarían ausentes en los ensayos de luciferasa. Ya se ha demostrado la presencia de 

sitios de unión de factores de transcripción en exones de distintos genes (250–252) y 

de secuencias reguladoras exónicas (253, 254) que complementan la acción promotora 

y su interacción con la RNA polimerasa II (255). Esto podría estar sucediendo también 

en el control de la expresión génica del gen PTGDR.  



Efecto de la dexametasona sobre el mecanismo inflamatorio que subyace en el asma 

 

178 
 

En cuanto a las diferencias en el nivel de expresión dependiendo de la variante 

promotora presente, aunque no se lograra alcanzar la significación estadística, se ha 

observado que la combinación haplotípica TCCT tiene una menor expresión de PTGDR 

que el resto, tanto a las 12 como a las 36 horas. Esta variante también mostraba los 

menores niveles de actividad promotora en los ensayos de luciferasa, lo que sugiere 

que cuando se asocian las dos mutaciones, -613T y -549C, (TCCT) se produciría una 

menor actividad promotora, que conlleva una menor expresión de PTGDR. De nuevo, 

la presencia de ciertas variantes génicas en la región promotora de PTGDR podría dar 

lugar a diferencias en los niveles de expresión de este gen que pudieran estar 

relacionadas con una mayor probabilidad de desarrollo de la enfermedad alérgica.  

En los otros tres haplotipos, CTCT, CCCC y CCCT, se observa un comportamiento 

variable. A las 12 horas, es la variante CCCT la que muestra una mayor expresión, por 

encima de CCCC y de la variante silvestre CTCT. Sin embargo, a las 36 horas, es la 

variante CCCC la que muestra una expresión mayor. Las variantes CCCC y CCCT tienen 

una expresión que supera a la de la variante silvestre CTCT en ambos tiempos, lo que 

parece indicar que la combinación de polimorfismos podría tener un efecto en la 

respuesta temporal. 

Los datos aportados por los ensayos de actividad promotora y expresión génica 

realizados en este trabajo evidencian diferencias entre las cuatro combinaciones 

haplotípicas de PTGDR, que podrían estar relacionadas con los diferentes fenotipos 

observados en los pacientes y/o con la susceptibilidad de los individuos portadores al 

padecimiento de enfermedades alérgicas. De hecho, existen varios estudios publicados 

que relacionan estos polimorfismos con el asma. En 2004, Oguma y col. establecían 
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una asociación entre el cambio -549T>C con el asma (197), y más tarde, Sanz y col., 

hicieron lo propio con el polimorfismo -197T>C, demostrando además, una mayor 

presencia del haplotipo CCC (-549, -441, -197) en pacientes asmáticos y, en especial, 

en el asma alérgica (198). Isidoro-García y col. relacionaron posteriormente el 

polimorfismo -613C>T en PTGDR con la alergia, principalmente al polen y a los ácaros 

(203). Estudios previos realizados en nuestro laboratorio indican que la presencia del 

alelo T en esta posición se asocia con el asma atópica, en particular con la 

sensibilización a pólenes, ácaros o a ambos, y se ha detectado una mayor frecuencia 

de la combinación TCCT (-613, -549, -441, -197) en los pacientes asmáticos con 

sensibilización simultánea a ácaros y pólenes en comparación con el grupo control.  

Sin embargo, otros trabajos no han podido replicar la asociación entre los 

polimorfismos de PTGDR y la enfermedad alérgica (204–206,256). Esto podría deberse 

a diversos factores como las diferencias étnicas, a diferencias en los criterios de 

selección de pacientes y/o el tratamiento de los datos, o a la necesidad de analizar los 

polimorfismos de forma conjunta, en secuencias haplotípicas concretas, y no por 

separado y de forma individualizada. En este sentido, los resultados obtenidos en el 

presente trabajo apoyan esta última observación al confirmar que es necesaria la 

presencia conjunta de los polimorfismos -549T>C y -197T>C para determinar el 

aumento de la actividad promotora observado en los ensayos con luciferasa, así como 

la presencia conjunta de las variantes en -613C>T y -549T>C para determinar una 

disminución de dicha actividad. 

Por otro lado, según San Segundo y col. (manuscrito en preparación), se 

pueden observar niveles más elevados de expresión de PTGDR en sangre periférica en 
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los pacientes alérgicos. Teniendo en cuenta que el haplotipo silvestre CTCT es el más 

frecuente en la población control, sí se cumple que las combinaciones CCCC y CCCT 

presentan niveles de expresión superiores. Por tanto, el cambio -549C, de forma 

individual (CCCT), o en combinación con el cambio -197T (CCCC) estarían provocando 

mayores niveles de expresión de PTGDR que la combinación silvestre, relacionándose, 

así, con el grado de susceptibilidad alérgica. Esto estaría en consonancia con los 

estudios que relacionan los polimorfismos -549T>C y -197T>C con el asma alérgica 

(197,198). Además, estudios publicados por Sanz y col. sugieren que el diplotipo CCCC 

CCCT es el más frecuente en los pacientes con asma (199). Sin embargo, la menor 

expresión de PTGDR en las células portadoras de la variante TCCT parece no coincidir 

con estudios que relacionan este haplotipo con los pacientes alérgicos y con el asma 

atópica (203).  

6.3.2. Efecto del vehículo del corticoide sobre la expresión de PTGDR 

En este trabajo se analiza por primera vez el efecto del tratamiento con 

dexametasona sobre la expresión de PTGDR, así como la influencia de la presencia de 

distintas variantes haplotípicas en su promotor sobre la respuesta al tratamiento. En 

primer lugar, se ha observado que la presencia de etanol, vehículo en el que va 

disuelta la dexametasona, provoca aumentos significativos de la expresión de PTGDR 

en todas las variantes y en los dos tiempos experimentales. Estos datos corroboran la 

necesidad de realizar el análisis de los efectos de la dexametasona referidos a los datos 

de su vehículo, ya que el efecto del tratamiento será un efecto combinado de ambos. 

Este efecto del etanol sobre la expresión génica no se observaba en los ensayos de 

actividad promotora, por lo que también reafirma la conveniencia de completar los 
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ensayos de actividad promotora con ensayos de cuantificación de la expresión génica 

para tener una información lo más completa posible de los factores que puedan estar 

influyendo en el proceso a estudio.  

Está comprobado que la presencia de etanol puede alterar el normal 

funcionamiento de las células, la supervivencia celular (257, 258), las funciones de los 

receptores, la homeostasis mitocondrial o las rutas celulares de transmisión de 

señales, o puede inducir estrés oxidativo (259). Algunos autores sostienen que, 

además, modifica la respuesta inflamatoria en cultivos celulares. Aunque diversas 

publicaciones sugieren que el etanol provoca una disminución de citocinas 

proinflamatorias (260, 261), otros estudios muestran un aumento de la expresión de 

citocinas inflamatorias en modelos murinos de dermatitis atópica así como una 

exacerbación de la reactividad alérgica, lo que estaría en consonancia con el efecto de 

incremento de expresión de PTGDR en las células tratadas con etanol (262–264).   

En cualquier caso, para evitar cualquier sesgo en el estudio del efecto del 

tratamiento corticoideo se ha tenido en cuenta el posible impacto que pudiera tener el 

etanol en todos los ensayos realizados. 

6.3.3. Efecto del tratamiento con glucocorticoides sobre la expresión de PTGDR 

Al tratar las células con dexametasona se ha observado que se produce un 

patrón de respuesta alternante a lo largo del tiempo. Tras 12 horas de tratamiento se 

observó una disminución en los valores de expresión de PTGDR, mientras que a las 36 

horas se produjo una elevación de estos valores que superaron los mostrados por las 

células sin corticoide a este tiempo. Esta regulación dinámica de la transcripción de 
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PTGDR, podría estar provocada por distintos fenómenos implicados en la unión del 

receptor de glucocorticoide al genoma y en su acción sobre la expresión génica, que 

provocan cinéticas de regulación muy dispares (265). La mayoría de las modificaciones 

en la expresión génica provocadas por glucocorticoides cumplen patrones complejos 

en los que se alternan fases de activación y de represión (266). Así, el efecto de la 

dexametasona sobre la expresión de PTGDR estaría cumpliendo un patrón de 

respuesta tiempo-dependiente, en el que primero se produce una represión rápida 

pero transitoria, seguida de una fase de incremento de la expresión.   

En los ensayos de actividad promotora no se evidenciaba el efecto represor a 

12 horas. Una explicación podría residir en la necesidad de que estén presentes 

secuencias reguladoras en sentido 3´ del sitio de inicio de la transcripción, como 

ocurre, por ejemplo, con sitios de regulación localizados en secuencias exónicas del 

gen Bcl-2 (267).  

Estos datos refuerzan la necesidad de completar los ensayos de actividad 

promotora con ensayos de expresión.  

6.3.4. Influencia de los polimorfismos de PTGDR sobre su respuesta a glucocorticoides a 

nivel de expresión génica  

Aunque el patrón de respuesta se mantiene en todas las variantes, sí se han 

observado diferencias en la intensidad con que se produce esa respuesta. Como se ha 

comentado anteriormente, tras 12 horas de tratamiento se observó una represión de 

la expresión génica que fue más acusada en la variante silvestre CTCT. Del mismo 

modo, el aumento en los niveles de PTGDR observados tras 36 horas de tratamiento es 
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más notable en la construcción tipo silvestre. El hecho de que la dexametasona 

provoque efectos mayores en CTCT ya ha sido observado en este trabajo mediante 

otra aproximación experimental completamente distinta, como es el análisis de la 

actividad promotora. Estos resultados parecen indicar la presencia de elementos de 

respuesta específicos en la variante tipo silvestre, que se pierden en los cambios 

polimórficos. 

Por otro lado, la menor represión a las 12 horas se observó en la variante TCCT, 

portadora de los cambios -613T y -549C. Este haplotipo también presentó niveles más 

bajos de expresión de PTGDR que la variante silvestre tras 36 horas de tratamiento. La 

presencia de estos dos cambios polimórficos de forma conjunta, podría estar 

relacionada, por tanto, con una menor respuesta al tratamiento corticoideo.  

La presencia conjunta de los cambios -613T y -549C (TCCT) vuelve a 

relacionarse con la patología asmática, ya que en este caso podría indicar que los 

pacientes con estas mutaciones en la región promotora de PTGDR podrían tener 

menor capacidad de respuesta al tratamiento. Esto tal vez pudiera estar en relación 

con las diferencias observadas en la clínica en la respuesta al tratamiento con 

corticoides entre unos pacientes y otros, de un modo similar al que relaciona el cambio 

-441C>T en PTGDR con la respuesta a la terapia con antagonistas del receptor de 

leucotrienos (213).  

 

 



Efecto de la dexametasona sobre el mecanismo inflamatorio que subyace en el asma 

 

184 
 

6.4. Influencia de los polimorfismos en el promotor de PTGDR sobre la unión de 

factores de transcripción. 

Se ha planteado un abordaje mediante algoritmos informáticos para la 

identificación de sitios de unión de factores de transcripción en la secuencia del 

promotor de PTGDR a estudio. Así, mediante dos bases de datos bioinformáticas, 

MatInspector y Transfac (Biobase), se han detectado alteraciones en la afinidad de 

unión de diversos de factores de transcripción en función de la presencia del 

nucleótido conservado o mutado en las posiciones -643 C>T, -549 T>C, -441 C>T y -197 

T>C. 

Según el algoritmo informático MatInspector, la presencia del alelo silvestre 

citosina en la posición -613 proporciona un sitio de unión para el factor de 

transcripción GZF1, también conocido como ZNF336. Se trata de una proteína con 

dedos de Zn2+ inducida por el factor neurotrófico derivado de células gliales (GDNF, 

glial cell-line-derived neurotrophic factor), con capacidad para unión a ADN, y con 

actividad represora transcripcional (268) a través de dominios BTB/POZ (269). Además, 

este factor de transcripción contiene un elemento de respuesta a glucocorticoides 

(270), lo que podría explicar la mayor represión de la expresión de PTGDR mediada por 

dexametasona en las variantes con citosina en esta posición, CTCT, CCCC y CCCT, en 

comparación con la variante TCCT. 

Cuando en esta posición, -613, aparece una timina en lugar de una citosina, 

sólo presente en la variante TCCT, se crean sitios posibles de interacción con SOX15, 

MAFB y MAFF. SOX15 aparece sobreexpresado con mayor frecuencia en casos de 

adenocarcinoma de pulmón, aunque está reprimido en muchos otros tipos de cáncer 



Discusión 

 

185 
 

(271). MAFB y MAFF pertenecen a la misma familia Maf de factores de transcripción, 

que está implicada en el desarrollo, diferenciación, y funcionamiento de multitud de 

órganos, con efectos sobre el páncreas, el cartílago, tejido adiposos, mieloma, etc. 

(272). Unos niveles incrementados de MAFB se asocian con la gravedad de la 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica, y un empeoramiento de la función 

pulmonar en fumadores (273), mediante la inhibición de la apoptosis de macrófagos 

(274). Por tanto, la unión de estos factores de transcripción en la variante TCCT podría 

tener relación con la patología asmática.  

La variante silvestre CTCT es la única de las estudiadas en este trabajo que 

mantiene conservado el nucleótido en posición -549. Este hecho hace que sea el único 

haplotipo con sitios de interacción para  los heterodímeros CAR/RXR y VDR/RXR, según 

el algoritmo MatInspector. Estos factores de transcripción son receptores para 

androsteno (CAR), ácido retinoico (RXR) y vitamina D (VDR). Tanto la vitamina D como 

el ácido retinoico son potentes inmunomoduladores, con un importante papel en el 

equilibrio entre las respuestas Th1/Th2 y en el desarrollo del asma alérgica. Ambos 

metabolitos estarían implicados en la diferenciación de una respuesta inmune tipo Th2 

(275), que también se ha relacionado con la prostaglandina D (170). Sin embargo, se ha 

descrito que la vitamina D provoca una disminución de citoquinas inflamatorias en los 

pacientes con asma, incluso podría aumentar la acción antiinflamatoria de la 

dexametasona cuando se utilizan de forma combinada. Además, se ha propuesto que 

la vitamina D podría ayudar a revertir la resistencia a corticoides promoviendo la 

acción de células T reguladoras secretoras de IL-10 (276). Por su parte, el ácido 

retinoico ha demostrado atenuar la inflamación pulmonar, y la administración de ATRA 

(all-trans retinoic acid) disminuye los niveles de citoquinas Th2 (277). El receptor 
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nuclear CAR desempeña un papel crucial en la respuesta celular a la acción de 

diferentes fármacos mediante la regulación de la expresión de sus genes diana, y la 

regulación de la expresión de enzimas constituyentes del complejo Citocromo P450 

(278). Además, se han descrito elementos de respuesta a glucocorticoides en el gen 

codificante del CAR (279), aumentando su expresión en presencia de dexametasona 

(280, 281). Esta relación entre CAR y el receptor de glucocorticoides podría estar 

detrás de la mayor respuesta a dexametasona observada en la variante silvestre CTCT. 

Además, la presencia del alelo silvestre T en -549 proporciona un sitio de unión 

a NBRE (NGFI-B Response element, elemento de respuesta a NGFI-B). NGFI-B (o Nur77) 

modula la acción de los macrófagos, a través de la inhibición de la expresión de genes 

inflamatorios mediante la represión de NF-κB (282). Está descrito que la deleción del 

gen NUR77 provoca una polarización de monocitos y macrófagos a un estado 

proinflamatorio (283).  

Utilizando el algoritmo bioinformático Transfac (Biobase) la variante CTCT, por 

mantener el nucleótido T en posición -549, cuenta con sitios de unión para factores de 

transcripción NFAT e ISGF-3. NFAT constituye una familia de factores de transcripción 

que está implicada en el desarrollo de células T, y en la activación de células T, células 

B y mastocitos (284). Algunos estudios sugieren que la inhibición de NFAT en las 

células T debilita el desarrollo de la repuesta inmune Th2 y previene la patología 

pulmonar asociada a la inflamación alérgica de las vías respiratorias (285). Por otro 

lado, ISGF-3, es un factor de transcripción heterotrimérico (STAT2, STAT1, IRF9) que 

media la regulación de los genes estimulados por interferón (286), y que responde 

principalmente al interferón α/β, inhibidor de la producción de citocinas Th2 (287). 
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Cuando, por el contrario, en la posición -549 está presente el cambio T>C, lo 

que ocurre en todas las variantes haplotípicas excepto en la silvestre, aparecen sitios 

de unión a GABP y FREAC según el algoritmo MatInspector. GABP, es un miembro de la 

familia de factores de transcripción Ets, que se ha relacionado con el desarrollo de 

timocitos y la respuesta inmune mediada por células T, mediante la activación del 

receptor de IL-7 en linfocitos T (288). También parece estar implicado en la expresión 

de β2-integrina o CD18 y en la migración de células Th2 y neutrófilos a los sitos de 

inflamación (289). Por su parte, FREAC2 (FOXF2 o LUN) es un factor de transcripción 

altamente expresado en pulmón, que contribuye al estrés oxidativo provocado por la 

exposición al humo de cigarrillo (290). Este factor de transcripción provoca la 

activación transcripcional de sus genes diana mediante la unión a TBP y TFIIB, dos 

componentes del complejo de transcripción, que interaccionan a su vez con otros 

factores de transcripción (291). Además, hay que tener en cuenta que según el 

algoritmo Transfac (Biobase) el cambio polimórfico en -549 provoca la pérdida de un 

sitio de unión al receptor de glucocorticoide, lo que podría estar detrás de una menor 

respuesta a la dexametasona de las variantes CCCC, CCCT y TCCT, con respecto a las 

variantes silvestre CTCT. 

Por último, según el algoritmo MatInspector, el cambio -197 T>C provoca la 

aparición de un sitio de unión a MAZ y a SRF que no está presente con el nucleótido 

conservado. La familia de factores de transcripción MAZ media en la respuesta 

inflamatoria (292) y su unión al DNA y su actividad transcripcional aumentan en 

respuesta a la estimulación por citoquinas (293).  
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Según Transfac (Biobase), el cambio en -197 también permite la unión de SP1 y 

Lyf-1. SP1 activa el promotor del receptor de glucocorticoide (294), pudiendo unirse 

físicamente con el receptor de glucocorticoide y mediar en los efectos provocados por 

este (295). LyF-1, por su parte, estaría implicado en etapas tempranas del desarrollo de 

linfocitos T y B (296). Además, este algoritmo también predice en este punto, cuanto 

está presente el alelo C, otro sitio de unión para FREAC2 (FOXF2 o LUN), que también 

aparece en el cambio -549T>C. Esto provocaría que la variante con los dos cambios de 

forma simultánea, CCCC, contara con dos sitios de unión para este factor de 

transcripción. De ser así, puesto que FREAC2 parece provocar activación 

transcripcional, podría ser esta la explicación para los mayores niveles de actividad 

promotora y expresión génica que se observan en esta variante respecto al tipo 

silvestre (CTCT) a las 36h.  

Aunque las discordancias encontradas en los resultados de estos dos algoritmos 

ponen de manifiesto el carácter teórico de esta aproximación, los dos algoritmos 

coinciden en predecir la aparición de un sitio de unión a SRF cuando se produce el 

cambio nucleotídico -197T>C. SRF, es un factor de transcripción implicado en la 

migración de neutrófilos en respuesta a los procesos inflamatorios (297, 298), y 

relacionado con patologías cardiacas, musculares, digestivas y pulmonares (299). 

En definitiva los estudios de unión de factores de transcripción muestran la 

complejidad de la regulación promotora. Las modificaciones en el patrón de unión del 

receptor del glucocorticoide determinadas por la presencia de polimorfismos en la 

región promotora de PTGDR contribuyen a explicar las variaciones en la expresión 

génica de PTGDR. 
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6.5. Análisis de la expresión de citocinas y la respuesta a glucocorticoides 

6.5.1. Influencia de PTGDR y la presencia de polimorfismos en su promotor sobre el   

patrón de expresión de citocinas 

 Patrón de citocinas a las 12 horas 

El análisis de la expresión de citocinas en los cultivos celulares transfectados 

con los vectores de expresión, reveló que el aumento de los niveles de PTGDR en el 

medio, incrementa de forma generalizada la concentración de citocinas, fuere cual 

fuere la variante presente en el promotor del gen, en comparación con las células 

control no transfectadas. Estos datos sugieren que la presencia de PTGDR en el medio 

podría tener un efecto inductor de la respuesta inflamatoria en las células pulmonares 

A549. Está descrita una inducción preferencial de las citocinas Th2 por parte de la 

prostaglandina D, aunque, como se adelantaba en la introducción, existe controversia 

sobre si esta acción selectiva hacia una respuesta Th2 se produce a través de su 

receptor PTGDR o a través de su receptor CRTH2 (300). Entre las citocinas que 

presentaron mayor concentración en el cultivo celular, con independencia de la 

presencia o no de PTGDR, la mayoritaria fue IP-10 (CXCL10), que, aunque se ha 

relacionado principalmente con una respuesta Th1, se ha demostrado que contribuye 

a la inflamación tipo Th2 en modelos múridos de asma alérgica inducida por OVA, 

provocando el reclutamiento de linfocitos Th2 y eosinófilos (301). MCP-1 (CCL2), la 

segunda citocinas más abundante, también actúa en la polarización de células Th0 

hacia un fenotipo Th2 (302), y juega un papel importante en la inflamación alérgica de 

la vía respiratoria (303) y en la hiperplasia de las vías respiratorias en el asma (304). 

Otras de las citocinas con mayor expresión, como RANTES y VEGF también se asocian 
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con la patología asmática aumentando el reclutamiento de células inflamatorias y 

propulsando la inflamación Th2 en el pulmón (305, 306).  

Por otra parte, la sobreexpresión de PTGDR en el cultivo celular provoca 

también aumentos en IL-8. Esta interleucina se ha propuesto como un marcador del 

control de la enfermedad, junto con el número de neutrófilos (307).   

El aumento de todas estas citocinas implicadas en procesos inflamatorios y en 

la patología asmática cuando se aumentan los niveles de expresión de PTGDR en el 

cultivo celular, hace pensar que el papel del receptor de prostaglandina D2 en el 

desarrollo de la enfermedad alérgica está relacionado con el patrón de expresión de 

citocinas. Esta relación estaría en consonancia con los datos obtenidos recientemente 

por nuestro grupo de trabajo en los que se observan niveles más elevados de 

expresión de PTGDR en los pacientes alérgicos. Sin embargo, no se detectaron cambios 

cualitativos en el patrón de citocinas expresado por las células con sobreexpresión de 

PTGDR respecto a  las células control, por lo que no podemos concluir una acción 

específica del receptor de prostaglandina D2 sobre ninguna citocina concreta, sino una 

acción generalizada en el proceso inflamatorio. 

 Influencia de los polimorfismos de PTGDR sobre el patrón de citocinas a las 12 

horas 

Aunque tras la transfección de las células con los vectores de expresión de 

PTGDR se produjo un aumento generalizado del nivel de citocinas, no en todos los 

casos esta respuesta tuvo la misma intensidad. El cultivo celular en el que se produjo 

una mayor liberación de citocinas fue aquel transfectado con la variante silvestre CTCT 

(-613, -549, -441, -197) del promotor de PTGDR. Por el contrario, la variante TCCT fue 
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la que provocó una liberación de citocinas menor. Comparando estos datos con los 

datos de expresión de PTGDR, sí se correlaciona una menor liberación de citocinas en 

la variante TCCT con una menor expresión de PTGDR. Las variantes con mayor 

expresión, CTCT, CCCC y CCCT, mostraban pequeñas variaciones entre ellas, aunque 

claramente superaban a la variante TCCT.  

 Patrón de citocinas a las 36 horas 

Al ampliar el tiempo experimental hasta las 36 horas, se observó, en primer 

lugar, que existe un aumento generalizado de las citocinas en comparación con sus 

valores a las 12 horas, tanto en las células control como en las células con elevada 

expresión de PTGDR, con la única excepción de MCP-1. Esta citocina mantiene una 

evolución distinta al resto, disminuyendo su nivel a las 36 horas, de forma similar en 

las células control que en las transfectadas, por lo que la presencia de PTGDR no 

parece influir en este hecho. Esta evolución podría ser fruto de una autorregulación de 

los niveles de citocinas por la interacción entre ellas. De hecho, está descrita una 

regulación de la citocina MCP-1 en los astrocitomas, donde, tras una primera 

inducción, le sigue una fase  refractaria de represión de MCP-1 mediada por el INF-γ 

(308). 

Sin embargo, comparando las células con sobreexpresión de PTGDR y las 

células control, se observó que mientras que en las variantes CCCC, CCCT y TCCT los 

niveles de citocinas son superiores a las células control, como ocurría a 12 horas, en el 

haplotipo silvestre CTCT los niveles de citocinas son menores que en las células 

control, y por ende, menores que en el resto de haplotipos. Es decir, existe una 

moderación en el aumento de citocinas en las células que expresan la variante silvestre 
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CTCT de PTGDR, con respecto al resto de variantes. Parece que la presencia de la 

combinación silvestre para los polimorfismos -613C>T, -549T>C,-441C>T y -197T>C en 

el promotor de PTGDR influye en la evolución temporal de los niveles de citocinas. 

Es interesante señalar que el haplotipo silvestre CTCT se ha descrito como 

significativamente más frecuente en los controles que en los pacientes con asma 

alérgica (197, 198, 203). Los datos obtenidos hacen pensar que la combinación de las 

posiciones silvestres en este haplotipo podría otorgar al promotor del gen PTGDR un 

control temporal de la expresión de citocinas que diese lugar a una atenuación en 

etapas posteriores (36 horas). Esta atenuación de la expresión cuando la cantidad de 

PTGDR en el medio alcanza una concentración elevada, determinaría una reducción de 

los niveles de citocinas, que a su vez, podría estar ligado con una menor predisposición 

al proceso alérgico. Por el contrario, los haplotipos con distintas combinaciones de las 

variantes mutadas, habrían perdido esta capacidad de atenuación de la expresión de 

citocinas en los pacientes portadores de estas variantes, que podrían estar ligados a 

una mayor  predisposición a desarrollar la enfermedad. 

 Influencia de los polimorfismos de PTGDR sobre el patrón de citocinas a las 36 

horas 

Como consecuencia de lo anterior, al comparar los niveles de citocinas entre las 

variantes polimórficas de PTGDR, fue la variante silvestre CTCT la que presentó las 

menores concentraciones. Por el contrario, la variante CCCC es la que mostró los 

niveles más altos de citocinas de manera global.  

Se constata una correlación clara entre los datos observados en la variante 

CCCC a las 36 horas en todos los ensayos realizados. Este haplotipo presenta los 
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valores de actividad promotora más elevados a las 36 horas, que se correlacionan con 

mayores niveles de expresión y con niveles de citocinas elevados, y que confirman 

estudios anteriores (197). Esto no se cumple para la variante silvestre CTCT, ya que, 

aunque presenta los menores niveles de citocinas, no es la combinación que presenta 

el menor nivel de expresión de PTGDR a las 36 horas. Una explicación a este hecho 

podría ser que los polimorfismos no solo afecten a la actividad transcripcional del gen, 

sino también a sus modificaciones postranscripcionales, de tal manera que se 

provoquen cambios en la actividad del receptor PTGDR. 

6.5.2. Efecto del tratamiento con glucocorticoides sobre la expresión de citocinas en las 

células control 

El tratamiento con dexametasona durante 12 horas provocó un descenso 

generalizado de las citocinas secretadas por las células control respecto a los valores 

obtenidos sin tratamiento. Este resultado concuerda con el efecto inmunosupresor y 

antiinflamatorio de la dexametasona descrito ampliamente en la bibliografía, y 

confirma una inhibición no selectiva de este corticoide de numerosos mediadores 

inflamatorios (309–311) reforzando nuestros resultados.  

Sin embargo, se observaron aumentos en las citocinas IL-12, VEGF tanto a 12 

como a 36 horas, y de IL-7 a 36 horas. Además, se observó un patrón variable en la 

citocina MIP-1b, que mostraba un descenso leve a 12 horas pero aumentó su 

concentración a 36 horas. 

El aumento en los niveles de IL-12 tras el tratamiento con dexametasona podría 

explicarse por el papel regulador de esta citocina, capaz de reprimir la respuesta Th2 
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mediante la inducción de citoquinas Th1 como el INF-γ (312). Recientemente, se ha 

comprobado, en modelos animales de asma alérgica, que la secreción de IL-12 podría 

disminuir la liberación de histamina por parte de los mastocitos (313) y, por tanto, 

disminuir la reacción alérgica. Del mismo modo, el aumento en los niveles de IL-7 tras 

el tratamiento con dexametasona se podría explicar por su relación con la 

diferenciación de células Th1 (314, 315), como una forma de controlar la respuesta Th2 

típica de la enfermedad alérgica.  

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) se encuentra 

tradicionalmente relacionado con el desarrollo de asma alérgica e inflamación Th2 

(316), provocando hiperpermeabilidad y edema, respondiendo a la terapia corticoidea 

con una disminución de sus niveles (317). No se ha encontrado bibliografía que 

explique estos aumentos de VEGF tras el tratamiento con dexametasona en el modelo 

celular propuesto. Recientemente se ha descrito que el tratamiento con dexametasona 

encapsulada en liposomas induce la secreción de citocinas proinflamatorias como TNF-

α o IL-6 en macrófagos no estimulados, pero reduce sus niveles bajo condiciones 

inflamatorias (318). Dado que en nuestros ensayos no se somete a las células a ningún 

tipo de estimulación inflamatoria, esta podría ser la causa de los patrones de secreción 

observados. 

En el caso de MIP-1b, existen datos contradictorios sobre su papel en los 

procesos patológicos pulmonares y el asma. Por una parte, MIP-1b es una de las 

citocinas que se detectan en el lavado broncoalveolar de pacientes con asma (307), y 

se ha detectado una relación entre niveles más elevados de MIP-1b con la exposición 

al humo de tabaco y la hiperplasia de glándulas mucosas en el pulmón (319). Sin 
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embargo, otros autores aseguran que la expresión intracelular de MIP-1b está 

disminuida en células CD4+ y CD8+ en asmáticos alérgicos en comparación con no 

asmáticos, relacionando esta disminución con una polarización de la respuesta Th2 

(320), puesto que la síntesis de MIP-1b se asocia con una respuesta inmune de tipo 

Th1 (321). 

6.5.3. Influencia de los polimorfismos de PTGDR sobre su respuesta a glucocorticoides a 

nivel de expresión de citocinas 

 Efecto a las 12 horas de tratamiento 

Tras 12 horas de tratamiento con dexametasona, se observaron diferentes 

respuestas en función de la variante haplotípica del promotor de PTGDR presente en 

las células. Así, la tendencia observada fue que la variante con el haplotipo silvestre 

CTCT mostrase una disminución más acusada de las citocinas IP-10, RANTES, MIP-1b, 

IL-6 e IL-8, superando incluso la bajada provocada por la dexametasona en las células 

control. En las células portadoras de las variantes mutadas, para estas citocinas, el 

efecto provocado por la dexametasona fue menor, e incluso contrario en algunos 

casos. Este patrón no se repite en el caso de las citocinas IL-12 y VEGF, en las que las 

concentraciones más bajas se observaron en las variantes CCCC y TCCT. Si tenemos en 

cuenta que en las células control el tratamiento corticoideo también provocó un 

aumento en estas dos citocinas, siguen siendo las variantes mutadas las que menor 

respuesta muestran.  

Parece ser que la presencia de los nucleótidos conservados para los 

polimorfismos -613C>T, -549T>C, -441C>T y -197T>C en el promotor de PTGDR, como 
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ocurre en el haplotipo silvestre CTCT, proporciona una mayor capacidad de respuesta 

global al tratamiento con dexametasona, no sólo a nivel de la expresión del gen sino 

también a nivel de la expresión de citocinas. Como ya se ha señalado anteriormente, 

esta variante se observa con mayor frecuencia en los individuos control (197,198,203) 

y parece relacionarse también con una mayor sensibilidad a los corticoides. 

 Efecto a las 36 horas de tratamiento 

El análisis de los niveles de citocinas tras 36 horas de tratamiento con 

dexametasona, manifestó de nuevo, una tendencia de respuesta variable en función 

del haplotipo de PTGDR presente en las células. La presencia de las variantes mutadas 

CCCC, CCCT y TCCT provocó aumentos en la concentración de MCP-1 y eotaxina, que 

en presencia de la variante silvestre CTCT disminuían. Como se ha comentado 

anteriormente, MCP-1 participa en la inflamación de las vías respiratorias y en la 

polarización de la respuesta inflamatoria hacia un patrón Th2. La eotaxina, por su 

parte, es un potente quimioatrayente de eosinófilos que, además, puede provocar una 

degranulación de los basófilos independiente de la IgE (322, 323), participando así en 

el mantenimiento de la reacción alérgica y de los síntomas asmáticos. Además, CCCT y 

TCCT mostraron disminuciones menores de los niveles de IL-6 e IL-8.  

De forma global, y con las limitaciones de contar con los datos de citocinas de 

un único ensayo, parece que la presencia de las variantes haplotípicas CCCT y TCCT, 

provocan una menor respuesta a la dexametasona, y que la secuencia silvestre CTCT 

responde mejor. En este sentido, y como se apuntaba anteriormente, la variante CTCT 

contiene un sitio teórico adicional de unión al receptor de glucocorticoide, que podría 

provocar esta mayor respuesta al tratamiento. 
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Es importante recalcar, por tanto, que las diferencias observadas entre los 

distintos haplotipos de PTGDR en este trabajo podrían relacionarse con la distinta 

respuesta al tratamiento observada en la clínica. Por este motivo, sería muy 

interesante avanzar en esta línea de investigación, y estudiar en futuros trabajos las 

posibles diferencias genotípicas existentes entre los pacientes que responden bien al 

tratamiento y aquellos en los que se produce un fracaso terapéutico. 

6.6. Modelo experimental múrido de asma alérgica crónica y respuesta a 

glucocorticoides 

La provocación de asma alérgica crónica a través de la sensibilización y 

provocación con ovalbúmina en ratones BALB/c, es un modelo ampliamente avalado 

por la bibliografía (324–326). Está comprobado que la exposición crónica a alérgenos 

en ratones reproduce varios de los puntos clave del asma en humanos como la 

inflamación mediada por una respuesta Th2 con infiltración eosinofílica de la mucosa 

respiratoria y la hiperreactividad bronquial (327). 

El análisis de los datos obtenidos en nuestro modelo múrido de asma alérgica 

crónica mostró que la estimulación con OVA en los ratones provoca un aumento 

generalizado y significativo de la expresión de PTGDR. Este resultado refuerza la 

posible implicación del recetor de la prostaglandina D2 en el desarrollo del asma 

alérgica. Además, está en concordancia con el papel descrito para PTGDR en el proceso 

alérgico (161,187) y con resultados previos en nuestro grupo en los que identificamos 

aumentos de la expresión de PTGDR en sangre periférica de los pacientes alérgicos 

(San Segundo y col., manuscrito en preparación).  
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Al analizar el efecto de la dexametasona sobre este modelo animal se 

comprobó que PTGDR responde al tratamiento corticoideo. De esta forma se ratifica 

en un modelo in vivo lo evidenciado en los estudios anteriormente descritos en este 

trabajo, en los que se observó un control de PTGDR por dexametasona tanto a nivel de 

actividad promotora, como a nivel de expresión génica y de secreción de citocinas.  En 

este caso se observó una disminución significativa de los niveles de PTGDR tras el 

tratamiento con el dexametasona, que podría estar relacionada con el papel de los 

corticoides en el tratamiento de la alergia.  

Como se ha descrito anteriormente, en el modelo celular el tratamiento con  

dexametasona dio lugar a una respuesta tiempo-dependiente que provocó una 

disminución inicial de la expresión de PTGDR a las 12 horas seguida de un aumento de 

esta expresión a las 36 horas. En el modelo múrido, el efecto final detectado tras 

meses de estimulación fue la disminución de los niveles de expresión de PTGDR. En 

este sentido es importante destacar que mientras que en los ensayos con cultivos 

celulares se administraba la dexametasona únicamente al inicio del experimento, en el 

modelo crónico de ratón, las inoculaciones de las dosis del corticoide se repitieron en 

cada una de las provocaciones, según el patrón temporal establecido. Además, los 

efectos provocados en el modelo in vivo son el resultado de la interacción entre 

múltiples redes de citocinas y otros mediadores inflamatorios, junto con la acción 

provocada por distintos tipos celulares implicados en el proceso alérgico y todos los 

mecanismos partícipes en la regulación de la respuesta inmunitaria. Por este motivo el 

efecto final identificado en los ratones puede deberse al modelo crónico desarrollado, 

en el que la regulación es mucho más compleja, con la intervención de redes de 

citocinas, posiblemente moduladas, a su vez por otros factores, entre los que puede 
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estar el sistema nervioso, no siendo así en el modelo celular. Mientras que en el 

modelo múrido se analiza el efecto provocado por el tratamiento a largo plazo, en el 

modelo celular se analiza el efecto provocado a corto plazo, limitado a las 36 horas. 

Por otro lado, el hecho de que se observe una respuesta a la dexametasona a 

nivel de la expresión de PTGDR en un modelo in vivo donde confluyen todos los 

mecanismos descritos anteriormente, hace que la hipótesis sobre su implicación en el 

proceso alérgico y en la terapia corticoidea se vea reforzada. 

Finalmente, aunque el poder estadístico de los resultados de la estimulación 

con OVA es muy alto, no ocurre lo mismo con el tratamiento con dexametasona por lo 

que consideramos que son necesarios estudios con un tamaño de muestra mayor para 

confirmar estos efectos. 
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7. CONCLUSIONES 

1. La expresión endógena de PTGDR en el cultivo celular A549 es indetectable. 

Esto hace que el modelo experimental propuesto en base a esta línea celular 

constituya una aproximación metodológica adecuada para el estudio del efecto de 

determinados polimorfismos del gen PTGDR sobre su expresión. Del mismo modo, este 

modelo permite analizar la implicación de PTGDR en la respuesta al tratamiento 

corticoideo, como lo demuestra la activación de genes de metabolización como 

CYP3A5. 

2. La presencia de polimorfismos en el promotor de PTGDR modifica su actividad 

en distinta medida según la combinación haplotípica presente. Además, modifica el 

patrón temporal de expresión, que se mantiene constante en la variante silvestre 

CTCT.  

3. La presencia conjunta de las variantes mutadas de los polimorfismos -613C>T 

y -549T>C parece responsable de una actividad promotora basal y unos niveles de 

expresión inferiores al resto de combinaciones estudiadas. Por el contrario, la 

combinación de las variantes mutadas -549T>C y -197T>C le confiere una actividad 

promotora basal mayor que el resto  lo que sugiere que los efectos de los 

polimorfismos no deben ser considerados de manera individual en los estudios de 

asociación. 

4. El tratamiento corticoideo induce una activación de la actividad promotora de 

PTGDR con una intensidad que se modifica según la variante génica presente. De 
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nuevo la combinación de variantes mutadas de los polimorfismos -613C>T y -549T>C 

provocan una menor capacidad de respuesta a la terapia que la variante silvestre. 

5. El efecto del tratamiento con dexametasona sobre la expresión génica de 

PTGDR muestra una evolución temporal en distintas fases. Las diferencias observadas 

en los patrones de evolución temporal entre los ensayos de actividad promotora y los 

ensayos de expresión génica sugieren otros mecanismos reguladores independientes 

de la región promotora de PTGDR. 

6. La presencia de variantes génicas en el promotor de PTGDR modifica la 

intensidad de la respuesta al tratamiento con corticoide a nivel de su expresión. La 

variante silvestre es la que mayor grado de repuesta muestra ante la terapia 

corticoidea aplicada.  

7. La presencia de polimorfismos en el promotor de PTGDR provoca 

modificaciones en el patrón de unión de factores de transcripción que podrían ser 

responsables de los cambios observados en su actividad promotora y en sus niveles de 

expresión génica. Además, la pérdida de un sito de reconocimiento del receptor de 

glucocorticoide en las variantes mutadas podría estar causando una menor respuesta a 

la terapia corticoidea en comparación con la variante silvestre. 

8. La presencia de PTGDR en el medio celular provoca cambios en el patrón de 

expresión de citocinas en las células pulmonares A549, que varían dependiendo de la 

variante polimórfica observada. El haplotipo silvestre es capaz de frenar el aumento de 

la concentración de citocinas provocado, mientras que las variantes portadoras de 

alelos mutados generan una elevación que se mantiene en el tiempo. Estos datos 

sugieren, por un lado, que PTGDR estaría implicado en desarrollo de la reacción 
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inflamatoria, y, por otro, que la variante silvestre, que en los estudios de asociación se 

ha observado más frecuentemente en los individuos control, se asociaría con una 

menor respuesta inflamatoria.  

9. El tratamiento con dexametasona provoca una disminución generalizada de 

los niveles de citocinas, excepto para IL-7, IL-12, VEGF y MIP-1b que podría 

relacionarse con el control del equilibrio Th1/Th2. 

10. La presencia de polimorfismos en la región promotora de PTGDR condiciona la 

capacidad de respuesta a la acción de corticoides, puesto que se han identificado 

diferencias en los niveles de citocinas en función del haplotipo presente. Parece existir 

una tendencia de mayor respuesta al tratamiento con corticoides de la variante 

silvestre CTCT, y una respuesta más pobre de la variante con el haplotipo TCCT. 

11. Se ha comprobado la implicación del receptor de prostaglandina D2 (PTGDR) 

en el desarrollo del asma alérgico in vivo como indica el aumento de sus niveles de 

expresión tras la exposición a ovalbúmina en el modelo animal llevado a cabo.  

12. Se ha observado una disminución de los niveles de expresión de PTGDR en los 

ratones control tras el tratamiento con dexametasona, así como en los ratones 

sensibilizados con ovalbúmina y tratados con el corticoide. Sin embargo, el poder 

estadístico en estos casos fue muy bajo. Esto pone de manifiesto la necesidad de 

aumentar el tamaño muestral en este modelo, para así confirmar los datos obtenidos.  

13. El estudio del efecto de la dexametasona sobre la expresión de PTGDR en dos 

modelos experimentales ha permitido analizar la distinta respuesta de este gen a corto 
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(horas) y largo plazo (meses) lo que proporciona interesante información en relación 

con la acción temporal del tratamiento corticoideo sobre este gen. 
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11. ABREVIATURAS 

A: Adenina 

AA: Ácido araquidónico 

AC: Adenilato ciclasa 

ACTH: Hormona adrenocorticotropa o 

corticotropina 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ADNc: ADN complementario 

AF: Dominio de transactivación  

AGNC: Asma grave no controlada 

AMP: Adenosín monofosfato 

Amp: Amplicilina 

AMPc: Adenosín monofosfato cíclico 

ANOVA: Análisis de la varianza 

AP-1: Activator protein 1 

AQP: Acuoporina 

ARLT: Antagonista del receptorde 

leucotrienos 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNm: ARN mensajero 

ARNr: ARN ribosómico 

ATCC: American Type Culture Collection 

ATP: Adenosín trifosfato 

ATS: American Thoracic Society.  

B: Biotina 

BAL: Lavado broncoalveolar 

FGF: Factor de crecimiento de 

fibroblastos 

BD: Budenosida 

BLAST: Basic Local Alingment Search 

Tool 

C: Citosina 

Cfu: Unidades formadoras de colonias 

CMV: Citomegalovirus 

COX: Ciclooxigenasa 

CRF: Factor liberador de corticotropina 

CRHT2: Molécula homóloga de 

receptor quimiotáctico extresada en 

células Th2 

CRM1: Exportina 1 (XPO1) 

Ct: Threshold Cycle. Ciclo umbral 

CYP: Citocromo p450 

Da: Dalton 

DBD: Dominio de unión al ADN 
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Dexa: Dexametasona 

DMSO: Dimetil sulfóxido 

dNTP: Desoxirribonucleotido trifosfato 

DOPE: Dioleoyl 

phosphatidylethanolamine 

DOSPA: 2,3-dioleyloxy-N-

[2(sperminecarboxamido)ethyl]-

N,Ndimethyl-1-propanaminium 

trifluoroacetate 

DPB: Dipropionato de beclometasona 

DTT: Ditiotreitol 

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 

EEUU: Estados Unidos 

EPOC: Enfermedad pulmonar 

obstructiva crónica 

ERS: European Respiratory Society.  

EtOH: Etanol 

ExoI: Exonucleasa I 

FEV1: Volumen espirado máximo en el 

primer segundo de la espiración 

forzada 

FKBP: Proteína de unión a FK506  

FVC: Capacidad vital forzada 

G: Guanina 

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa 

GC: Glucocorticoide 

GCI: Glucocorticoide inhalado 

GCS: Glucocorticoide sistémico 

G-CSF: Factor estimulante de colonias 

de granulocitos 

GEMA: Guía Española para el Manejo 

del Asma 

GILZ: Glucocorticoid-induce leucine 

zipper 

GINA: Global Initiative for Asthma 

GM-CSF: Factor estimulante de colonias 

de granulocitos y monocitos 

GR: Receptor de glucocorticoide 

GRE: Elemento de respuesta a los 

corticoides 

GWAS: Genome-wide association study 

HAT: Histona acetiltransferasa 

HDAC: Histona deacetilasa 

H-PGDS: Sintasa hematopoyética de 

prostaglandina D2  

HRM: High Resolution Melt. 
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Hsp: Heat shock protein. Proteína de 

shock térmico. 

ICAM: Molécula de adhesión 

intercelular 

IFN: Interferón 

IgE: Inmunoglobulina E 

IGF: Factor de crecimiento insulínico 

IL: Interleucina 

IN: Intranasal 

iNOS: Sintasa de óxido nítrico inducible 

IP: Intraperitoneal 

IP-10: Proteína 10 inducida por 

interferón 

Kan: Kanamicina 

Kb: kilobase 

kDa: kilo Dalton 

LABA: β-adrenérgicos de acción larga 

LBD: Dominio de unión al ligando 

L-PGDS: Sintasa de prostaglandina D2 

tipo lipocalina 

LPS: Lipopolisacáridos 

Luc: Luciferasa 

MAP: Mitogen-activated protein 

MAPK: cinasa de MAP 

MCP: Proteína quimioatrayente de 

monocitos 

MIP: Proteina inflamatoria de 

macrófagos. 

MKP: MAPK fosfatasa 

N: Nucleótido 

NF-κB: Nuclear factor kappa beta 

NLS: Secuencia de localización nuclear 

NO: Óxido nítrico 

NRS: Señal de retención nuclear 

NTD: Dominio amino-terminal 

NVP: Núcleo paraventricular 

OVA: Ovoalbúmina 

Pb: Pares de bases. 

PBMC: Célula mononuclear de sangre 

periférica 

PBS: Buffer fosfato salino 

PCR: Reacción en cadena de la 

polimerasa 

PE: Ficoeritrina 

PF: Propionato de fluticasona 

PGD2 : Prostaglandina D2 



Efecto de la dexametasona sobre el mecanismo inflamatorio que subyace en el asma 

 

250 
 

PGE2 : Prostaglandina E2 

PGF2 : Prostaglandina F2 

PGG2 : Prostaglandina G2 

PGH2 : Prostaglandina H2 

PGI2 : Prostaglandina I2 

PKA: Proteína kinasa A kinasa o cinasa? 

PLA2: Fosfolipasa A2 

PTGDR: Receptor de la prostaglandina 

D2. También llamado DP o DP1. 

Pu: Purina 

Py: Pirimidina 

qPCR: PCR cuantitativa 

RANTES: Regulated on Activation, 

Normal T Cell Expressed and Secreted, 

(CCL5) 

RIN: RNA integrity number 

RNApolII: RNA polimerasa III 

ROS: Especies reactivas del oxígeno 

Rpm: Revoluciones por minuto 

Rs: Número de referencia de 

polimosrfismos 

RT-PCR: Reacción en cadena de la 

polimerasa con transcriptasa inversa 

RXR: Retinoid X receptor 

S: Estreptavidina 

SAP: Fosfatasa alcalina 

SFB: Suero fetal bovino 

T: Timina 

TAF: Factor asociado de transcripción 

TF: Factor de transcripción  

TFRE: elemento de respuesta a factor 

de transcripción 

TNF: Factor de necrosis tumoral 

TSH: Tirotropina, Hormona estimulante 

del tiroides 

TXA2: Tromboxano A2 

TXB2: Tromboxano B2 

URL: Unidades relativas de luciferasa 

VCAM: Molécula de adhesión vascular 

VEGF: Factor de crecimiento del 

endotelio vascular 

VRS: Virus respiratorio sincitial 

 


