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RESUMEN 

Las alergias alimentarias han aumentado en las últimas décadas, convirtiéndose en un 

problema de salud pública relevante. Los tratamientos convencionales, basados en la 

evitación estricta, son complejos de seguir y la inmunoterapia oral tradicional presenta un 

riesgo elevado de reacciones adversas. Ante esto, los hidrolizados proteicos surgen como 

alternativas hipoalergénicas eficaces al carecer de epítopos alérgicos intactos y poseer 

péptidos con propiedades inmunomodulantes. Estudios previos demuestran que el 

hidrolizado de ovoalbúmina con pepsina (OP) es eficaz para el tratamiento de la alergia 

al huevo en modelos animales al interactuar con los receptores tipo Toll, promoviendo el 

metabolismo del ácido retinoico y la síntesis de la citocina reguladora TGF-β. 

El objetivo de este trabajo es determinar el efecto de los péptidos de OP sobre la 

modulación de las respuestas proinflamatorias y tolerogénicas en células epiteliales del 

intestino humano mediante el estudio de su expresión génica con RT-qPCR. Para ello, se 

desarrollaron y validaron métodos para cuantificar genes diana como PGE, GATA3, TSLP, 

IL33, TGFB1, TLR2 y TLR4 en células Caco-2. Estas células se cocultivaron con células 

mononucleares de sangre periférica (PBMCs) e incubadas con ovoalbúmina (OVA), OVA 

hidrolizada con pepsina, ácido retinoico (RA) y lipopolisacárido (LPS). 

Los resultados indicaron que el OP reduce la expresión de las alarminas proalérgicas, 

como linfopoyetina estromal tímica (TSLP) e interleucinas (IL) IL-33, en las células 

Caco-2. Además, el hidrolizado aumentó la expresión de TGFB1 y TLR4, marcadores 

cruciales para la inducción de tolerancia oral y el mantenimiento de la homeostasis 

intestinal. En conclusión, el trabajo confirma la capacidad de los péptidos de OP para 

inducir señales protolerogénicas, posicionando a este hidrolizado como un candidato para 

la inmunoterapia oral frente a la alergia al huevo. 

 

PALABRAS CLAVE 

Alergia alimentaria; RT-qPCR; Cebadores; Expresión génica; Ovoalbúmina; Hidrolizado; 

Caco-2; Citocinas inmunomoduladoras; Tolerancia oral; Inmunoterapia. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Alergias alimentarias 

Las alergias alimentarias constituyen un grupo de enfermedades inmunomediadas 

en las que algunas proteínas habitualmente inocuas desencadenan respuestas 

inmunológicas patológicas en individuos previamente sensibilizados. Estas reacciones 

pueden abarcar un espectro clínico amplio, desde manifestaciones cutáneas o 

gastrointestinales leves hasta reacciones sistémicas graves como la anafilaxia 

potencialmente mortal (1). 

En las últimas décadas, su prevalencia ha aumentado de forma significativa, situándose 

en torno al 8% en población pediátrica y aproximadamente al 10% en adultos en países 

industrializados (2), lo que las ha consolidado como un problema relevante de salud 

pública debido a su impacto clínico, social y en la calidad de vida de los pacientes (3,4). 

Este incremento se ha relacionado con múltiples factores interdependientes, incluyendo 

cambios en la exposición temprana a antígenos alimentarios, alteraciones de la microbiota 

intestinal y una disrupción de los mecanismos de tolerancia oral, lo que favorece la 

activación exacerbada del sistema inmunológico adaptativo (5,6). 

Dentro de este conjunto de patologías, la alergia al huevo se sitúa entre las alergias 

alimentarias más frecuentes durante la infancia, con una prevalencia estimada del 0,8 % 

en niños pequeños, lo que pone de manifiesto su relevancia clínica (7). Aunque su 

prevalencia es inferior a la descrita para la alergia a las proteínas de la leche de vaca, 

considerada la alergia alimentaria más común en los primeros años de vida y cuya 

prevalencia se estima entre el 1 % y el 7,5 %, la alergia al huevo constituye una de las 

principales causas de alergia alimentaria en la población pediátrica (8). Además, su 

importancia clínica no se limita a su frecuencia, ya que diversos estudios han demostrado 

que los niños con alergia al huevo presentan un mayor riesgo de desarrollar otras 

enfermedades alérgicas. Entre ellas destacan la alergia a otros alimentos, como la leche 

de vaca o el cacahuete, así como la aparición de dermatitis atópica persistente y asma, 

formando parte de la denominada “marcha atópica”, un proceso caracterizado por la 

aparición secuencial de diferentes manifestaciones alérgicas a lo largo de la infancia. Por 

ello, la alergia al huevo se considera un posible marcador temprano de predisposición al 

desarrollo posterior de patologías atópicas (7). 
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1.2. Principales alérgenos del huevo 

La alergia al huevo está mediada principalmente por inmunoglobulina E (IgE) 

dirigida contra proteínas de la clara, donde se concentran los principales alérgenos. Entre 

ellos destacan el ovomucoide (OM; Gal d 1, 11%), la ovoalbúmina (OVA; Gal d 2, 54%), 

la ovotransferrina (OVT; Gal d 3, 12%) y la lisozima (LYS; Gal d 4, 3,5%). A pesar de 

que la OVA constituye la fracción proteica predominante, el OM es el principal alérgeno 

desde el punto de vista clínico, lo que sugiere que la alergenicidad no depende únicamente 

de la abundancia relativa (9). 

Esta mayor relevancia del OM se debe a su elevada estabilidad estructural, derivada de 

su alto contenido en enlaces disulfuro, que le otorgan resistencia tanto a la 

desnaturalización térmica como a la digestión enzimática gastrointestinal. Como 

consecuencia, mantiene sus epítopos alergénicos tras el proceso digestivo, favoreciendo 

la consecuente respuesta alérgica. En contraste, proteínas más lábiles como la OVA, la 

OT y la LYS se desnaturalizan con mayor facilidad, lo que reduce su capacidad alergénica 

(9,10). 

Por otro lado, también se han descrito alérgenos en la yema, como la seroalbúmina (Gal 

d 5) y la proteína YGP42 (Gal d 6), aunque su relevancia clínica aún no está 

completamente definida (11–13). 

1.3. Mecanismos inmunológicos de la alergia alimentaria 

La alergia alimentaria se define como una respuesta inmunológica adversa y 

exacerbada frente a proteínas alimentarias que son comúnmente inocuas para la población 

general. Este fenómeno clínico es el resultado de un fallo en el mecanismo de inducción 

de la tolerancia oral o de una ruptura de esta, lo que desencadena mecanismos de 

hipersensibilidad. 

El proceso inmunológico comienza en la barrera intestinal, una estructura compleja 

compuesta por una monocapa de enterocitos, células caliciformes (goblet) productoras de 

moco y células M (con micropliegues) especializadas en la monitorización de la luz 

intestinal, todas ellas formando parte de las células epiteliales intestinales (IECs,  

intestinal epithelial cells). Los alérgenos pueden atravesar este epitelio mediante cuatro 

rutas principales: alterando las uniones estrechas (vía paracelular), por transcitosis a 

través de los enterocitos, mediante el transporte por células M hacia las placas de Peyer, 

o siendo capturados directamente por las células dendríticas (DCs) subepiteliares que 

extienden sus dendritas hacia el lumen. 
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1.3.1. Mantenimiento de la tolerancia 

El mantenimiento de la tolerancia oral es un proceso inmunológico activo que 

permite al sistema inmunológico distinguir de forma constante entre antígenos 

alimentarios inocuos y señales de peligro, evitando así respuestas inflamatorias 

innecesarias. Este equilibrio depende de la interacción entre las células epiteliales y 

diferentes poblaciones mieloides y linfoides del tejido linfoide asociado al intestino 

(GALT, gut-associated lymphoid tissue). 

Las IECs no sólo actúan como barrera física, sino también como reguladoras del entorno 

inmunológico local. En condiciones basales secretan factor de crecimiento transformante 

beta (TGF-β, transforming growth factor beta) y alarminas como la linfopoyetina 

estromal tímica (TSLP), la interleucina (IL) 25 (IL-25) y la IL-33, que en ausencia de 

daño tisular contribuyen al mantenimiento de la vigilancia inmunológica, la reparación 

tisular y la homeostasis de la barrera intestinal. Además, estas células participan en el 

metabolismo de la vitamina A mediante la expresión de la retinaldehído deshidrogenasa 

1 (RALDH1; gen Aldh1a1), que permite la producción de ácido retinoico (RA, retinoic 

acid), una molécula clave en la inducción de la tolerancia. Este compuesto actúa como 

ligando de los receptores nucleares RAR/RXR, modulando la expresión génica de RORC 

y del eje IL22/IL22 binding protein (IL-22BP), lo que contribuye a la regulación de la 

respuesta inflamatoria y al mantenimiento de un entorno inmunológico tolerogénico. 

(14,15)  

Las DCs CD103⁺ también son fundamentales en la inducción de tolerancia oral. Estas 

células capturan antígenos alimentarios y migran a los ganglios linfáticos mesentéricos 

de manera dependiente del receptor de quimiocinas CCR7, donde presentan los antígenos 

a linfocitos T colaboradores tipo 0 (Th0 T helper 0) en ausencia de señales inflamatorias. 

Estas células expresan la retinaldehído deshidrogenasa 2 (RALDH2; gen Aldh1a2), lo que 

les permite producir RA de forma autónoma. Junto con el TGF-β, este metabolito favorece 

la diferenciación de linfocitos T hacia células T reguladoras (Tregs) FoxP3⁺. Además, la 

expresión de indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) e integrina αvβ8 contribuye a reforzar la 

señalización por TGF-β y estabilizar el perfil antiinflamatorio. 

Una vez generadas, estas células Tregs migran de vuelta a la mucosa intestinal impulsadas 

por la expresión de receptores de migración (homing) como la integrina α4β7 y el receptor 

CCR9, inducidos por RA. En el tejido intestinal, las células Tregs ejercen su función 
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supresora principalmente mediante la producción de IL-10 y TGF-β, limitando la 

activación de células efectoras y manteniendo la homeostasis frente a los antígenos 

alimentarios y la microbiota comensal (16). 

1.3.2. Fase de sensibilización alérgica 

Como se ha descrito previamente, las IECs secretan alarminas como TSLP, IL-25 

e IL-33 en condiciones de homeostasis. Sin embargo, ante la presencia de daño epitelial 

o el contacto con alérgenos, este sistema incrementa de manera significativa su secreción 

actuando ahora como señales de alerta inmunológica. 

Estas moléculas condicionan la activación y el estado funcional de las DCs, promoviendo 

su polarización hacia un fenotipo proalérgico o de tipo 2. En este contexto, las DCs 

incrementan la expresión de moléculas coestimuladoras como OX40L y adquieren una 

capacidad aumentada para inducir respuestas de tipo 2. Posteriormente, estas DCs 

capturan y procesan el antígeno, migran a los ganglios linfáticos mesentéricos y presentan 

los péptidos antigénicos en el contexto de moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC) a linfocitos Th0, proporcionando además las señales 

coestimuladoras necesarias para su activación y diferenciación. 

En este entorno inflamatorio, los linfocitos Th0 se diferencian a linfocitos T colaboradores 

tipo 2 (Th2, T helper 2), gracias a un proceso regulado principalmente por la activación 

del factor de transcripción proteína de unión a GATA 3 (GATA3, GATA binding protein 3) 

e influido por citocinas del microambiente, especialmente la IL-4. Las células Th2 

orquestan la respuesta alérgica mediante la secreción de citocinas efectoras específicas. 

La IL-4 es la citocina clave para el cambio de clase en los linfocitos B, promoviendo la 

producción de IgE específica frente al alérgeno. Por su parte, la IL-5 favorece la 

diferenciación, proliferación y activación de eosinófilos, así como su reclutamiento al 

tejido inflamado. IL-13 actúa de forma sinérgica con la IL-4, potenciando la producción 

de IgE y contribuyendo a la inflamación tisular, la hipersecreción de moco y el 

remodelado epitelial. 

Como consecuencia de esta respuesta, las IgE específicas producidas por los linfocitos B 

se unen con alta afinidad al receptor FcεRI expresado en la superficie de los mastocitos y 

basófilos, sensibilizando estas células y dejando al sistema inmunitario preparado para 

una respuesta inmediata ante futuras exposiciones al mismo alérgeno, en las que el 
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entrecruzamiento de IgE desencadena su activación y la liberación de mediadores 

inflamatorios. 

1.3.3. Fase de elicitación 

La fase de elicitación ocurre tras una reexposición al alérgeno. Al atravesar de 

nuevo la barrera epitelial, el antígeno provoca el entrecruzamiento de las IgE unidas a los 

mastocitos y basófilos, activando una cascada de señalización que culmina en su 

degranulación. Este proceso libera mediadores inflamatorios inmediatos como la 

histamina, los leucotrienos y las prostaglandinas (PGs), responsables de los síntomas 

clínicos. Además, los mastocitos activados liberan factor de necrosis tumoral alfa (TNF-

α, tumor necrosis factor alpha) y quimiocinas de la familia C-C, que reclutan a otras 

células inmunológicas, amplificando la respuesta inflamatoria local. 

1.4. Estrategias terapéuticas para el tratamiento de la alergia alimentaria 

El manejo actual de la alergia alimentaria se basa principalmente en la evitación 

estricta del alimento implicado y en el tratamiento de las reacciones agudas tras 

exposiciones accidentales. Este enfoque, aunque eficaz en la prevención inmediata, no 

modifica el curso natural de la enfermedad ni induce tolerancia inmunológica sostenida. 

Además, la evitación completa resulta compleja en la práctica clínica debido a la 

ubicuidad de los alérgenos alimentarios y al riesgo de exposiciones involuntarias (17). 

En los últimos años, la introducción temprana de alimentos alergénicos ha emergido como 

una estrategia preventiva eficaz. Varios ensayos clínicos han demostrado que la 

exposición precoz a alimentos durante ventanas críticas del desarrollo inmunitario reduce 

el riesgo de sensibilización y de alergia posterior, en relación con la inducción de 

mecanismos de tolerancia oral dependientes de la maduración del sistema inmunitario 

intestinal (18). Aunque desde el punto de vista farmacológico, los anticuerpos 

monoclonales anti-IgE como omalizumab han mostrado eficacia en la reducción de la 

reactividad clínica, incrementando el umbral de respuesta y disminuyendo la gravedad de 

las reacciones, su efecto es dependiente del tratamiento continuado y no inducen 

tolerancia inmunológica duradera (19,20). 

Por otra parte, la inmunoterapia con alérgenos (AIT, allergen immunotherapy), y 

especialmente la inmunoterapia oral (OIT, oral immunotherapy), constituyen la estrategia 

más eficaz para inducir desensibilización en alergia alimentaria mediada por IgE. No 
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obstante, su uso clínico está limitado por la frecuencia de reacciones adversas durante la 

escalada y la necesidad de un mantenimiento prolongado para preservar el efecto (21). 

En este contexto, los alérgenos modificados e hidrolizados proteicos han surgido como 

alternativas con un mejor perfil de seguridad, capaces de derivar potencialmente hacia 

perfiles menos inflamatorios y más tolerogénico (22,23). 

1.5. Aplicación de los hidrolizados para el tratamiento de la alergia al huevo 

La inmunoterapia específica con alérgenos representa una de las estrategias más 

prometedoras en el tratamiento de la alergia alimentaria mediada por IgE. Sin embargo, 

su aplicación clínica se ve limitada por la frecuencia de efectos adversos y la necesidad 

de tratamientos prolongados, lo que ha impulsado el desarrollo de aproximaciones 

basadas en alérgenos modificados. 

En este contexto, el hidrolizado de OVA con pepsina (OP) destaca como una alternativa 

hipoalergénica con capacidad inmunomoduladora. En modelos múridos BALB/c, el OP 

no induce sensibilización ni reactividad alérgica sistémica, ya que no induce producción 

de IgE, IgG1 o IgA específicas ni desencadena signos de anafilaxia tras el desafío 

antigénico, confirmando así incapacidad para activar mastocitos sensibilizados. Además 

de mostrar un mejor perfil de seguridad, el OP muestra mayor eficacia que la proteína 

nativa en la prevención del desarrollo de la alergia, ya que ambos inducen tolerancia, pero 

sólo el OP produce una protección completa sin riesgo de anafilaxia. 

A nivel mecanicista, los péptidos derivados del OP interactúan con los receptores tipo Toll 

2 y 4 (TLR2/4, Toll-like receptors), activando vías asociadas al metabolismo de la 

vitamina A. Como consecuencia, aumenta la expresión de las enzimas RALDH1 en las 

células epiteliales intestinales y RALDH2 en DCs, favoreciendo la producción de RA. 

Este actúa junto con el TGF-β para suprimir señales proalérgicas (IL-33, TSLP) y 

promover citocinas reguladoras como la IL-10. Este entorno favorece la expansión de 

linfocitos T reguladores FoxP3⁺RORγt⁺, altamente estables y con potente capacidad 

supresora de respuestas de tipo 2, contribuyendo al establecimiento de un estado de 

tolerancia inmunológica sostenida. 
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO 

El objetivo principal de este trabajo consiste en determinar los mecanismos tolerogénicos 

promovidos en las células del epitelio intestinal por un hidrolizado de ovoalbúmina con 

pepsina con propiedades inmunomodulantes y antialergénicas. Para alcanzar este objetivo 

global, se han establecido dos objetivos específicos: 

1. Desarrollar y validar ensayos de RT-qPCR específicos y eficientes para la 

cuantificación de la expresión de genes asociados a respuestas proinflamatorias de 

tipo alérgico (GATA3, IL13, IL25, IL33, JAG2, PGE y TSLP) y a mecanismos 

reguladores de la tolerancia oral (ALDH1A1, ALDH1A2, IL10, TGFB1, TLR2 y 

TLR4) en células epiteliales humanas. 

2. Caracterizar el efecto de los péptidos presentes en un hidrolizado de ovoalbúmina 

con pepsina (OP) sobre la modulación de respuestas asociadas a la sensibilización 

alérgica y a la inducción de tolerancia inmunológica intestinal a proteínas 

alimentarias en células epiteliales humanas mediante el análisis de su expresión 

génica basado en el empleo de los ensayos de RT-qPCR previamente optimizados. 

La Figura 1 recoge el plan de diseñado para este trabajo basado en tres etapas principales:  
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3. METODOLOGÍA 

3.1. Selección y diseño de cebadores  

Los genes objeto de estudio mediante los ensayos RT-qPCR fueron ALDH1A1, 

ALDH1A2, IL10, IL13, IL25, IL33, GATA3, JAG2, PGE, TGFB1, TLR2, TLR4, TSLP y 

GAPDH, siendo este último el control endógeno de expresión constitutiva utilizado como 

gen de referencia para el estudio de la expresión génica. 

Debido a la amplia disponibilidad de cebadores descritos en la bibliografía para el estudio 

de la expresión génica de estos genes humanos, se realizó una revisión bibliográfica 

exhaustiva en las bases de datos Web of Science (Clarivate, London, Reino Unido), 

PubMed (NCBI, Bethesda, EE. UU) y RTPrimerDB (Ghent University, Ghent, Bélgica). 

Como criterios de búsqueda se emplearon los términos: gene expression, RT-qPCR, egg 

allergy, intestinal epithelial cells, Caco-2, human PBMCs, gut cells, mucosal immunology 

y el nombre del gen de interés. 

La adecuación de los cebadores identificados se evaluó in silico mediante las 

herramientas bioinformáticas Primer-BLAST (NCBI, Bethesda, EE. UU), PRIMER 3 

Plus (Wageningen University, Wageningen, Países Bajos) y Primer Quest (Integrated 

DNA Technologies, Coralville, EE. UU), con el fin de seleccionar parejas de candidatos 

que se adecuasen a los criterios de idoneidad recomendados para ensayos de RT-qPCR 

(24) (Tabla 1). 

Tabla 1. Propiedades de cebadores para su empleo en RT-qPCR. Criterios técnicos para el diseño 

de cebadores para RT-qPCR basadas en la metodología SYBR Green (adaptado de Bustin y col., 2025).  

Característica del cebador Criterio técnico 

Contenido guanina/citosina 35-55% (óptimo 50%) 
Temperatura melting (Tm) 58-65°C (< 3ºC diferencia entre cebadores) 

Longitud de la secuencia 15-24 pb
1 

Producto de amplificación 75-150 pb (óptima 80 pb) 
Formación de estructuras Evitar que forme dímeros y/o horquillas 
Estabilidad del extremo 3’ ≤ dos guaninas y/o citosina en últimas 5 pb 
Estabilidad del extremo 5’ No terminar en guanina 
Degeneración de las bases Evitar en cualquier grado 

Localización en el gen Distintos exones de secuencias conservadas 
1pb, pares de bases. 



10 

 

En el caso de los genes JAG2, ALDH1A1 y ALDH1A2, la disponibilidad de cebadores 

descritos para el estudio de su expresión en células del epitelio intestinal humano fue 

limitada, encontrándose una mayor disponibilidad de opciones destinadas al estudio en 

DCs. Además, de entre las alternativas identificadas en la literatura, un número elevado 

de ellas no cumplieron con los criterios de calidad especificados en la Tabla 1. Por ello, 

se optó por realizar un diseño de novo de los cebadores para JAG2, ALDH1A1 y 

ALDH1A2, empleando los programas PRIMER 3 Plus (Wageningen University), UCSC 

Genome Browser (University of California, Santa Cruz, Santa Cruz, EE. UU.), Primer 

Quest (Integrated DNA Technologies) y Primer Express (Applied Biosystems, Foster 

City, EE. UU.) utilizando como referencia las secuencias consenso de estos genes en 

humano (Homo sapiens). Las secuencias de referencia están disponibles en la base de 

datos GenBank (NIH, NCBI, EE. UU). Posteriormente se realizó una validación in silico 

y una alineación de las secuencias nucleotídicas mediante el empleo de las herramientas 

bioinformáticas Primer-BLAST (NCBI), Clustal-Omega (EMBL-EBI, Hinxton, Reino 

Unido) y UCSC Genome Browser (University of California, Santa Cruz, EE. UU). 

Finalmente, todas las parejas de cebadores seleccionadas o diseñadas para este trabajo 

fueron sintetizados por IDT (Integrated DNA Technologies Inc, Leuven, Bélgica). y 

suministrados a una concentración de 100 µM. 

3.2. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica 

Las muestras de sangre periférica se recolectaron de individuos no alérgicos, 

empleando tubos con heparina como anticoagulante. El aislamiento de células 

mononucleares de sangre periférica (PBMCs, peripheral blood mononuclear cells) se 

llevó a cabo mediante centrifugación en gradiente de densidad, basada en la separación 

diferencial de poblaciones celulares en función de su densidad. En particular, la sangre 

total fue cuidadosamente estratificada sobre Ficoll-Histopaque (GE Healthcare, Chicago, 

EE. UU) y centrifugada a 1.500 × g durante 20 minutos a temperatura ambiente, sin freno, 

permitiendo la formación de una interfase definida entre el plasma y la fase de gradiente. 

Las PBMCs fueron recuperadas de dicha interfase y sometidas a lavados sucesivos para 

eliminar plaquetas y restos de Ficoll. Finalmente, las PBMCs aisladas se utilizaron para 

la extracción de DNA genómico (gDNA, genomic deoxyribonucleic acid). 
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3.3. Cocultivos de células Caco-2 y células mononucleares de sangre periférica 

Se estableció un sistema de cocultivo en insertos Transwell de policarbonato de 

12 mm con poro de 0,4 µm en placas de 48 pocillos (Corning, Nueva York, EE. UU). Las 

células Caco-2 (ECACC 86010202; Teagasc, Irlanda) se sembraron en el compartimento 

apical (0,5 mL) a una densidad de 2,2 × 10⁵ células/mL en el Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM) suplementado con 20% (v/v) de suero fetal bovino (SFB), 1% (v/v) de 

aminoácidos no esenciales, 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina y 0,25 

µg/mL de anfotericina B (todo de Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU) y se 

mantuvieron en condiciones estándar de cultivo (37°C, 5% CO₂ y atmósfera 

humidificada) hasta la formación de una monocapa epitelial diferenciada tras 21 días. 

Durante la diferenciación, ambos compartimentos se mantuvieron con el medio de cultivo 

descrito para las Caco-2. Una vez establecida la monocapa, el compartimento basolateral 

se sustituyó por Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI 1640) suplementado 

con 10% (v/v) de SFB, 1% de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina y 100 µg/mL de 

estreptomicina. Los PBMCs se añadieron a una concentración de 10⁶ células/mL. Los 

cocultivos se incubaron durante 24 horas en presencia de lipopolisacárido (LPS, 

lipopolysaccharide; 10 ng/mL), RA (30 mg/mL), OVA (200 mg/mL), OP (20 y 200 

mg/mL) y exclusivamente con el medio como control negativo del experimento (CTRL). 

Tras el cultivo, se recogieron las células Caco-2, se preservaron en medio RA1 del kit 

NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel, Bethlehem, EE. UU) y mantuvieron a -80°C hasta 

su uso 

3.4. Extracción de ácidos nucleicos y síntesis de DNA complementario  

El gDNA se obtuvo a partir de PBMCs aisladas de sangre periférica de individuos 

sanos. La extracción se realizó utilizando el kit EZNA Tissue DNA Kit (Omega Bio-tek, 

Norcross, EE. UU), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se 

almacenaron a -80 °C hasta su utilización. La concentración del gDNA obtenido se 

determinó mediante espectrofotometría ultravioleta (UV) utilizando el NanoDrop 3300 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU). Además, se evaluó la pureza mediante los 

cocientes A260/280 (A260/280) y A260/230 (A260/230). Para el gDNA, se consideraron 

óptimos valores de A260/280 de 1,8-2,0 y A260/230 de 2,0-2,2 (25). 

Para extraer el RNA de las células Caco-2 se empleó el kit NucleoSpin RNA (Macherey-

Nagel), siguiendo las especificaciones del fabricante. Durante todo el procedimiento, las 
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muestras se mantuvieron a 4 °C y el ARN se eluyó en 40 µL de agua libre de nucleasas. 

La concentración y pureza del RNA obtenido se determinaron en un NanoDrop 3300 

(Thermo Fisher Scientific). Se consideraron óptimos valores de A260/280 cercanos a 2,0 y 

A260/230 de 2,0-2,2 (26,27). 

Las muestras de DNA complementario (cDNA,  complementary DNA) fueron sinterizadas 

a partir del RNA extraído de las células Caco-2 utilizando el kit PrimeScript RT (Takara 

Bio Inc., Kusatsu, Japón) siguiendo las instrucciones del fabricante y se utilizó un 

NanoDrop 3300 (Thermo Fisher Scientific) para determinar su concentración. Las 

muestras de cDNA se conservaron a -80°C hasta su análisis por RT-qPCR. 

3.5. Condiciones de amplificación de los métodos de RT-qPCR 

La RT-qPCR se llevó a cabo como técnica de amplificación y detección de ácidos 

nucleicos, caracterizada por su alta sensibilidad y especificidad de secuencia (28). Las 

reacciones de RT-qPCR se realizaron utilizando el sistema SYBR Green Premix Ex Taq 

II (Takara Bio Inc.) en un instrumento ViiA 7 (Applied Biosystems, Foster City, EE. UU) 

y los resultados visualizados en el software ViiA 7 v1.2.4. (Applied Biosystems). 

Las reacciones se realizaron en placas de 384 pocillos con volumen final de 12 µL por 

pocillo, compuesto por: 6,25 L de SYBR Green Premix Ex Taq II (Takara Bio Inc.), 

0,375 L de cebador directo a 10 M, 0,375 L de cebador reverso a 10 , 2,38 L de 

agua libre de RNAsas, 0,12 L de ROX (Takara Bio Inc.) y 2,5 L gDNA o cDNA 

dependiendo del experimento. Como control negativo se incluyeron pocillos sin DNA 

(NTC, no template control). En la Tabla 2 se recogen los parámetros de temperatura y 

duración utilizados en las etapas de preincubación, predesnaturalización, 

desnaturalización e hibridación/extensión de las tres condiciones de amplificación (A, B 

y C) empleadas en este trabajo. 

3.6. Determinación de la eficiencia de los métodos de RT-qPCR 

Con el objetivo de optimizar los sistemas de RT-qPCR, se evaluó la especificidad 

y eficiencia de las parejas de cebadores seleccionadas y diseñadas para IL13, IL10, 

ALDH1A1, ALDH1A2, JAG2 y GATA3, utilizando gDNA humano procedente de 

individuos sanos en las condiciones descritas. La especificidad de la amplificación se 

evaluó mediante el análisis de las curvas de disociación (melting curves), considerando la 

temperatura de fusión (Tm) característica de cada amplicón. Esto permitió identificar las 
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condiciones de reacción más adecuadas para cada par de cebadores y descartar aquellas 

que generaban productos inespecíficos.  

Tabla 2. Condiciones de amplificación de RT-qPCR. Parámetros técnicos utilizados durante las 

diferentes etapas. 

 Etapas de amplificación 

Condición 
Preinc.

1
 Predesnat.

2
 Desnat.

 3
 Hib/Ext.

 4
 

T
5
/ Tiempo / Ci

6
 T

a
 / Tiempo / Ci T

a
 / Tiempo / C T

a
 / Tiempo / C 

A 
50°C /  

2 min / Ci - 1 

95°C /  

10 min / Ci - 1 

 95°C /  

15 s / Ci - 40 

  60°C / 

1 min / Ci - 40  

B 
50°C / 

2 min / Ci - 1 
95°C / 

10 min / Ci - 1 
95°C / 

15 s / Ci - 40 
   62°C/ 

45 s / Ci - 40 

C 
50°C / 

2 min / Ci - 1 
95°C / 

5 min / Ci - 1 
95°C / 

15 s / Ci - 40 

   58°C / 45 s + 

60ºC / 15 s /  

Ci - 40 

1Preinc., preincubación; 2Predesnat., predesnaturalización; 3Desnat., desnaturalización; 
4Hib/Ext., hibridación/extensión. 5T, temperatura; 6Ci, ciclos de amplificación.  

La eficiencia de amplificación (E) de las reacciones se determinó mediante el análisis de 

curvas de regresión lineal por mínimos cuadrados generadas a partir de diluciones 

seriadas de gDNA en un rango de 0,005 a 50 ng/µL. Los valores de ciclo umbral (Ct, 

cycle threshold), obtenidos automáticamente por el software del sistema de RT-qPCR 

utilizando un umbral de fluorescencia constante, se representaron frente al logaritmo de 

la concentración inicial de gDNA. La calidad del ajuste se valoró mediante el coeficiente 

de determinación (R²), considerándose aceptables las curvas con valores superiores a 

0,95. La eficiencia de amplificación se calculó a partir de la pendiente (m) de la recta de 

regresión mediante la Ecuación 1 y se expresó como porcentaje según la Ecuación 2. Se 

consideraron óptimas aquellas condiciones de reacción con eficiencias comprendidas 

entre el 90% y el 110% (30,31). 

                                                                        𝐸 = 10
−1

𝑚                           (1) 

                                                        𝐸 (%) = (𝐸 − 1) × 100                  (2) 

Ecuación 1 y 2: Cálculo de la eficiencia de amplificación. (1) E representa la eficiencia de amplificación 

y m la pendiente de la regresión lineal. (2) Expresa la eficiencia en porcentaje. 

3.7. Análisis de la expresión génica relativa de los genes diana mediante RT-qPCR 

La cuantificación de la expresión génica relativa se realizó mediante el método de 

expresión relativa se basa en la fórmula 2-ΔΔCt (29), normalizando la expresión de los 

genes diana utilizando como gen de referencia GAPDH y las muestras referidas al control 

negativo del cultivo (CTRL; incubadas exclusivamente con medio), utilizadas como 
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calibrador en este ensayo. A partir de los valores de Ct se calcularon los ΔCt (gen diana 

frente a gen de referencia) y ΔΔCt (muestra experimental frente a muestra calibradora). 

Los valores de  expresión relativa se calcularon aplicando la fórmula 2-Ct (29). 

Se eligió este método en lugar del modelo corregido por eficiencia de Pfaffl (30), ya que 

este método asume eficiencias de amplificación próximas al 100% y equivalentes entre 

el gen diana y el gen de referencia, condición que se verificó experimentalmente, 

mostrando eficiencias comparables dentro del rango aceptado en cuantificación relativa. 

3.8. Análisis estadístico 

Las curvas de eficiencia se representaron con Microsoft Excel (Microsoft 

Corporation, Redmond, EE. UU) mediante una regresión lineal por mínimos cuadrados y 

la bondad del ajuste se evaluó mediante el coeficiente de determinación (R²). Los datos 

de expresión génica obtenidos de RT-qPCR se representaron (y analizaron 

estadísticamente con el programa GraphPad Prism v11.0.2 (GraphPad Software Inc., San 

Diego, EE. UU). La distribución estadística de los resultados de expresión relativa se 

evaluó empleando el test de Saphiro-Wilk y las diferencias significativas de estos datos 

se determinaron utilizando ANOVA de una vía seguido del test post hoc Tukey de 

comparaciones múltiples para identificar las diferencias entre las condiciones 

experimentales evaluadas. Como umbral de significación estadística, se estableció un 

valor de p  ≤ 0,05. 

3.9. Empleo de herramientas de inteligencia artificial 

El uso de herramientas de inteligencia artificial (IA), incluyendo ChatGPT, 

Copilot, y NotebookLM se ha limitado exclusivamente a tareas de apoyo en la redacción, 

estructuración y mejora del estilo del manuscrito. Estas herramientas no han intervenido 

en la generación, análisis, interpretación de datos experimentales, ni en la selección de 

bibliografía. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Selección y diseño de cebadores para estudiar la expresión génica por RT-qPCR  

Con el fin de desarrollar métodos de RT-qPCR óptimos que permitiesen 

cuantificar la expresión de ALDH1A1, ALDH1A2, IL10, IL13, GATA3, JAG2, PGE, 

TGFB1, TLR2 y TLR4 en las células epiteliales de intestino humano que se emplearon en 

este trabajo, inicialmente se identificaron posibles opciones de parejas de cebadores 

dirigidas a cada un gen para su evaluación in silico. Se priorizaron aquellos cebadores 

previamente utilizados en estudio de expresión con enterocitos y cultivos de líneas 

celulares intestinales humana que se hubieran empleado en RT-qPCR basadas en la 

metodología SYBR Green. Dependiendo de la disponibilidad de cebadores para cada gen, 

el índice de impacto, la relevancia de la revista en el área de investigación y el número de 

citas acumuladas por la publicación que hubiesen utilizado los cebadores identificados, 

se eligieron de 5 a 10 parejas dependiendo de cada gen diana. La idoneidad se estableció 

en base a la adecuación de estos cebadores a criterios técnicos de consenso (Tabla 1) 

mediante su análisis con Primer-BLAST (NCBI), PRIMER 3 Plus (Wageningen 

University) y Primer Quest (Integrated DNA Technologies). Aunque la mayor parte de 

los cebadores evaluados tenían parámetros óptimos en lo relativo a su contenido en 

guanina y citosina (45% - 55%), longitud de la secuencia (20 - 22 pb) y Tm (58% - 62%), 

se desestimó un elevado número de candidatos por la aparición de horquilla y la existencia 

de dimerizaciones tanto propios como con el otro cebador de la pareja. Las parejas 

seleccionadas para su validación experimental (Anexo I) mostraron que las posibles 

dimerizaciones conjuntas eran menores de tres, que las dimerizaciones propias eran 

inferiores a dos y que no existía la posibilidad de que los cebadores formasen horquillas, 

cumpliendo en gran medida con los requerimientos de adecuación (Tabla 1) (24). 

Por otro lado, se encontró un limitado número de cebadores para JAG2 (ninguna pareja), 

ALDH1A1 (una pareja; (31)) y ALDH1A2 (dos pareja; (32)) que cumpliesen los criterios 

de adecuación en estudios de expresión mediate RT-qPCR utilizando SYBR Green. Ante 

esta situación, se decidió proceder al diseño de parejas de cebadores para estos genes de 

novo y se generaron tres parejas de cebadores para JAG2 (JAG2.I, JAG2.II y JAG2.III) y 

dos parejas para los genes ALDH1A1 (ALDH1A1.II y ALDH1A1.III) y ALDH1A2 

(ALDH1A2.II y ALDH1A2.III), utilizando como punto de partida para su diseño las 

secuencias de estos genes con referencia de acceso NM_002226.5 (JAG2), NM_000689.5 

(ALDH1A2) y NM_003888.4 (ALDH1A2) en la base de datos GenBank (NIH). Las 
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nuevas parejas de cebadores fueron analizadas como se describe anteriormente para 

determinar los parámetros de adecuación (Tabla 1) y se seleccionaron aquellas que 

cumplieron su cumplimiento con los criterios de establecidos (Anexo I). 

4.2. Validación de las condiciones de amplificación de los métodos de RT-qPCR 

Una vez seleccionados los cebadores, se procedió a la optimización de las 

condiciones de reacción para cada sistema de amplificación. Como punto de partida, se 

emplearon las condiciones descritas en la bibliografía para cada par de cebadores (24). A 

partir de estas, se realizaron modificaciones en los distintos parámetros de reacción con 

el objetivo de establecer un conjunto de condiciones experimentales lo más homogéneo 

posible. De este modo, se buscó obtener un protocolo estandarizado que permitiera la 

amplificación eficiente y específica de los diferentes genes analizados minimizando el 

número de variantes de reacción necesarias. La optimización de las condiciones de 

reacción se realizó mediante RT-qPCR utilizando química basada en SYBR Green. Las 

condiciones de reacción seleccionadas fueron aquellas que presentaron amplificaciones 

específicas con valores de eficiencia dentro de los rangos aceptados para RT-qPCR 

(33,34) y una adecuada linealidad de la curva de eficiencia.  

Inicialmente, se evaluó una pareja de cebadores para el gen IL13 bajo la condición A (1 

ciclo a 50°C durante 2 min; 1 ciclo a 95 °C durante 10 min; 40 ciclos a 95°C durante 15 

s y 40 ciclos a 60 °C durante 60 s). IL13 presentó valores de Ct elevados incluso en la 

mayor concentración de molde (5 ng/µL; Ct = 32,18 ± 2,21), sin observarse la 

disminución progresiva esperada a medida que aumentaba la concentración de gDNA, lo 

que indica ausencia de relación dosis-respuesta, consistente con una amplificación 

ineficiente (Figura 2). Además, el análisis de las curvas de disociación no evidenció la 

obtención de un producto de amplificación específico, ya que no se observó una Tm única 

y reproducible a lo largo de todas las concentraciones evaluadas, sino perfiles de 

disociación heterogéneos incompatibles con la presencia de un único amplicón. Esta falta 

de especificidad pudo contrastarse experimentalmente mediante la comparación con el 

gen de referencia GAPDH, cuyo par de cebadores generó un único pico de disociación 

constante y reproducible (82,39 ± 0,22 °C) en todas las condiciones analizadas, lo que es 

indicativo de una amplificación específica. 
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Por ello esta pareja de cebadores, no es adecuada para el análisis de la expresión génica 

de IL13 humana bajo las condiciones experimentales empleadas. Estos resultados ponen 

de manifiesto la necesidad de validar experimentalmente los cebadores descritos en la 

literatura en las condiciones específicas de trabajo, así como de considerar el uso de más 

de una pareja de cebadores durante la fase de selección para identificar oligonucleótidos 

adecuados para el análisis de expresión génica. 

En el caso del gen IL10, y en línea con la necesidad de evaluar diferentes parejas de 

cebadores, se analizaron dos parejas (IL10.I e IL10.II) en la condición A. Ambos 

permitieron la amplificación en todas las concentraciones de gDNA ensayadas. No 

obstante, la pareja IL10.II mostró una linealidad insuficiente en la curva de eficiencia (R² 

0,84), lo que sugiere un rendimiento cuantitativo subóptimo en las condiciones 

experimentales utilizadas. Por el contrario, IL10.I presentó una elevada linealidad y 

eficiencia (R² 0,99; E 105% respectivamente), confirmando una adecuada correlación 

entre los valores de Ct y la concentración inicial de gDNA (Figura 3). 

 

El análisis de las curvas de disociación evidenció además diferencias claras en la 

especificidad de los productos generados. En el caso de IL10.I se observó un único 

producto específico con una Tm constante en todas las concentraciones analizadas de 

83,34 ± 0,14 °C, lo que confirma una amplificación específica del gen diana. Por el 

contrario, IL10.II presentó múltiples picos de fusión, reflejando eventos de amplificación 

no específica en estas condiciones (Figura 4). No obstante, dado que ambas parejas habían 
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sido descritas previamente en la bibliografía (35,36), se plantea la necesidad de evaluar 

condiciones de reacción adicionales antes de descartar la utilización de IL10.II. 

 

Por otra parte, dadas las limitadas opciones de cebadores de JAG2, ALDH1A1 y 

ALDH1A2 existente en la bibliografía y los pocos que se adecuaron a los criterios 

establecidos, para estos genes decidimos diseñar nuevas parejas para contar con un total 

de tres parejas candidatas para su evaluación. El procedimiento convencional seguido 

cuando se emplean cebadores generados de novo consiste evaluar su capacidad de 

amplificación en tres condiciones de reacción (Tabla 2) que difieren en la duración y 

temperatura de las etapas de predesnaturalización e hibridación/extensión, para poder 

determinar la óptima en cada caso. 

En el caso de JAG2 y ALDH1A1 no se observó amplificación específica en ninguna de 

las condiciones ensayadas, lo que sugiere una hibridación subóptima con la secuencia 

diana o una incompatibilidad de estas parejas de cebadores con los parámetros de reacción 

evaluados. En concreto, para JAG2 se incluyen entre las posibles causas características 

desfavorables del diseño del amplicón, como su longitud (329, 248 y 166 pares de bases 

del producto por las parejas JAG2.I, JAG2.II y JAG2.III, respectivamente), lo que puede 

afectar negativamente a la eficiencia de amplificación en qPCR, especialmente cuando 

supera el rango óptimo descrito en la literatura (24). 

En contraste, una de las parejas de cebadores evaluadas para ALDH1A2, ALDH1A2.I, 

mostró amplificación específica en las condiciones B y C, confirmada por la obtención 

del producto específico con Tm de 82,92 ± 0,06ºC y 82,97 ± 0,06ºC respectivamente. 

Dado que ambas condiciones permitieron la amplificación específica del fragmento diana, 
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la selección final se basó en la eficiencia de la reacción obtenida a partir de las curvas de 

eficiencia estudiadas (Figura 5). En este caso, la condición B presentó una mayor 

eficiencia (104 %) en comparación con la condición C (99 %), por lo que fue seleccionada 

como la condición óptima para este sistema de amplificación. 

 

Por último, se analizaron tres parejas de cebadores (GATA3.I, GATA3.II y GATA3.III) 

dirigidos al gen GATA3 únicamente bajo la condición A. Aunque, como se ha señalado 

anteriormente, la evaluación de distintas condiciones térmicas constituye una estrategia 

recomendable para optimizar la amplificación, las tres parejas de cebadores mostraron 

productos específicos en esta condición, por lo que se decidió no evaluar las otras 

condiciones de amplificación (B y C). Para la elección de los cebadores más adecuados, 

se determinaron las eficiencias de las tres parejas observándose valores muy similares 

para todas las opciones (Anexo I), eligiéndose la pareja GATA3.III al presentar un 

porcentaje de eficiencia ligeramente superior al resto (105%).  

 

La correcta evaluación de las respuestas alergénicas derivadas de las células del epitelio 

intestinal es crítica para la adecuada ejecución de este trabajo. Esta respuesta se 

caracteriza principalmente por la secreción de citoquinas alarminas (IL-33, IL-25 y 

TSLP) por parte de estas células y la determinación de los cambios en los genes que 

codifican para estas (IL33, IL25 y TSLP) es de gran relevancia. En este caso, las parejas 

de cebadores empleadas para la amplificación específica de estos genes habían sido 

previamente diseñadas y validadas por el grupo del CIAL (Anexo II). No obstante, con el 
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fin de confirmar su idoneidad bajo las condiciones experimentales utilizadas en este 

estudio, se evaluaron su eficiencia de amplificación y la Tm del producto utilizando la 

condición B (Tabla 3).  

Tabla 3. Métodos de RT-qPCR validados para IL10, GATA3, IL33, IL25, TSLP y ALDH1A2. 

Condiciones de amplificación y parámetros de especificidad y eficiencia validados para la 

determinación de la expresión de los genes objeto de estudio de este trabajo. 

Pareja de 

cebadores Condición de amplificación Temperatura 

melting (Tm) Eficiencia  Eficiencia 

(%) 

IL10.I 

A 
Preinc.

1 
50 °C / 2 min 

Predesnat.
 2 

95 °C / 10 min 
Desnat.

 3
 95 °C / 15 s 

Hib/Ext.
 4
 60 °C / 1 min 

83,34 ± 0,14 2,03 103 

GATA3.I 83,55 ± 0,09 2,02 102 
GATA3.II 83,13 ± 0,05 1,93 93 
GATA3.III 88,63 ± 0,12 2,05 105 

IL33 

B 
   Preinc.

1 
50 °C / 2 min 

   Predesnat.
 2 

95 °C / 10 min 
   Desnat.

 3
 95 °C / 15 s 

   Hib/Ext.
 4
 60 °C / 45 s 

81,41 ± 0,13 1,94 94 
IL25 79,53 ± 0,20 2,13 103 
TSLP 84,77 ± 0,22 1,80 87 

ALDH1A2.I 82,92 ± 0,06 2,04 104 

ALDH1A2.I C 

   Preinc.
1 
50 °C / 2 min 

   Predesnat.
 2 

95 °C / 10 min 
   Desnat.

 3
 95 °C / 15 s 

   Hib/Ext.
 4
 58 °C / 45 s +  

                    60 ºC / 15 s 

82,97 ± 0,06 1,99 99 

1Preinc., preincubación; 2Predesnat., predesnaturalización; 3Desnat., desnaturalización; 4Hib/Ext., 

hibridación/extensión. 

Los resultados confirmaron la amplificación específica de los genes diana, el 

mantenimiento de valores de eficiencia dentro de los rangos aceptados y la obtención de 

productos de amplificación con valores de Tm concordantes con los descritos 

previamente por el grupo (Figura 7). 

 

Los ensayos realizados permitieron optimizar y validar las condiciones de amplificación 

de los genes implicados en la respuesta inflamatoria y reguladora del epitelio intestinal, 
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completando la puesta a punto de los sistemas de qPCR no establecidos previamente en 

el laboratorio. Los resultados confirmaron la especificidad y eficiencia de las parejas de 

cebadores seleccionadas, disponiendo así de un panel de marcadores para el estudio de la 

inflamación alérgica (Tabla 3). A partir de este punto, se evaluaron las propiedades 

tolerogénicas inducidas por un péptido con actividad inmunomoduladora en el contexto 

de la alergia a la clara de huevo. 

4.3. Evaluación del efecto inmunomodulador y tolerogénico de péptidos derivados 

de la ovoalbúmina hidrolizada con pepsina 

Para el estudio del efecto de la OVA y del hidrolizado OP sobre las células del 

epitelio intestinal humano se empleó un modelo de cocultivo in vitro en cámaras 

Transwell, constituido por células Caco-2 en el compartimento apical y PBMCs de 

donantes no alérgicos en el compartimento basal. Debido a la imposibilidad ética y 

práctica de obtener biopsias intestinales de sujetos pediátricos sanos, se utilizó este 

modelo previamente establecido y ampliamente empleado para el estudio de la 

interacción de alérgenos alimentarios con la barrera intestinal humana (37,38). Tras la 

estimulación con LPS, RA, OVA y distintas concentraciones de OP (2, 20 y 200 ng/mL), 

se procedió al aislamiento de RNA total y a la síntesis de DNAc, cuya concentración y 

pureza se evaluaron mediante espectrofotometría (Anexo IV). 

Los valores de A260/280 del RNA oscilaron entre 2,04 y 2,14, mientras que los de A260/230 

variaron entre 1,29 y 2,18. En general, la mayoría de las muestras presentaron una pureza 

adecuada, si bien se observó una mayor variabilidad en el valor de A260/230 asociada a una 

incidencia durante la purificación, en la que se utilizó etanol al 100 % en lugar de etanol 

al 70 % (v/v) en el paso de lavado de la membrana. Esta desviación afectó a los triplicados 

de las condiciones OP20, que mostraron valores de A260/230 entre 1,70 y 1,95, compatibles 

con la posible presencia de contaminantes residuales. Aunque estas muestras se 

incluyeron en los análisis posteriores, se recomienda repetir la extracción para confirmar 

su pureza. 

Tras la retrotranscripción, el cDNA presentó ratios A260/280 comprendidos entre 1,59 y 1,80 

y valores de A260/230 entre 1,88 y 2,23. En general, la calidad del cDNA fue adecuada, 

salvo la muestra OP200 2, que mostró un valor de A260/230 de 1,24; indicativo de posibles 

compuestos residuales derivados del proceso de síntesis. Las concentraciones de cDNA 

oscilaron entre 421,0 y 894,3 ng/µL. 
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Las muestras de cDNA obtenidas se utilizaron para el análisis de la expresión génica 

mediante RT-qPCR, siguiendo los métodos previamente desarrollados y validados en este 

trabajo. En particular, se evaluaron los cambios en la expresión de genes asociados a 

respuestas inflamatorias de tipo alérgico, incluyendo PGE, GATA3, IL33, IL25 y TSLP. 

Asimismo, se analizó la posible inducción de mecanismos inmunomoduladores y 

tolerogénicos promovidos por OP mediante la expresión de ALDH1A2 y TGFB1.  

Además, en base a resultados previos obtenidos en modelos murinos en los que se ha 

observado que uno de los posibles mecanismos antiinflamatorios inducidos por OP reside 

en el reconocimiento de sus péptidos por los receptores TLR2 y TLR4 (39), la expresión 

de los genes que codifican para estas moléculas también fue evaluada, considerando no 

solo su posible implicación en respuestas proinflamatorias, sino también su participación 

en procesos de regulación inmunitaria. 

En este contexto, no se detectó amplificación de ALDH1A2 en ninguna de las condiciones 

experimentales evaluadas. Dado que este sistema de RT-qPCR había sido previamente 

validado mediante amplificación de gDNA, la ausencia de señal observada 

probablemente refleja una expresión baja o indetectable de este gen en las células Caco-

2. Este resultado es consistente con la literatura, que describe a ALDH1A2 como la 

principal isoforma productora de RA en DCs intestinales, mientras que las células 

epiteliales expresan preferentemente ALDH1A1 para contribuir al metabolismo local de 

la vitamina A y al mantenimiento de la homeostasis intestinal (40,41). De igual manera, 

no se observó amplificación del gen IL25 en ninguna de las condiciones experimentales, 

resultado que contrasta con las observaciones previas realizadas en el laboratorio que 

mostraron un aumento en la expresión de IL25 en las células Caco-2 al incubarse con los 

alérgenos de la clara de huevo cocultivadas tanto con PBMCs de pacientes tanto alérgicos 

como no alérgicos (38). 

Los resultados obtenidos en el ensayo de cocultivo con células Caco-2 mostraron que el 

tratamiento con OVA indujo un aumento significativo en la expresión de PGE, GATA3, 

TSLP e IL33 en comparación con el grupo control. Asimismo, el tratamiento con RA 

redujo significativamente la expresión de todos los genes analizados con respecto al grupo 

tratado con OVA. Por su parte, la estimulación con el hidrolizado de OP no produjo 

cambios significativos en la expresión de PGE en ninguna de las concentraciones 

evaluadas. Sin embargo, la expresión de TSLP disminuyó significativamente tras el 

tratamiento con OP a 20 ng/mL. En contraste, la reducción significativa de la expresión 
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de GATA3 e IL33 se observó cuando las células fueron tratadas con OP a una 

concentración de 200 ng/mL (Figura 8). 

 

Los resultados obtenidos apoyan las propiedades inmunomoduladoras previamente 

descritas para los péptidos derivados del hidrolizado con pepsina en modelos in vitro e in 

vivo en ratón (22,23,42). En particular, este hidrolizado redujo la expresión de las 

alarminas TSLP e IL-33 en estas células. Este efecto es consistente con observaciones 

previas realizadas con péptidos derivados de OVA en el mismo modelo celular (43) y con 

los resultados obtenidos en cultivos ex vivo de células intestinales de ratones naïve y 

alérgicos a la clara de huevo expuestas a OVA y a OP donde además también se observó 

una disminución de los niveles de IL-33 secretada en el sobrenadante de cultivo (23). 

El tratamiento con OVA redujo la expresión de TLR4 con respecto al grupo control, 

mientras que la estimulación con LPS indujo un aumento significativo de su expresión en 

comparación con el resto de las condiciones ensayadas. Por su parte, el tratamiento con 

el hidrolizado de OP a 20 ng/mL incrementó significativamente la expresión de TLR4 con 

respecto al grupo tratado con OVA, alcanzando niveles similares a los observados con 

RA. En contraste, no se detectaron cambios significativos en la expresión de TLR2 en 

ninguna de las condiciones evaluadas (Figura 9). 
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Entre los mecanismos de acción descritos para la inducción de tolerancia intestinal por el 

hidrolizado OP en modelos múridos es el aumento de la expresión de TLR2, TLR4 y TLR5 

en células epiteliales y dendríticas, lo que pone de manifiesto el papel esencial del 

reconocimiento de estos péptidos por los TLRs en la síntesis de RA y en la promoción de 

señales tolerogénicas (39). En este contexto, los resultados no mostraron un incremento 

de la expresión de TLR2 en células Caco-2 tras la activación con el hidrolizado (Figura 

9), aunque tampoco se observaron cambios en las muestras incubadas con RA, lo que 

sugiere diferencias en la regulación de este receptor entre humanos y ratones (44). Sin 

embargo, tanto el hidrolizado como el RA incrementaron la expresión de TLR4 en las 

células Caco-2, en concordancia con el posible efecto de OP sobre células epiteliales 

intestinales a través de la interacción con estos receptores de baja especificidad (39). Este 

resultado resulta especialmente relevante dado que TLR4 es uno de los receptores de 

reconocimiento de patrones más abundantemente expresados en el epitelio intestinal y se 

ha relacionado con mecanismos implicados en la inducción de tolerancia intestinal y el 

mantenimiento de la homeostasis de la barrera epitelial (45,46). Estos resultado sugieren 

que determinados péptidos presentes en el hidrolizado de OVA podrían promover señales 

tempranas de carácter regulador mediante la activación de este receptor, favoreciendo un 

entorno menos propenso al desarrollo de respuestas alérgicas (47). 

El hidrolizado indujo además un aumento de la expresión de TGFB1, gen que codifica 

para TGF-β, una citocina clave en el establecimiento y mantenimiento de respuestas 

inmunitarias tolerogénicas a nivel intestinal. Este resultado concuerda con observaciones 
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previas en modelos ex vivo (23) e in vivo (22,42), lo que revela la  importancia del OP en 

la promoción de la homeostasis intestinal a través de la producción de esta citoquina. 

Asimismo, los resultados mostraron la capacidad de OP para contrarrestar el efecto de la 

OVA sobre la reducción de la expresión de TGFB1, promoviendo señales de carácter 

tolerogénico que se tradujeron en un aumento de la expresión de este gen. Este efecto fue 

comparable al observado con el RA, molécula clave en los mecanismos inmunológicos 

implicados en la inducción de la tolerancia oral, al favorecer la activación de células 

dendríticas con perfil tolerogénico y la generación de células Tregs Foxp3+RORγt+, 

esenciales para el establecimiento y mantenimiento de la tolerancia oral (48). 

Los resultados obtenidos son consistentes con los descritos previamente en modelos 

múridos, en los que los péptidos inmunomoduladores derivados de OP demostraron un 

efecto terapéutico frente a la alergia a las proteínas de la clara de huevo. Asimismo, 

sugieren que estos péptidos podrían ejercer efectos similares en el intestino humano, lo 

que respalda su potencial utilización como agentes de inmunoterapia oral en sujetos 

alérgicos a las proteínas de la clara de huevo. 

4.4. Impacto sobre los Objetivos de Desarrollo Sostenible 

Este trabajo contribuye al cumplimiento de varios Objetivos de Desarrollo Sostenible 

(ODS). En concreto, se alinea con el ODS 3 (Salud y bienestar) mediante la búsqueda de 

alternativas terapéuticas más seguras y eficientes para el tratamiento de la alergia al 

huevo. También, tiene relación con el ODS 9 (Industria, innovación e infraestructura) al 

fomentar la innovación biotecnológica; y con el ODS 4 (Educación de calidad), al 

contribuir a la generación y difusión de conocimiento científico.  
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5. CONCLUSIONES 

En base a los resultados obtenidos, las dos principales conclusiones derivadas de este 

trabajo de fin de grado son: 

1. La estrategia de validación empleada para la selección de cebadores y la 

optimización de las condiciones de amplificación ha permitido el desarrollo de ensayos 

de RT-qPCR altamente específicos y eficientes que son adecuados para cuantificar la 

expresión de genes relacionados con respuestas proinflamatorias de tipo alérgico (PGE, 

GATA3, TSLP e IL33) y otros asociado a mecanismos relacionados con la tolerancia oral 

(TGFB1, TLR2 y TLR4) a partir de RNA extraído de células Caco-2 del epitelio intestinal 

humano. 

2. La hidrólisis de la ovoalbúmina con pepsina (OP) no solo reduce su capacidad 

para inducir respuestas proalérgicas en células epiteliales mediante la disminución de la 

expresión génica del factor de transcripción GATA3 y las alarminas epiteliales TSLP e 

IL-33, sino que también los péptidos contenidos en OP favorecen la expresión del gen 

que codifica para TGF- β (TGFB1), una citocina reguladora con un papel esencial en el 

manteamiento de la homeostasis epitelial y en la inducción de tolerancia oral frente a 

alérgenos alimentarios. 
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Anexo I. Análisis in silico de los criterios de adecuación para su verificación () de los primers 

seleccionados y diseñados. Parámetros obtenidos de Primer-BLAST y UCSC Genome Browser 

(University of California). 

Cebador Secuencia del cebador (5’-3’) LP
1
 PA

2
 LC

3
 GC

4
 Tm

5
 Referencia 

IL13 

 D6 AGACCAGACTCCCCTGTGCA 

N/A
8
 N/A 

20 60,0 63,3 
Sookrung y 

col., 2008  R7 TGGGTCCTGTAGATGGCATTG 21 52,3 63,1 

IL10.I 

D TGTTCTTTGGGGAGCCAACA 

158 IL10 

20 50,0 63,8 

Li y col., 2018 
 R GGGCTCCCTGGTTTCTCT 18 61,1 59,2 

IL10.II 

 D GTGATGCCCCAAGCTGAGA 

138 
IL10,  

SNTB1 

19 57,8 62,4 
Overbergh y 

col., 2003  R CACGGCCTTGCTCTTGTTTT 20 50,0 62,6 

JAG2.I 

 D TCTCTGTGAGGTGGATGTCG 

329 JAG2 

20 55,0 59,8 

Diseñado
9
 

 R GGCAGTCGTCAATGTTCTCA 20 50,0 59,8 

JAG2.II 
 D GTCAAGGTGGAGACGGTTGT 

248 JAG2 
20 55,0 60,0 

Diseñado 
 R TGGTAGAGCACGTCCTTGTG 20 55,0 59,9 

JAG2.III 
 D TCTGCCTTGCTACAATGGTG 

166 JAG2 
20 50,0 59,9 

Diseñado 
 R GCGATACCCGTTGATCTCAT 20 50,0 59,9 

ALDH 

1A1.I 

 D GTTGTCAAACCAGCAGAGCA 
115 ALDH1A1 

20 50,0 60,0 Penumatsa y 

col., 2010  R CTGTAGGCCCATAACCAGGA 20 55,0 59,9 

ALDH 
1A1.II 

 D TTACCTGTCCTACTCACCGATT 
164 ALDH1A1 

22 45,4 57,8 
Diseñado 

 R GCCTTGTCAACATCCTCCTTAT 22 45,4 59,5 

ALDH 
1A1.III 

 D TCCTGGTTATGGGCCTACAG 
N/A N/A 

20 55,0 59,9 Nautiyal y col., 

2011  R CAAGTCGGCATCAGCTAACA 20 50,0 60,0 

ALDH 
1A2.I 

 D AGGAGATCTTTGGCCCTGTT 
194 ALDH1A2 

20 50,0 60,1 
Diseñado 

 RCTGGGCATTTAAGGCATTGT 20 45,0 60,0 

ALDH 

1A2.II 

 D CCATTGGAGTGTGTGGACAG 
152 ALDH1A2 

20 55,0 60,0 Choi y col., 

2019  R GATGAGGGCTCCCATGTAGA 20 55,0 60,0 

ALDH 

1A2.III 

 D CCTGTGGGCTCAATGAAAAACC 
N/A N/A 

22 50,0 64,9 Kim y col., 

2005  R GAGGAGTTTGTGAGAAGAAGCGT 23 47,8  61,3 

GATA3.I 
 D GTTGGCCTAAGGTGGTTGTG 

162 GATA3 
20 55,0 60,4 Bonin y col., 

2009  R ATGCACGCTGGTAGCTCATA 20 50,0 59,5 

GATA3.II 
 D TGCTCGGAGGGTTTCTTGTT' 

140 GATA3 
20 50,0 62,1 

Li y col., 2014 
 R ACGCTGGTAGCTCATACACT 20 50,0 55,1 

GATA3.III 

 D GTGCTGAGGGTAGCAGTGTA 

115 GATA3 

20 55,0 56,5 Pérez-

Rodríguez y 

col., 2023 R CTAACACAGAACACGACAGGG 21 52,3 58,3 

1LP, longitud del amplicón (pares de bases); 2PA, producto de amplificación; 3LC, longitud del cebador (pares de 

bases); 4GC, contenido guanosina y citosina (%); 5Tm, temperatura melting (°C); 6D, cebador directo; 7R, cebador 

reverso; 8N/A, no aplica; 9Diseñado, pareja de cebadores generados y sintetizados en este trabajo.  
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Anexo II. Secuencias de los cebadores utilizados para la evaluación de la expresión génica 

del gen de referencia GAPDH y de las alarminas IL33, IL25 y TSLP. 

Cebador PA
1 Secuencia del cebador (5’-3’) Referencia 

GAPDH GAPDH 
 D

2
 GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAA 

Pérez-Rodríguez 

y col., 2023 
 R

3
 ACGTACTCAGCGCCAGCATC 

IL33 IL33 
 D GAGCTAAGGCCACTGAGGAA 

Tordesillas y col., 

2014 
 R TGGGCCTTTGAAGTTCCATA 

IL25 IL25 
 D CCAGGTGGTTGCATTCTTGG 

Wang y col., 

2007 
 R TGGCTGTAGGTGTGGGTTCC 

TSLP TSLP 
 D CTCTGGAGCATCAGGGAGAC 

Pérez-Rodríguez 

y col., 2023 
 R CAATTCCACCCCAGTTTCAC 

1PA, producto de amplificación; 2D, cebador directo; 3R, cebador reverso.  
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Anexo III. Evaluación de la calidad y concentración del RNA y del cDNA obtenidos a partir 

de células Caco-2 cultivadas en sistemas Transwell cocultivadas con PBMCs estimuladas 

bajos las distintas condiciones descritas. Se muestran las muestras, las relaciones de absorbancia 

a 260/280 (A260/280) y 260/230 (A260/230), así como la concentración de DNA complementario 

(cDNA) y RNA determinada mediante Nanodrop (ThermoFisher Scientific, Waltham, EE. UU). 

 RNA extraído cDNA sintetizado 

Muestra A
260/280 

 A
260/230

 RNA 

(ng/µL) A
260/280 

 A
260/230

 cDNA  

(ng/µL) 
CTRL 1 2,08 2,09 101,0 1,79 1,91 701,3 
CTRL 2 2,08 2,10 88,3 1,78 1,93 740,7 
LPS 1 2,06 2,01 99,9 1,80 1,88 619,9 
LPS 2 2,06 2,01 88,3 1,79 1,92 713,1 
LPS 3 2,08 2,14 87,8 1,79 1,91 681,0 

RA 1 2,07 2,16 128,9 1,79 1,96 758,5 

RA 2 2,11 2,18 73,7 1,78 1,93 685,8 

RA 3 2,04 1,93 71,8 1,79 1,90 630,5 

OVA 1 2,07 1,92 92,1 1,80 1,93 643,8 

OVA 2 2,07 2,07 80,5 1,79 1,94 656,8 

OVA 3 2,09 1,97 80,7 1,78 1,95 695,0 

OP20 1 2,1 1,81 34,9 1,76 2,14 881,7 

OP20 2 2,1 1,95 66,3 1,78 2,05 730,5 

OP20 3 2,05 1,75 44,2 1,76 2,02 677,8 

OP200 1 2,05 2,11 93,0 1,78 1,99 709,8 

OP200 2 2,13 2,04 50,2 1,59 1,24 421,0 

OP200 3 2,06 1,29 70,2 1,77 1,94 731,7 
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                                                                                                                  E    ( % ) =  ( E − 1 ) × 100                                     ( 2 )

