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ABREVIACIONES UTILIZADAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

Ag: Antigeno.
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CCM: Células cebadas de mucosa.
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FeyRs: Receptores para la porcion Fe de las 1pGs,
FCS: Suero fetal bovino.

GAP: Proteina activadara de GTPasas.
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GP!I: Glicosil fostatidil nositol,

GRC: Globulos rojos de carnera.
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INE-y: Interferon gamma,

1P3: ositol 1.4,5-trifosfato.

IR: Receptor de insulina,

ITAM: Motivos inmunes de activacion en irasing,
JAK: Cinasa de la familia Janus.

Ka: Constante de afinidad.

LIF: Factor inhibidor de leucemia

LTBa; Leucotricno Ba

LTCs; Leucotrieno Ca

MAP-K: Proteina cinasa activada por mitogeno.
MEM: Medio minimo esencial.

MHC: Complejo principal de histocompatibilidad,
mlgM: Inmunaglobulina de membrana.

MIRRs: Receptores multicadena de reconocimiento inmune.
NK: Células ascsinas naturales.



PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida.

PBS: Amortiguador salino de fosfatos.

PDGE-R : Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PGD:2: Prostaglandina D2,

PI3K: Fosfatidil inositol 3 cinasa.

PKC: Proteina cinasa C.

PLC-y: Fosfolipasa C y.

PMA: Acetato de forbol miristato.

PTK: Cinasa de tirosina.

RBL-2H3: Células cebadas de rata leucémica de la clona RBL-2H3.
rpm: Revoluciones por minuto,

SC: Suero de caballo,

SDS: Dodecil sulfato de sodio.

SH2: Dominio de union a fasfotirosina,

SH3: Dominio de unidn a regiones proteicas ricas en pralina.
STAT: Transductores de sefiales y activadores de la transeripcion,
TCR; Receptor de antigeno de células T.

TGF-p: Factor de crecimiento tumoral beta,

TNBS: Acido 2,4,6-trinitro bencen sulfénico.

TNF-q; Factor de necrosis tumoral alfa.

TNP: 2,4,6-Trinitro fenol.

V: Valts.

Vu; Region variable de 1a cadena pesada de la Iy,

Vi: Region variable de la cadena ligera dela lg.



RESUMEN

ACTIVACION DE CELULAS CEBADAS A TRAVES DE RECEPTORES DE ALTA
AFINIDAD PARA IpE Y RECEPTORES PARA 1gG.

El receptor de alta afinidad para IgE (FeeRI) pertenece a la familia de receptores de
reconocimiento inmune (MIRRs), cuyos miembros carecen de actividad intrinseca de cinasa.
La agregacion del FceRI en células cebadas y basotilos da como resultado la activacion de
cinasas de tirosina de las familias Src y Syk, con la subsecuente fosforilacion en tirosina de
numerosas proteinas celufares, culminando con la secrecion de mediadores inflamatorios. £l
FeeRI es un complejo tetramérico formado por una cadena a, fa cual une la IgE, una cadena
B y un homodimera de cadenas y. Esta Gltima subunidad también forma parte de los
receptores para 1gG: e FoyRl y el FeyRIML Las células cebadas de la linea RBL-2113

expresan FceRI'y FeyR de forma nativa,

Aunque las células cebadas se habian considera®o como células no fagociticas, Diieron y col.
( 1993, 1994) demostraron recientemente que las células cebadas de la linea RBL-2H3
transfectadas con FeyR murinos pueden fagocitar globulos rojos de carnero (GRC)
opsonizados con IgGs murinas. Basandonos en este reporte, analizamos comparativamente
la fagocitosis de GRC opsonizados con 1gG e IgE murinas, mediada a través de los FeyR y

FeeRI de las células RBL-2H3.

Nuestros resultados muestran que las células RBL-2H3 pueden unir y fagocitar GRC
opsonizados con 19G y GRC opsonizados con TgE especificamente mediante los receptores
nativos:  FeyR 'y FeeRI, respectivamente. La fagocitosis mediada por el FceRI induce
también la secrecion de la enzima f3-hexosaminidasa, la cual se encuentra almacenada en los
wranulos de secrecion. La fagocitosis y Ja liberacion de B-hexosaminidasa requieren de una
temperatura fisiologica (37°C) y de la activacion de cinasas de tirosina para poder levarse a

cabo. La funcion fagocitica es independiente de la presencia de iones de Ca®* en el medio,

n
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mientras que la seerecidn de B-hexosaminidasa es Ca™ dependiente. Estos datos sugieren
que las vias fagociticas y secretoras disparadas por la agregacion de los FcyR y FeeRl,
divergen en algin punto de la cascada de sefiales; de tal manera que los FeyR puceden

mediar a fagocitosis, pevo no inducir 1a secrecion de f-hexosaminidasa.



ACTIVACION DE CELULAS CEBADAS A TRAVES DE RECEPTORES DE ALTA
AFINIDAD PARA IgE Y RECEPTORES PARA 1gG.

CAPITULO 1

ANTECEDENTES

L.1. La agregacidn de receptores como un mecanismo de transduecion de seiiales.

Una célula no es una entidad aislada, sino que interactita con el medio ambiente que le
rodea, y debe tener la capacidad de responder a estimulos de ese medio ambiente. Para ésto,
la célula posee en su membrana proteinas especializadas (receptores) que detectan la
presencia o el cambio de concentracion de algiin compuesto o molécula (ligando) en el

exterior y lo traducen en alguna respuesta en el interior de la célula.

El estudio de los mecanismos por los cuales la unidn de cierto ligando a receptores de
membrana inicia una serie de respuestas celulares, es uno de los campos de investigacion
més dinamicos actualmente. Un mecanismo comin a través del cual distintos receptores de
membrana inician la respuesta celular, es la oligomerizacion o dimerizacion de las receptores

inducida por la union del ligando (Revisado por Metzger, 1992 y Heldin, 1995).

Existen una serie de receptores para factores de crecimiento tales como el receptor del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-R), ef receptor del factor de crecimiento
epidermal (EGF-R), ¢l receptor de insulina (IR), ctc., cuyo dominio intracelular ticne
actividad intrinseca de cinasa de tirosina. En estos receptores, la union del ligando induce la
dimerizacion, seguida por la autofosforilacion del receplor. El mecanismo por el cual a
dimerizacion induce la autofosforilacion, no se conoce. Una posibilidad es que el receptor

monomérico tenga una actividad basal de cinasa de tirosina, la cual sea suficiente para



fosforifar al receptor contiguo mediante transfosforilacion (Revisado por Heldin, 1995).
Alternativamente, la interaccion entre los dominios intracelulares de los receptores una vez
formado el dimero, puede inducir un cambio conformacional que confleve un incremento en
fa actividad de cinasa (Baron y col., 1992) lo que permitiria 1a autofosforilacion del receptor

(Murakami y col., 1991).

En ¢f caso del receptor para insulina, fa fosforilacion del receptor en residuos de tirosina y
serina permite la interaccion del receptor con proteinas citosolicas. Esta interaccion se
establece entre residuos de fosfotirosinas en ¢l receptor y dominios SH2 o entre dominios
ricos en prolina y dominios SH3. Entre las proteinas citosolicas que interactian con el
receptor fosforilado estin GRB2, She y Sos, fas cuales forman un complejo que podiia

rus

acoplar al receptor con la via de activacion de ras. La proteina p2/™ forma parte de una
superfamilia de GTPasas involucradas en el control del crecimiento, proliferacion y
diferenciacion celular, Esta proteina estd anclada a fa parte interna de fa membrana
plasmdtica, donde participa en la transduccion de sefiales al pasar de su estado activo (unida
a GTP) al estado inactivo (unida a GDP). Se ha visto que esta proteina tiene una actividad
basal de GTPasa, la cual se ve incrementada al interactuar con fa proteina GAP. La proteina
p21™ es el centro de convergencia de diferentes vias de activacion, y se ha visto que una de
la moléculas que actian abajo de ésta proteina en fa via de activacion es la cinasa de serinay
treonina raf, la cual va a activar la cascada de as cinasas MAP, trayendo como consecuencia
final la activacion de genes de expresion temprana como fos y jin (Baitensperger y col,,
1993; Skolnik y col, 1993).

En otros receptores para factores de crecimiento, tales como ¢ PDGF-R y ef EGF-R, la
dimerizacion y la autofostorilacion del receptor induce un incremento en la actividad
catalitica del receptor, que puede fosforilar y activar otras enzimas involucradas en la via de
sefializacion, tales como fosfolipasa Cy (PLCy), fa proteina activante de ras (GAP), 1a
fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K), Raf, y algunos miembros de la familia de cinasas de
tirosina Sre¢. La fosforifacion induce un aumento de fa actividad catalitica de estas enzimas

(App y col., 1991; Kazlauskas y col., 1992).

"~



Otros receptores, cuyo dominio intracitoplasmico no tiene actividad de cinasa, presentan sin
embargo, mecanismos de activacion similares. Tal es el caso de los receptores para: TL-1,
[L-3, IL-4, IL-5, 1L-6, 1L.-7, 11.-8, IL-9, IL.-10, GM-CSF, INF-y, INF- a, INF- 8, hormona
del crecimiento y prolactina, entre otros.  La union del ligando al receptor induce la
dimerizacion, y una vez formado el dimero se activan cinasas que fosforilan tanto al receptor
como a una serie de proteinas citoplasmaticas entre las cuales se encuentran cinasas de
tirosinas de las familias JAK y Sre. LEstas cinasas se asocian al dominio citoplasmético del
receptor, fosforilando a su vez a una serie de sustratos involucrados en la activacion celular

(Ihle y col., 1994; Ziemiccki y col., 1994, Taniguchi y col., 1995).

Otros receptores en los que la agregacion es el evento que induce la activacion, son los
receptores multicadena de reconocimiento inmune (MIRRs), los cuales estan involucrados
en la activacion de células del sistema inmune. Miembros de esta familia son los receptores
de antigeno de linfocitos By T (BCR y TCR), el receptor de alta afinidad para IgE, y los

receptores para IgG.

Los MIRRs no tienen actividad enzimdtica intrinseca, pero su agregacidn induce la
activacion de cinasas de tivosina de la familia Src y de la familia Zap-70/Syk. Estas cinasas
inician una cascada de reacciones bioquimicas que resulten en la activacion de diversas
funciones celulares: proliferacion y/o diferenciacion, secrecion de citocinas, liberacion de

metabolitos proinfamatorios, citotoxicidad, etc.

El mecanismo por ¢l cual la agregacion de estos receptores induce la activacion de las

ey

cinasas, no se conoce con precision. Se ha propuesto que la agregacion permite que cinasas
asociadas a la porcion citoplasmitica de los receprores se  autofosforilen  por

transfosforilacion, inicidndose asi 1a cascada de activacion.



1.2, Receptoves multicadena de recanocimienta inmuune,

Los receptores multicadena de reconocimicnto inmune (MIRRs) participan en la activacion
de células del sistema inmune inducida por antigeno. El receptor de antigeno de linfocitos T
(TCR) y la inmmoglobulina de superficic de linfocitos B (mIgM) participan en ¢l
reconocimiento del antigeno y son vesponsables de la activacion inmunoldgica de tales
células. Los otros MIRRs unen la porcion Fe de Jas inmunoglobulinas, y reconocen de
wmanera indirecta al antigeno para el cual es especifica tal inmunoglobulina. Entre estos
tlimos se encuentran ¢l receptor de alta afinidad para IgE (FeeR1) y los receptores para el
Fe de la IgG (FoRs) (Revisado por Keegan y Paul, 1992; y Saudor y Lynch, 1993), (Ver
Figura 1).
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Figura 1. Receptores multicndena de reconocimiento immane. Esquema que nestra la
estructura de oy receptores milticadena de reconocimivito inmime (MIIRs). A: [gh:
Receptor de antigena de linfocitos B:B: FeeRl: Receptor de alta aftnidad para el Fe de la
IgE; C: TCR: Receptor de antigena de linfacitos T; D: Feplllf: Receptor ipo 1l para el
Fede la lyG.



L.2.1. Receptar de antigena de lnfocitos T (TCR),

El TCR esta formado por las cadenas de union al ligande aff 6 ¥8, el complejo CD3
(formado por las cadenas y,8,¢) y un dimero de cadenas de la familia § (GG 6 G-n),
Mientras que los heterodimeros uff 6 ¥8 son los responsables de reconocer ¢l péptido
antigénico (Ag) expresado por una célula presentadora de antigeno en el contexto de una
molécula del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), el CD3 y las cadenas § son

las responsables de la transduccion de seiiales.

Las cadenas af y ¥5, asi como v,8,6 del CD3 forman parte de la superfamilia de las Igs, ya
que tienen en su porcion extracelular dominios de Ig (Figura 1). Por otro lado, las cadenas
y,8.6 del CD3 y las cadenas £ y 1 paseen en su region citoplasmdtica un dominio de 18
aminodcidos que contiene 2 pares de leucinas y tirosinas, las cuales son necesarias para la
actividad funcional det motivo (Romeo y col., 1992; Irving y col., 1991). Este motivo ha
sido denominado I'TAM (Immunoreceptor Tyrosine Activaticn Motif) y fue identificado por
primera vez por Reth (1989) (Figura 2). La agregacion de} TCR induce la fosforilacion en
los residuos de tirosina del ITAM. Ademis, se ha visto que receptores quiméricos que
contienen en su region citoplasmatica un ITAM de la cadena {, pueden dar lugar a las
misimas respuestas que se inducen al agregar el TCR, aunque la intensidad de éstas es menor.
El entrecruzar receptores quiméricos que contienen en su region citoplasmatica 2 0 3
ITAMs, da como resultado el incremento de la respuesta, hasta igualar Ja obtenida con la
cadena § completa. Basandose en los datos anteriores, se ha sugerido que la presencia de
varios 1TAMs en el TCR ¢s importante para brindar una amplificacion de la sefial, de modo
que el entrecruzamiento de unos pocos receptores produzea una respuesta suficientemente

amplia (Revisado por Weiss, 1993).
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Figura 2. Receptores de antigeno de célulay hematopoyéticas. Los ITAMS estdu indicados
como rectdngnios negros.A: TCR: Receptor de amigeno de linfocitas T: B: BCR: Receptor
de antigena de linfocitas B; C: FeeRl: Receptor de alta afinidad para el Fe de la Igls; D:
Feyldtil: Recepror tipo 1 para el Fe de la IgG.

La agregacion del TCR induce la fosforilacion inmediata de proteinas en residuos de
tirosina. Entre las proteinas fosforiladas estdn las cadenas del receptor que contienen los
ITAMs, y cinasas de tirosina de la familia Sre, tales como Juk y fin. Se sabe /ek se asocia al
Ch4 y al CD8 en linfocitos T (Veillette y col., 1988; Glaichenhaus y col,, 1991), micentras
que fyu se asocia a las cadenas £ y y del CD3 y a la cadena ¢ (Kosayu y col., 1992; Timson
y col,, 1992), Se ha visto a otra cinasa de tirosina Hamada Zap-70 en imnunoprecipitados de
receptores agregados por anticuerpos anti-TCR o anticuerpos anti-CD3e (Wange y col.,
1992) observindose que ésta cinasa se asocin a las cadenas € solo cuando éstas se
encuentran fosforiladas (Chan y col, 1991; Chan y col,, 1992; Wange y col., 1993). Qtros

resultados muestran que al estimular el TCR (Weber y col., 1992) o al entrecruzar el CD3 se



puede detectar a tn PLCy/ fosforitada (Dasgupta y col., 1992), de to cual se infiere que esta
protetia estd involucrada en fas vias de activacion inducidas por {a estimulacion det TCR, ya
gue estudios con receptores quiméricos los cuales comtienet en  su porcidn
intracitoplasmatica las secuencias de la cadena § o de las cadenas del CD3, han permitido
establecer que estas cadenas estdn mvolucradas en la transduccion de sefiales. Como ya se
dijo anteriormente, estas cadenas contienen ITAMs en su domintio citoplasmético, los cuales
pueden asociarse a cinasas cuando se encuentran fosforilados en residuos de tirosina,
ademis de que se ha observado que receptores quiméricos que contienen la region

citoplasmitica de estas cadenas, sont capaces de transmitir sefiales de activacion af interior de

fa célula cuando son entrecruzados,

De igual manera, ¢l usa de receptores quiméricos que contienen en la region citoplasmica las
secuencias de cinasas de tirosina nos indican qué moléeulas de las vias de activacion son
importantes 6 suficientes para que se lleve a cabo la transduccion de sefiales al interior de la
céhula. Actualmente se conoce que el dominio citoplamitico de la cadena § es suficiente para

acoplar 1a via de transduccion de seiiales inducida por la agregacion del TCR (Irving y col,,
1991).

Se sabe también que receptores quiméricos que contienen en su porcidn intracelular las
secuencias de Zap-70 son capaces de inducir la movilizacién de iones Ca™ al ser
entrecruzados, pero no son capaces de inducir los mismos patrones de fosforilacidn
obtenidos cuando se agrega el TCR. Para que ésto suceda, es necesario que se coagregen
receptores quiméricos que contengan la secuencia de 20);-70 y otros que contengan la
secuencia de Fyn (Kolanus y col., 1993), Los resultados anteriores sugieren que aunque fa
einasa Zap-70 es capaz de inducir una respuesta de la célula, no induce fa totalidad de ta

actividad celular, sino que necesita de 1a ayuda de otras cinasas, como Fyi,

Weiss ha sugerido un modelo de activacion a travéds del TCR en el cual la interaccion del
complejo MHC-péptido con el TCR, induce la coagregacion de los coreceptores CD4 &

CD8. La coagregacion del CD4 6 ¢f CD8 al TCR pennite fa interaccion del 1a cinasa Lek



con las cadenas del CD3 y con las cadenas ¢, asi como con su cinasa asociada Fyn. Se
fosforilan los ITAMs de las eadenas del CD3 y de ¢, permitiendo la asociacion y activacion
de Zap-70, la cual podria interactuar con moléeulas que se encuentran mas abajo en la via de

activacion, tales como it PLCyl (Weiss, 1993).
1.2.2. Receptor de antigeno de células B (BCR),

El BCR consiste de una Ig de membrana (mlg), asociada a heterodimeros de cadenas Iga e
Igp (Campbell y col., 1991) (Figura 1). La mlg consiste de 2 cadenas pesadas que forman un
homodimero y 2 cadenas ligeras, eada una de las cuales estd unida covalentemente a una de
las cadenas pesadas. Hacia el extremo amino terminal de la cadena pesada se encuentra la
region variable (Vu), seguida de 4 (IgM, IgE) 6 3 (IgG, IgA, TeD) dominios constantes
(Cw). dependiendo del isotipo. La cadena ligera esté formada por una region variable (V1) y
una region constante (Cr). E sitio de union al antigeno esta formado por los dominios
hipervariables de un par de regiones Vi:Vi, Luego entonces, cada g tiene 2 siios de

union al antigeno (Revisado por Reth, 1992),

Las porciones intracitoplasmaticas de mIgM y mlgD constan de solo 3 aminodcidos,
mientras que fas mig de otros isotipos tienen tallos citoplasmaticos mias largos. Los
receptores mlgG, migE y mIgA son expresados despuds del cambio de isotipo de las células
B activadas, y una vez que se expresan estos isotipos en membrana son consideradas células

de memoria (Revisado por Reth, 1992),

Las cadenas Iga ¢ lgp son los productos de fos genes mh-/ y B29, respectivamente
(Campbell y col,, 1991). La region extracelular de ambas proteinas contiene un dominio de
Ig. El segmento transmembranal es seguido por un tallo citoplasmatico de 61 o 48
aminodcidos, el cual contiene 4 o 2 residuos de tirosina para Iga ¢ Jgp, respectivamente, El
tallo citoplasmético de estas cadenas contiene ef misma motivo (ITAM) encontrado en las

cadenas del CD3 y § del TCR (Figura 2) (Revisado por Reth, 1992) En estudios de



transfeccion se ha visto que la Igo es necesaria para que la mig se exprese en membrana

(Revisado por Keegan y Paul, 1992; Liny col,, 1992).

La region ransmembranal de Ja mlg es casi idéntica en todos Jos isotipos. Esta region
conservada tiene 7 aminoicidos hidrofabicas y 4 aminodcidos polares, pudiendo ser Ia
region que interactia con el heterodimero Tgavlgp. Se ha sugerido que la interaccion entre Ja
mlg y el heterodimero asociado es mediada por la Iga, porque la parte transmembranal de
esta cadena contiene aminodcidos polares a ambos lados de Ta a-hélice, mientras que Igp
contiene aminoacidos polares sélo en uno de los lados. Como la mlg tiene dos superficies
idénticas, se presume que se puede asociar a dos pares de cadenas Igoslgp (Revisado por

Reth, 1992).

El tallo citoplasmatico de la migM solo contiene 3 aminodcidos, lo cual sugiere que ofras
moléculas son las encargadas de transmitir las sefiales del BCR al interior de Ia célula,
Actualmente se acepta que el heterodimero lga/lgp asociado a la migM es el responsable de
Ia transduccion de sefal (Revisado por Pleiman y col., 1994a; Sinchez y col., 1993; Kim y
col., 1993; Williams y col., 1994), y que es funcionalmente homologo a las proteinas
involucradas en (ransduccion de sefiales por el TCR (Burkhardt y col, 1994). Se han
encontrado cinasas de la familia Src asociadas al BCR, tales como Blk, Lyn, Fyn y Lck
(Burkhardt y col., 1991; Lin y col., 1992; Leprince y col., 1992). Mediante ¢l uso de
receptores quiméricos se ha demostrado que Iga ¢ Igp pueden inducir Ja activacion de vias
de sefializacion diferentes, ya que el dominio citoplasmitico de lgp puede disparar el
incremento de Ca** en el citosol, pero no inducir la fosforilacién de proteinas en residuos de
tirosina, evento que es inducido por el dominio citoplasmitico de Iga (Sanchez y col., 1993,
Kim y col., 1993). Asimismo, se ha visto que a Igo se asocian Lym, Fyn, PI3K y una
fosfoproteina no identificada de 38 kDa, y que a Igp se unen PI3K y dos fosfoproteinas no
identificadas de 40 y 42 kDa (Kim y cof., 1993; Clark y col., 1992), Receptores quiméricos
conteniendo Ja secuencia citoplasmatica de lga ¢ 1gp inducen incrementos similares de fones
de Ca® en el citosol y la fosforilacion de MAPK, eventos que parecen ser controlados por

PLCy (Pleiman y col., 1994b).



Se ha demostrado la asociacion de cinasas de la familia Sre con la mIgM. La interaccion de
las cinasas Lyn y Fyn con la cadena Iga se da a través de los 10 residuos amino terminales
de las cinasas cuando el ITAM no esta fosforilado, mientras que al fosforilarse éste, la union

se lleva a cabo mediante el dominio SH2 de las cinasas (Pleiman y col., 1994b).

Otra cinasa asociada al receptor ain en células no activadas es )%, la cual se presume que
se asocia a la mIgM, ya que esta asociacion Syk-mIgM se ha podido detectar en lisados de
linfocitos B atn cuando se usan condiciones drasticas para lisar las células y se pierde la
asociacion con ¢ heterodimero asociado a la mlg (Pleiman y col., 1994a). Dentro de la
region transmembranal de fa mlgM hay 2 secuencias de aminocidos polares. La primera de
ellas ( TTAST), se localiza en la parte aminoterminal de la regién transmembranal y
contiene la informacion suficiente para la asociacion de las cadenas p con Iga. Se ha visto
que estos residuos son importantes en el transporte del receptor a la membrana, pero no en
la transduccion de sefales. Por otro lado, la segunda secuencia (YSTTVT), localizada al
extrenio carboxilo terminal de la region transmembranal, y la cual por diversos métodos
algoritmicos se predice que puede ser citoplasmica, se considera sitio potencial de
interaccion con Syk o con otras cinasas asociadas (Pleiman y col., 1994a; Pleiman y col.,
1994c).

Se ha propuesto que Syk es la cinasa encargada de iniciar la cascada de fosforilaciones luego

de la agregacion. Esta propuesta se basa en las siguientes abservaciones:

1) Receptores quiméricos que contienen ¢n su porcion citoplasmica la secuencia de Sy,
inducen la fosforilacion en tirosina y el incremento de iones Ca* en ¢ citosol al ser
agregados, mientras que receptores quiméricos que contienen la secuencia de Lk 6 de Zap-

70 en su dominio citoplasmético, no lo hacen.

2) Syk se asocia a la migM en células no activadas, aln en condiciones en las cuales la

asociacion del heterodimero fga ¢ Igf con la migM se pierde.
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3) Se ha visto que la inactivacidn del gene de Syk da como resultado fa abolicion totat de las

sefiales inducidas por el BCR.

4) Las cinasas de la familia Sre se unen a Syk fasforilada a través de sus dominios SH2, lo

cual requiere la fosforilacion previa de Syk.

5) Estudios recientes indican que Syk es activada por la agregacién del TCR en una linea
celular deficienie en Lk y esta activacion ocurre en ausencia de cinasas Sre o Zap-70

activadas (Revisado por Pleiman y cal., 1994a).

Por otro lado, se ha demostrado que Lyn puede fosforilar directamente y modular la
actividad de 8y%. Ademds, en estudios realizados con receptores quiméricos que contienen la
region transmembranal de CDS$ y el tallo citoplasmitico de Iga o IgB, la interaccion con syk
solo ocurre luego de la agregacion del receptor, sugirendo que la fosforilacion de los
residuos de tirosina del ITAM es necesaria para la interaccion de Syk con las cadenas Ige o
Igp. Esta posibilidad se confirmé al usar péptidos tosforilados de los ITAMs de Igo o IgB a

los cuales se une Syk con alta afinidad (Revisado por Pleiman y col., 1994a).

Los datos anteriores suguieren que Syk puede actuar antes de las cinasas de la familia Sre, al
estar unida a mlg en células no activadas, y también puede ser reclutada después de la
activacion de Lyn, esto es, Syk puede actuar anies y después de las cinasas Sr¢ en la via de

activacion inducida por la agregacion del BCR.

Pleiman y Cambier han postulado dos distintos mecanismos de activacion a través del BCR,
En el primero Syk se encuentra unida a la mIgM y serfa la primer cinasa en activarse. La
activacion de Syk permitiria la fosforilacion de los residuos de tirosina de fos ITAMs, el
reclutamicnto y activacion de cinasas de la familia Src, Syk y otras noléculas efectoras. Otro
modelo alterno de activacion en linfocitos B es inducido por el entrecruzaniiento del BCR

con anticuerpos monoclonales anti-receptor. En este modelo, la agregacion del BCR daria



como resultado la activacion de las cinasas de la familia Scr asociadas a las cadenas Tga ¢
lgp, mediante un mecanismo de transfosforitacion. Esta via podria ser independiente de Syk

(Revisado por Pleiman y col., 1994a).
1.2.3. Receptor de alta afinidad para IgE (FeeR1),

Generalmente se habia considerado al receptor de alta afinidad para el Fe de la 1gE, como
exclusivo de basofilos y células cebadas, pero en fos Oltimos afios se ha detectado en células
de Langeshans de individuos sanos (Wang y col,, 1992; Bieber y col., 1992), asi como en
monocitos {Maurer y col., 1994) y eosinofilos (Revisado por Paolini y col,, 1994) de
individuos con dermatitis atdpica. El FeeRI es un complejo tetramérico compuesto por una
cadena @, una cadena By un hamodimera de cadenas y unidas por puentes disulfuro (Paolini
y col., 1994) (Figura 1). En células de Langerhans, ¢f FeeR1 no requiere Ia cadena f§ para
ser expresado en Ja membrana celular ¢ inducir las funciones mediadas a través de dste

(Bieber y col., 1994).

La cadena o posee un segntento extracelular que contiene 2 dominios de Ig, el segundo de
fos cuales es necesario para la union a la 1gE; contiene ademas 7 sitios potenciales de
glicosilacion en ef receptor de rata y 6 en los de humano y ratén. La secuencia del ADN es
68 % hamaéloga enfre dstus especies, pero la secuencia de aminoacidos solo es idéntica en un
38 %. Esta cadena tiene un peso molecular aparente de 45-65 kDa, Tiene una sola region
transmembranal que es altamente conservada entre humano, rata y ratdn (62%),
especialmente 9 residuos consecutivos, 8 de los cuales se encuentran también en los
receptores FeyRHT humano y murino, lo cual sugiere que estos residuos estdn involucrados
en fa intreraccion con lus cadenas y asaciadas a estos receptores. La afinidad de la cadena o

del receptor por I 1gE es e 10"M” (Revisado por Ravetch y Kinet, 1991).

La cadena {3 tiene 2 asas extracelulares, atraviesa 4 veces la membrana celular y tanto su
porcion amino como carboxilo terminal estin situadas en el citoplasima celular. Su peso

molecular aparente es de 32 kDa. El gen que codifica para Ja cadena B se localiza en el



cromosoma 19. Las secuencias del ADN y de aminoicidos entre rata y ratdn tienen un
porcentaje  de identidad de 87 y 83 %, respectivamente, mientras que la homalogia en
.

sucuencia de aminodcidos entre humano y roedor es de 70 % (Revisado por Kinet y

Metzger, 1990; Ravetch y Kinet, 1991).

Las cadenas v tienen una alta homologia con fa cadena ¢ del receptor de antigeno de células
T, y al igual que ésta, también forman dimeros. E1 peso molecular aparente es de 7-9 kia,
Los genes que cadifican para las cadenas o y y se localizan en la region distal del
cromosoma 1. La cadena y es altamente conservada entre humano, rata y raton, con una
homologla del 86 % en la secuencia de aminodcidos. Datas recientes con cadenas mutadas

indican que la dimerizacion de las cadenas ocurre a través de la cisteina amino-terminal,

El complejo tetramérico se mantiene unido por enlaces no covalentes muy labiles al disociar
la membrana celular, por lo cual es necesario el uso de detergentes tuy suaves para no
romper los enlaces entre {as cadenas que conforman e} receptor. Las cadenas f§ y y contienen
un 1TAM en su porcion citoplasmitica (Revisade por Kinet y Metzger, 1990; Ravetch y

Kinet, 1991) (Figura 2).

Uno de los primeros eventos dentro de la cascada de seiializacion del FesRI es la
fosforilacion en residuos de tirosina de las cadenas P y y, asi como de otros sustratos entre
los cuales se encuentra la PLC-y1, el proto oncogen vav, p125% y Sk (Liy col, 1992;
Hutcheroft y col,,  1992; Stephan y col., 1992; Oliver y col., 1994). Ademis, se han
detectado algunas cinasas activadas de la familia Sre, entre las cuales se encuentran Lyn, ¢-
Sre y Yes, dependiendo de la linea celular-que se estudie (Eiseman y col,, 1992; Beaven y
Metzger, 1993). Se ha visto también un incremento de la fosforilacion en serina de la cadena
By la fasforilacion en treonina de la cadena y (Paolini y col., 1992), asi como la activacion
de diversas isoenzimas de la cinasa de treonina y serina PKC (Revisado por Beaven y
Metzger, 1993). Se ha demostrado que un 3-4 % de la cinasa de tirosina Lyn se asocia a la
cadena f§ atin en células no activadas, y que 1a agregacion del FeeRI hace que esta asociacion

se incremente de 3 a 4 veces (Yamashita y col., 1994). Ha sido demostrado también que la



cadena y promueve fa activacion de fa cinasa Syk (Sthephan y cal,, 1992; Benhamou y col.,

1993; Kihara y col., 1994; Jouviny cal., 1994).

La fosforilacion de Syk es un cvenlo temprano que puede ser detectado 15 segundos
después de Ia agregacion del receptor. Esta fosforilacion es independiente de la entrada de
jones Ca*' y de la activacion de PKC 6 PLCy (Stephan y cal., 1992; Adamezewski y col,,
1992; Benhamon y col,, 1993). Asimismo, la activacion de la PLCy puede ser un evento
independiente de la fosforilacion de Syk. La secrecion del contenido de los grinulos
preformados es dependiente de fa entrada de jones de Ca™ provenientes del exterior de la
céhulas (Stephan y col.,, 1992). Con base en estas observaciones, se hia propuesto que por lo
menos dos vias de activacidn diferentes son disparadas por la agregacion del FecR1: una via
que es independiente de la entrada de iones de Ca™ y en lu cual interviene Syk y otra via que
requiere fa entrada de jones Ca™" y es independiente de la fosforilacion de Syk (Adamezewski

y col., 1992; Stephan y cof., 1992; Benhamou y col., [993).

La posician relativa de Syk y Ly en las vias de activacion se ha tratado de dilucidar por
diferentes métodos. Se ha visto que mediante el uso de inhibidores de cinasas de tirosina
tales como herbimicina, genisteina y tirfosting se bloguean todas Jas respuestas celulares
(June y col,, 1990, Carter y col., 1991). Se ha usado también otro tipo de inhibidores coma
el piceatanol, el cual inhibe 1a fosforilacion de Syk y otras sustratos, causando una inhibicion
general del metabolismo y funciones de las células cebadas. También se ha visto que algunos
sustratos se fosforilan mas en presencia de este inhibidor, como ¢s el caso de Lyn, lo cual
puede indicar: a) Sk estd mvolucrada en la regulacion de Lyn, 6 b) que el inhibidor actia
sobre alguoa otra cinasa que regula Lyn (Oliver y col,, 1994). Al agregar receptores
quiméricos, las cuales continen en su porcidn citoplasmitica la secuencia de Sy, se induce
la secrecion de mediadores proinflamatorios y la activacion de Syk sin que se necesite Ja

presencia de Ly (Eiseman y col,, 1992; Jouvin y col., 1994; Riveray col., 1995).

Los datos anteriores permiten prapaner un modelo de activacion del FeaRl en el cual la

agregacian del receptor podria inducir la activacion de Lyn unida al receptor, mediante



transfosforilacion, CD45 podria estar involucrada en esta activacion, defosforilando el sitio
de regulacion negativa de la cinasa. Al activarse, Lyn podiia fosforilar los residuos de
tirosina de fos 1TAMs de las cadenas y y esta fosforilacion ser la responsable del
reclutamicento y activacion de Syk y de otras moléculas involucradas en la seiializacion. Al
activarse, Syk puede interactdar y activar otras moléeulas cfectoras (Paolini y col,, 1994;
Pribluda y col., 1994). Una vez que se lleva a cabo la activacion de las respuestas efectoras,
un mecanismo de control de la via de activacion (posiblemente fosfitasas) actuaria para
regular la cascada de sefales y permitir el desacople de los receptores (Paolini y col., 1992),

llevando a la célula a un estado de desensibilizacion.

1.2.4, Receptores para el Fe de la 1G.

Los receptores para el Fe de la 1gG son expresados par una gran variedad de tipos celulares,
entre los cuales se encuentran los linfocitos T activados, linfocitos B, monocitos,
macrofagos, eosindfilos, plaquetas, basofilos, neutrofilos, células cebadas, células asesinas
naturales (NK), etc. (Revisado por Sandor y Lynch, 1993; Keegan y Paul, 1992). Estos
receptores participan en una amplia gama de funciones efectoras, tales como: fagocitosis,
secrecion de citocinas que regulan la proliferacion de linfocitos y la produccion de
anticuerpos, secrecion de mediadores inflamitorios, activacion de la respuesta oxidativa,
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, etc., (Revisado por Ravetch y Kinet, 1991
Keegan y Paul, 1992). Los receptores para IgG son un grupa heterogéneo de moléculas,
clasificandose actualmente en 3 tipos, en base a su secuencia de aminodcidos y su afinidad
por el ligando: FoyRI, FoRI y  FoyRHIL Dentro de-cada tipo, existen también distintas

isoformas (Figura 3).

Los receptores para IgG tienen dominios extracelulares de union al ligando estructuralmente
relacionados, pero difieren en sus dominios transmembranales ¢ intracelulares. Esto puede
indicar que direrentes isoformas de FeyRs pueden estar asociadas de manera diferente con la

via de transduccion de sefales dentro de la célula (Revisado por Capel y col., 1994), Cada

miembro de esta familia es una glicoproteina integral de membrana, con excepcion del



FoyRINB expresado en neutrofilos, el cual estd anclado a la membrana por un enlace de

licosil fosfatidil inositol (GPI) (Revisado por Ravetch y Kinet, 1991).
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Figura 3. Receptores para lu porcion Fe de las lgs. Esquemas de la estructaa del
receptor fipo | para ¢l Fe de la IgE (Fedtl) y de los receptores para el Fe de la 1gG
(Freyltd, FeyRllA, By C, FeyRIlIA y B),

1.2.4.1, Receptor tipo I parat el Fe de la IgG (FeyRI).

Este receptor es el tnico al cual se une la IgG monomérica dado que su afinidad por la Tg es
alta (Ka= 10" - 10° M™"). Este receptor se expresa en monocitos y macrofagos y puede ser
inducido en neutrofilos por IFN-y. En humanos se ha designado como CD64. Estd
cadificado por un solo gen, ubicado en el cromosoma 1, y se han identificado 3 transcritos
diferentes. En el humano tiene 6 sitios de glicosilacion y 5 en el ratén, con un peso
molecular aparente de 72 y 67 kDa respectivamente. Contiene en su region extracelular 3
dominios de Ig, de los cuales los 2 primeros son homélogos a los del FoyRIT y FeyRIML,
mientras que el tercero tienen poca similaridad. La presencia de este Gltimo dominio puede

estar involucrada en fa alta afinidad del receptor (Revisado por Ravetch y Kinet, 1991)
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(Figura 3). En monocitos se ha encentrado asociado a la cadena v del FeeRT (Ernst y col,,

1993; Scholl y col., 1993; Masuda y col., 1993).

Se ha detectado fosforilacion en serina en la subunidad y del FeyRI, la cual, hasta el
momento, no habia sido detectada en ningun otro miembro de la familia génica ¢. Esta
fosforilacion en residuos de serina ocurre después que ¢l receptor es apregado por
anticucrpos anti-receptor o cuando las células son activadas con PMA, y antes que ocurra la
fosforilacion en tirosing, lo cual padiia indicar que la fosforilacion en serina esta regulando
negativamente la funcion de la cadena y en el FeyRI (Durden y col., 1994). En estudios de
transfeccion en células COS se demostrd que el FeyRY es capaz de mediar endocitosis sin
que sea necesaria la presencia de la cadena v, y para que se realize esta funcion solo se
necesita de la region extracelular del receptor. Asimismo, la via por la cual se lleva a cabo
esta funcion es independiente de la activacion de cinasas de tirosina. Por otro lado, para que
las células transfectadas lleven a cabo la fagocitosis, es necesaria la asociacion con la cadena
y v la fosforilacion en tivosina de ésta. De lo anterior se concluye que el FeyRI es capaz de
mediar endocitosis y fagocitosis en células transfectadas, pero estos procesos dependen de
diferentes dominios del receptor y son mediados por diferentes sefiales intracelulares (Davis

y col, 1995). .

1.2.4.2, Receptor tipo H para ¢ Fe dela IgG (FeyRITI).

Este receptor es el de distribucion mds amplia, pues se encuentra en todas-las célulis que
expresan receptores para IgG, con excepeion de las células NK. La afinidad por el ligando es
baja (menor de 10" M™). El receptor murino esti codificado por un gen que da origen a 2
transcritos (b1, b2), mediante ¢l procesamiento alternativo de Jos exones que codifican la
region citoplasmatica del receptor. La forma bl se expresa preferencialmente en linfocitos y
la b2 en macrofagos. Ambas formas comienen 4 sitios de glicosilacion y su peso molecular
aproximado es de 40-60 kD, El FeyRI1 en humanos esta codificado por 3 genes localizados
en ¢l cromosoma 1. Se han identificado 6 transcritos diferentes que codifican para este

receptor. Se le ha designado camo CD32, Contiene 2 o 3 sitios de glicosilacion y su peso



molecular aparente es de 40 kDa. 12l FeyRHA y el FeyRHC se expresan preferencialmente en
macrofagos, monacitos y neutrofilos, mientras que el FyRIB se encuentra en monacitas,
macrofagos y linfocitos B (Revisado por Ravetch y Kinet, 1991). No se han detectado
subunidades asociadas al FeylIR. El tallo citoplasmatica de la cadena de union al ligando de
los FeyR1E A y C cantienen la secuencia consenso encontrada en los otros receptores, pero
a diferencia de ellos, en el tipa Ay 1T C hay 12 aminodcidos separando la VL de la
segunda Y, en lugar de 7 (Revisado por Santana y cal., 1996) (Figura 3). Los FeyRIIB solo
contienen parte de la secuencia (YxxU/L). A esta dltima se le ha denominado ITIM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif), ya que se ha visto involucrada en la

regulacion negativa del receptor de antigeno de linfocitos B (D'Ambrosio y col., 1995).

Entre las proteinas fosforiladas y cinasas activadas que se asocian al receptar luego de su
agregacion se han encontrado a Igr (Hamada y col., 1993), Lyn y Hek (Ghazizadeh y col.,
1994), PLCy I (Liao y col., 1992), PLCy 2, GAP, Vav (Kiener y col., 1993), She (Shen y
col., 1994) y Syk (Agarwal y col., 1993).

1.2.4,3. Receptor tipo I para el Fe dela IgG (FeyRIN),

El receptor murino FeyRHI esid codificado por un solo gen, ubicado en ¢l cromosoma 1, y
da origen a un solo transcrito. Su afinidad por el ligando es baja, igual a la del tipo 11
(Revisado por Ravetch y Kinet, 1991). Se le ha visto asociado con cadenas y o € (Ra y col.,
1989), las cuales le permiten expresarse en la membrana; y existe un reporte de que se ha
encontrado asociado con la cadena f§ del FeaRE (Kurosaki y col., 1992). Su distribucion esta
restringida a macrofagos y lineas celulares de macrofagos, células NK, células precursoras
mieloides y lineas celulares de neutrofilos, En el sistema humano se han encontrado 2 formas
distintas: FeyRIIIA y FeyRINB, productos de 2 genes distintos. El primero es una proteina
transmembranal que se asocia a la cadena y & ¢ (Figuras 1 y 2), mientras que el segundo se
encuentra anclado a la membrana celular por media de un enlace glucosidico a fosfatidil
inositol (GPI) y no se han encontrado cadenas asociadas a ¢l (Figura 3). Esto trae como

consecuencia diferencias funcionales entre ambos receptores, ya que el tipo A puede mediar
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citotoxicidad dependiente de anticuerpos y fagocitosis, y el tipo B no (Revisado por Ravetch

y Kinet, 1991). A este receptor se le designd como CD16.

Después de la agregacion del FeyRILA se han detectado varias proteinas fosforiladas, entre
ellas Lk (Pignata y col,, 1993; Cone y col,, 1993), PLCyI (Azzoni y col,, 1992; Liao y col.
1993), Syk (Greenberg y col,, 1994; Ting y col,, 1995), Favy GAP (Darby y col,, 1994),

1.2.5, Similitudes entre MIRRs,

De lo que se ha descrito sobre los receptores multicadena de reconocimiento inmune, es
evidenle que existen entre cllos una serie de similitudes a nivel estructural y en las vias

bioquimicas que llevan a la activacion celular.

1.2.5.1, Similitudes estructurales.

Los MIRRs consisten de la(s) cadena(s) que se une(n) al antigeno o a la porcion Fe de las
Tgs, y de las cadenas asociadas a ésta(s). La porcion extracelular de la cadena que reconoce
al ligando pertenece a la superfamilia de las Igs, al igual que varias de las cadenas asociadas

(Revisado por Sandor y Lynch, 1993; Keegan y Paul, 1992).

La cadena v del FeeRI tiene un 55 % de identidad en aminodcidos con la cadena & del TCR y
se ha propuesto que este par de cadenas, junto con la cadena 1, forman parte de una misma
familia génica. Los genes que codifican para estas 3 cadenas en ¢l humano y en el ratdn se
han encontrado como un grupo en el cromosoma-1. Se ha observado que las cadenas y del
FeeRI pueden remplazar las cadenas ¢ del TCR y pueden asociarse con el complejo TCR-
CD3; asimismo, se ha encontrado que las cadenas C det TCR pueden sustituir a las cadenas y
y asociarse con el FeeRI, Estudios de transfeccion en células COS han establecido que el
FecRI, ef FyRINA y el TCR se expresan en membrana celular solo si un miembro de la

familia pénica { esté presente, asociado al MIRR. También en estudios de transfeccion se ha
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visto que fa Iga es necesaria para que fa mlg se exprese en membrana (Revisado por Keegan

y Paul, 1992; Pleiman y col., 1994a; Liny col., 1992).

Una caracteriatica de gran imponancia funcional, es ta presencia, en varias cadenas, de un
dominia llamado ITAM, el cual se localiza en la porcion intracelular de fas cadenas Tgo e fgp
del BCR; y, 6 y & del CD3; y del FoyRI, FoyRIHA y FeeRE, ademds de la cadena P de éste
Gltimo; asi como ¢y 1 det TCR (Figura 2). Este motivo esta formado por 18 aminoicidos
que tienen fa siguiente secuencia consenso: D/E XXYNXLAXXNXXXXXYXXL/, Existen
distintas evidencias de que fa fosforilacion de las tirosinas del mativo es importante para la
transduccion de sefiales de activacion celutar. (Revisado por Keegan y Paul, 1992; Sandor y

Lynch, 1993).
1.2,5.2, Similitudes en las vias de activacion,

Existen también semejanzas notables en el mecanismo y las vias bioquimicas de activacion
mediadas por fos MIRRs. Entre ellas estd la necesidad de la agregacidn de los receptores
para que sc dé la activacion cefutar. EI entrecruzamiento de los MIRRs inicia una serie de
procesos bioquimicos al interior de la célula, tales como fa hidrdlisis de fosfolipidos de
inosital, fa cual genera ef diacilglicerol (DAG) v ¢ inositot 1,4,5-trifosfato (1P3). Este ditimo
es el responsable de I liberacion de iones Ca** de las pozas internas. E} DAG es un cofactor
para la activacion de la PKC, una importante cinasa especifica para residuos de treonina y
serina. Se ha visto también una elevacion de fa concentracion citoplasmatica de iones Ca™",
debido a la liberacion del calcio de las pozas internas y a la entrada de calcio extracelular.
Uno de los primeros eventos que ocurren luego de la agregacion de los receptores es la
activacion de cinasas de tirosina de la familia Src o Zap70/Syk, las cuales fosforilan al

receptor y a wna serie de sustratos que van a participar en la activacion celular.,
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1.3, Células cebadas.

Las células cebadas o mastocitos son granulocitos que se clasifican en células cebadas de
tejido conectivo y células cebadas de mucosas. La contraparte sanguinea de estas células son
los basdfilos. La primera evidencia de la heterogencidad de las células cebadas fué la
diferencia en los patrones de tincion histoquimica, los cuales demastraron que las células
cebadas de mucosa (CCM) muestran incorporacion del colorante azul alciano, mientras que
las células cebadas de tejido conectivo (CCTC) incorporan safranina. Otra de las diferencias
es que las CCM son mas pequedas, contienen menos granulos y el contenido de éstos es mis
heterogéneo. Los grinulos de secrecion de las CCTC contienen heparina, grandes
cantidades de histamina, proteasa I, triptasa y carboxipeptidasa A; ademas estas células
generan PGD2 como producto exclusivo del metabolismo del dcido araquidénico. Las CCM
contienen menor cantidad de histamina, contienen proteasa II, y metabolizan el acido
araquiddnico mediante las vias de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa para generar 1LTCs,

LTB4y PGD:2 (Revisado por Gurish y Austen, 1989).

Las células cebadas contienen en sus granulos de secrecion y sintetizan de novo diversos
mediadores proinflamatorios y vasoactivos entre los cuales se encuentran: (Revisado por

Gurish y Austen, 1989; McKay y col., 1994)

a) Aminas biogénicas: histamina y serolonina.

b) Citocinas: {L-1, IL-2, IL-3, IL-4, 1L.-5, IL-6, IL-8, LIF, TNF-a, GM-CSF, INF-y, TGF-p.
c) Proteoglicanos: condroitin sulfato glicosaminoglicano y heparina.

d) Enzimas: hidrolasas dcidas, quimasa, fosfolipasas, proteasa I, proteasa II, triptasa,
carboxipeptidasa A.

¢) Nucledtidos: adenosina.

f) Neuropéptidos: péptido vasoactivo intestinal (VIP).

g) Metabolitos reactivos del nitrogeno: 6xido nitrico (NO).

h) Derivados del dcido araquidonico: leucotrienos y prostaglandinas.



Tanto las células cebadas cowo los basdfilos expresan FeeRIL Dada la alta afinidad de éste
receptor por IgE, in vivo la 1gE se encuentria unida a los receptores celulares. La agregacion
de éstos  complejos TgE-receptor por el alergeno, es ef evento desencadenante de las
respuestas alérgicas, ya que esta agregacion da como resultado 1a liberacion del contenido de
los grinulos preformados y la sintesis de novo de derivados del dcido araquiddnico

(Revisado por Gurish y Austen, 1989).

La linea celular RBL-2H3 obtenida de basofilos de rata leucémica (Barsumian y col., 1981)
expresa en membrana receptores de alta alinidad para 1gE y receptores para 1gG, por lo cual
provee un modelo donde se puede estudiar comparativamente la transduccion de sefiales

mediadas a través de ambos receptores para Fe en células cebadas.
L4, Justificacion,

Uno de los receptores multicadena de reconocimiento inmune que mas se ha estudiado es el
FeeRl, y algunos de los datos obtenidos han servido de paradigma para ¢l estudio de las vias
bioquimicas involucradas en la activacian celular a través de fos MIRRs. Los receptores Fey,
en contraste, vo han sido tan estudiados, en parte por la dificultad que implica el poder

distinguir un subtipo del otro.

El receptor de alta afinidad para IgE y los receptores para IgG se asocian a las cadena ¥, la
cual juega un papel principal en la transduccion de sefiales a través de estos receptores.
Asimismo, se ha visto que las vias de activacion inducidas por cada uno de estos receptores

en modelos celulares diferentes, son similares.

Todo esto hace interesante ef estudio de ta activacion nediada a través de cada uno de estos
receptores en uni célula que exprese ambos receptares en membrana, como es la linea
celular RBL-2H3. Estos estudios pueden aportarnos datos acerca de si ambos receptores
estan acoplados a una misma via de sefializacion, y de ser asi, si un receptor puede modular

la seializacion del otro.

2



LS. Objetivo principal,

Estudiar comparativamente las vias bioquinicas y respuestas celulares inducidas a través de
receptores Fey y receptores Fee tipo T en un modelo celular que expresa nativamente ambos
tipos de receptores,

1.5.1.0bjetivos particnlares,

1. Estudiar cudl lpG murina se une a fos receptores Fey de células cebadas de la linea celular
RBL-2H3.

2. Activar las células cebadas a través de sus receptores Fey y ver si la activacidn estd
mediada por estos receptores, comparandola con la activacion mediada por los receptores
Fee,

3. Estudiar las vias bioquimicas de activacion inducidas por la estimulacion de los FeiR y los

FeeRl, en células RBL-2H3.
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CAPITULO (I

MATERIALES Y METODOS

Anticuerpios

Igl anti-DNP: SPE7 y B4
13G2b anti- FeeRT: H10
IgG anti-DNP
IgGl: 2CS, 2C8 y 3E9
18G2a: 2C3 y 3G10
lgG2b: 3B5 y 48
Anti-lg de raton acoplado a fluoresceina: FITC-cabra-anti- Ig de raton.

Anti-lg de ratdn acoplado a fosfatasa alcalina.

El anticuerpo SPE7 se obtuvo de un hibridoma comprado a la ATCC. Este anticuerpo se
purificd a partir de liquido de ascitis mediante precipitacion con sulfato de amonio, seguido
de cromulografia de afinidad en columnas de DNP-Sefurosa. Los anticuerpos H10 y B4
fueron obtenidos y purificados por el Dr. Ortega, en el faboratorio del Dr. Pecht, Weizman
Institute of Science, Isracl. Estos anticuerpos se purificaron por  cromatografia de
afininidad. Los anticuerpos IgG anti-DNP fueron obtenidos y purificados por la QF.B.
Claudia Garay, en el laboratorio del Dr. Ortega, 1B, UNAM, México. Fueron purificados
por cromatografia de afinidad. El anticuerpo FITC-Goat-a-Mouse IgG y el conjugado anti-

lg de raton acoplado a fosfatasa alcalina se compraron a Zymed.

Cultivos celulares

Las células cebadas de la linea celular RBL-2H3 (ueron cultivadas en medio MEM

suplementado con 2mM de glutaming, 1000 U/ml de Penicilina G, 0.01 mg/ml de



estreptomicing y 10 % de suero fetal bovina inactivado. Se mantuvicron en una atmdstera

himeda con 5 % de CO2, a 37°C.

ELISA anti-DNP

Para verificar la unidn del anticuerpo a fas placas que se usaron en los ensayos de secrecion
en fase solida, se leva a cabo vn eusayo de ELISA. Para esta, se sensibilizan placas de
ELISA de 96 pozos con BSA y luego con dcido initro-bencen-sulfonico (TNBS), segin se
describe mds adelante. Despuds de bloquear los sitios no especificos con BSA al 1 %, se
agregan 100 pl/pozo del primer anticuerpo ( Ig anti- DNP) y se incuba 2 hr a 37°C para
permitir Ta union del anticuerpo al antigena. Se lavan las placas 3 veces con PBS para
eliminar el anticuerpo que no se unid y se adicionan 100 pl/pozo del segundo anticucrpo
anti-lg de raton acoplado a fosfatasa alcalina (Zymed), dilucion 1:1000 en PBS-BSA al 1
%. Se incuba dorante 2 he a 37°C para peruitic la union del segunda anticuerpo al primer
anticuerpo y se Java 3 veces con PBS para eliminar ¢ antieerpo no unido. Una vez hecho
esto se agregan 100 ul/poza del sustrato de fosfatasa alcalina (p-nitvotenil fosfato disodico
en amortiguador de dictanoloming) y se incuba a temperatura ambiente hasta observar buen
color (aproximadamente 10-15 minutos). La reaccion se detiene adicionando 50 plfpozo de
NaOH 2 Ny se obtienen {as lecturas de absorbancia 2 405 nm, en ¢f lector de placas de Elisa

(Micraplate Reader).

Fagocitosts (Evaluacion microsedpica)

I} ensayo se Mleva a cabo de la siguiente manera: Se siembran § X 10° células/50 pi de
MEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino, glutaming y una mezcla de antibidticos
(ver apéudice Lt), sobre un cubreobjeto. Se incuba 2 hr 2 37°C en amosfera wimeda con 5
% de CO2. Los eritrocitos de carnero son opsonizadas con las diferentes subclases de 1gG @

1gE, se resuspenden en MEM complementado, quedando a una concentracion del 1 % viv,



y se adicionan 50 pl de esta suspencion a las células. Para que se lleve a cabo la fagocitosis
se incuban las preparaciones durante 3 hr a 37°C y luego de esto se lisan los eritrocitos no
fapocitados mediante fa adicion de NH«Cl 0.08 M. Las preparaciones se lavan con PBS
hasta retirar toda la hemoglobina proveniente de la lisis de los glabulos rojos, y se adiciona
paratormaldehido al 1 % para fijar las células. Se montan las  preparaciones sobre un
portaobjetos con 10 % de glicerina y se observa al microscopio. Se reporta el nimero de
células con I o mas eritrocitos fagocitados de un total de 100 células y la cantidad total de

eritrocitos ingeridos por las células que fagocitaron,

Fagocitosis (Técnica de Diamino bencidina)

Como la evaluacidn microscopica de la fagocitosis resulta muy laboriosa y tardada, por la
cantidad de células que es necerario contar individualmente, asi como la cantidad de
muestras que se tienen que mancjar, se estandarizd en el laboratorio una técnica
colorimétrica para cuantificar la fagociiosis, basada en el método de Jungi (1985). Esta
téenica se basa en la actividad de pseudoperoxidasa que posee la hemoglobina, la cual
desarrolfa un compuesto colorido en presencia de diaminobencidina (DAB) y peréxido de
hidrogeno (H202). Esta reaccion colorida puede ser cuantificada espectrofotométricamente,
en un lector de ELISA, lo cual permite realizar microensayos en los cuales se pueden

manejar un gran nimero de condiciones al mismo tiempo.

Se siembran 5 X 10 células/pozo en una placa de cultivo de 96 pozos, y se incuban en
atmosfera himeda con 5 % de CO2a 37°C por 24 hr. Las monocapas se lavan 2 veces con
solucidn de trabajo Tyrode, se agregan 50 pl por pozo de esta misma solucion y 50 ! de
eritrocitos al 2 % opsonizados segin ¢ protocolo. Para tener un control positivo de
activacion celular se cuantifica la secrecion de mediadores proinflamatorios, pm’a‘la cual se
incuban las células durante | hr a 37°C, se toma una alicuota de 20 pi de cada muestra y se
coloca en una placa de 96 pozos fimpia para cvantificar Ja sccrecion de la enzima p-

hexosaminidasa, La placa con las células se incuba owras 2 hr a 37°C, y los eritrocitos no
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ingeridos son lisados mediante la adicion de NHaCl 0.08 M. Las monocapas son lavadas 4
veces con PBS para eliminar la hemoglobina. A continuacion se lisan las eélulas con SDS al
0.3 % (100 pl/ pozo) y se adicionan 200 pl/ pozo del sustrato de DAB (8 mg de DAB, 240
pt de H202 en 20 mil de PBS), Una vez que se ha desarrollado la coloracion suficiente, se

determina la absorbancia a 490 nm en el lector de Elisa (Micloplate Reader).

Formacion de Rosetas (Evaluscion microscdpica)

Para determinar si existe union de las diferentes subclases de IgG wurina a las células
cebadas de rata, se realizaron ensayos de famacion de rosetas, considerando como roseta la

célula cebada que tenga unidos 3 o mas eritrocitos de camero opsonizados con 1a IgG o IpE

murina.

El protocolo es el siguiente: Se siembran sobre un portaobjetos 5 X 10° cétulas / 50 1l de
MEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino. Se incuban 2 hr a 37°C en atmosfera
Inimeda con 5 % de CO2 para permitir la adherencia de las células.  Se adicionan 50 pd de
eritracitos opsonizados y se incuba 1 hr 2 4°C, para permitir fa union,. pero no la ingestion
de los eritrocitos. Se lavan las muestras con solucion de trabajo Tyrode para eliminar los
eritrocitos que no estan unidos a las células, y se procede a observar las preparaciones al
microscopio, expresando los resultados como el nimero de células que forman rogetas por

cada. 100 células,

Formacién de Rosetas (Téenica de la DAB)

Como método alternativo para cuantificar la union de los eritrocitos opsonizados con las
diferentes subclases de anticuerpos murinos a las células RBL-2H3, se utilizé una técnica

colorimétrica basada en el método de Jungi, similar a la descrita arriba en el protocolo de
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fagocitosis (téenica de ta DAB). Esta téenica nos permite realizar ensayos con una gran

variedad de condiciones al mismo tiempo.

Se siembran § X 10 células/pozo en uma placa de 96 pozos, incubando 24 hr a 37°C en
atmésfera himeda con 5 % de CO2. Se lavan las células 2 veces con Tyrode, se adicionan
50 plfpozo de esta misma solucion y 50 pl de esitrocitos opsonizadas segin ef protocolo. Se
incuba durante 1 hr a 4°C para evitar la ingestion de los GRC opsonizados. Se lava 4 veces
con Tyrode para eliminar los eritrocitos que no estan unidos a las células. A continuacion se
procede a lisar las células con SDS al 0.3 % (100 plf pozo) y se adicionan 200 pl/ pozo del
sustrato de DAB (como se explica arriba), esperando a que se desarrolle el color. Se

determina Ia absorbancia a 490 nm. Los resultados son expresados en densidad optica.

Inhibicion del pegado de **1-1gE a células RBL-2113

Para tener la certeza de que los estimulos aplicados a las células RBL-2H3 son a través del
FeyR, se necesitan células que tengan disponible solamente dicho receptor, por lo cual se
procedid a buscar Ia manera de bloquear al receptor de alta afinidad para 1gE. Para verificar
si el FesR1I estaba bloqueado, se realizaron ensayos de inhibicion de 1a union de '*’1-1gE a las

células RBL-2H3.

Se colocan 4 x 10° células/2 ml de MEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino,
glutamina 2 mM y uma mezcla de antibidticos (ver apéndice 1), en tubos para contar
radioactividad, y se adicionan los anticuerpos bloqueadores a las concentraciones indicadas,
Se incuba durante 2 hr, agitando ocasionalmente las muestras. Se centrifuga a 1500 pnv/'5
min., descartando elsebrenadante, se adicionan a continuacion 50 u} de una solucion de
100 pg/ml de "1-1gE, aiadiendo 350 pl de MEM a cada muestra. Se procede a incubar las
muestras 4 hr/4°C. Por otro lado, se colocan } 50 ptl de suero de caballo en tubos eppendorft

de 500 i, por triplicado. Se resuspenden fas células.y se toman 3 alicuotas de 100 pl,
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agregandolas a los eppendorfl con suero. Otros 50 pt de la suspension de células se colocan
en un eppendorl’ limpio para cuenta total, Se centrifugan las muestra 5 min. a velocidad
mixima en la microfuga. Se corta fa punta def eppendorft conteniendo el boton celular y se
coloca en wbos para cuantificar la radioactividad en un contador de rayos y. Se hacen los

cileulos de cpm unidas a las células.

Inmunofiuorescencia indirecta

Se ha demostrado que los anticuerpos pueden ser acoplados con B-antraceno o isotiocianato
de fluoresceing, reteniendo la propiedad de unirse al antigeno, por lo cual estos anticuerpos
fluorescentes pueden ser utilizados como reactivos muy sensibles para detectar y localizar
antigenos.  La inmunotluorescencia estd basada en la propiedad de ciertas moléculas,
Hamadas fluorocromos, de que al absorber Ia luz, la energia de los fotones puede ser
transferida a los electrones, los cuales asumen un alto nivel de energia. Parte de esta energia
es liberada como calor luego de 10°!* segundos, cuando el electrdn retorna a la mas baja
energia vibratoria del estado excitado. La energia remanente es liberada unos nanosegundos
despuds, como un fotdn de mds baja energia que el {otdn inicial; a esta luz emitida se le

Nama fluorescencia (Goding, 1983).

Se incuba | ml de PBS-BSA 0.1 % en tubos eppendorf por 30 min a 37°C. Se colectan
células RBL-2H3 y se resuspenden en MEM suplementado a una concentracion de 2X10°
células /ml. Se lavan con solucion de trabajo Tyrode frin, centrifugando 5 seg en la
microfuga. Se afiaden 0.3 ml de anticuerpo primario, diluido en solucion de trabajo Tyrode. '
Se dejan 3 muesiras sin anticuerpo primario para usay como controles. Se incuba I hr a 4°C,
invirtiendo fos tubos acasionalmente, para resuspender ias células. Se lava 2 veces con 1 m}
de PBS-BSA-Azida filo. Se aiade a continuacion 100 pg de anticverpo antireceptor-
fluoresceinado (FITC-H10) a uno de los tubos controles, se deja otro de los controles sin

segundo anticuerpo, como control de céhilas sin tratar, Por (iltimo, al tubo conirol restante y



a los tubos a los que se les adiciond anticuerpo primario se les agrega 0.3 ml de anticuerpo
secundario (F1TC-Goat-a-Mouse 1gG), en dilucion 1:50 en PBS-BSA-Azida. Se incuba | hr
a 4°C, tapando las muestras de la luz, y resuspendiendo las células de vez en cuando. Se
lava 2 veces con PBS-BSA-Azida frio y se fijan las muestras con 0.3 ml de PFA 1 %,
durante 30 min a temperatura ambiente, cubriendo fas muestras de la luz. Se lavan las
muestras 2 veces con PBS y se resuspenden en tmi de PBS (sin BSA), wansfiriendo las
muestras a tubos FALCON apropiados para el Fluorocitdmetro (FACScan), en el cual son

leidas.

Radioiodinacién e proteina por el método de cloramina I,

Se prepara una columna de Sephadex G235 fine y se blogquea el pegado inespecifico
adicionando 10 m! de BSA al | % en PBS, lavando a continuacion con 30 mi de PBS. La
proteina a marcar se coloca en un tubo eppendorfl” fimpio, aiadiendo PBS 20X para que la
muestra esté en un medio salino alcalino apto para que se lleve a cabo fa reaccion de

radioiodinacion, Se adicionan 0.5 mCi de '

1y 10 pl de una solucion de cloramina T (1
mg/ml) para iniciar la reaccion. Se incuba 2 minutos y se adicionan 10 pl de bisulfito de
sodio (1 mg/ml) para detener la reaccion. Se coloca la muestra en la columna y se agrega

PBS para eluir la muestra y permitir la separacion de la proteina marcada del "I fibre.

Secrecion de p- hexosaminidasa

Existen diversas metodologias por medio de¢ las cuales se puede determinar
cuantitativamente la activacion producida al estimular las células ccbadas mediante los
receptores FeeR1L Algunvs de las métodos mas usados se basan en la degranulacion de los
mediadores proinflamatorios contenidos en los granulos de secrecion. Especificamente en

este trabajo, se uso la cuantificacion de la actividad de la enzima P-hexosaminidasa en el
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sobrenadante de las células RBL-2H3, siguiendo el protocolo deserito por Ortega y col.

(1991).

Se colocan 5X10* células en 200 pi de medio en cada ppozo de una placa de cultivo de 96
pozos y se incuba en atmdsfera hinieda con § % de COz2 a 37°C por 24 hr. Se lavan las
monocapas 3 veces con solucion de trabajo Tyrode, con el mayor ciudado posible para
evitar que se desprendan las células. Se adicionan a continuacion los estimulos indicados
para el experimento, diluidos en solucion de trabajp Tyrode y se incuban a 37°C por ¢l
tiempo indicado. Para cuantificar la actividad enzimtica de la p-hexosaminidasa se toman
alicuotas de 20 i) de los sobrenadantes y se colocan en una placa de 96 pozos limpia, donde
se les adicionan 50 pi del sustrato ( p-nitrofenil-N-acetil-p-D-glucosaminida en citrato 0.1
M, pH 4.5). La mezela enzimatica se incuba durante 90 minutos a 37°C y la reaccion se
detiene mediante la adicion de glicina 0.2 M pH 10.7 (150 pi por pozo). La hidrélisis del
sustrato da como resultado la formacién de p-nitrofenolato, el cual se cuantifica en el
Microplate Reader a una longitud de onda de 405 nm. Para evaluar el contenido total de
enzima, las células de algunos pozos son lisadas con Tritén X-100 al 0.5 % y las alicuotas
de este lisado se tratan igual que las muestras, Los resultados san expresados como ¢} %

neto del total de p- hexosaminidasa presente en las eélulas,

Secrecion en fase solida mediada a través de) FesRI

Un método alterno de estimulae células a través de receptores para inmunoglobulina es el
presentar los anticuerpos unidos a una fase solida a través de sus Fab, quedado expuesta la
porcion Fe, lo cual permite la agregacion de receptores, sin permitirles el movimiento a

través de la membrana celular.

A una placa de ELISA previamente sensibilizada con BSA-DNP sc le retira el sobrenadante,

se adicionan 100 pl/pozo de los anticuerpos anti-DNP a las concentraciones previamente
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establecidas (diluidos en PBS-BSA al 1 %), incubando 2 hr a 37°C. Se lava 3 veces con
PBS. Se agregan las eclulas resuspendidas en 100 pl/ pozo de Tyrode, a una coneentracion
de 1 X 10° células / mi, y se incuban a 37°C el tiempo indicado en cada experimento. Se
toman aliquotas de 20 pf del sobrenadante para cuantificar la actividad de f-hexosaminidasa,

como se detalld arriba.

Sensibilizacion de placas de ELISA (sistema DNP-auti DNP)

Para realizar los ensayos de secrecion en fase solida, asegurdndonos de que los anticuerpos
queden pegados a la placa de ELISA exponiendo su region Fe, es necesario unir
previamente a la placa el DNP que reconocen los anticuerpos. De esta manera, los
anticuerpos quedan unidos por el Fab al hapteno, permitiendo que el Fc quede libre y pueda
interaccionar con ¢l receptor para el Fe de las células cebadas. Como el hapteno no tiene la
capacidad de unirse a las placas de ELISA, es necesario recubrir éstas con una proteina, la

cua es nitrofenilada en sus grupos amino libres,

Como primer paso se adicionan a placas de fondo plano para ELISA (high binding) 100
uWpozo de BSA al 1 % en amortiguador de Tris ~ HC1 0.125 M, pH 9.5. A continuacion se
incuba durante 2 I a 37°C, para permitir la unién de la proteina a la placa. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion, se lavan las placas 2 veces con PBS para eliminar la
proteina que no se unid a fa placa, y una vez con amortiguador de boratos (acido borico 0.2
M, NaCl 0.15 M, pH 8.5) para proporcionar Ias condiciones requeridas para que se Heve a la
reaccién de nitrofenilacion. Se adicionan 100 pl/pozo de dcido trinitro-bencen-sulfonico
(TNBS) | mM en butter de boratos para unir los grupos trinitrofenol (TNP) a la alblniina.
Las placas de Elisa se sensibilizan eon Trinitrofeno! (TNP) y no con Dinitrofenol (DNP),
porque fos anticuerpos anti-DNP reconocen también el TNP y con este (ltimo se obticne un
titulo mayor de anticuerpo unido a fa placa. A continuacion se incuban las placas durante 1

hra 37°C. Se eliminan fos grupos suifOnicos liberados en Ia veaccion anterior, asi como ¢



TNBS que no alcanz a reaccionar mediante 3 favados con PBS. Por dltimo, se procede a
bloquear los sitios de union inespecifica, adicionando 200 pl por pozo de BSA al 1 % en

PBS. Se incuba a 4°C durante la noche.
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Fig. 4. Reaccidn dv  trinitrofenilacién  de  proteinas. El dcido 2,4, 6-

trinitrobencensulfonico reacciona con el grupo e-aniino de los residuos de lisina de la
proteina, liberandose deido sulfonico, y quedando unido a las proteinas el grupo
trinitrofenol (TNP).

Sensibilizacion de eritrocitos
Para marcar las proteinas de membrana de los eritrocitos con el hapteno TNP (ver arriba), se

hacen reaccionar los grupos awminos libres de las proteinas con ¢l TNBS en condicioncs

ligeramente alcalinas. En la reaccion se libera un grupo sulfonico, quedando el haptena TNP
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unido covalentemente a las proteinas membranales del eritrocito. Debido a que los
anticuerpos divigidos contra el hapteno 2,4-~dinitrofenol (DNP), tienen veaccion cruzada con
cl hapteno 2,4,6,-trinitrofenol, éste Gltimo puede ser usado para crear grupos reactivos en la
membrana de los eritrocitos (sensibilizacion) que permitan opsonizar éstos con anticuerpos
anti-DNP. Las condiciones de sensibilizacion establecidas por la Biologa Isabel Pérez en el
laboratorio def Dr. Ortega, las cuales penmiten una opsonizacion adecuada para la ingestion
y que np permiten fa union y fa ingestion de entrocitos sensibilizados pero no opsowizados,

son las signientes:

Setoman 20wl de eritrocitos de camero (Erikar, S.A) e solucion de Alsevers, y se lavan
por centrifugacion con amortiguador de dextross, gelating y veronal (DGVB) hasta que of
sobrenadante sea transparente, indicondo que los eritrocitos de camero ya no se lisan. La
gelatina que contiene of DGV impide que los eritrocitos se peguen al tubo y la dextrasa
pennite su sobrevivencia al proporcionar cnergia para sus procesos metabolicos, A
continuacion se fava ef paquete celular con amortiguador de boratos 0.2 M- NaCl 0.15 M
pH 8.5, eliminindosc el sobrenadante. Se adicionan 6.22 mg de TNBS disucltos en 7 mi de
amortiguador de boratos por cada ml de bolon de eritrocitos. Se incuba Ja mezcla
protegiéndola de la luz durante 15 minutos, a temperatura ambiente con agitacion suave y
constante, A continuacion se lavan los GRC 2 veces can amortiguador de boratas y una
vez cont DGVB, resuspendiendo los eritrocitos a una concentracion del 2 % en DGVAB, Se
adiciona azida de sadio al 0.02 % coma conservador y se mantiene a suspension celular

hasta wna semana a 4°C.

Titulacion de fos anticuerpos anti-DNP (Hemaghtinacion)

Se titwlan fos anticuerpos murinos anti-DNP por of método de hemaglutinacion, ¢ cual
consiste cn hacer diluciones seriadas de fus anticuerpos en pozos de fondo en V para

microtitulacion, Se colocan 25 plf pozo de DGVB y 25 pl de anticuerpo, quedando una

dilucion 1:2 en of primer pozo. Se hacen diluciones sucesivas 1:2. Sc aiiaden 25 pl de una
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suspension al 2 % de GRC sensibilizados. Se mezcla ciudadosamente y se deja sedimentar,
La aglutinacion de los GRC sensibilizados indica la presencia de una concentracion de
anticuerpo lo suficientemente alta para permitiv b formacion de una malla, la cual se
precipitard visiblemente, Cuzndo la concentracion de anticuerpo en los pozos es menor a fa
hemaglutinante, se formara un botdn compacto de GRC en el fondo del pozo. Una vez que
se ha detectado la ditucion a fa cual ya no se forma malla (titulo de hemaglutinacion), se
opsonizan los GRC con los diferentes anticuerpos murinas, tomando camo titlo de
opsonizacion das concentraciones més altas del titulo de hemaglutinacion. Esta dilucion se
escopid para realizar los experimentos, ya que en ensayos previos se observo que con estas
diluciones de GRC opsonizados la [agocitosis era mas alta, siendo menor tanto a diluciones
nityores y menores que esta, Se procede a mezelar los anticuerpos con los GRC, incubando
durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion constante. Se lava 3 veces con
solucion de trabujo Tyrode v se resuspenden en esta misma solucion a una concentracion

del 1%.
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CAPITULO 3
RESULTADOS

Nuestro primer objetive fue demostrar que los anticuerpos de raton se unen especificamente
a los receptores Fey sobre células de rata de la linea RBL-2H3. Para verificarlo, se realizaron
ensayos de formacion de rosetas can eritrocitos de carnero sensibilizados con TNP (es cual
también es reconocido por los anticuerpos anti-DNP) y opsonizados con anticuerpos de
distinto isotipo. Los resultados de este ensayo muestran que las células RBL-2H3 forman

rosetas cou los eritrocitos opsonizadas con los diferentes amticuerpos murinos utilizados

(Tabla 1),

Anticuerpo | lIsotipo Y Rosetas
Contral . 3

B4 1gE 20

2CS G} 100

2C8 18G1 100

3E9 1eGl 100

2C3 18G2a 23

3Gi0 10G2a 100

3Bs 19G2b 100

4r8 18G2b 100

Tabla L Formacion de rosetas entre eélulas RBL-2H3 y eriracitos opsonizados con
diferentes subcluses e andcuerpos mmrinos vmi-DNP. Eritvocitoy de  carnero
opsanizados con diferentes subclases de IgG owrisa, se adicionan a cdlulas RBL-2H3
previawente adheridas a cubreobjetos. Se inenba a 4C durante 1 ey se lava
exhaustivamente para eliminar los eritrocitos no widos. El porcentaje de células que
Jorman rosetas se determiné microscopicamente. Como controles negativos se utilizaron
eritrocitos Ho opsonizados, Se comaron 200 céllas por nmmesira y se calendi el porcentaje
de células que formaron rosetas. Se consicders como roseta aguella célula con mds de 4
eritrocitos adheridos,
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También se comprabo la union de los anticuerpos a la células por medio de un ensayo de
inmunofluorescencia indirecta, la cual fue evaluada por citofluorometria (FACS). E1 99 % de
las células unen IgE, asi como el anticuerpo anti-FeeR1 (H10). Asimismo, mis del 50 % de
las células unen 1pG2a e IgG2b, mientras que menos del 10 % de las células unen IgGl. La
union de los anticuerpos a las células se incrementa al adicionar los anticuerpos en forma de

complejos antigeno-anticuerpo, adicionando DNP-BSA al anticuerpo primario (Tabla 1),

Anticuergo % células que unen % células que unen el
Ac. soluble comjlefo Ag-Ac.

Control sin anticuerpo 29 -
Control 2" Ac, 2.73 -
FITC-H10 99.67 -
HI10 99.05 -

IeE 99.21 99.38

18Gl 9.27 39.56

18G2a 55.44 67.76

12G20 63.01 67.25

Tabla 1L Unidn de anticacrpos murinos enti-DNP a receptores Fe de eélulas cebadas de
la linea RBL-2113. S¢ realizi un cuisayo de innmaffnorescencia indirecta para FACS para
determinar la union de los anticnerpos a las células. Como anticuerpo primario se usaron
diferentes subclases de anticuerpos nrinos solubles o formando complejos inmmies,
seguido de la adicion de mr - anticnerpo anti-lg de raton acoplado a fluoresceina. Los
controles  negativos fueron células no estimuladas y célilay con anticnerpo secundario,
Como controles positives se usaron auticuerpo anti-receptor (H10) -y anticuerpo anti-
receptor fioresecinado (IF1TC-110).

Una vez que se demostrd la unidn de los anticuerpos de raton-a células de rata, se procedio
a estudiar st esta union era capaz de inducir 1a setivacion de alguma funcion celular, Se sabe
que las células RBL-2H3 liberan el contenido de sus granulos de secrecion al entrecruzar Sus
receptores para IgE. Por lo tanto, se investigé si el entrecruzamiento de los receplores para

12G de las células RBL-2H3 podria inducir secrecion. Se utilizaron distintas estrategias para
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entrecruzar Jos receptores Fey: a) adicion de complejos antigeno-anticuerpo, b) adicion de
IgG agregada por calar, ¢) adicion de anticuerpo soluble junto can anticuerpos anti- Iy de
raton como segundo anticuerpo, ) utilizando como estimulo eritrocitos de carnero
opsonizados con los diferentes anticuerpos anti-DNP, y ¢) adicionar las células en
suspension a pozos recubicrtos con las diversos anticuerpos (secrecion en fase solida). Con
las cuatro primeras metodologias solo se observd secrecion mediada a través del FeeRl
(datos no mostrados), mientras que con la Gltima se observd ademds secrecion con los tres

anticuerpos 1gG1 wtilizados (Figura 5).
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Figura 5 Activaciin de células cebadas de la linea RBL-2H3 por auticuerpos murinos
adsorbidos a fase sdlidn. La activacion de las células se determing mediante la
cuantificacion de la liberacidn de la enzima f- hexasaminidasa, Se usaron los siguientes
amticuerpos adsorbidos en placas de Elisa: IgE, IeG1: 2CS, 2C8 y 3129, IpG2a: 2C3 y
3G10, IgG2b: 3B5 y AFS, esp: sin anticwerpo. La barra mmestra el promedio de un
experimento  representativo,  realizado  por triplicada. 1 de Student: ¥ Valor
significativamente diferente al espontcneo (p-:0.001).

Tratando de verificar si las ofras subclases de anticuerpos no habian inducido respuesta
porque habia menor cantidad de proteina (anticuerpo) unida a la placa, se realizo

conjuntamente un ELISA anti-DNP, en el cual se observd que no habia menor cantidad de
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anticuerpos 1gG2a e [gG2b unidos a la placa en comparacion a los anticuerpos de la

subelase IgG1 (Figura 6).
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Figura 6. Cuantificaciin del anticuerpo unido a la fase sélida.  Se realizé un ensayo de
ELISA pora verificar la cantidad e anticuerpo mido a las placas de ELISA wsadas en los
experimentos de secrecidi en fase solida. Esto se Heva a caba mediame la adicidu de un
segundo anticuerpo acoplado a fosfatasa alealina, siendo cuantificado édste villimo por la
hidrolisis de un susnato. Los anticrerpos nsados son los signientes: Igle, 1gG1: 2CS, 2C8
¥ 3E9, IgGla: 2C3 y 3G 10, JpG2h: 385 y 418, Las barras indican el promedio de un
experimento realizado por triplicado.

Para investigar si ta secrecion obtenida con los anticuerpos de la subclase 1gG1 unidos a
fase solida, es mediada a través de receptores Fcy, se ocuparon los receptores FceRl
incubando previamente las células con TgE. La Figura 7 muestra que al ocupar los FeeRI
previamente al ensayo, la secrecion bajaba a niveles basales, lo que indica que la secrecion
obtenida con los diferentes anticuerpos 18G1 era mediada por la activacion del receptor de
“alta afinidad para IgE. Esto podria deberse a: a) una reaccion cruzada entre Jos anticuerpos
IgG1 ¢n fase solida y el FeeR1, b) que Jas amicuerpos monoclonales 1gG que se usaron en el

ensayo estuvieran contaminados con Ik,
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Figuva 7. Activacion de células RBL-2113 con anticuerpos murinos unidos a fuse solida.
Blaguea del receptor de alta afinidad para Igli, Se realizi el ensayo de secrecion en fase
solida, con los diferentes anticnerpos, adsorbidos a los pozos de ma placa de ELISA sin
previa sensibilizacion. Para determinar la activacion celular, se cnantifica la liberacion de
la enzima -hexosaminidasa inducida por diferentes anticuerpos IgGl. Se tomd como
control positive la secrecion inducida por fa estinadacion de las células con gkl unida a
la fase solida, Algunas células fueron incubaday previamente con IgE monemdrica, para
ocupar los receptores de alta afmidad para Igls. Lay barras indican el promedio de un
experimenta realizado por triplicado, ( de Student: * hndica diferencias significativas entre
cblulas cau y sin Igls monomdrica (p=0.001).

Para descartar esta altima opcion se realizd una electroforesis de los anticuerpos utilizados,
haciend o tinciones con Azul de Coomassie y con plata, Se observaran bandas prominentes
de peso molecular aproximado de 50 y 30 KDa en los carriles correspondientes a las
diferentes subclases de 1gG, mientras que en ¢l carril 2 se observaron bandas de
aproximadamente 70 y 30 KDa, las cuales corresponden al peso molecular de las cadenas
pesadas y ligeras de la IE, respectivamente (Fig. 8). Estos resultados descartan la opeion b
como explicacion de la secrecion inducida por In IgGl, pues muestran que los anticuerpos

183G no estin contaminados con I3,
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Figura 8. FElectrofaresis en pgel de acrilamida 10% de diferentes  anticuerpos
monoclonales anti-DNP. Curril 1: anti-receptor (H10); carril 2: 1gl5; carriles 3- 5:
TeGI2C5, 208 y 3E9, respectivamente); carviles 6 p 70 [gGla (2C3 y 3G10,
respectivamenie); carriles 8 y 90 IeG2h (GBS y ALFS, respectivamente); carril 10:
marcadores de pesa molecidar. A) Tincion de azl de Coomassie. ) Tincidn de pluia,
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Lo anterior indica que la explicacion mis viable es que la secrecion observada con los
anticuerpos IgG1 es debido a que, en ciertas circunstancias, puede llegar a darse una union

del Fe del isotipo IgG1 con el FeeRl.

Los resultados anteriores sugieren que el entrecruzamiento de los receptores Fey no induce
secrecion en las célufas RBL-2H3. Por lo tanto, se investigd si estos receptores pueden
mediar fagocitosis de eritrocitos opsonizados. Déeron y col. (Dieran y col., 1993; Dieron y
col,, 1994), han demostrado que células RBL-2M3 pueden fagocitar a través de receptores
Fey transfectados, indicando que a pesar de que los basofilos y las células cebadas eran
consideradas como células no fagociticas, fas células RBL-2H3 pueden llevar 4 cabo esta
funcion. Por lo tanto, se decidia investigar si las células RBL-2H3 son capaces de fagocitar
GRC opsonizados con anticuerpos anti-DNP murinos de la clase 1gG. En los primeros
ensayos la fagocitosis se evalug microscopicamente, observindose que las células RBL-2113
eran capaces de fagocitar GRC opsonizados, mientras que no fagocitaban los GRC no

opsonizados.

Para facilitar la cvaluacion de la fagocitosis, se utilizd un microensayo que permite
cuantificar 1a fagocitosis por medio de lecturas de densidad dptica. Este ensayo se basa en la
actividad de pseudoperoxidasa que tiene la hemoglobina (Hb), que en presencia de peroxido
de hidrogeno y diaminobenzidina genera un producto que puede medirse
espectrofotométricamente. Con este microensayo que se realiza en una placa de cultivo de
96 pozos, se puede determinar la fagocitosis en un nimero grande de muestras al mismo

tiempo, de una manera rdpida y efectiva.

El método de cuantificacion de eritrofagocitosis por colorimetria, fue validado contra Ia
observacion al microscopio. Se hicieron ensayos paralelos en los cuales se determing la
fagocitosis  por microscopia, comparando los resultados con los obtenidos utilizando ¢l
microensayo de la diaminobenzidina. Se graficd el nimero de eritrocitos fagocitados en un
campo de 100 células contra los resultados obtenidos por espectrofotometria, obteniéndose

un coeficiente de correlacion entre ambos métodos de 0,92 (Figura 9).
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Figura 9. Correlacidn entre los métaday colorimdétrico p microscdpico de cnantificacidn
de fagacitosis. Se realizé un ensayo de fagocitvsis en placa de 96 pozos, hacidndose la
determinacion par el método colorimétrico. Paralelamente, se realizé la fagocitosis en
cubreobjetos, para ser evaluada por microscopia. Se contaron los evitrocitos fagocitados
por 100 célidas y se graficaron contra los datos obtenidos por espectrofolometria,

Para tener la certeza de que la fagocitosis observada era mediada por la interaccion de los
anticuerpos 18G con los receptores Fey, era necesario bloquear la union de la IgG a los
receptores de alta afinidad para IgE. Se realizo un ensayo en el cual se determind la
inhibicion de la unién de 'PI-IgE a los receptores FeeRl de las células RBL-2H3 por
distintos anticuerpos. Los resultados de la Tabla I muestran que el anticuerpo anti-FceR1

(H10) inhibe un 98 % la union de a '"Z'I-IgE a los receptores de alta afinidad para IgE en las

células cebadas,
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Anticuerpo | Divigido | Isotipo PALIgE
inhibidor | contra unida (cpm)

16743

B4 DNP IgE 1602

HI0 FeeRl | 1uG 387

205 DNP 158Gl 14927
2C8 DNP 1gGl 14979
3E9 DNP 18Gl 15929
3G10 DNP 18G2a 17123
203 DNp 15G2a 16188
3BS DNP 12G2b 17054
4F8 NP 12G2b 16882

Tabla WYL Inhibicidn de la unidn de "“LIgE al FeeRI en  eélulas RBL-2H3. Células
RBL-2H3 fueron incubadas por 2 hr a 4°C con los awticuerpos murinos indicados, a ima
concentracion de 1X107 M. Se aladic IgE marcada radiactivamente (2.38X10° M), y se
continio la ineubacion a 4C por 4 b wds. La cantidad de "IIgE unida se deterning
como se explica en material y métodus,

Aunque estos experimentos muestran que el anticuerpo H10 podrian usarse para ocupar el
FceR}, al ser el H10 un anticuerpo IgG, existe Ia posibilidad de que se uniese por su region
Fc a los receptores Fey. Esto resultaria en que se inhibiera la union de los GRC opsonizados
con las diversas subclases de 1gG. Para descartar esta posibilidad, se realizo un ensayo de
formacion de rosetas. La Figura 10 muestra que no hay diferencias significativas entre las
rosetas formadas por las células RBL-2H3 y los GRC opsonizados con las diversas 1pGs
murinas si previamente al ensayo se incuban o no las células cebadas con anticuerpo anti-
FceRl. Por otro lado, las rosetas formadas por los GRC opsonizados con IgE se ven

completamente inhibidas al incubar previamente las células con el anticuerpo anti-FceR1,
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Estos mismos resultados se observan cuando se utilizan fragmentos Fab del anticuerpo anti-

FceRlI (datos no mostrados).
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Figura 10, Efecto de la unidn del anticuerpa anti-FeeRI a las célulus RBL-2H3 sobre la
Sormacidu de rosetas. Se incubaron célilas RBL-2H3 con GRC opsonizados con diferentes
subclases de lg nmrinas. Luego de imenbar a +C se ko para retirar los eritrocitos no
witidos a la células, La cuamificacion se realizo por el método de DAB. Los anticierpos
utilizados son Igk, IgG 10205, 208 y 359,), 1gG2a (2C3 y 3G10), ¢ IgG2h (3BS5 y 4F8). Se
tomd como control evitrocitos sensihilizadas (no opsonizados). Las barras flenas o vacias
indican célulay  con o sin incubacion  previa con anticuerpo anti-Fesikl (H10),
respectivamente, Experimento represenativo hecho par triplicado. t de Stdent: *Indica
diferencia significativa entre célulos con y sin auticnerpo ami- FegRl (0:0.0035).

Una vez que se comprobd que las células RBL-2H3 eran capaces de unir anticuerpos
murinos de diversas subclases, se realizaron los ensayos de fagocitosis, cuantificindola por
¢l método colorimétrico de la DAB. Los resultados de este ensayo muestran que las células
RBL.-2H3 son capaces de fagocitar GRC opsonizados con anticuerpos murinos (Fig, 11). La
observacion de que ¢l anticuerpo anti- FeeRl no inhibe la fagocitosis de GRC opsonizados
con IgG murina, demuestra que ésta se lleva a cabo a través de receptores Fey y no por

receptores FeeRI. La fagocitosis medinda a través de los Foy es de 2 a 3 veces mis alta que
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la fagocitosis mediada por ¢l FerRI siendo la fagocitosis de GRC opsonizados con 1gG2a la
mas eficiente. Por otro lado, la fagocitosis de GRC opsonizados con IgE se ve
complefamente inbibida cuando fas células son previamente incubadas con anticuerpos anti-
FeeRI (H10), para bloquear el receptor de alta afinidad para IglE. Estos resultados indican
que los GRC opsonizados con IglZ son fagocitados a través de los receptores de alta afinidad
para Igl, mientras que los GRC opsonizados con las dilerentes subclases de IgG son

fagocitados a través de los receptores Fey.
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Figura 11, Efecto de la unidn del anticuerpo anti-FeiRI a las células RBL-2HH3 sobre la
Jugacitosis., Células RBL-2MH3 ficran incubadas o no ( barras Nenas o vacias,
respectivamente) con  anticuerpo anti-FFeeRl (H10) durante 1 hre a 4C. Las células se
incubaron con GRC opsonizados con diferentes subclases de Ig murina, a 37°C por 3 hr
para permitiv la ingestion de los eritrocitos,  Los eritrocitos no ingeridos se lisaron
mediante wi shock hipotonico. Luego de lavar para retirar la hemoglobina liberada se
lisaron las células para hacer la cuamificacion de lu fagocitosis mediante el mdtodo
colorimdtrico. Se usavon anticnerpos Igl, IgGl (319), IgG2a (3G10) ¢ lgG2b (3B3).
Como contral negativo se usaron eritrociios no opsoizados. Experinento representativo
heelo por wiplicado. t de Studewt: *Indica diferencia significativa entre célilas con y sin
anticnerpo anti-Feell (p+<.0.02).

Una vez que se demostrd que las células RBL-2H3 son capaces de llevar a cabo fagocitosis
a través de sus receptores para IgG, se procedio a estudiar si las vias bioquimicas que

participaban en la fagocitosis mediada por FeyR eran similares a las que se inducen por la
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agregacion de FeeRI, comparanda en este dltimo receptor s funciones de fagocitosis y
secrecion. Los pardmetros que se estudiaron fueron:

- dependencia de la temperatura,

- dependencia de iones de Ca®* del medio externo y

- participacion de cinasas de tirosina.

Los resultados muestran que:

a) Tanto la seerecion como la fagocitosis, solo ocurren a 37°C (Fig. 12), a temperaturas
abajo de la fisioldgica no hay ni fagocitasis ni secrecion.

b) Mientras que la secrecion de p-hexosaminidasa es dependiente de concentraciones
extracelulares de iones de Ca®’, la fagocitosis mediada por ambos receptores no es
dependiente de la presencia de fones de Ca®* en el medio externo (Fig. 13).

¢) Tanto la secrecion como la fagocitosis mediada a través del FoRl, al igual que la
fagocitosis mediada a través del Fey requieren de la activacion de cinasas de tirosina (Figura
14), va que todas eslas respuestas son inhibidas por herbimicina, un inhibidor de cinasas de

tirosina,
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Figura 12, Efecto de la temperatura sobre lu secrecidn (A) y la fagocitosis (13) por células RBL.-
213, Se incubaron células RBL-2113 con GRC apsonizados con diversas Ig mnvinas. a diferenies
temperaturas. Luego de | hr de inevbaciin se tome wuna allevota del sobrenadante parva cuantificar
la cantidad de f-hexosaminidasa liberada. Luega de transenrido el tiempo de incubacion para la
Jagocitosis (3 hr), se cuantificd la misma por el méodo colorimétrico. Se usaron GRC na
apsonizados caimo control negativo. 1 de Student: el asterisco indica diferencias con respecto al
espontaneo (*p<0.02; ¥ p-<0.005; ***<0.001),
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Figura 13, Efecto del Ca** sobre la secrecidn (4) y la Sagaocitosis (B) por células RBI-
2H3. Se incubaron células RBIL-2H3 con GRC opsaizadas con diversas lg mrinas, a
37°C en solucion de Tyrade en presencia e Ca’ (14 wM) o en ausencia del misnio ion
(EDTA 2 mM). La determinacion  de fhexosaminidasa y la cuantificacion de I
Jagoacitosis se realizaron como se indica en la fignra 12, t de Student: ¢l asterisco indica
siferencias entre las células tratadas en presencia o onsencia de Ca®* (*p<0.01;
*9<0.005).
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Figura 14, Efecta de ln herbimicina sobre la secreciin (4) y la fagocitosis (B) por células
RBL-21H3. Las células RBL-2H3 se incubaron previamente o wo en presencia de
herbimicina (5 yM) durante 18 hr. Después de esta incubacion se realizaron los ensayos
segiin la metodologia deserita en la figwa 12. 1 de Student: el asterisco indica las
diferencias estre células  tratadas o o con herbimicina  (*p<0.05; **p<0.005;
¥H4<0,001).
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CAPITULO 4
DISCUSION

El receptor de alta afinidad para IgE (FeeRI) y los receptores para IgG (FeyR) pertenecen a
Ta familia de receptores multicadena de reconocimiento inmme. En vista de las semejanzas
que existen entre los receptores de alta afinidad para IgE y los receptores para IgG,
consideramos de interés el determinar si estos receptores comparten vias bioquimicas de

sefializacion en un modelo celular que expresa nativamente ambos tipos de receptores,

La funcion mas conocida de las células cebadas es la secrecion de mediadores
proinflamatorios, los cuales son secretados al medio extracelular en respuesta al
entrecruzamiento del FeeR1. Mis recientemente se ha demostrado que la agregacion del
FeeRI también induce la secrecion de citacinas (Gordon y col., 1994; McKay y col., 1994;
Qu y col, 1995). Aunque desde hace tiempo se sabe que las células cebadas expresan
receptores para 1gG, son pocos los estudios de funciones mediadas a través de receptores
Fey en estas células, Por esta razon, uno de los primeros objetivos del presente trubajo fué
determinar si la agregacion de Jos FeyR en células RBL-2H3 podria inducir una respuesta
ceular y en tal caso, estudiar las vias bioquimicas involucradas en la transduccion de sefiales
a través de éstos receptores. Como ligandos de los receptores Fey, se utilizaron anticuerpos
monoclanales de diferentes subclases de 1gG, desarrollados en ratén, especificos para ¢l
hapteno DNP. El primer objetivo del presente trabajo fue verificar que los anticuerpos
murinos se unieran a los receptores Fey " de células de rata. Los ensayos de
inmunofluorescencia indirecta y formacion de rosetas con eritrocitos opsonizados con los
diferentes anticuerpos demostraron que la IgE y las diferentes subclases de IgG murina

pueden unirse a las células RBL-2H3 (Tablas 1 y 1),
Entre los escasos reportes de activacion inducida por 1gG en células cebadas y basofilos,
podemos mencionar los siguientes: a) agregados de IgG de rata inducen secrecion de

listamina a través de receptores diferentes al FeeRl en células cebadas aisladas de la
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cavidad peritoneal de ratas y en una variante de la linea celular RBL-2H3 (MeGivney y col.,
1981); b) la secrecion inducida por anticuerpos monoclonales de raton del subtipo 1gGl ¢
18G2a en células cebadas de raton (Dieron y col,, 1980; Dicron y col.,, 1982); ¢) la
secrecion inducida por el entrecruzamiento de receptores para Fey de rawdn,  transfectados

en células RBL-2H3 (Alber y col. 1992).

En nuestro trabajo, tratamos de inducir la secrecion de la enzima  B-hexosaminidasa,
estimulando los receptores para Fey. Se utilizaron diversas metodologias para agregar los
receptores, tales como de anticuerpos solubles entrecruzados con segundos anticuerpos,
complejos inmunes, GRC opsonizados o anticuerpos adsorbidos en fases solidas. Con
ninguna de ellas logramos inducir secrecion mediada por receptores para IgG. Las células
RBL-2H3 expresan las isoformas FoyRIB y  FeyRIHA (Bocek y col.,, 1995), y dada la
similitud existente Jas regiones extracelulares de ellas, es de suponerse que las IgGs se unen
indistintamente a ambos (Ravech y Kinet, 1991). Es probable, por lo tanto, que en nuestro
sistema experimental  se formen heteroagregados de ambos tipos de receptores para Fey.
Como ya se dijo, ef entrecruzar el FeyRIIB junto con ¢l receptor de antigeno de linfocitos B
trae como consecuencia la abolicion de las respuestas celulares (D'Ambrosio v col., 1995).
Asimismo, en basofilos humanos que expresan nativamente FeyRIIA y FoyRIIB, la
coagregacion de ¢éstas no induce la liberacion de histamina, aunque se presenta

4

polimerizacion de actina ¢ incremento de Ca** intracelular (Kawata y col., 1996; Dieron y
col., 1995). De estos datos, podemos propioner que en nuesiro  modelo experimental to
observanios secrecion de mediadores porque pueden estarse formando agregados de ambos
receptores (FeyRITB y FeyRINIA), y en caso de que pudiera darse una respuesta mediada a

través del FeyRHI, ésta se vea inhibida por Ja coagregacion del FeyRIIB.

En vista de que no se logrd inducir secrecion en células RBL-2113 a través de los receptores
Fey, estudiamos si estos receptores podian mediar fagocitosis. Aunqu las células cebadas
eran consideradas como células no fagociticas, Dieron y col. mastraron que la linea celilar

RBL-2H3 transtectada con receptores Fey murinos, puede Hevar a cabo la ingestion de



eritrocitos de carnero opsonizados con lpG de ratdn (Dicron y col,, 1993; Bonnerot y
Dieron, 1994; Diieron y col., 1994). Tomando en cuenta estos reportes, y habiendo probado
que las células RBL-2H3 unen eritvocitos de carnero opsonizados con las diferentes
subclases de IgG wuring, se realizd el ensayo de fagocitosis wilizando una mpdificacion de
la téenica empleada por Dieron. Los resultados obtenidos demostraron que fas células RBL-
2H3 fagocitan globulos rojos de carnero opsonizados con IgG murina a través de receptores
diferentes al FeeRl1, ya que en células en las cuales se ocupa previamente el receptor de alta
afinidad para IgE sigue habiendo una fagocitosis de GRC-1gG comparable a fa que realizan
células que no tienen ocupado el FeeRT (Figura 11). Por otro lado, también demostramos
que hay fagocitosis a través del FeeRl, y que la fagocitosis de GRC-1gE baja a niveles

basales cuando el receptor para IgE es ocupado con un anticuerpo anti-receptor.

Una vez que se demostrd que las células RBL-2H3 pueden levar a cabo fagocitosis mediada
a través de receptores FcyR, se comenzaron a estudiar los requerimientos bioguimicos de
dicha funcién, Se encontrd que la fagocitosis de GRC-1gG y de GRC-I¢E requiere de una
temperatura fisiologica (37°) (Figura 12), asi coma de la activacion de cinasas de tirosina

(Figura 14); pero no de la presencia de ianes de Ca®* en el medio externo (Figura 13).

Los resultados indican que el FegR1 puede mediar secrecion y fagocitosis en células RBL-
2H3, aunque existan diferencias en los  vequerimentos: la secrecion de mediadores
proinflamatorios requiere la presencia de jones de Ca¥ en el medio externo (Razin y col.,
1995) y la activacion de cinasus de tirosina (Benhamou y col., 1993; Jouvin y col,, 1994;
Kiharat y col,, 1994), mientras que la fngocilosis'medinda a través del FeeR1 requiere de fa
activacion de cinasas de tirosing, pero no necesita de la presencia de fones de Ca®* en
medio externo. Can respecto a las receptores Fey en células RBL-2H3, nuestros resultados
y los de otros investigadores indican que no se induce secrecion a través de estos receptores,
aunque si hay fagocitosis (Dieron y col. 1993; Dieron y col,,1994; Diieron y col,,1995). La
fagocitosis mediada a través de receptores FoyR tiene los mismos requerimentos que la

fagocitosis mediada por el FeeR].
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El paradigma actualinente aceptado para exphear la traduccion de seiales a través de
receptores cont motivas TTAM, sugiere que la agregacion de los mismos induce la
fosforilacion de Jus tirosinas de Jos motivos, por un meeanisino que adn se desconoce, Estas
tirosinas fosforiladas sirven de puntos de anclaje pasa proteinas con dominios SH2 y
actividad de cinasa (Syk 0 Sre), las cuales al univse a los residuos de fosfotirosing, se activan,
fosforilando otras sustratos coma PLCy, MAPK, ete. La diversidad de funciones efectoras
puede ser resultado de las cinasas que se unen a Jos ITAM fosforilados, y de los sustratos de
las mismas, Esto sevia regulado por:

a) la expresion de cinasas y sustratos enun tipo celular determinado;

b) la especificidad de union de proteinas con dominios SH2 por diferentes ITAMs
(Johnson y col., 1995),

¢) se ha sugerido que el contexto en el que se encuentra la cadena que contiene ef ITAM es
importante en la sefializacion generada por la estimulacion de los receptares multicadena de

seconocimiento snmune (Paolini y col., 1993),

En este wabajo, se utilizaron siempre células RBL -2H3, por lo que Ja expresion de cinasas y
sustratos fué constante. Por lo wnto, bas diferencias observadas en cuanto a la capacidad def
FeeRly el FeyR para inducir o no secrecion, podrian deberse a que la cadena v, presente en
el FeyRH1 y ¢ FeeRI, interaccione con distintas moléculas con dominios SH2. Aunque a
primera vista esto no parezca logico, ya que es la misma cadena, estudios realizados por
Paclini y col. han mastrado que el contexto en el cual se encuentra fa cadena que contiene ¢l
ITAM, puede determinar Ja transduccidn de seiiales. En este contexto, conviene recordar
que en ¢} FeeR1, aparte de fos ITAM de Ja cadena v, contiene otro en fa cadena . Dado que,
en nuestro trabajo mastramos que tamo FeyR como FeeRI pueden mediar fagocitosis, pero
solo ¢l segundo puede mediar secrecion, podriamos sugerir que para esta (ltima funcion es

importante la presencia de Ja subunidad 8.

En estudios recientes, se ha examinado la capacidad de receptores quiméricos con la poreion
extracelular del receptar para 1.-2, con fa region intracelular de la cadena y & de f, para

inducir secrecion. Estos estudios mostraron que los seceptares quiiméricos contepiendo Ja
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parte citoplasmatica de B, no inducian secrecion, ni fosiorilacion de proteinas en residuos de
tirasina. Los receptores con la porcion intracelular de v, si eran capaces de inducir secrecion,
aunque a niveles mis bajos que los observados con el FesRI nativo (Wilson y col., 1995). Es
posible entonces, que la incapacidad de obtener secrecion con los FoyR en nuestro sistema
experimental se deba a por lo menos dos factores: i) la coagregacion de los receptores
FeyRIIB y FeyREIA (ver arriba) y/o 1) otras caracterisiicas estructurales del veceptor al cual
se asocian las cadenas v, sean importantes para esta funcion (por ejemplo, la presencia de f3

en el mismo complejo).

Nuestros resultados demostraron que tanto el FeeRI como los receptares FeyR de células
RBL-2H3, son capaces de mediar fagocitosis. Diversos autores han demostrado que para la
fagocitosis mediada a través de receptores para Fey, es necesaria la presencia de Ia cadena y,
tanto para el FeyRI, como para el FeyRHIA, 6 de la secuencia consenso denominada FTAM
en el FeyRHA (Odin y col,, 1991; Park y col,, 1992; Indik y col., 1994; Indik y col., 19954;
Indik y col., 1995b; Davis y col., 1995), La importancia del ITAM en la fagocitosis, es
apoyada por la ohservacion de que el FeyRHB (que no contine ITAM) no es capaz de
inducir fagocitosis. Otros estudios han demostrado la importancia de Syk para la fagocitosis
mediada por el FeyRl 6 el FeyRIIA (Indik y col., 1993a; Indik y col,, 1995b). En base a
esto, podriamos sugerir que la via de transduccion de sefiales que utilizan ef FeeRI y el
FeyRIIA para realizar la fagocitosis ¢s mediada a través de la cadena y y de su cinasa
asociada, Syk. En acuerdo con la aseveracion anterior tenemos la observacién de Benhamou
y ¢0l.(1992), de que la fosforilacion en tirosina de $y4 es independiente de la entrada de
iones de Ca®” del exterior, pues como recordaremos, |a fagocitosis mediada porel FeeR1 y el

FeyRHIA en eélulas RBL-2H3 no depende del Ca™ presente en ¢l extecior.

Los resultados obtenidas en el presente trabajo sigieren que Ias vias bioquimicas utilizadas
para las respuestas de secrecion y fagocitosis mediadas por un mismo receptor (FeeRl), no
son idénticas. La razon de esta diferencia se desconoce, pues el estinmilo es el mismo (GRC-

IgE). Adamczewskiy col. (1992) détectaron que al menos dos vias de fosforilacion distintas
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estan involucradas en fa activacion de las células cebadas: una que permite {a fosforilacidn de
fas subunidades de! receptor y de ta mayoria de los sustratos celulares y que no es inhibida
por oxido de fenilarsina (PAO), y la otra, que puede ser completamente independiente o que
diverge de la primera, peritiendo la fosforifacion de la PLC-y1, siendo esta via la requerida
por todos los eventos de activacian comummente medidos (incremento de Ca¥, recambio de
P1), incluyendo fa degranulacion. Hampe y col. (1994), observaron que dos fosfatasas
participan ¢n Ta sefalizacion ded FeeRl, pues vieron que ef incremento en ta actividad de
fosfatasa era inhibida mayvormente por jones de vanadato, mientras que no era afectada por
PAQ. Estos patrones de inhibicion sugicren que el incremento de fa actividad de fosfatasa
podria deberse a una de las enzimas descritas por Adamczewski y col., la cual es insensible

al PAQ y sensible a los iones de vanadato.

En otro contexto, se¢ ha demostrado para el receptor de antigeno de linfocitos B yue fas
cadenas involucradas en la sefalizacion ( Jgo ¢ lgP) se acoplan a distintos efectores
citoplasmiticos (Clark y col,, 1992; Kim y col,, 1993; Sanchez y col,, 1993), sugiriendo que
existen 2 diferentes vias de activicion que son inducidas en paralelo por Ia agregacion de
dicho receptor. En el FeeR1 se han detectado distintas cinasas de tirosina asociadas a las
cadenas involucradas en la transduccion de sefiales: Syk conla cadena y y Lyn con la cadena
B (Jouvin y col, 1994; Kihara y col., 1994). Teniendo en cuenta los datos anteriores,
podemos sugerir que las dos vias de transduccion de senales detectadas en el FeeR1 difieren
en Ja necesidad de activacion de Lyn. En otros modelos celulares, se ha observado que la
cinasa Syk es suficiente para mediar fagocitosis, y 1a activacion de Sy& se puede dar por la
agregacion de receptores con cadenas y (FeyRl ylo FeyREMY, Para que se induzca secrecion
es necesaria la activacion de Lyn, que probablemente actie sobre otros sustratos ademis de
y. La identidad de éstos se desconoce. Sin embargo, Rivera y col. (1995), demostraron que
fa agregacion de receptores quiméricos que contienen en s porcion citoplasmitica la
secuencia de la cinasa Syk, es suficiente para inducir la fosforilacion en tirosina y la
liberacion de mediadores alérgicos de las células RBL-2H3. Esto dltimo, sin embargo, no
descarta la posibitidad de que en los receptores nativos, {a participacion de Lyn es requerida

para la activacion de Sy,
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Se ha visto que uno de los primeros eventos que ocurren luego del entrecruzamiento del
FeeRl es la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina, evento comun en fa
transduccion de seiiales a través de distintos receptores de membrana (Connelly y col,, 1991,
Benhamou y col., 1992; Heldin, 1995). En ¢l modelo de macrafagos murinos se ha
observado la fosforilacion en tirosina de la cadena y del FeyRly FeyRIH, asi como  de una
serie de proteinas entre las cuales se encuentra la paxilina (proteina que se asocia al
citoesqueleto), yla activacion de la cinasa Syk. Estos eventos integran la cascada de seiiales
que unen los receptores Fey con el citoesqueleto (Greenbery y col., 1994). Tomando en
cuenta lo anterior, podemos sugerir que la cadena y sea la responsable de la transduccion de
seales para poder realizar la fagocitosis en ¢l modelo experimental objeto del presente

trabajo.

Existen diferencias en cuanto al papel que tiene ¢l incremento de Ca™ intracehular en la via
de sehalizacion de la fagocitosis, pues se ha visto que el requerimiento de Ca®* depende del
tipo celular, de la isoforma del receptor, etc. En macréfagos murinos de fa linea J774 se ha
observado que es necesaria una concentracion optima de  Ca™ en ¢l citosol (niveles
micromolares) para que se pueda llevar a cabo Ia fagocitosis mediada por receptores para
Fey ( Young y col, 1984). En neutrofilos humanas se ha abservado que ¢ 55 % de la
fagocitosis mediada por receptores para Fcy es dependiente de la entrada de jones de Ca**
del medio externo, y que la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina es necesaria
para que lleve a cabo ¢l incremento de fones de Ca™ en el citosol y pueda realizarse la
fagocitosis. Sin embargo, el 45 % de la fagocitosis restante no es dependiente de iones de
Ca® en el citosol (Kabayashi y col., 1995). Estos resultados concuerdan con lo observado
por Rosiles y  Brown (1991), en ¢l mismo modelo celular. Ilios concluyen que hay dos
mecanismos involuerados en la fagocitosis mediada por receptores para 1gG en neutrofilos
activados. Uno, estimulado por un factor quimioractico (FMLP), cs dependiente del
incremento de fones de Ca>" en el citosol, y es mediado por el FeyRI1. Mientras que el otro,
activado por ésteres de forbiol y el factor activante de plaquetas (PAF) puede mediar altos
niveles de fagocitosis a muy bajas concentraciones de jones de Ca™* intracelutar. Asimismo,
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macrdfagos peritoneales murinos ( McNeil y col, 1986) v macrofagos de fa linea celular
1774 (Di Virgilio y col, 1988) son capaces de llevar a caba la fagocitosis de eritrocitos
opsonizados con IgG, a bajas concentraciones o en ausencia de jones de Ca™, Por lo tanto,
es posible proponer que en nuestro modelo, no se requiere Ca™ para la fagocitosis, y que

¢ésta puede ser mediada a través del FeyRHIA.

De los resultados obtenidos en el presente trabgjo y tomando en cuenta los datos
bibliograficos reportados, se propone el siguiente modelo de activacion de células RBLL-2143

através de receptares para Fe (Fig. 15):

El entrecruzamiento del FeeR1 da como resultado la fosforilacion en residuas de tirosina de
las cadenas By y del receptor, asi como la fosforilacion y activacion de las cinasas de
tirosina Lyt y Syk, y dela PLCy-1. Esto Gltimo va a generar un incremento de iones de Ca*'
en ¢ citosol, debido a la generacion de 115 y la activacion de la PKC, liberando Ca® de las
pozas internas y permitiendo la entrada de Ca®  del exterior. Todas estas sefiales son
necesarias para da secrecion de mediadores proinflamatorios, contenidos en los granulos de
secrecion. Asimismo, se generan sefales que van a activar la PLA;, o cual trae como
consecuencia la sintesis e novo de derivados del dcido araquiddnico, tales como
leucotrienos y prostaglandinas. Por otro lado, la via para la fagocitosis diverge antes de Ia

. ae 4 ~ . .y, . .
necesidad de Ca™, pero después de la fosforilacion en tirosina.

La agregacion de los FeyRs por eritrocitos opsonizados con 1gG, trae como consecuencia la
activacion de cinasas de tirosina, lo cual se deduce de la observacion de que la fagocitosis se
ve inhibida por ¢l uso de herbimicina. Al igual que la fagocitosis mediada por los receptores
para IgE, Ia fagocitosis mediada por los FeyRs no necesita de la entrada de iones de Ca®" del
exterior,  Pero, a diferencia de lo ocurrido con las FeeRl, ¢l entrecruzamiento de los

receptores para [gG ne nduce secrecian de mediadores proinflamatorios.
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Figura 15. Vias de activacidu de receptores Fe en células cebadas RBL-2H3. Esquena
basado en los dmos obtenidos en el presente wrabajo y en reportes bibliogrdficos. 4)
FeeRl: Receptor de ala afinidad para Ipl. B) FeyR: Recepror para IgG. Los  recuadros
muestran lo que se sabe acerca de las vias bioguinicas que dan {ugar a la secrecion de
mediadares proiuflamaiorios, asi cono lo que se conoce hasta el momento acerca de las
Vias imvolucrandas en la fagocitosis. Anti-FeeRl: H10; PTKs: Cinasas de tivosing; GRC-
IgE: Eritrocitos e carnero opsonizados con lgly GRC-IgG: LEritrocitos de carnero
opsonizados con IgGy Ca™ : enwada de calcio exiracelular; Lyn y Svk: Cinasas de la
Jamilia Sre; PLCy: Fosfolipasa Cy: DAG: diacilglicerol; 1Ps 1,4,5-inositol trifosfato;
PKC: Prowina cinasa C; PLAy: Fosfolipasa Ax MAPK: Proteina cinasa activada por
mitdgeno; fos: factor de transcripeion; MEK 1 Cinasa activadora de MAPK, rafi cinasa
de serina/treonina; Vav: factor activador de ras. Los lineas punteadas representan pasos
de la cascada de sefializavion que na estdn plenamente comprobados en este waodelo
celular,

Para una comprension mas detallada de nuestros resultados es necesario caracterizar: a) las

cinasis de tirosina activadas por FeeR1 y por FeyRIL, - b) las proteinas que son fosforiladas
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al activar cada uno de estos receptores  a través de diferentes estimulos y ¢) determinar
cudles son las cinasas asociadas a cada tipo de reeeptar, tanto antes come despuds de su
agregacion. Esto nos permitird camprender un paco mds acerca de las vias de seializacion
involucradas en cada una de las funciones celulares inducidas por la agregacion de

receplores para Fc en células cebadas.

Como ya se dijo anterionmente, las células cebadas se habian considerado como células no
fagociticas, y el hiecho que se haya demostrado que si pueden flevar a cabo esta funcion,
puede implicar que en el proceso de diferenciacion las células cebadas y los basofilos fueron
perdiendo esa capacidad. Sin embargo, las células cebadas en ciertas condiciones son
capaces de fagocitar, aunque en mucho menor grado que las células consideradas fagociticas
(monocitos, macrofagos, easindfilos, neutrofilos). Todos estos tipos celulares se derivan de
un progenitor comun, unidad formadora de colonias- granulacito macrogafo (CFU-GM)
(Gurish y col,, 1995), como puede observarse en ki figura 16. En este esquema podemos ver
que todas la células derivadas de la CFU-GM tienen capacidad fagocitica, aunque algunas de
ellas en menor grado que otras. La disminucion de la capacidad fagocitica de las células
cebadas puede deberse a jos cambios ocurridos en fa diferenciacion y a la especializacion de

cada tipo celular,

CrU-GM
™~

1\{[0!\0])13510 Mjelgblas[o

| |
Promonocito Promielacito

| - | ™~

Monacito Miclocito Mielocito Mielocito
| hasofilico eosinofilico neutrofilico
RN | I
Macrofago Célula Basofilo  Eosinofilo Neutrofilo
Cehada

Fig, 16, Diferenciacidn de las células con capacidud fagocitica. Esquema de la
diferenciacion de las célulus fagociticas a partir de la wuidad formadora de colowias -

grauulocit-macrofago (CFU-GM).
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APENDICEL

REACTIVOS

GIBCO:
MEM
FCS
PIERCE:

Gelcode:

SIGMA:

5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (Sigma Fast BCIP/NBT Insoluble Alkaline Phosphatase
Substrate)

Estreptomicina :

p-Nitrofenil-N-acetil-3-D- Glucosaminida

Penicilina G

Triton X-100

ZYMED:
AP- Rabbitt a- Mouse IgG (H - L)

Anti- Phosphotirosine Monoclonal Antibodie (Developed in mouse) PY20
FITC-Goat-a-Mouse IgG (H+L)
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APENDICE N

AMORTIGUADORES, MEDIOS Y SOLUCIONES

Solucion de trabajo Tyrode

NaCl 130 mM
KCl 5mM
KCh 1.4mM
MeClz 1 mM
Glucosa 5.6 mM
Hepes 10 mM
BSA 0.1%
pki 7.4-7.6

Glicina 0.2 M

Glicina 3.0028 ¢
Agua bidestilada, c.s. 200 ml
pH 10.7

Triton 1 %

Triton X-100 I ml
Agua bidestilada, c.s. - 100 ml

Triton 0.5 %

Tritén al 1% 50%
Solucion de trabajo Tyrode 50 %

Cocktail p-hexosaminidasa

NaaHPO4 2.507g

Agua bidestilada 35ml

Ajustar pH a 4.5 con écido citrico 0.4 M (= 35 ml)

A 30 mi de la solucidn anterior, afadir 45 ml de agua bidestilada.
Disolver 100 mg de p-nitrofenil-N-acetil -f-D- glicosaminida.
Almacenar en alicuotas a -20°C.
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Acido citrico 0.4 M

Ac. citrico 8.4058 ¢
Apua bidestilada, ¢.s. 100 ml

Amortiguador de boratos

Ac. barico 123688 ¢
NaCl 87758
Agua bidestilada, c.s. LIt

pH 8.5

I'BS

NaH:PO#H:0 0.36¢
NasHPO4 11 g
NaCl 8.75 ¢
Agua bidestilada, c.s. 1l
pH 7.2-74

Tris- HCL 0,125 M

Trizma base 3.784 ¢
Agua bidestilada, ¢.s. 250 ml
pH 9.5

PBS-BSA 1 %

BSA 1 %
Disolver en PBS

Awortiguador de dietanolamina al 10 %

Dietanolamina 100 mi
ClhiMg. 6120 102 mg
NaNs 04g
Agua bidestilada, ¢.s. 1h

Ajustar pH a 9.8 con HC! concentrado. Cubrir de la luz.
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Sustrato de fusfatasa alealina

p-nitrofenil fosfato disodico 10 mg
Amortiguador de dietanolamina 10 ml

DGVB*

Gelatina 025¢g
Barbital 046 ¢
NaCl 43¢
Dextrosa 125¢
CaCl2 IM 0.5ml
MgCl2 IM 0.75 ml
Agua bidestilada, c.s. 500 ml
pH 7.5

Esterilizar por filtracion con membrana GS 0.22 pM (Millipore)

Medio MEM
MEM 1 sobre/1 It
NaHCOs 22 g

Agua desionizada, aforara 11t
Esterilizar por filtracion con membrana GS 0.22 uM (Millipore)

MEDM suplementado

Medio MEM 88 %
Suero fetal bovino 10 %
Antibidticos 100 X 1 %
Glutamina 100 X 1%

Antibidticos 100 X (100000 u/ml de penicilina G y 1 mg/ml de estreptomicina)

Penicilina G 598.8 mg
Estreptomicina 100 mg
PBS, c.s. 100 i

Esterilizar por filtracion con membrana GS 0.22 pM (Millipore)
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Glutamina 100 X (0.2 M)

Glutamina 2922 mg
PBS caliente, c.s. 100 ml
Esterilizar por filtracion con membrana GS 0.22 pM (Millipore)

NaOH2N
NaOH 80 g
Agua bidestilada, c.s. 11t

Cloramina T

Cloramina T 3mg
Agua bidestilada 1 ml

Bisulfito de sodio

Bisutfito de sodio Img
Agua bidestilada 1 ml
Acido triclovoacético al 10 %
Acido tricloroacético 10g

Agua bidestilada, c.s. 100 ml

Buffer de muestra reductor

Trizima base 1.52g
Glicerol 20ml
SDS g
f-mercaptaetanol 2ml
Azul de bromofenol 1 mg

Agua bidestilada, c.5.p. 100 ml
Ajustar pH a 6.8 con HC!
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PBS - Tween 0.1 %

Tween 20 Iml
PBS 1t

Acrilamida - Bis

Acrilamida 30g
Bis Acrilamida 08¢
Agua bidestilada, c.s. 100 ml

Amortiguador gel separador

Trizma base 1.5M
SDS 0.4 %
Ajustar pH a 8.8 con HCI

Amortiguador gel concentrador
Trizma base 05M
SDS 0.04%
Ajustar pH a 6.8 con HCI

Amortiguador de corvida

Glicina 1448 ¢
Trizma base 3g
SDS lg
Agua bidestilada, c.s. 1ht
No ajustar pH

Azul Coomassie

Agua bidestilada 50 %
Metanol 40 %
Acido acético 10%
Azul de Coomassie 0.1 %




Solucion desteiiidora

Etanol 30%
Acido acético 7%
Agua bidestilada 43 %

Amortiguador de transferencia

Trizma base 3
Glicina 1448 g
Metano! 200 m!
Agua bidestilada, c.5.p. th

No ajustar pH

Debe estar frio

Solucion para fijar geles

Etanol 50 %
Acido acético 5%
Agua bidestilada 5%

PBS - BSA 3 % (Solucién de blaqueo para blot anti-PY)
BSA 3%

Disolver en PBS

PBS-BSA 0.1 % (Solucién de bloqueo para FACS)

BSA 0.1%

Disolver en PBS

PBS-BSA- Azida (Solucién de bloqueo para FACS)
BSA 0.1 %

Azida 0.1 %
Disolver en PBS
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PFA 1 %

Colocar en un matraz 0.5 mg de paraformaldehido (PFA).

Adicionar 25 ml de agua bidestilada.

Calentar suavemente. Agitar con una mosca.

Afadir 1 0 2 gotas de NaQH | M, para que la solucion quede transparente.
Agregar 22.5 mlde aguay 2.5 ml de PBS 20 X,

Ajustar pH a 7.4. Guardar en reftigeracion.

PBS20X

NaH:PQs«H20 72g
Na:HPQ: anhidro 2 g
NaCl 175 g

Agua bidestilada, c.s. I It
Ajustar ef pH a 7.5 con leatejas de NaOH
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