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ABREVIACIONES UTILIZADAS 

ADN: Acido desoxirribonucleico. 
Ag: Antígeno. 
BCR: Receptor de antígeno de células 13. 
13SA: Albúmina sérica bovina. 
CCM: Células cebadas de mucosa. 
CCTC: Células cebadas de tejido conectivo. 
Cr.: Región constante de la cadena ligera de la lg. 
Cu: Región constante de la cadena pesada de la 1g. 
DAIS: Diamino benzidina. 
DAG: Diacil glicerol. 
DNI': 2,4-Dinitro fenol. 
EGF-R: Receptor del l'actor de crecimiento epidemia'. 
ELISA: Ensayo de inmunoadsorción de enzimas. 
Ferie Receptor tipo 1 para el Fc de la IgE. 
FcyRI: Receptor tipo I para el Fe de la IgG. 
FcyRII: Receptor tipo II para el Fe de la IgG. 
FcyR111: Receptor tipo III para el Fc de la IgG. 
FcyRs: Receptores para la porción Fc de las IgGs. 
FCS: Suero fetal bovino. 
GAP: Proteína activados de GTPasas. 
GM-CSF: Factor estimulados de colonias de granulocitos y macrófagos. 
GPI: Glicosil fostatidil 
GRC: Glóbulos rojos de carnero. 
GTP: Guanosina trifosfato. 
1g: Inmunoglobulina, 
IL: Interleucina, 
INF-y: Interferon gamma. 
I1'39nositol 
IR: Receptor de insulina, 
ITAM: Motivos inmunes de activación en tirosina. 
JAK: Cinasa de la familia Janus. 
Ka: Constante de afinidad. 
LIF: Factor inhibidos de leucemia 
LTI34: Leucotrieno 134 
LTC4: Leucotrieno C4 

MAP-K: Proteina cinasa activada por mitógeno, 
MEM: Medio mínimo esencial. 
MHC: Complejo principal de lastocompatibilidad, 
mIgM: Inmunoglobulbia de membrana. 
MIRRs: Receptores multicadena de reconocimiento inmune. 
NK: Células asesinas naturales. 



PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida. 
PBS: Amortiguador salino de fosfatos. 
PDGF-R : Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas. 
PGD2: Prostaulandina D2. 
PI3K: Fosfatidil inositol 3 drusa. 
PKC: Proteína cinasa C. 
PLC- y: Fosfolipasa C y. 
PMA: Acetato de forbol miristato. 
PTK: Cinasa de tirosina. 
RBL-2113: Células cebadas de rata leucémica de la clona RI3L-2113. 
rpm: Revoluciones por minuto, 
SC: Suero de caballo. 
SUS: Dodecil sulfato de sodio. 
S1-12: Dominio de unión a fosfotirosina. 
SI13: Dominio de unión a regiones proteicas ricas en prolina. 
STAT: Transductores de señales y activadores de la transcripción, 
TCR: Receptor de antígeno de células 1'. 
TGF43: Factor de crecimiento tumoral beta, 
TNBS: Acido 2,4,6-trinitro bucen sulfónico. 
TNP-o:: Factor de necrosis inmoral alfa. 
TNP: 2,4,6-Trinitro fenol. 
V: Volts. 
Vil: Región variable de la cadena pesada de la Ig. 
Vt.: Región variable de la cadena ligera de la 1g. 
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RESUN1EN 

ACTIVACIÓN DE CÉLULAS CEBADAS A TRAVÉS DE RECEPTORES DE ALTA 
AFINIDAD PARA IgE Y RECEPTORES PARA IgG. 

El receptor de alta afinidad para (gE (nal) pertenece a la familia de receptores de 

reconocimiento inmune (MIRRs), cuyos miembros carecen de actividad intrínseca de cinasa. 

La agregación del FceRl en células cebadas y basótilos da como resultado la activación de 

cinasas de tirosina de las familias Src y Syk, con la subsecuente lbsforilación en tirosina (le 

numerosas proteínas celulares, culminando con la secreción de mediadores inflamatorios. El 

FceRI es un complejo tetramérico formado por una cadena a, la cual une la IgE, una cadena 

i3 y un bomodímero de cadenas y. Esta última subunidad también forma parte de los 

receptores para leG: el Fcylll y el FcyRIII. Las células cebadas de la línea RI3L-2113 

expresan FccRI y FcyR de forma nativa. 

Aunque las células cebadas se habían considera 	como células no fagocíticas, Dlieron y col. 

( 1993, 1994) demostraron recientemente que las células cebadas de la línea RBL-2113 

transfectadas con FcyR murinos pueden fagocitar glóbulos rojos de carnero (GRC) 

opsonizados con IgGs murinas. Basándonos en este reporte, analizamos comparativamente 

la fagocitosis de GRC opsonizados con IgG e IgE iluminas, mediada a través de los FcyR y 

FceRI de las células RBL-2113. 

Nuestros resultados muestran que las células RBL-2H3 pueden unir y fagocitar GRC 

opsonizados con IgG y GRC opsonizados con leE específicamente mediante los receptores 

nativos: FcyR y FccRI, respectivamente. La fagocitosis mediada por el FccRI induce 

también la secreción de la enzima [3-bexosaminidasa, la cual se encuentra almacenada en los 

gránulos de secreción. La fagocitosis y la liberación de 0-bexosaminidasa requieren de una 

temperatura fisiológica (37°C) y de la activación de cinasas de tirosina para poder llevarse a 

cabo. La función fagocítica es independiente de la presencia de iones de Caz' en el medio, 
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mientras que la secreción de 0-hexosaminidasa es Ca`' dependiente. Estos datos sugieren 

que las vías fagociticas y secretoras disparadas por la agregación de los FcyR y Fcc12.1, 

divergen en algún punto de la cascada de señales; de tal manera que los FcyR. pueden 

mediar la fagocitosis, pero no inducir la secreción de 13-hexosaminidasa. 
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ACTIVACION DE CELULAS CEBADAS A TRAVÉS DE RECEPTORES DE ALTA 

AFINIDAD PARA IgE Y RECEPTORES PARA IgG. 

CAPITULO 1 

ANTECEDENZES 

1.1. La agregación de receptores como un mecanismo de transducción de seriales. 

Una célula no es una entidad aislada, sino que interactúa con el medio ambiente que le 

rodea, y debe tener la capacidad de responder a estímulos de ese medio ambiente. Para ésto, 

la célula posee en su membrana proteínas especializadas (receptores) que detectan la 

presencia o el cambio de concentración de algún 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 unión de cierto ligando a receptores de 

membrana inicia una serie de respuestas celulares, es uno de los campos de investigación 

más dinámicos actualmente. Un mecanismo común a través del cual distintos receptores de 

membrana inician la respuesta celular, es la oligomerización o dimerización de los receptores 

inducida por la unión 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), el receptor del factor de crecimiento 

epidermal (EGF-R), el receptor de insulina (1R), etc., cuyo dominio intracelular tiene 

actividad intrínseca de cinasa de tirosina. En estos receptores, la unión del ligando induce la 

dimerización, seguida por la autofosforilación del receptor. El mecanismo por el cual la 

dimerización induce la autofosforilación, no se conoce. Una posibilidad es que el receptor 

monornérico tenga una actividad basal de cinasa de tírosina, la cual sea suficiente para 



fosforilar al receptor contiuuo mediante transfosforilación (Revisado por 11eldin, 1995). 

Alternativamente, la interacción entre los dominios intracelulares de los receptores una vez 

formado el dímero, puede inducir un cambio conformacional que conlleve un incremento en 

la actividad de cinasa (Baron y col., 1992) lo que permitiría la autofosfbrilación del receptor 

(Murakami y col., 1991). 

En el caso del receptor para insulina, la fosforilación del receptor en residuos de tirosina y 

serina permite la interacción del receptor con proteinas citosólicas. Esta interacción se 

establece entre residuos de fosfotirosinas en el receptor y dominios S112 o entre dominios 

ricos en prolina y dominios S1-13. Entre las proteinas citosólicas que interactúan con el 

receptor fosforilado están GR132, Shc y Sos, las cuales forman un complejo que podría 

acoplar al receptor con la vía de activación de ras. La proteína p2 I' forma parte de una 

superfamilia de GTPasas involucradas en el control del crecimiento, proliferación y 

diferenciación celular. Esta proteína está anclada a la parte interna de la membrana 

plasmática, donde participa en la transducción de señales al pasar de su estado activo (unida 

a GTP) al estado inactivo (unida a GDP). Se ha visto que esta proteína tiene una actividad 

basa! de GTPasa, la cual se ve incrementada al interactuar con la proteína GAP. La proteína 

p2I" es el centro de convergencia de diferentes vías de activación, y se ha visto que una de 

la moléculas que actúan abajo de ésta proteína en la vía de activación es la cinasa de serbia y 

treonina raf, la cual va a activar la cascada de las cinasasAlAP, trayendo como consecuencia 

final la activación de genes de expresión temprana como fas y pai (Baltensperger y col., 

1993; Skolnik y col, 1993). 

En otros receptores para factores de crecimiento, tales como el PDGF-R y el EGF-R, la 

dimerización y la autofostbrilación del receptor induce un incremento en la actividad 

catalítica del receptor, que puede fosforilar y activar otras enzimas involucradas en la vía de 

señalización, tales como fosfolipasa Cy (11.0,), la proteína activante de ras (GAP), la 

fosfatidil inositol 3 cinasa (1131:), Raf, y algunos miembros de la familia de cinasas de 

tirosina Sir. La fosforilación induce un aumento de la actividad catalítica de estas enzimas 

(App y col., 1991; Kazlauskas y col., 1992). 
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Otros receptores, cuyo dominio intracitoplásmico no tiene actividad de clima, presentan sin 

embargo, mecanismos de activación similares. Tal es el caso de los receptores para: IL-I, 

IL-3, IL-4, 1L-5, 11, G, IL-7, 1L-S, 1L-9, 1L-10, GM-CSF, INF-y,  , INF- o, INF- 0, hormona 

del crecimiento y prolactina, entre otros. La unión del ligando al receptor induce la 

dimerización, y una vez formado el (limero se activan cinasas que fosforilan tanto al receptor 

como a una serie de proteínas citoplasmáticas entre las cuales se encuentran cinasas de 

tirosinas de las familias 1.4/1' y Sir. Estas cinasas se asocian al dominio citoplasmático del 

receptor, fosforilando a su vez a una serie de sustratos involucrados en la activación celular 

(IhIe y col., 1994; Ziemiecki y col., 1994; Taniguchi y col., 1995). 

Otros receptores en los que la agregación es el evento que induce la activación, son los 

receptores multicadena de reconocimiento inmune (MIRRs), los cuales están involucrados 

en la activación de células del sistema inmune. Miembros de esta familia son los receptores 

de antígeno de linfocitos B y T (BCR y TCR), el receptor de alta afinidad para IgE, y los 

receptores para IgG. 

Los MIRRs no tienen actividad enzimática intrínseca, pero su agregación induce la 

activación de cinasas de tirosina de la familia Sir y de la familia Zap-70/Syk. Estas cinasas 

inician una cascada de reacciones bioquímicas que resulten en la activación de diversas 

funciones celulares: proliferación y/o diferenciación, secreción de citocinas, liberación de 

metabolitos proinfamatorios, citotoxicidad, etc. 

El mecanismo por el cual la agregación de estos receptores induce la activación de las 

cimas, no se conoce con precisión. Se ha propuesto que la agregación permite que cinasas 

asociadas a la porción eitoplasmatica de los receptores se autofosforilen por 

transfosforilación, iniciándose así la cascada de activación. 



1.2, Receptores multicadena de reconocimiento inmune. 

Los receptores multicadena de reconocimiento inmune (Mi RRs) participan en la activación 

de células del sistema inmune inducida por antígeno. El receptor de antígeno de linfocitos T 

(TCR) y la inmunoglobulina de superficie de linfocitos 13 (mIghl) participan en el 

reconocimiento del antígeno y son responsables de la activación inintmológica de tales 

células. Los otros M1RRs unen la porción Fc de las inmunoglobulinas, y reconocen de 

manera indirecta al antígeno para el cual es específica tal inmunoglobulina. Entre estos 

últimos se encuentran el receptor de alta afinidad para IgE (FccRl) y los receptores para el 

Fc de la IgG (FcyRs) (Revisado por Keegan y Paul, 1992; y Salidor y Lyncb, 1993), (Ver 

Figura 1). 

1C p Trn 	 I cpr. 

Figura 1. Receptores multicadeno de reconocimiento inmune, Esquema que muestra la 
estructura de los receptores multicadena de reconocimiento inmune 01111115).A: Ig111.• 
Receptor de ~Igen° de linfocitos 11:11: FerRI: Receptor de alta afinidad para el Fc de la 
lgE; TCR: Receptor de amigeno de linfocitos T; 1): FON: liceo& tipo N para el 
Fc de la IgG. 
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1.2.1. Receptor de antígeno de linfocitos T (TCR). 

El TCR está formado por las cadenas de unión al ligando ap 6 y3, el complejo CD3 

(formado por las cadenas y,8,c) y un (limero de cadenas de la familia 

Mientras que los heterodímeros rd3 ó y5 son los responsables de reconocer el péptido 

antigénico (Ag) expresado por una célula presentadora de antígeno en el contexto de una 

molécula del complejo principal de histocompatibilidad (MI-1C), el CD3 y las cadenas C  son 

las responsables de la transducción de señales. 

Las cadenas cd3 y y3, así como y,S,c del CD3 forman parte de la superfamilia de las igs, ya 

que tienen en su porción extracelular dominios de Ig (Figura 1). Por otro lado, las cadenas 

y,8,c del CD3 y las cadenas C  y q poseen en su región citoplasmática un dominio de 18 

aminoácidos que contiene 2 pares de leucinas y tirosinas, las cuales son necesarias para la 

actividad funcional del motivo (Romeo y col., 1992; Irving y col., 1991). Este motivo ha 

sido denominado ITAM (Immunoreceptor Tyrosine Activatien Madi) y fue identificado por 

primera vez por Reth (1989) (Figura 2). La agregación del TCR induce la fosforilación en 

los residuos de tirosina del n'AM. Además, se ha visto que receptores quiméricos que 

contienen en su región citoplasmática un ITAM de la cadena C, pueden dar lugar a las 

mismas respuestas que se inducen al agregar el TCR, aunque la intensidad de éstas es menor. 

El entrecruzar receptores quiméricos que contienen en su región citoplasmática 2 o 3 

ITAMs, da corno resultado el incremento de la respuesta, hasta igualar la obtenida con la 

cadena completa. Basándose en los datos anteriores, se ha sugerido que la presencia de 

varios ITAMs en el TCR es importante para brindar una amplificación de la señal, de modo 

que el entrecruzamiento (le unos pocos receptores produzca una respuesta suficientemente 

amplia (Revisado por Weiss, 1993). 



c 	o 
FceR1 	Fc-yR111 

a CD16 

11 

A 

TCR 
	

BCR 

f),(51gM 

c 	 

1113 	Iga 	Iga !I I R 

Figura 2. Receptores de ontkeno de Mulas hematopoyétices. Los lY4Ms están indicados 
como rectángulos negros,A: TCR: Receptor de antígeno de linfocitos 7; 13: BCR: Receptor 
de antígeno de linfocitos 13; C: hcRI: Receptor de alta afinidad para el Fe de la IgE; I): 
FcyR111: Receptor tipo III para el Po de la IgG. 

La agregación del TCR induce la fosforilación inmediata de proteinas en residuos de 

tirosina. Entre las proteinas fosforiladas están las cadenas del receptor que contienen los 

1TAMs, y cinasas de tirosina de la familia Src, tales como Ick ylpr. Se sabe lck se asocia al 

C04 y al CDS en linfocitos T (Veillette y col., 1955; Glaichenhaus y col., 1991), mientras 

que ¡yo se asocia a las cadenas e y y del CD3 y a la cadena C  (Kosayu y col., 1992; Timson 

y col., 1992). Se ha visto a otra cinasa de tirosina llamada Zap-70 en inmunoprecipitados de 

receptores agregados por anticuerpos anti-TCR o anticuerpos anti-CD3c (Wange y col., 

1992) observándose que ésta cinasa se asocia a las cadenas 	sólo cuando éstas se 

encuentran fosforiladas (Chan y col,, 1991; Chan y col., 1992; Wange y col., 1993). Otros 

resultados muestran que al estimular el TCR (Weber y col,, 1992) o al entrecruzar el CD3 se 
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puede detectar a la PLCy1 fosforilada (Dasgupta y col., 1992), de lo cual se infiere que esta 

proteína está involucrada en las vías de activación inducidas por la estimulación del TCR, ya 

que estudios con receptores quiméricos los cuales contienen en su porción 

intracitoplasmática las secuencias de la cadena t; o de las cadenas del CD3, han permitido 

establecer que estas cadenas están involucradas en la transducción de señales. Como ya se 

dijo anteriormente, estas cadenas contienen 1TAMS en su dominio citoplasmático, los cuales 

pueden asociarse a cinasas cuando se encuentran fosforilados en residuos de tirosina, 

además de que se ha observado que receptores quiméricos que contienen la región 

citoplasmática de estas cadenas, son capaces de transmitir señales de activación al interior de 

la célula cuando son entrecruzados. 

De igual manera, el uso de receptores quiméricos que contienen en la región citoplásmica las 

secuencias de cinasas de tirosina nos indican qué moléculas de las vías de activación son 

importantes ó suficientes para que se lleve a cabo la transducción de señales al interior de la 

célula. Actualmente se conoce que el dominio citoplamático de la cadena es suficiente para 

acoplar la via de transducción de señales inducida por la agregación del TCR (living y col., 

1991). 

Se sabe también que receptores quiméricos que contienen en su porción intracelular las 

secuencias de Zap-70 son capaces de inducir la movilización de iones Cae' al ser 

entrecruzados, pero no son capaces de inducir los mismos patrones de fosforilación 

obtenidos cuando se agrega el TCR. Para que ésto suceda, es necesario que se coagregen 

receptores quiméricos que contengan la secuencia de Zap-70 y otros que contengan la 

secuencia de 15,n (Kolanus y col., 1993). Los resultados anteriores sugieren que aunque la 

cinasa Zap-70 es capaz de inducir una respuesta de la célula, no induce la totalidad de la 

actividad celular, sino que necesita de la ayuda de otras cinasas, como Fp. 

Weíss ha suuerido un modelo de activación a través del TCR en el cual la interacción del 

complejo MFIC-péptido con el TCR, induce la congregación de los coreceptores CD4 

CDS, La congregación del CD4 ó el CDS al TCR permite la interacción del la cinasa Lck 
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con las cadenas del CD3 y con las cadenas C, así como con su cinasa asociada P:vn. Se 

fosforilan los ITAMs de las cadenas del CD3 y de Q, permitiendo la asociación y activación 

de Zap-70, la cual podría interactuar con moléculas que se encuentran más abajo en la vía de 

activación, tales como la PI,Cr/ (Weiss, 1993). 

1.2.2. Receptor de antígeno de células 13 (BCR). 

El KR consiste de una Ig de membrana (mlg), asociada a beterodímeros de cadenas Iga e 

Igp (Campbell y col., 1991) (Figura 1). La mlg consiste de 2 cadenas pesadas que forman un 

bomodímero y 2 cadenas ligeras, cada una de las cuales está unida covalentemente a una de 

las cadenas pesadas. Hacia el extremo amino terminal de la cadena pesada se encuentra la 

región variable (Vu), seguida de 4 (IgN1, IgE) ó 3 (IgG, 1gA, te,D) dominios constantes 

(Cn), dependiendo del isotipo. La cadena ligera está formada por una región variable (Vt,) y 

una región constante (CL). El sitio de unión al antígeno está formado por los dominios 

hipervariables de un par de regiones 	Luego entonces, cada mis,  tiene 2 sitios de 

unión al antígeno (Revisado por Reth, 1992). 

Las porciones intracitoplasmáticas de mIgN1 y mita) constan de sólo 3 aminoácidos, 

mientras que las mlg de otros isotipos tienen tallos citoplasmáticos más largos. Los 

receptores tulgG, inIgE y migA son expresados después del cambio de isotipo de las células 

13 activadas, y una vez que se expresan estos isotipos en membrana son consideradas células 

de memoria (Revisado por Red], 1992). 

Las cadenas 1ga e Igts son los productos de los genes nib-) y 1329, respectivamente 

(Campbell y col., 1991). La región extracelular de ambas proteínas contiene un dominio de 

1g. El segmento transmembranal es seguido por un tallo citoplasmático de G l o 48 

aminoácidos, el cual contiene 4 o 2 residuos de tirosina para 1ga e 10, respectivamente. El 

tallo citoplasmático de estas cadenas contiene el mismo motivo OTAN» encontrado en las 

cadenas del CD3 y C  del TCR (Figura 2) (Revisado por Reth, 1992) En estudios de 
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transfección se ha visto que la Iga es necesaria para que la inlg se exprese en membrana 

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

La región transmembranal de la mIg es casi idéntica en todos los isotipos. Esta región 

conservada tiene 7 aminoácidos hidrofobicos y 4 aminoácidos polares, pudiendo ser la 

región que interactúa con el heterodímero IgivIgp. Se ha sugerido que la interacción entre la 

mIg y el heterodimero asociado es mediada por la lgo., porque la parte transmembranal de 

esta cadena contiene aminoácidos polares a ambos lados de la a-hélice, mientras que Iglt 

contiene aminoácidos polares sólo en uno de los lados. Como la mlg tiene dos superficies 

idénticas, se presume que se puede asociar a dos pares de cadenas Igailgis (Revisado por 

Reth, 1992). 

El tallo citoplasmático de la mleN1 sólo contiene 3 aminoácidos, lo cual sugiere que otras 

moléculas son las encamadas de transmitir las señales del I3CR al interior de la célula. 

Actualmente se acepta que el heterodímero Igoilgs asociado a la mlgM es el responsable de 

la transducción de señal (Revisado por Pleiman y col., 1994a; Sánchez y col., 1993; Kim y 

col., 1993; Williams y col., 1994), y que es funcionalmente homólogo a las proteinas 

involucradas en transducción de señales por el TCR (Burkhardt y col., 1994). Se han 

encontrado cinasas de la familia Sre asociadas al BCR, tales como Blk, Lyn, Ey?, y !A 

(Burkhardt y col., 1991; Lin y col., 1992; Leprince y col., 1992). Mediante el uso de 

receptores quiméricos se ha demostrado que lgot e 1g13 pueden inducir la activación de Vías 

de señalización diferentes, ya que el dominio citoplasmático de 	puede disparar el 

incremento de Ca`' en el citosol, pero no inducir la fosforilación de proteínas en residuos de 

tirosina, evento que es inducido por el dominio citoplasmático de 1ga (Sánchez y col., 1993; 

Kim y col., 1993). Asimismo, se ha visto que a lgtx se asocian Lyn, 	PI3K y una 

fosfoproteina no identificada de 38 kDa, y que a Igit se unen PJ3K y dos fosfoproteinas no 

identificadas de 40 y 42 klla (Kim y col,, 1993; Clark y col., 1992), Receptores quiméricos 

conteniendo la secuencia citoplasmática de 1ga e lett inducen incrementos similares de iones 

de Cae' en el citosol y la fosforilación de MAPA', eventos que parecen ser controlados por 

PLC),  (Pleiman y col., 1994b). 



Se ha demostrado la asociación de cinasas de la familia ;S'ir con la m!gM. La interacción de 

las cinasas Lyn y Fp: con la cadena Igu se da a través de los 10 residuos amino terminales 

de las cinasas cuando el 1TAN1 no está fosforilado, mientras que al fosforilarse éste, la unión 

se lleva a cabo mediante el dominio S1-12 de las cinasas (Pleiman y col., 1994b). 

Otra cinasa asociada al receptor aún en células no activadas es Si*, la cual se presume que 

se asocia a la mIghl, ya que esta asociación Syk-mIgNI se ha podido detectar en lisados de 

linfocitos 13 aún cuando se usan condiciones drásticas para lisar las células y se pierde la 

asociación con el heterodimero asociado a la mlg (Pleiman y col., I994a). Dentro de la 

región transmembranal de la mIgN1 hay 2 secuencias de aminoácidos polares. La primera de 

ellas ( TTAST), se localiza en la parte aminoterminal de la región transmembranal y 

contiene la información suficiente para la asociación de las cadenas ti con Igx. Se ha visto 

que estos residuos son importantes en el transpone del receptor a la membrana, pero no en 

la transducción de señales. Por otro lado, la segunda secuencia (YSTTVT), localizada al 

extremo carboxilo terminal de la región transmembranal, y la cual por diversos métodos 

algorítmicos se predice que puede ser citoplásmica, se considera sitio potencial de 

interacción con ;Sjk o con otras cinasas asociadas (Pleiman y col., I 994a; Pleiman y col., 

1994c). 

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

de la agregación. Esta propuesta se basa en las siguientes observaciones: 

1) Receptores quiméricos que contienen en su porción citoplásmica la secuencia de Syk, 

inducen la fosforilación en tirosina y el incremento de iones Ca'` en el citosol al ser 

agregados, mientras que receptores quiméricos que contienen la secuencia de Lek ó de Zap-

70 en su dominio citoplasmático, no lo hacen. 

2) Syk se asocia a la inIgN4 en células no activadas, aún en condiciones en las cuales la 

asociación del heterodimero Igu e ¡gil con la inIghl se pierde. 
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3) Se ha visto que la inactivación del gene de Syk da como resultado la abolición total de las 

señales inducidas por el BCR. 

4) Las cinasas de la familia ,Yrc se unen a .5).k fosforilada a través de sus dominios SI-12, lo 

cual requiere la fosforilación previa de Si*. 

5) Estudios recientes indican que Syk es activada por la agregación del TCR en una línea 

celular deficiente en lick y esta activación ocurre en ausencia de cinasas Sre o Zap-70 

activadas (Revisado por Pleiman y col., 199-1a). 

Por otro lado, se ha demostrado que Lyn puede fosforilar directamente y modular la 

actividad de ,Syk. Además, en estudios realizados con receptores quiméricos que contienen la 

región transmembranal de CDS y el tallo citoplasmático de 1goL o Iglt, la interacción con syk 

sólo ocurre luego de la agregación del receptor, sueirendo que la fosforilación de los 

residuos de tirosina del ITAM es necesaria para la interacción de Syk con las cadenas Iga o 

1g13. Esta posibilidad se confirmó al usar péptidos fbsforilados de los ITAMs de Iga o 10 a 

los cuales se une .S'yk con alta afinidad (Revisado por Pleiman y col., I 994a). 

Los datos anteriores suguieren que Syk puede actuar antes de las cinasas de la familia Src, al 

estar unida a míg en células no activadas, y también puede ser reclutada después dé la 

activación de Lyn, esto es„Syk puede actuar antes y después de las cinasas Sir en la vía de 

activación inducida por la agregación del BCR. 

Pleiman y Cambier han postulado dos distintos mecanismos de activación a través del BCR. 

En el primero .S'yk se encuentra unida a la mIghl y sería la primer cinasa en activarse. La 

activación de ,Syk permitiría la fosforilación de los residuos de tirosina de los ITAMs, el 

reclutamiento y activación de cinasas de la familia Sre, SI* y otras moléculas efectoras. Otro 

modelo alterno de activación en linfocitos 13 es inducido por el entrecruzamiento del BCR 

con anticuerpós monoclonales anti-receptor. En este modelo, la agregación del BCR daría 
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como resultado la activación de las envasas de la familia ,Ver asociadas a las cadenas Iga e 

lgo, mediante un mecanismo de transfosforilación. Esta vía podría ser independiente de Sjk 

(Revisado por Pleiman y col., 1994a). 

1,2.3. Receptor de alta afinidad para IgE ( 7cl:1U). 

Generalmente se había considerado al receptor de alta afinidad para el Fe de la 1gE, como 

exclusivo de basófilos y células cebadas, pero en los últimos arios se ha detectado en células 

de Langerhans de individuos sanos (Wang y col., 1992; Bieber y col., 1992), así como en 

monocitos (Maurer y col., 1994) y eosinófilos (Revisado por Paolini y col., 1994) de 

individuos con dermatitis atópica. El FccRI es un complejo tetramérico compuesto por una 

cadena a, una cadena (3 y un homodimero de cadenas y unidas por puentes disulfuro (Paolini 

y col., 1994) (Figura 1). En células de Langerhans, el FccR1 no requiere la cadena (3 para 

ser expresado en la membrana celular e inducir las fbnciones mediadas a través de éste 

(l3ieber y col., 1994). 

La cadena a posee un segmento extracelular que contiene 2 dominios de Ig, el segundo de 

los cuales es necesario para la unión a la IgE; contiene además 7 sitios potenciales de 

glicosilación en el receptor de rata y 6 en los de humano y ratón. La secuencia del ADN es 

68 % homóloga entre éstas especies, pero la secuencia de aminoácidos sólo es idéntica en un 

3S %. Esta cadena tiene un peso molecular aparente de 45-65 kDa. Tiene una sola región 

transmembranal que es altamente conservada entre humano, rata y ratón (62%), 

especialmente 9 residuos consecutivos, 8 de los cuales se encuentran también en los 

receptores Fc)•RIII humano y Murillo, lo cual sugiere que estos residuos están involucrados 

en la intreracción con las cadenas y asociadas a estos receptores. La afinidad de la cadena a 

del receptor por la IgE es de len' (Revisado por Ravetch y Kinet, 1991). 

La cadena (3 tiene 2 asas extracelulares, atraviesa 4 veces la membrana celular y tanto su 

porción amino como carhoxilo terminal están situadaS en el. citoplasma celular. Su peso 

molecular aparente es de 32 kDa. El gen que codifica para la cadena (3 se localiza en el 
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cromosoma 19. Las secuencias del ADN y de aminoácidos entre rata y ratón tienen un 

porcentaje de identidad de 87 y 83 %, respectivamente, mientras que la homologia en 

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

Metzger, 1990; Ravetch y Kinet, 1991). 

Las cadenas y tienen una alta homología con la cadena t", del receptor de antígeno de células 

T, y al igual que ésta, también forman (limeros. El peso molecular aparente es de 7-9 kDa. 

Los cenes que codifican para las cadenas a y y se localizan en la región dista' del 

cromosoma 1. La cadena y es altamente conservada entre humano, rata y ratón, con una 

homología del 86 % en la secuencia de aminoácidos. Datos recientes con cadenas mutadas 

indican que la dimerización de las cadenas ocurre a través de la cisieina amino-terminal. 

El complejo tetramérico se mantiene unido por enlaces no covalentes muy lábiles al disociar 

la membrana celular, por lo cual es necesario el uso de detergentes muy suaves para no 

romper los enlaces entre las cadenas que conforman el receptor. Las cadenas y y contienen 

un ITAM en su porción citoplasmática (Revisado por Kinet y Metzger, 1990; Ravetch y 

Kinet, 1991) (Figura 2 ). 

Uno de los primeros eventos dentro de la cascada de señalización del Fcr.R1. es la 

fosforilación en residuos de tirosina de las cadenas y y, así como de otros sustratos entre 

los cuales se encuentra la PLC-y1, el moto encogen vav, /325F'''':  y Srk (Li y col, 1992; 

Hutchcroft y col., 1992; Stephan y col., 1992; Oliver y col., 1994). Además, se han 

detectado algunas cinasas activadas de la familia Sre, entre las cuales se encuentran Lyn, e-

Sir y Yes, dependiendo de la línea celular-que se estudie (Eiseman y col., 1992; Beaven y 

Metzger, 1993). Se ha visto también un incremento de la fosforilación en serbia de la cadena 

y la fosforilación en treonina de la cadena y (Paolini y col., 1992), así como la activación 

de diversas isoenzimas de la cinasa de treonina y serbia 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 13 aún en células no activadas, y que la agregación del FceRl hace que esta asociación 

se incremente de 3 a 4 veces (Yamashita y col., 1994). Ha sido demostrado también que la 
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cadena y promueve la activación de la cinasa Syk (Sthephan y col., 1992; Benhamou y col., 

1993; Kihara y col., 1994; Jouvin y col., 1994). 

La fosforilación de Syk es un evento temprano que puede ser detectado 15 segundos 

después de la agregación del receptor. Esta tbsforilación es independiente de la entrada de 

iones Caz.  y de la activación de 	O PtCyl (Stephan y col., 1992; Adamczewski y col., 

1992; Benhamou y col., 1993). Asimismo, la activación de la PL(77/ puede ser un evento 

independiente de la fosforilación de Syk. La secreción del contenido de los gránulos 

preformados es dependiente de la entrada de iones de Caz` provenientes del exterior de la 

células (Stephan y col., 1992). Con base en estas observaciones, se ha propuesto que por lo 

menos dos vías de activación diferentes son disparadas por la agregación del Fcc121: una vía 

que es independiente de la entrada de iones dé Caz* y en la cual interviene .S'yk y otra vía que 

requiere la entrada de iones Caz' y es independiente de la tostorilación de ,ti.'yk (Adamczewski 

y col., 1992; Stephan y col., 1992; l3enhamou y col., 1993). 

La posición relativa de Syk y Lyn en las vías de activación 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 tirfostina se bloquean todas las respuestas celulares 

(June y col., 1990; Carter y col., 1991). Se ha usado también otro tipo de inhibidores como 

el piceatanol, el cual inhibe la fosforilación de Syk y otros sustratos, causando una inhibición 

general del metabolismo y funciones de las células cebadas. También se ha visto que algunos 

sustratos se fosforilan más en presencia de este inhibidor, como es el caso de Lyn, lo cual 

puede indicar; a) Syk está involucrada en la regulación de Lyn, ó b) que el inhibidor actúa 

sobre alguna otra cinasa que regula Lyn (Oliver y col., 1994), Al agregar receptores 

quiméricos, los cuales comino en su porción citoplasmatica la secuencia de ,Syk, se induce 

la secreción de mediadores proinflamatorios y la activación de Syk sin que se necesite la 

presencia de Lyn (Eisetnan y col., 1992; Jouvin y col., 1994; Rivera y col., 1995). 

Los datos anteriores perMiten proponer un modelo de activación del FceRl en el cual la 

agregación del receptor podría inducir la activación de Lyn unida al receptor, mediante 
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transfosforilación. CD45 podría estar involucrada en esta activación, derosforilando el sitio 

de regulación neeativa de la cinasa. Al activarse, 1..»1 podría fosforilar los residuos de 

tirosina de los 1TAMs de las cadenas y y esta fosforilación ser la responsable del 

reclutamiento y activación de Syk y de otras moléculas involucradas en la señalización. Al 

activarse, Syk puede interactúar y activar otras moléculas erectoras (Paolini y col., 1994; 

Pribluda y col., 1994). Una vez que se lleva a cabo la activación de las respuestas erectoras, 

un mecanismo de control de la via de activación (posiblemente fosratasas) actuaría para 

regular la cascada de señales y permitir el desacople de los receptores (Paolini y col., 1992), 

llevando a la célula a un estado de desensibilización. 

1.2.4. Receptores para el Fc de la lgG. 

Los receptores para el Fc de la IgG son expresados por una gran variedad de tipos celulares, 

entre los cuales se encuentran los linfocitos T activados, linfocitos 13, monocitos, 

macrófagos, eosinófilos, plaquetas, basófilos, neutrótilos, células cebadas, células asesinas 

naturales (NK), etc. (Revisado por Salidor y Lynch, 1993; Keegan y Paul, 1992). Estos 

receptores participan en una amplia cama de funciones erectoras, tales como: fagocitosis, 

secreción de citocinas que regulan la proliferación de linfocitos y la producción de 

anticuerpos, secreción de mediadores inflamatorios, activación de la respuesta oxidativa, 

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, etc., (Revisado por Ravetch y Kinet, 1991; 

Keegan y Paul, 1992). Los receptores para lgG son un grupo heterogéneo de moléculas, 

clasificándose actualmente en 3 tipos, en base a su secuencia de aminoácidos y su afinidad 

por el ligando: Fcy111, Fc41111 y FcyR111. Dentro de cada tipo, existen también distintas 

isoformas (Figura 3). 

Los receptores para IgG tienen dominios extracelulares de unión al ligando estructuralmente 

relacionados, pero difieren en sus dominios transmembranales e intracelulares. Esto puede 

indicar que direrentes isoformas de Fcylks pueden estar asociadas de manera diferente con la 

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

miembro de esta familia es una glicoproteína integral de membrana, con excepción del 
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FcyR111B expresado en neutrófilos, el cual está anclado a la membrana por un enlace de 

glicosil fosfatidil inositol (GPI) (Revisado por Ravetch y Kinet, 1991). 

Fe, 

1"- 
• p 
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Figura 3. 3. Rclnyt'ores pan: la pareián Fc de kv lgs. aple111aS de la estructura del 
receptor tipo para el Fc de la lgE (FeM1) y de los receptores para el Fc de la IgG 
(Feyl?1,17eyR11,1, 13 y C, Ti.:?1?111,1 y13). 

1.2.4.1. Receptor tipo 1 para el Fe de la IgG (Fe y111). 

Este receptor es el único al cual se une la IgG monomérica dado que su afinidad por la Ig es 

alta (Ka= 107  - 109  n'). Este receptor se expresa en monocitos y macrófagos y puede ser 

inducido en neutrólilos por IFN-y. En humanos se ha deSignado como CD64. Está 

codificado por un sólo gen, ubicado en el cromosoma 1, y se han identificado 3 transcritos 

diferentes. En el humano tiene 6 sitios de glicosilación y 5 en el ratón, con un peso 

molecular aparente de 72 y 67 kDa respectivamente. Contiene en su región extracelular 3 

dominios de Ig, de los cuales los 2 primeros son homólogos a los del FcyRlI y Fry11111, 

mientras que el tercero tienen poca similaridad. La presencia de este último dominio puede 

estar involucrada en la alta afinidad del receptor (Revisado por Ravetch y Kinet, 1991) 
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(Figura 3). En monocitos se ha encontrado asociado a la cadena y del Fer.111 (Ernst y col., 

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

Se ha detectado tbsforilación en scrina en la subunidad y del FcyRI, lo cual, hasta el 

momento, no había sido detectado en ningún otro miembro de la familia génica C.,. Esta 

fosforilación en residuos de serina ocurre después que el receptor es agregado por 

anticuerpos anti-receptor o cuando las células son activadas con PMA, y antes que ocurra la 

fosforilación en tirosina, lo cual podría indicar que la fosforilación en set-Mit esta regulando 

negativamente la función de la cadena y en el Fcy11.1 (Durden y col., 1994). En estudios de 

transfección en células COS se demostró que el Fcylt1 es capaz de mediar endocitosis sin 

que sea necesaria la presencia de la cadena y, y para que se realize esta función sólo se 

necesita de la región extracelular del receptor. Asimismo, la vía por la cual se lleva a cabo 

esta función es independiente de la activación de cinasas de tirosina. Por otro lado, para que 

las células transfectadas lleven a cabo la fagocitosis, es necesaria la asociación con la cadena 

y y la fosforilación en tirosina de ésta. De lo anterior se concluye que el FcyR1 es capaz de 

mediar endocitosis y fagocitosis en células transfectadas, pero estos procesos dependen de 

diferentes dominios del receptor y son mediados por diferentes seriales intracelulares (Davis 

y col, 1995). 

1.2.4.2. Receptor tipo 11 pata el Fe de la 1gG (FeTR11). 

Este receptor es el de distribución más amplia, pues se encuentra en todas las células que 

expresan receptores para !LIG, con excepción de las células NK. La afinidad por el ligando es 

baja (menor de 107  M1). El receptor murino está codificado por un gen que da origen a 2 

transcritos (bl, b2), mediante el procesamiento alternativo de los exones que codifican la 

región citoplasmática del receptor. La forma hl se expresa preferencialmente en linfocitos y 

la b2 en macrófagos. Ambas formas contienen 4 sitios de glicosilación y su peso molecular 

aproximado es de 40-60 MI El Fry1111 en humanos está codificado por 3 genes localizados 

en el cromosoma I. Se han identificado 6 transcritos diferentes que codifican para este 

receptor. Se le ha designado como CD32. Contiene 2 o 3 sitios de glicosilación y su peso 
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molecular aparente es de 10 l Da. FI FcyRI1A y el FcTR11C se expresan preferencialmente en 

macrófagos, monocitos y 11ClIftófilos, mientras que el FcyRI113 se encuentra en monocitos, 

macrófagos y linfocitos 13 (Revisado por Ravetch y Kinet, 1991). No se han detectado 

subunidades asociadas al Fcyl1R. El tallo citoplasmático de la cadena de unión al ligando de 

los Fcy1111 A y C contienen la secuencia consenso encontrada en los otros receptores, pero 

a diferencia de ellos, en el tipo IIA y II C hay 12 aminoácidos separando la I/L de la 

segunda Y, en lugar de 7 (Revisado por Santana y col., 1996) (Figura 3). Los FcyRIII3 sólo 

contienen parte de la secuencia (Yxx1/1„). A esta última se le ha denominado ITINI 

(Immunoreceptor Tyrosine-based lnhibition Niotif), ya que se ha visto involucrada en la 

regulación negativa del receptor de antígeno de linfocitos 13 (D'Ambrosio y col., 1995). 

Entre las proteínas fosforiladas y cinasas activadas que se asocian al receptor luego de su 

agregación se han encontrado a Fp.  (llamada y col., 1993), 411 y lick (Ghazizadeh y col., 

1994), PLCy I (Liao y col., 1992), PLC). 2, GAP, rm,  (Kiener y col., 1993), ,S'he (Shen y 

col., 1994) y .S;ric (Agarwal y col., 1993). 

1.2.4.3. Receptor tipo III para el Fc de la IgG (FcyRII1). 

El receptor murino FcyR111 está codificado por un sólo gen, ubicado en el cromosoma I, y 

da origen a un sólo transcrito. Su afinidad por el ligando es baja, igual a la del tipo II 

(Revisado por Ravetch y Kinet, 1991). Se le ha visto asociado con cadenas y o C  (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 fi del FceRI (Kurosaki y col., 1992). Su distribución está 

restringida a macrófagos y lineas celulares de macrófagos, células NK, células precursoras 

mieloides y líneas celulares de neutrófilos. En el sistema humano se han encontrado 2 formas 

distintas: FcyRIIIA y ny12.111B, productos de 2 genes distintos. El primero es una proteína 

transmembranal que se asocia a la cadena y ó (Figuras 1 y 2), mientras que el segundo se 

encuentra anclado a la membrana celular por medio de un enlace glucosídico a fosfatidil 

inositol (GPI) y no se han encontrado cadenas asociadas a él (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 13 no (Revisado por Ravc►ch 

y Kinet, 1991). A este receptor se le designó como CDI6. 

Después de la agregación del Fey12.111A se han detectado varias proteinas foslbriladas, entre 

ellas Lek (Pignata y col., 1993; Cone y col., 1993), /Uy/ (Azzoni y col., 1992; Liao y col. 

1993), St•k (Greenberg y col., 1994; 'fing y col., 1995), Val,  y 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 

evidente que existen entre ellos una serie de similitudes a nivel estructural y en las vías 

bioquímicas que llevan a la activación celular. 

1.2.5.1. Similitudes estructurales. 

Los NI1RRs consisten de la(s) cadena(s) que se une(n) al antígeno o a la porción Fc de las 

1gs, y de las cadenas asociadas a ésta(s). La porción 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 y del FccR1 tiene un 55 % de identidad en aminoácidos con la cadena del TCR y 

se ha propuesto que este par de cadenas, junto con la cadena q, forman parte de una misma 

familia génica. Los genes que codifican para estas 3 cadenas en el humano y en el ratón se 

han encontrado como un grupo en el cromosoma 1. Se ha observado que las cadenas y del 

FccRI pueden remplazar las cadenas C  del TCR y pueden asociarse con el complejo TU.-

CD3; asimismo, se ha encontrado que las cadenas C  del TCR pueden sustituir a las cadenas y 

y asociarse con el FccRI. Estudios de transfección en células COS han establecido que el 

FccR!, el FcyRII1A y el TCR se expresan en membrana celular sólo si un miembro de la 

familia génica C  está presente, asociado al MIRR. También en estudios de transfección se ha 
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visto que la Iga es necesaria para que la mlg se exprese en membrana (Revisado por Keegan 

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

Una caracteriatica de gran importancia funcional, es la presencia, en varias cadenas, de un 

dominio llamado ITAM, el cual se localiza en la porción intracelular de las cadenas Igo. e !go 

del BCR; y, 8 y e del CD3; y del FeyRI, Fc)RIIIA y FeERI, además de la cadena de éste 

último; así como C, y n del TCR (Figura 2). Este motivo está formado por 18 aminoácidos 

que tienen la siguiente secuencia consenso: DIE XXVXXL/IXXXXXXXVXXL/1. Existen 

distintas evidencias de que la ffisforilación de las tirosinas del motivo es importante para la 

transducción de señales de activación celular. (Revisado por Keegan y Paul, 1992; Salidor y 

Lynch, 1993). 

1.2.5.2. Similitudes en las vías de activación. 

Existen también semejanzas notables en el mecanismo y las vías bioquímicas de activación 

mediadas por los MIRRs. Entre ellas está la necesidad de la agregación de los receptores 

para que se dé la activación celular. El entrecruzamiento de los MIRRs inicia una serie de 

procesos bioquímicos al interior de la célula, tales como la hidrólisis de fosfolípidos de 

Musito!, la cual genera el diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4,5-trifosfato (11'3). Este último 

es el responsable de la liberación de iones Ca'' de las pozas internas. El DAG es un cofactor 

para la activación de la PKC, una importante cinasa específica para residuos dé treonina y 

serina. Se ha visto también una elevación de la concentración citoplasmática de iones Cae", 

debido a la liberación del calcio de las pozas internas y a la entrada de calcio extracelular. 

Uno de los primeros eventos que ocurren luego de la agregación de los receptores es la 

activación de cinasas de tirosina de la familia Src o Zap70/5)*, las cuales fosforilan al 

receptor y a una serie de sustratos que van a participar en la activación 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 sanguínea de estas células son 

los basófilos. La primera evidencia de la heterogeneidad de las células cebadas fué la 

diferencia en los patrones de tinción histoquimica, los cuales demostraron que las células 

cebadas de mucosa (CCM) muestran incorporación del colorante azul alelan°, mientras que 

las células cebadas de tejido conectivo (CCTC) incorporan safranina. Otra de las diferencias 

es que las CCM son más pequeñas, contienen menos gránulos y el contenido de éstos es más 

heterogéneo. Los gránulos de secreción de las CC'FC contienen heparina, grandes 

cantidades de histamina, proteasa 1, triptasa y carboxipeptidasa A; además estas células 

generan PGD2 como producto exclusivo del metabolismo del ácido araquidónico. Las CCM 

contienen menor cantidad de histamina, contienen prot casa 11, y metabolizan el ácido 

araquidónico mediante las vías de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa para generar LTCa, 

LTI34 y PGD2 (Revisado por Gurish y Austen, 1989). 

Las células cebadas contienen en sus gránulos de secreción y sintetizan de novo diversos 

mediadores prointlamatorios y vasoactivos entre los cuales se encuentran: (Revisado por 

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

a) Antillas biogénicas: histamina y serotonina. 

b) Citocinas: 1L-1, 11,-2, 1L-3, 11,-4, 1L-5,11.-6,1L-8, L1F,TNF-ct, GM-CSF, INF-y, TGF-13. 

c) Proteoglicrulos: condroitin sulfato glicosaminoglicano y heparina. 

d) Enzimas: hidrolasas ácidas, quimasa, fosfolipasas, proteasa 1, proteasa 11, triptasa, 

carboxipeptidasa A. 

e) Nucleótidos: adenosina. 

f) Neuropéptidos: péptido vasoactivo intestinal (VII)). 

g) Metabolitos reactivas del nitrógeno: óxido nítrico (NO). 

11) Derivados del ácido araquidónico: leucotrienos y prostaglandinas. 
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Tanto las células cebadas como los basófilos expresan Feclil. Dada la alta afinidad de éste 

receptor por IgE, in vivo la IgE se encuentra unida a los receptores celulares, La agregación 

de éstos complejos IgE-receptor por el alergeno, es el evento desencadenarte de las 

respuestas alérgicas, ya que esta agregación da como resultado la liberación del contenido de 

los gránulos prefiarmados y la síntesis de novo de derivados del ácido araquidónico 

(Revisado por Gurish y Alisten, 19S9). 

La línea celular RBL-21-I3 obtenida de basados de rata leucémica (Barsumian y col., 1981) 

expresa en membrana receptores de alta afinidad para IgE y receptores para IgG, por lo cual 

provee un modelo donde se puede estudiar comparativamente la transducción de señales 

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

1.4. Justificación. 

Uno de los receptores multicadena de reconocimiento inmune que más se ha estudiado es el 

FccRI, y algunos de los datos obtenidos han servido de paradigma para el estudio de las vías 

bioquímicas involucradas en la activación celular a través de los MIRRs. Los receptores Fe?, 

en contraste, no 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 y, la 

cual juega un papel principal en la transducción de señales a través de estos receptores. 

Asimismo, se ha visto que las vías de activación inducidas por cada uno de estos receptores 

en modelos celulares dilirentes, son similares. 

Todo esto hace interesante el estudio de la activación mediada a través de cada uno de estos 

receptores en una célula que exprese ambos receptores en membrana, como es la línea 

celular RBL-2113. Estos estudios pueden aportarnos datos acerca de si ambos receptores 

están acoplados a una misma vía de señalización, y de ser así, si un receptor puede modular 

la señalización del otro. 
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1.5. Objetivo principal. 

Estudiar comparativamente las vías bioquímicas y respuestas celulares inducidas a través de 

receptores Fcy y receptores Fct: tipo 1 en un modelo celular que expresa nativament e ambos 

tipos de receptores. 

1.5.1.Objetivos particulares. 

1, Estudiar cuál lp,G nutrirla se une a los receptores Fcy de células cebadas de la linea celular 

11131,2H3. 

2. Activar las células cebadas a través de sus receptores Fcy y ver si la activación está 

mediada por estos receptores, comparándola con la activación mediada por los receptores 

Fce. 

3. Estudiar las vías bioquímicas de activación inducidas por la estimulación de los FcyR y los 

Fcelkl, en células RBI.-2113. 
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CAPITULO II 

MATERIALES 1' A ETODOS 

Anticuerpos 

IgB anti-DNP: SPE7 y B4 

IgG2b and- Fcc111; H10 

IgG anti-DNP 

IgG I: 2C5, 2C8 y 3E9 

lgG2a: 2C3 y 3010 

IgG2b: 3135 y 4F8 

Anti-1g de ratón acoplado a tluoresccína: FITC-cabra-anti- 1g de ratón. 

Anti-Ig de ratón acoplado a foslittasa alcalina. 

El anticuerpo SPE7 se obtuvo de un hibridoma comprado a la ATCC. Este anticuerpo se 

purificó a partir de liquido de ascitis mediante precipitación con sulfato de amonio, seguido 

de cromatografia de afinidad en columnas de DNP-Sefarosa. Los anticuerpos 1110 y 134 

fueron obtenidos y purificados por el Dr. Ortega, en el laboratorio del Dr. Pecht, Weizman 

Institute of Science, Israel. Estos anticuerpos se purificaron por 	cromatografia de 

afininidad. Los anticuerpos IgG anti-DNP lberon obtenidos y purificados por la Q.F.B. 

Claudia Garay, en el laboratorio del Dr. Ortega, IIB, UNAM, México. Fueron purificados 

por cromatografia de afinidad. El anticuerpo FITC-Goat-a-Mouse IgG y el conjugado anti-

1g de ratón acoplado a fosfatasa alcalina se compraron a Zymed. 

Cultivos celulares 

Las células cebadas de la línea celular RI3L-211.3 tberon cultivadas en medio MEM 

suplementado con 2mM de glutamina, 1000 U/ml de Penicilina 0, 0.01 ingind de 
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estreptomicina y 10 % de suero fetal bovino inactivado. Se mantuvieron en una atmósfera 

húmeda con 5 % de CO2. a 37°C. 

ELISA anti-DNI' 

Para verificar la unión del anticuerpo a las placas que se usaron en los ensayos de secreción 

en fase sólida, se llevó a cabo un ensayo de ELISA. Para esto, se sensibilizan placas de 

ELISA de 96 pozos con BSA y luego con ácido trinitro-bencen-sulfónico (TN13S), según se 

describe más adelante. Después de bloquear los sitios no específicos con BSA al 1 %, se 

agregan 100 1,11/pozo del primer anticuerpo ( Ig anti- DNP) y se incuba 2 hr a 37°C para 

permitir la unión del anticuerpo al antigeno. Se lavan las placas 3 veces con PI3S para 

eliminar el anticuerpo que no se unió y se adicionan 100 pl/pozo del segundo anticuerpo 

anti-Ig de ratón acoplado a fosfatasa alcalina (Zymed), dilución 1:1000 en PI3S-13SA al 1 

%. Se incuba durante 2 hr a 37°C para permitir la unión del segundo anticuerpo al primer 

anticuerpo y se lava 3 veces con PI3S para eliminar el anticuerpo no unido. Una vez hecho 

esto se agregan 100 pl/pozo del sustrato de fosfatasa alcalina (p-nitrofenil fosfato disódico 

en amortiguador de dietanolamina) y se incuba a temperatura ambiente hasta observar buen 

color (aproximadamente 10-15 minutos). La reacción se detiene adicionando 50 pl/pozo de 

NaOII 2 N y se obtienen las lecturas de absorbancia a 405 nm, en el lector de placas de Elisa 

(Microplate Reader). 

Fagocitosis (Evaluación microscópica) 

El ensayo se lleva a cabo de la siguiente manera: Se siembran 5 X 104  células/50 pl de 

MEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino, glutamina y una mezcla de antibióticos 

(ver apéndice 11), sobre un cubreobjeto. Se incuba 2 hr a 37°C en atmósfera húmeda con 5 

de C01. Los eritrocitos de carnero son opsonizados con las diferentes subclases de lgG 

IgE, se resuspenden en MEM complementado, quedando a una concentración del 1 % v/v, 
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y se adicionan 50 n1 de esta suspensión 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 

faizocitados mediante la adición de NIKI 0.08 M. Las preparaciones se lavan con l'13S 

hasta retirar toda la hemoglobina proveniente de la lisis de los glóbulos rojos, y se adiciona 

paraformaldebido al I % para fijar las células. Se montan las preparaciones sobre un 

portaobjetos con 10 % de glicerina y se observa al microscopio. Se reporta el número de 

células con I o más 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 evaluación. microscópica de la fagocitosis resulta muy laboriosa y mulada, por la 

cantidad de células que es necerario contar individualmente, así como la cantidad de 

muestras que se tienen que manejar, se estandarizó en el laboratorio una técnica 

colorimétrica para cuantificar la fagocitosis, basada en el método de Jungi (1985). Esta 

técnica se basa en la actividad de pseudoperoxidasa que posee la hemoglobina, la cual 

desarrolla un compuesto colorido en presencia de diaminobencidina (DAIS) y peróxido de 

hidrógeno (11202). Esta reacción colorida puede ser cuantificada espectrofotométricamente, 

en un lector de ELISA, lo cual permite realizar microensayos en los cuales se pueden 

manejar un gran número de condiciones al mismo tiempo. 

Se siembran 5 X 104  células/pozo en una placa' de cultivo de 96 pozos, y se incuban en 

atmósfera húmeda con 5 % de CO2 a 37°C por 24 hr. Las monocapas se lavan 2 veces con 

solución de trabajo Tyrode, se agregan 50 pl por pozo de esta misma solución y 50 pl de 

eritrocitos al 2 % opsonizados según el protocolo. Para tener un control positivo de 

activación celular se cuantifica la secreción de mediadores proinflamatorios, para la cual se 

incuban las células durante 1 hr a 37°C, se toma una alícuota de 20 ftl de cada muestra y se 

coloca en una placa de 96 pozos limpia para cuantificar la secreción de la enzima 13-

hexosaminidasa. La placa con las células se incuba otras 2 hr a 37°C, y los eritrocitos no 
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ingeridos son hados mediante la adición de NITICI 0.08 M. Las monocapas son lavadas 4 

veces con PI3S para eliminar la hemoglobina. A continuación se lisas las células con SDS al 

0.3 % (100 Id/ pozo) y se adicionan 2001d/ pozo del sustrato de DA13 (8 mg de DAB, 240 

pl de 1-1:02 en 20 ml de PUS). Una vez que se ha desarrollado la coloración suficiente, se 

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

Formación de Rosetas (Evaluación microscópica) 

Para determinar si existe unión de las diferentes subclases de IgG minina a las células 

cebadas de rata, se realizaron ensayos de fomación de rosetas, considerando como roseta la 

célula cebada que tenga unidos 3 o más eritrocitos de carnero opsonizados con la IgG o IgE 

murina. 

El protocolo es el siguiente: Se siembran sobre un portaobjetos 5 X 104  células / 50 1tl de 

ML'•M suplementado con 10 % de suero fetal bovino. Se incuban 2 hr a 37°C en atmósfera 

húmeda con 5 % de CO: para permitir la adherencia de las células. Se adicionan 50 pl de 

eritrocitos opsonizados y se incuba 1 hr a 4°C, para permitir la unión,. pero no la ingestión 

de los eritrocitos. Se lavan las muestras con solución de trabajo Tyrode para eliminar los 

eritrocitos que no estar unidos a las células, y se procede a observar las preparaciones al 

microscopio, expresando los resultados como el número de células que forman rosetas por 

cada .100 células. 

Formación de Rosetas (Técnica de la 1AI3) 

Como método alternativo para cuantificar la unión de los eritrocitos opsonízados con las 

diferentes subclases de anticuerpos murinos a las células R13L-2113, se utilizó una técnica 

colorimétrica basada en el método de Jungi, similar a la descrita arriba en el protocolo de 
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tagocitosis (técnica de la DAD). Esta técnica nos permite realizar ensayos con una gran 

variedad de condiciones al mismo tiempo. 

Se siembran 5 X 104  células/pozo en una placa de 96 pozos, incubando 24 hr a 37°C en 

atmósfera húmeda con 5 % de CO2. Se lavan las células 2 veces con Tyrode, se adicionan 

50 pl/pozo de esta misma solución y 50111 de eritrocitos opsonizados según el protocolo. Se 

incuba durante 1 hr a 4°C para evitar la ingestión de los (iRC opsonizados. Se lava 4 veces 

con Tyrode para eliminar los eritrocitos que no estan unidos a las células. A continuación se 

procede a lisar las células con SDS al 0.3 % (100 pl/ pozo) y se adicionan 200 pl/ pozo del 

sustrato de I)A13 (como se explica arriba), esperando a que se desarrolle el color. Se 

determina la absorbancia a 490 mn. Los resultados son expresados en densidad óptica. 

Inhibición del pegado de 1151-IgE a células 1113 L-2113 

Para tener la certeza de que los estimulos aplicados a las células RBL-21-13 son a través del 

FcyR, se necesitan células que tengan disponible solamente dicho receptor, por lo cual se 

procedió a buscar la manera de bloquear al receptor de alta afinidad para IgE, Para verificar 

si el FcER1 estaba bloqueado, se realizaron ensayos de inhibición de la unión de '251-1gE a las 

células RBL-2H3. 

Se colocan 4 x 106  células/2 ml de MEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 

glutamina 2 mM y una mezcla de antibiótiCos (ver apéndice 11), 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 rpm/5 

min., descartando elsobrenadante, se adicionan a continuación 50 pl de una solución de 

100 pg/ml de 1251-1uE, añadiendo 35011 de MEM a cada muestra. Se procede a incubar las 

muestras 4 hr/4°C. Por otro lado, se colocan 150 pl de suero de caballo en tubos eppendorlY 

de 500 pl, por triplicado. Se resuspenden las células y se toman 3 alicuotas de 100 pl, 
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agregándolas a los eppendorff con suero. Otros 50 pl de la suspensión de células se colocan 

en un eppendorlY limpio para cuenta total. Se centrifugan las muestra 5 min. a velocidad 

máxima en la microfuga. Se corta la punta del eppendorlY conteniendo el botón celular y se 

coloca en tubos para cuantificar la radioactividad en un contador de rayos y. Se hacen los 

cálculos de cpm unidas a las células. 

1nmunotluorescencia indirecta 

Se ha demostrado que los anticuerpos pueden ser acoplados con P-antraceno o isotiocianato 

de fluoresceina, reteniendo la propiedad de unirse al antígeno, por lo cual estos anticuerpos 

fluorescentes pueden ser utilizados como reactivos muy sensibles para detectar y localizar 

antígenos. La ininunduorescencia está basada en la propiedad de ciertas moléculas, 

llamadas fluorocromos, de que al absorber la luz, la energía de los fotones puede ser 

transferida a los electrones, los cuales asumen un alto nivel de energía. Parte de esta energía 

es liberada como calor luego de 10'15  segundos, cuando el electrón retorna a la más baja 

energía vibratoria del estado excitado. La energía remanente es liberada unos nanosegundos 

después, como un fotón de más baja energía que el fotón inicial; a esta luz emitida se le 

llama fluorescencia (Goding, 1983). 

Se incuba 1 mi 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 concentración de 2X106  

células /mi. Se lavan con solución de trabajo Tyrode fria, centrifugando 5 seg en la 

microfuga. Se añaden 0.3 mi de anticuerpo primario, diluido en solución de trabajo Tyrode. 

Se dejan 3 muestras sin anticuerpo primario para usar como controles. Se incuba 1 hr a 4°C, 

invirtiendo los tubos ocasionalmente, para resuspender las células. Se lava 2 veces con 1 ml 

de PBS-BSA-Anida frío. Se añade a continuación 100 pg de anticuerpo antireceptor-

fluoresceinado (FITC-H10) a uno de los tubos controles, se deja otro de los controles sin 

segundo anticuerpo, como control de células sin tratar. Por último, al tubo control restante y 
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a los tubos a los que se les adicionó anticuerpo primario se les agrega 0.3 ml de anticuerpo 

secundario (FITC-Goat-a-MouseleG), en dilución 1:50 en PBS-BSA-Azida. Se incuba 1 lir 

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 frío y se fijan las muestras con 0.3 ml de PFA 1 %, 

durante 30 min a temperatura ambiente, cubriendo las muestras de la luz. Se lavan las 

muestras 2 veces con PBS y se resuspenden en 1n1 de PI3S (sin BSA), transfiriendo las 

muestras a tubos FALCON apropiados para el Fluorocitómetro (FACScan), en el cual son 

leídas. 

Radioiodinación de proteína por el método de cloramina T. 

Se prepara una columna de Sephadex G25 fine y se bloquea el pegado inespecífico 

adicionando 10 ml de BSA al 1 % en PBS, lavando a continuación con 30 ml de PBS. La 

proteína a marcar se coloca en un tubo eppendorff limpio, añadiendo PBS 20X para que la 

muestra esté en un medio salino alcalino apto para que se lleve a cabo la reacción de 

radioiodinación. Se adicionan 0.5 mCi de 12s1 y 10 pl de una solución de cloramina T (1 

mg/ml) para iniciar la reacción. Se incuba 2 minutos y se adicionan 10 pl de bisulfito de 

sodio (1 mg/m1) para detener la reacción. Se coloca la muestra en la columna y se agrega 

PBS para eluir la muestra y permitir la separación de la proteína marcada del 1251 libre. 

Secreción de p.- liexosaminidasa 

Existen diversas metodologías por medio de las cuales se puede determinar 

cuantitativamente la activación producida al estimular las células cebadas mediante los 

receptores FccRI. Algunos de los métodos más usados se basan en la degranulación de los 

mediadores proinflamatorios contenidos en los gránulos de secreción. Especificamente en 

este trabajo, se usó la cuantificación de la actividad de la enzima 0-bexosaminidasa en el 
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sobrenadante de las células RBL-2I-I3, siguiendo el protocolo descrito por Ortega y col, 

(1991). 

Se colocan 5X104  células en 200 pl de medio en cada pozo de una placa de cultivo de 96 

pozos y se incuba en atmósfera húmeda con 5 % de CO2 a 37°C por 24 lir. Se lavan las 

monocapas 3 veces con solución de trabajo Tyrode, con el mayor dudado posible para 

evitar que se desprendan las células. Se adicionan a continuación los estímulos indicados 

para el experimento, diluidos en solución de trabajo Tyrode y se incuban a 37°C por el 

tiempo indicado. Para cuantificar la actividad enzimática de la 0-hexosaminidasa se toman 

alícuotas de 20 pl de los sobrenadantes y se colocan en una placa de 96 pozos limpia, donde 

se les adicionan 50 pl del sustrato ( p-nitrofenil-N-acetil-p-ll-glucosaminida en citrino 0.1 

M, pH 4,5). La mezcla enzimática se incuba durante 90 minutos a 37°C y la reacción se 

detiene mediante la adición de glicina 12 M pH 10.7 (150 pl por pozo). La hidrólisis del 

sustrato da como resultado la formación de p-nitrofenolato, el cual se cuantifica en el 

Microplate Reader a una longitud de onda de 405 lun. Para evaluar el contenido total de 

enzima, las células de algunos pozos son lisadas con Tritón X-I00 al 0.5 °,/0 y las alícuotas 

de este lisado se tratan igual que las muestras. Los resultados son expresados como el % 

neto del total de 11- hexosaminidasa presente en las células. 

Secreción en fase sólida mediada a través del Fcclii 

Un método alterno de estimular células a través de receptores para inmunoglobulina es el 

presentar los anticuerpos unidos a una tase sólida a través de sus Fab, quedado expuesta la 

porción Fc, lo cual permite la agregación de receptores, sin permitirles el movimiento a 

través de la membrana celular. 

A una placa de ELISA previamente sensibilizada con I3SA-DNP se le retira el sobrenadante, 

se adicionan 100 pl/pozo de los anticuerpos anti•DNP a las concentraciones previamente 

31 



establecidas (diluidos en Pl3S-13SA al 1 %), incubando 2 lir a 37°C, Se lava 3 veces con 

PBS. Se agregan las células resuspendidas en 100 pl/ pozo de Tyrode, a una concentración 

de 1 X 106  células / ml, y se incuban a 37°C el tiempo indicado en cada experimento, Se 

tornan aliquotas de 20 Id del sobrenadante para cuantificar la actividad de B-bexosaminidasa, 

corno se detalló arriba. 

Sensibilización de placas de ELISA (sistema DNP-anti DNP) 

Para realizar los ensayos de secreción en fase sólida, asegurándonos de que los anticuerpos 

queden pegados a la placa de ELISA exponiendo su región Fc, 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 -el receptor para el Fc de las células cebadas. Como el hapteno no tiene la 

capacidad de unirse a las placas de ELISA, es necesario recubrir éstas con una proteína, la 

cual es nitrofenilada en sus grupos autillo libres. 

Como primer paso se adicionan a placas de fondo plano para ELISA (high binding) 100 

µI/pozo de BSA al 1 % en amortiguador de Tris - HCI 0.125M, pH 9.5. A continuación se 

incuba durante 2 lir a 37°C, para permitir la unión de la proteína a la placa, Una vez 

transcurrido el tiempo de incubación, se lavan las placas 2 veces con PI3S para eliminar la 

proteína que no se unió a la placa, y una vez con amortiguador de boratos (ácido bórico 0.2 

M, NaCI 0.15 M, pfl. 8.5) para proporcionar las condiciones requeridas para que se lleve a la 

reacción de nitrofenilación. Se adicionan 100 pl/pozo de ácido trinitro-bencen-sulfónico 

(TNBS) 1 mM en buffer de boratos para unir los grupos trinitrofenol (TNP) a la albúmina. 

Las placas de Elisa se sensibilizan con Trinitrofenol (TNP) y no con Dinitrofenol (DNP), 

porque los anticuerpos anti-DNP reconocen también el TNP y con este último se obtiene un 

título mayor de anticuerpo unido a la placa. A continuación se incuban las placas durante 1 

br a 37°C. Se eliminan los grupos sulfúnicos liberados en la reacción anterior, así corno el 
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TNI3S que no alcanzó a reaccionar mediante 3 lavados con PBS. Por último, se procede a 

bloquear los sitios de unión inespecífica, adicionando 200 pl por pozo de 13SA al 1 % en 

PBS. Se incuba a 4°C durante la noche. 
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Fig. 4. Reacción de trinitrafailación de proteínas. 	El ácido 2, 4,  .6- 

trinitrobencensulfónico reacciona con el grupo e-annito de los residuos de lisina de la 

proteína, liberándose tícido sullónico, y quedando unido a las proteinas el grupo 

trinitrofetiol (170). 

Sensibilización de eritrocitos 

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

hacen reaccionar los grupos aminos libres de las proteínas con el TNI3S en condiciones 

ligeramente alcalinas. En la reacción se libera un grupo sulfónieo, quedando el hapteno TNP 
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unido covalentemente a las proteínas membranales del eritrocito. Debido a que los 

anticuerpos dirigidos contra el hapteno 2,4-dinitrofenol (DNI)), tienen reacción cruzada con 

el hapteno 2,4,6,-trinitrofenol, éste último puede ser usado para crear grupos reactivos en la 

membrana de los crúcenos (sensibilización) que permitan opsonizar éstos con anticuerpos 

anti-DNP. Las condiciones de sensibilización establecidas por la l3iologa Isabel Pérez en el 

laboratorio del Dr. Ortega, las cuales permiten una opsonización adecuada para la ingestión 

y que no permiten la unión y la ingestión de eritrocitos sensibilizados pero no opsonizados, 

son las siguientes: 

Se toman 20 ml de eritrocitos de carnero (tirilla'', S.A) en solución de Alsevers, y se lavan 

por centrifugación con amortiguador de dextrosa, gelatina y veronal (DGV13) hasta que el 

sobrenadante sea transparente, indicando que los eritrocitos de carnero ya no se lisas. La 

gelatina que contiene el DGV11 impide que los eritrocitos se peguen al tubo y la dextrosa 

permite su sobrevivencia al proporcionar energía para sus procesos metabólicos. A 

continuación se lava el paquete celular con amortiguador de boratos 0,2 M- NaCI 0.15 M 

p118.5, eliminándose el sobrenadante. Se adicionan 6.22 mg de TNBS disueltos en 7 ml de 

amortiguador de boratos por cada nd de botón de «amenos. Se incuba la mezcla 

protegiéndola de la luz durante 15 minutos, a temperatura ambiente con agitación suave y 

constante, A continuación se lavan los GRC 2 veces con amortiguador de boratos y una 

vez con DGVB, resuspendiendo los eritrocitos a una concentración del 2 % en DGVB. Se 

adiciona anida de sodio al 0.02 % cuino conservador y se mantiene la suspensión celular 

hasta una semana a 4°C. 

Titulación de los anticuerpos anti-UNP (11emaglutinación) 

Se titulan los anticuerpos mantos anti-DNP por el método de hemaglutinación, el cual 

consiste en hacer diluciones seriadas de los anticuerpos en pozos de fondo en V para 

microtitulación, Se colocan 25 111/ pozo de DGVB y 25 pl de anticuerpo, quedando una 

dilución 1:2 en el primer pozo. Se hacen diluciones sucesivas 1:2, Se añaden 25 id de una 
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suspensión al 2 % de GRC sensibilizados, Se mezcla ciudadosamente y se deja sedimentar. 

La aglutinación de los GRC sensibilizados indica la presencia de una concentración de 

anticuerpo lo suficientemente alta para permitir la formación de una malla, la cual se 

precipitará visiblemente. Cuando la concentración de anticuerpo en los pozos es menor a la 

hemaglutinante, se formará un botón compacto de GRC en el fondo del pozo. Una vez que 

se ha detectado la dilución a la cual ya no se forma malla (título de hemaglutinación), se 

opsonizan los GRC con los diferentes anticuerpos mininos, tomando como titulo de 

opsonización dos concentraciones más altas del título de hemaglutinación. Esta dilución se 

escogió para realizar los experimentos, ya que en ensayos previos se observó que con estas 

diluciones de GRC opsonizados la fagocitosis era más alta, siendo menor tanto a diluciones 

mayores y menores que esta. Se procede a mezclar los anticuerpos con los GRC, incubando 

durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitación constante. Se lava 3 veces con 

solución de trabajo Tyrode y se resuspenden en esta misma solución a una concentración 

del 1%. 
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CAPITULO 3 

RESULTADOS 

Nuestro primer objetivo fue demostrar que los anticuerpos de ratón se unen específicamente 

a los receptores Fcy sobre células de rata de la línea R131.-2H3. Para verificarlo, se realizaron 

ensayos de formación de rosetas con 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 1213L-2113 forman 

rosetas con los eritrocitos opsonizados con los diferentes anticuerpos marinos utilizados 

(Tabla 1). 

Anticuerpo Isotipo <Y., Rosetas 
Control 3 e 
134 Itg 20 

2C5 1e.G1 100 
2C8 IgG1 100 
3E9 leG1 100 
2C3 IgG2a 28 
3G10 InG2a 100 
3135 leG2b 100 
4F8 IgG2b 100 

Tabla I. Formación de rosetas entre células 11111.-211.1 y erimacitos opsonizados con 
diferentes subclases de anticuerpos marinos aini-DNP. Eritrocitos de carnero 

opsonizados con diferentes subclases de IgG marital, se adiciónan a células 11131,2113 
previamente adheridas a cuhreabjetas. Se incubo a •I`U durante 1 hr y se lava 
exhamstivamente para eliminar los eriirocllos no unidos, El porcentaje de células que 
forman rosetas se determinó microscópicamente. Como controles negativos se idearon 
eritrocito.s• no opsonizados Se contaron 200 células por muestra y se calculó el porcentaje 
de células que jamaron rosetas. Se consideró como roseta aquella célula con más de 1 
eritrocitos adheridos. 
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También se comprobó la unión de los anticuerpos a la células por medio de un ensayo de 

inmunolluorescencia indirecta, la cual fue evaluada por citolluorometria (FACS). El 99 % de 

las células unen IgE, así como el anticuerpo anti-FcE111 (1110). Asimismo, más del 50 % de 

las células unen IgG2a e IgG2b, !Meraras que menos del 10 % de las células unen IgGI. La 

unión de los anticuerpos a las células se incrementa al adicionar los anticuerpos en forma de 

complejos antígeno-anticuerpo, adicionando DNP-13SA al anticuerpo primario (Tabla II). 

Anticuerpo % células que unen el 

Ac. soluble 

% células que unen el 

complejo Ag-Ac. 

Control sin anticuerpo 2.9 

Control 2° Ac. 2.73 - 

HTC-1-110 99.67 - 

1-110 99.05 - 

IgE 99.21 99.38 

IgG1 9.27 39.56 

IgG2a 55.44 67.76 

1.¿G2b 63,01 67.25 

'Tabla II. Unión de anticuerpos marinos anti-DIVP a receptores Fe de células cebadas de 
la línea Rlil..-211 Se realkó un ensayo de inmunofluorescencia indirecta para E-IC,S'para 
determinar la unión de los anticuerpos a las células. Como anticuerpo primario se usaron 
diferentes subclases de anticuerpos taurinos solubles o formando complejos inmunes, 
seguido de la adición de un anticuerpo anti-Ig de ratón acoplado a fluoresceina. Los 
controles negativos fueron células no e,sinnuladas t céliths con anticuerpo secundario. 
Como controles positivos se usaron anticuerpo anti-receptor 	10) y anticuerpo grill- 
receptor fluoresceinado (FI7C-11 I O). 

Una vez que se demostró la unión de los anticuerpos de ratón , a células de rata, se procedió 

a estudiar si esta unión era capaz de inducir la activación de alguna función celular. Se sabe 

que las células ItI3L-2H3 liberan el contenido de sus gránulos de secreción al entrecruzar tus 

receptores para 113E. Por lo tanto, se investigó si el entrecruzamiento de los receptores para 

lgG de las células III3L-21-13 podría inducir secreción. Se utilizaron distintas estrategias para 
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entrecruzar los receptores Fcy: a) adición de complejos antígeno-anticuerpo, b) adición de 

IgG agregada por calor, c) adición de anticuerpo soluble junto con anticuerpos anti- lg de 

ratón como segundo anticuerpo, d) utilizando Corno estímulo eritrocitos de carnero 

opsonizados con 	los diferentes anticuerpos anti-DNI), y e) adicionar las células en 

suspensión a pozos recubiertos con los diversos anticuerpos (secreción en fase sólida). Con 

las cuatro primeras metodologías sólo se observó secreción mediada a través del Feral 

(datos no mostrados), mientras que con la última se observó además secreción C011 los tres 

anticuerpos IgG I utilizados (Figura 5). 

IgE 	2C5 	2C8 	3E9 	3610 	2C3 	3135 	.1F8 
	

eSp 

Figura 5. Activación de células cebadas de la linea RBL-2113 por anticuerpos marinos 
adsorbidos a fase sólida. La activación de las células se determinó mediante la 
cuantificación de la liberación de la enzima 13- hesosaminidasa, Se usaron los siguientes 
anticuerpos adsorbidos en placas de Elisa: IgE, 	2C5, 2C8 y 3E9, IgG2a: 2C3 y 
3G10, IgG2h: 3135 y 4F8, cap: sin anticuopo. La barra muestra el promedio de un 
experimento representativo, realizado por triplicado. t de »dolí: 	Valor 
significativamente diligente al espontáneo (p<0.001). 

Tratando de verificar si las otras subclases de anticuerpos no habian inducido respuesta 

porque había menor cantidad de proteína (anticuerpo) unida a la placa, se realizó 

conjuntamente un ELISA anti-DNP, en el cual se observó que no había menor cantidad de 
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anticuerpos IgG2a e IgG21) unidos a la placa en comparación a los anticuerpos de la 

subclase IgGI (Finura 6). 
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Figura G, Cuantificación del anticuerpo unido a la fase sólida. Se reali:o un ensayo de 
ELISA paro verificar la cantidad de anticuerpo unido a las placas de ELISA usadas en los 
experimentos de secreción en fase sólida. Esto se llevó a cabo mediante la adiciin►  de un 
segundo anticuerpo acoplado a fos(atasa alcalina, siendo cuantificado éste último por la 
hidrólisis de un mismito. Los anticuetpos usados san los siguientes: IgE, IgGI: 2C5, 2C8 
y 3E9, IgG2a: 2C3 y 3610, IgG2h: 3135 y 1E8. Las barras indican el promedio de un 
eyerimento reali:ado por triplicado. 

Para investiear si la secreción obtenida con los anticuerpos de la subclase IgGI unidos a 

fase sólida, es mediada a través de receptores Fcy, se ocuparon los receptores FccRI 

incubando previamente las células con IgE. La Figura 7 muestra que al ocupar los Fcf'.R.I 

previamente al ensayo, la secreción bajaba a niveles basales, lo que indica que la secreción 

obtenida con los diferentes anticuerpos IgGI era mediada pOr la activación del receptor de 

alta afinidad para IgE. Esto podría deberse a: a) tina reacción cntzada entre los anticuerpos 

IgGI en fase sólida y el Fcr.Rl, b) que los anticuerpos morioclonales IgG que se usaron en el 

ensayo estuvieran contaminados con IgE. 
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Figura 7. Activación de células I?IIL-2113 con anticuerpos marinas unidos a fase sólida. 
Moqueo del receptor de alta afinidad para IgE. Se realizó el ensayo de secreción en fase 
sólida, con los diferentes anticuerpos, adsarbidos a los pozos de una placa de ELISA sin 
previa sensibilización. Para determinar la activación cehdar, se cuantifica la liberación de 
la enzima 13-herosaminidasa inducida por diferentes anticuerpos IgG I. Se tomó como 
control positivo la secreción inducida por la estimulación de lás células con Igh; unida a 
la fase sólida. Algunas células fueran incubadas previamente con IgE 1110110111élka, para 
ocupar los receptores de ab afinidad para IgE. Las hartas; indican el promedio de un 
eyerimentotralizado por triplicado. t de Suden!: * Indica diferencias significativas entre 
céhdas con y sin Igli monomérica (¡r :0.0!11). 

Para descartar esta última opción se realizó una electroforesis de los anticuerpos utilizados, 

haciendo tinciones con Azul de CoomasSie y con plata. Se observaron bandas prominentes 

de peso molecular aproximado de 50 y 30 KDa en los carriles correspondientes a las 

diferentes subclases de lgG, mientras que en el carril 2 se observaron bandas de 

aproximadamente 70 y 30 KI)a, las cuales corresponden al peso molecular de las cadenas 

pesadas y ligeras de la IgE, respectivamente (Fig. 8). Estos resultados descartan la opción b 

como explicación de la secreción inducida por la IgG I, pues muestran que los anticuerpos 

lgG no están contaminados con IgE. 
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Figura 8. Electrapresis en gel de acrila mida 10% de diferentes anticuerpos 
nunioclonales anli-DNE Carril 1: anii-receptór 0110); carril 2: IgE; carriles 3- 5: • 
IgG 1(2C5, 2C8 y 3E9, respec(ivamente); carriles 6 y 7: lgG2a (2C3 y 3G10, 
respectitiainente); carriles 8 Y 9: Ig(j211 (3115 y 41:8, respectivamente); carril 10: 
marcadores de peso inolecular A) ilación de azul de Cooinassie. 13) nación de plata. 
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Lo anterior indica que la explicación más viable es que la secreción observada con los 

anticuerpos IgG1 es debido a que, en ciertas circunstancias, puede llegar a darse una unión 

del Fe del isotipo lgG l con el Fall'. 

Los resultados anteriores sugieren que el entrecnizamiento de los receptores Fcy no induce 

secreción en las células RBL-2H3. Por lo tanto, se investigó si estos receptores pueden 

mediar fagocitosis de eritrocitos opsonizados. Dacron y col. (Mero!' y col., 1993; Diteron y 

col., 1994), han demostrado que células R13L-2H3 pueden fagocitar a través de receptores 

Fcy transfectados, indicando que a pesar de que los basófilos y las células cebadas eran 

consideradas como células no fagociticas, las células 12131,21-13 pueden llevar a cabo esta 

función. Por lo tanto, se decidió investigar si las células RI3L-2113 son capaces de lagocitar 

GRC opsonizados con anticuerpos anti-DNP murinos de la clase lgG. En los primeros 

ensayos la fagocitosis se evaluó microscópicamente, observándose que las células RBL-2113 

eran capaces de fagocitar GRC opsonizados, mientras que no fagocitaban los GRC no 

opsonizados. 

Para facilitar la evaluación de la fagocitosis, se utilizó un microensayo que permite 

cuantificar la fagocitosis por medio de lecturas de densidad óptica. Este ensayo se basa en la 

actividad de pseudoperoxidasa que tiene la hemoglobina (1-1b), que en presencia de peróxido 

de hidrógeno y diaminobenzidina genera un producto que puede medirse 

espedrofotométricamente. Con este microensayo que se realiza en una placa de cultivo de 

96 pozos, se puede determinar la fagocitosis en un número grande de muestras al mismo 

tiempo, de una manera rápida y efectiva. 

El método de cuantificación de eritrofagocitosis por colorimetría, fue validado contra la 

observación al microscopio. Se hicieron ensayos paralelos en los cuales se determinó la 

fagocitosis por microscopia, comparando los resultados con los obtenidos utilizando el 

microensayo de la diantinobenzidina. Se grajeó el número de eritrocitos fagocitados en un 

campo de 100 células contra los resultados obtenidos por espectrofotometría, obteniéndose 

un coeficiente de correlación entre ambos métodos de 0,92 (Figura 9). 
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Figura 9. Correlación entre los métodos colorimétrico y microscópico de cuantificación 
de fágocitosis. Se realizó un ensayo de fagocitosis en placa de 96 pozos, haciéndose la 
determinación por el método colorimétrico. Paralelamente, se realizó la fagocitosis en 
cubreohjetos, para ser ~huida por microscopia. Se contaron los eritrocitos fagocitados 
por 100 células y se graficaron contra los datos obtenidos por espectrofotometria. 

Para tener la certeza de que la fagocitosis observada era mediada por la interacción de los 

anticuerpos lgG con los receptores Fcy, era nécesario bloquear la unión de la IgG a los 

receptores de alta afinidad para IgE. Se realizó un ensayo en el cual se determinó la 

inhibición de la unión de 1231-IgE a los receptores FcelkI de las células RBL-2H3 por 

distintos anticuerpos. Los resultados de la Tabla III muestran que el anticuerpo anti-FccRI 

(1110) inhibe un 98 % la unión de la 125 l-IgE a los receptores de alta afinidad para IgE en las 

células cebadas, 
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Anticuerpo 

in !libido r 

Dirigido 

contra 

Isotipo 121'1-1111: 

unida (cp in ) 

16743 

B4 DNP IgE 1602 

1110 FccRI IgG 387 

2C5 DNP 1gG I 14927 

2C8 DNP IgG1 14979 

3E9 DNP IgG1 15929 

3G10 DNI' I gG2 a [  17123 

2C3 DNP IgG2a 16188 

3B5 " DNP IgG2b 17054 

4F8 DNI' lgG2b 16882 

Tabla III. Inhibición de la Unión de 1251-IgE al FM21 en células R13L-2113. Células 
RI3L-2H3 fueron incubadas por 2 In. a 4 `C con los anticuerpos murinos indicados; a una 
concentración de IX) 04  U. Se ¿ardió IgE marcada r•adiactivamente 38XI0' 9  hl), y se 
continúo la incuhaeión a 4 por 4 lir nuis. La cantidad de r''1-IgE unida se determinó 
como se explica en material y métodos• 

Aunque estos experimentos muestran que el anticuerpo 1110 podrían usarse para ocupar el 

FccR!, al ser el 1110 un anticuerpo IgG, existe la posibilidad de que se uniese por su región 

Fc a los receptores Fcy. Esto resultaría en que se inhibiera la unión de los GRC opsonizados 

con las diversas subclases de IgG. Para descartar esta posibilidad, se realizó un ensayo de 

formación 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 diversal IgGs 

murinas si previamente al ensayo se incuban o no las células cebadas con anticuerpo anti-

FccRI. 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-FccRI. 
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Estos mismos resultados se observan cuando se utilizan fragmentos Fab del anticuerpo anti-

FccRl (datos no mostrados). 

Figura 10. Efecto de la unión del anticuerpo itnii-FecRI a las células REL-2113 sobre la 
limitación de rosetas. Se incubaron células RBL-2113 con GRC opsonizadas con diferentes 

subclases de /g mininas. Luego de incubar a -l'e se lavó para retinr los eriírocitos no 
unidos a la células, La cuantificación se realizó por el método de DAB, Los anticuerpos 
utilizados son IgE, IgG (2C5, 2CS y 3E9,), IgG2a (2C3 y 3G In), e IgG2b (3E5 y 1F8). Se 
tomó coma contad eritracitos sensibilizados (no opsonizados). Las barras llenas o vacías 

indican células con o sin incubación previa con anticuerpo anti-Pc.,,RI (1-110), 
respectivamente. Experimento representativo hecho por triplicado. 1 de Student: *Indica 

diferencia significativa entre células con y sin tanicueipo anti- FcsRI (p<0.005). 

Una vez que se comprobó que las células RBL-2H3 eran capaces de unir anticuerpos 

murinos de diversas subclases, se realizaron los ensayos de fagocitosis, cuantificándola por 

el método colorimétrico de la DM3. Los resultados de este ensayo muestran que las células 

RBL-21-13 son capaces de fagocitar GRC opsonizados con anticuerpos murinos (Fig. 11). La 

observación de que el anticuerpo anti- FccRI no inhibe la fagocitosis de GRC opsonizados 

con lgG murina, demuestra que ésta se lleva a cabo a través de receptores Fcy y no por 

receptores FccRI. La fagocitosis mediada a través de los Fcy es de 2 a 3 veces más alta que 
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la fagocitosis mediada por el l'o:111, siendo la fagocitosis de GRC opsonizados con IgG2a la 

más eficiente. Por otro lado, la fagocitosis de GRC opsonizados con IgE se ve 

completamente inhibida cuando las células son previamente incubadas con anticuerpos anti-

FceR1 (1110), para bloquear el receptor de alta afinidad para IgE. Estos resultados indican 

que los GRC opsonizados con IgE son fagocitados a través de los receptores de alta afinidad 

para IgE, mientras que los GRC opsonizados con las diferentes subclases de 1gG son 

fagocitados a través de los receptores Fcy. 

IgE 	I gG I 	IgG2a 	IgG 2 b 	cont 

Figura 11. Efecto de la unión del anticuerpo anti-Fc¿ill a las células RBL-2113 sobre la 
fagocitosis.. Células R13L-2113 fueron incubadas o no ( barras llenas o vacias, 
respectivamente) con anticuerpo 	(1110) durante 1 ¡ir a -I C'. Las células se 
incubaron con GRC opsonkados con difames subclases de lb,  minina, a 37%7 por 3 hr 
para permitir la ingestión de los erfirocitos. Los eritrocitos no ingeridos se lisaron 
mediante un shock hipotónico. Luego de lavar para retirar la hemoglobina liberada se 
Usaron las células para hacer la cuantificación de la fagocitosis mediante el Método 
colorimétrico. Se usaron anticuerpos IgG, IgG1 (3E9), IgG2a (3G10) e IgG2h (3B5). 
Como control negativo se usaron criírocllos no opsonkados. ExperiMento representativo 
hecho por triplieado. í de Studeni: *Indica diferencio  significativa entre células con y sin 
anticuerpo anti-Fce111 (pr:0.02). 

Una vez que se demostró que las células 11131,2H3 son capaces de llevar a cabo fagocitosis 

a través de sus receptores para IgG, se procedió a estudiar si las vías bioquímicas que 

participaban en la fagocitosis mediada por FcyR eran similares a las que se inducen por la 
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agregación de Fcc121, comparando en este último receptor las funciones de finrocitosis y 

secreción. Los parámetros que se estudiaron fueron: 

- dependencia de la temperatura, 

- dependencia de iones de Cae' del medio externo y 

- participación de cinasas de tirosina. 

Los resultados muestran que: 

a) Tanto la secreción como la fagocitosis, sólo ocurren a 37°C (Vio. 12), a temperaturas 

abajo de la fisiológica no hay ni fagocitosis ni secreción. 

b) Mientras que la secreción de p-hexosaminidasa es dependiente de concentraciones 

extracelulares de iones de Cit.' 	la fagocitosis mediada por ambos receptores no es 

dependiente de la presencia de iones de (12' en el medio externo (Fig. 13). 

e) Tanto la secreción como la fagocitosis mediada a través del Foll, al igual que la 

fagocitosis mediada a través del Fcy requieren de la activación de cinasas de tirosina (Figura 

14), va que todas estas respuestas son inhibidas por herbimicina, un inhibidor de cinasas de 

tirosina. 

47 



%
 S
E

C
R

E
C

I O
N

 

60 

50 

40 

30 

20 -

10 - 

0 

D
E

N
S

ID
A

D
 O

P
T

IC
A

  

0.4 

0.2 

0.6 

O 

IgE 
	

1110 	espontáneo 

IgE 	IgG I 	IgG2a 	IgG2 b 	cont 

Figura 12, Efecto de la temperatura sobre la secreción 	y la fagocitasis (I3) por células RBL- 
2113, S'e incubaron células IWL-413 con Cine opsonizados con diversos íg marinos. a diferentes 
temperaturas. Luego de 1 lir delticubación se minó una allcuoui dd sobrenadante para cuantificar 
la cantidad de /i-hexosaminidasa liberado. Luego de transcurrido el tiempo de incubación para 
.fagocitosis ( 3 In), se cuantificó la anona por el método colorimétrico. Se usaron (.3?C no 
opsonizados como control negativo. 1 de Siudeni: el asterisco indica diferencias con respecto al 
espontáneo (*p<0.02; **p<0.005; ***p<0.001). 
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Figura 13. Efecto del Caz̀  sobre la secreción (A) y la A:mitosis (11) par Mulas MIL-
2113. Se incubaron células R131,2113 con GRC opsonizados con diversas 1g iluminas; a 
37 V en solución de ?Palle en presencia de Cae' (1.4 ml11) o en ausencia del mismo ión 
(EDTA 2 	La determinación de ,8-herosaminkkisa y la caantificación de la 
fagocitosis se realizaron como se indica en la figura 12. t de Simba: el asterisco indica 
siferencias entre las células tratadas en presencia o ausencia de Ca2* (*p<0.01; 
**p<0.005). 
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Figura 14. Efecto de la herbimicina sobre la secreción (4) y la fagocilosis (1l) por células 
RBL-2113. Las células RI3L-2113 se incubaron previamente o no en presencia de 
herbimicina (5 IN) durante 18 1n•. De.spués de esta incubación se realizaron los ensayos 
según la metodología descrita en la figura 12. 1 de Student: el asterisco indica las 
diferencias estre células tratadas' o no con herbfinicina (*p<0.05; **p•<0.005; 
***p< 0.001). 
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El receptor de alta afinidad para luE (FccRl) y los receptores para lgG (FcyR) pertenecen a 

la familia de receptores multicadena de reconocimiento inmune. En vista de las semejanzas 

que existen entre los receptores de alta afinidad para IgE y los receptores para lgG, 

consideramos de interés el determinar si estos receptores comparten vías bioquímicas de 

señalización en un modelo celular que expresa nativamente ambos tipos de receptores. 

La función más conocida de las células cebadas es la secreción de mediadores 

prointlamatorios, los cuales son secretados al medio extracelular en respuesta al 

entrecruzamiento del Ft:cit.]. Más recientemente se ha demostrado que la agregación del 

FccRl también induce la secreción de citocinas (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 IgG, son pocos los estudios de funciones mediadas a través de receptores 

Fcy en estas células. Por esta razón, uno de los primeros objetivos del presente trabajo fue 

determinar si la agregación de los FcyR en células RI3L-21.13 podría inducir una respuesta 

celular y en tal caso, estudiar las vías bioquímicas involucradas en la transducción de señales 

a través de éstos receptores. Como ligandoS de los receptores Fcy, se utilizaron anticuerpos 

monoclonales de diferentes subclases de IgG, desarrollados en ratón, específicos para el 

hapteno DNP. El primer objetivo del presente trabajo fue verificar que los anticuerpos 

murinos se unieran a los receptores Fcy 	de células de rata. Los ensayos de 

inmunofluorescencia indirecta y formación de rosetas con eritrocitos opsonizados con los 

diferentes anticuerpos demostraron que la IgE y las diferentes subclases de IgG marina 

pueden unirse a las células R13L-2H3 (Tablas I y 11). 

Entre los escasos reportes de activación inducida por lgG en células cebadas y basófilos, 

podemos mencionar los siguientes: a) agregados de IgG de rata inducen secreción de 

histamina a través de receptores diferentes al FccRl en células cebadas aisladas de la 
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cavidad peritoneal de ratas y en una variante de la línea celular R131,21-13 (McGivney y col., 

1981); b) la secreción inducida por anticuerpos monoclonal es de ratón del subtipo IgG1 e 

IgG2a en células cebadas de ratón (D.:teni y col., 1980; Daeron y col,, 1982); c) la 

secreción inducida por el entrecruzamiento de receptores para Fcy de ratón, transfectados 

en células RBL-21-13 (Albur y col. 1992). 

En nuestro trabajo, tratamos ele inducir la secreción de la enzima B-hexosaminidasa, 

estimulando los receptores para Fcy. Se utilizaron diversas metodologías para agregar los 

receptores, tales como de anticuerpos solubles entrecruzados con segundos anticuerpos, 

complejos inmunes, GRC opsonizados o anticuerpos adsorbidos en fases sólidas. Con 

ninguna de ellas logramos inducir secreción mediada por receptores para IgG. Las células 

RBL-2H3 expresan las isoformas FcyRIIB y FcyRIIIA (Bocek y col., 1995), y dada la 

similitud existente las 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 Fcy. 

Como ya se dijo, el entrecnizar el FcyR1113 junto con el receptor de antígeno de linfocitos B 

trae como consecuencia la abolición de las respuestas celulares (D'Ambrosio y col., 1995). 

Asimismo, en basófilos humanos que expresan nativamente FcyRIIA y FcyRIIB, la 

coagregación de éstos no induce la liberación de histamina, aunque se presenta 

polimerización de activa e incremento de Ca'' intracelular (Kawata. y col., 1996; Dáeron y 

col., 1995). De estos datos, podemos proponer que en nuestro modelo experimental no 

observamos secreción de mediadores porque pueden estarse formando agregados de ambos 

receptores (FcyRIIB y FcyRIIIA), y en caso de que pudiera darse una respuesta mediada a 

través del Fcy12111, ésta se vea inhibida por la coagregación del FcyRIIB. 

En vista de que no se logró inducir secreción en células RBL-2113 a través de los receptores 

Fcy, estudiamos si estos receptores podían mediar fagocitosis. Aunque las células cebadas 

eran consideradas como células no fagocíticas, Dieron y col. mostraron que la línea celular 

RBL-2H3 transfectada con receptores Fcy murinos, puede llevar a cabo la ingestión de 
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eritrocitos de carnero opsonizados con IgG de ratón (Dijeron y col., 1993; Botinero( y 

Dijeron, 1994; Dieron y col., 1994). Tomando en cuenta estos reportes, y habiendo probado 

que las células RBL-2113 unen eritrocitos de carnero opsonizados con las diferentes 

subclases de IgG murina, se realizó el ensayo de Ilulocitosis utilizando una mpdificación de 

la técnica empleada por Dieron. Los resultados obtenidos demostraron que las células R131, 

21-13 fagocitan glóbulos rojos de carnero opsonizados con IgG munna a través de receptores 

diferentes al Fall!, 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 la que realizan 

células que no tienen ocupado el FccRl (Figura I I). Por otro lado, también demostramos 

que hay fagocitosis a través del FccRl, y que la fagocitosis de GRC-luE baja a niveles 

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

Una vez que se demostró que las células R13L-21-13 pueden llevar a cabo fagocitosis mediada 

a través de receptores FcyR, se comenzaron a estudiar los requerimientos bioquímicos de 

dicha función. Se encontró que la fisocitosis de GRC-lgG y de GRC-IgE requiere de una 

temperatura fisiológica (37°) (Figura 12), así como de la activación de cinasas de tirosina 

(Figura 14); pero no de la presencia de iones de Caz' en el medio externo (Figura 13). 

Los resultados indican que el FccRl puede mediar secreción y fagocitosis en células RBL- 

2113, aunque existan diferencias en los 	requerimentos: la secreción de mediadores 

proinflamatorios requiere la presencia de iones de Caz" en el medio externo (Razia y col., 

1995) y la activación de cinasas de tirosina (Benhamou y col., 1993; .louvin y col., 1994; 

!Cutara y col., 1994), mientras que la fagocitosis mediada a través del FcER1 requiere de la 

activación de cinasas de tirosina, pero no necesita de la presencia de iones de Cal' en el 

medio externo. Con respecto a los receptores Fcy en células RI3L-2H3, nuestros resultados 

y los de otros investigadores indican que no se induce secreción a través de estos receptores, 

aunque sí hay fagocitosis (Dijeron y col.,1993; Dijeron y col.,1994; Dijeron y col.,1995). La 

fagocitosis mediada a través de receptores FcyR tiene los mismos requerimentos que la 

fagocitosis mediada por el FceRl. 
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El paradigma actualmente aceptado para explicar la traducción de señales a través de 

receptores con motivos ITAM, sugiere que la agregación de los mismos induce la 

fosforilación de las tirosinas de los motivos, por un mecanismo que aún se desconoce, Estas 

tirosinas fosforiladas sirven de puntos de anclaje para proteínas con dominios SH2 y 

actividad de cinasa (Syk o Sic), las cuales al unirse a los residuos de fbsfonrosina, se activan, 

fosforilando otros sustratos como PLCy, MAPK, etc. La diversidad de (Unciones electoras 

puede ser resultado de las cinasas que se unen a los ITAM fosforilados, y de los sustratos de 

las mismas. Esto seria regulado por: 

a) la expresión de cinasas y sustratos en un tipo celular determinado; 

b) la especificidad de unión de proteínas con dominios SH2 por diferentes 1TAMs 

(Johnson y col., 1995); 

e) se ha sugerido que el contexto en el que se encuentra la cadena que contiene el ITAM es 

importante en la señalización generada por la estimulación de los receptores multicadena de 

reconocimiento inmune (Paolini y col., 1995), 

En este trabajo, se utilizaron siempre células R131.. -2H3, por lo que la expresión de cinasas y 

sustratos loé constante. Por lo tanto, las diferencias observadas en cuanto a la capacidad del 

Fcc121 y el FeyR para inducir o no secreción, podrían deberse a que la cadena y, presente en 

el FcyRIll y el FccR1, interaccione con distintas moléculas con dominios SH2. Aunque a 

primera vista esto no parezca lógico, ya que es la misma cadena, estudios realizados por 

Paolini y col. han mostrado que el contexto en el cual se encuentra la cadena que contiene el 

ITAM, puede determinar la transducción de señales. En este contexto, conviene recordar 

que en el Fulti, aparte de los ITAM de la cadena y, contiene otro en la cadena 13. Dado que, 

en nuestro trabajo mostramos que tanto FeyR como FccR1 pueden mediar faeocitosis, pero 

sólo el segundo puede mediar secreción, podríamos sugerir que para esta última función es 

importante la presencia de la subunidad13. 

En estudios recientes, se ha examinado la capacidad de receptores quiméricos con la porción 

extracelular del receptor para 11,2, con la región intracelular de la cadena y ó de 0, para 

inducir secreción. Estos estudios mostraron que los receptores quiméricos conteniendo la 
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parte choplasmatica de (3, no inducían secreción, ni fosforilación de proteinas en residuos de 

tirosina. Los receptores con la porción intracelular de y, sí eran capaces de inducir secreción, 

aunque a niveles más bajos que los observados con el FccRl nativo (Wilson y col., 1995). Es 

posible entonces, que la incapacidad de obtener secreción con los Fc.yR en nuestro sistema 

experimental se-  deba a por lo menos dos factores: i) la coagregación de los receptores 

FcyR.I1B y FcyRIIIA (ver arriba) y/o ii) otras características estructurales del receptor al cual 

se asocian las cadenas y, sean importantes para esta fimción (por ejemplo, la presencia de (l 

en el mismo complejo). 

Nuestros resultados demostraron que tanto el FccRl como los receptores l'cyR de células 

RBL-2F13, son capaces de mediar fagocitosis. Diversos autores han demostrado que para la 

fagocitosis mediada a través de receptores para Fcy, es necesaria la presencia (le la cadena y, 

tanto para el FcyRI, como para el FcyRIIIA, ó de la secuencia consenso denominada ITAM 

en el EcyRIIA (Odia y col., 1991; Park y col,, 1992; Indik y col., 1994; Indik y col., 1995a; 

Indik y col., 1995b; Davis y col., 1995), La importancia del ITAM en la fagocitosis, es 

apoyada por la observación de que el Ecy111113 (que no contine ITAM) no es capaz de 

inducir fagocitosis. Otros estudios han demostrado la importancia de Syk para la fagocitosis 

mediada por el FcyRl ó el FcyRIIIA (Indik y col., 1995a; Indik y col., 1995b). En base a 

esto, podríamos sugerir que la vía de transducción de señales que utilizan el FccRl y el 

FcyRIIIA para realizar la fagocitosis es mediada a través de la cadena y y de su cinasa 

asociada„Sjk. En acuerdo con la aseveración anterior tenemos la observación de Benhamou 

y col.(1992), de que la fosforilación en tirosina de Srk es independiente de la entrada de 

iones de Cae' del exterior, pues como recordaremos, la fagocitosis mediada por el FccRI y el 

FcyRIIIA en células RBL-2H3 no depende del Ca`' presente en el exterior. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sigieren que las vías bioquímicas utilizadas 

para las respuestas de secreción y fagocitosis mediadas por un mismo receptor (FccRI), no 

son idénticas. La razón de esta diferencia se desconoce, pues el estimulo es el mismo (GRC-

IgE). Adamczewski y col. (1992) detectaron que al menos dos vías de fosforilación distintas 
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están involucradas en la activación de las células cebadas: una que permite la fosan:ilación de 

las subunidades del receptor y de la niayoria de los sustratos celulares y que no es inhibida 

por óxido de fenilarsina (PAO), y la otra, que puede ser completamente independiente o que 

diverge de la primera, permitiendo la fosfórilación de la PLC-yl, siendo esta vía la requerida 

por todos los eventos de activación comunmente medidos (incremento de Ca14 , recambio de 

PI), incluyendo la degranulación. Hampe y col. (1994), observaron que dos fosfatasas 

participan en la señalización del FccRl, pues vieron que el incremento en la actividad de 

fosfatasa era inhibida mayormente por iones de vanadato, mientras que no era afectada por 

PAO. Estos patrones de inhibición sugieren que el incremento de la actividad de fosfatasa 

podría deberse a una de las enzimas descritas por Adamczewski y col., la cual es insensible 

al PAO y sensible a los iones de vanadato. 

En otro contexto, se ha demostrado para el receptor de antigeno de linfocitos 13 que las 

cadenas involucradas en la señalización ( 	e 10) se acoplan a distintos efectores 

citoplastuaticos (Clark y col., 1992; Kim y col., 1993; Sanchez y col., 1993), sugiriendo que 

existen 2 diferentes vías de activación que son inducidas en paralelo por la agregación de 

dicho receptor. En el Fcekl se han detectado distintas cinasas de tirosina asociadas a las 

cadenas involucradas en la transducción de señales: ,S'yk con la cadena y y 107 con la cadena 

p (Jouvin y col,, 1994; Kihara y col., 1994). Teniendo en cuenta los datos anteriores, 

podemos sugerir que las dos vías de transducción de señales detectadas en el FccRI difieren 

en la necesidad de activación de Lyn. En otros modelos celulares, se ha observado que la 

cinasa Syk es suficiente para mediar fagocitosis, y la activación de Syk se puede dar por la 

agregación de receptores con cadenas y (FcyRl yto EcyR111). Para que se induzca secreción 

es necesaria la activación de /o, que probablemente actúe sobre otros sustratos además de 

y. La identidad de éstos se desconoce. Sin embargo, Rivera y col. (1995), demostraron que 

la agregación de receptores quiméricos que contienen en su porción citoplasmática la 

secuencia de la cinasa Syk, es suficiente para inducir la fosforilación en tirosina y la 

liberación de mediadores alérgicos de las células 1213E-2113. Esto último, sin embargo, no 

descarta la posibilidad de que en los receptores nativos, la participación de /o es requerida 

para la activación de Syk. 
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Se ha visto que uno de los primeros eventos que ocurren luego del entrecruzamiento del 

FceRl es la fosforilación de proteínas en residuos de tirosina, evento común en la 

transducción de señales a través de distintos receptores de membrana (Connelly y col., 1991; 

Benhamou y col., 1992; Heldin, 1995). En el modelo de macrófagos murinos se ha 

observado la fosforilación en tirosina de la cadena y del FcyR1 y FcyR111, así como de una 

serie de proteínas entre las cuales se encuentra la paxilina (proteina que se asocia al 

citoesqueleto), y la activación de la cinasa Syk. Estos eventos integran la cascada de señales 

que unen los receptores Fcy con el citoesqueleto (Greenberg y col., 1994). Tomando en 

cuenta lo anterior, podemos sugerir que la cadena y sea la responsable de la transducción de 

señales para poder realizar la fagocitosis en el modelo experimental objeto del presente 

trabajo. 

Existen diferencias en cuanto al papel que tiene el incremento de Ca2.  intracelular en la N'in 

de señalización de la fagocitosis, pues se ha visto que el requerimiento de Ca2" depende del 

tipo celular, de la isoforma del receptor, etc. En macrof'agos murinos de la linea J774 se ha 

observado que es necesaria una concentración óptima de Ca2' en el citosol (niveles 

micromolares) para que se pueda llevar a cabo la fagocitosis mediada por receptores para 

Fcy ( Young y col., 1984). En neutrófilos humanos se ha observado que el 55 % de la 

fagocitosis mediada por receptores para Fcy es dependiente de la entrada de iones de Ca2+  

del medio externo, y que la thsforilación de proteínas en residuos de tirosina es necesaria 

para que lleve a cabo el incremento de iones de Ca2' en el citosol y pueda realizarse la 

fagocitosis. Sin embargo, el 45 % de la faeocitosis restante no es dependiente de iones de 

Ca2' en el citosol (Kobayashi y col., 1995). Estos resultados concuerdan con lo observado 

por Rosales y Brown (1991), en el mismo modelo celular. Ellos concluyen que hay dos 

mecanismos involucrados en la faeocitosis mediada por receptores para IgG en neutrófilos 

activados. Uno, estimulado por un factor quimiotactico (FMLP), es dependiente del 

incremento de iones de Ca2' en el citosol, y es mediado por el FcyR11. Mientras que el otro, 

activado por esteres de forbol y el t'actor activante de plaquetas (PAF) puede mediar altos 

niveles de fagocitosis a muy bajas concentraciones de iones de Ca2' intracelular. Asimismo, 
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inaerólagos peritonealcs mininos ( McNeil y col., 1986) y macrófagos de la línea celular 

J774 (Di Virgilio y col, 1988) son capaces de llevar a cabo la fagocitosis de eritrocitos 

opsonizados con IgG, a bajas concentraciones o en ausencia de iones de Ca', Por lo tanto, 

es posible proponer que cn nuestro modelo, no se requiere Ca'' para la fagocitosis, y que 

ésta puede ser mediada a través del FcyltilLA. 

De los resultados obtenidos en el presente trabajo y tomando en cuenta los datos 

bibliográficos reportados, se propone el siguiente modelo de activación de células RBL-2H3 

a través de receptores para Fe (Fig. 15): 

El entrecruzamiento del Fccill da como resultado la fosforilación en residuos de tirosina de 

las cadenas 13 y y del receptor, asó como la fosforilación y activación de las cinasas de 

tirosina Lt"s y ,S' k, y de la PLCy-1. Esto último va a generar un incremento de iones de Ca" 

en el citosol, debido a la generación de 11'3  y la activación de la PKC, liberando Ca'' de las 

pozas internas y permitiendo la entrada de Ca" del exterior. Todas estas señales son 

necesarias para la secreción de mediadores proinflamatovios, contenidos en los gránulos de 

secreción. Asimismo, se generan señales que van a activar la PLA2, lo cual trae corno 

consecuencia la síntesis de nano de derivados del ácido araquidónico, tales como 

leucotrienos y prostaglandinas. Por otro lado, la vía para la fagocitosis diverge antes de la 

necesidad de Ca'., pero después de la fosforilación en tirosina. 

La agregación de los FeyRs por eritrocitos opsonizados con IgG, trae como consecuencia la 

activación de cinasas de tirosina, lo cual se deduce de la observación de que la fagocitosis se 

ve inhibida por el uso de berbimicina. Al igual que la fagocitosis mediada por los receptores 

para IgE, la fagocitosis mediada por los FcyRs no necesita de la entrada de iones de Cae` del 

exterior, 	Pero, a diferencia de lo ocurrido con los FccRl, el entrecruzamiento de los 

receptores para IgG tic 'nduce secreción de mediadores proinflamatorios. 
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Figura 15. Vías de activada de receptores Fe en células cebadas RI3L-211.?. Esquema 
basado en los (lotos obtenidos en el presente trabajo y en reportes bibliográficos. A) 
Feekl: Receptor de alta afinidad para IgE. 13) Fefl?: Receptor para IgG. Los recuadros 
muestran lo que se sabe acerca de las vías bloquimicas que dan lugar a la secreción de 
mediadores proinflannorios, así como /0 que se eono..e hasta el momento acerca de las 
rías involucradas en la .fagoeitosis. Ami-FccRI: 1110; PTICs: Cinasas de tirosina; GRC-
IgE: Eritrocitos de carnero opsonizados con IgE; GRC-IgG: Eritrocitos de carnero 
opsonizados con IgG; Ca;  : entrada de calcio extracelular; Ljit y ,SYk: Cinasas de la 
faurilia Src; PLCy: Fosfolipasa Cy; DAG: diacilgliceral; 	 trifosfato; 
PKC: Proteína cisma C.; PLA:: Foyalipasa A:: MAPA': Proteína enlosa activada por 
mitógeno; fas: factor de transcripción; AIEKI: Citara actimlom de MAPK; raf: citara 
de serinOreonina; Val,: factor activador de ras. Las líneas punteadas representan pasos 
de la cascada de settaliweión que no están plenamente comprobados en este modelo 
celular. 

Para una comprensión más detallada de nuestros resultados es necesario caracterizar: a) las 

cinasas de tirosina activadas por FccIll y por Ecyltill, b) las proteinas que son rosforiladas 
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al activar cada uno de estos receptores a través de diti2rentes estímulos y e) determinar 

cuáles son las Musas asociadas a cada tipo de receptor, tanto antes como después de su 

agregación. Esto nos permitirá comprender un poco más acerca de las vías de señalización 

involucradas en cada una de las funciones celulares inducidas por la agregación de 

receptores para Fc en células cebadas. 

Como ya se dijo anteriormente, las células cebadas se habían considerado como células no 

fagociticas, y el hecho que se haya demostrado que si pueden llevar a cabo esta función, 

puede implicar que en el proceso de diferenciación las células cebadas y los basotilos fueron 

perdiendo esa capacidad. Sin embargo, las células cebadas en ciertas condiciones son 

capaces de 1agocitar, aunque en mucho menor grado que las células consideradas Iligochicas 

(monocitos, macrófagos, eosinóftlos, neutrótilos). Todos estos tipos celulares se derivan de 

un progenitor común, unidad formadora de colonias- granulocito macrógafo (CFU-GM) 

(Gurish y col,, 1995), como puede observarse en la 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 disminución de la capacidad fagocitica de las células 

cebadas puede deberse a los cambios ocurridos en la diferenciación y a la especialización de 

cada tipo celular. 

CFL1-GM 

Monoblasto 	 Mieloblasto 

Promonocito 	 Promielocito 

I 	 "Ir 	l 	"N... 

Monocito 	Mielocito 	Mielo cito 	Mielocito 

	

basofilico 	eosinofdico 	neutrofdico 
I 	 7 \ 	I 	 1 

Macrófago 	Célula 	Basado Eosinoillo 	Ne utro filo 

Cebada 

Fig. 16. Diferenciación de las células can capacidad fagocitica Esquema de la 

diferenciación de lar células lagociticas a partir de la unidad formadora de colonias.  - 

granulocito-macrólago (C141-(t11). 
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APENDICE 1 

REACTIVOS 

GII3CO: 

MEM 
FCS 

PIERCE: 

Gelcode: 

SIGMA: 

5-bromo-4-doro-3-indolil fosfato (Sigma Fast BCIP/N13T Insoluble Alkaline Phosphatase 
Substrate) 
Estreptomicina 
p-Nitrofenil-N-acetil-B-D- Glucosaminida 
Penicilina G 
Tritón X-100 

ZYMED: 

AP- Rabbitt a- Mouse IgG 	- L) 
Ami- Phospbotirosine Monoclonal Antibodie (Developed in mouse) PY20 
FITC-Goat-a-Mouse IgG (H+1.) 
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APENDICE II 

AfORTIGUADORES, AIEDIOS SOLUCIONES 

Solución de trabajo Tyrode 

NaC1 	 130 41 
KCI 	 5 mM 
KC12 	 1.4 inN1 
MgCl2 	 1 in1v1 
Glucosa 	 5.6 mM 
Hepes 	 10 mM 
BSA 	 0.1 % 
p1-17.4-7.6 

Glicina 0,2 M 

Glicina 
	

3.0028 	g 
Agua bidestilada, c.s. 	200 ml 
p11 10.7 

Tritón 1 % 

Tritón X-100 	1 ml 
Agua bidestilada, c.s. 100 ml 

Tritón 0,5 % 

Tritón al 1% 	 50 	% 
Solución de trabajo Tyrode 50 51 

Cocktail p-hexosaminidasa 

Na2}1PO4 	2.507 g 
Agua bidestilada 	35 ml 
Ajustar pH a 4.5 con ácido cítrico 0.4 M 	35 ml) 
A 30 ml de la solución anterior, añadir 451111 de agua bidestilada. 
Disolver 100 mg de p-nitrofehil-N-aectil -p-D- glucosaminida. 
Almacenar en alicuotas a -20°C. 
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Acido cítrico 0,4 M 

Ae. cítrico 	8.4058 o 
Agua bidestilada, e.s. 100 ml 

Amortiguador de boratos 

Ac. bórico 	12.3688 g 
NaCl 	 8.775 g 
Agua bidestilada, c.s. 	1 It 
pll 8.5 

Na112PO4.1120 	0.36 g 
Na211PO4 	 1.1 g 
NaCI 	 S.75 g 
Agua bidestilada, c.s. 	1 It 
p117.2- 7.4 

Tris- 110 0.125 M 

Trizma base 	 3,784 g 
Agua bidestilada, c.s. 250 ml 
gil 9.5 

11SA % 

BSA 
	

1% 
Disolver en PDS 

Amortiguador de dietanolamina al 10 (1/0 

Dietanolamina 	 100 ml 
02Mg.61120 	 102 mg 
NaN3 	 0.4 g 
Agua bidestilada, e.s. 	1 It 
Ajustar pi•I a 9.8 con 11C1 concentrado. Cúbrir de la luz. 
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Sustrato de fosfatasa alcalina 

p-nitrofenil fosfato disódico 	10 mg 

Amortiguador de dietanolainina 10 ml 

BGV132+  

Gelatina 	 0.25 g 

Barbital 	 0.46 g 

NaCI 	 4,3 g 

Dextrosa 	 12.5 g 

CaCl2 IM 	 0.5 ml 

MgCI 2 IM 	 0.75 ml 

Agua bidestilada, c.s. 	500 ml 

pli 7.5 

Esterilizar por filtración con membrana GS 0.22 iM (Millipore) 

Medio MEM 

MEM 	 1 sobre/1 It 

NaHCO3 	 2,2 g 

Agua desionizada, aforar a I It 

Esterilizar por filtración con membrana GS 0.22 pM (Millipore) 

111E151 suplementado 

Medio MEM 

Suero fetal bovino 

Antibióticos 100 X 

Glutamina 100 X 

Antibióticos 100 X (100000 u/nal de penicilina G y 1 nighttl de estreptomicina) 

Penicilina G 	 598,8 mg 

Estreptomicina 	 100 mg 

PBS, c.s. 	 100 ml 

Esterilizar por filtración con membrana GS 0.22 01 (Millipore) 

77 



Glutamina 100 X (0.2 M) 

Glutamina 	 2.922 mg 

PBS caliente, c.s. 	100 ml 

Esterilizar por filtración con membrana GS 0.22 itN1 (Nlillipore) 

NaOH 2 N 

Na01-1 	 80 g 

Agua bidestilada, c.s. 	1 It 

Cloramina 'I' 

Cloramina T 

Agua bidestilada 

Bisulfito de sodio 

Bisulfito de sodio 

Agua bidestilada 

3 mg 

1 ml 

3 mg 

1 ml 

Acido tricloroacético al 10 % 

Acido tricloroacético 	10 g 

Agua bidestilada, c.s. 	100 ml 

Buffer de muestra reductor 

Trizma base 	 1.52 g 

Glicerol 	 20 ml 

SUS 	 2g 

a-mercaptoetanol 	 2 ml 

Azul de bromofenol 	1 mg 

Agua bidestilada, c.s.p. 	100 ml 

Ajustar pll a 6.8 con HCI 
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P13S - TNITC11 0,1 % 

Tween 20 
	

I ml 

PI3S 
	

1 It 

Acrilamida - 13is 

Acrilamida 	 30 g 

Bis Acrilamida 	 0.8 g 
Agua bidestilada, c.s. 	100 ml 

Amortiguador gel separador 

Trizma base 
	

1.5 M 
SDS 
	

0.4 % 
Ajustar pH a 8.8 con HCI 

Amortiguador gel concentrador 
Trizma base 	 0.5 	M 
SUS 	 0.04 	% 
Ajustar pH a 6.8 con HCI 

Amortiguador de corrida 

Glicina 	 14.48 	g 
Trizma base 	 3 g 
SDS 	 1 g 
Agua bidestilada, c.s. 	1 It 
No ajustar pH 

Azul Coomassie 

Agua bidestilada 	50 % 
Metano! 	 40 % 
Acido acético 	 10 % 
Azul de Coomassie 	0.1 % 
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Solución desteñidora 

Etanol 	 30% 
Acido acético 	 7% 
Agua bidestilada 	13 % 

Amortiguador de transferencia 

Trizma base 	 3 

Glicina 	 14.48 g 

Metanol 	 200 ml 

Agua bidestilada, c.s,p. 	1 lt 

No ajustar pi-1 
Debe estar frio 

Solución para fijar geles 

Etanol 	 50% 

Acido acético 	 5% 

Agua bidestilada 	45 % 

PBS - BSA 3 % (Solución de bloqueo para blof anti-PY) 

BSA 
	

3 % 

Disolver en PBS 

PI3S-BSA 0.1 % (Solución de bloqueo para FACS) 

BSA 
	

0.1 % 
Disolver en PBS 

PBS-BSA- Azida (Solución 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 paraformaldebido (PFA). 
Adicionar 25 ml de agua bidestilada. 
Calentar suavemente. Agitar con una mosca. 
Añadir 1 ó 2 gotas de Na01-1 1 M, para que la solución quede transparente. 
Agregar 22.5 ml de agua y 2.5 ml de PBS 20 X. 
Ajustar pH a 7.4. Guardar en refrigeración. 

PI3S 20 X 

Nal-UO.44-120 	7.2 g 
Na21-11)04 anhidro 	22 g 
NaCI 	 175 g 
Agua bidestilada, c.s. 	1 lt 
Ajustar el pH a 7.5 con lentejas de NaOH 
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