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ABREVIA TURAS. 

ªª 
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GM-CSF 

HRF 

HRMC 

iC3b 

lgE 

lgG 

IL 

INF 

KDa 
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receptor 3 de complemento 

receptor para lgE 

receptor de alta afinidad para lgE 

fimbria H 

factor estimulador de colonias para 

granulocitos y macrófagos 

factor liberador de histamina 

hibridoma celular que expresa un fenotipo 

de células cebadas de mucosa 

inhibidor del fragmento 3b de 

complemento 

inmunoglobulina E 

inmunoglobulina G 

inter1eucina. 

interferon 

kifodafton 

factor inhibidor de leucemia 

linfotoxina 

cinasas de proteínas de activación 

mitogénica 

proteína inflamatoria de macrófagos 

factor nuclear kappa B 

receptor del factor de crecimiento nervioso 

pares de bases 

ligando activador del receptor de NFkB 

activación y regulación de células T 

secretadas y expresadas 
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RNA 

RNAm 

RT-PCR 

SCF 

TCA 

TNF 

TNFRl 

TNFR2 

TRAIL 

W/WV 

WBB6F1-W/WV 

ácido ribonucleico 

RNA mensajero 

retrotranscripción-reacción en cadena de la 

polimerasa 

factor estimulador de colonias 

gene de estimulación de células T 

factor de necrosis tumoral 

receptor 1 para el factor de necrosis tumoral 

receptor 2 para el factor de necrosis tumoral 

ligando relacionado al TNF 

mutación en el receptor para el factor 

estimulador de colonias 

ratones con defecto en la proteína e-kit, el 

receptor para el factor estimulador de 

colonias 
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RESUMEN. 

Las células cebadas están ampliamente distribuidas en las mucosas 

y en el tejido conectivo, y participan activamente en la respuesta 

inmune una vez que son activadas, secretando una gran variedad 

de mediadores de la inflamación. Estas células pueden ser 

activadas vía receptores. 

El objetivo de este trabajo por lo tanto, es la descripción de la 

secuencia del RNA mensajero del receptor 1 para el TNF alfa (TNFR l) 

en las células cebadas HRMC, línea celular con fenotipo de células 

cebadas de mucosa. A estas células se les extrajo el RNA y 

posteriormente se realizó una reacción de retrotranscripción en 

cadena de la polimerasa (RT-PCR) utilizando los siguientes 

iniciadores 5' -ACCAAGTGCCACAAAGGAACC-3' y 5 ' -

TACACACGGTGTICTGTITCTCC-3', los cuales codifican para el 

dominio extracelular de TNFR l , posteriormente se realizó la 

secuenciación del cDNA amplificado. El análisis de la secuenciacíón 

mostró un l 003 de homología entre las células cebadas de la línea 

HRMC, con lo reportado en la línea C6 de células de glioma de rata. 

Por lo que se concluye que las células cebadas HRMC, presentan el 

RNA mensajero para el receptor del TNFR l . 
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INTRODUCCIÓN. 

Las células cebadas son consideradas como células efectoras 

primordiales en enfermedades alérgicas por su gran capacidad 

para responder rápidamente a la provocación mediante un 

estímulo y su habilidad para liberarse en grandes cantidades de 

mediadores pro inflamatorios preformados y recién generados (1) 

La generación de citocinas por las células cebadas es crucial en la 

iniciación de una respuesta alérgica. Una de las · citocinas 

principalmente liberada ·es el TNF alfa, la cual es una potente 

citocina que tiene un papel protector en la peritonitis séptica. que 

activa el transporte de neutrófilos y macrófagos hacia el sitio de 

infección bacteriana (2, 3) En las células cebadas el TNF alfa se 

encuentra almacenado . en gránulos citoplasmáticos el cual es 

liberado, junto con la histamina y otros mediadores preformados a 

unos minutos de suceder una estimulación antigénica (4) Las células 

cebadas pueden liberar TNF alfa inmediatamente después de una 

estimulación. La liberación de TNF alfa se puede inducir por diversos 

estímulos, como en el caso especifico de exposición a la toxina A de 

Clostridium difficile, (5) Después de una larga exposición a la toxina 

se afecta la liberación de mediadores y también la supervivencia 

de la célula. Estos resultados sugieren que las células cebadas 

pueden participar en la respuesta inmune inicial frente a la toxina A 

de Clostridíum dífficíle. 

El TNF alfa tiene un importante papel en la inmunorregulación de 

procesos vitales de la célula por lo tanto su participación en la 

inducción de muerte celular por apoptosis en estas células es 

importante, además de que también es necesario dilucidar los 

mecanismos mediante los cuales, ocurre este fenómeno. 
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El mecanismo por el cual actúa el TNF alfa es mediante su enlace a 

sus receptores (6), TNFRl (55/60kDa) y TNFR2 (75/80). El cDNA de 

TNFR l ha sido secuenciado y caracterizado en humanos, roedores, 

bovinos y felinos (7, 8, 9) sin embargo aunque se presume de su 

existencia, aún no ha sido caracterizado en las células cebadas. La 

relevancia de poder identificar el receptor TNFR l en las células 

cebadas es que quedaña establecido, que esta célula posee 

receptores para el TNF, además de que la unión a su receptor 

puede participar en la señalización celular en procesos como 

sobrevivencia y apoptosis. 

MARCO TEÓRICO. 

ANTECEDENTES. 

En la membrana de los epitelios de los tractos gastrointestinal, 

respiratorio y genitourinario existen mecanismos de respuesta 

inmune a la invasión contra microorganismos patógenos. Estos 

mecanismos forman parte tanto de la respuesta inmune innata 

como de la respuesta inmune adquirida. Ambas presentan diversos 

componentes que les permiten realizar una amplia gama de 

funciones, destacándose de forma importante el componente 

celular. Entre las células que se consideran parte de la fase 

efectora de la respuesta inmune tenemos principalmente linfocitos, 

los macrófagos y las células cebadas. 
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CÉLULAS CEBADAS. 

Las células cebadas son células efectoras de la respuesta inmune 

que han sido predominantemente asociadas a fenómenos de 

hipersensibilidad inmediata y alergia. Las células cebadas son 

células granulares con numerosas vacuolas y gránulos en donde se 

almacenan diversas moléculas mediadoras preformadas, y 

muestran núcleos grandes basofílicos. La membrana de las células 

cebadas está repleta de receptores que incluyen a moléculas de 

reconocimiento y enlace con las bacterias o toxinas. Debido a su 

amplia distribución en el organismo se considera que estas células 

participan activamente en la respuesta inflamatoria (10) Aunque la 

participación de las células cebadas en la patogénesis de las 

infecciones bacterianas no ha sido muy estudiada, la producción 

de mediadores de la inflamación sugiere que estas células pueden 

tener un papel preponderante en la respuesta inflamatoria frente a 

agentes infecciosos (11, 12) Se ha reportado por ejemplo, que las 

células cebadas pueden unirse específicamente a las FimH de 

Escherichio coli y otras enterobacterias (13), fagocitarlas y destruirlas 

en sus vacuolas acidificadas a través de la liberación de aniones 

superóxido. Así mismo en experimentos con ratones WBB6Fl-W/Wv 

{W/Wv) infectados con Klebsiella pneumoniae, Malaviya y cols (13), 

observaron que la liberación de TNF alfa por las células cebadas 

modula el flujo de neutrófilos para la supresión de la bacteria, 

eliminando la infección con base en una respuesta inmune innata, 

independiente de anticuerpos específicos. Las células cebadas 

pueden ser localizadas en superficies epiteliales y mucosas de tracto 

genitourinario, gastrointestinal y respiratorio. Las concentraciones 

estimadas de las células cebadas oscilan entre 500 a 4000 por mm3 

en intestinos, 7000 a 12000 en piel y 20000 por mmJ en tracto 

gastrointestinal (14) Debido a que los anteriores son portales para 
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infecciones, la célula cebada puede ser una de las primeras células 

en actuar contra la invasión bacteriana o parasitaria y producir un 

proceso inflamatorio. Así mismo las células cebadas presentan dos 

mecanismos de reconocimiento microbiano: opsonización 

dependiente y opsonización independiente (14) Se requiere de 

componentes del suero u otros componentes solubles del huésped 

que funcione como moléculas de enlace las cuales unen 

simultáneamente a las células cebadas a la bacteria. La mejor 

forma por la cual se produce la opzonización es mediante la lgE, la 

cual media el enlace de la célula cebada a parásitos como los 

helmintos. El helminto evoca una respuesta inmune de tipo humoral 

específica en el huésped la cual involucra la secreción de un gran 

número de anticuerpos lgE (15) Estos anticuerpos pueden unirse a la 

superficie de las células cebadas porque tienen receptores para 

lgEs (FcER) presentes sobre las membranas de las células cebadas. 

Existen moléculas de lgE que son específicas para los helmintos, los 

cuales promueven el enlace de la célula cebada al parásito (16) las 

células cebadas también poseen receptores para otras opsoninas 

incluyendo el FcyR, el receptor para lgG, CR3 y el receptor para la 

iC3b del complemento (17) En las interacciones opsoninas 

independientes, los receptores específicos sobre la superficie de las 

células cebadas y los ligandos complementarios sobre la superficie 

celular de la bacteria son los involucrados. Esta interacción ocurre 

mediante el acoplamiento del receptor de manosa sobre la 

superficie de la célula cebada a organelos filamentosos de 

adhesión de bacterias como E. coli y otras enterobacterias con 

fimbrias de tipo 1 (18) 

l l 



1 

• ., ·!: 

Figuro 1 Figuro 2 

Figuro 1. Células cebadas de tejido conectivo observadas por 

microscopía de luz ( 1 OOx). Caracterizadas por presentar citoplasma 

con gránulos basófilos que se tiñen metacromáticamente con azul 

de toluidina. Su núcleo es esférico y está situado en el centro de la 

célula. f"1gura 2. Ultraestructura de la célula cebada mostrando gran 

cantidad de gránulos. 

ONTOGENIA. 

Las células cebadas se derivan de células madres 

hematopoyéticas (2) Surgen de sus progenitores y después de 

completar su maduración, adquieren una diversidad fenotípica, 

para movilizarse a diferentes tejidos periféricos. En el caso de las 

células cebadas humanas, al parecer se originan a partir de células 

progenitoras CD34+. Es importante notar que la maduración de las 

células cebadas en tejidos periféricos está básicamente 
1 

influenciada por factores microambientales (19, 20, 21, 22) Las 

células progenitoras de células cebadas se localizan en médula 
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ósea y tejidos periféricos. como sangre, mucosa intestinal. nódulos 

linfáticos y cavidad peritoneal y de ahí migran al tejido blanco. Los 

marcadores celulares para los progenitores jóvenes se han descrito 

como Thy-110 y e-kit hi (23) En el humano, las células cebadas 

progenitoras que encontramos en circulación se han definido como 

e-kit+, CD34+, ty-, CD14- y cd17- (24) Su presencia en estos tejidos 

depende de la acción de la tirosin-cinasa de superficie celular, e-kit. 

y del factor estimulador de colonias (SCF) (2) Las células cebadas 

se diferencian de los basófilos en que las células cebadas se 

localizan en tejido conectivo o en mucosas y los basófilos en sangre 

y vasos linfáticos. Se han caracterizado dos diferentes fenotipos de 

células cebadas dependiendo de su localización. contenido de 

proteasas y reactividad (25) Por su localización se les ha 

denominado: células cebadas de mucosas (CCM) y células 

cebadas de tejido conectivo (CCc) presentando diferencias entre 

ellas. 

ACTIVACION DE CÉLULAS CEBADAS. 

La activación de las células cebadas se lleva a cabo mediante 2 

tipos de mecanismos: a) por activación antigénica dependiente de 

lgE, en donde los receptores de alta afinidad para lgE (FceRI) en las 

células cebadas tienen un papel muy importante y b) por 

mecanismos independientes de lgE los cuales activan vías 

peptidérgicas y se presentan más en células cebadas de "serosas", 

como peritoneo y piel (26) 

La activación de las células cebadas puede ser mediante los 

siguientes mecanismos: 
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1 . Dependiente de lgE 

La alta o baja afinidad de los receptores para lgE se presenta en 

las células cebadas, ocurriendo cuando existe un 

entrecruzamiento con el antígeno lo que produce la activación 

de la célula cebada por las lgE, dependiendo de la naturaleza 

de la célula cebada (27) 

2. Independiente de lgE 

En las interacciones independientes de lgE se presenta por la 

unión de los ligandos a su receptor. La activación de las células 

cebadas puede darse por la presencia de antígenos de forma 

directa como toxinas o neuropéptidos. 

MEDIADORES DE CÉLULAS CEBADAS. 

Como se ha mencionado las células cebadas contienen numerosos 

gránulos en su citoplasma en donde se almacenan enzimas 

características de estas células y mediadores preformados. Los 

mediadores de células cebadas juegan un papel importante en las 

reacciones alérgicas e inflamatorias no sólo por su acción directa 

sobre músculo liso, epitelios y endotelio, sino debido a que pueden 

activar y reclutar a otras células efectoras del sistema inmune, así 

como amplificar y regular la respuesta inflamatoria. Los mediadores 

de las células cebadas pueden dividirse en tres categorías: 

mediadores preformados, mediadores sintetizados de novo y 

citocinas (2) 

Los mediadores producidos por la célula cebada se dividen en dos 

clases: a) mediadores preformados y que generalmente son 

liberados de forma inmediata a la estimulación, entre los cuales se 
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encuentran: la histamina, la heparina y proteasas de serina, y b) 

mediadores que son sintetizadas de novo cuando las células son 

estimuladas, como los leucotrienos, prostaglandinas y tromboxanos 

(28) Dependiendo de la naturaleza del agonista, los productos de 

las células cebadas son liberados por diferentes mecanismos de 

exocitosis. 

1. Histamina. 

La histamina es un mediador almacenado en los gránulos de las 

células cebadas (29) Cuando las células cebadas son activadas, la 

histamina es secretada al medio ambiente circundante, pero tiene 

un periodo de vida corto en la circulación. La liberación de 

histamina puede ocurrir mediante factores de liberación de 

histamina (HRF) , derivados de mononucleares, eosinófilos y 

neutrófilos. 

2. Proteinasas. 

Las proteinasas son abundantes en las células cebadas y 

representan cerca del 50 3 de la proteína celular (29) entre ellas 

detacan la quimasa, triptasa, serin proteasas y carboxipeptidasa. En 

células cebadas de peritoneo de roedores se expresan diferentes 

formas glicosiladas de quimasas, proteinasa de rata l y 5, 

carboxipeptidasa A. En las células cebadas de mucosa intestinal se 

expresa únicamente la quimasa, proteinasa de rata 2 (30) 

3. Citocinas. 

Entre las citocinas (14, 15, 29, 31) que secretan las células cebadas 

se encuentran el factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa) , MIP-2, INF 

gama, ciclosporina A, factor inhibidor de leucemia (LIF), factor 

estimulador de colonias para granulocitos-macrófagos (GM-CSF) 

También las citocinas, IL- l, 3, 6, 8, l O, 12 y 13, FEC-GM, y algunas 
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quimiocinas como MCP-1, MIP-1 alfa y RANTES lo cual indica que 

estas células tienen un potencial para provocar respuestas 

especificas en las células T y células B además de que tiene 

propiedades regulatorias inmunes en la activación vía NFkB (32) 

TNF ALFA 

Una de las principales citocinas liberada por las células cebadas el 

TNF alfa, la cual es un mediador inflamatorio con múltiples funciones 

biológicas (31) Esta tiene una peso molecular de 17 Kda. Es 

comúnmente producida por macrófagos y linfocitos. Aparte de su 

selectividad para participar en procesos tumorales, puede actuar 

como un mitógeno y es un importante mediador en la respuesta 

inmune (33, 34) En las células cebadas el TNF alfa se encuentra 

almacenado en gránulos citoplásmicos y puede ser liberado junto 

con la histamina y otros mediadores preformados después de una 

estimulación antigénica, sugiriendo un importante rol en procesos 

inflamatorios (31) 

FAMILIA DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL 

En 1984 (35), dos formas del TNF, TNF alfa y TNF beta o linfotoxina 

fueron aislados de macrófagos activados y de células T, 

respectivamente. Después de su identificación, estas proteínas 

resultaron ser representativas de una superfamilia de ligandos 

formada por: TNF, LT, ligando de Fas (CD95L), OX40, CD40L, CD27L, 

CD30L, 41BBL, APO 3L/TWEAK, AP0-2L/TRAIL y RANKL (2, 17) La 

mayoría de estos ligandos son proteínas de membrana de tipo 2. 
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FAMILIA DEL RECEPTOR DEL TNF. 

El factor de necrosis tumoral alfa es una potente molécula 

multifuncional producida por los macrófagos, células T (36) y 

algunas células de epitelio tumoral. nene un alto rango de efectos 

biológicos entre los cuales des.tocan: proliferación normal de 

células, ejerce efectos pro inflamatorios y de citotoxicidod y es 

finalmente uno molécula reguladora de lo respuesta inmune (37) La 

activación del TNF se lleva a cabo mediante la unión a sus 

receptores, estos se encuentran distribuidos en la superficie de 

numerosas células. Los miembros de la familia del receptor paro el 

TNF tienen actividad pleiotrópica. Los efectos pleiotrópicos de TNF 

alfa sobre lo función celular son muy importantes y se ha sugerido 

que pueden existir mecanismos poro modular lo actividad de esto 

citocino (7) Existe un singular interés poro dilucidar estos mecanismos 

y para reconocer a que nivel molecular pueden actuar como 

mecanismo de defensa para el huésped. Dependiendo del tipo 

celular y de otros señales que se reciben de otras células, estos 

receptores pueden inducir a la proliferación, supervivencia y muerte 

celular (38, 39) Estos receptores son caracterizados por su homología 

en su región extracelular conteniendo de dos a seis copias de 

residuos de cisteína en el dominio de enloce-ligando. Esta familia es 

típicamente formada por un complejo trimérico o multimérico 

estabilizado por enlaces de intracisteína disulfuro los cuales están 

formados en los dominios ricos de cisteína de subunidodes de 

miembros individuales (40) Entre los miembros de esto familia de 

receptores se encuentran: TNFRl (p55), TNFR2 (p75), TNF-RP, OX-40, 

4-BB, CD40, CD30, CD27, NGFR, CARl, DR3, DR4, DR5 (2) 
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RECEPTORES 1 Y 2 DEL TNF (TNFRl Y TNFR2) 

Dos distintos subtipos de receptores para el TNF fueron identificados 

en células epiteliales y mieloides (38) La demostración definitiva de 

la existencia de ambos receptores para el TNF fue la clonación y 

exposición de los genes correspondientes. El cDNA del receptor de 

55 KDa humano, nombrado TNFRl, fue identificado con 

oligonucleótidos derivados de la secuencia del receptor purificado 

( 41) La secuencia de aminoácidos revela a un receptor de 460 

aminoácidos (aa) de la membrana, un dominio extracelular de 182 

aa y un dominio intracelular de 221 aa. La discrepancia entre el 

tamaño molecular predecido (47.5 KDa) y el observado (55 KDa) se 

debe probablemente a los sitios de glucosilación. El receptor de 75 

KDa de cDNA humano fue clonado y directamente expresado 

usando TNF marcado radioactivamente. Este receptor presenta 

una membrana de 439 aa, un dominio extracelular de 235 aa y un 

dominio intracelular de 17 4 aa (42) Los valores de constantes de 

disociación para el TNFRl y el TNFR2 son de aproximadamente de 

0.5 y 0.1 nM respectivamente (41, 42) El TNFRl de ratón es 643 

idéntico a su contraparte humana y el TNFR2 lo es en un 62 3 

idéntico al TNFR2 humano. El TNFRl es más conservado en su 

dominio extracelular ( 703 de identidad) mientras que el TNFR2 es 

más conservado en su dominio intracelular (733 de identidad) El 

TNFR 1 y el TNFR2 humanos presentan una homología del 28 3 en su 

dominio extracelular, equivalente con otros miembros de la familia 

del receptor para el TNF (43) Existe una ausencia completa de 

homología entre los dominios intracelulares de los dos receptores, lo 

cual sugiere que ambos desencadenan diferentes eventos de 

señalización (40) Estudios con anticuerpos agonistas del receptor 

murino han demostrado que los dos receptores tienen diferentes 

actividades de señalización para el TNF. El TNFRl es una molécula 
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que se considera el prototipo de receptor membranal y que 

principalmente es la responsable de iniciar diversos procesos de 

señalización que pueden llevar a fenómenos de apoptosis o en su 

contraparte a procesos de sobrevivencia celular, mientras que el 

TNFR2 es el responsable de la señalización para la proliferación de 

timocitos primarios y de líneas de células T citotóxicas (43) De forma 

general podemos concluir que después de la unión al receptor los 

miembros de la Superfamilia del TNF pueden mediar procesos como 

apoptosis, sobrevivencia, diferenciación o proliferación celular a 

través de diferentes vías de activación que involucran diversas 

moléculas mediadoras como NFkB, Jun cinasa MAPK y CD95 siendo 

esta unión de vital importancia para la homeostasis celular (44, 45) 

Fas TNFR-1 

TRADD 

FADO c-IAP1 

c.fAP2 
Caspast-8 llP TRAF1 

/ 
Apoptosls NF-dS MAPldnases 

Figura 3. Receptores de Fas, TNFR 1 y TNFR2 que señalan los caminos 

del transducción que conducen a la muerte inducida por la 

activación de la célula (Figura 3) 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Las células cebadas pueden presentar muerte celular por apoptosis, 

sin embargo los mecanismos mediante los cuales se induce este 

proceso aún no se conocen. Por lo tanto, la participación del TNF 

alfa liberado por las células cebadas ante la exposición a la toxina 

A de Clostridíum dífficíle. y más específicamente de su receptor 

(TNFR l) es importante para poder dilucidar si esta molécula 

participa en este tipo de procesos. El análisis molecular del RNAm 

del receptor l para el factor de necrosis tumoral alfa en células 

cebadas es un paso importante para predecir la existencia de éste 

receptor y su posible participación en la respuesta inmune por las 

células cebadas en mecanismos que conduzcan a la apoptosis 

celular. 

20 



OBJETIVO·S. 

1. Identificar la presencia del RNAm del receptor 1 para el factor de 

necrosis tumoral alfa en las células cebados. 

2. Establecer la secuencia genómica del RNAm del TNFR l en las 

células cebadas y compararla con la secuencia genómíco en otros 

tipos celulares. 

HIPÓTESIS. 

La activación de las células cebadas por la toxina A de Clostridium 

difficile induce lo producción de citocinas como el TNF alfa. Las 

células cebados presentan en su superficie receptores para el 

Factor de Necrosis Tumoral alfa, específicamente para el TNFR 1 que 

puede ser modulado por el TNF secretado parla misma célula. 

21 



METODOLOGÍA. 

Material. 

Vidriería 

Filtro Nalgene 

Frascos de Roux de 250 ml 

Cajas de petri de plástico 

Frascos Pirex de 250 ml con tapón de rosca 

Pipetas graduadas desechables de 1, 5 y 1 O ml 

Micropipetas Finnipipette de 0.2-2, 0.5-1 O, 20-200 y 100-1 OOOµL 

Tubos eppendorf de 0.5 ml 

Tubos eppendorf de 1.5 ml 

Puntas 

Gasas 

Gradilla 

Equipo 

lncubador NUAIRE US Autoflow de C02 

Campana de flujo laminar NUAIRE de grado 2 

Agitador Vortex gene-2 

Baño maría Neslab RTE- l 1 l 

T ermociclador Biometra de gradientes 

Camara kodak EDAS 290 

Secuenciador ABI PRISM 1 OO. Modelo 377 

Centrifugadora Speed Vac 

Camara de electroforesis Horizon 58 

Fluorómetro 
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Reactivos y Soluciones 

Medio RMPI 1640 complementado al 5 3 

Se miden 55 mL de medio RPMI 2x, 5 mL de suero fetal bovino al 

10 3, 1 mL de bicarbonato de sodio al 7.5 3, 1 mL de HEPES 2 M, 1 

mL de L-glutamina 200 mM, l mL de antibióticos 1 OOX y 36 mL de 

agua esterit, para una solución final de 100 mL 

Trizol 

Cloroformo al 1003 

lsopropanol al 1003 Etanol al 753 preparado con H20-DEPEC al 

0.013 

Penicilina-estreptomicina 1 OOX 

L-glutamina 200mM 

HEPES 2 M 

Bicarbonato de sodio al 7 .5 3 

Método. 

Células Cebadas. 

Se utilizaron células cebadas de la línea HRMC (46) que son células 

cebadas que presentan un fenotipo de ce de mucosa las cuales se 

cultivaron en medio RPMI 1640 con 103 de suero fetal bovino, 2mM 

de L-glutamina, he pes 1 M y penicilina-estreptomicina ( 1 OOX) (RP Ml­

SFB) durante 24 horas en una atmósfera de 5% de C02 a 37 ºC. 

Extracción de RNA. 

Se realizó el aislamiento del RNA a partir de 1.5xl O 6 células. Las 

células se homogenizaron con 1 .5 mL de trizol y se incubaron 

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se 

agregaron 300µL de cloroformo al 1003 y la suspensión se agitó 

vigorosamente durante 2 minutos y se centrifugó durante 15 minutos 

a temperatura ambiente a 12000 x g a 4 ºC. La fase acuosa se 

recuperó y se mezcló suavemente con 1 volumen de 
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isopropanol frío al 1003. Las muestras se incubaron durante 2 horas a 

-20 ºC, para precipitar el RNA. pasado este tiempo se centrifugaron 

a 12000 x g a 4 ºC durante 15 minutos. Finalmente los tubos se 

decantaron para eliminar los residuos de isopropanol de la pastilla 

de RNA y se lavó con l ml de etanol al 75% preparado con H20-

DEPEC al 0.01%, inmediatamente se centrifugó a 12000 x g durante 

15 minutos. El sobrenadante se eliminó y una vez seca la pastilla de 

RNA se resuspendió en 150 µL de H20-DEPEC al 0.01 % estéril. A la 

mezcla se le añadieron 0.2 µL de inhibidores de RNAsas y se 

depositaron en un tubo eppendorf de 500 µL, manteniéndola a -70 

ºC hasta su uso. 

RT-PCR. 

Para la retro-transcripción, se utilizó la enzima M-ML V Reverse 

Transcriptase, Gibco , midiendo en un tubo eppendorf de 0.5 mL. 1 O 

µL de RNA , 1 µL de hexanucleótidos, 1 µL de dNTP' s, 4 µL de Sx First 

buffer, 2µL de DTI, 0.2 L de inhibidor de RNAsas y 1 µL de enzima M­

ML V RT, bajo las siguientes condiciones: 65 ºC por 5 minutos, 37 ºC 

por 52 minutos, posteriormente se incubaron a 70 ºC por 15 minutos y 

después a congelación para un volumen final de 25 µL. 

Para la PCR se utilizó la enzima Platinum Taq DNA Polymerase. 

lnvitrogene. En un tubo eppendorf de 0.5 ml se midieron 5 µL de 

Buffer PCR lOx, 1 µL de dNTP's, 1 µL de primers sentido y antisentido, 

0.4 µL de enzima Platinum T aq Polymerase 5 U/µL, 15 µL de cDNA. 1.5 

µL de magnesio y 26.1 µL de agua para un volumen final de 50 µL. 

Las condiciones fueron: 94ºC por 5 minutos, posteriormente 35 ciclos 

de 94 ºC por 30 segundos, 61 ºC por 1 minuto, 72 ºC por 1 minuto 

seguida de una extensión final de 72 ºC por 5 minutos. Las 

secuencias de los iniciadores empleados son: 
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5' -ACCAAGTGCCACAAAGGAACC-3' y 5' -

TACACACGGTGTICTGIDCTCC-3', los cuales codifican para el 

dominio extracelular de TNFR l . Los tamaños de los productos de la 

PCR esperados son de 322 pares de bases, los cuales fueron 

separados electroforéticamente sobre geles de agarosa al 2 3 y 

visualizados por tinción con bromuro de etidio. 

Para las amplificaciones se emplearon las enzimas: M-ML V Reverse 

Transcriptase Gibco, RT AMV; Taq Plus Long. PCR System. 

Stratagene. Takara Shuzo Co., Ltd, Under California, U.S.; Platinum Pfx 

DNA Polymerase. lnvitrogene Corporation, under California, U.S.A.; 

Promega Taq DNA Polymerase. Madison, WI U.S.A. 1996-1998; Taq 

DNA Polymerase. Roche Molecular Biochemicals. Mannheim 

Germany. 2001; Platinum Taq DNA Polymerase. lnvitrogene lite 

technologies. Brasil. 

Purificación. 

El cDNA obtenido de la RT-PCR se purificó empleando el kit QIAquick 

Spin Handbook. QIAGEN, 2000. De acuerdo al tamaño del gel se 

adicionaron 3 volúmenes de buffer QG por un volumen de gel 

( l OOmg- l OOuL) en un tubo eppendorf de l .5 ml. Posteriormente se 

incubó la mezcla anterior a 50 ºC durante 1 O minutos hasta diluir el 

gel, agitando con un vortex durante 2 minutos Posteriormente se 

adicionó un volumen de isopropanol proporcional al gel y se 

mezcló, pasóndose la mezcla a través de una columna de 

QIAquick, coleccionándose 2 mL de sobrenadante. 

Inmediatamente se centrifugó la columna a 8000 rpm durante l 

minuto y se desechó el sobrenadante. Para lavar la columna, se 

adicionaron 750 µL de buffer PE a la columna QIAquick y se 

centrifugó durante 1 minuto a 13000 rpm. Después para eluir el DNA 

atrapado en la membrana de sílica de la columna se adicionó 50 µL 
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de H20 y se dejó a reposar durante 5 minutos para después 

centrifugar a 8000 rpm durante l minuto. El cDNA se colecta en un 

tubo eppendorf de l .5 ml y se guarda a 4 ºC. El anterior se utiliza 

para la secuenciación genómica, realizando primeramente una 

cuantificación del cDNA. 

CuanHftcaci6n. 

Se realizó una curva tipo de cuantificación del cDNA del TNFR 1 con 

el kit: Molecular Probes. Pico Green dsDNA. Quantitation, 

empleando una dilución de 1 :200, con la siguiente curva: 

Curva Tipo 

Medias 

UF (Unidades Fluorescencia) 

Blanco 

20 

60 

100 

150 

400 

800 

1000 

Nanogramos (ng/ml) 

0.723 

2.19 

6.185 

11.45 

20.49 

51.265 

103.95 

135.35 

Coeficiente de correlación de 0.99 como valor mínimo 

Dilución inicial de la muestra de TNFRl fue de 1 :20 

Lectura de TNFRl: 30. l 3 U de fluorescencia 

Concentración de TNFR 1: 234.169. 

234.169 x 20(dilución) = 4683.38 (4.683ng/UI) 
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PCR de secuenclación. 

Se realizó una PCR de secuenciación con el kit Big Oye Terminator 

Cycle Sequencing Ready Reaction adicionando 6.41 µL del DNA 

cuantificado del TNFR 1, 8.39 µL de agua, 3 µL de Big die terminator. 

3.2 µi del oJigo TNFRl reverse y .forward a una concentración de 1 

pmol/µL con un volumen final de 20 \,ll; bajo las siguientes 

condiciones: 25 ciclos de: 96º e durante 10 segundos. SO° e por s 
segundos, 60º e durante 4 minutos y finalmente a 4° c. 

Secuenciación. 

Posteriormente se purificó la muestra obtenida de la PCR de 

secuencíación con las columnas Oye Ex 2.0 Spin Kit de Q1AGEN for 

dye-terminotor removal, pesándose 20 µl o uno columna Dye Ex 2.0 

previamente agrtada y centrifugado poro eliminar el gel a 3000 rpm 

durante 2 minutos. Posteriormente de colocar la muestro en el 

centro de la columna se centrifugó lo columna a 3000 rpm durante 

2 . minutos. Después el sobrenadante se secó en una centrifugadora 

Speed Vac, obteniéndose una pastnta seca de cDNA. Enseguida se 

desnaturalizó la pastilla de cDNA con. lO ·mL de formamida 

calentándose en baño Mario a ebullición durante 5 minutos. 

Después se montó la muestra en un gel de poliacrilamido en un 

secuenciador ABI PRISM Sístem; ABI 100; modero 377. 
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RESULTADOS. 

Del RNA obtenido de las células HRMC se realizó la 

retrotranscripción-reacción en cadena de la polimerasa para 

amplificar el cDNA, obteniéndose un fragmento de 

aproximadamente 300 pb (figura 4) correspondiente al RNAm del 

TNFRl. Este fragmento fue amplificado con la enzima Platinum Taq 

DNA Polymerase. 

Para obtener el producto observado en la figura 4 se realizaron 

amplificaciones con las enzimas mencionadas en la metodología 

para RT-PCR, obteniéndose diversos fragmentos amplificados que 

no correspondieron al RNAm del TNFRl (imagen electroforética no 

mostrada), a continuación se indica el tamaño correspondiente de 

estos fragmentos para cada enzima: 

Taq Plus Long. PCR System. Stratagene, USA: 280 pb 

Platinum Pfx DNA Polymerase. lnvitrogene, USA: 250, 550 y 800 pb 

Taq DNA Polymerase. Promega, USA: 250 pb 

El producto de 300pb se secuenció (figura 5), observándose una 

región genómica de 297 pares de bases, en donde cada pico 

corresponde para una base, de acuerdo al color presentado. La 

secuencia observada corresponde para el anti-sentido del RNAm 

del TNFR l, al compararlo con la secuencia librería genómica de las 

células C6 de glioma de rata. 
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Figura 4. Electroforesis del cDNA del TNFR 1 en células cebadas en 

donde se observa en el primer carril los marcadores de 123 pares de 

bases, en el tercer carril se observa un fragmento amplificado de 

alrededor de 300 pares de bases en gel de agarosa al 23 teñido 

con bromuro de etidio. 
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Figura 5. Anáfisis de secuenciación genómica. Electroferograma de 

la secuenciación genómica del RNAm del receptor 1 para el factor 

de necrosis tumoral alfa en células cebadas de la línea HRMC. en 

donde se observa un fragmento amplificado de cerca de 297 pares 

de bases correspondiente al TNFR 1 , realizada en un secuenciador 

377 ABI Sistem. 
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Figura 6. Secuencias genómicos del receptor poro el factor de 

necrosis tumoral en humano y células C6 de glioma de rata (7) Los 

secuencias de bases subrayadas corresponden a los primers 

empleados como sentido y antisentido para secuenciar el RNAm del 

TNFRl en células cebadas HRMC. 
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ANÁLISIS DE RESULTADOS. 

En este estudio se obtuvo un fragmento genómico correspondiente 

para el RNAm del receptor 1 para el factor de necrosis tumoral alfa 

en células cebadas de la línea HRMC, con un tamaño de 297 pares 

de bases indicados en la figura 5. 

La amplificación de cDNA obtenido de la retro-transcripción fue 

complicada, debido a la obtención de fragmentos con tamaño 

diferente al esperado, lo que revela un accidentado proceso de 

estandarización de la PCR para obtener el fragmento de 322 pares 

de bases, definido por los primers sense y antisense. 

Los primers utilizados fueron calculados de acuerdo a la librería 

genómica del TNFR l en las C6 de glioma de rata, en donde se pudo 

observar que la secuencia genómica obtenida del producto 

amplificado de las células HRMC tienen un 100% de homología con 

las células C6 de glioma de rata. 

La presencia del TNFRl en las células HRMC es de gran importancia 

debido a que las células cebadas producen y almenan TNF alfa en 

sus gránulos (6), la cual es liberada al medio extracelular ante un 

estímulo como la presencia de la toxina A de Clostridium difficile, 

presentándose la formación de cuerpos apoptóticos en células 

cebadas (5) lo que puede vislumbrar un nuevo mecanismo de 

regulación celular mediante la unión del TNF alfa a su receptor 

TNFRl por los que tales células pueden participar en la respuesta 

inmune inicial frente a un estímulo extracelular. 
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La unión de TNF alfa, liberado por algunos tipos celulares como las 

células cebadas, a sus receptores de superficie células, TNFR l y 

TNFR2, pueden desencadenar diferentes señales entre las cuales 

destacan los estímulos para citoto.xicidad e inducción de genes, 

proliferación de fibroblastos, resistencia a la clamidia y síntesis de 

prostaglandina E2, mientras que el TNFR2 señaliza para la 

proliferación de timocitos primarios y líneas de células T citotó.xicas 

(37) 
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CONCLUSIONES. 

Debido a que aunque se presume en la literatura, que las células 

cebadas pueden presentar receptores para el TNF en su superficie 

esto no ha sido demostrado. Así, la importancia de este trabajo 

radica en que se ha demostrado mediante estudios moleculares 

que las células cebadas de la línea HRMC presentan RNAm del 

receptor 1 para el factor de necrosis tumoral alfa {TNFR 1). La 

secuenciación del RNAm del TNFRl apoyaró estudios posteriores 

para seguir caracterizando a este receptor en las células cebadas, 

el cual podría ser modulado por el mismo TNF liberado por las 

células cebadas como un mecanismo autócrino. 
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