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RESUMEN.

Las células cebadas estan 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 inflamacién. Estas células pueden ser
activadas via receptores.

El objetivo de este trabagjo por lo tanto, es la descripcidn de la
secuencia del RNA mensajero del receptor 1 para el TNF alfa (TNFR1)
en las células cebadas HRMC, linea celular con fenotipo de células
cebadas de mucosa. A estas células se les extrajo el RNA vy
posteriormente se realizd una reaccion de retrotranscripcion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR)  utilizando los siguientes
iniciadores 5-ACCAAGTGCCACAAAGGAACC-3’ y 5-
TACACACGGTGTICTGTITCTCC-3, los cudles codifican para el
dominio exiracelular de TNFR1, posteriormente se realizé la
secuenciacion del cDNA amplificado. El andlisis de la secuenciacion
mostré un 100% de homologia entre las células cebadas de la linea
HRMC, con lo reportado en la linea Cé de células de glioma de rata.
Por lo que se concluye que las células cebadas HRMC, presentan el
RNA mensajero para el receptor del TNFR1.



INTRODUCCION.

Las células cebadas son consideradas como células efectoras
primordiales en enfermedades alérgicas por su gran capacidad
para responder rdpidamente a la provocacion mediante un
estimulo y su habilidad para liberarse en grandes cantidades de
mediadores pro inflamatorios preformados y recién generados (1)

La generacién de citocinas por las células cebadas es crucial en la
iniciacién 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 neutréfilos y macrdéfagos hacia el sitio de
infeccion bacteriana (2, 3) En las células cebadas el TNF alfa se
encuentra almacenado -en granulos citoplasmaticos el cual es
liberado, junto con la histamina y otros mediadores preformados a
unos minutos de suceder una estimulacion antigénica (4) Las células
cebadas pueden liberar TNF alfa inmediatamente después de una
estimulacion. La liberacion de TNF alfa se puede inducir por diversos
estimulos, como en el caso especifico de exposicion a la toxina A de
Clostridium difficile, (5) Después de una larga exposicion a la toxina
se afecta la liberacion 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 Clostridium difficile.

El TNF alfa tiene un importante papel en la inmunomregulacion de
procesos vitales de la célula por lo tanto su participacion en la
induccion de muerte celular por apoptosis en estas células es
importante, ademds de que también es necesario dilucidar los

mecanismos mediante los cuales, ocurmre este fendmeno.



El mecanismo por el cual actia el TNF alfa es mediante su enlace a
sus receptores (8), TNFR1 (55/60kDa) y TNFR2 (75/80). El cDNA de
TNFR1 ha sido secuenciado y caracterizado en humanos, roedores,
bovinos y felinos (7, 8, 9) sin embargo aunque se presume de su
existencia, ain no ha sido caracterizado en las células cebadas. La
relevancia de poder identificar el receptor TNFR1 en las células
cebadas es que quedaria establecido, que esta célula posee
receptores para el TNF, ademds de que la unidn a su receptor
puede participar en la senalizacién celular en procesos como
sobrevivencia y apoptosis.

MARCO TEOQRICO.

ANTECEDENTES.

En la membrana de los epitelios de los tractos gastrointestinal,
respiratorio  y genitourinario existen mecanismos de respuesta
inmune a la invasion contra microorganismos patdégenos. Estos
mecanismos forman parte tanto de la respuesta inmune innata
como de la respuesta inmune adquinda. Ambas presentan diversos
componentes que les permiten redlizar una amplia gama de
funciones, destacdndose 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 macréfagos y las células cebadas.



CELULAS CEBADAS.

Las células cebadas son células efectoras de la respuesta inmune
que han sido predominantemente asociadas a fendmenos de
hipersensibilidad inmediata y alergia. Las células cebadas son
células granulares con numerosas vacuolas y granulos en donde se
almacenan diversas moléculas mediadoras preformadas, y
muestran nicleos grandes basofilicos. La membrana de las células
cebadaos estd repleta de receptores que incluyen a moléculas de
reconocimiento y enlace con las bacterias o toxinas. Debido a su
amplia distribucion en el organismo se considera que estas células
participan activamente en la respuesta inflamatoria (10) Aunque la
participacion de las células cebadas en la patogénesis de las
infecciones bacterianas no ha sido muy estudiada, la produccion
de mediadores de la inflamacién 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 especificamente a las FimH de
Escherichia coli y otras enterobacterias (13). fagocitarias y destruirlas
en sus vacuolas acidificadas a través de la liberacién de aniones
superdxido. Asi mismo en experimentos con ratones WBB6FI1-W/Wv
(W/Wv) infectados con Klebsiella pneumoniae, Malaviya y cols (13),
observaron que la liberacién de TNF alfa por las células cebadas
modula el flujo de neutréfilos para la supresion de la bacteria,
eliminando la infeccion con base en una respuesta inmune innata,
independiente de anticuerpos especificos. 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 mm3 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 invasiéon bacteriana o parasitaria y producir un
proceso inflamatorio. Asi mismo las células cebadas presentan dos
mecanismos de reconocimiento  microbiano:  opsonizacion
dependiente y opsonizacién independiente (14) Se requiere de
componentes del suero u otros componentes solubles del huésped
gue funcione como moléculas de enlace las cuales unen
simulténeamente a las células cebadas a la bactena. La mejor
forma por la cual se produce la opzonizacion es mediante la IgE, la
cual media el enlace de la célula cebada a pardsitos como los
helmintos. El helminto evoca una respuesta inmune de tipo humoral
especifica en el huésped la cual involucra la secrecién de un gran
numero de anticuerpos IgE (15) Estos anticuerpos pueden unirse a la
superficie de las células cebadas porque tienen receptores para
IgEs (FCER) presentes sobre las membranas de las células cebadas.
Existen moléculas de IgE que son especificas para los helmintos, los
cuales promueven el enlace de la célula cebada al pardsito (16) las
células cebadas también poseen receptores para otras opsoninas
incluyendo el FcyR, el receptor para IgG, CR3 y el receptor para la
iC3b del complemento (17) En las interacciones opsoninas
independientes, los receptores especificos sobre la superficie de las
células cebadas y los ligandos complementarios sobre la superficie
celular de la bacteria son los involucrados. Esta interaccion ocurre
mediante el acoplamiento del receptor de manosa sobre la
superficie de la célula cebada a organelos filamentosos de
adhesion de bacterias como E. coli y otras enterobacterias con
fimbrias de tipo 1 (18)
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Figura 1
Figura 1. Células cebadas de tejido conectivo observadas por
microscopia de luz (100x). Caracterizadas por presentar citoplasma
con granulos baséfilos que se tinen metacromdaticamente con azul
de toluidina. Su nucleo es esférico y estd situado en el centro de la
ceélula. Figura 2. Ultraestructura de la célula cebada mostrando gran
cantidad de granulos.

ONTOGENIA.

Las células cebadas se derivan de células madres
hematopoyéticas (2) Surgen de sus progenitores y después de
completar su maduracién, adquieren una diversidad fenotipica,
para movilizarse a diferentes tejidos periféricos. En el caso de las
células cebadas humanas, al parecer se originan a pariir de céilulas
progenitoras CD34+. Es importante notar que ia maduracién de las
células cebadas en tejidos periféricos estd bdsicamente
influenciada por factores microambientales (19, 20, 21, 22) Las
células progenitoras de células cebadas se localizan en médula
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6sea y tejidos periféricos, como sangre, mucosa intestinal, ndédulos
linfaticos y cavidad peritoneal y de ahi migran al tejido blanco. Los
marcadores celulares para los progenitores jévenes se han descrito
como Thy-1lo y c-kit h (23) En el humano, las células cebadas
progenitoras que encontramos en circulacion se han definido como
c-kitt, CD34*, ly,, CD14- y cdl17- (24) Su presencia en estos tejidos
depende de la accidn de la tirosin-cinasa de superficie celular, c-kit,
y del factor estimulador de colonias (SCF) (2) Las células cebadas
se diferencian de los basdfilos en que las células cebadas se
localizan en tejido conectivo 0 en mucosas y los baséfilos en sangre
y vasos linfaticos. Se han caracterizado dos diferentes fenotipos de
celulas cebadas dependiendo de su localizacion, contenido de
proteasas y reactividad (25) Por su localizacion se les ha
denominado: células cebadas de mucosas (CCum) y células

cebadas de tejido conectivo (CCc) presentando diferencias entre
ellas.

ACTIVACION DE CELULAS CEBADAS.

La activacién de las células cebadas se lleva a cabo mediante 2
tipos de mecanismos: a) por activacion antigénica dependiente de
IgE. en donde los receptores de alta afinidad para IgE (FceRl) en las
células cebadas tienen un papel muy importante y b) por
mecanismos independientes de IgE los cuales activan vias
peptidérgicas y se presentan mds en células cebadas de "serosas”,
como peritoneo y piel (26)

La activacion de los células cebadas puede ser mediante los
siguientes mecanismos:



1. Dependiente de IgE

La alta o baja afinidad de los receptores para IgE se presenta en
las células cebadas, ocumendo cuando existe un
entrecruzamiento con el antigeno lo que produce la activaciéon
de la célula cebada por las IgE, dependiendo de la naturaleza
de la célula cebada (27)

2. Independiente de IgE

En las interacciones independientes de IgE se presenta por la
unién de los ligandos a su receptor. La activaciéon de las células
cebadas puede darse por la presencia de antigenos de forma
directa como toxinas o neuropéptidos.

MEDIADORES DE CELULAS CEBADAS.

Como se ha mencionado las células cebadas contienen numerosos
granulos en su citoplasma en donde se almacenan enzimas
caracteristicas de estas células y mediadores preformados. Los
mediadores de células cebadas juegan un papel importante en las
reacciones alérgicas e inflamatorias no sélo por su accion directa
sobre musculo liso, epitelios y endotelio, sino debido a que pueden
activar y reclutar a otras células efectoras del sistema inmune, asi
como amplificar y regular la respuesta inflamatoria. Los mediadores
de las células cebadas pueden dividise en tres categorias:
mediadores preformados, mediadores sintetizados de novo vy
citocinas (2)

Los mediadores producidos por la célula cebada se dividen en dos
clases: a) mediadores preformados y que generalimente son

liberados de forma inmediata a la estimulacién, entre los cuales se
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encueniran: 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 aimacenado en los granulos 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 circulaciéon. La liberacion de
histamina puede ocunr mediante factores de liberacion de
histamina (HRF), derivados de mononucleares, eosindfilos vy
neutréfilos.

2. Proteinasas.

Las proteinasas son abundantes en las células cebadas vy
representan cerca del 50 % de la proteina celular (29) entre ellas
detacan la quimasa, tiptasa, serin proteasas y carboxipeptidasa. En
células cebadas de peritoneo de roedores se expresan diferentes
formas glicosiadas de quimasas, proteinasa de rata 1 y 5,
carboxipeptidasa A. En las células cebadas de mucosa intestinal se

expresa unicamente 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-macréfagos (GM-CSF)
También las citocinas, IL-1, 3, 6, 8, 10, 12 y 13, FEC-GM, y algunas

15



quimiocinas como MCP-1, MIP-1alfa y RANTES lo cual indica que
estas células tienen un potencial para provocar respuestas
especificas en las células T y células B ademds de que tiene
propiedades regulatorias inmunes en la activacién via NFkB (32)

TNF ALFA

Una de las principales citocinas liberada por las células cebadas el
TNF alfa, la cual es un mediador inflamatorio con multiples funciones
biolégicas (31) Esta tiene una peso molecular de 17 Kda. Es
comunmente producida por macréfagos y linfocitos. Aparte de su
selectividad para participar en procesos tumorales, puede actuar
como un mitdégeno y es un importante mediador en la respuesta
inmune (33, 34) En las células cebadas el TNF alfa se encuentra
almacenado en granulos citoplasmicos y puede ser liberado junto
con la histamina y otros mediadores prefoormados después de una
estimulacion 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 macréfagos activados y de células T,
respectivamente. Después de su identificacion, estas proteinas
resultaron ser representativas de una superfamilia de ligandos
formada por: TNF, LT, ligando de Fas (CD95L), OX40, CD40L, CD27L,
CD30L, 41BBL, APO 3L/TWEAK, APO-2L/TRAIL y RANKL (2, 17) La

mayoria de estos ligandos son proteinas 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 macréfagos, células T (368) vy
algunas células de epitelio tumoral. Tiene un alto rango de efectos
bioldgicos entre los cuales destacan: proliferacion nomal de
células, ejerce efectos pro inflamatorios y de citotoxicidad vy es
finalmente una molécula reguladora de la respuesta inmune (37) La
activacién del TNF se lleva a cabo mediante la union a sus
receptores, estos se encuentran distribuidos en la superficie de
numerosas células. Los miembros de la familia del recepfor para el
TNF tienen actividad pleiotrépica. Los efectos pleiotrépicos de TNF
alfa sobre la funcién celular son muy importantes y se ha sugerido
que pueden existir mecanismos para modular la actividad de esta
citocina (7) Existe un singular interés para dilucidar estos mecanismos
y para reconocer a que nivel molecular pueden actuar como
mecanismo de defensa para el huésped. Dependiendo del fipo
celular y de ofras senales que se reciben de ofras células, estos
receptores pueden inducir a la proliferacion, supervivencia y muerte
celular (38, 39) Estos receptores son caracterizados por su homologia
en su region extracelular conteniendo de dos a seis copias de
residuos de cisteina en el dominio de enlace-ligando. Esta familia es
tipicamente formada por un complejo timérco o multimérico
estabilizado por enlaces de intracisteina disulfuro los cuales estan
formados en los dominios ricos de cisteina de subunidades de
miembros individuales (40) Entre los miembros de esta familia de
receptores se encuentran: TNFR1 (p55), TNFR2 (p75), TNF-RP, OX-40,
4-BB, CD40, CD30, CD27, NGFR, CAR1, DR3, DR4, DR5 (2)
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RECEPTORES 1Y 2 DEL TNF (TNFR1 Y TNFR2)

Dos distintos subtipos de receptores para el TNF fueron identificados
en células epiteliales y mieloides (38) La demostracion definitiva de
la existencia de ambos receptores para el TNF fue la clonacién y
exposicion de los genes correspondientes. El cDNA del receptor de
55 KDa humano, nombrado TNFR1, fue identificado con
oligonucledtidos derivados de la secuencia del receptor purificado
(41) La secuencia de aminodcidos revela a un receptor de 460
aminodcidos (aa) de la membrana, un dominio exiracelular de 182
aa y un dominio infracelular de 221 aa. La discrepancia entre el
tamano molecular predecido (47.5 KDq) y el observado (55 KDa) se
debe probablemente a los sitios de glucosilacién. 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 174 aa (42) Los valores de constantes de
disociacion para el TNFR1 y el TNFR2 son de aproximadamente de
0.5 y 0.1 nM respectivamente (41, 42) El TNFR1 de raton es 64%
idéntico a su contraparte humana y el TNFR2 lo es en un 62 %
idéntico al TNFR2 humano. El TNFR1 es mds conservado en su
dominio extracelular (70% de identidad) mientras que el TNFR2 es
mas conservado en su dominio intracelular (73% de identidad) El
TNFR1 y el TNFR2 humanos presentan una homologia del 28 % en su
dominio extracelular, equivalente con otros miembros de la familia
del receptor para el TNF (43) Existe una ausencia completa de
homologia entre los dominios intracelulares de los dos receptores, 1o
cual sugiere que ambos desencadenan diferentes eventos de
senalizacion (40) Estudios con anticuerpos agonistas del receptor
murino han demostrado que los dos receptores tienen diferentes
actividades de sefalizacion para el TNF. El TNFR1 es una molécula
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que se considera el prototipo de recepior membranal y que
principaimente es la responsable de iniciar diversos procesos de
sefalizacion que pueden llevar a fendmenos de apoptosis o en su
contraparte a procesos de sobrevivencia celular, mientras que el
TNFR2 es el responsable de la sefidlizacion para la proliferacion de
timocitos primarios y de lineas de células T citotdxicas (43) De forma
general podemos concluir que después de la unién al receptor los
miembros de la Superfamilia del TNF pueden mediar procesos como
apoptosis, sobrevivencia, diferenciacion o proliferacién celular a
través de diferentes vias de activacion que involucran diversas
moléculas mediadoras como NFkB, Jun cinasa MAPK y CD95 siendo

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

Apoptosls NF-<B MAP ldnases

Figura 3. Receptores de Fas, TNFR1 y TNFR2 que senalan los caminos
del transduccién que conducen a la muerte inducida por la
activaciéon 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 aun no se conocen. Por lo tanto, la participacion del TNF
alfa liberado por las células cebadas ante la exposicion a la toxina
A de Clostridium difficile, y mds especificamente de su receptor
(TNFR1) es importante para poder dilucidar si esta molécula
participa en este tipo de procesos. El andilisis molecular del RNAmM
del receptor 1 para el factor de necrosis tumoral alfa en células
cebadas es un paso importante para predecir la existencia de éste
receptor y su posible participaciéon en la respuesta inmune por las
células cebadas en mecanismos que conduzcan a la apoptosis
celular.
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OBJETIVOS.

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

necrosis tumoral alfa en las células cebadas.

2. Establecer la secuencia gendmica del RNAmM del TNFR1 en las
células cebadas y compararia con la secuencia gendémica en otros
fipos celulares.

HIPOTESIS.

La activaciéon de las células cebadas por la foxina A de Clostridium
difficile induce la produccion de citocinas como el TNF alfa. Las
células cebadas presentan en su superficie receptores para el
Factor de Necrosis Tumoral alfa, especificamente para el TNFR1 que
puede ser modulado por el TNF secretado porla misma célula.
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METODOLOGIA.

Material.

Vidrieria

Filtro Nalgene

Frascos de Roux de 250 mL

Cajas de petri de plastico

Frascos Pirex de 250 mL con tapdn de rosca
Pipetas graduadas desechablesde 1,5y 10 mL
Micropipetas Finnipipette de 0.2-2, 0.5-10, 20-200 y 100-1000pL
Tubos eppendorf de 0.5 mL

Tubos eppendorf de 1.5 mL

Puntas

Gasas

Gradilla

Equipo

Incubador NUAIRE US Autoflow de CO-
Campana de flujo laminar NUAIRE de grado 2
Agitador Vortex gene-2

Bano maria Neslab RTE-111

Termociclador Biometra de gradientes
Camara kodak EDAS 290

Secuenciador ABI PRISM 100. Modelo 377
Centrifugadora Speed Vac

Camara de electroforesis Horizon 58

Fluorémetro



Reactivos y Soluciones

Medio RMPI 1640 complementado al 5 %
Se miden 55 mL de medio RPMI 2x, 5 mL de suero fetal bovino al
10 %, 1 mL de bicarbonato de sodio al 7.5 %, 1 mL de HEPES 2 M, 1
mL de L-glutamina 200 mM, TmL de antibidticos 100X y 36 mL de
agua esteril, para una solucion final de 100 mL

Trizol

Cloroformo al 100%

Isopropanol al 100% Etanol al 75% preparado con H2O-DEPEC al

0.01%

Penicilina-estreptomicina 100X

L-glutamina 200mM

HEPES 2 M

Bicarbonato de sodioal 7.5 %

Método.

Células Cebadas.

Se utilizaron células cebadas de la linea HRMC (46) que son células
cebadas que presentan un fenotipo de cc de mucosa las cuales se
cultivaron en medio RPMI 1640 con 10% de suero fetal bovino, 2mM
de L-glutamina, hepes 1M y penicilina-estreptomicina (100X) (RPMI-
SFB) durante 24 horas en una atmaésfera de 5% de CO2 a 37 °C.

Extraccién de RNA.

Se reqlizé el aislamiento del RNA a partir de 1.5x10 ¢ células. Las
células se homogenizaron con 1.5 mL de trizol y se incubaron
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormmente se
agregaron 300uL de cloroformo al 100% y la suspension se agitd
vigorosamente durante 2 minutos y se centifugé durante 15 minutos
a temperatura ambiente a 12000 x g a 4 °C. La fase acuosa se
recuperd y se mezcld suavemente con 1 volumen de
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isopropanol fio al 100%. Las muestras se incubaron durante 2 horas a
-20 °C, para precipitar el RNA, pasado este tiempo se centrifugaron
a 12000 x g a 4 °C durante 15 minutos. Finalmente los tubos se
decantaron para eliminar los residuos de isopropanol de la pastilla
de RNA y se lavé con 1 mL de etanol al 75% preparado con H20-
DEPEC al 0.01%, inmediatamente se centrifugd a 12000 x g durante
15 minutos. El sobrenadante se elimind y una vez seca la pastilla de
RNA se resuspendié en 150 pL de H20-DEPEC al 0.01% estéril. A la
mezcla se le anadieron 0.2 pyL de inhibidores de RNAsas y se
depositaron en un tubo eppendorf de 500 pyL, manteniéndola a -70
°C hasta su uso.

RT-PCR.

Para la retro-transcripcidon, se utilizd la enziima M-MLV Reverse
Transcriptase, Gibco , midiendo en un tubo eppendorf de 0.5 mL, 10
pL de RNA , 1uL de hexanucledtidos, 1 pL de dNTP’s, 4 uL de 5x First
buffer, 2uL de DTT, 0.2 L de inhibidor de RNAsas y 1 yL de enzima M-
MLV RT, bajo las siguientes condiciones: 65 °C por 5 minutos, 37 °C
por 52 minutos, posteriormente se incubaron a 70 °C por 15 minutos y

después a congelacion para un volumen final de 25 L.

Para la PCR se utilizé la enzima Platinum Tagq DNA Polymerase.
Invitrogene. En un tubo eppendorf de 0.5 mL se midieron 5 puL de
Buffer PCR 10x, 1 pL de dNTP’s, 1 uL de primers sentido y antisentido,
0.4 pL de enzima Platinum Taq Polymerase 5 U/pL, 15 L de cDNA, 1.5
pL de magnesio y 26.1 yL de agua para un volumen final de 50 pL.
Las condiciones fueron: 94°C por 5 minutos, posteriormente 35 ciclos
de 94 °C por 30 segundos, 61 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto
seguida de una extension final de 72 °C por 5 minutos. Las

secuencias de los iniciadores empleados son:
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5-ACCAAGTGCCACAAAGGAACC-3’ y 5-
TACACACGGIGTTCTGTITCTCC-3", los cuales codifican para el
dominio extracelular de TNFR1. Los tamarios de los productos de la
PCR esperados son de 322 pares de bases, los cuales fueron
separados electroforéticamente sobre geles de agarosa al 2 % vy

visualizados por tincidon con bromuro de etidio.

Para las amplificaciones se emplearon las enzimas: M-MLV Reverse
Transcriptase Gibco, RT AMV; Taq Plus Long. PCR System.
Stratagene. Takara Shuzo Co., Ltd, Under Califomia, U.S.; Platinum Pfx
DNA Polymerase. Invitrogene Corporation, under California, U.S.A.;
Promega Tag DNA Polymerase. Madison, WI US.A. 1996-1998; Taq
DNA Polymerase. Roche Molecular Biochemicals. Mannheim
Germany. 2001; Platinum Tag DNA Polymerase. Invitrogene life
technologies. Brasil.

Purificacién.

El cDNA obtenido de la RT-PCR se purificé empleando el kit QlAquick
Spin Handbook. QIAGEN, 2000. De acuerdo al tamano del gel se
adicionaron 3 volumenes de buffer QG por un volumen de gel
(100mg-100ul) en un tubo eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente se
incubd la mezcla anterior a 50 °C durante 10 minutos hasta diluir el
gel, agitando con un vortex durante 2 minutos Posteriormente se
adicionéd un volumen de isopropanol proporcional al gel y se
mezcld, pasdndose la mezcla a través de una columna de
QIAqQuick, coleccion@ndose 2 mL de sobrenadante.
Inmediatamente se centrifugd la columna a 8000 rpom durante 1
minuto y se desechd el sobrenadante. Para lavar la columna, se
adicionaron 750 uL de buffer PE a la columna QIAqQuick y se
centrifugd durante 1 minuto a 13000 rom. Después para eluir el DNA
atrapado en la membrana de silica de la columna se adiciond 50 pL
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de H20 y se dejo6 a reposar durante 5 minutos para después
centrifugar a 8000 rom durante 1 minuto. El cDNA se colecta en un
tubo eppendorf de 1.5 mL y se guarda a 4 °C. El anterior se utiliza

para la secuenciacion gendémica, redlizando primeramente una
cuantificacion del cDNA.

Cuantificacién.

Se realizé una curva tipo de cuantificacion del cDNA del TNFR1 con
el kit: Molecular Probes. Pico Green dsDNA. Quantitation,
empleando una dilucién de 1:200, con la siguiente curva:

Curva Tipo

Medias
UF (Unidades Fluorescencia) Nanogramos (ng/mL)
Blanco 0.723
20 2.19
40 6.185
100 11.45
150 20.49
400 51.265
800 103.95
1000 135.35

Coeficiente de correlacién de 0.99 como valor minimo
Dilucién inicial de la muestra de TNFR1 fue de 1:20
Lectura de TNFR1: 30.13 U de fluorescencia
Concentracién de TNFR1: 234.169.

234.169 x 20(dilucién)= 4683.38 (4.683ng/Ul)
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PCR de secvenciacion.

Se redlizé una PCR de secuenciacion con el kit Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction adicionando 6.41 uL del DNA
cuantificado del TNFR1, 8.39 uL de aguaq, 3 pL de Big die terminator,
3.2 yL del oligo TNFR1 reverse y forward a una concentracion de |
pmol/uL con un volumen final de 20 ulL; bajo las siguientes
condiciones: 25 ciclos de: 96° C durante 10 segundos, 50° C por §
segundos, 60° C durante 4 minutosy finalmente a 4° C.

Secuenciacién.

Posteriormente se purificé la muestra obtenida de la PCR de
secuenciacion con las columnas Dye Ex 2.0 Spin Kit de QIAGEN for
dye-termingtor removal, pesédndose 20 L. a una columna Dye Ex 2.0
previamente agitada y centrifugada para eliminar el gel a 3000 rom
durante 2 minutos. Posteriormentie de colocar la muestra en el
centro de la columna se centrifugd la columna a 3000 rom durante
2 minutos. Después el sobrenadante se secd en una centifugadora
Speed Vac, obteniéndose una pastilla seca de cDNA. Enseguida se
desnaturalizd la paostila de cDNA con 10 mL de formamida
calentdndose en baho Maria a ebullicion durante 5 minutos.
Después se montd la muestra en un. gel de poliacrlamida en un
secuenciador ABI PRISM Sistem. ABI 100, modelo 377.
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RESULTADOS.

Del RNA obtenido de Ilas células HRMC se redlizé Ila
retrotranscripcion-reaccién en cadena de la polimerasa para
amplificar el cDNA, obteniéndose un fragmento de
aproximadamente 300 pb (figura 4) comespondiente al RNAm del
TNFR1. 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 metodologia
para RT-PCR, obteniéndose diversos fragmentos amplificados que
no comespondieron al RNAmM del TNFR1 (imagen electroforética no
mostrada), a continuacién se indica el tamaio comespondiente de
estos fragmentos para cada enzima:

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

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

Taqg DNA Polymerase. Promega, USA: 250 pb

El producto de 300pb se secuencid (figura 5), observandose una
region gendmica de 297 pares de bases, en donde cada pico
coresponde para una base, de acuerdo al color presentado. La
secuencia observada comresponde para el anti-sentido del RNAmM
del TNFR1, al comparario con la secuencia libreria gendmica de las
células C6 de glioma de rata.
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Figura 4. Electroforesis del cDNA del TNFR1 en células cebadas en

donde se observa en el primer caril los marcadores de 123 pares de
" bases, en el fercer canil se observa un fragmento amplificado de
alrededor de 300 pares de bases en gel de agarosa al 2% tenido
con bromuro de etidio.
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Figura 5. Andlisis de secuenciacién gendmica. Electroferograma de
la secuenciacién gendmica del RNAm del receptor 1 para el factor
de necrosis tumoral alfa en células cebadas de la linea HRMC, en
donde se observa un fragmento amplificado de cerca de 297 pares
de bases comespondiente al TNFR1, redlizada en un secuenciador

377ABI Sistem.

30



s ]
-

be
Li]

fid
L

e
L]

5

TERACT EACSE T2 CALE ICT BAIC LT0CERS 1 TEAALE Y [ALT SARALCASEET S PLARCTE TA TECE Ll TEFLAMCKIC S TE
PITREN S Sasr e h'.n'l'{'ﬁﬂ?tl'l-“lmﬂ ACYCRATAL LALAATES TERASCACTLY BT MEATT RERA NI T AEC T TRAL P TTLAGHT [ TTTT MO LOURRECT

S e s T R e R e o e e
o £ e ) £ Do) . e 5 S 2 o] e ekt
@W"mﬁm

o b m ] o e m R
e :Z;lef‘“"'“ M LB L f‘éﬁl‘ifi? Y i

g fgi ur i . fa Ci cat pal tee a‘?_ga e 017 ™ cﬁ g, TE & 'ftﬁ‘ kA4
t:w e e cee ur’:r: lll*uJ-m rhn s Js war Hanr o 'ijn‘

m m ':{ we m u‘w%‘ 'ﬁ.,‘;‘ _‘El__ l_ii_ ":"‘“'?“i‘:"i l:l h:l A l;f
1 3 i r L T 1
aa Al €6 g | a5 e azc

L
3 A8 &t -_y_m 1 ME hils 5. §fa, G #11 CAR aal Gl wd G SF Log LAC 64 KA
el ‘.:::EL—H:.;!:__ -

ur w.- .us u*TY' sle LET tfa SATZTT ATH" sat £2C 8i Gt ‘P Tt WP
-_,u-,; &fs..,h.a;v_-.; AF ETRCELRD ':~ 6 T L g sin Gt T 00 i:“*
. ¢ jul &
? et "m‘m At g i!f-l'. -!rru:-gkr'"nr raz 2 atc
‘ -
ke o
r

L
§»

?{‘(nsl-:h.--p ”’nvtrn s i ..f"-m mgi..nwgv;a#e;.;;..
i . &3 '}
uc u.. s "'1""1'!" AtE = (YR ool u- m‘lﬁl att :_"W-r-;

[ LT qf LLC axt Eoh G50 (IE Aki # 1 L tEC G gy ALT D5C spT ML ali "'. sl 1iC el
' 1 ‘-'1=|':i?:"’l‘—?"‘9‘1p. s;t 1 !!'

! oa {4 - I ] [ y i m . [ . L] L] vl » i "
rer T oot -E“ﬂl"{l’: e (S ™ 3 a0 At B8 TIC 261 Ca1 20T ¢ ¢ 4 "‘?W
a7 AD =L =LY T (1% L0 G2Y o[ o=t ofs oA ML Ya® 5L ! i 5
T AEY ““ D ATY AT AR VALY

A " L 2
4 o 1o ca ane 11 oie cta BF wa SEOETR o O o Aol Irdew

. (I, A '
tor et eic L T ste w

ofs L0 Gid ala V( £ g «c Al LIC CHY Ak R & o h SR GAL BAD [ S &L wBg g3B

e 40 cs u...u‘ HL.’.' "f;',im.' s e .nt:-‘-&’.z’ '1
I Y L] . ol

fre P ve s e ivr Akl m o 'rn'rr&' s T w2 ls&m'ﬁﬁ (3 &! 2 AL T vl ® "’Tﬂ"

L % ! _ " TR
i for the 1g YT TEY ST O cn cor CETITOU ma K .LT&“&T"“- T ats MR i1 ST TIT SR ase

J TR K S A6 L1510 BC 906 G Gl A x': H;a n cf e m’ﬂ'"“““ s1e o8 «':-' AR LR
&

e ';ﬁm’- SR (;,:.,u,: i@i 5 | l}tl{-i.l#.&".i,&:l 14 AR A00 ct;;sir. ol o o b atl ':itl.ll

E ] | = - - 1 " - ! -
B das B T e R T Y VTG B (R T e TG T

?"‘u}"';“' rrrli u{‘n; L33 '..u({("‘ _r\[nl‘l ‘E‘t."jw (16 nn ". E‘Q_M ..;{'r_-_.g ZA‘-‘-" ;rg ry
g L L REATE e S 1
T Ot e O g Ot !‘(’&:*ﬂ't"‘t‘”‘&mmahzm e cedr o av chodd ol o

S S 00 e 0l WL Tt agr ('; ere -‘- I Al TR T 3T T g TP S PP EATT (VR FORT 44 7 TR 4 Sid d TR e L i
- - ' - " ! i l

SR

b - $ r o
ald :'Er d? {.x vr. 1 W A :.L. 'ETZ teL l.".'n' 'u CELCACM CCL ERETICALT METSLATTECASSIATI AN T S lana i M4 LTI R

L R s mnmmq&'mwrw-wnhrurmcr'cu*:ln-lmi (TRl P CTOICEOLEL J0Ta S ART EARERS ¥
ILIGasT utcrﬂtmi.urrm Ca e el0AL e TRl LR e il TS TR GCTA S LAl T TRERET ALAT ALY P PO Tl 1 Y il a8

AIEARE Sl Ratald SO LL LA (. TETEAGTOCHT 0071 SCEATGAT CARESAT LS TATRICTTA TSP E IR T H 10684 1UT £ {7 { ATCARC MSTS CIMIRISEE
TR Ak il TP O AT Bl n Ml LI o T T R T e D AGE T CA G S TR DA T A AT AT SR "RICRM CAARBA L N R ™7 780 " Tin ( BET ST

T AT L A T T T Al TG A S AT Y P T R Y S I M R R S YR PR e P P AT TN N TN R AL E oL T TP S Afal faa T aremal TE7 000 By "L 0G -
P AT T A S aA T C A T AMAS T T I ARt T A P LA T DOl TR TN T A CAST BCAT ARAA AL CTTT IO TIRARINEA (»] IK“"' s Lesl{rg

SLETRISON: DEMARGIAIATASTANGE T AR 15 L L0 Lol MLL0RT CALT AIGEARUMAT CLSIT | ITARS FLARCLI Wl aias 11 Fhiee ara” T IhalTT
AASEEE Y RSB RAE L ARGCA RN RERS AEEE [ ETECALE FLARSELZ (ERNE TLT TR RAATACAL TAAARA CTAGLAR ILAREARLRAAS AT A ALER Ran sl s suohs

.- -
a3 wu! H
- T — - ..

Figura 6. Secuencias gendmicas del receptor para el factor de

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

secuencias de bases subrayadas comesponden a los primers

empleados como sentido y antisentido para secuenciar el RNAmM del
TNFR1 en células cebadas HRMC.
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ANALISIS DE RESULTADOS.

En este estudio se obtuvo un fragmento genémico comespondiente
para el RNAm del receptor 1 para el factor de necrosis tumoral alfa
en células cebadas de la linea HRMC, con un tamano de 297 pares
de bases indicados en la figura 5.

La amplificacion de cDNA obtenido de la retro-transcripcion fue
complicada, debido a la obtencién de fragmentos con tamaro
diferente al esperado, lo que revela un accidentado proceso de
estandarizacién de la PCR para obtener el fragmento de 322 pares
de bases, definido por los primers sense y antisense.

Los primers ufilizados fueron calculados de acuerdo a la libreria
gendmica del TNFR1 en las Cé de glioma de rata, en donde se pudo
observar que la secuencia gendmica obtenida del producto
amplificado de las células HRMC tienen un 100% de homologia con
las células Cé de glioma de rata.

La presencia del TNFR1 en las células HRMC es de gran importancia
debido a que las células cebadas producen y almenan TNF alfa en
sus granulos (8). la cual es liberada al medio extracelular ante un
estimulo como la presencia de la toxina A de Clostridium difficile,
presentdndose la formacién de cuerpos apoptoéticos en células
cebadas (5) lo que puede vislumbrar un nuevo mecanismo de
regulacion celular mediante la unidbn del TNF alfa a su receptor
TNFR1 por los que tales células pueden participar en la respuesta
inmune inicial frente a un estimulo extracelular.
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La unidn de TNF alfa, liberado por algunos tipos celulares como las
células cebadas, a sus receptores de superficie células, TNFR1 y
TNFR2, pueden desencadenar diferentes sefiales entre las cuales
destacan los estimulos para citotoxicidad e induccién de genes,
proliferacion de fibroblastos, resistencia a la clamidia y sintesis de
prostaglandina E2, mientras que el TNFR2 senaliza para la

proliferacion de timocitos primarios y lineas de células T citotdxicas

(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. Asi, la importancia de este trabagjo
radica en que se ha demostrado mediante estudios moleculares
que las células cebadas de la linea HRMC presentan RNAmM del
receptor 1 para el factor de necrosis tumoral alfa (TNFR1). La
secuenciacion del RNAmM del TNFR1 apoyard estudios posteriores
para seguir caracterzando a este receptor en las células cebadas,
el cual podra ser modulado por el mismo TNF liberado por las
células cebadas como un mecanismo autécrino.
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