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RESUMEN

Las células cebadas son un tipo celular que forma parte del sistema inmune ya que
pueden participar en la respuesta del hospedero frente a estimulos de la inmunidad
innata. Estas células también han sido estudiadas por ser las principales efectoras de
las reacciones de hipersensibilidad tipo I, mejor conocidas como reacciones alérgicas.
Dichas reacciones requieren de la presencia de la inmunoglobulina E (IgE) unida a su
receptor (FceRl), y del encuentro antigénico. El inicio de la activacion es inducido
cuando dos receptores se entrecruzan gracias al antigeno, lo que desencadena una
serie eventos intracelulares que culminan con la liberacibn de los granulos
citoplasmaticos y con la sintesis de novo y secrecion de citocinas. Las respuestas de
inmunidad innata por parte de las células cebadas comienzan cuando un ligando
conocido como endotoxina o lipopolisacarido (LPS) se une a su receptor (TLR-4: Toll
Like Receptor 4), provocando que se active una via intracelular que termina con la
expresion de genes de citocinas. Las vias del FceRl y del TLR-4 estan
presumiblemente relacionadas aunque no en todos los parametros de activacion en
las células cebadas, sin embargo, las proteinas y/o complejos que acoplan a éstas dos
vias son aun desconocidos(as). En el presente trabajo se obtuvieron células cebadas
derivadas de médula 6sea (BMMCs: Bone Marrow derived Mast Cells) de ratones tipo
silvestre y carentes de la cinasa Lyn, y se les tratdé con IgE, LPS e IgE+LPS. A través
de ensayos de desgranulacion se encontré que las cantidades de IgE pueden
influenciar el umbral de respuesta de las células cebadas, y que la presencia de LPS
no modifica la capacidad de las células para llevar a cabo la liberacién del contenido
granular. No obstante, cuando se midieron los transcritos de interleucina 2 (IL-2) e IL-4
por RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), se vio que la cinasa
Lyn regula negativamente la via del TLR-4 inducida por LPS que lleva a la sintesis del
transcrito de IL-2, y que el LPS puede activar una via independiente de Lyn en la
sintesis de esta citocina en células estimuladas antigénicamente. Por otra parte, el
tratamiento con LPS y la cinasa Lyn no afectaron la sintesis del mensajero de IL-4.
Cuando se midi6 la cantidad de proteina por ensayos de ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay), se observé que la cinasa Lyn puede ser un regulador positivo
0 negativo de la secrecion de IL-2 e IL-4 respectivamente, y que el LPS puede
desensibilizar la secrecibn de éstas citocinas en células cebadas estimuladas

antigénicamente.



1. INTRODUCCION.

1.1 El sistema inmune

El sistema inmune es el conjunto de células y moléculas responsables de llevar a cabo
la defensa del organismo frente al huésped. Este sistema es capaz de reconocer una
variedad muy amplia de particulas, entre las que se encuentran diversos patégenos
intracelulares (virus y algunas bacterias) y extracelulares asi como macromoléculas
tales como los alergenos (proteinas y polisacaridos). La respuesta colectiva y
coordinada a la introduccion de sustancias extrafias al organismo es conocida como

respuesta inmune (1).

En los mamiferos, existen dos tipos de respuestas inmunes. La primera se conoce
como inmunidad innata o natural, que funciona a través de mecanismos bioquimicos y
celulares encaminados a una respuesta rdpida montada en contra de agentes
infecciosos. Los principales componentes de la inmunidad innata son las barreras
fisicas y quimicas tales como los epitelio y las sustancias antimicrobianas producidas
en la superficie epitelial, células fagociticas (macréfagos, neutréfilos), células asesinas
naturales (NK), proteinas de la sangre (componentes del complemento y otros
mediadores de la inflamacion) y citocinas (proteinas secretadas por células del
sistema inmune). Las células que conforman la respuesta inmune innata presentan
una variedad de receptores de reconocimiento de patrones en sus membranas
celulares. Dichos patrones pueden estar asociados a diversos patégenos, los cuales

se encuentran altamente relacionados entres si en términos evolutivos (1).



El segundo tipo de respuesta inmune es la inmunidad adaptativa, también llamada
especifica o adquirida. Tal inmunidad muestra una gran especificidad por antigenos
microbianos y no microbianos. A diferencia de la inmunidad innata, cuya diversidad
para reconocer agentes extrafios es limitada y se encuentra codificada en la linea
germinal, la inmunidad adaptativa presenta una amplia diversidad gracias a los
receptores producidos durante la recombinacion somatica de segmentos genéticos en
respuesta a una sustancia. Ademas, este sistema tiene “memoria”, una caracteristica
que le permite “recordar” agentes con los que previamente ha tenido contacto y montar
asi una respuesta méas efectiva en su contra. Por esta razon la respuesta ejercida por
la inmunidad adaptativa es desarrollada a largo plazo. Las barreras fisicas y quimicas
de este tipo de inmunidad involucran la presencia de linfocitos en el epitelio,
anticuerpos (inmunoglobulinas) secretados al torrente sanguineo y a las superficies
epiteliales, ademas de la produccion de citocinas. Las células que participan en la
inmunidad adaptativa son los linfocitos B y T. Los linfocitos B pueden desencadenar un
tipo de respuesta inmune adaptativa denominada inmunidad humoral la cual
comprende la produccién de anticuerpos. Por su parte, los linfocitos T pueden ejercer

un tipo de repuesta el cual es conocido como inmunidad celular (1).

En términos generales, aunque hay dos tipos de respuesta en el contexto
inmunolédgico, existen células que son capaces de integrar estimulos de la inmunidad
adaptativa y de la inmunidad innata. Tal es el caso de las células cebadas cuya
funcion estéa relacionada con la isoforma E de las inmunoglobulinas (Igs) producida por
las células B, y con el reconocimiento de agentes involucrados en la activacion de la

respuesta inmune innata.



1.2 Lainmunoglobulina E (IgE)

La inmunoglobulina E (IgE) es un anticuerpo producido por las células B. Esta
inmunoglobulina esta formada por dos cadenas pesadas ¢, de ahi el nombre de IgE.
Este anticerpo, al igual que los demas isotipos, tiene una regién Fab con la que
reconoce antigenos (alergenos en el caso de la IgE) y una region Fc con la que se une
a los receptores FceRI y FceRIl. Las cadenas pesadas se unen por medio de puentes
disulfuro a dos cadenas ligeras, adquiriendo un peso total de alrededor de 188

kiloDaltones (kDa) (2).

Los receptores FceRIl y FceRIl se hallan distribuidos diferencialmente en diversas
células del sistema inmune. Por ejemplo, el receptor FceRl, ademas de estar en
basofilos y células cebadas y estar involucradas en las reacciones alérgicas, esta en
células presentadoras de antigenos (APCs) tales como monocitos, células de
Langerhans y células dendriticas. Sin embargo, se desconoce la funcion del receptor
en éstas células. Por otra parte el receptor FceRIl también conocido como CD23 tiene
dos formas, CD23a y CD23b. CD23a esta presente en las células B y CD23b es
inducido por la Interleucina 4 (IL-4) en células T, células de Langerhans, monocitos,
macrofagos y eosindfilos. Ambas formas llevan a cabo la endocitosis de particulas

cubiertas por IgE, pero el papel fisiolégico de este receptor es desconocido (1).



Las reacciones de hipersensibilidad tipo | (también conocidas como alergias) tienen su
origen con la entrada del alergeno al organismo. De esta manera, el alergeno puede
ser reconocido por las células B. La consecuencia de este encuentro es el cambio de
la célula B hacia un fenotipo productor y secretor de inmunoglobulina E (IgE). A este

evento se le conoce como primera exposicion al antigeno.

La IgE entonces es liberada a la circulaciéon y cuando ésta ha llegado hasta los tejidos
periféricos tales como el epitelio, la mucosa o las terminales nerviosas, se une a las
células cebadas provocando un fendmeno llamado sensibilizacién. Por esta razon,
éstas células son la principales efectoras de las reacciones alérgicas mediadas por
IgE. Una segunda exposicion al antigeno llevada a cabo por las células cebadas
desencadenara una reaccion de hipersensibilidad tipo |. Otra forma en la que las
células del sistema inmune pueden reconocer al antigeno es cuando las células
presentadoras de antigenos (APCs) reconocen y fagocitan al alergeno para romperlo
en pequefios péptidos y presentarlo mediante el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC), al receptor de la célula T (TCR) (3). Enseguida de que se
ha dado la interaccion entre la célula presentadora de antigenos y la célula T, ésta
tltima se disocia para encontrarse con una célula B. Cuando se lleva a cabo este
encuentro se requiere la presencia de IL-4 e IL-13 para que el cambio de isotipo por
parte de la célula B tenga lugar. De esta manera comienza la produccion de IgE que
viaja a través del torrente sanguineo para encontrarse con las células cebadas en los

tejidos periféricos (3).

1.3 Los alergenos

Los antigenos denominados alergenos son moléculas que se caracterizan por no ser

agentes infecciosos pero que desencadenan reacciones alérgicas. En el ambiente

existe una enorme varieadad de alergenos entre los que se encuentran porciones del



exoesqueleto de los artrGpodos (quitina), agentes quimicos parecidos a la penicilina,
polen de plantas y hongos, sustancias inoculadas al organismos por las picaduras de
abejas y otros insectos, particulas de polvo comudn, algunos componentes que se
hallan en los alimentos (particulas de bajo peso molecular altamente glucosiladas),

caspa y pelo de algunos mamiferos, entre otros (4).

Si bien los alergenos no inducen respuestas de inmunidad innata, si tienen la
capacidad de desencadenar las reacciones alérgicas, lo que incluye la produccién de
IgE, la preactivacion de las células cebadas y las subsecuentes reacciones de

hipersensibilidad desarrolladas (5).

1.4 Las células cebadas

Las células cebadas son un tipo celular de linaje mieloide que se deriva de la médula
Osea por medio de un proceso denominado hematopoiesis. Las células viajan como
precursores inmaduros hacia diferentes tejidos vascularizados donde completan su
maduracion. Tales tejidos comprenden a los epitelios, los vasos sanguineos, los
tractos gastrointestinal y respiratorio, los nervios, la piel, peritoneo y en las glandulas
productoras de moco. Las células cebadas llegan a la maduracién una vez que han
estado en contacto con el factor de célula madre (SCF, ligando de c-kit) y con la
interleucina 3 (IL-3), la cual ademas induce su proliferacién. Las células cebadas
maduras expresan a un molecula membranal llamada CD34, la cual le confiere una

identidad particular a este tipo celular (3 'y 5).

Estas células se caracterizan por expresar en su superficie al receptor que reconoce a
la porcibn Fc de la inmunolgoblina E, y por presentar numerosos granulos
citoplasmaticos electrodensos llenos de mediadores de la inflamacion que son

liberados en respuesta a la estimulacion del receptor FceRI (6) (figura 1).



Las células cebadas constituyen un tipo celular muy heterogéneo por lo que pueden
existir diferentes poblaciones que muestran caracteristicas particulares dependiendo
del sitio anatdmico donde éstas residan; debido a esto, se ha dicho que las células
cebadas son un tipo celular con mucha plasticidad (5). Un ejemplo son las células
cebadas de las mucosas cuyo contenido granular posee mayoritariamente sulfato de
condroitina y bajos niveles de histamina y se diferencian in vitro en presencia de IL-3.
En contraste, las células cebadas del tejido conectivo (presentes en pulmén y
cavidades serosas del cuerpo) presentan grandes cantidades de un proteoglicano
llamado heparina al igual que niveles elevados de histamina y su diferenciacion in vitro

requiere de SCF (1).

#

Figura 1. Célula cebada. Micrografia electrénica de un corte de célula cebada. En ella se
pueden observar los granulos electrodensos donde son almacenadas diversas sustancias
mediadoras de la inflamacion. En el perimetro se pueden distinguir proyecciones
citoplamicas. Al centro se observa un nucleo grande con la cromatina compactada.
Fotografia tomada de la pagina www.coeh.man.ac.uk/cgi-bin/.../launch.pl?link_id=55.

Aunque la presencia del receptor FceRI es una caracteristica de las células cebadas
que le confiere una funcién en las reacciones alérgicas, una gran variedad de
receptores se hallan en la membrana (Tabla 1), por lo que estas células tienen la
capacidad de censar distintos componentes del medio en el que se encuentran. Un
ejemplo de esto es la presencia de receptores tipo Toll (TLRs), receptores para
citocinas, quimiocinas y receptores para componentes del complemento, entre otros

(7) (Tabla 1).



Tabla 1 Algunos receptores y ligandos que influencian la activacion de las células cebadas.
Receptor Especies que lo Ligando
presentan
(reportadas hasta 2006)
FceRI, FeyRI, FeyRII Ratén, rata y humano Antigeno unido a IgE e
lgG
| C3aR Humano C3a |
| A3R Ratdén Adenosina |
| cCRr1 Ratén ccLs |
| ccr3 Humano cCL11 |
| s1P2 Raton S1P |
| IL-3R Humano IL-3 |
| IL-4R Ratén, humano IL-4 |
| IL-5R Humano L5 |
| IL-10R Ratén, rata, humano IL-10 |
| TGFBR1 Raton, rata TGFp |
| KIT Ratoén, rata, humano SCF |
| TLRs Ratén, rata, humano PAMPs |
A3R: receptor para adenosina; C3a: componente 3a del complemento; C3aR: receptor para C3a; CCL:
ligando quimiocina CC; CCR: receptor para quimiocina CC; FcyRI: receptor de alta afinidad para la
lgG; FceRI: receptor de alta afinidad para la IgE; FcyRIIl: receptor de baja afinidad para la IgG; Gai:
Subunidad « de proteina G inhibidora; IL: Interleucina; IL-3R: recpetor para IL-3; IL-4R: receptor para
IL-4; IL-5R: receptor para IL-5; IL-10R: receptor para IL-10; PAMP: patron molecular asociado a
patégeno; S1P: esfingosina 1-fosfato; S1P2: receptor 2 para S1P; SCF: factor de célula madre; TGFp:
factor de crecimiento transformante beta; TGFBR1: receptor 1 para TGFp; TLRs: receptores tipo toll..
Tomado y modificado de Gilfillan et al., 2006

1.5 Las fases tempranay tardia de las repuestas alérgicas

La activacion de las células cebadas por el receptor FceRI lleva a la liberacién del
contenido granular en un evento que se conocen como desgranulacion. Esta forma
parte de la fase temprana de la activacién en la cual estan involucradas todas las
sustancias preformadas que se liberan de los granulos en respuesta a un desafio
antigénico. La desgranulacion comprende la salida de una variedad muy amplia de
sustancias tales como péptidos antimicrobianos, sustancias vasoactivas y citocinas

prefabricadas. Otro tipo de sustancias que se liberan en esta fase son los mediadores



lipidicos sintetizados de novo por la activacion del metabolismo del acido araquidénico

).

Por otra parte, existe también una fase tardia en la que las células estimuladas a largo
plazo puede sintetizar de novo y secretar diversas citocinas gracias a la activacion
conjunta y diferencial de los factores de transcripciéon que inducen la expresion de
genes de citocinas. De esta manera, las citocinas pueden modular los estadios

inflamatorios de las respuestas alérgicas (1 y 5).

Las citocinas secretadas por parte de las células cebadas llevan diversos mensajes y
por ello poseen multiples funciones, por ejemplo: la interlucina 6 (IL-6) puede
incrementar la sintesis de IgE, mientras que la IL-8 e IL-16 sirven como
quimioatrayentes de neutréfilos y linfocitos respectivamente, en tanto la IL-5 y el factor
estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF) inducen el
crecimiento, activacion y sobrevivencia de eosinéfilos. El factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) puede inducir la expresion de moléculas de adhesion endotelial, de

guimiocinas del epitelio y secrecion de citocinas de leucocitos (1 y 8).

Otro tipo de proteinas inducibles y secretadas por las células cebadas son las
quimiocinas tales como MCP-1, MIP-1 alfa, MIP-1 beta y RANTES que llevan a cabo
la quimiotaxis de células T, de neutrofilos, de monocitos y eosindfilos,

respectivamente (8).

Dos citocinas muy importantes son IL-4 e IL-2. La funcién de la IL-4 esta acoplada a la
produccion de IgE por parte de las células B, a la diferenciacion de células Th2 y a la
expresion de FceRl y CD23 (1). Por su parte, la IL-2 funciona como un factor de

crecimiento de células T al inducir una caida en la activacién de proteinas inhibidoras



de ciclinas. En células NK y células B también induce la proliferaciéon de estos tipos

celulares (8).

En la tabla 2 se muestra un resumen de las moléculas que son liberadas durante la
desgranulacion, algunas de ellas son sintetizadas y liberadas en el momento del
estimulo y otras estan previamente almacenadas en los granulos para ser secretadas

hasta el momento de la estimulacién antigénica (5).

Los eventos moleculares asociados a la activacion del FceRI y a la desgranulacién,
comprenden una serie de pasos donde participan diversas proteinas sefializadoras

gue se activan en la cascada de transduccion del FceRlI.

1.6 Estructuray sefalizacion del FceRI.

El receptor FceRl es un complejo proteico heterotetramérico compuesto por una
subunidad alfa cuya funcién es reconocer la porcién Fc de la IgE, una subunidad beta
que atraviesa la membrana cuatro veces y que amplifica la sefial; y dos subunidades
gama unidas entre si por dos puentes disulfuro. Las cadenas beta y gama, en su
porcién citopldsmica, tienen motivos de fosforilacion en residuos de tirosina llamados

ITAMs (ver abreviaturas).

La activacion del FceRI comienza cuando dos IgEs reconocen y se unen a través de
un antigeno, a dos receptores de forma independiente (entrecruzamiento) teniendo
como consecuencia la activacion de las cinasas de la familia Src, Lyn y Fyn. Previo a
la activacion del FceRI, ambas cinasas se hallan débilmente asociadas a las cadenas

beta en espera de la activacion del receptor (12).



Tabla 2. Productos secretados en la células cebadas.

Histamina, serotonina (en
roedores murinos), sulfatos de
Principales mediadores heparina y/o  sulfatos de
preformados y almacenados en condroitina, ptrotesasas neutrales
granulos citoplasmicos (quimasas y/o ftriptasas)

proteina basica principal, muchas
hidrolasas acidas, catepsina,
carboxipeptidasas, peroxidasa.

Principales mediadores Prostaglandina E2 (PGE2),

lipidicos producidos por una PGD2, Leucotrieno B4 (LTB4),

activacion definida LTC4, factor activador de
plaguetas.

Citocinas y quimiocinas TNF*, TGFB, MIP-1a,

liberadas por una activacién VPF/VEGF*, FGF-2* LIF, IFN-«,

definida INF-B, INF-y, GM-SCF, |, IL-1a,

IL-1B, IL-2** IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-
13, IL-15, IL-16, IL-18, IL-25,
MCP-1, MIP-10*** MIP-1p*** y
RANTES*** (y  probablemente
muchas mas)

Péptidos anti-microbianos Catelicidina (células cebadas humanas:
LL-37, células cebadas murinas: CRAMP
€)

*Diversas lineas de evidencia indican que ciertas citocinas producidas por las células cebadas, tales como
factor de necrosis tumoral (TNF), factor de crecimeitno de fibroblastos 2 (FGF-2), factor de permeabilidad
vascular (\VPF) y factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) son preformadas y almacenadas en los
granulos. Tomado de Galli et al. Annu. Rev. Immunol. 23:749-86 (2005)

""Referencia 34 y 42

***Referencia 8

1.7 Lavia dependiente de Lyn

Ante el entrecruzamiento mediado por los complejos IgE-antigeno (Ag) (figura 2), la
cinasa Lyn fosforila los ITAMS de las cadenas beta y gama creando fosfotirosinas que
seran reconocidas rio abajo por los dominios SH2 de una proteina realcionada con
ZAP-70, Syk. Una vez que syk se ha translocado a los ITAMs de las cadenas gama,
se activa y entonces fosforila en tirosinas a una proteina de andamiaje llamada LAT.
LAT tiene mudltiples sitios de fosforilacién, y mediante éstos se pueden unir proteinas

sefalizadoras poseedoras de dominios SH2.



Una primera proteina es la enzima fosfolipasa C gama (PLCy) cuya funcién sera
hidrolizar al fosfatidil inositol 4, 5-bifosfato (PIP,) en inositol trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG) para movilizar calcio proveniente del reticulo endoplasmico al
interior de la célula y activar a la proteina cinasa C (PKC), respectivamente. Tanto la
liberacion de calcio de las pozas intracelulares como la activacion de la PKC, son
elementos importantes en la liberacibn de los granulos citoplasmaticos

(desgranulacién).

Una segunda proteina que se une a LAT es GADS y junto con la PLCy, pueden anclar
a una segunda proteina de andamiaje llamada SLP76 que podra reclutar al factor

intercambiador de nucledtidos de guanina VAV.

Una tercera proteina que se halla unida a LAT es GRB2, que media la union de SHC y
SOS al complejo macromolecular. SOS, al igual que VAV, es un factor intercambiador
de nucledtidos de guanina y en conjunto, pueden activar la via de RAS modulando el
intercambio de guanosin bifosfato (GDP) por guanosin trifosfato (GTP). De esta forma
es que se activa la via de las MAPKKK (o RAF) para promover el metabolismo del
acido araquidoénico a través de la activacién de la fosfolipasa A2 (PLA2) e inducir la
sintesis de eicosanoides (leucotrienos (LTC) y postaglandinas (PGL)). La via de RAF
en conjunto con la movilizacién de calcio y activaciéon de la PKC, activan a una
variedad de factores de transcripcién para regular la expresion de novo de genes de

citocinas (7).
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Figura 2. Cascada de sefializacion principal en células cebadas activadas. Para
mayor claridad, solo se muestra un receptor de alta afinidad para IgE (FcsRI).
Después de la agregacién del receptor FceRI, la molécula adaptadora LAT (Linker for
activation of T cells) es fosforilada por la via Lyn/Syk (spleen tyrosine kinase). LAT se
une directa o indirectamente a: la molécula adaptadora citosélica GRB2 (growth-
factor-receptor-bound protein 2), GADS (GRB2-related adaptor protein), SHC (SRC
homelogy 2 (SH2)-domain-containing transforming protein C) and SLP-76 (SH2-
domain containing leukocyte protein of 76 kDa), asi como a los factores
intercambiadores VAV y SOS, vy la enzima sefializadora fosfolipasa Cy (PLCy). De
nuevo, para mayor claridad, solo un sitio de unién es representado para GRB2 vy
GADS. Para observar la desgranualcion se requiere de la activacion de la PLCy,
proteina cinasa C (PKC) y una movilizacion de calcio (Ca2+). La generacién de
eicosanocides (incluyendo leucotrieno C4 vy prostaglandina D2) y citocinas es inducida
por la via de las proteinas cinasa activadas por mitégeno (MAPK), RAS y RAF.
Aunque la cascada es dirigida a la activacion de la cinasa 1 regulada por una sefial
extracelular MAPK (ERK1) y ERK2 es conocido que se regulan por RAF, pero las vias
que regulan las MAPK cinasas y las MAPKK cinasas que median la activacién de p38
y la cinasa del amino terminal JUN (JNK) en las células cebadas no estan bien
definidas. DAG (diacilglicerol), InP3 (inositol-1,4,5-trifosfato), PLA2 (fosfolipasa A2),
Ptdins(4,5)P2 (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato). Figura tomada de Gilfillan et al Nat. Rev.
Immunol 6:218-30 (2006).




1.8 La via dependiente de Fyn

Otra sefal que se activa en paralelo con la via de Lyn, es la via de Fyn (figura 3). Fyn
se halla unida débilmente a la cadena beta del FceRI y ante el entrecruzamiento del

receptor producido por IgE unida al antigeno, se activa.

Asi como en la via de Lyn participa la proteina de andamiaje LAT; evidencia reciente
indica que otra proteina de andamiaje denominada NTAL es importante en la via de
Fyn. NTAL y LAT comparten una alta similitud, ya que NTAL al igual que LAT posee
muchos residuos de tirosina que al ser fosforilados, podrian estar formando sitios de
reconocimiento para proteinas con dominios SH2. De esta manera se ha propuesto
que la proteina GRB2 se une a NTAL funcionando como intermediario de la unién de

Gab2-PI3K al complejo macromolecular.

Asi, Fyn activa puede fosforilar a Gab2 y promover la disociacion de PI3K del
complejo, para que esta Ultima ejerza su funcién enzimatica sobre PIP, y formar
fofatidil inositol 3, 4, 5- trifosfato. Por otra parte, la proteina con actividad de cinasa en
tirosinas de Bruton (Btk), que posee dominios homdlogos de Pleckstrina y que
pertenece a la familia de cinasas TEC, puede activar a la PLCy y asi mediar la
formacion de IP; (7). La PI3K ademas de fosforilar al PIP,, puede activar a la
fosfolipasa D (PLD), un mediador de la activacién de la Esfingosina cinasa (SK) que
fosforila a la esfingosina para dar esfingosina 1-fosfato (S1P) (13). Tanto el IP; como la
S1P pueden movilizar calcio de las pozas intracelulares al citoplasma y de esta
manera promover la liberacién de los granulos citoplasmaticos (desgranulacién), la

activacion de los factores de transcripcion y la sintesis de mensajeros de citocinas.
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Figura 3. Cascada de senalizacion complementaria en células
cebadas activadas. Para mayor claridad, solo un receptor de alta
afinidad para IgE (FceRI) es mostrado. Después de la agregacion del
FceRl, la proteina tirosina cinasa FYN se activa, lo que culmina con la
activacion de la proteina adaptadora citosdlica GAB2. Esto lleva a la
unién de la enzima fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) por GAB2 y termina
con la liberacién de calcio (Ca2+), la cual ocurre potencialmente a través
de un mecanismo de fosforilacion dependiente de BTK (Bruton’s tyrosine
kinase) de la PLCy. Alternativamente, PI3K incrementa la movilizacién de
calcio por activacién de la esfingosina cinasa (SK) a través de la
fosfolipasa D (PLD) para formar esfingosina 1-fosfato (S1P). Aunque no
ha sido bien demostrado, NTAL (non-T cell activation linker) puede
coordinar estos eventos uniendo GRB2 seguido de la fosforilacién de
NTAL de una manera dependiente de LYN y SYK. Figura Tomada de
Gilfillan et al Nat. Rev. Immunol 6:218-30 (2006).




1.9 Cinasas de la familia Src en células cebadas

La participacion de proteinas con actividad de cinasa de residuos de tirosina (PTKs) de
la familia Src es muy importante en el sistema de transduccién del receptor FceRI. Tal
es el caso de Lyn y Fyn cuyas masas son de 60 kDa aproximadamente. La estructura
general comprende un dominio amino terminal U, un SH3, un SH2 y uno de cinasa. El
dominio U media la union de las cinasas de esta familia con la cara interna de la
membrana celular (9). Los dominio SH3 y SH2 median la unién a dominios ricos en
prolina y residuos de fosfotirosina respectivamente (10); el dominio de cinasa fosforila
tirosinas, creando asi, dominios SH2 en otras proteinas (9 y 10). En el caso particular
de Lyn, su RNA mensajero puede ser sometido a corte y empalme alternativo durante
su procesamiento, por lo que la proteina puede estar presente en su forma corta o con
31 aminoacidos mas en la regién del dominio U. Esta proteina participa en la
regulacién negativa de las sefiales rio debajo del FceRI descritas mas adelante. Otras
PTKs como lo son Syk de la familia de Zap70/Syk y Btk de la familia Tec, son
proteinas que también estan presentes y son importantes en la sefializacion del FceRI

(11).

1.10 Consecuencias de la ausencia de Lyn

La participacion de la cinasa Lyn es muy importante en el sistema de transduccion del
receptor FceRI. En el caso de Lyn, ésta participa en la regulacién negativa de las
sefiales mediadas por el receptor FceRI (11), ya que estudios realizados en células
cebadas de ratones que carecen de Lyn muestran un marcado incremento en la
desgranulacion asi como un incremento en la fosforilacion de Gab2, una proteina

adaptadora que media la fosforilacion de la subunidad p85 de la fosfatidilinositol 3



cinasa (PI3K) aumentando también la fosfirilaciéon de PIP, para formar PIP3 y activar a

Akt (2 y 9).

Ademas, en una serie de experimentos llevados a cabo por Odom et al., se encontré
que en los ratones carentes de la cinasa Lyn, muchos rasgos asociados con las
alergias estuvieron presentes, incluyendo grandes concentraciones de IgE en suero,
incremento de histamina circulante, aumento en el numero de células cebadas en la

piel y en el peritoneo; asi como sobreexpresion del FceRI en las células cebadas (15).

Por otra parte, y a diferencia de lo que sucede con las células que carecen de la
cinasa Lyn, la ausencia de Fyn hace que las células cebadas desgranulen muy poco
(5 y 14). Estos hallazgos sugieren que la via de la cinasa Lyn puede regular
negativamente la via de la cinasa Fyn, y que de ésta Ultima depende la

desgranulacion.

1.11 Regulacion negativa de Lyn sobre Fyn

Un evento molecular asociado a la participacién de Lyn es la capacidad para fosforilar
a la proteina Cbp presente en las balsas de lipidos de las células cebadas. El
incremento en la fosforilacién de Cbp, recluta a Csk, la cual sirve para controlar la
cantidad de Fyn cataliticamente activa y de esta manera, controlar la desgranulacion.
Esta vision fue sustentada por experimentos en donde la introduccion de niveles

normales de Lyn en células cebadas Lyn

", provocd una disminucién en la actividad
de Fyn, cuando a las células se les estimulé antigénicamente (15). Asi, en células
carentes de Lyn, la fosforilacion de Cbp es reducida, lo que hace que haya menos Csk

disponible para regular negativamente la actividad de Fyn. Todo esto tiene como

resultado la fosforilacién incrementada de Gab2 dirigida a la hiperactivacion de la via



Gab2/PI3-K culminando con la desgranulacion (9). Esta regulacién ha sido usada para

explicar el incremento en la desgranulacion de las células sin Lyn.

Una funcién més que se la ha asignado a Lyn, es la capacidad para fosforilar ITIMs,
gue son dominios de inhibicion. Estos dominios fosforilados reclutan fosfatasas tales
como SHP-1 y SHIP que en las células cebadas, apagan las sefiales encaminadas a
la liberacion de mediadores (1, 5 y 9). Algunos estudios realizados en células B
sugieren que la cinasa Lyn tiene un rol regulador negativo ya que su ausencia tiene
como consecuencia la pérdida de la fosforilacion de diversas moléculas inhibidoras (8

y 15).

Como se mencion6 anteriormente las células cebadas son capaces de censar una
gran variedad de sefiales externas debido a que poseen receptores que les permiten
tener esta habilidad. Ejemplo de ello es la activacién del las células cebadas por el
FceRl que puede ser modificada por la activacion de un receptor de la familia Toll
llamado TLR4. Debido a esto, las células cebadas pueden integrar estimulos

provenientes de la inmunidad innata y de la inmunidad adaptativa.

1.12 Receptores tipo Toll (TLRS)

Los receptores tipo Toll (TLRs) son una familia de receptores que reconocen una
variedad importante de patrones moleculares (tabla 3). Su nombre se debe a la alta
similitud que este tipo de receptores presenta con el receptor Toll, cuya funcién esta
asociada al reconocimiento de hongos patdgenos en Drosophila melanogaster (la
mosca de la fruta) (16). En los mamiferos, estas proteinas reconocen patrones
moleculares de algunos microorganismos asociados a algunas enfermedades (17). Sin
embargo, los TLRs también pueden reconocer otro tipo de sustancias sin que

necesariamente estén involucradas en la patogénesis (18). En la tabla 3 se muestran



los diferentes receptores tipo Toll descritos a la fecha y los ligandos que pueden ser

reconocidos por cada uno de ellos.

Los TLRs en su porcién extracelular poseen un dominio que contiene de 19 a 25
copias en tandem de motivos ricos en leucina (LRR) (figura 4). Cada repeticion
consiste de 24 a 29 aminoacidos presentando secuencias XLXXLXLXX o una mas
conservada aun X@XX@X4FXXLX, donde X denota cualquier aminoacido y @ denota
aminodcidos hidrofdbicos. Los TLRs en su tallo citoplasmico presentan un dominio TIR
de aproximadamente 200 aminodcidos cuya estructura comprende tres regiones
altamente conservadas conocidas como cajas 1, 2 y 3 las cuales son necesarias para
la sefializacion. Los dominios TIR comparten por lo general una identidad del 20 al
30% y su tamano varia dependiendo del TLR que se trate. Este dominio esta presente
en el receptor Toll de Drosophila y en el receptor para IL-1 proviniendo de ahi el

nombre de TIR (Toll/IL-1R) (18).
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Figura 4. Estructura del los receptores tipo Toll (TLRs). Los TLRs y los receptores para
interleucina 1 (IL-1) tienen un dominio citoplasmico conservado que es conocido como el
dominio de Toll/IL-1R (TIR). El dominio TIR es caracterizado por la presencia de tres regiones
altamente homologas (conocidas como cajas 1, 2y 3). A pesar de la similaridad de los dominios
citoplasmicos de estas moléculas, sus regiones extracelulares difieren marcadamente: los TLRs
tiene repeticiones en tandem de regiones ricas en leucina (conocidas como repeticiones ricas
en leucina, LRR) mientras que el receptor para IL-1 tiene tres dominios de tipo inmunoglobulina
(lg). Tomado de Akira y Takeda et al. Nat. Rev. Immunol. 4:499-511 (2004).




Tabla 3. Receptores tipo Toll: sus ligandos y sus origenes

Receptor Ligando Origen del ligando
TLR-1 Lipopétidos triacilados Bacteria y micobacteria
Factores solubles N. meningitidis
TLR-2 Lipopéptidos/lipoproteina Varios patégenos
Peptidoglicano Bacterias gram positivas
Acido lipoteicoico Bacterias gram positivas
Lipoarabinomanano Micobacteria
Modulina soluble en fenol S. epidermis
Glicoinositolfosfolipidos T. cruzi
Glicolipidos T. maltophilum
Porinas Neisseria
Lipopolisacérido atipico L. interrogans
Lipopolisacérido atipico P. gingivalis
Zimosan Hongos
Proteina de choque térmico 70* Hospedero
TLR-3 RNA de doble hebra Virus
TLR-4 Lipopolisacarido Bacterias gram negativas
Taxol Plantas
Dioscorina** D. alata
Proteina de fusion Virus sincicial respiratorio
Proteina de envoltura Virus de tumor mamario de
Proteina de choque térmico 60* ratén
Proteina de choque térmico 70* C. pneumoniae
Repeticién tipo Ill del dominio A Hospedero
de fibronectina* Hospedero
Oligasacarido del &cido hialurénico Hospedero
Polisacarido de sulfato de heparina Hospedero
Fibrinc')geno Hospedero
TLR-5 Flagellina Bacteria
TLR-6 Lipopéptidos diacilados Mycoplasma
Acido lipoteicoico Bacteria gram positiva
Zimosan Hongos
TLR-7 Imidazoquinolina Compuestos sintéticos
Loxoribina Compuestos sintéticos
Bropirimina Compuestos sintéticos
RNA de hebra sencilla Virus
TLR-8 Imidazoquinolina Compuestos sintéticos
RNA de hebra sencilla Virus
| TLR-9 DNA con motivos CpG Virus y bacterias
| TLR-10 N. D. N. D.
| TLR-11 N.D. Bacterias uropatégenas

* Es posible que éstas preparaciones de ligando, particularmente aquellas de origen endégeno, estuvieran contaminadas
con lipopolisacarido u otros componentes microbianos potentes. De esta manera es que se requiere de un andlisis mas
preciso para concluir que los TLRs reconocen éstos ligandos endégenos. ** Referencia 20. N. D., no determinado
Tomado y modificado de Akira y Takeda, 2004.




Los TLRs se asocian mediante interacciones TIR con proteinas que sirven como
adaptadores que acoplan a otras proteinas para formar complejos sefializadores
(figura 5). Las cascadas de activacion pueden ser dependientes o independientes de
MyD88. Por ejemplo, los TLR-1, 2 y 5 utilizan a las proteinas TIRAP y MyD88, en tanto
que el TLR3 emplea a TRIF. Los TLR-7, 8 9 y 11 emplean Unicamente a MyD88. El
TLR-5 ademas de usar el complejo TIRAP/MyD88, también puede hacerlo solo con
MyD88. El TLR-4 puede emplear la via independiente de MyD88 que induce la

participacién de TRAM y TRIF, o la via que comprende a MyD88/TIRAP (19).
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Figura 5. Respuestas inmunes mediadas por los TLRs. El TLR2 en convenio con el TLR1 o TLR6
discriminan entre los patrones moleculares de lipopéptidos de triacil o diacil respectivamente. . El TLR3
reconoce RNA de doble hebra (dsRNA). EL TLR4 reconoce LPS bacteriano. TLR7/8 median el
reconocimiento de imidazoquinolinas vy RNA de hebra sencilla (ssRNA). TLR9 reconoce DNA con
dominios CpGde virus y bacterias. TLR5 reconoce flagelina bacteriana el TLR11 de raton reconoce
componentes de bacterias uropatogénicas y moléculas de tipo profilina del protozoario Toxoplasma
gondii. TLR1/2 y TLR2/6 a MyD88 (myeloid differentiation primary response protein 88) y TIRAP/MAL
(TIR-domain containing adaptor protein, también conocida como MyD88-adaptor-like-protein). Tomado
de Kawai y Akira. Cell Death and Differentiation Nat. Rev. 1-10 (2008).

1.13 Un ligando para el TLR4: el Lipopolisacarido

El lipopolisacéarido (LPS) es una lipido glucosilado asociado a la membrana externa de
las bacterias gram-negativas tal como Escherichia coli (figura 6). Su estructura
comprende dos azucares glucosaminadas unidas a tres fosfatos y seis tallos de acidos
grasos los cuales anclan al LPS con la membrana externa de las bacterias gram

negativas. La estructura basica comprende largas cadenas de azlcares usualmente



muy ramificadas, ademas de contener dos moléculas de azlUcar denominadas acido 3-
deoxi-D-mano-octulosénico. Posee ademas un nucleo, el cual une a ocho de las veinte
azUcares que se pueden unir en este lugar. Este sitio ademas puede albergar al
antigeno O el cual es muy largo y se compone por una unidad de oligosacaridos que
esta repetida mas de cuarenta veces. Tanto el nlcleo sacarido como el antigeno O,
son las regiones que varian de una cepa a otra en las diferentes especies de bacterias

gram negativas, siendo todas altamente inmunogénicas (21 y 22).

Q-antigen Core Region Lipid A

Figura 6. Estructura esquematica del LPS de Escherichia coli. E| LPS puede ser reconocido en
tres dominios: el lipido A contiene dos dominios acilados GlcNAc-P (P), el nlicleo consiste de KDO
(K) que une cationes libres para estabilizar la membrana externa, heptosas (H) y azucares
neutrales tales como la galactosa. Al antigeno O consiste de una unidad de dos a ocho azlcares
repetidas muchas veces. Tomado de Varki et al. Essentials of glicobiology (1999).

1.14 Sefalizacion del TLR4

La molécula que en primera instancia ayuda al reconocimiento del LPS es la proteina
de union al LPS (LBP). Enseguida de la asociacion LBP-LPS, se une una proteina
membranal llamada CD14 y el complejo formado presenta al LPS con el TLR4 a través
de dominios ricos en leucina (LRR) que este ultimo posee. El complejo formado con
ayuda de una ultima proteina llamada MD-2 permitird la tranduccién de la sefial del
LPS hacia el interior de la célula. Existe una via canbnica que comprende la

participacion de diversas proteinas intracelulares, sin embargo existen vias alternas



que pueden llevar al mismo propésito: la expresibn genética de citocinas

proinflamatorias (23) (figura 7).

LPS
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Figura 7. Reconocimiento del LPS. MD-2 (myeloid differentiation protein 2) and
CD14 (cluster desing 14) son requeridas como correceptores para que el TLR4
reconozca al Lipopolisacarido (LPS) y para activar al factor nuclear kB (NF-xB) vy
promover la expresién de genes inflamatorios. Tomado y modificado de Liew et al.
Nat. Rev. Immunol. 5:446-58 (2005).

El TLR4 (receptor tipo toll 4), asi como el FceRIl, esta embebido en la membrana
celular de las células cebadas. En general, los receptores de ésta familia, son
receptores conservados a través de la evolucién participando en la respuesta del
hospedero frente a microorganismos mediante el reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPSs) (24). Las sefales rio abajo tienen como
consecuencia la activacion del complejo IKK gue secuestra al inhibidor de NF-xB (1kB)
para entonces promover la sintesis de RNA mensajero y proteinas involucradas en la
respuesta inmune innata. Los dominios asociados a estos adaptadores son esenciales
ya que pueden mediar muchas interacciones moleculares. Es asi como la activaciéon
de factores de transcripcion ejercen su funcién sobre regiones especificas del genoma,
induciendo la expresion de diferentes genes que a posteriori formaran parte de la

defensa del hospedero frente a los microorganismos (25).



1.15 La via dependiente de MyD88

Una vez que el LPS ha transducido su sefal al interior de la célula, una proteina
llamada MyD88 se une a través de su dominio TIR con el dominio TIR del TLR4 (figura
8). MyD88 es una proteina adaptadora que requiere de una proteina llamada TIRAP
para asociarse con las cinasas de serina/treonina llamadas IRAKs (18) (figura 9).
IRAK4 fosforila a IRAK1 permitiendo que ésta Ultima se asocie a TRAF6 (18 y 19).
TRAF6 interacciona con la Ubiquitina Ligasa UBC13 y con la proteina conjugadora de
ubiquitina UEV1A para poder activar al complejo formado por TAK1, TAB1, TAB2 y
TAB3 vy fosforilar a las MAP cinasas, y al complejo IKK que desactiva al Inhibidor de
NF-xB (IxB) permitiendo que NF-xkB pueda viajar hasta el nucleo e inducir la
transcripcién de genes de citocinas (18). La activacion de las MAP cinasas involucra la
actividad de MKK3, MKK6 y MEK2, las cuales activan subsecuentemente a JNK, p38 y
ERK. Esta actividad mediada por las MAP cinasas culmina con la activacion del factor

de transcripcion AP-1 (Jun y Fos) (19).
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Figura 8 Sefalizacion del TLR4: vias dependiente e independiente de MyD88. La via
dependiente de MyD88 involucra la activacion temprana del facto nuclear xB (NF-xB), la cual
dirige a la sintesis de proteinas inflamatorias. La via independiente de MyD88 activa al factor
regulador de interferén (IFN) 3 (IRF3) e involucra la activacion tardia de NF-kB, ambos dirigen a
la produccion de INF-p y genes inducibles de INF. Tomado de Akira y Takeda ef al. Nat. Rev.
Immunol. 4:499-511 (2004).




Cytoplasm

Nucleus Type I IFN

Figura 9. El TLR4 activa las vias dependientes de MyD88 y TRIF. TIRAP/MAL vy
TRAM (TRIF-related adaptor molecule, también conocida como TIR-domain-containing
molecule 2: TICAM) son requeridas para la activacion de las vias dependientes de
MyD88 y TRIF (TIR-domain-containing-adaptor protein inducing IFN-B, también
conocida como TIR-domain containing molecule 1: TICAM1) respectivamente. MyD88
recluta a IRAK4 (IL-1-receptor-associated kinases 4) y TRAF6 (tumor necrosis factor
receptor associated factor 6). Sobre la estimulacién del ligando TRAF6 activa el
complejo TAK1 (transforming-growth-factor-p-activared kinase 1), TAB1 (TAK-binding
protein 1), TAB2 y TAB3. El complejo TAK1 activado activa al complejo IKK (inhibitor of
nuclear factor-kB (lkB). Kinase complex) que consiste de IKKa, IKKp e IKKy, el cual
fosforila (P) a los IkBs. Los |kBs son destruidos por la via proteosémica permitiendo
que NF-kB se transporte al nucleo. TAK1 simultaneamente activa la via de las MAPK
las cuales fosforilan y activan a AP-1. NF-«B y AP-1 controlan la respuesta inflamatoria
induciende citocinas proinflamatorias. EL TLR4 también recluta a TRAM y TRIF los
cuales interaccionan con TBK1 (TANK binding kinase 1). TBK 1 conjuntamente con
IKKi median la fosforialcion de IRF3. IRF3 fosforilado es dimerizado y transladado al
nucleo para unirse al DNA. TRIF también interactia con TRAF6 y RIP1 (receptor
interacting protein), los cuales median la activacién de NF-«B. La activaciéon de IRF3,
NF-xB y AP-1 es requerida para la induccién de IFN tipo |, particularmente IFN-(.
Tomada y modificada de Kawai y Akira. Cell Death and Differentiation Nat. Rev. 1-10
(20086).




1.16 La via independiente de MyD88

Una via paralela a la de MyD88, es la via de TRIF. TRIF es un adaptador que contiene
dominios TIR y su activacion requiere de otro adaptador llamado TRAM (24). TRIF se
une a RIP1 para promover la actividad de NF-xB a través de la activacion del complejo
IKK. Sobre la activacion de TRIF, se pueden activar factores reguladores de interferon
(IRF) 3y 7, los cuales rio abajo fosforilan a complejos IKK no convencionales como

IKKe 0 TBK1 para desembocar en la activacion de NF-xB y ATF2/c-Jun y promover la

expresion de IFN-B (figuras 8 y 9).

1.17 Comunicacién cruzada

La comunicacion cruzada (crosstalk) se refiere a un proceso en el cual una via de
sefalizacién puede tener influencia sobre otra(s) via(s). Esto se da por que al interior
de la célula existen componentes moleculares que pueden ser compartidos por varias
vias activadas por diferentes ligandos. Sin embargo, no todas las vias que se pueden
activar en una célula tienen que estar necesariamente asociadas. En el caso de la
célula cebada, un claro ejemplo de comunicacién cruzada existe cuando las células
son tratadas con LPS para activar la via del TLR-4 y con IgE para activar la via del
FceRl, y ver los distintos parametros de activacion en respuesta a la estimulacién por

separado y conjunta de ambos ligandos (25).

Existen diversos articulos en los que se han hecho experimentos con tales moléculas
(IgE y LPS) y se han encontrado resultados interesantes. Uno de ellos es el de
Masuda et al., donde los resultados revelaron que el LPS y el estimulo antigénico
mediado por IgE unido a FceRI, promueve sinérgicamente la sintesis y secrecion de

interleucinas tales como IL-5, IL-10 e IL-13. Asimismo, cuando las células cebadas



fueron estimuladas antigénicamente, en ausencia del LPS; y estimuladas por LPS en
ausencia del estimulo antigénico, la sintesis y secrecion de citocinas decrecieron
considerablemente en ambos casos. Es asi que este trabajo provee evidencia sobre el
efecto dual y sinérgico que el FceRI y el TLR4 que pueden tener sobre la activacion de

las células cebadas (25)

Otro estudio hecho por Nigo et al., reveld que la infiltracion eosinofilica en pulmén
murino puede verse inducida mayoritariamente cuando a los ratones se les administra
cantidades considerables de antigeno (OVA) y LPS. Experimentos posteriores
revelaron que no solo se necesita activar la sefializacion del FceRI y el TLR-4 para
observar la infiltracién eosinofilica en pulmdén murino, si no que, ademas, dicha
activacion tiene que estar mediada por las células cebadas residentes en las vias
aéreas de los ratones utilizados. En este trabajo también se vio que el LPS puede
inducir la secrecién de TNF-a en las células cebadas y que el LPS en conjunto con la
activacion del FceRI pueden mejorar la sintesis de mensajeros tales como los de IL-5,
IL-13 y Eotaxina 2. En este mismo estudio se detectd la activacion de factores de
transcripcion tales como NF-xB, AP-1, GATAL y GATA2 en células cebadas activadas

con LPS (26).

Elementos que se activan en la via del TLR4 y que participan en la estimulacién
antigénica, fueron reportados en un trabajo hecho por Furumoto et al., al observar que
la subunidad beta del receptor FceRI puede regular la fosforilacion de MAPK e IkB.
En estos experimentos se mutaron residuos de tirosinas por fenililaninas en la
subunidad beta del receptor y el resultado fue la sobreexpresion en la sintesis de

citocinas tales como IL-6, IL-13 y TNF-a (27).



Desde hace varios afios se ha venido caracterizando el papel de las células cebadas
en los mamiferos y se ha encontrado que este tipo celular puede desarrollar
respuestas de inmunidad innata. Esta visibn ha sido sustentada en experimentos
donde se ha visto que los agentes bacterianos inducen la sintesis de TNF-a en la
cavidad peritoneal y que la fuente de origen de esta citocina son las células cebadas,
ya que, al utilizar ratones sin células cebadas, los niveles decaen significativamente
respecto a los ratones silvestres o a los ratones sin células cebadas reconstituidos con

células cebadas (28).

Es claro que las células cebadas tienen un papel fundamental en las reacciones
alérgicas. Sin embargo, las células cebadas pueden tener una influencia importante en
la regulacion de la respuesta innata en contra de infecciones bacterianas. Incluso se
piensa que la sefializacion inducida por endotoxina (LPS), puede modular la
enfermedad inflamatoria alérgica (29). Las células cebadas pueden integrar
respuestas dadas por estimulos de la inmunidad innata y por la inmunidad adaptativa,
por lo que su estudio ayudaria a establecer la relacibn existente entre las

enfermedades alérgicas y las infecciones bacterianas.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:
Averiguar el papel que la cinasa Lyn juega en los efectos de la endotoxina LPS, sobre

el sistema de transduccion del receptor FceRI en las células cebadas.

2.2 Objetivos particulares:

a) Caracterizar el papel de la cinasa Lyn en la desgranulacion antigénica de las
células cebadas en presencia de LPS.
b) Caracterizar el papel de la cinasa Lyn en la sintesis de citocinas inducida

antigénicamente en presencia de LPS.

3. HIPOTESIS

e La cinasa Lyn acoplada al receptor FceRI tendra un papel relevante en las
modificaciones que la via inducida por el LPS ejerza sobre las células cebadas

activadas antigénicamente.



4. MATERIALES Y METODO

4.1 RATONES

Los ratones utilizados en este trabajo pertenecen a la cepa 129s1/Sv1Jm y presentan
un color de pelo agouti. En todos los experimentos, se tomaron ratones de 8 semanas
de edad en promedio comprobando previamente su genotipo. Los ratones tipo

**) y los ratones carentes de la cinasa Lyn (Lyn™) son ratones libres de

silvestre (Lyn
patégenos. Los ratones Lyn” son el producto de la manipulacion genética del gen Lyn
al cual se le anul6 su funcionalidad.

4.1.1 Generacion de ratones Lyn ™

En los ratones existen dos loci del gen que codifica para la proteina Lyn, uno de los
cuales es totalmente activo y el otro no por lo que se le denomina pseudogen (figura
10). Para eliminar la funcionalidad del gen activo de Lyn, se hicieron construcciones
con el gen de resistencia a neomicina (caset NEO) insertado en un vector de
expresion pol2s. Tal construccion dana la secuencia del gen Lyn entre los exones 3 y
7. Una vez que se tiene la construccion, el vector se introduce en células troncales
embrionarias de raton a través de electroporacion. Las células embrionarias que hayan
sido exitosamente transfectadas (esto es, que se les haya insertado la construccion en
su genoma) y que hayan pasado por un proceso llamado recombinacién homadloga,
seran resistentes a un medio de cultivo enriquecido con neomicina (es decir, que el
caset de NEO se introdujo entre los exones 3-7 del gen de Lyn). Una vez que se han
seleccionado las células resistentes, estas son introducidas en blastocitos de ratén
para ser introducidos en una hembra de ratdn previamente pseudoprefiada. La
progenie resultante sera heterocigota para el gen que ha sido modificado, es decir,

tendra un gen activo y otro dafado. No obstante el posterior apareameniento de dos



ratones heterocigotos para el gen dafiado, dara una progenie donde por segregacion
mendeliana existiran ratones homocigotos para tal caracteristica, es decir, ratones que

tienen los dos alelos del gen Lyn afectados (ratones Lyn-/-) (1 y 30).
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Figura 10. Mapas de restriccion del gen activo e inactivo (pseudogen) de Lyn. En la imagen se
observan los sitios donde el vector usado inactivo el gen funcional de Lyn. Las cajas numeradas
representan los exones. Sitios de restriccion: X, Xbal; B, BamH1 y H, Hindlll. Figura tomada de Chan et
al. Immunity 7:69-81 (1998).

4.2 GENOTIPIFICACION

4.2 .1 Purificacion de DNA

Para confirmar el genotipo de los ratones, se les corté un centimetro del extremo de
la cola. Las colas fueron puestas en tubos de rosca de 1.5 ml y se les afadiéo 1 ml de
amortiguador SNET para mantenerlas toda la noche en una bafo a 57°C y en
agitacion. Al dia siguiente se tomaron 750 pl del sobrenadante de cada digestion y se
pasaron a otro tubo nuevo para anadirles 750 ul de una mezcla de
fenol:cloroformo:alcohol (25:24:1). Se les agité en un vortex durante 30 segundos y se
les centrifugd a 15 000 rpm a 4°C por 15 minutos. De cada muestra, se tomé 600 pl
de la fase acuosa y se les agregaron 600 ul de isopropanol para mezclarlas por
inversion en un tubo nuevo y mantenerlas 15 minutos en hielo seco y enseguida
centrifugarlas 15 minutos a 15 000 rpm a 4°C. Posterior a la centrifugacion, a las

pastillas formadas en el fondo de cada tubo, se les retir6 el sobrenadante y se les



agrego 1ml de etanol al 70% frio, se les mezcld por inversion, se colocaron en hielo
seco durante 5 minutos y se les centrifugé a 4°C a 15 000 rpm por 15 minutos.
Después de este tiempo, el sobrenadante fue retirado por completo de las pastillas y
las muestras fueron secadas a temperatura ambiente hasta no detectar ningun
solvente (aproximadamente 15 minutos). Finalmente, se les agregd 25ul de agua
tratada con DEPC. Para cuantificar la cantidad de DNA, se tomaron 2ul y se
disolvieron en 98ul de agua con DEPC y se leyeron en un espectrofotémetro a
longitudes de onda de 260 y 280 nanometros. Después de esto, los genes Lyn, en el
caso de las células Lyn"* y el inserto (caset) de neo en el caso de las células lyn™,

fueron sometidos a 35 ciclos de replicacion. (ver amplificacion de DNA).

4.2.2 Amplificacién del DNA

Para llevar a cabo la confirmacion de los genotipos, se hizo lo siguiente: en tubos de
0.5 ml se puso 1ul de DNA de cada muestra. A cada uno de éstos tubos se les agrego
0.96 ul de buffer para PCR 10X sin Mg, 0.96 ul de dNTP mix 2.5 mM, 1.2 de MgCI2 25
mM, 0.3 ul de primer sentido 10 uM (oligo up Lyn y Neo), 0.3 ul de primer antisentido
uM (oligo down Lyn y Neo), 0.03 ul de Tag DNA polimerasa y 5.65 ul de agua.
Posteriormente, se metieron las muestras a un terrmociclador y se sometieron a 35
ciclos en el programa LYN KO bajo el siguiente programa: Ciclo 1: 94°C, 3 min. Ciclo
2: 94°C, 30 seg. Ciclo 3: 58°C, 4 min. Ciclo 4: 72°C, 1 min. Ciclo 5: ir a 1, rep 35
veces. Ciclo 6: 72°C, 2 min. Ciclo 7: detener 10°C. Fin. Después de esto las muestras

fueron corridas por electroforesis en un gel de agarosa al 2% (figura 11).
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Figura 11. Gel representativo de la genotipificacion. Se extrajo el DNA
para despues amplificar los genes de Lyn y Neo. Los ratones tipo
silvestre (Lyn*™*) muestran una banda de 340 pares de bases (pb) y los
ratones carentes de la cinasa Lyn (Lyn”") muestran una banda de 280 pb.

4.3 CULTIVOS

4.3.1 Extraccién de células cebadas de médula ésea de ratones Lyn™y Lyn*"

Para obtener células cebadas derivadas de médula 6sea (BMMCs) de raton se llevo a
cabo el siguiente protocolo: se sacrificaron dos ratones en una camara con éter y se
les humedecio el abdomen vy la tibia con etanol al 70 %. Se les removio la piel de la
tibia. Después, se les corto la epifisis distal y proximal de la tibia sin exponer la médula
Osea y se colocaron en una caja petri. A éstas se les separé el musculo del hueso para
cortarlo con tijeras estériles por debajo de ambas epifisis. Para exponer la médula
Osea se dejaron pasar lentamente 3 ml de medio RPMI (perfusion) a cada lado del
hueso con ayuda de una jeringa de 1 ml (con aguja de 27 x 13 mm) y se colecté el

medio en otra caja petri estéril.



4.4 TRATAMIENTOS

4.4.1 Tratamiento de células cebadas derivadas de médula 6sea

Cuando los cultivos cumplieron cuando menos 4 semanas de edad, se contd y tomo el
namero de células a utilizar, se vertieron en tubos coénicos de 15 6 50 ml y se
sensibilizaron células Lyn*"* con IgE anti-DNP monoclonal con (18 millones) y sin (18
millones) una preincubacion con LPS. De la misma manera, se preincubaron células
Lyn 7. Para ambos tipos celulares se preincubaron células en presencia de LPS en
medio sin IgE (ver tabla 4). Después, se metieron las células en una incubadora a

36°C durante 18 horas.

Tabla 4. Tratamientos con los que se preincubaron a las células Lyn** y lyn--.

Células/ Lyn™* lyn-
Tratamientos

A: IgE* 18 millones 18 millones
B: IgE* + LPS 18 millones 18 millones
C: LPS 3 millones 3 millones

*Se hicieron experimentos con dos concentraciones de IgE: 200 y 600
ng/ml. La concentracion de LPS que se utilizé fue de 100 ng/ml. En ambos
casos se hicieron 6 experimentos.

4.5 ENSAYOS DE DESGRANULACION

4.5.1 Determinacion de p- Hexosaminidasa en células cebadas Lyn"* y Lyn *-

Una hora antes de que se cumpliera el tiempo de preincubacién, en una gradilla se
colocaron 8 tubos de 1.5 ml por tratamiento para colocar a las células Lyn** + IgE con

y sin LPS; y a las células Lyn ™ + IgE con y sin LPS. En ellos se afiadieron



concentraciones crecientes del antigeno DNP-HSA (Dinitrophenol- Human Serum

Albumin), haciéndose todo en frio (tabla 5).

Después de las 18 horas, las células se sacaron de la incubadora y se centrifugaron a
1, 500 rpm durante 5 minutos a 24°C. Se quit6 el sobrenadante y con lo que quedd de
medio, se agité el paquete celular (pastilla) para disgregar a las células. Entonces se
resuspendio el paquete celular con buffer Tyrode's/BSA a 37°C hasta un volumen de
9 ml por tubo para llegar a la relacion de 2 millones de células por ml. Asi, de cada
uno de los tubos conicos, se extrajo un ml de muestra para agregarselo a cada uno de
los tubos de 1.5 ml de cada tipo celular con su tratamiento correspondiente. Ademas,
se hicieron dos controles en ausencia de antigeno. El primero sirvi6 para que el
sobrenadante (0% de desgranulacion) y la pastilla (100% de desgranulacién) fueran
utilizadas para determinar la intensidad de la respuesta de los ensayos tratados con
DNP-HSA (ver tabla 5). El segundo control fue guardado para detectar la sintesis de
citocinas (Ver RT PCR). Hecho esto, se incubaron los tubos durante una hora.
Después se sacaron y se centrifugaron a 14, 000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se
vaciaron los sobrenadantes en tubos de 1.5 ml nuevos previamente etiquetados y las
pastillas se guardaron en un ultracongelador REVCO a —70 °C para un posterior

tratamiento (ver purificacion de ARN).



Tabla 5. Ensayos y tratamientos — DNP-HSA

control control

Ensayos

Células

tratamientos

Lyn*™ + IgE 0 0 1 3 9 27 81 243
Lyn** + IgE + LPS 0 0 1 3 9 27 81 243
Lyn -/- + IgE 0 0 1 3 9 27 81 243
Lyn -/- + IgE + LPS 0 0 1 3 9 27 81 243

Los numeros representan los nanogramos por mililitro (ng/“ml) de antigeno (DNP-HSA) con los
que se trato a las células.

Del sobrenadante se extrajeron 60ul de cada tubo y se pusieron en orden en los
pozos de una placa de ELISA. Después se agregd 30ul de sustrato PNAG (p-
nitrofenil-beta-D-2-acetamido-2-desoxiglucopiranésido:  sustrato para la  B-
Hexosaminidasa) a cada uno de los pozos antes mencionados. Se incubd la placa por
una hora a 37°C y después a cada pozo se le adicion6 120 ul de una solucion de paro
de la actividad enzimatica (Na,CO3/Na,HCO3), la cual hace que se desarrolle una
coloracién amarilla cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracion
de la B-Hexosaminidasa. Entonces se meti6é la placa a un espectrofotémetro para

medir la densidad optica a 405 nm.



4.6 TRANSCRIPCION REVERSA (RT)

4.6.1 Purificacion de RNA

Las pastillas celulares de cada uno de los ensayos de desgranulacion y los controles
se descongelaron para agragarles 0.5 ml de solucion de lisis TRI-Reagent. Con ayuda
de la pipeta se paso6 el contenido a un tubo nuevo de rosca de 1.5 ml, en donde
posteriormente se les agregdé 200 pl cloroformo para crear un medio hidrofébico y
extraer los acidos nucleicos. Se mezclé con el vortex y se dejé reposar por 15 minutos
a temperatura ambiente. Pasados los 15 minutos se centrifugaron a 14, 000 rpm por
15 minutos a 4°C. Posterior a este tiempo, se extrajeron 400 ul de la fase acuosa y se
vertieron en otro tubo de 1.5 ml con 3 ul de glucégeno previamente puestos, para
agregarles 500 ul de isopropanol, se mezclaron suavemente y se dejaron reposar
durante 10 minutos. Después de esto, se centrifugaron a 14, 000 rpm por 10 minutos
4°C. En este punto se formo una pastilla a la que se le quitd todo el sobrenadante con
ayuda de una bomba de vacio hasta dejarla seca. Las pastillas se resuspendieron, sin
disociarlas, con 1 ml de etanol al 75% con agua tratada con DEPC. Los tubos se
centrifugaron nuevamente a 14, 000 rpm por 10 minutos a 4°C. Entonces se les retird
el etanol con la bomba de vacio y se dejé secando durante 10 minutos. Se les
adicion6 15 pl de una solucion protectora del RNA, RNASecure, y se les calentd a
60°C durante 10 minutos. Las lecturas sobre la concentracion de RNA se hicieron con

un biofotdmetro a longitudes de onda de 260 y 280 nm.



4.6.2 Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se hizo de acuerdo al protocolo del Kit Super Script, First Strand,
Synthesis System for RT-PCR, de Invitrogen, como sigue: se coloco en tubos nuevos
y estériles de 1.5 ml la cantidad de 5 ug de RNA, 1 yl ANTP mix 10 mM, 1 ul de
Oligo(dT)12-18 (0.5 pg/ul) y agua DEPC hasta alcanzar un volumen de 10 pl. Se
incubaron las muestras a 65°C por 5 minutos y después de este tiempo se colocaron

sobre hielo cuando menos 1 minuto.

Después se les agrego a cada tubo, 2 ul de buffer RT 10X, 4 ul de MgCI2 25 mM, 2 ul
de DTT 0.1 M y 1 ul de inhibidor recombinante de RNAsa, para incubarse a 42°C
durante 2 minutos. Pasado este tiempo, se les agregdé 1 ul de RT Super Script Il a
cada tubo para incubarlos por 50 minutos a 42°C. Posteriormente, las muestras se
colocaron 70 °C por 15 minutos para terminar la reaccion y después se mantuvieron
en hielo. Como paso final, a cada tubo se le adicioné 1 ul de RNAsa Hy se le incubd a

37 °C durante 20 minutos.

4.7 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

4.7.1 Amplificacion de cDNA

La amplificacion de cDNA se hizo de acuerdo al protocolo del Kit Super Script, First
Strand, Synthesis System for RT-PCR, de Invitrogen, como sigue: En tubos estériles
de 0.5 ml se pusieron 4 ul de cDNA para cada ensayo. A cada uno de éstos tubos se
les agrego 5 ul de buffer para PCR 10X sin Mg, 1 ul de dNTP mix 10 mM, 1.5 de

MgClI2 50 mM, 1 ul de primer sentido 10 uM, 1 ul de primer antisentido 10 uM, 0.4 nl



de Taq DNA polimerasa y agua destilada hasta alcanzar un volumen de 50 pl.
Posteriormente, se metieron las muestras a un termociclador y se sometieron a 35
ciclos en el programa CYTOKINE. Las condiciones del programa fueron las
siguientes: Ciclo 1: 96°C, 3 min. Ciclo 2: 96°C, 1 min. Ciclo 3: 60°C, 4 min. Ciclo 4:ir a
2, rep. 1 vez Ciclo 5: 94°C, 1 min. Ciclo 6: 60°C, 2.5 min. Ciclo 7: 72°C, 4 min. Ciclo 8:
ira 5, repeat 34 veces. Ciclo 9: 70°C, 10 min. Ciclo 10: detener 4°C. Fin. Después de

esto las muestras fueron corridas en una electroforesis.

4.8 ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

En tubos de 0.5 ml se colocaron 2 ul de colorante 6X y se mezclaron con 10 ul de
cada muestra amplificada. Las muestras se pusieron en los pozos del gel de agarosa
al 2% después de colocar 10 ul de una mezcla de fragmentos de distintos tamafos
(en pares de bases) de DNA en el primer pozo el cual sirvio como referencia del
tamano del gen amplificado. La camara de electroforesis se conecté a una fuente de
poder a 50 voltios y después de 90 minutos aproximadamente se retird el gel de la
camara y se tind con 40 ul de Bromuro de etidio por 15 minutos para tomarle

fotografias en un analizador de imagenes.

4.9 ENSAYOS DE ELISA

4.9.1 Estimulacion prolongada de células cebadas

Para inducir la secrecion de citocinas en las células cebadas, se preincubaron células

Lyn"" y Lyn ”" durante 18 horas a 37°C (tabla 6).



Tabla 6. Numero de células preincubadas para los ensayos de ELISA

‘ células Lyn*"* Células Lyn™
| IgE (600ng/ml) 10 millones 10 millones
| IgE + LPS (100ng/ml) 10 millones 10 millones
| LPs 5 millones 5 millones

Al dia siguiente, se preparé un medio de cultivo enriquecido con inhibidores de

proteasas. Las células fueron sacadas de la incubadora y colocadas en tubos cénicos

de 15 ml para centrifugarlas durante 5 minutos a 1500 rpm. Después de esto, se les

retird el medio y se les reconstituyd el volumen con medio enriquecido con inhibidores

de proteasas manteniendo la relacion de 2 millones de células por ml. Después de

esto se separaron las células de acuerdo a los tratamientos requeridos (tabla 7)

Tabla 7. Ensayos para la obtencion de citocinas por ELISA
IgE IgE/Ag IgE+LPS IgE/Ag+LPS LPS
Lyn** 5 millones 5 millones 5 millones 5 millones 5
millones
Lyn-/- 5 millones 5 millones 5 millones 5 millones 5
millones

El estimulo fue de 9 ng/ml de DNP-HSA por cada 2 millones de células durante 24

horas, este tiempo fue suficiente para asegurar la presencia de citocinas en el

sobrenadante. Transcurridas las 24 horas, las células se centrifugaron a 14 000 rpm a

4°C durante 5 minutos. El sobrenadante fue guardado para determinar la cantidad de

IL-2 6 IL-4 por ELISA, y la pastilla se deseché.




4.9.2 Deteccion de Interleucina 2 e interleucina 4

Para detectar la presencia de Interleucina 2 (IL-2) e IL-4, se utilizd el paquete de
BIOSOURCE International Immunoassay Kit, como sigue: En un tubo de 1.5 ml de
tapa plana se agregaron 50ul de una solucién estandar reconstituida con IL-2 6 IL-4
ademas de 450ul de un amortiguador diluyente estandar. Este tubo fue rotulado con el
numero 1000 ya que este denota la cantidad de nanogramos por mililitro (ng/ml) de
interleucina tedricos en ese tubo. También se rotularon otros siete tubos con los
numeros 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6 y 0, los cuales corresponden a la cantidad de
ng/ml de interleucina (ya sea IL-2 6 IL-4). A cada uno de ellos se les agregé 300 pl de
un amortiguador diluyente estandar y entonces se hicieron diluciones seriadas vy
ascendentes tomando 300 pl a partir del tubo marcado como 1000. Del tubo de 15.6
ya no realizé una dilucion mas. El tubo marcado con el cero, unicamente contenia los
300 pl del amortiguador diluyente estandar adicionados inicialmente. Los tubos
marcados representan el numero tedrico de IL-2 e IL-4 en ng/ml que tiene como
funcién servir como referencia (control) para la secrecidn de interleucina en las células

tratadas y estimuladas.

En una placa de ELISA se determind el niumero de pozos a utilizar. En cada pozo se
adicionaron 50 ul de las muestras y controles a detectar. Enseguida se adicioné 50 pl
de un anticuerpo anti IL-2 ¢ anti IL-4 conjugado con biotina a los pozos, excepto en la
muestra del tubo marcado con cero. Todos los pozos fueron cubiertos y se incubaron
a 37°C durante 120 minutos. Después de este tiempo, los pozos fueron decantados
para retirarles el sobrante de la muestra y del anticuerpo acoplado a biotina. Los
pozos se lavaron cuatro veces con un amortiguador de lavado para entonces
adicionarles 100 ul de una solucibn de peroxidasa de rabano acoplada a

estreptavidina, se cubrieron los pozos y se incubaron durante 30 minutos a



temperatura ambiente. Pasado este tiempo, el liquido sobrante se decanto y los pozos
se lavaron con el amortiguador de lavado por cuatro veces para adicionarles 100 pul de
cromégeno estabilizado e incubar las muestras durante 30 minutos en la oscuridad
absoluta. Cuando transcurrié el tiempo, a cada uno de los pozos se les adicion6 100yl
de una soluciéon que suspende la reaccién dando un color amarillo. Las muestras en
amarillo de cada pozo se metieron en un espectofotometro para medir la densidad
optica a 450 nm. Con los valores de la curva estandar y los ng de citocina se realizd
una curva patron y una extrapolacién de los valores para determinar la cantidad de

citocina detectada en las células tratadas.

4.10 PRUEBAS ESTADISTICAS

Las pruebas estadisticas que se utilizaron fueron la prueba de t y ANOVA (Analisis de
varianza). Estas pruebas se llevaron a cabo ya que a través de ellas se pueden
comparar los datos obtenidos de los dos tipos celulares y sus tratamientos, y saber si
existen o no diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de datos

comparados.



5. RESULTADOS

5.1 Efecto de la IgE en la desgranulacién antigénica en células cebadas Lyn*"*

Con el fin de observar la respuesta de las células cebadas ante la estimulacion
antigénica, se preincubaron células Lyn** con 200 ng/ml de IgE. Tal concentracion es
suficiente para ocupar el 100% de sus receptores en la membrana de las células
cebadas (Apéndice 2). Como se observa en la figura 12, las células cebadas de tipo
silvestre alcanzaron su maximo de desgranulacién cuando se les estimul6é con 9 ng/ml
de DNP-HSA (33%). A concentraciones pequefias (1 y 3 ng/ml de DNP-HSA) la
liberacién del contenido granular fue pequeia, debido a que dichas concentraciones
de antigeno no son suficientes para alcanzar el umbral maximo de respuesta. Esto
también se observo en las concentraciones mas altas de DNP-HSA pero la explicacion
en este caso es que las concentraciones elevadas de antigeno evitan la formacion de

agregados de IgE, lo que disminuye la liberacion del contenido granular.

Para ver cual era el efecto de la sensibilizacién con IgE en la estimulacion antigénica
de las células cebadas tipo silvestre, se utilizd una segunda concentracion de IgE la
cual fue de 600 ng/ml. Dicha concentracion también satura al receptor, lo que hace
que no solo haya 100% de ocupacién, si no que se formen agregados de manera
espontanea, ya sea por la agregacion de IgE en la solucién o por la dimerizacion
espontanea del receptor en la membrana. Como se observa en la figura 12, la curva
concentracién respuesta a cantidades pequefas de antigeno, muestra una clara
diferencia en los niveles de desgranulacion. En el primer estimulo (1 ng/m | de DNP-
HSA), la liberacion del contenido granular mejor6 en un 20% aproximadamente
respecto a la primera concentracion de IgE utilizada. Este hecho fue aun mas evidente
en la concentracién de 3 ng/ml de DNP-HSA, donde la diferencia en la desgranulacion

fue del 30%. Sin embargo, esta diferencia no se observo en la concentracion 6ptima (9



ng/ml de DNP-HSA) ya que la diferencia en la liberacion de los granulos fue pequefa 'y

no mostrd niveles significativamente distintos entre las células tratadas con las dos

concentraciones de IgE.
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Figura 12. Niveles de desgranulacion de células cebadas Lyn**

derivadas de médula ésea sensibilizadas con 200 y 800 ng de IgE por
ml. Las células se centrifugaron y se resuspendieron en Tyrode's/BSA
para después someterlas a un estimulo antigénico (DNP-HSA) en las
concentraciones arriba marcadas. El nimero de experimentos fue de 6

5.2 Efecto de la IgE en la desgranulacién antigénica en células cebadas Lyn™

Para saber si la ausencia de la cinasa Lyn causaba un defecto en la liberacion del
contenido granular ante la estimulacion antigénica, se sensibilizaron células carentes
de la cinasa Lyn con 200 ng/ml de IgE. Como se observa en la figura 13, la liberacion
del contenido granular se incrementa a medida que las concentraciones de antigeno
son mayores alcanzando su maximo de desgranulacion a la concentracion de 27 ng/ml
de DNP-HSA (20%). A partir de esta concentracion de antigeno, la liberacién del

contenido granular decay6 a cantidades grandes de DNP-HSA.

Para observar el efecto de la IgE sobre la activacién antigénica de las células cebadas
carentes de la cinasa Lyn, se sensibilizaron células Lyn-/- con una mayor

concentracién de IgE (600 ng/ml). Los datos obtenidos en la figura 13 muestran que



los niveles de desgranulacién mejoraron en toda la curva concentraciéon respuesta
respecto a los obtenidos con la concentracion de 200 ng/ml de IgE. Esta mejoria fue
mas clara a concentraciones de 3 y 9 ng/ml de DNP-HSA, donde la diferencia fue
aproximadamente de 11, 18 y 21%, respectivamente. Una vez que las células
alcanzaron el maximo de desgranulacion a los 9 ng/ml de DNP-HSA, los niveles de
liberacion granular decayeron conforme la concentracién de antigeno fue en aumento

(27, 81 y 243 ng/ml de DNP-HSA).
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Figura 13. Niveles de desgranulacion de células cebadas Lyn’ derivadas
de médula dsea sensibilizadas con 200 y 600 ng de IgE por ml. Las
células se centrifugaron y se resuspendieron en Tyrode's/BSA para
después someterlas a un estimulo antigénico (DNP-HSA) en las
concentraciones arriba marcadas. El nimero de experimentos que se
realizaron fue de 6

5.3 Efecto de la preincubacion con LPS sobre las células cebadas sensibilizadas

con una concentracion suficiente de IgE

Para analizar si la preincubacion con LPS modifica la capacidad para desgranular, se

trataron células cebadas de tipo silvestre con IgE (200 ng/ml) y con IgE + LPS (100



ng/ml) durante 18 horas. Como se muestra en la figura 14, los niveles de liberacion
granular de las células cebadas sensibilizadas con IgE alcanzaron niveles 6ptimos de
desgranulacién entre las concentraciones de 9 y 27 ng/ml de DNP-HSA decayendo a
concentraciones mayores de antigéno. Los niveles de desgranulacién cuando a las
células se les preincubd con LPS, no cambiaron significativamente, es decir, que el
LPS no tuvo la capacidad de modificar la cantidad de liberaciéon de p-hexosaminidasa
contenida en los granulos por parte de las células cebadas estimuladas

antigénicamente.
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Figura 14. Niveles de desgranulacién de células cebadas Lyn™™*
derivadas de médula dsea sensibilizadas con 200 ng de IgE por ml vy
preincubadas con 100 ng/ml de LPS. Las células se centrifugaron y se
resuspendieron en Tyrode's/BSA para después someterlas a un estimulo
antigénico (DNP-HSA) en las concentraciones arriba marcadas. El
numero de experimentos que se realizaron fue de 6

Para saber si las células carentes de la cinasa Lyn mostraban una modificacion
adicional en la desgranulacion ante una preincubacion con LPS, se trataron células
Lyn” con IgE (200 ng/ml) y con IgE + LPS (100 ng/ml) durante 18 horas. En la figura
15 se muestra que cuando a las células se les traté con IgE, los niveles de
desgranulacién fueron menores que los observados en las células tipo silvestre a
concentraciones bajas de antigeno (figura 14) y la liberacion maxima se detecté a los

27 ng/ml de antigeno (DNP-HSA). La desgranulacion de las células carentes de la



cinasa Lyn como ya se habia observado (figuras 12 y 13) fue menor y la preincubacion

con LPS no modificé las cantidades de los contenidos granulares liberadas.
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Figura 15. Niveles de desgranulacion de células cebadas Lyn™- derivadas
de médula ésea sensibilizadas con 200 ng de IgE por ml y preincubadas
con 100 ng/ml de LPS. Las células se centrifugaron y se resuspendieron
en Tyrode's/BSA para después someterlas a un estimulo antigénico
(DNP-HSA) en las concentraciones arriba marcadas. El ndmero de
experimentos que se realizaron fue de 6

5.4 Efecto de la preincubacion con LPS sobre las células cebadas sensibilizadas

con una concentracién saturante de IgE.

Para averiguar si la preincubacion con LPS modifica los niveles de desgranulacion de
las células cebadas sensibilizadas con una concentracion alta de IgE, se trataron
células Lyn+/+ con IgE (600 ng/ml) y con IgE + LPS (100 ng/ml) durante 18 horas.
Como se observa en la figura 16, las células silvestres sensibilizadas mostraron una
liberacién del contenido granular maxima del 46% con 9 ng/ml de DNP-HSA
disminuyendo la desgranulacion a cantidades mas altas de antigeno. Cuando a las
células ademas de tratarlas con IgE, se preincubaron con LPS, los niveles de
desgranulacién fueron similares por lo que el LPS careci6 de influencia alguna sobre la

liberacion granular.
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Figura 16. Niveles de desgranulacién de células cebadas Lyn
derivadas de médula désea sensibilizadas con 600 ng de IgE por ml y
preincubadas con 100 ng/ml de LPS. Las células se centrifugaron y se
resuspendieron en Tyrode’'s/BSA para después someterlas a un estimulo
antigénico (DNP-HSA) en las concentraciones arriba marcadas. El
numero de experimentos que se realizaron fue de 6

Para analizar si la ausencia de la cinasa Lyn tenia consecuencias sobre la
desgranulacion de las células cebadas sensibilizadas con una concentracion alta de
IgE preicubadas con LPS, se trataron células Lyn-/- con IgE (600 ng/ml) y con IgE +
LPS (100 ng/ml) durante 18 horas. Como se observa en la figura 17, la liberacion del
contenido granular de las células cebadas sensibilizadas con IgE no fue
estadisticamente diferente de aquellas células que ademas de ser sensibilizadas
fueron preincubadas con LPS. En ambos tratamientos, la desgranulacién alcanzé su

maximo a los 9ng/ml de antigeno.

Todos los datos obtenidos de los tratamiento donde se preincuaron a las células con
LPS fueron similares de los datos obtenidos con las células unicamente sensibilizadas.
Esto quiere decir que la preincubacién con LPS no modifica la fase temprana de
activacion inducida por las células cebadas ante un estimulo del receptor FceRI, es

decir, que el LPS no altera la capacidad de desgranular de dichas células.
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Figura 17. Niveles de desgranulacién de células cebadas Lyn™ derivadas
de médula ésea sensibilizadas con 800 ng de IgE por ml y preincubadas
con 100 ng/ml de LPS. Las células se centrifugaron y se resuspendieron
en Tyrode's/BSA para después someterlas a un estimulo antigénico
(DNP-HSA) en las concentraciones arriba marcadas. El numero de
experimentos que se realizaron fue de 6

5.5 Induccion del RNAm de IL-2 en células cebadas Lyn"" activadas

antigénicamente.

Para conocer el efecto de la respuesta al antigeno mediada por IgE sobre la sintesis
de citocinas, se realizaron ensayos de RT-PCR para detectar el RNA mensajero
(mRNA) para la interleucina 2 (IL-2) en células cebadas de tipo silvestre. Las células
fueron sensibilizadas con IgE (600 ng/ml) durante 18 horas. La figura 18 muestra que
las células de tipo silvestre indujeron (25.5 veces) la sintesis del RNA mensajero de la
IL-2 solo cuando hubo estimulo antigénico (carril 2), ya que cuando éstas no fueron
sometidas a un estimulo por DNP-HSA (carril 1), la presencia del transcrito para IL-2
no se detectd. Estos datos indican que la sola presencia de IgE no induce la sintesis
del mensajero y que, en presencia de antigeno, el FceRI puede hacer que la seial
pase del exterior de la célula al nucleo de la misma, induciendo la expresion del gen

de IL-2.



5.6 Efecto de la preincubacion con LPS sobre la sintesis del RNAmM de IL-2 en

células cebadas Lyn*"* activadas antigénicamente.

Para saber si la preincubacion con LPS tenia alguna influencia sobre la sintesis de IL-
2 inducida por IgE y antigeno en las células cebadas Lyn", se trataron células con
IgE (600 ng/ml), LPS (100 ng/ml) e IgE + LPS durante 18 horas. Los datos obtenidos
en la figura 18 muestran que el RNAm de IL-2 en las células cebadas silvestres es
inducido (16.3 veces) en presencia de antigeno (carril 4) ya que en ausencia de éste
(carril 3), no se observa la presencia del mensajero. Otro dato obtenido fue que en las

+/+

células Lyn™", la preincubacion con LPS no indujo la sintesis de IL-2 (carril 5). Como
se observa en la figura 18, el pretratamiento con LPS de las células silvestres
activadas no tuvo un efecto claro sobre la sintesis del transcrito de IL-2 inducido

antigénicamente (carriles 2 y 4).

5.7 Induccion del RNAm de IL-2 en células cebadas Lyn” activadas

antigénicamente.

Para observar si la ausencia de Lyn tenia consecuencias en la sintesis de IL-2, se
preincubaron células Lyn™ con IgE (600 ng/ml) durante 18 horas. En la figura 18, se
observa que las células sin la cinasa Lyn preincubadas con IgE no mostraron la
induccioén de IL-2 (carril 6) al igual que cuando se les estimulé con antigeno (carril 7),
es decir, que las células sin Lyn estimuladas antigénicamente, tienen un claro defecto
en la sintesis de IL-2 mediada por el receptor FceRI, por lo que la via que lleva a la
induccion de IL-2 mediada por la estimulacién antigénica, requiere de la cinasa Lyn

para inducir la sintesis del transcrito.



5.8 Efecto de la preincubaciéon con LPS sobre la sintesis del RNAm de IL-2 en

células cebadas Lyn™ activadas antigénicamente.

Para observar el efecto que la preincubaciéon con LPS tiene sobre las células cebadas
deficientes de Lyn, se trataron células Lyn” en presencia de IgE (600 ng/ml), LPS (100
ng/ml) e IgE + LPS. En la figura 18 se observa que las células Lyn *~ que fueron
tratadas con IgE en ausencia de estimulo, no indujeron la sintesis del mensajero de
IL-2 (carril 8). De manera contraria, cuando a las células se les preincubd con LPS y
se les aplicd un estimulo antigénico (carril 9), las sintesis de IL-2 fue claramente
inducida (27.5 veces). Estos datos sugieren que la presencia de LPS puede activar
una via alterna encaminada a la sintesis de IL-2 independiente de Lyn. En la
preincubacién de las células Lyn” con LPS se observa que el LPS (carril 10) puede
inducir la sintesis del RNAm de IL-2 en este tipo celular, un dato interesante ya que en
las células silvestres la preincubacion con LPS no indujo la sintesis de este mensajero
(carril5) sugiriendo que la cinasa Lyn podria ser un elemento de control negativo sobre
la via del TLR-4 que lleva a la sintesis del transcrito de IL-2. Otro dato interesante que
contrasta con el dato del carril 10 es que en las células Lyn™ tratadas con IgE + LPS
no se detectd el RNAm de IL-2 (carril 8). Estos datos sugieren que la sensibilizacién
con IgE hace que la preincubacion con LPS no pueda inducir la sintesis de IL-2 en

células cebadas Lyn™.

La densitometria nos sirvid para analizar detalladamente los efectos que la
preincubacion con LPS tubo en las células silvestres activadas antigénicamente, por
lo que se pudo observar que las células sin Lyn estimuladas en presencia de LPS
(carril 9), no mostraron niveles mayores de transcrito de IL-2 respecto a las células

Lyn*"* sometidas al mismo tratamiento (carril 4).
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Figura 18. Induccidn del ARN mensajero del gen de IL-2 e IL-4 con
diferentes tratamientos, en presencia de IgE (600 ng/ml) y en presencia
y ausencia de LPS (100 ng/ml). El gen control fue el gen para la
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Los carriles que
van desde 1 y hasta 4 corresponden a las células Lyn™" y el resto de
los carriles (5 a 8) corresponden a las células Lyn -/-. Los numeros con
decimales colocados debajo de cada gel representan la unidades
arbitrarias obtenidas de un analisis densitometrico. n=2

5.9 Induccion del RNAm de IL-4 en células cebadas Lyn** sensibilizadas con IgE

y preincubadas con o sin LPS.

Para averiguar el efecto de la estimulacion antigénica sobre la sintesis de interleucina
4 (IL-4), se trataron células cebadas Lyn"* en presencia de IgE (600 ng/ml), LPS (100
ng/ml) e IgE + LPS durante 18 horas. Como se muestra en la figura 18, la activacion
antigénica de las células cebadas indujo (31 veces) la sintesis del RNA mensajero de
IL-4 (carril 1) en cantidades mas abundantes que el transcrito de IL-2. Cuando
evaluamos la influencia del LPS durante la preincubacién, se observd que

conjuntamente con la IgE pueden inducir (2.2 veces) una pequefa cantidad del RNAm




de IL-4 (carril 3), algo que no fue observado en las células tratadas sélo son IgE (carril
1). Las células tratadas con LPS e IgE estimuladas antigénicamente, mostraron una
clara induccién del transcrito de IL-4 (carril 4). En el analisis densitométrico se observa
que la preincubaciéon con LPS no modificd claramente la induccién del RNAm de IL-4

mediada por antigeno.

5.10 Induccion del RNAm de IL-4 en Células Cebadas Lyn’ sensibilizadas con

IgE y preincubadas con y sin LPS

Para evaluar el papel de Lyn en la sintesis del mensajero de IL-4 inducida por
antigeno y la influencia que el LPS ejerce sobre ésta, se trataron células carentes de la
cinasa Lyn con IgE (600 ng/ml), LPS (100 ng/ml) e IgE + LPS durante 18 horas. La
figura 18 muestra que la estimulacion antigénica de las células Lyn” indujo (33.7
veces) la sintesis del RNAm de IL-4 (carril 7) respecto a las células que no fueron
estimuladas (carril 6). Cuando a las células se les traté con LPS se vio que los niveles
de RNAm de IL-4 no cambiaron respecto a las células activadas en ausencia de LPS,
por lo que la activacion del TLR-4 carecié de algun efecto sobre la induccion de IL-4
mediada por antigeno (carril 9). Sin embargo, el LPS indujo (11.5 veces) la sintesis del
transcrito de IL-4 en las células cebadas Lyn” (carril 10) en niveles por debajo de las
células activadas con antigeno (33.7 y 33 veces), pero por encima de la células que

fueron tratadas con IgE (carril 6) o con IgE mas LPS (carril 8)

5.11 Secreciéon de IL-2 en células cebadas Lyn** sensibilizadas con IgE y

preincubadas con o sin LPS

Para saber si los efectos observados sobre el RNAm para IL-2 repercutian en la
secrecion de esta citocina, se sensibilizaron células silvestres con IgE (600 ng/ml)

durante 18 horas antes de estimularlas con antigeno durante 24 horas. Los datos



preliminares de la figura 19 muestran que sélo el estimulo antigénico indujo (~2, 300
pg/1x10° células) la secrecién de IL-2 en células silvestres. En contraposicion, la IgE
por si sola no indujo la secrecion de IL-2 en las mismas células, estos datos estan en

acuerdo con los de la figura 18, donde tampoco se observé el RNAm para IL-2.

Para conocer si la preincubacion con LPS modificaba la respuesta de las células
cebadas en términos de la secrecion de IL-2, se trataron células Lyn*"* en presencia de
IgE + LPS (100ng/ml) y solo con LPS durante 18 horas antes de una estimulacion
antigénica por 24 horas. Los datos preliminares de la figura 19 muestran que la
preincubacion con LPS pudo disminuir la secreciéon de IL-2 inducida por la activacion
antigénica mediada por el receptor FceRI (~1, 500 pg/1x10° células). Un control
adicional mostré que la preincubacién con LPS no indujo la sintesis de IL-2. Estos
datos indican que la activacion del TLR-4 puede desensibilizar la secrecion de IL-2

mediada por IgE-antigeno.

5.12 Secrecién de IL-2 en células cebadas Lyn™ sensibilizadas con IgE y

preincubadas con o sin LPS.

Para observar el papel de la cinasa Lyn en la secrecidon de IL-2 inducida
antigénicamente, se sensibilizaron células Lyn™ con IgE (600 ng/ml) durante 18 horas
antes de la estimulacion prolongada con antigeno. Datos preliminares de la figura 19
muestran que las células sin Lyn pudieron secretar IL-2 en respuesta a la estimulacion
antigénica (~500 pg/1x10° células). Al comparar este dato con el obtenido de las

+/+

células Lyn™" tratadas con IgE/antigeno, se observa una clara disminucién de la
cantidad de citocina secretada, sugiriendo que la cinasa Lyn puede optimizar la

secrecion de IL-2 en células cebadas.



Para ver cual era el efecto de la preincubacién con LPS sobre la secrecién de IL-2 en
las células cebadas sin la cinasa Lyn activadas antigénicamente, se trataron células
Lyn” con IgE + LPS (100ng/ml) y solo con LPS. Los datos preliminares de la figura 19
muestran que la preincubacion con LPS pudo desensibilizar la secrecion de IL-2
inducida por antigeno. Nétese que los niveles de secrecion fueron de alrededor de 250
pg/milléon de células, aproximadamente 5 veces menos que las células Lyn**
sometidas al mismo tratamiento. La preincubacion con LPS no ocasion6é que las

células cebadas Lyn " secretaran IL-2.

Conjuntamente, los datos preliminares mostrados indican que la cinasa Lyn puede
funcionar como una proteina efectora positiva en la secrecién de IL-2, ya que su
ausencia provoca que los niveles de IL-2 liberados sean menores. Asimismo, la
presencia de LPS en ambos tipos celulares tuvo la propiedad de disminuir la cantidad
de IL-2 secretada en respuesta a la estimulacion mediada por el receptor FceRI en

células cebadas.
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Figura 19. Secrecion de IL-2. Las células fueron tratadas
con IgE (600 ng/ml) + LPS (100 ng/ml) y LPS. Las células
fueron concentradas y resuspendidas en medio RPMI
adicionado con inhibidor de proteasas para someterlas al
desafio antigénico con DNP-HSA durante 24 horas. Luego se
centrifugaron y se les recogid el sobrenanadante para
determinar la secrecion de IL-2 por ensayos de ELISA. n=1.

5.13 Secrecion de IL-4 en Células Cebadas Lyn** sensibilizadas con IgE y

preincubadas con o sin LPS.

Para observar la secrecion de IL-4 en células cebadas se sensibilizaron células Lyn+/+
en presencia de IgE (600 ng/ml) durante 18 horas antes de la estimulaciéon con
antigeno por 24 horas. Los datos preliminares obtenidos en la figura 20 muestran que
las células tipo silvestre secretaron IL-4 en presencia de antigeno (~350 pg/1x10°
células) y no asi en su ausencia. Al comparar este caso con el de la figura 19, se
observa que los niveles de IL-4 secretada diminuyeron considerablemente respecto a
los niveles de IL-2, por lo que la secrecidn de estas citocinas puede acoplarse de

manera diferencial a la activacion del FceRI.

Para conocer la influencia de la preincubacion con LPS sobre las células cebadas
Lyn*™"" activadas, se trataron células tipo silvestre con IgE + LPS (100 ng/ml) y solo con

LPS durante 18 horas. Los datos preliminares presentados en la figura 20 muestran



que la estimulacién antigénica de la células Lyn*"* pudo inducir la secrecién en nuestro
sistema (~200 pg/1x10° células). Esta secrecién, fue ligeramente mas pequefia que la
alcanzada por las células sin tratamiento con LPS. Sin embargo, las cantidades de IL-
4 detectadas, se colocaron por debajo de los niveles alcanzados de IL-2 ante el mismo

+/+

tratamiento. Estos datos indican que en las células cebadas Lyn™", la secrecion de
IL-4 es inducida solo por antigeno y que la presencia del LPS puede desensibilizar la

secrecion dada por un desafio antigénico.

5.14 Secrecion de IL-4 en células cebadas Lyn” sensibilizadas con IgE y

preincubadas con o sin LPS.

Para evaluar el papel de Lyn en la secrecion de IL-4 de células cebadas, se
sensibilizaron células Lyn™ en presencia de IgE (600 ng/ml) durante 18 horas antes de
una estimulacion prolongada con antigeno. Como se muestra de forma preliminar en la
figura 20, la presencia de antigeno culmind en una secrecion abundante de IL-4
respecto a las células Lyn"* (~1, 450 pg/1x10° células). Con este dato se puede decir
que la cinasa Lyn puede regular negativamente la secrecion de IL-4 mediada por

antigeno ya que en su ausencia la secrecion se disparé.

Para averiguar la influencia de la preincubacion con LPS sobre las células cebadas
carentes de la cinasa Lyn activadas mediante antigeno, se trataron células Lyn™ con
IgE, LPS (100 ng/ml) e IgE + LPS, durante 18 horas. Como se puede observar en la
figura 20 de manera preliminar, las células Lyn™ secretaron IL-4 en presencia de
antigeno y el pretratamiento con LPS desensibilizé la secrecion de IL-4 (~1, 100
pg/1x10° células). No obstante, al comparar estos datos con los obtenidos en la figura
19, se observa que la secrecion de IL-4 mejoré respecto a la de IL-2, en el mismo tipo

celular y bajo las mismas condiciones experimentales, por lo que se sigue observando



el papel de Lyn como un elemento que puede regular negativamente la secrecién de

IL-4.

Como se ha visto, la activacion de las células cebadas mediada por antigeno puede
llevar a la secrecion de citocinas. De manera diferente a lo que sucedié con la
secrecion de IL-2 (Figura 19), la cinasa Lyn puede acoplarse de manera negativa a la
liberacién de IL-4 al medio extracelular (figuras 20), por lo que aqui se muestra un
claro ejemplo del papel diferencial que ejerce la cinasa Lyn sobre la secrecion de
citocinas como IL-2 o IL-4. Por otra parte, la influencia del LPS fue la misma ya que su

presencia siempre desensibilizd la secrecién de IL-2 e IL-4 mediada por antigeno.
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Figura 20. Secrecion de IL-4. Las células fueron tratadas
con IgE (600ng/ml) + LPS (100ng/ml) y LPS. Las celulas
fueron concentradas y resuspendidas en medio RPMI
adicionado con inhibidor de proteasas para someterlas al
desafio antigénico con DNP-HSA durante 24 horas. Luego se
centrifugaron y se les recogid el sobrenanadante para
determinar la secrecion de IL-4 por ensayos de ELISA. n=1.




6. DISCUSION

Las células cebadas constituyen un tipo celular muy importante en el sistema inmune
ya que pueden participar en la respuesta del hospedero frente a estimulos que activan
a la inmunidad innata, ademas de estar involucradas en las reacciones alérgicas. La
union de la IgE a su receptor (FceRI) puede influenciar en gran medida el umbral de
activacion de las células cebadas. Ejemplo de ello fueron las células silvestres (figura
12) sensibilizadas con una concentracion de IgE (200ng/ml) suficiente para ocupar
todos sus receptores en la membrana, y cuyos niveles de desgranulacion alcanzaron
una liberacién maxima a los 9 ng/ml de antigeno (DNP-HSA). Sin embargo, cuando se
les tratdé con una concentracion mas alta de IgE (600ng/ml), el umbral de respuesta
alcanzo su maximo desde la concentracion de 3 ng/ml de antigeno y se mantuvo hasta
los 9 ng/ml. La segunda concentracién de IgE (600ng/ml) que fue utilizada mimetiza el

estado atopico (altas concentraciones de IgE en sangre) de las personas asmaticas.

A medida que las cantidades de DNP-HSA fueron creciendo la repuesta decayo
debido a que las grandes cantidades de antigeno hacen que la IgE se mantenga en
forma de mondmero evitando la agregacién y disminuyendo la respuesta de las
células cebadas. Las dos curvas concentracion respuesta muestran que los puntos
maximos de liberacion del contenido granular se alcanzaron a una concentracion de
antigeno baja (9 ng/ml) que aglutina a una pequefia fraccion de los receptores
disponibles en la membrana pero donde se encuentra la respuesta Optima. La
explicacion a este fenémeno es que del total de los receptores FceRI (4-10 X 10%) que
se tienen en la membrana de cada célula cebada derivada de médula 6sea, solo es
necesario el 10% aproximadamente de ellos para alcanzar una respuesta
comprendida entre el 40 y el 60% de la liberacion granular total (31). Por otra parte, los

datos obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que se requiere de un minimo de



acupacion del 30% del total de los receptores para alcanzar la respuesta maxima

(datos no publicados).

El sistema de transduccion del receptor FceRl comprende una serie de moléculas que
conducen a la activacion de la respuesta antigénica. Un elemento que participa
activamente es Lyn, cuya funcion es la de fosforilar residuos de tirosinas de
secuencias altamente conservadas llamadas ITAMs (de la cadenas Py del FceRI) y de
proteinas adaptadoras como LAT en las células cebadas (7). El papel de Lyn ha sido
previamente descrito como el de ser una cinasa que regula negativamente el sistema
sefalizador que lleva a la desgranulacion, por lo que, en su ausencia, existe una
hipersensibilidad por parte de las células cebadas en la estimulacién antigénica (15).
No obstante, en la figura 13 se observo que las células carentes de la cinasa Lyn
tratadas con 200ng/ml de IgE, no alcanzaron valores mas altos de desgranulacion en

comparacion con los datos obtenidos en las células silvestres (figura 12).

Con el fin de observar la hipersensibilidad reportada para las células Lyn” se
incrementd la concentracion de IgE (600ng/ml) y se vio que los niveles de
desgranulacién fueron mas altos respecto a los de las células tratadas con la primera
concentracion de IgE (200ng/ml) (figura 13). Sin embargo, la desgranulacién no fue

estadisticamente diferente de la obtenida en las células silvestres (figura 12).

Hasta este punto es claro que las concentraciones de IgE pueden determinar la
capacidad de respuesta de las células cebadas. Esto se debe a que entre mayor es la
concentracion de IgE en un volumen dado es menos dificil mantener sin ocupacion a
un receptor ya que en cuanto una IgE se separa de éste, otra IgE se une enseguida,
manteniendo al receptor constantemente sensible para responder al antigeno. Otro
motivo por el que a mayor concentracion de IgE hay mayor umbral de respuesta, es

por que la probabilidad de la interaccién IgE-IgE en solucién es mayor. Esto hace que



se incremente la formacién de multimeros de IgE, los cuales al unirse a sus
receptores, promueven el incremento en la respuesta temprana de las células cebadas
(31). De esta manera, el umbral de respuesta de dichas células puede estar en funcion
de la concentracion de IgE unida a su receptor, lo que promueve la generacion
espontanea de dimeros en la membrana influenciando la respuesta antigénica (32).
También es evidente que Lyn puede modificar los niveles de desgranulaciéon de las
células cebadas. Sin embargo, el papel que juega esta cinasa en el sistema de
transduccion del FceRI es controversial ya que puede funcionar como un regulador

positivo o negativo en la cascada de sefializacion (33).

Las vias de sefalizacion del FceRI y del TLR-4 estan presumiblemente relacionadas
aunque no en todos los parametros de activacion por parte de las células cebadas. En
el presente trabajo se evalud la respuesta antigénica después de una preincubacion
prolongada con LPS y se vio que éste no modificé la capacidad de respuesta de las
células cebadas cuando fueron sensibilizadas a cualquier concentracion de IgE
(figuras 14, 15, 16 y 17). Estos datos sugieren que las vias que llevan a la liberacion
del contenido granular por parte de la activacion del FceRI parecen no compartir
ningun elemento con la via del TLR-4, es decir, que la preincubacion con LPS no
modifica la fase temprana de activacion ejercida por las células cebadas en respuesta

a la estimulacion antigénica.

La fase tardia de las respuestas de las células cebadas se inicia con la activacion de
una compleja maquinaria transcripcional, y por ello, ademas de observar el parametro
dado por la desgranulacion antigénica, se puede observar el parametro dado por la

sintesis de novo de diversos transcritos de genes de citocinas.



En este trabajo se detectd al transcrito de la IL-2 (figura 18) y los datos mostraron que
las células silvestres indujeron el mensajero en presencia de antigeno. Cuando se
evaluo el papel del la preincubacion con LPS en las células silvestres, no se observo
un cambio siginificativo en la estimulacion antigénica y tampoco con la sola
preincubacion con LPS. Un dato interesante fue que las células carentes de la cinasa
Lyn no indujeron la sintesis del mensajero de IL-2 al estimularlas antigénicamente, por
lo que la sintesis del RNAm de IL-2 requiere de la cinasa Lyn. No obstante, cuando a
las células carentes de Lyn, se les preincubd con LPS, se indujo la sintesis de este
mensajero en ausencia o presencia de IgE-antigeno, por lo que el LPS activa una via
independiente de la cinasa Lyn encaminada a la expresion del gen de IL-2. Tal

activacion que puede verse incrementada ante la estimualcién antigénica.

Con éstos datos, existe evidencia de que la via de senalizacion que lleva a la
expresion del gen de IL-2 inducida por LPS, puede ser regulada negativamente por la
cinasa Lyn, sin embargo se desconoce si esta cinasa interactia directamente con
alguna molécula de la via del TLR-4 o con un complejo sefalizador que reprime la

expresion del gen de IL-2 inducida por el TLR-4.

En la literatura, hay reportes donde se mide la actividad de diversos factores de
transcripcion a través de su unién a las regiones denominadas elementos cis en el
promotor del gen que codifica para IL-2 en células cebadas. En tales casos se ha
determinado que el factor de transcripcion AP-1, cuya composicion comprende las
proteinas Jun y Fos, se activa rio debajo de la fosforilacion de la proteina cinasa
activada por mitégeno JNK. Asi, AP-1 puede formar complejos con el factor de
transcripcion OctP (34). Por otra parte, el factor nuclear activado por células T (NF-
AT), también participa activamente en la regulacion de la transcripcion del gen de IL-2.
NF-AT puede interactuar con AP-1 a través de la isoforma NF-ATd, no obstante, los

dimeros compuestos por NF-ATd-NF-ATc también son importantes para regulacion de



la expresion del gen de IL-2. En estos casos, la actividad de dichos factores de
transcripcién esta enunciada como dependiente de la proteina BTK, cuya localizacion

se encuentra proxima al receptor FceRI (34).

La activacion de los miembros de la familia NF-AT en las células del sistema inmune
requiere de la movilizacion de calcio para que éste se una a la proteina denominada
calmodulina, la cual activa a una fosfatasa llamada calcineurina que desfosforila a NF-
AT induciendo su actividad sobre las regiones promotaras de varios genes de
citocinas, entre ellos el de IL-2 (35). Otros factores de transcripcion estan involucrados
en la expresion del gen de IL-2, como ATF2, Elk-1, CD28RC y NF-kB, donde este
ultimo esta compuesto por diferentes subunidades de la familia Rel y cuya
combinacion determina la activacion o represion de la expresion del gen de IL-2 (34).
Ejemplo de ello es el dimero de NF-kB compuesto por las subunidades p50-p65 que
inducen la expresion del transcrito de IL-2 y su contraparte, el dimero de NF-«B
compuesto por las sububidades p50-p50 que inhibe la transcripcion del gen de IL-2
(34). Experimentos en células T muestran la participacion de otro grupo de factores de
transcripcion llamados proteinas de respuesta al crecimiento temprano (EGR), los
cuales incluyen a EGR-1 y 4, mismos que pueden formar heterodimeros con las
isoformas d y ¢ de NF-AT e integrarse al complejo transcripcional de la region
promotora de IL-2 (36). Por otra parte, un elemento que funciona como regulador
negativo que también es un factor nuclear, denominado p21SNFT, puede inhibir la

actividad de NF-AT (35).



Figura 21. Region promotora del gen de IL-2. Los sitios reguladores individuales corresponden a las
proteinas de union indicadas en cada segmento. Los numeros representan las posiciones relativas al
sitio de inicio de la transcripcion (+1). Figura tomada de Decker et al. Nucleic Acid Research 31:911-
921 (2003)

La expresion del gen de IL-2 requiere entonces una variedad de factores nucleares
que participan en su transcripcidon y la activaciéon de éstos puede provenir de la
actividad rio arriba de proteinas senalizadoras activadas por diferentes ligandos. Se
sabe que el TLR4 activa al factor de transcripcion NF-xB y que el FceRI también
puede hacerlo. De esta manera, es que se puede explicar en parte por qué el LPS
puede inducir la expresion del transcrito de IL-2 en células Lyn™, lo cual estaria en
relacion de la combinacién de factores nucleares activados por las células cebadas
previo tratamiento con LPS e IgE y lo que llevaria a la indicacion de que existen
moléculas o complejos moleculares que se comparten en ambas vias (FceRI y TLR-4).
Sin embargo, esto es algo que aun no se encuentra entre la literatura, por lo que
investigaciones posteriores se necesitaran para llegar a establecer la relacion entre el

receptor FceRIl y el TLR-4.

Un segundo transcrito que se midié en este trabajo fue el de la IL-4 y se vio que las
células cebadas activadas antigénicamente indujeron la sintesis del transcrito de IL-4
(figura 18). Cuando se determind la influencia del LPS se observé que la induccién del
gen de IL-4 se da en presencia de IgE mas LPS, aumentando la actividad

transcripcional en presencia de antigeno.




Al evaluar la respuesta en las células sin Lyn en la induccion del mensajero de IL-4,
los resultados mostraron que la IgE puede inducir la sintesis del transcrito de forma
discreta. Al estimular antigénicamente a las células carentes de Lyn, los niveles del
RNAmM de IL-4 aumentaron claramente, por lo que la ausencia de la cinasa Lyn no
elimind la sintesis del transcrito de IL-4. Cuando observamos la influencia del LPS en
las células activadas se observd que el LPS no indujo ningun efecto en las células
Lyn” estimuladas antigénicamente, pero si indujo la expresion del gen cuando a las
células se les tratd unicamente con LPS. Con estos datos se puede decir que el LPS
no modifica la sintesis del mensajero de IL-4 en células Lyn™ activadas por antigeno,
pero en ausencia de este ultimo, el LPS parece sensibilizar al sistema por lo que lleva

a la expresion del gen de IL-4, un hecho que no se observé en presencia de IgE.

En general se observd que no hubo variaciones importantes sobre la sintesis del
transcrito de IL-4 en células cebadas tipo silvestre respecto a las carentes de Lyn. Es
decir, que la cinasa Lyn no es un elemento que module la expresion del gen de IL-4, y
que el LPS no modifica la induccion de este gen en células sin Lyn, pero si participa
en una fraccidon de la respuesta en células silvestres. Un aspecto que llamé la

atencion en células Lyn™

durante la deteccién tanto de IL-4 como de IL-2, es que la
presencia del LPS indujo la sintesis del mensajero en cuestiéon solo que en

magnitudes diferentes.

La regulacion del gen de IL-4 comprende una serie de elementos en su region
promotora que ayudan a la expresion genética. Un primer elemento es el denominado
ARE que comprende uno de los cinco sitios P (P0-P4), el cual es esencial para la
induccién del gen de IL-4 (37). Esta secuencia tiene mucha similitud con las
secuencias que median la unién a NF-AT, por lo que se piensa que pueden unir
proteinas tipo NF-AT. Sin embargo, NF-AT como tal, participa activamente en la

regulacion del trancrito de IL-4 a través de la liberacion de calcio. El cual es necesario



para que se desfosforile y active NF-AT (38). La isoforma de este factor de
transcripcién es NF-ATc. AP-1, mediante sus componentes Jun y Fos, también es un
elemento que une a la region promotora de este gen. Otro componente de la familia
AP-1 involucrado en la regulacion del RNAm de IL-4, es c-maf, no obstante este esta
expresado en células T y no células cebadas (37). Otro factor de transcripcién que
utiliza la region promotora, es NIP45, el cual puede sinergizar la expresion del
transcrito de IL-4 junto con NF-AT, sin embargo se desconoce como se regula tal
fendmeno. NIP45, participa también en la regulacién de otros genes mediante su
asociacion con NF-AT. Un factor que también esta relacionado con la expresion
genética de IL-4 es STATG, el cual al estar afectado en las células cebadas anula los
niveles de IL-4. Un miembro de la familia Ets llamado PU.1 en conjunto con GATA-1,
2 y Pit1a, son factores de transcriupcién que se unen a sus secuencias respectivas en
el promotor de IL-4 (37). Otros factores de transcripcion que participan en la
regulacion del gen de IL-4, incluyen MAF, GATA-3 e IRF4, los cuales pueden

incrementar la expresion de este gen en células T (35).

-241 232 182 173 180 131
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Figura 22. Regién promotora del gen de IL-4. Los sitios reguladores individuales corresponden a las
proteinas de unidn indicadas en cada segmento. Los numeros representan las posiciones relativas al sitio
de inicio de la transcripcidn (+1). Tomado y modificado de Rivera et al. Signal Transduction in Mast Cells
(2004)

La regulacion de la expresion de IL-2 e IL-4 incluyen una variedad amplia de factores

de transcripcion, los cuales abarcan diversas isoformas de NF-AT, las cuales como se



ha dicho dependen de la presencia de calcio intracelular obtenido de la liberacién al

" tratadas

citoplasma. Un aspecto que resalta de la figura 18 es que las células Lyn
Uunicamente con LPS, pueden inducir la expresion del transcrito para cada caso. Los
componentes sefalizadores hasta ahora descritos para la via del TLR-4, no se
asocian con alguna proteina que promueva la salida de calcio de las pozas
intracelulares, lo cual indicaria que la induccién de los transcritos de IL-2 y 4 en tales
casos se debe a que la ausencia de la cinasa Lyn sensibiliza discretamente al sistema
celular en términos de liberacion de calcio, lo que ayudaria a la induccién una
activacion minima de componentes NF-AT necesarios para la induccion de los

+/+

transcritos. Sin embargo, esto no es claro ya que en las células Lyn™" tratadas con
LPS se observo una ligera induccion del transcrito del gen de IL-4. Por otra parte, los
genes de IL-2 e |IL-4 poseen en sus promotores una secuencia para la union de NF-xB

por lo que estas regiones pueden explicar por qué en las células Lyn” preincubadas

con LPS se observo la induccion de los transcritos de IL-2 e IL-4 (36 y 39.).

Como se ha mencionado, la activacion de las células cebadas puede observarse en
diferentes parametros. El primero abarca los eventos sefializadores que culminan con
la desgranulacion, la cual caracteriza a la respuesta temprana. Sin embargo, la fase
tardia en la activacion de este tipo celular comprende la sintesis de novo y secrecion
de varias citocinas. Este ultimo evento es muy importante ya que la respuesta tardia
determina los distintos estadios de inflamacion en el organismo. La citocinas son
moléculas que ejercen funciones sefializadoras en todas las células del sistema
inmune. Las variaciones en el tipo y la cantidad de citocina producida por el sistema
inmune pueden estar asociadas a diversos eventos patolégicos. No obstante, un
estado de reposo también involucra la presencia de diversas citocinas, por lo que las
células inmunes, a través de estos mensajeros extracelulares pueden censar el

entorno quimico en el que se encuentran.



En este trabajo se determiné de manera preliminar la cantidad de IL-2 secretada por
las células cebadas cebadas de tipo silvestre mostrando que pueden liberar tal
citocina solo ante la estimulacién antigénica (figura 19). Sin embargo, las células
tratadas con LPS, mostraron niveles detectables de IL-2 inducidas por antigeno
aunque menores en relacion con los niveles secretados por las células silvestres
estimuladas en ausencia de LPS. Estos datos sugieren que la presencia de LPS
puede desensibilizar la cantidad de citocina secretada al medio extracelular por parte

de las células cebadas Lyn**.

En los datos preliminares de la figura 19 se observé que al igual que las células Lyn*",
las células Lyn™ secretaron IL-2 en presencia de antigeno, pero los niveles
alcanzados por las células Lyn”, fueron menores. Al averiguar cual era la influencia
que la preincubacién con LPS tenia en este tipo celular se vio que el LPS tuvo la
capacidad de desensibilizar la secrecién de IL-2 en las células Lyn” desafiadas
antigénicamente. Un aspecto que resalta de estos datos preliminares es que las
células Lyn” mostraron secrecion de IL-2 cuando en la figura 18 no mostraron
induccion del RNAm de este gen. Una explicacion es que las células a las que se les
extrajo el RNAm solo fueron estimuladas durante 1 hora, en tanto a las células que se
les midié la cantidad de citocina se les estimulé durante 24 horas, esto es, que entre
una y 24 horas se induce la sintesis de aquel mensajero de IL-2 que no pudo ser
observado en la figura 18, sin embargo se necesitaria el curso temporal para probar
esto. Otro dato interesante es que en las células Lyn” tratadas Unicamente con LPS
(figura 18), mostraron una clara induccion del RNAm de IL-2 y de manera sorpresiva,

el LPS no tuvo la capacidad de inducir su secrecion (figura 19).

Conjuntamente, se puede decir que la cinasa Lyn optimiza la secreciéon de IL-2. Por
otra parte, la influencia del LPS parece ser constante en la secrecion, es decir, que su

presencia desensibiliza la liberacion de IL-2 en ambos tipos celulares.



Anteriormente se han medido las cantidades de IL-2 secretada por las células
cebadas, una proteina que pesa alrededor de 15.5 kDa (133 aminoacidos), y que
induce proliferacion en células T (40), y se ha encontrado que la cinasa Lyn puede
regular negativamente su secrecién ya que al estimular a las células que carecen de
tal cinasa, la secrecion de IL-2 es alta en comparacién con las células tipo
silvestre(41). Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo, difieren en cuanto
al papel de Lyn, ya que en nuestro sistema y condiciones experimentales, parece
ejercer una funcion de regulador positivo de la secrecion IL-2. Por otra parte, la cinasa
que se asocia a la sintesis y secrecion de citocina es la cinasa de tirosinas de Bruton
(BTK), cuya ausencia en las células cebadas hace que los niveles de IL-2 caigan,
incluso por debajo del nivel alcanzado por las células Lyn” (42). Este hecho es
importante ya que BTK es un elemento que esta presente en el sistema de
transduccion del receptor FceRI y en el sistema del TLR-4, aunque su papel en este
ultimo sistema no es del todo claro. Sin embargo BTK podria estar participando
activamente en la regulacion de la transcripcion y en los eventos postraduccionales de

IL-2 mediador por IgE y LPS.

Ademas de medir las cantidades de IL-2 en el presente trabajo se midieron los niveles
de IL-4 liberada por parte de las células cebadas. Esta citocina pesa alrededor de 19
kDa (129 aminoacidos) y su funcion es la de inducir un cambio en la produccion y
secrecion de isotipo por parte de las células B hacia la IgE (43). En este trabajo la
figura 20 mostréo de forma preliminar que la estimulacion antigénica indujo niveles
altos de citocina secretada en comparacion con las células que no fueron estimuladas.
Cuando se quiso ver si el LPS ejercia influencia alguna sobre la secrecion de las
células Lyn*"* activadas antigénicamente, los datos preliminares mostraron que el LPS

mantiene su funcion como desensibilizador de la secrecion de IL-4.



Las células carentes de la cinasa Lyn reflejaron una clara induccion de IL-4 en
presencia de antigeno. Ademas se vio que la ausencia de la cinasa Lyn puede
sensibilizar a las células cebadas ya que en su ausencia, la IL-4 secretada es mayor

+/+

respecto a las células Lyn**. La preincubacion con LPS en las células Lyn™ activadas,
hizo que la secrecion se disminuyera. Por ello, los datos preliminares obtenidos
sugieren que el LPS puede desensibilizar la secrecién de IL-4 al igual que la de IL-2
en las células cebadas, y que en el caso de la secrecion de IL-4, la cinasa Lyn parece
funcionar como un regulador negativo (un aspecto que coincide con lo reportado) (41),
ya que en ausencia de esta cinasa los niveles de IL-4 se disparan respecto a los

+/+

niveles alcanzados por las células Lyn™". Este evento fue contrario a lo que pasé en la
secrecion de IL-2, por lo tanto, la cinasa Lyn puede regular diferencialmente la
secrecion de citocinas. Un apunte importante es que aun cuando la falta de estimulo
antigénico pudo inducir la sintesis del mensajero en células Lyn** y Lyn™, éste no

indujo la secrecion de IL-4 por lo que la estimulacién antigénica es importante para la

liberacion de esta citocina por parte de las células cebadas.

En la literatura se ha reportado que la secrecion de IL-4 depende de la movilizacion de
calcio, esto ha sido observado al estimular células cebadas con ionomicina (un
iondforo de calcio), el cual permite el flujo de calcio al citoplasma de las células
cebadas, y los niveles de IL-4 son elevados (44). Resultados similares se han
obtenido con la estimulacion a través del receptor FceRI, que se sabe, en su cascada
de sefalizacion existen elementos que llevan a la movilizacidén de calcio intracelular.
Por otro lado, la presencia del LPS en los datos preliminares carecié de influencia
sobre la secrecién de IL-4, un aspecto que también se observé en la secrecion de IL-
2, debido a que la via del TLR-4 no moviliza calcio. Sin embargo no se habia
reportado la influencia del LPS como un agente que puede desensibilizar la secrecion

de citocinas.



7. CONCLUSION

Con los resultados presentados se pude concluir que:

1. Las concentraciones de IgE juegan un papel determinante en la intensidad de
la liberacién de los granulos citoplasmicos por parte de las células cebadas, es
decir, a medida que la concentracion de IgE aumenta, la concentracién de
antigeno para llegar al umbral de respuesta disminuye.

2. El pretratamiento con LPS no modifica la respuesta temprana de las células
cebadas ante la estimulacion antigénica.

3. La induccién del mensajero de IL-2 requiere de la cinasa Lyn en respuesta a
un estimulo antigénico. Sin embargo, el LPS puede inducir la sintesis de este
transcrito activando una via independiente de Lyn.

4. La cinasa Lyn modula negativamente la via del TLR-4 inducida por el LPS
encaminada a la expresion del gen de IL-2.

5. El pretratamiento con LPS y la cinasa Lyn no afectan la sintesis del mensajero
de IL-4.

6. Aunque los datos de secrecion indican que la cinasa Lyn puede ser un
regulador positivo o negativo en la secrecion de IL-2 e IL-4 respectivamente; y
que el pretratamiento con LPS desensibiliza tal secrecion, es necesario
completar la caracterizacion de Lyn y del pretratamiento con LPS con mas

experimentos.



[o]
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Apéndice 1: Soluciones
Buffer Tyrode’s

NaCl 7.88 gr

KCI 0.372 gr

MgCl, 0.203 gr

CaCl; 0.264 gr

Glucosa 1.009 gr
Hepes 1M pH: 7.0 20 ml
Albumina 0.5 gr

Ajustar a pH: 7.0 y aforar a un litro con agua millipore
TBE: Tris Boric acid EDTA (Ethylenediaminetetraacetic)
Tris base 54 gr

Acido borico 27.5 gr

EDTA 4.2 gr

Ajustar a pH: 8.0 y aforar a un litro con agua destilada
SNET

SDS 1% (w/v)

NaCl 400 mM

EDTA 5 mM
Tris HCI pH: 8.0 20 mM



Apéndice 2: Calculos para determinar la concentracién minima de IgE

Si sabemos que una célula cebada tiene aproximadamente 1x10° receptores
FceRl en su membrana y queremos saber cuantos receptores hay en 1x10°

células se realiza la siguiente operacion:

(1x10°) (1x108) = 1x10"" receptores en un millén de células

Si sabemos que la IgE pesa 188 kDa y que su peso molecular expresado en
gramos equivale a 1M, entonces se lleva a cabo una regla de tres ocupando el

numero de Abogadro

188 gr - 6.023x10?
X - 1x10"

X=1.88x10"gr

Esta cifra redondeada y en nanogramos es: 0.2 ng. Por lo tanto 0.2 ng de IgE
serian necesarios para ocupar todos los receptores FceRIl en un millén de

células cebadas.

Con este calculo se demuestra que las dos concentraciones de IgE que se
usaron en este trabajo son suficientes para ocupar todos los receptores FceRI

existentes en las membranas de las células cebadas



ABREVIATURAS

ul: microlitros

BMMC: Bone marrow derived mast cell

BSA: Bovin Serum Albumin

BTK: Bruton’s tyrosine kinase

Cbp: Csk binding protein

CD14: cluster design 14

CD38: cluster design 38

cDNA: complementary desoxiribonucleic acid

Csk: COOH-terminal Src Kinase

DAG: diacilglicerol)

DEPC : Diethylpyrocarbonate

DNA: Deoxyribonucleic acid

DNP: dinitrophenol

ELISA: Enzyme linked immunosorbent assay

ERK: extracellular signal regulated kinase

FceRI:Fc epsilon receptor |

Gab2: Grb2-associated binder 2

GADS: Grb2 related adaptor protein

GDP: Guanosine diphosphate

GM-CSF: Granulocite-Macrophage Colony Stimulating Factor
GTP: Guanosine triphosphate

HSA: human serum albumin

I«B: inhibitor of NF-xB

IFN: Interferon

IgE: Inmunoglobulin E

IKK: inhibitor of nuclear factor-kB-kinase complex
IL-3: Interleukine 3

IP3: inositol 1, 4, 5-triphosphate

IRAK: IL-1R associated kinase

ITAM: immunoreceptor tyrosine based activated motifs
ITIM: Immunoreceptor tyrosine based inhibition motif
ITIM: immunoreceptor tyrosine based inhibitory motifs
JNK: c-Jun N-terminal Kinase

JNK: JUN N-terminal kinase

kDa: kiloDaltons

LAT: linker for activation of T cells

LPS: lipopolisacharide

LRR: Leucine rich repeats

LTC: Leucotriene

MAPK: Mitogen activated protein kinase

MAPK: mitogen activated protein kinases

MCP: Monocyte chemoattractant protein

MD-2: myeloid differentiation protein 2

MHC: Major Histocompatibility Complex

MIP: Macrophage Inflammatory Protein

MyD88: myeloid differentiation primary-response protein 88
MyD88: Myeloid differentiation primary-response protein 88
NEO: Neomycin



NF-«B: Nuclear factor kB

NK: Natural Killer

NTAL: Non T-cell activated linker

OVA: Ovalbumin

p38: protein of 38 kDa

PAMP: Pathogen associated molecular pattern

PCR: Polymerase Chain Reaction

PGL: Prostanglandine

PI3K: phosphatidilinositol 3-kinase

PIP2: phosphatilinositol 4, 5- biphosphate

PIP3: phosphatidilinositol 3, 4, 5-triphosphato

PKC: protein kinase C

PLA: Phospholipase A

PLC-y: phospholipase C-y

PLD: Phospholipase D

PTK: Protein tyrosine kinase

RNA: Ribonucleic acid

RT-PCR: Reverse Transcription polymerase chain reaction
S1P: Sphingosine 1-phosphate

SCF: stem cell factor

SH2: Src homology 2

SH3: Src homology 3

SHIP:SH2-containing inositol 5 phosphatase

SHP-1: SH2-containing protein Tyrosine phosphatasa 1
SK: Sphingosine kinase

Syk: Spleen tyrosine kinase

TAB: TAK1-binding protein

TAK1: Transforming growth factor-p (TGF-) activated kinase
TCR: T-cell receptor

Th: T helper

TIR: Toll/IL-1 receptor

TIRAP: TIR-domain-containing adaptor protein

TLR4: toll like receptor-4

TNF-a.: tumour necrosis factor-o

TRAF: Tumor necrosis factor (TNF)-receptor associated factor
TRAM: TRIF-related adaptor molecule

TRIF: TIR-domain-containing adaptor protein inducing INF-f3
TRIF: Toll/Interleikin-1-receptor (TIR)-domain-containing adaptor protein
inducing

UBC13: Ubiquitin-conjugating enzyme 13

UEV1A: Ubiquitin conjugating enzyme E2 variant 1
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