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i. RESUMEN

La mayoria de los agentes infecciosos virales, bacterianos o protozoarios que
penetran al organismo lo hacen a través de las superficies de los tractos
gastrointestinal urogenital y respiratorio, para lograr proteccidn contra estos
patogenos se requiere desarrollar estrategias de vacunacién para estimular la
respuesta inmune mucosa y sistémica; una de las estrategias es el uso de
adyuvantes, por lo que en el presente trabajo se utilizé la protoxina Cry de Baciflus
thuringiensis, ya que recientemente enontramos que es un potente inmundgeno
sistémico y mucoso (intestinal) cuando se administra por las vias intragastrica e
intraperitoneal, sin embargo faltaba estudiar si por otras rutas mucosas es
inmunodgeno, o si puede utilizarse como adyuvante para potenciar la respuesta de
anticuerpos inducida en diferentes secreciones mucosas.

En el presente trabajo evaluamos la coadministracién de Cry con la albimina
sérica bovina (BSA), Cry con el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg),
asi como también la toxina del cilera (CT) con BSA'y CT con HBsAg;
administradas por las rutas intranasal y rectal. La toxina del colera se utilizo para
comparar ya que es hasta ahora el mejor inmunégeno y adyuvante mucoso, pero
tiene la desventaja de ser toxico para humanos.

En este trabajo analizamos la respuesta de anticuerpos anti BSA v anti HBs, en el
suero, los fluidos traqueopulmonar y vaginal y el liquido intestinal. Cry y la toxina
del colera presentaron efectos adyuvantes variables significativos (p<0.05) en las
respuestas de anticuerpos anti BSA y anti HBsAg, sin embargo Cry inhibio la

respuesta en suero de IgA e IgG anti HBs por la ruta intranasal y la de 1gG por la



via rectal. En cuanto a las rutas de inmunizacién las respuestas de anticuerpos
anti BSA, las dos vias utilizadas se comportaron de manera similar ya que con las
dos se obtuvieron resultados positivos, mientras que en la respuesta anti HBs la
ruta de inmunizacién intranasal presentd mejores resultados .ﬁue la via rectal. Por
lo tanto concluimos que Cry es un adyuvante mucoso similar a la toxina del cdlera
¥ que la respuesta de anticuerpos varia segun el antigeno coadministrado, la ruta
de inmunizacién, el isotipo analizado y la secrecién estudiada; sin embargo para
poder utilizar a la protoxina Cry como adyuvante mucoso o como acarreador

vacunal es necesario probarlo en humanos dados sus efectos variables.



Il. INTRODUCCION

A) ASPECTOS GENERALES

Las enfermedades infecciosas contintian siendo una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Ademas, atn existen enfermedades
importantes para las cuales no se cuenta con vacunas como las causadas por los
virus de la inmunodeficiencia y del papiloma humanos (Chin, 1991) o infecciones
{como la hepatitis, el célera, el neumucoco), y las que hay disponibles son
parcialmente efectivas por su grado y tiempo de proteccion, o que tienen
inconvenientes que limitan- su aplicacion masiva (altos costos, toxicidad,
inestabilidad) (Heather, 1993).

La mayoria de agentes infecciosos virales, bacterianos o protozoarios, penetran al
organismo a través de las superficies mucosas. Para fograr proteccién efectiva
contra estos agentes patdgenos, se requiere desarrollar estrategias de vacunacion
capaces de estimular [a respuesta inmune en los sitios mucosos adecuados
(Mestecky 1987, Eldridge y col. 1989, 1991), ademas la inmunizacién a través de la
mucosa tiene varias ventajas; ya que confiere inmunidad sistémica y mucosa.

La inmunidad mucosa es la responsable de proteger las superficies mucosas del
hospedero contra el ataque de los patdgenos y toxinas a través de la produccion de
IgA secretora (Mestecky y col. 994). La IgA es transportada a través de las células
epiteliales hacia los fluidos por medio del componente secretor que es una
glicoproteina sintetizada por los tejidos epiteliales (Acosta y Cruz, 1992). La
mayoria de las vacunas son de aplicacion parenteral, sin embargo las rutas
parenterales normalmente no son capaces de estimular las respuestas inmunes en

las mucosas (Tomasi, 1980). La ruta oral es la que mas se ha empleado para



estimular este tipo de respuesta, sin embarge, por esta ruta la mayoria de los
antigenos son pobremente inmunogénicos o inducen tolerancia (Mowat, 1994). Las
estrategias desamolladas de vacunacion oral capaces de estimular las respuestas
inmunes en mucosas incluyen, la incorperacion de antigenos a liposomas
{Michalek y col. 1889 y 1994), la microencapsulacién (Gallichén y Rosenthal, 1995),
y el uso de virus o bacterias atenuados recombinantes que expresan algun
antigeno (Hopkins y col. 1995). Estas esfrategias tienen algunos inconvenientes
como son la falta de reproducibilidad, la inestabilidad de la vacuna y la toxicidad
potencial del vector (Eldridge y col. 1989). La ruta de inmunizacién se considera
importante para la generacidon de fa inmunidad en las mucosas (Klavinskis y col.
1996).

Oftra de las estrategias para estimular las respuestas inmune_s_ en las mucosas es el
uso de adyuvantes. Sin embargo a pesar de su importancia, se conocen muy pocos
agentes con esta propiedad en ellas (Elson y Dertzbaugh, 1994). La toxina del
colera (Elson y Ealding, 1984) y la toxina termolabil de E. Coli (Clements y col.
1988), tienen fuertes efectos adyuvantes cuando se conjugan ¢ se mezclan y se
coadministran por la via oral con inmunégenos pobres como lo son la mayoria de
las proteinas solubles (Spangler, 1992). Sin embargo estas sustancias no se
pueden aplicar para vacunas en humanos debido a que son toxicas y sus costos de
produccion son elevados. La produccion masiva de las mutantes no toxicas de
toxina del colera y de la toxina termolabil de E. cofi que mantienen parcialmente sus
propiedades adyuvantes también seria demasiado costosa (Spangler 1992,

Dickinson & Clements, 1995).



Para desamollar estrategias de vacunacion capaces de estimular la respuesta
inmunes en las mucosas, en los sitios deseados, a bajos costos y sin efectos
colaterales, se requiere de sustancias no toxicas, y poco costosas que tengan
propiedades adyuvantes en las mucosas.

Los virus de la hepatitis B, del papiloma humano, candida, clamidia y el virus de ia
inmunodeficiencia humano afectan a la mujer a través del tracto genital, y ademas
el virus de Inmunodeficiencia humano por la mucosa rectal por lo que seria Gtil
inducir IgA en las secreciones de los tractos genital y rectal (Nordelli y col. 1998).
Debido a que una enorme superficie en las membranas mucosas esta protegida
principalmente por_igA, la cual es producida localmente por un gran namero de
celulas plasmaticas distribuidas en los espacios subepiteliales de las membranas
mucasas ¥ en el estroma de las glanduias secretoras, Mestecky (1992} sugiere que
las mucosas asociadas a los tractos respiratorio, genital y al recto pueden también
funcionar como inductoras de células linfoides para inducir anticuerpos IgA en

secreciones externas.

1.- Protoxina Cry 1Ac de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis es un bacilo esporulado Gram(+).(Knowles, 1994), esta
formado por flagelos peritricos. Durante la esporulacion (al terminar el crecimiento
vegetativo) estas bacterias sintetizan cuerpos de inclusion paraesporales
formados por una o mas delta endotoxinas conocidas como proteinas Cry las
cuales tienen un peso molecular que se encuentra en un range de 130-140 kDa

{Feite!son y col. 1992),



El Bacillus thuringiensis es comin en el medio ambiente, ha sido usada como
bicinsecticida desde hace mas de 50 afios (Stewart y col. 1996) y es considerada
como la principal especie bacteriana utilizada en la agricultura moderna como
bioinsecticida. Este microorganismo se caracteriza por producir 7 diferentes
. toxinas, estas toxinas activas contra larvas de invertebrados como algunos
insectos, nematodos y protozoarios (Feitelson y col. 1992). L.a' habilidad insecticida
de esta bacteria es atribuida a sus proteinas cristalinas, también conocidas como
proteinas Cry o como delta-endotoxinas (Ge y col. 1890), cuyos cristales se
disuelven en el intestino medio del! insecto, se activan por enzimas proteoliticas,
generando poros en la membrana celular de la cubierta intestinal ocasionando
desbalance osmoético y provocando la lisis celular {Feitelson y col. 1992). Las
toxina_s Cry se ligan especialmente al borde en cepillo de las membranas de las
células columnares del intestino medio de los insectos (Knowles, 1994). La
protoxina de Bacillus thuningiensis ha sido estudiada para determinar sus
mecanismos bicinsecticidas (Knowles, 1994). Los genes de Cry 1Ac han sido
clonados y transferidos a bacterias y plantas para generar autopesticidas (Herrera
y col. 1994 y Perlak y col. 1990). Sin embargo hay pocos trabajos en los que se
han estudiado los efectos fisiologicos o inmunologicos de la familia de las
proteinas Cry en los vertebrados (Watson y col. 1988),

En trabajos de nuestro laboratorio, se encontré que la protoxina Cry1Ac es un
potente inmunogeno sistémico y mucoso (intestinal) cuando se administra por {a
vias intragastrica e intraperitoneal, pero falta explorar si por ofras rutas mucosas es
inmundégeno o si puede usarse como adyuvante para potenciar la respuesta de

anticuerpos contra e} virus de la hepatitis B o {a albiimina sérica bovina en varios



sitios mucosos por lo tanto, en este {rabajo, se evaluaron dos rutas mucosas, la
intranasal y la rectal, para determinar si por estas, la protoxina Cry 1Ac de Bacillus
thuringiensis tiene efectos adyuvantes sobre la respuesta de anticuerpos inducida

en diferentes secreciones mucosas.

2.- El antigeno de superficie de la hepatitis B.

El antigeno de superficie de la hepatits B (HBsAg) es un complejo
macromolecular formado por proteinas, carbohidratos y lipidos. Durante la
infeccion con el virus de la hepatitis B, los hepatocitos sintetizan y secretan al
HBsAg en exceso (Gomez, et al 1994). El virus de la hepatitis B es una particula
compleja de forma esférica de 42 nm de didmetro, integrada por un nucleo central
de 27 nm y una cubierta exterior en la que se encuentra el antigeno de superficie o
HBsAg (Lissen, 1993). En este virus se reconocen tres tipos de particulas:
pequefias esferas de 20 nm, tibulos de 20 nm de diametro y 100 nm de largo, y
particulas de Dane mas complejas de 42 nm. La particula de Dane comresponde al
virus de la hepatitis B completo, mientras que las pequenas esferas y tibulos son
el exceso de proteina viral {Fig.1) (Sherlock, 1991).

La hepatitis viral es. una enfermedad transmisible, agudé y crénica que ha
adquirido gran importancia en todo el mundo, hay aproximadamente 300 millones
de personas con este padecimiento. Los recién nacidos y los nifios infectados con
el virus de la hepatitis B pueden presentar cirrosis y carcinoma hepatacelular
probablemente del 80 al 90 %, mientras que en los adultos el porcentaje oscila
entre el 5y 15 % (Heather, 1993). La vacuna disponible comercialmente de HBV es

segura y efectiva en un 90-95% en individuos jévenes y sanos, utilizando 3



inmunizaciones, sin embargo la persistencia de anticuerpos anti HBs declina

rapidamente después de la tercera inmunizacion (Mintai y col. 1993) por lo que
estas vacunas no son confiables para la poblacion en general; ya que existen
personas con inmunosupresion como las afectadas con HIV, & los in individuos
con transplante renal, o aquellas a quienes se les practico hemodialisis que tienen
alto riesgo de adquirir el HBV y a personas mayores de 40 afios que tienen menor
respuesta de anticuerpos anti-HBs vy los titulos anti-HBs ooﬁ.tinﬂan disminuyendo
con cada década de vida (Traquina y col. 1996). Otro problema es que mas del
90% de los portadores se localiza en regiones en vias de desarrollo, donde el

acceso a servicios de salud y recursos financieros son limitados (Zarate y col.

1997).



HBsAg HBcAg

ADN-HBV

HBeAg

Figura 1.- Estructura del virus de la hepatitis B. En el se presenta el antigeno de
superficie (HBsAg), el antigeno del nucleo (HBcAg), el antigeno exterior del nucleo
central (HBeAs) y el 4cido desoxirribonucleico (ADN-HBV) (tomado de Lissen,

1993).

La hepatitis B se transmite por dos vias bién definidas. La prfmera es a través del
contacto con la sangre de la persona infectada, la segunda es la sexual. Este virus
esta presente en el semen y las secreciones vaginales de las personas infectadas,
y a través de ellas se puede infectar a otros (Lissen, 1993). En 1987 se comenzd a
utilizar la segunda generacién de vacunas contra el virus de la hepatitis B basada
en tecnologia recombinante. Estas vacunas que contienen el antigenc de
superficie de ia hepatitis B de 24 kDa purificado de levaduras son altamente
inmunogénicas. La funcién biologica del antigeno de superficie del virus de la

hepatitis B es la de permitir el anclamiento del virus en la superficie de los
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hepatocitos para asi poder iniciar el proceso de infeccion, por lo que la induccion
de anticuerpos contra esta proteina protege al individuo contra la infeccion al evitar
que las céiulas requeridas por el virus de manera indispensable para su

reproduccion sean invadidas (Zarate y col. 1897).

B) ANTECEDENTES

Las superficies mucosas son los sitics donde mas frecuentemente ocurre el primer
contacto entre el huésped y los agentes patégenos, por lo que se requiefen
estudios que conduzcan a plantear estrategias de vacunacion en las mucosas,
capaces de inducir respuestas inmunes especificas en los sitios deseados. Es
sorprendente la capacidad del sistema inmunitario asociado a mucosas, para
discernir el tipo de respuesta inmunitaria mas adecuada para la sobrevivencia del
organismo con respuestas locales y generales contra agentes patégenos (Acosta
y Cruz, 1992). La proteccion de la superficie mucosa contra la re-infeccion con
patégenos es principalmente dependiente de IgA secretora, especificamente de
IgA dimérica originada principalmente en células plasmaticas localizadas en 1a
lamina propia, en roedores también se encuentra la IgA dimérica en la circulacion
{a cual es transportada a través del epitelio por el componente secretor (Gallichan
y col. 1893). Se han probado numerosas estrategias para lograr ia estimulacion de
la respuesta inmune en las mucosas (Mestecky, 1987), la mayoria de los estudios
se han enfocado a la vacunacion oral {Mestecky y col. 1994). Sin embargo esta
forma de administracion generalmente induce respuestas pobres o de corta
duracion (Mowat, 1894). También se ha demaostrado que la vacunacioén sistemica

generalmente no induce respuesta protectora en las mucosas (Torres, 1997), por

12



o que es importante definir la ruta optima de vacunacion para lograr una
respuesta local protectora en el sitio de infeccion. Los niveles de respuesta de
anticuerpos especificos inducidos en las superficies mucosas de los tractos
gastrointestinal y genital dependen de la ruta de inmunizacion, cuando es rectal es
mds efectiva para inducir inmunidad local en el colon y el recto, sin embargo ha
recibido poca atencion. (Hanenberg, 1994). La mucosa rectal presenta la
poblacién mas densa de foliculos linfoides intraepiteliales que ninguna otra parte
del colon (Forrest, 1990). Hopkins y colaboradores (1995) obtuvieron una buena
respuesta de anticuerpos IgG anti HBe cuando utilizaron la via intranasal, pero no
se ha analizado |a respuesta de anticuerpos anti HBs a nivel de mucosas. Existen
pocos adyuvantes capaces de aumentar Ja respuesta inmune en las mucosas
(Elson y Dertzbaugh, 1994). Los adyuvantes son agentes que elevan la respuesta
inmune estimulando la formacion de anticuerpos, también puede acrecentar el
desarrollo de inmunidad mediada por células CE_)4 y la respuesta de linfocitos
citotoxicos mediados por células CD8. El mecanismo de accién de los adyuvantes
es el de prolongar la liberacion de antigenos por semanas y meses, generar el
mecanismo de inflamacion por la activacién de los rﬁacréfagos, localizar
selectivamente a los antigenos en areas dependientes del timo, presentar al
antigeno por células accesorias, modificar el procesamiento de antigenos de clase
| y clase II, estimular las células T cooperadoras, th1 o th2, estimular ! aumento
de la produccion de citocinas, estimular el switch de isofipo, la proliferacion y
diferenciacidén de células B, aumentar la maduracién de las células precursoras B
y Ty por ultimo eliminar a las célufas supresoras (Elson y Detzbaugh, 1994).

La toxina del colera es especialmente efectiva como inmunégeno entérico (Wu y

13



Russell, 1983), ésta es una enterotoxina ADP-ribosilada producida por Vibrio
cholerae, una caracteristica particular de la CT es su funcion adyuvante en las
superficies mucosas, por ello puede ser utilizada para el entendimiento de la
adyuvanticidad eficiente en las mucosas (Lycke, 1997). Los mecanismos de la
accion adyuvante de fa toxina de! cdlera envuz;.lven multiples aspectos de
induccién inmune en las mucosas; como el aumento de antigenos, la produccion
de interleucina 1 por las células presentadoras de antigenos las cuales alteran la
regulacion de las células "T", especialmente la inhibicion de células CDS8,
estimutan el switch de los isofipos IgA e IgG y posiblemente el aumento de la
expancién clonal de células B (Elson y Detzbaugh, 1994), asi como la estimulacion
de lipoproteinas de membrana en células B del isotipo IgM, también afecta la
diferenciacién de los isotipos de células B en los estadios anteriores a la
:;ecombinacién de genes, y por Ultimo la toxina de cblera aumenta la cadena
peséda de las inmunoglobulinas (Lycke, 1997). La toxina del célera tiene efectos
adyuvantes en las respuestas mucosas cuando se co-administra o se conjuga con
proteinas solubles que no son inmunogénicas en las mucosas (Spangler, 1992).
La habilidad de la toxina del colera para actuar como adyuvante mucoso sugiere
que ésta altera el tejido linfoide mucoso de una manera que favorece la respuesta
de antigenos, pero el sitio exacto donde actia es desconocide (Elson y
Detzbaugh, 1994), Basandonos en las caracteristicas de las proteinas Cry de
Bacillus thuringiensis que son: alta resistencia a la protedlisis, estabilidad a pH
alcalino, su inocuidad a vertebrados y su bajo costo de produccidn (Vazquez,
1997), pensamos que podria ser un buen candidato para utilizarse como

adyuvante y poder lograr una mayor respuesta de anticuerpos, ya que en nuestro



laboratorio encontramos que la protoxina Cry 1Ac de Bacillus thuringiensis es un
potente inmundgeno sistémico y mucoso (intestinal) cuando se administra por ias
vias intragastrica e intraperitoneal, ademas cuando Cry es coadministrada por
estas mismas rutas actia como un adyuvante del antigeno de superficie de la
hepatitis B y la albimina sérica bovina para inducir anticuerpos en el suero yenel
liquido intestinal, sin embargo por la via intragastrica se encontrd que la
coadministracion de Cry o de la toxina del colera aumenta la respuesta de
anticuerpos séricos anti HBs pero no a nivel intestinal, y por la ruta intraperitoneal
la respuesta de Cry anti HBs tamhién aumenta la respuesta de IgG en el intestino,
finalmente encontramos que por las rutas intranasal y rectal s posible estimular la
respuesta de anticuerpos en varios sitios mucosos (tracto respiratorio, intestinos
deigado y grueso y vagina). Nuestros resultados en conjunto indican que que Cry
s un potente inmunégeno y ademas parece tener efectos adyuvantes.

En el presente trabajo se evalud el efecto adyuvante de la protoxina Cry 1Ac
cuando se coadministro con dos proteinas, una de importancia vacunal como es el
antigeno de superficie de fa hepatitis B y otra (testigo) solamente para comparar

como es la albUmina sérica bovina.

C} JUSTIFICACION

La toxina de colera es hasta ahora el mejor inmundgeno y adyuvante para inducir
la respuesta inmune en las mucosas utilizado en la experimentacién con animales,
sin embargo su aplicacién en humanos no es factible dada su toxicidad y alto
costo de produccion. Debido a la necesidad de encontrar adyuvantes buenos y

seguros para coadministrarlos con las vacunas que tienen alto costo de
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produccién, o inmunidad poco prolongada, este trabajo puede determinar si
utilizando la protoxina Cry 1Ac de Baciflus thuringiensis se puede lograr una mayor
produccion de anticuerpos en las mucosas ademas de definir la ruta dptima de
vacunacion para lograr una respuesta local protectora en el sitio de infeccion, por
lo que en el presente trabajo se ensayaron las vias intranasal y rectal; ya que por
estas rutas es posible estimular la respuesta de anticuerpo; anti Cry en varios

sitios mucosos

ll. OBJETIVOS

1.-OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la co-administracion de la protoxina Cry con {a albumina
sérica bovina, y con el antigeno de superficie de la hepatitis B por las vias
intranasal y rectal en la respuesta inmune mucosa y sistémica anti BSA y anti

HBs.

2.-OBJETIVOS PARTICULARES

*Evaluar ef efecto de la coadministracion de la protoxina Cry con la BSA y con el
HBsAg.

*Evaluar el efecto de la coadministraciénde la toxina del célera con la BSA y con el
HBsAg.

*Anglizar la respuesta inmune mucosa y sistémica de los anticuerpos IgA, IgG e
IgM anti BSA y anti HBsAg en diferentes secreciones mucosas.

*Analizar el efecto de la inmunizacion por las vias intranasal y rectal.



IV. METODOLOGIA

Se utilizaron 70 ratones; 35 hembras y 35 machos de 10 semanas de edad de la
cepa Balb/c, los cuales se dividieron en 12 grupos experimentales y dos control
(Tabla 1), cada uno formado por 5 individuos, los animales permanecieron con
agua y alimento ad fibitum.

La inmunizacién se hizo una vez por semana, durante 3 semanas, y los individuos
se sacrificaron 8 dias después de la Cltima inmunizacion. Los inmundgenos
utilizados fueron los siguientes: la protoxina Cry 1Ac (Cry), el antigeno de
superficie de hepatitis B (HBsAg), la toxina del colera (CT) y la albamina sérica

bovina (BSA) que se administraron acorde a la tabla 1.



Tabla 1. TRATAMIENTOS UTILIZADOS PARA CADA GRUPO

GRUPOS N° DE DOSIS | INMUNOGENOS VIA DE
INDIVIDUOS INMUNIZACION

1° 5 hembras 10pg BSA intranasal
2° 5 hembras 10pg BSA rectal
3° 5 hembras 10pg+50ug BSA+Cry intranasal
4 5 hembras 10ug+50ug BSA+Cry rectal
5° 5 hembras 10pg+10pg BSA+CT intrenasal
6° 5 hembras 10pg+10pg BSAHCT rectal
e 5 machos 10pg HBzAg intranasal
g° 5 machos 10pg HBsAg rectal
9= 5 machos 10ug+50ug HBsAg+Cry intranasal
10° 5 machos 10pg+50ug HBsAg+Cry rectal
11° 5 machos 10ug+10pg HBsAg+CT intranasal
12° 5 machos 10ug+10pg HBsAg+CT rectal
13° 5 hembras NINGUNA NINGUNO CONTROL
14° 5 machos NINGUNA NINGUNO CONTROL
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1.-OBTENCION DE MUESTRAS

A) SUERO
Los sueros se obtuvieron por centrifugacion (8000 rpm durante 10 minutos) a partir

de sangre extraida mediante puncidn cardiaca.

B) FLUIDO TRAQUEOPULMONAR

Se disectd la traquea con los pulmones y se lavé mediante una canula (de 10
centimetros de largo por 2 milimetros de grosor) con 1 ml de medio RPMI mas
gentamicina (40mg/ml) posteriormente el liqguido obtenido se centrifugdo a 8000

rpm durante 10 minutos para obtener el sobrenadante.

C) LIQUIDOS INTESTINALES

Se disectaron los intestinos delgado y grueso, se separararon y lavaron
internamente mediante una canula (de 10 centimetros de largo por 3 milimetros de
grosor) con medio RPMI mas gentamicina (40mg/mi), para el intestino delgado se
usaron 5 ml y 3 ml para el intestino gruese el medio confénia un inhibidor de
proteasas (acido P-hidroximercuribenzoico 0.036g/ml + trisma base 0.018g/ml, pH
8.0}, posteriormente el liquido obtenido se centrifugé a 8000 rpm durante 10

minutos para obiener el sobrenadante.

D) FLUIDOS VAGINALES
Antes del sacrificio de las hembras se procedié a hacer 5 lavados vaginales con

medio RPMI mas gentamicina (40mg/ml) resuspendiendo 3 veces el medio
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intravaginalmente, posteriormente el fluido obtenido se centrifugd a 8000 rpm
durante 10 minutos para obtener el sobrenadante.
Todas las muestras se mantuvieron a =20 grados centigrados hasta su utilizacion

{aproximadamente 1 mes).

Evaluacidn de anticuerpos anti-BSA y anti-HBs
La evaluacién de la respuesta de anticuerpos IgA, 1gG e IgM anti BSA y anti HBs

se realizé mediante ia técnica de ELISA como se describe a continuacion:

2.- ENZAYO INMUNOENZIMATICO

Se dtilizaron placas de 96 pozos {Metrix) donde se inmebilizé 1 pg de antigeno
(BSA 6 HBsAg ) en amortiguador de carbonatos (0.1 M pH 9.6), en un volumen
final de 100 pl por pozo, las placas se incubaron a 4 grados. centigrados durante
24 horas, posteriormente se favaron tres veces con solucidn salina amortiguada
con fosfatos (PBS) y Tween 20 al 0.05 % (PBS-T). El bloqueo de los sitios
reactivos se realizé con 100 pl de leche descremada (Sveltys) al 6 % en PBS-T
durante 2 horas, posteriormente se lavaron 3 veces con PBS-T. Los sueros se
diluyeron en una proporcion 1:50 con leche descremada al 1% con PBS-T, los
liquidos intestinales se diluyeron con leche descremada al 30% con PBS-T
quedando una dilucion 1:50, los liquidos de tracto respiratorio se colocaron
directamente en los pozos de las placas, y los fiuidos vaginales se diluyeron con
leche descremada al 1% quedando una dilucién de 1:2, se tomaron 100 Wl del

volumen total y se depositaron en cada pozo. (Todas las muestras se trabajaron



por duplicado}. Las placas se incubaron durante toda la noche a 4 grados
centigrados, posteriormente se lavaron 3 veces con PBS-T para colocarles el
conjugado anti-inmunoglobulina de ratén marcado con peroxidasa IgA, 1gG e IgM y
dejarlos incubar durante 2 horas los anticuerpos se diluyeron con PBS-leche
descremada al 1% (IgG 1:12800, IgM 1:4800 e IgA 1:500), después las placas se
lavaron 3 veces con PBS-T, se incubaron con el medio de reaccion (100 pl por
pozo) que contenia 0.5 pg/ml de o-fenilendiamina, 0.61 % de H;0O, en
amortiguador de citratos (0.05 M pH 5.2), durante 30 minutos. Transcurido el
tiempo se detuvo la reaccion con 50 i por pozo de HzSO, (1.5 M), y se procedid a
registrar la absorvancia de las muestras a 492 nm en un lector de ELISA Biorad

(Thompson, 1981) Fig.2

3.- ANALISIS ESTADISTICO

Despues de haver obtenido las absorvancias de las muestras se procedid a
calcular las medias geométricas y las desviaciones estandar para posteriormente
graficarlas. También se realizé una prueva de analisis de varianza (ANOVA) para
probar si las diferencias encontradas entre las medias de los diferentes
fratamientos experimentales eran © no estadisticamente significativas, vy
posteriormente se realizé la prueba de tukey de comparacién mlltiple de medias

para determinar cual o cuales medias son las que difieren significativamente.
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Fig. 2 METODO DE ELISA PARA LA DETERMINACION DE LOS
ANTICUERPOS ANTI- BSA Y ANTI- HBsAg

-Inmovilizacion de! antigeno (BSA 6 HBsAg)
en las placas de polipropileno durante
24 horas a 4 grados centigrados.

-las placas se lavan con PBS-Tweeny
se bloquean con leche descremada al 6%

con PBS-Tween durante 2 horas. Ag

£

-las muestras se diluyen con leche descremada
(segun sea el caso) se colocan en las placas
y se incuban a 4 grados centigrados durante
toda la noche. muestra

>
o

-l

-Las placas se lavan con PBS-Tween y

se incuban con el conjugado anti-inmunoglobulina
de ratén marcado con peroxidasa (lgA, I1gG e IgM)
durante 2 horas. muestra

}.
=

-Las placas se lavan con PBS-Tween y se les
adiciona et sustrato (O-fenitendiamina/H202)
incubandolas durante 30minutos.

[+ -]

-La reaccidn se detiene con HSOy, el registro
de la absorvancia se realiza en un lector de
ELISA a 492 nm.

muestra
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Fig.3.- ESTRATEGIA METCDOLOGICA

Ratones Baib/c de 10 semanas de edad

10 pg de BSA

10 pg de BSA mas 50
ug de Cry

10 ug de HBsAg

10 pg de HBsAg mas

10 pg de BSA mas
10 pugde CT

50 pg de Cry

10 pg de HBsAg mas

Control

10 pg de CT

Contro!

1 inmunizacién por semana
durante 3 semanas

via intranasatl

via rectal l

sacrificios 7 dias después de la
Oltima inmunizacion

|

| ] l ll
suero fluido traqueo liquidos fluidos
pulmonar intestinales vaginales
| [ | |
‘_l ELISA IgA, IgG e igM
Anti BSA Anti HBs

L | Analisis estadistico |
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V. RESULTADOS
Efecto de la coadministracion de BSA con CrylAc o con TC

Las inmunizaciones intranasal y rectal de BSA indujeron respuestas séricas

moderadas de IgA e IgM mayores a las observadas en los grupos controles no
inmunizados {p<0.05), Cry potencid la respuesta de anticuerpos IgA anti BSA por
las rutas intranasal y rectal (p<0.05}, aunque el efeéto de la toxina del célera fue
mayor (fig.4). La inmunizacién intranasal y rectal de BSA indujo nulas respuestas

de IgA igG e IgM (p>0.05) en el liquido del tracto respiratorio. Por la via intranasal

se observd un aumento significativo (p< 0.05} en la respuesta de IgM y nulo de I1gA
e IgG con Cry, en cuanto a la toxina del colera no se observé algun cambic en la

respuesta de los tres isotipos (fig. 5). En el liquido del intestino delgado se observd

que la inmunizacion con BSA por la via intranasal indujo respuestas moderadas de
IgA {p>0.05) y nulas de IgG e IgM, v por la via rectal se indujeron altas
respuestas de IgA (p<0.05), y sin efecto de IgG e IgM (p>0.05). Por la ruta
intranasal Cry y CT incrementaron la respuesta de IgA con respecto a los grupos
BSA y control {p<0.05) pero no presentaron cambio en las }espuestas de 1gG e
IgM (p>0.05). En cuanto a ia via rectal Cry y CT indujeron una alta respuesta de
IgA aungue menor a BSA, las respuestas de 1gG e IgM no presentaron alguna
alteracion en ninguno de los grupos inmunizados (fig.6). La inmunizacién
infranasal de BSA sola indujo una moderada respuestas del isotipo IgA (p<0.05) y
sin alteracion las de IgG e IgM en el intestino grueso, mientras que Cry y la toxina
de colera inhibieron la respuesta de IgA, y no se alteraron las respuestas de IgG e

igM (p>0.05). Por la via rectal Cry y CT aumentaron ia respuesta de IgA anti BSA
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y sin modificacién IgG e IgM (p>0.05) (fig.7}. En los fluidos vaginales la
coadministracion intranasal y rectal de Cry o de la toxina de!l cdlera con BSA no
presentaron alguna diferencia significativa (p>0.05) con respecto al grupo control

{fig.8).

Efecto de la coadministracion de HBsAg con Cry o con TC:

En el suero la inmunizacién intranasal con HBsAg sola indujo altas respuestas de
IgG seguida de igM e IgA (p<0.05), sin embargo la coadministracion de Cry inhibié
la respuesta de IgG e incrementd significativamente (p<0.05) la de IgM con
respecto a los grupos inmunizados y al control, La toxina del célera presenté una
alta respuesta de IgG en comparacién con Cry y el grupo control, por otro lado Cry
y la toxina del célera no presentaron cambio con-respecto al isotipo IgA (p>0.05).
La inmunizacién rectal de HBsAg indujo respuestas séricas de igG, menores a las
inducidas por ia ruta intranasal. El efecto de la coadministracion de Cry o |a toxina
de célera con HBsAg por la via rectal fue contrastante ya que Cry inhibid la
respuesta de IgG anti HBs, mientras que la toxina dei célera la incrementd, sin
embargo fas respuestas de IgM de los tres grupos inmunizades no presentaron
alguna alteracién con respecto al grupo control (p>0.05), en cuanto a las

respuestas de IgA estas no se modificarcn con ninguno de los grupos de ratones

inmunizados (fig.9). En el liquido de tracto respiraterio, la inmunizacién intranasal
de HBsAg indujo respuestas de 1gG e IgM por ambas rutas, también por ambas
rutas se obtuvieron altas respuestas de IgG en cualquiera de los grupos

inmunizados, solamente la toxina del célera por fa ruta rectal causd un aumento

25



significativo (p<0.05) en e! isotipo 1gG con respecto a HBsAg sola y a Cry. Por la
ruta intranasal Cry aumenté la respuesta de IgM, el efecto de la toxina del colera
también vario dependiendo de la ruta de inmunizacion; ya que por la via rectal
incrementd la respuesta de 1gG anti HBs, por otro lado ia respuesta de IgA de los
grupos inmunizados por la via rectal no presentd diferencia en cuanto al grupo
control {fig.10). En el liquido del intestino delgado, las inmunizaciones intranasal y
rectal de HBsAg no presentaron algin cambio significativo con respecto al grupo
contro! {p>0.05). Por la via intranasal Cry no presenté diferencia en la respuesta
de anticuerpos de los tres isotipos con respecto al grupo control. Sin embargo la
toxina del célera incrementd la respuesta de IgG, mientras que IgA e IgM tampoco
presentaron diferencia en cuanto al grupo control, por la via rectal Cry aumentd la
respuesta de IgA obteniendo una diferencia significativa (p< 0.05) con respecto a
los otros grupos incluyende al grupo control (fig.11). En el liquido de! intestino
grueso, tanto la inmunizacién intranasal como la rectal de HBsAg no indujeron
respuestas de anticuerpos IgA e IgM y solamente bajo de IgG, sin embargo Cry y
la toxina del cdlera potenciaron una buena respuesta de lgG por la via intranasal,
aunque la respuesta con la toxina del cdlera fue mayor, en cuanto a la ruta rectal
solamente la toxina del colera provocd una mayor respuesta de 1gG, mientras que
con Cry no se observd alglin cambio en la respuesta de ninguno de los isotipos

(fig.11).
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Respuesta de anticuerpos (IgA, 1gG e IgM) anti BSA con respecto a las rutas
de inmunizacion (IN y R).

En el presente trabajo observamos que la respuesta de anticuerpos varia segin la
ruta de inmunizacion, el antigeno coadministrado, el isotipo estudiado y la region
evaluada. En los grupos inmunizados con Cry y la toxina del cdlera la respuesta
aanti BSA en suero por las dos rutas de inmunizacion fue mejor el isotipo IgA. Y
en cuanto a las rutas de inmunizacion las dos presentaron un efecto similar ya que
ne hubo diferencia significativa (p>0.05) entre ellas (fig.4). Mientras que en los

resuitados del liquido de fracto respiratorio no se presentd respuesta significativa

{p<0.05) de ninguno de los tres isotipos y tampoco hubo efecto de alguna de las
vias utilizadas (fig.5). Cuando nos referimos a la respuesta de anticuerpos del
liquido de intestino delgado observamos que el mejor resultado se presenté en el
isotipo IgA por las dos rutas, sin embarge se encontré una diferencia significativa
{p<0.05) en cuanto a las dos vias de inmunizacion, relsultando con mejor
respuesta la rectal (fig.6}. En el liquido del intestino grueso el isotipo IgG fue el que
presento mayor respuesta por ambas rutas, sin embargo no se observd buena
respuesta de ninguna de las dos vias, (fig.7). Por dliimo en los resultados de los
fluidos vaginales tampoco hubo diferencia en cuanto a las dos vias utilizadas, ya
que en esta secrecion casi no se presento respuesta de anticuerpos y por ende

tampoco observamos dominancia de alguno de los isotipos estudiados (IgA, 19G e

1gM) (fig.8).
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Respuesta de anticuerpos (igA, 1gG e IgM) anti HBs con respecto a las rutas
de inmunizacién {IN y R).

En la figura 9 se presenta la respuesta de anticuerpos anti HBs en el suero donde
observamos que el isotipo IgG es el que presentd mejor respuesta por las dos vias
de inmunizacion, mientras que en lo que se refiere a las rutas, la intranasal es la

que dio mejores resultados En cuanto al liquido del tracto respiratorio también se

observé fa mejor respuesta en IgG en las dos vias de inmunizacién y con respecto
a la diferencia en !as rutas, la que presento un mejor resultado fue la intranasal
(fig.10). En la figura 11 presentamos los resultados de la respuesta de anticuerpos
anti HBs del iiquido del intestino delgado, donde cbservamos que el isotipo 19G
respondié de mejor manera que los otros dos isotipos por las dos vias, y la ruta
intranasal seg(n el analisis estadistico presento mejor respuesta. En cuanto a los
resultados sobre el liquido del intestino grueso, fue el isotipo lgG el gue predomind
en ambas rutas, mientras que la ruta intranasal presentd un mejor resultado

(fig.12).
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VI. DISCUSION

En el presente trabajo encontramos que Cry presenté un efecto adyuvante similar
al presentado por la toxina de cdlera, sin embargo el efecto adyuvante de ambas
proteinas varia segun el antigeno coadministrado, la ruta de inmunizacién, el

isotipo analizado y la secrecién estudiada.

Respuesta de anticuerpos en el suero: Cry aumentd la respuesta de
anticuerpos IgA anti BSA por ambas rutas (IN y R) aunque el efecto de la toxina de
célera fue mayor (fig. 4), se deberia haber presentado una mejor respuesta de IgG
en cualquiera de los grupos ya que la respuesta es en el suero, sin embargo esto
no ocurrié dado que el isotipo mayoritario fue IgA, una de las causas por las que el
isotipo 1gG debe tener mejor respuesta es porque es el principal anticuerpo
sistémico, ya que este es secretado minimamente por las células plasmaticas de
la mucosa (Lamm,1997). Cuando Hanenberg y colaboradores (1994) inmunizaron
ratones con la toxina del colera por las rutas oral, intragastrica, rectal y vaginal y
cuantificaron IgA e 1gG anti CT en el suero, en la saliva, en el liquido intestinal y
los fluidos rectal y vaginal, por la ruta rectal también demostraron una alta
respuesta del isotipo IgA seguida de IgG en el suerc. Por otro lado en nuestro
trabajo el isotipo IgM presenté un aumento significativo (p<0.05) con Cry por la
ruta rectal (fig.4). Moldoveano y colaboradores (1995) inmunizaron a varias
personas por las vias intranasal e intramuscular con una cepa atenuada de
influenza y cuantificaron IgA, 1gG e IgM en el suero, la saliva y los lavados

nasales, en el suero indujeron por la ruta intranasal respuesta alta de 1gG seguida
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de IgA, y baja de IgM. En otro estudio (Forrest, 1990} inmunizaron a personas con
Salmonelia typhy rectalmente y analizaron la respuesta de anticuerpos en el suero
la saliva y el liquido intestinal, y obtuvieron en el suero respuestas de los tres
isotipos aunque la IgG fue significativamente mas elevada, sin embargo la IgM se
presenté en 6 de 7 personas mientras que la lgG solo en 3 de 7 personas.
Tochikubo y colaboradores (1998) examinaron la actividad inmunoadyuvante
sistémica y mucosa de la subunidad B de la toxina del ¢lera recombinante (rCTB)
(10 pg) coadministrada con BSA (50 pg) por las rutas oral e intranasal en ratones,
y analizaron Ja respuesta de anticuerpos en el suero, en lavados nasales y
pulmonares, en fluidos vaginales y en liguidos intestinales y ia compararon con la
que obtuvieron con la BSA sola. La coadministracion intranasal de BSA con rCTB
estimuld altas respuestas de IgG anti BSA en el suerc y de IgA en ios lavados
nasales y pulmonares pero no en muestras vaginales ni intestinales, y la
coadministracion oral sole indujo respuestas moderadas de IgG anti BSA en 2 de
4 ratones inmunizados con 50 ug de rCTB en el suero, pero no indujo respuesta
alguna en los inmunizados con 10 ug de rCTB. En resumen ellos no detectaron
respuesta anti BSA en los ratones inmunizados oral o intranasalmente con 50 pg
de BSA sola, en contraste nosostros si detectamos respuestas de anticuerpos
anti BSA en suero y en varias de las muestras mucosas de los animales
inmunizados con BSA (10 pg) sola por las vias intranasal y rectal, inclusive en
algunos casos (fig. 4) la respuesta anti BSA fue mayor en los animales que

recibieron BSA conjuntamente con la toxina de! célera o con Cry 1Ac.
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En cuanto a la respuesta anti HBs en el suero los resultados fueron contrastantes
ya que en la mayoria de los grupos la IgA no presento diferencia significativa (p<
0.05) con respecto al grupo control por ambas rutas, dado que el isotipo IgG fue
el que presentd mejor respuesta. Por otro lado Cry causd solamente un aumento
en el isotipo IgM por la via intranasal, ya que por la ruta rectal no indujo aumento
de ninguno de los 3 isotipos, en contraste con la toxina de cdlera ta cual aumentd
la respuesta de lgG por ambas ruta, Cry inhibié la respuesta de IgA e IgG por la
ruta intranasal y la de |gG por la via recal (fig. 9). Hopkins y colaboradores (1995)
inmunizaron ratones con-una cepa atenuada de Salmonelfla lyphimurium
recombinante expresando él nicleo del virus de la hepatitis B (HBc) por las rutas
oral, intranasal, rectal y vaginal anti lipopolisacaridos (LPS) y anti HBc,
cuantificaron la IgA en el suero, la saliva, las heces y las secreciones genitales,
bronquiales e intestinales cuando analizaron la respuesta de IgG anti HBc en el
suero encontraron qgue la respuesta de anticuerpos por la via intranasal fue mejor,
pero la ruta rectal también tuvo una buena respuesta de anticuerpos aunque
menor que la intranasal, en nuestros resultados también se observé una alta
respuesta en IgG anti HBs en suero por ambas rutas pero cuando se administré el
HBsAg solo (fig. 9). Filion y colaboradores (1988} administraron
intramuscularmente 3 dosis de HBsAg a humanos sanos los dias 0,28 y 180 y
estudiaron la respuesta humoral de IgG anti HBs en el suero, en la primera prueba
hecha el dia 28 no observaron respuesta de IgG, sino hasta después de la
segunda inmunizacidon que fue cuando alcanzd una respue'sta de 0.7 (densidad

optica), este resultado fue similar al de nosotros cuando administramos HBsAg
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sola por la via intranasal, sin embargo en nuestro resultado también se presenté
una buena respuesta de 1gA e IgM, ademas de que cuando coadministramos el
antigeno de superficie de la hepatitis B con Cry la respuesta de IgM todavia
aumenté mas (fig.9} por lo que seria factible administrar e} antigeno de superficie
de hepatitis B coadministrado con Cry por la ruta IN para evitar las dosis

intramusculares.

Respuesta de anticuerpos en el liquide de tracto respiratorio: Ni la
coadministarcion de la toxina del cblera ni la de Cry modificaron la respuesta anti
BSA en lavados traqueopulmonares, solamente hubo un aumento de IgM con Cry
por la via intranasal (fig. 5), sin embargo la IgM puede su#tituir alalgA en ta
defensa de la mucosa (Lamm, 1997), por el contrario Tochikubo y col. (1998)
observaron que la coadministracién intranasal de rCTB con BSA provocd un
incremento en la respuesta de IgA en lavados pulmonares, una respuesta similar
encontraron Hopkins y col. {1995) quienes obtuvieron alta respuesta de IgA anti
HBc en la saliva y en los lavados pulmonares por la ruta intranasal, por otro lado
la inmunizacion rectal no causd cambios significativos (p>0.05) en ningun grupo
(fig. 5), esta ineficiencia de la ruta de inmunizacion en la respuesta de
anticuerpos en liquido de tracto respiratorio puede ser debido a la diferencia en la
presentacion de antigenos (Klavinskis y col. 1996).

Resultados muy diferentes se encontraron en la respuesta anti HBs ya que por
ambas rutas se obtuvieran altas respuestas de! isotipo IgG con Cry, con toxina de

colera como también con el HBsAg inmunizado solo, comparados con el grupo
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control, ademas Cry provocd una alta respuesta de anticuerpos IgM anti HBs por
la ruta intranasal (fig. 10), aunque algunos investigadores sugieren que la IgM se
encuentra en concentraciones relativamente bajas en las secreciones
respiratorias, ya que la IgA es la que predomina en las secreciones respiratorias
por arriba de la laringe mientras que la 1gG es la que se encuentra generalmente
en los alveolos (Acosta y Cruz, 1992), ademas la 1gG se presenta normalmente en
menor proporcion en secreciones humanas pero en forma abundante en
secreciones de tracto respiratorio, esto se debe probablemente a que se
transportan a través del plasma (Kilian y Russell, 1994) En otros estudios
(Moldoveanu y col. 1985) administraron a humanos por |a ruta intfranasal una cepa
atenuada de influenza, y cuantificaron la respuesta de anticuerpos en lavados
nasales ellos observaron un incremento en 1gG seguido por IgA, y sugieren que
estas diferencias se deben a las rutas de inmunizacién. Se ha reportado (Murphy vy
Clements, 1989) que las inmunoglobulinas G en la saliva y las secreciones
nasales son derivadas de la circulacibn. La inmunizacién de ratones
intranasalmente con B. neisseria meningitidis presentd altos niveles de IgA, IgG e
IgM en lavados pulmonares (Van De Verg y col, 1996). El aumento de anticuerpos
en el liquido pulmonar puede hacer mas eficiente la resistencia a las infecciones
como la neumonia la cual tiene que ver con la superficie mucosa {Abraham E,

1992).

Respuesta de anticuerpos en el liquido de intestino delgado: Cry y la toxina
de cdlera aumentaron la respuesta del isotipo IgA anti BSA por la ruta intranasal,

mientras que por la ruta rectal la respuesta de BSA fue mayor a Cry y CT y éstas
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fueron mayores al grupo control, sin embargo en los isotipos 1gA e IgM no se
presentd algin cambio significativo (p>0.05) con respecto al grupo control por
ambas vias (fig.6). Esto indica que efectivamente en las secreciones mucosas del
liquido de intestino delgado el isotipo IgA es el que predomina en secreciones
mucosas de humanos y otros mamiferos (Kilian y Russell, 1994) ya que el
intestino es el tejido linfoide del cuerpo con mayor numero de linfocitos, por lo que
puede generar una compleja y Gnica respuesta inmune en las células de la
famina propia produciendo una gran cantidad de inmunoglebulinas del tipo A
(kelsall y Strober, 1997). Hanenherg y col. (1994) también lograron inducir IgA por
la via rectal. Tochikubo y col. {1998} no encontraron respuestas anti BSA en
intestino delgado cuando coadministraron BSA con rCTB. Hopkins y col, (19395)
indujeron respuesta de anticuerpos anti HBc y anti LPS en secreciones rectales y
en heces cuando inmunizaron por la via rectal. La induccion de IgA
especificamente en secreciones intestinales y genitales es importante para la
proteccion contra patdgenos transmitidos sexualmente como el virus de la
inmunodeficiencia humana (Forrest, 1992), el papiloma virus, y el virus de ia
hepatitis B, mientras que la IgA especifica del pulmon provee proteccion contra
infecciones respiratorias (Hopkins y col. 1985), por lo que Cry 1Ac podria ser dtil
para el disefio de vacunas ya que es capaz de estimular la respuesta inmune en el
intestino y en otras secreciones corporales. |

En cuanto a la respuesta anti HBs solamente se presentd incremento en el isotipo
igG con la toxina del célera por la ruta intranasal y una respuesta moderada de

igA con Cry por la ruta rectal (fig.11), la posible causa de la diferencia en las
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respuestas anti HBs puede ser multifactorial incluyendo falla especifica en la
presentacicn de antigenos, en la activacion de células Th o en ambas {Hsu y col.
1996). Nordelli y col. (1996} demostraron que aparentemente la ruta rectal no
induce buena respuesta de anticuerpos en secreciones intestinales, sin embargo
Forrest y col. (1990) cuando administraron rectalmente Salmonelfa typhy indujeron
una respuesta significativa de IgA en el liquido del intestino delgado. Algunos
investigadores (Abreu y Targan, 1996) han demostrado que en céluias epiteliales
intestinales de ratones y de humanos se expresan moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad de clase Il y pueden presentar antigencs especificos y
respuesta de células T in vitro, hasta ahora no hay evidencia de este mecanismo

in vivo.

Respuesta de anticuerpos en e! liquido de! intestino grueso: En donde se
indujo una respuesta moderada de anticuerpos IgA anti BSA con Cry y toxina de
célera por ambas rutas, también se observd que tanto Cry como la toxina del
célera inhibieron la respuesta de anticuerpes del isotipo IgA anti BSA por la via
intranasal; al contrarto de la via rectal (fig.7).

En la respuesta anti HBs por la via intranasal se observd un aumento en el
isotipo 1gG con Cry y un poco mas alta con toxina de cdlera, mientras que por la
ruta rectal solo se incremento I1gG con toxina de célera (fig. 12), segin Berneman y
colaboradores (1998) el alto porcentaje de IgG en secreciones mucosas es de
origen local vy la IgG sérica es transportada a través de la mucosa
correspondiente, ademas probablemente la respuesta de IgG local es mayormente

asociada con la penetracién del antigeno por la ruta mucosa. La presencia de
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inmunoglobulinas en los liquidos intestinales nos dice que un proceso de
activacién inmune a nivel de mucosas estd ocumiendo cuando se pone en
contacto la protoxina Cry con el sistema inmune intestinal o sistémico, la
naturaleza de este proceso, los mecanismos de activacion y la propagacién de la

respuesta aun estan por ser estudiados.

Respuesta de anticuerpos en los fluidos vaginales: En el presente trabajo la
coadministracién de Cry o de la toxina del colera con BSA no incrementd la
respuesta de anticuerpos anti BSA por ninguna de fas dos rutas de inmunizacion
{fig.8), este resultado fue similar ai de Hanenberg y col. {(1994) ellos administraron
la toxina del colera rectalmente e indujeron altos niveles de IgA anti CT en
secreciones mucosas del colon y del recto pero baja respuesta en fluidos
vaginales. Aunque el tracto genital de las hembras contiene tejido linfoide
asociado a mucosas es diferente de la mucosa Entestinal {Kozlowski y col. 1997},
hay que considerar que cada superficie mucosa tiene diferentes microambientes
por lo que los adyuvantes mucoses pueden tener efectos diferentes en cada sitio
mucoso (Lycke, 1997), por otra parte hay algunas diferencias entre los sistemas
mucosos del tracto genital y del intestinal. Los nédulos finfoides no han sido
detectados en el tracto genital de raton, y no hay células M similares a las
encontradas en el intestino, por lo tanto la IgG es la inmunoglobulina
predominante en el fluido cervicovaginal, en contraste con el intestino donde la IgA
secretora es el isotipo mas abundante (Johansson y col. 1998), en el presente
trabajo no se presentd la {gG como predominante en el fluido vaginal ya que no

se tuvo respuesta significativa de ninguno de los tres isotipos {lgA, 1gG e IgM)
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aunque nosostros no medimos niveles totales de inmunoglobulinas sino respuesta
especifica. Kozlowski y col (1997) administraron la toxina del colera en mujeres
por las rutas oral, rectal y vaginal, la inmunizacion rectal fue la que indujo altos
niveles.de IgA e IgG en las secreciones rectales en comparacidn con fas otras dos
rutas, sin embargo en e! tracto genital fue menos efectiva la produccion de
anticuerpos. Sttats y col. {1997) inmunizaron ratones con HIV coadministrado con
la toxina del colera por las rutas IN, IN-vaginal, IN-intragastrica e IN-rectal y
cuantificaron IgA e IgG anti HIV en suero y en fluidos vaginales, y obtuvieron un
alto titulo en la respuesta de 1gG seguida de IgA en lavados vaginales por la ruta
intranasal. Otros estudios han reportado que fa inmunizacién intranasal es superior
a la inmunizacidn vaginal para la induccion de antigenos especificos vaginales en
la respuesta de IgA (McLean y col. 1996). Hordnes y col. (1997) inmunizaron
ratones por |las vias intranasal y rectal con B strepfococos (GBS) solo o con toxina
del coélera como adyuvante y cuantificaron IgA e 1gG-anti GBS en suero y en
secreciones servico vaginales, ambas. rutas de inmunizacién presentaron altos
niveles de IgA en secreciones vaginales cuando se administré solamente GBS,
mientras que no se detecté respuesta de IgA en ninguno de los otros grupos, la
CT no presentd efecto adyuvante. Aunque en el presente trabajo la respuesta de
anticuerpos no tuvo un aumento significativo en los fluidos vaginales, las rutas

intranasal y rectal fueron capaces de inducir anticuerpos en sitios distales.

Efecto adyuvante de Cry1Ac: Cry tuvo efectos adyuvantes significativos {p<

0.05) variables en las respuestas de anticuerpos anti BSA y anti HBs. En el suero
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el efecto adyuvante se presentd en IgA anti BSA por ambas rutas (fig.4} y en IgM
anti HBs por la ruta intranasal (fig.9), en el liquido del tracto respiratorio el efecto
adyuvante se presentd en IgM anti BSA y anti HBs ambas por la ruta intranasal
(figs. 5 y 10}). En cuanto al liquido del intestino delgado Cry presentd un efecto
adyuvante en el isotipo IgA anti BSA por la ruta intranasal y en IgA anti HBs por la
ruta rectal. En el intestino grueso el efecto adyuvante de Cry se presentd en IgA
anti BSA por la ruta rectal, y en 1gG anti HBs por la ruta intranasal, en los fluidos
vaginales no hubo efecto adyuvante. Sin embargo Cry también presenté un efecto
inhibitorio en la respuesta de anticuerpos (fig.9) El mecanismo por el cual CrylAc
actia como un adyuvante cuando se administra intranasa! y rectalmente es
desconocido, asi como la funcidn o estructura similar entre Cry y la toxina de
calera. La toxicidad y elevado costo de produccién de la toxina de cdlera limita su
aplicacién como vacuna en humanos (Eison y Detzbaugh, 1954 y Elson y col.
1990) en contraste con la delta endotoxina Cry de B. thuringiensis que no presenta
alguna toxicidad para mamiferos {(McClintock y col. 1995) y la produccién a larga
escala de la proteina recombinate de Cry 1Ac es de bajo costo (Hofte y Whiteley,

1989 y Ge y col. 1990).

Efecto adyuvante de la toxina de célera. La toxina del célera present6 un efecto
adyuvante en el suero en el isotipo IgA anti BSA por ambas rutas, mientras que en
la respuesta anti HBs el efecto se presentd solamente en IgG por la via rectal. En
cuanto al liquido del tracto respiratorio la CT también presentd un efecto
adyuvante en IgG anti HBs por la via rectal, en el intestino delgado la

adyuvanticidad se presents en el isotipo IgA anti BSA y en IgG anti HBs ambas
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por la ruta intranasal, en cuanto al intestino gruesoc este efecto se presentd en fgA
anti Bsa por la via rectal y en IgG anti HBs por ambas rutas de inmunizacion. La
toxina del cdlera no presentd efecto adyuvante en el isotipo Igh de ninguna de las
muestras estudiadas, ni efecto en de ninguno de los tres isotipos en fluidos
vaginales. En un estudio llevado a cabo por Wilson y col. {1989) en donde
examinarcn el efecto de la administracién oral de la toxina del colera en varias
cepas de ratones, coadministraron la-toxina del célera con hemocianina (KLH) o
con ovoalbumina (OVA) y analizaron la respuesta en el suero, en la
coadministracion de la CT con KLH la IgG tuvo mejor respuesta seguida por la IgA
anti KLH, y en la coadministracion de la CT con OVA tanto-IgG como IgA anti OVA
tuvieron una alta respuesta, en nuestros resultados en suero, la IgA anti BSA
presentd una alta respuesta por ambas rutas, mientras que en la respuesta anti
HBs la mejor respuesta se presentd en el isotipo 1gG seguido de IgM por ambas
rutas. Wilson y_colaboradores (1989) al también analizaron sobrenadantes de
cultivos celulares intestinales, cuando coadministraron la CT con KLH obtuvieron
mayor respuesta de IgA anti KLH, y cuando coadministraron la CT con OVA
obtuvieron mayor respuesta de I1gG anti OVA, en nuestros resultados de liquidos
intestinales se observd una alta respuesta de IgA anti BSA por ambas rutas, y de
IgG anti HBs por la ruta intranasal. La habilidad de la toxina de! colera de actuar
como un adyuvante mucoso ha sido confirmado por muchos investigadores con
una gran variedad de antigenos sin embargo el mecanismo preciso de las
propiedades adyuvantes de la toxina del colera es hasia ahora indefinida
{Marinaro y col. 1985), algunos estudios han demostrado que fa toxina del célera

puede tener directamente efectos sobre las células linforeticulares (Bromander y
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col. 1991). La toxina de colera induce la produccion de células asociadas que
secretan IL-1 para aumentar |a produccién de antigenos sobre la luz del intestino y
puede aumentar la expresion de moléculas MHC clase 1l, asi .c.:omo la presentacion
de péptidos (Lycke y col. 1989), ademas la toxina del colera facilita el switch en las
células B para fa produccion de IgA, incrementa los efectos de IL-4 e IL-5 sobre la
sintesis de IgG e IgA anti lipopolisacéridos dirigidas hacia las células B {Lycke y
Strober, 1989) y el switch de isotipo en las células B para igM y con interleucinas,
la interaccién de la toxina de colera con las interleucinas sobre células B del tejido
linfoide asociado al intestine in vivo debe ser explorado  para entender el proceso
que determina a la célula B predominantemente en la expresion del isotipo lgA
{Elson y col. 1990). La toxina de cblera se conoce como |;1n potente adyuvante
mucoso que actia en el sistema inmune para aumentar la respuesta de
anticuerpos en el intestino (Lycke y col. 1881), estimulando la actividad de las

células presentadoras de antigenos (Bromander y col. 1991).

Andlisis de los isotipos 1gA, 1gG e IgM. En cuanto a las respuestas anti BSA los
andlisis estadisticos demostraron que en todas las muestras estudiadas con los
diferentes antigenos el isotipo que mayor respuesta presen_té fue IgA, v en las

respuestas anti HBs también en todas las muestras estudiadas fue el isotipo 1gG.
Analisis de las rutas de inmunizacién: En cuanto a las rutas de inmunizacién

utilizadas, en el presente trabajo podemos decir que para las respuestas anti BSA

no hubo diferencia significativa (p>0.05) ya que las dos via la intranasat y la rectal
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actuaron de forma similar, solamente se presento diferencia en el liquido del
intestino delgado ya que la mejor respuesta se presenté por la via rectal, mientras
que en las respuestas anti HBs la ruta rectal fue la que mejores resultados
presentd, por lo que se sugiere que tanto la albimina sérica bovina como el
antigeno de superficie de la hepatitis B son diferentes en cuanto a su estructura.
En estudios con roedores la inmunizacion intranasal presenta una respuesta de
anticuerpos por que se activan las células B en los nédulos cervicales linfaticos
posteriores y una similar situacién ocurre en los humanos {(Waldo y col. 1994)
Hasta ahora parece ser que la inmunizacion intranasal es una eficiente ruta de
inmunizacién para futuras vacunas ya que se sugiere que el paso por ei fracto
respiratorio a los pulmones es el responsable de efectuar la respuesta de
anticuerpos (Johansson y col. 1998), y ademas es efectiva porque el inmunodgeno
no tiene considerable exposicion en el sitio de inmunizacién. ni pasa. por
condiciones adversas como pH bajo o la abundancia de enzimas proteoliticas las
cuales prevalecen en el estémago y en el intestino, la administracién intranasal
distribuye el inmundgeno més directamente en el sitio de aplicacion y por lo tanto
induce la respuesta inmune en el tejido linfoide nasal (NALT), mientras que para
distribuirse al tejido linfoide asociado a intestino (GALT), semejante a las placas
de Peyer tarda mas tiempo en distribuirse a lo largo del intestino delgado por lo
tanto el inmundgeno queda muy distribuido . Sin embargo esto no es clare en
cuanto a la diferencia entre el NALT y el GALT cuando se administra toxina de
colera como adyuvante (Mestecky y col. 1997). Segun Hopkins y colaboradores
(1995) fa diferencia en los resultados sugiere que mecanismos separados son los

que controlan la respuesta inmune en la inmunizacion de dos antigenos diferentes
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inducidos por sitios diferentes, ta ruta nasal es la mas efectiva para inducir
respuesta inmune en mucosas. La inmunizacion intranasal es mas efectiva que la
inmunizacién intragastrica ya que genera una pronta y alta respuesta inmune
mucosa , por que el tejido linfoide nasal (NALT) y sus nodulos linfoides pueden
retener una memoria inmune, el switch de isotipo IgA ¥y Ia. diferenciacion y
maduracion de IgA secretora puede ocurrir antes de la migracién de células en el
NALT mientras que las respuestas de células igG requieren de pasar a través de
las células conductoras del NALT (Wu y Russell, 1997).

Cuando se inmuniza rectalmente se pueden secretar anticuerpos en sitios distales
del sistema inmune comun, en humanos por ejemplo la administracién rectal de la
vacuna de la tifoidea induce células B en la circulacidn e IgA en la saliva, la ruta
rectal presenta una efectiva distribucion de medicamentos debido a su gran area
de absorcidn (Forrest y col. 1990). Segin Haneberg y colaboradores {1994) la
inmunizacién rectal en ratones con fa toxina del célera genera IgA en la vagina,

mientras que en la inmunizacién vaginal no.

En nuestro laboratorio se encontré que la protoxina Cry 1Ac induce respuesta de
anticuerpos anti Cry en liquidos intestinales cuando se administra por las
intragéstrica (IG) e intraperitoneal (IP), también produce altos titulos de
anticuerpos (IgA, |gG e IgM) en suero cuando Cry sé coadministré con la toxina
del célera. También sé coadministrd HBsAg con Cry o con toxina de célera y BSA
con Cry o con toxina de célera por las rutas intragastrica e intraperitoneal donde
se observé que Cry incrementd la respuesta de IgG anti HBs en el suero, y la

toxina del colera aumentd los isotipos IgA e IgM también en et suero por la ruta
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intraperitoneal, mientras que en el presente trabajo Cry aurﬁenté la respuesta de
IgM anti HBs por la ruta intranasal, y la toxina del cdlera aumentd IgM por la
misma ruta e IgG anti Hbs por la ruta rectal. Por otro lado Cry incrementé la
respuesta de lgG anti HBs en liguidos de intestinos delgado y grueso por la ruta
intraperitoneal y CT aumentd IgA e IgG también en intestinos delgado y grueso e
IgM en el intestino grueso por la misma ruta, sin embargo en el presente trabajo se
presentd un incremento de IgA anti HBs en el intestino delgado por la ruta rectal y
de IgG en el intestino grueso intranasalmente y con la toxina del cdlera aumentd
la respuesta de IgG en el liquide del intestine delgado por la; ruta intranasal y 19G
en €l intestino grueso por ambas rutas de inmunizacion. Cuando sé coadministro
BSA+Cry aumentd la respuesta de [gA e IgM anti BSA en el suero y la toxina del
colera aumentd IgG ambas por las rutas |.P. e |.G. y también aumentd IgA por la
ruta intragéstrica. En el presente trabajo Cry y CT aumentaron IgA por las rutas
intranasal y rectal , Cry y CT aumentaron la respuesta de IgGanti BSA en el
intestino grueso  intraperitonealmente y en el presente estudio Cry y CT
aumentaron |gA en el intestino grueso por la via rectal.

Los valores obtenidos en la densidad oOptica se presentaron en general por debajo
de 0.800, para poder obtener un valor mayor seria factible cambiar la
concentracion del antigeno o cambiar la dilucién en las diferentes secreciones
estudiadas.

La generacidn de anticuerpos con la protoxina Cry en diferentes secreciones
mucosas por ambas vias convierte a esta protoxina de facil produccién en una
molécula de interés farmaceutico y biotecnologico. La alta resistencia a proteasas

y solubilidad a pH extremo unido a una buena respuesta de anticuerpos pudieran



servir como premisas para investigar los posibles usos de esta familia de
proteinas como vehiculos de epitopes vacunales de interés, los cuales pudieran
ser insertados en la estructura primaria de la proteina o ser acoplados por
métodos quimicos. Cry puede ser (til como adyuvante mucoso o como acarreador
vacunal, aungue es importante tener en consideracion que los efectos adyuvantes
de Cry y de la toxina del colera son variables dependiendo de la ruta de
inmunizacién, del antigeno coadministrado, del isotipo analizado y de la secrecién

mucosa estudiada.
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VIl. CONCLUSIONES

El efecto adyuvante de Cry y de la toxina del célera varia segin el antigeno
coadministrado, la ruta de inmunizacién, el isotipo analizado y la secrecién
estudiada.

Cry1Ac puede ser Gtil como adyuvante mucoso o como acarreador vacunal.

Los altos niveles de lgA e lgG inducidos por Cry pueden aumentar la resistencia a

infecciones producidas por patégenos mucosos.

Cry inhibi6 la respuesta de anticuerpos en suero de IgA e IgG anti HBs por la ruta

intranasal y la de IgG por la ruta rectal.

Dados los efectos variables de Cry seria factible probarla en humanos.

Ambas rutas de inmunizacién intranasal y rectal confieren inmunidad sistémica y

mucosa.

Las rutas intranasal y rectal no inducen respuestas de anticuerpos anti BSA en

fluidos vaginales cuando se utiliza Cry ¢ la toxina de! colera.

La vacuna contra el virus de la hepatitis B puede administrarse intranasalmente.
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V ili. APENDICE

A) MATERIALES

Lector de ELISA Biorad, centrifuga refrigerada Hettich, valanza semianalitica
Scientech, congelador Revco de -30°C, vortex thermolyne, refrigerador,
micropipetas, multipipetas, tubos ependorf, placas de ELISA de 96 pozos, canulas
y jeringas.

B) METODOS

1) Sustancias

Fraccidon V de |a albimina sérica bovina

Antigeno de superficie de |a hepatitis B

Toxina del colera de Vibrio cholerae

Protoxina Cry 1Ac de B. thuringiensis

Anticuerpos peroxidados anti inmunaoglobulina de raton 1gG (anti cadena Fcy)
(Pierce), IgM (anti cadena p) (Pierce) e IgA (anti cadena «) (sigma)

Leche descremada Svelty

Acido sulfdrico (1.5 M)

1) Composicién y preparaciéon de reactivos para ELISA

Solucidn amortiguadora de recubrimiento

a) Composicidn:

sustancias cantidad
Naz;CO4 1.58 g.
NaHCO; 2.934q.

HO 1L
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b) Preparacion:

Se disolvieron las sustancias indicadas y se ajusto el pH a 9.6 con NaOH 1M. y se

aforo a un litro con agua destilada, se almacend a 4° C. por no mas de 2 semanas.

Solucién salina amortiquadora con fosfatos tween

a) Composicion;

sustancias cantidad
NaCL 8g.
KCL 0.24q.
KH2PO, 0.2g.
Tween 20 0.5g.
H20 11

b) Preparacion:

Se disolvieron todas fas sustancias, excepto ef tween 20 en 900 ml. de agua
destilada, agitando hasta su disolucién, se aforé al volumen final (1 litro) y se
agrego el tween 20, agitando hasta su disolucion.

Sustratc para ELISA

a) Composicion:

Solucién amartiguadora de fosfatos:

sustancias cantidad
NazHPQO, 0.1 M. 284aq.
HO 11

Solucidén amortiguadora de citratos:
sustancias cantidad

acido citrico 19.2 g.
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HO 11l

Et amortiguador de fosfato-citratos debe permanecer a un pH de 4.2.

Sustrato final
a) Composicién:
sustancias cantidad
amortiguador de fosfatos 25.7 ml.
amortuguador de citratos 24.3 ml.
orthopenylendiamina .040 g.
Hz0; al 30% 40 ml.
Hz0 100 ml.

b) Preparacion:
Se mezclaron todas las sustancias y se aforaron a 100 mi. con agua destilada,
este sustrato se prepard al momento de utilizarce.
Inhibidor de proteasas
a) Composicion:
sustancias cantidad
Trisma base 189
Acido p-hidroxymercuribenzoico 3607 g.
b) Preparacion:
Se disuelve trisma-base en 100 ml. de agua destilada quedando a 150 milimolar,
de esta solucién se toman 10 ml. y se le disuelve el 4cido

p-hidroxymreuribenzoico, finalmente se separa en alicuotas de 1 ml.
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Medic RPMI

a) Composicion:

sustancias cantidad

Medio RPM! 88 g.
Gentamicina 125 pl. {40mg/mi)
H:0 100 mt.

b} Preparacitn
Se toman 50 ml. de agua destilada y se le ponen el medio y la gentamicina en

agitacién vigorosa para finalmente aforario a 100 ml. de agua destilada.
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