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RESUMEN 

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram-positiva que produce inclusiones cristalinas 

proteícas durante la fase de esporulación. Estas inclusiones están compuestas de una o más 

proteínas llamadas 8-endotoxinas o proteínas Cry, tóxicas a una amplia variedad de 

insectos. Una vez que son ingeridas por insectos susceptibles, las protoxinas Cry (70-140 

kDa) son solubilizdas y procesadas proteolíticamente para liberar el fragmento tóxico o 

toxina de 60 a 70 kDa. La toxina o región amino terminal esta formada por tres dominios 

estructurales. En invertebrados se ha propuesto que esta región juega un papel central en su 

actividad tóxica. En vertebrados, sólo se sabe que una de las protoxinas homólogas a las 

protoxinas CrylA, la protoxina CrylAc, induce una respuesta inmune, tanto a nivel 

sistémico como en mucosas, cuando es administrada por diferentes vías; pero no se ha 

determinado en que región reside la inmunogenicidad de las proteínas Cry. Por lo que en la 

presente tesis se investigó directamente la implicación de la estructura modular de la región 

N-terminal en la capacidad de las proteínas Cry para inducir una respuesta inmune. Esto se 

abordó de manera directa, primero se determinó la inducción de una respuesta inmune por 

las protoxinas CrylA (CrylAa, CrylAb y CrylAc) y se comparó con la respuesta inmune 

inducida por una proteína Cry que de manera natural carece del extremo carboxilo terminal, 

la protoxina Cry3A (70 kDa); así como por proteínas que pierden el extremo carboxilo 

terminal por activación de las protoxinas CrylA, resultando en un fragmento activo tóxico 

de 60 a 70 kDa, las toxinas CrylA (CrylAa, CrylAb y CrylAc). La inducción de 

anticuerpos por cada una de estas proteínas, se detectó tanto en el suero como en el fluido 

intestinal y el fluido traqueopulmonar mediante un ensayo indirecto de ELISA. Los datos 

en conjunto demostraron que la capacidad de inducir anticuerpos lgA a nivel de mucosas, 

reside mayoritariamente en la región N-terminal y que la inducción de respuesta inmune 

por las protoxinas CrylA es un reflejo de la influencia de la región N-terminal sobre la 

región C-terminal y esto podría deberse a sus características estructurales y funcionales . 

Para fortalecer esta hipótesis se estudio el papel de cada uno de los dominios que 

comprenden la región N-terminal. Primero, se estudió uno de los segmentos más 

conservados entre todas las 8-endotoxinas, la helice alfa siete del dominio l. Por 

mutagénesis sitio dirigida se intercambió un motivo conservado hidrofóbico presente en la 



hélice alfa siete del dominio I por el motivo de la toxina difterica y se midió la capacidad de 

las toxinas CrylA mutantes, Cry1Aa8, Cry1Ab2 and Cry1Ac3 para inducir una respuesta 

inmune humoral por las toxinas CrylA mutantes, Cry1Aa8, CrylAb y Cry1Ac3, 

administradas tanto por vía intraperitoneal como por vía intranasal y se comparó la 

inducción de anticuerpos con las respectivas toxinas silvestres CrylA. También se 

determinó la subclase de anticuerpos lgG, IgG 1 e IgG2a, como una medida indirecta de la 

polarización de la respuesta inmune celular Th por las toxinas CrylA. Se encontró que 

hubo un incremento en la magnitud de la inducción de una respuesta inmune de anticuerpos 

de tipo lgA e lgG después de inmunización por via intranasal. Mientras que se observo un 

incremento en la magnitud de la subclase de anticuerpos IgG 1 especialmente a nivel de 

mucosas (intestinales y vías aéreas superiores), indicando un fenotipo de respuesta inmune 

celular Th2. Estos datos fortalecieron la hipótesis de que la capacidad para inducir una 

respuesta inmune humoral y celular reside y depende de la región amino terminal de las 

proteínas Cry. Más aún, los datos sugirieron que la hélice alfa siete del dominio contribuye 

a esta capacidad por su grado de conservación, por sus características fisicoquímicas que se 

ajustan bien a los modelos teóricos de predicción de epitopes tanto para células T como 

para células B. Enseguida, el papel del dominio 11 tipo lectina de las toxinas CrylA en su 

capacidad para inducir una respuesta inmune celular se investigó mediante cinéticas de 

inducción de citocinas tipo Thl y tipo Th2 en presencia y ausencia de N­

acetilgalactosamina (NacGal). En ausencia de este amino azúcar, se observó que mientras 

los esplenocitos de ratones BALB/c estimulados con toxina silvestre CrylAa indujeron 

niveles bajos de citocinas tipo Thl a tiempos tempranos (4 h) mientras que los esplenocitos 

de ratones BALB/c estimulados con la toxina quimérica Cry1Aa8 produjeron citocinas tipo 

Thl(IFN-y, IL12p70) así como niveles moderados de citocinas tipo Th2 (IL-10). Además 

se encontró que los esplenocitos de ratones presensibilizados por la vía intranasal con la 

toxina silvestre CrylAa, así como con la toxina quimérica Cry1Aa8 y reestimulados in 

vitro con cada una de estas toxinas, respectivamente activaron diferentes poblaciones 

celulares productoras de citocinas. Así, los esplenocitos reestimulados con la toxina 

CrylAa activaron predominantemente una población de células productoras de IL12p70 

(posiblemente células B) mientras que los esplenocitos estimulados con la toxina Cry1Aa8 

activaron una población de células T productoras de IFN-y e IL-1 O. Estos resultados se 



fortalecieron por la mayor proporción de células B activadas con respecto a las células T. 

Interesamente se observó que hubo una inhibición de la activacion de células T por la 

mezcla toxina CrylAc + N-acetylgalactosamina, mientras que la activación de celulas B se 

vio ligeramente incrementada. Adicionalmente se encontró que en presencia de N­

acetilgalactosamina, los esplenocitos estimulados con la mezcla de toxina silvestre CrylA 

(CrylAa y CrylAc) más el aminoazúcar, no produjeron citocinas tipo Thl, sin embargo, la 

producción de IL 1 O por estas toxinas se vió incrementada. En contraste, los esplenocitos 

estimulados con la mezcla de toxina quimérica Cry1Aa8 más NacGal no produjeron 

citocinas tipo Thl ni citocinas tipo Th2. Estos resultados sugirieron que el primer paso en 

la inducción y modulación de la respuesta inmune celular Th hacia un fenotipo de respuesta 

Th2 ó Thl por las toxinas Cry en vertebrados, es la unión del dominio II tipo lectina a N­

acetylgalactosamina sobre los receptores de las células (B y T) del sistema inmune. 



Summary 

Bacillus thuringiensis is Gram positive bacteria that produces . during proteinaceous 

inclusions during the sporulation; these inclusions are composed of one or two protoxins 

named insecticidal crystal proteins (lePs), ery proteins, or 8-endotoxins. After ingested by 

susceptible insects, ery protoxins are solubilized and proteolitically digested to release the 

toxic fragment or toxins of molecular weight 60-70 kDa. The toxin or N-terminal regían is 

formed by three structural domains. In invertebrates, it has been proposed that this regían 

play a central role in it is toxic activity. In vertebrates, it has known that one of the homolog 

proteins to erylA protoxin, erylAc protoxin, is able to induce an immune response to 

systemic and mucosal compartments when is administered by different routes, but it has not 

been studied in which region reside the immunogenicity of the ery proteins. Therefore, in 

the present thesis it is investigated directly the structural implication of the N-terminal 

region in the capacity of the ery proteins to induce an immune response. This was 

addressed directly; first it was determined the induction of an antibody response by the 

erylA protoxins, erylAa, erylAb and erylAc and it was compared with the induced 

immune response elicited by a Cry protein, Cry3A protoxin (70 kda) which naturally lack 

the e-terminal region as well as protein that loase the e-terminal by proteolytic activation 

yielding an active toxin fragment of 60-70 kDa, erylA toxins, erylAa, erylAb and erylc . 

. The induction of antibodies by intraperitoneal and instranasal immunization to BALB/c 

mice of each of these proteins was detected in serum as well as in the tracheopulmonary, 

intestinal fluids by indirect ELISA assay. The data together showed that the capacity to 

induce IgA antibodies in mucosa! sites reside and depends of the N-terminal regían and the 

induce immune response by the CrylA protoxins is the reflection of the influence of the N­

terminal region on the e-terminal region and this could be due to their structural and 

functional characteristics.To strength this assumption it was studied the role of each of the 

domains that comprised the N-terminal region. First, it was tested one of the most 

conserved segments in domain I between all the 8-endotoxins, by site directed mutagenesis 

to exchange a conserved hydrophobic motif present in alpha helix seven of this domain by 

the B fragment diphtheria motif and the ability of the CrylA mutants, Cry1Aa8, Cry1Ab2 

and ery1Ac3 to induce humoral and cellular (expressed as the IgGl and IgG2 Ab ratio) 



nnmune response was measured after intranasal and intraperitoneal immunization in 

BALB/c mice. It was found that an increased and differential Ab response, especially of the 

IgG and IgA induced by Cry1Aa8 and CrylAc after intranasal immunization. 

Unexpectedly, by intraperitoneal route, it was observed an enhanced magnitude of the IgG 1 

Ab magnitude in the upperairways and intestinal mucosal sites, suggesting an ability to 

modulate the Tu cellular immune response, mostly by this route and in much lesser extent 

by intranasal route. The data together indicate that domain I is playing a role in the 

immunogenicity of the N-terminal region through alpha helix seven by its physicochemical 

characteristics, structural localization (is in close contact to the binding domain) that fits 

well with theorethical predictions like T/B cells epitopes. Next, the role of the binding 

domain II in the above described immunogenic abilities of the N-terminal region was 

studied by measuring the induction of Thl (IL-12p70 and IFN-y) and Th2 (IL-4, ILlO) 

cytokines in the presence and absence of the N-acetylgalactosamine. In the absence of this 

aminosugar,it was observed that wild types CrylA toxins, CrylAa and CrylAc, induce low 

levels of Thl and th2 cytokines, in contrast, quimeric toxin Cry1Aa8, induce significant 

amount mostly of Thl type cytokines. And very moderate levels of Th2 (IL-1 O) type 

cytokines. Furthermore, it was found that CrylA toxins have the ability to modulate the 

subsets of cytokine producers after intranasal priming of BALB/c mice.Spleen cells from 

primed with CrylAa toxins and restimulated with this toxin and with Cry1Aa8 toxin, 

produced predominantly IL12p70, whereas spleen cells from primed with Cry1Aa8 toxins 

and restimulated with CrylAa, CrylAc as well as with Cry1Aa8 and Cry1Ab2, induced 

mostly a mix of IFN- y and ILlO with different kinetics of induction. These results were 

stressed by the higher proportion of B cells than T cells observed after stimulation and 

restimulation in vitro of spleen cells from unprimed and primed BALB/c mice with 

CrylAa, CrylAc and Cry1Aa8. Additionally, it was found that in the presence of the N­

acetylgalactosamine, activation of B cells was partially inhibited whereas T cell activation 

was enhanced. These results are consistent partially with the inhibition of the Tul and Th2 

type cytokines by the quimeric toxin Cry1Aa8. The low levels ofthese cyokines induced by 

wild type toxins, CrylAa and CrylAc especially at very early times (4 h) was inhibited 

except ILlO production which was enhanced. All the findings together strengthened the 

ability of the N-terminal region to induce a humoral and cellular immune response in 



BALB/c mice. Furthermore, the data show that one step for the induction and modulation 

of the Th cellular immune response by the CrylA toxins is the lectin like binding to 

glycosylated receptors on B and T cells. 



l. INTRODUCCION 



INTRODUCCION. 

1.1. Organización de las toxinas bacterianas 

En la naturaleza existe una gran variedad de proteínas tóxicas de interés clínico y 

comercial. Las toxinas bacterianas son producidas por diferentes organismos y tienen 

diferentes blancos (Rappuoli y María Grazzia, 1991 ). Representan el enlace entre la 

biología celular y las bacterias, por sus efectos tan potentes sobre las células en las que 

actúan. Las moléculas blanco de estas toxinas representan moléculas claves en importantes 

vías de señalización en las células eucarióticas, como es en la ruta de transducción de 

señales mediada por proteínas G (Flatau y col. , 1997) y/ó el mecanismo de liberación de 

neurotransmisores (Schiavo y col., 1999). 

Las toxinas bacterianas ejercen su actividad tóxica de diferentes formas, desde la 

disrupción de la membrana celular hasta la inhibición de la síntesis de proteínas. 

La disrupción de la membrana celular puede ejercerse de varias maneras: (a) por simple 

contacto con los receptores apropiados los cuales van a transmitir la señal hacia el interior 

de la célula, el ejemplo más conocido de moléculas que actúan por este mecanismo son los 

superantígenos, (b) por formación de poros o canales iónicos, en este caso se pueden citar 

varios ejemplos, como son las colicinas, porinas, citolisinas y 8-endotoxinas, ( c) por ruptura 

de moléculas expuestas en la superficie, por ejemplo, la enterotoxina de Bacteroides 

fragilis, la cual puede romper la porción extracelular de la cadherina-E y/ó proteínas de la 

matriz extracelular y ( d) por interrupción de la comunicación celular a través de la 

elevación de AMP cíclico o por modificación de las proteínas G, como es el caso de la 

toxina de cólera de Vibrio cholerae, enterotoxinas termolábiles de Escherichia coli y 

exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa. 

La inhibición de la síntesis de proteínas es llevada a cabo por las toxinas bacterianas que 

actúan a nivel del citoplasma catalizando la ADP ribosilación del factor de elongación 2 

(EF2), dos ejemplos de este tipo de toxinas que actúan por este mecanismo son la toxina 

diftérica y la toxina pertúsica (Rappuoli y Monteccuco, 1997). 

A pesar de que estas toxinas bacterianas actúan sobre diferentes blancos y de diferente 

forma, no comparten homología de secuencia, pero tienen un requerimiento común -que 

necesitan insertarse, y en muchos casos translocarse a través de la membrana para poder 
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ejercer su acción biológica. Cada etapa en el modo de acción de estas toxinas, como son la 

unión a receptor, inserción/translocación y actividades tóxicas están asociadas con los 

dominios ó regiones discretas (Parker y Pattus., 1993). 

La topología de los dominios en los cuales reside la información estructural para expresar 

su toxicidad depende de su sitio de acción. Así, por ejemplo, las toxinas que actúan a nivel 

de la superficie celular formando poros constan de dominios con una topología helicoidal, 

una excepción a este requerimiento son las porinas producidas por bacterias Gram­

negativas y la a-toxina de Staphilococcus aureus que contienen mayoritaríamente una 

estructura B. En cambio, las toxinas que actúan bloqueando las vías de señalización, así 

como las que actúan a nivel intracelular, como la toxina de cólera, y la toxina diftérica, 

respectivamente, constan de dos dominios con topología combinada entre hélices-a y 

láminas B plegada (Rappuoli y Monteccuco., 1997). 

La implicación de la estructura modular de las toxinas bacterianas no solamente 

tiene que ver con su actividad tóxica sino también tiene un efecto en el tipo de respuesta 

inmune que induce en el huésped. El ejemplo más estudiado hasta ahora y en el cual se ha 

demostrado la implicación de los dominios en la inducción de una respuesta inmune 

humoral y celular, es la toxina de cólera y las enterotoxinas termolábiles de E. coli. Estas 

dos toxinas comparten 86% de homología a nivel de estructura primaria y estructura 

terciaria. Varios estudios han demostrado que la unión de la subunidad B de topología de 

lámina B plegada al receptor GMl [Gal(Bl-3)GalNAc(Bl-4)(NeuAc(a2-3)Gal ((Bl-

4)Glc(Bl-1) ceramida)] juega un papel clave en la capacidad de estas toxinas para inducir 

una respuesta inmune de Ac lgA a nivel de mucosas, así como en la modulación de las 

subpoblaciones de linfocitos T, hacia Thl ó Th2 (Marinaro y col., 1995; Nashar y col., 

1996; Guidry y col., 1997; Williams y col., 1999; Castagliuolo y col., 2004), mientras que 

la subunidad A, con una topología helicoidal y con actividad de ADP ribosyl transferasa, 

juega un papel importante en la adyuvanticidad de estas toxinas (Lycke y col., 1992; 

Guidry y col., 1997). 

Entre las toxinas que actúan a nivel de la superficie celular formando poros pero que 

también son capaces de inducir una respuesta inmune en el huésped (Ito y col., 2003) como 

es la expresión de moléculas de adhesión, citocinas inflamatorias, IL-1, IL-6, IL-12 TNF-a 

y IFN-y, se encuentra la citolisina seeligeriolisina O (56 kDa) y la listeriolisina, las cuales 
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son producidas por Listeria seeligeri y monocytogenes, respectivamente y su acción es 

dependiente de colesterol (CDC) (Alouff, 1999). Mientras que la actividad citolítica reside 

y depende de una secuencia altamente conservada en la región C-terminal, 

ECTGLAWEWWR; se ha propuesto que la inducción de citocinas reside en la región N­

terminal. En contraste, las 8-endotoxinas de Bacillus thuringiensis (Bt) consideradas dentro 

del grupo de las toxinas bacterianas globulares que actúan a nivel de superficie, están 

formadas por tres dominios, los cuales tienen una topología combinada de hélice-a y 

lámina ~ plegada; sin embargo a la fecha, no se ha determinado el papel que juega su 

estructura modular en su capacidad para inducir una respuesta inmune en el huésped. Por 

otro lado, los superantígenos, producidos por S. aureus y Streptococcus pyogenes, 

requieren sólo de un dominio para ejercer su acción tóxica, son toxinas pequeñas de 28-40 

kDa, de topología ~ plegada. Estas toxinas se unen tanto al complejo de 

histocompatibilidad (MHC) clase 11 como a la parte variable del receptor T (V~ o Vy) (Li y 

col., 1998) produciendo la activación policlonal de las células T tanto in vitro como in vivo. 

Además se unen a las integrinas humanas av~3 y anb~3 (Li y col., 1998). 

La definición de la función y la identificación de los límites de cada dominio mediante la 

determinación de la estructura tridimensional por difraccion de rayos X no sólo ha 

permitido entender el mecanismo de acción de estas toxinas sino que ha revelado que 

toxinas con diferentes blancos y sin homología de secuencia comparten dominios 

estructurales como es el caso del dominio formador de poro de las 8-endotoxinas de Bt, el 

cual comparte homología estructural con el de la toxina diftérica de Corynebacterium 

diphteriae y la colicina producida por varias cepas de E. coli así como por Citrobacter 

freundii (Parker y Pattus., 1993). Esto ha permitido el diseño de nuevas toxinas quiméricas 

con fines terapéuticos (Strobel y Mowat., 1998; Czerkinsky y col., 1998). 
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Para entender la implicación de la estructura modular de las proteínas Cry de Bt en su 

actividad biológica (capacidad de inducir una respuesta inmune) en vertebrados, es 

necesano conocer qmenes son y que hacen (P parte de los antecentes) así como sus 

propiedades (2ª parte de los antecedentes). 

ANTECEDENTES 

-GENERALES. 

1.1. Bacillus thuringiensis (Bt) . 

El B. thuringiensis fué descubierto por el microbiólogo japonés S. Ishiwata en 1901, 

aislándolo de las larvas del gusano de seda, desde entonces se le considero como el agente 

causante de enfermedades en insectos. Sin embargo, no fué hasta 1911, que Berliner lo 

describe por primera vez, aislándolo esta vez de las larvas de la polilla de Anagasta 

kueniella en la provincia de Thuringia, Alemania. 

Por definición, Bt es una bacteria Grampositiva altamente emparentada con otras cepas del 

genero Bacillus, principalmente, con B. cereus (Abdul-Hammed y Landen, 1994; 

Daffonchio, y col., 1998). Se caracteriza por su capacidad esporulante (Figura lA) lo que le 

confiere su resistencia al calor y climas secos de tal forma que se le puede encontrar y aislar 

casi de cualquier hábitat (Martín y Traves, 1989). Además, Bt produce una serie de factores 

de virulencia que incluyen también algunas toxinas con propiedades insecticidas, como son, 

la a-exotoxina, ~-exotoxina, hemolisinas, enterotoxinas, quitinasas, y fosfolipasas (Hansen 

y Salamitou., 2000). Asimismo, es considerado como un elemento benéfico para el control 

de plagas agrícolas. Por otro lado, se ha encontrado que las proteínas Cry sólo tienen 

efectos tóxicos sobre las líneas celulares de mamífero COS-7 y HEF 293 transfectadas con 

el receptor de las toxinas Cry Bt-R1 (Dorsch, y col. , 2002), mientras que en. animales de 

laboratorio, sólo se observaron algunos efectos adversos a concentraciones de 108
-
9 CFU 

(USA, 1989) de preparados de esporas y cristales de Bt subsp. aisawi, israelensis, kurstaki 

o tenebrionis, administrados respectivamente por vía intraperitoneal. 
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Figura 1. (A) Cepa esporulante de Bt donde se aprecia la espora y el cristal. (B). Espora­

cristal de Bt al microscopio de barrido. (C). Cristal bipiramidal de Bt. 

Incluso la administración oral de 4.7 X 1011 esporas por Kg de peso corporal no produjeron 

efectos tóxicos ó señales de infectividad hacia mamíferos. De ahí que Bt sea considerado 

como un organismo seguro y compatible con el medio ambiente (McClintock y col., 1995; 

de Maagd y col., 2001; Tsudo y col., 2003). 

1.2. 8-endotoxina de Bacillus thuringiensis, 

B. thuringiensis produce una gama de proteínas insecticidas, las 8-endotoxinas, las cuales 

constituyen una familia multigénica de proteínas: Proteínas Cry (cristalinas) y proteínas Cyt 

(citolíticas). Las proteínas Cry, tema de nuestro estudio, son producidas durante la fase de 

esporulación (Figura lA-B) como inclusiones proteicas cristalinas, "Cry" o 8-endotoxina 

(Hüfte y Whiteley, 1989; Schnepf y col., 1998; de Maagd y col., 2001). Están codificadas 

por los genes cry que producen proteínas con un amplio rango de pesos moleculares (50-

140 kDa) (Figura C). En la actualidad se han descrito alrededor de 200 genes, cuyos 
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productos han sido clasificadas en 27 grupos con base en la homología de la secuencia de 

aminoácidos (Crickmore y col., 1998) (Figura 2). Estas proteínas son tóxicas a diferentes 

órdenes de insectos: Lepidópteros, Dípteros, Coleópteros, Hymenópteros, Homópteros. 

Una excepción a esto, son las proteínas Cyt también producidas por Bt variedad israelensis. 

Estas toxinas tienen una estructura diferente (formada por dos dímeros) a las proteínas Cry, 

son tóxicas a mosquitos. Se ha propuesto que las toxinas Cyt actúan en la membrana a 

través de la interacción con fosfolípidos. Evidencias experimentales han demostrado que 

también lisan eritrocitos y son tóxicas a animales, lo que ha limitado su uso comercial (Li y 

col., 1996) sin embargo, se ha reportado que tienen actividad anti-tumoral (AIYahyaee y 

Ellar., 1996; Yamashita y col., 2000). 

Llna je P:r.inc ipel de las 
toxinas C:ry 

Linaje de las toxinas Cyt 

Linaje lejano de las 
toxiM.s C:ry 

Primer nivel Segundo nivel Tercer ni.vel 

Poiciento de .identidad de la secuencia de aminoácidos 

Figura 2. Dendograma de las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis (tomada de Crickmore 

y col., 1998) 
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1.3. ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS CRY 

Varias de las proteínas Cry (Cryl, Cry4, Cry5, Cry7, Cry8, Cry9, Cry14, Cry21, Cry26, 

Cry27 y Cry28 ) (Hofte y Whiteley, 1989) son sintetizadas como protoxinas (forma 

inmaduras) y están organizadas en dos grandes regiones: carboxilo terminal y amino 

terminal (Figura 3). Cada una de estas regiones están formadas por multidominios, lo que le 

da a las proteínas Cry características estructurales y biológicas únicas. 

uDaici-•linnl ~· D=m.-• 
.......... -_.....~ ......... ---. .. - 4 -
~ 1~ 3'45 

~------

--------
~ ·--
1 __ . _; I ~-ª- _ 

Figura 3. Organización de las proteínas Cry de Bacillus thuringiensis. La región amino 

terminal formada por los tres dominios, 1, 11 y m . La región carboxilo terminal altamente 

conservada a partir de la lamina J3-23 del dominio m (area en color gris) (de Maagd y col., 

2001) 
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REGION CARBOXILO TERMINAL (REGION "PRO") 

La estructura tridimensional de esta región no se ha determinado aún. Se ha propuesto en 

base al análisis de la secuencia (Andrews y col., 1987) y remosión proteolítica secuencial 

Chesthukhina y col. , 1982; Choma y col., 1990) que podría estar organizada en tres 

dominios, uno de 35 kDa y dos de 15 kDa. Sin embargo, actualmente no hay evidencias 

directas que apoyen la existencia de estos dominios estructurales. Basados en un estudio de 

difracción de rayos X, Holmes y Monroe, 1965, concluyeron que la protoxina es una 

molécula elipsoide. Más recientemente, se ha reportado que el DNA es un componente 

integral de los cristales de Bt. La asociación de la protoxina con el PNA al parecer es 

esencial para la formación del cristal y probablemente facilite el secuestro de la proteína 

durante la esporulación (Clairmont y col. , 1998). Esta asociación daría lugar a una 

estructura como la del virus del tabaco con un corazón central constituido por la región N­

terminal más el DNA (Figura 2) y la región carboxilo terminal "pro" estaría envolviendo al 

N-terminal, lo que explicaría la proteólisis secuencial de la región carboxilo terminal. Muy 

poco se sabe sobre las funciones de esta región C-terminal, pero el hecho de que su 

secuencia sea altamente conservada indica que esta región de la protoxina tiene un 

importante papel estructural. Hofte y Whiteley han sugerido que esta región es conservada 

porque es esencial para un arreglo cristali~o ordenado. Además se ha establecido que los 

puentes disulfuro en esta región son responsables de estabilizar el cristal proteíco (Du, y 

col. , 1994) mientras que las lisinas son requeridas para la solubilización de las protoxinas 

en condiciones alcalinas y reductoras (Choma y col., 1990). 
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Figura 4. Representación esquemática de la estructura tipo virus del tabaco que forma el 

complejo protoxina (región carboxilo y región amino )-DNA (Clairmont y col. , 1998) 

basada a su vez en el estudio de Holmes and Monroe sobre el cuerpo paraesporal de 

Bacillus thuringiensis 

REGION AMINO TERMINAL 

A diferencia de la región carboxilo terminal, la región N-terminal o fragmento tóxico, es 

una región más organizada, y rica en alfa hélices y beta plegadas, es resistente a la 

proteólisis. La estructura tridimensional de las toxinas Cry3A (Figura 5A), CrylAa (Figura 

5B), Cry3Bb, Cyt2A se ha determinado por difracción de rayos X (Li y col., 1991; 

Grochulski y col., 1995; Li y col., 1996; Galitsky y col., 2001; Morse y col., 2001) la cual 

reveló que toxinas con diferente especificidad y poca homología a nivel de estructura 

primaria (36%) (Figura 5A-B), compartían y estaban formadas por tres dominios diferentes, 

conectados entre sí por uniones simples. El dominio 1 formado por un ramillete de siete alfa 

hélices anfipáticas, una de ellas, la hélice a-5 es la central, rodeada por el resto de las 

hélices anfipáticas que contienen el largo necesario para atravesar la membrana (Li y col., 
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1991 ). El dominio 11 está formado por tres láminas 13-plegadas anti-paralelas con topología 

similar empacadas alrededor de un corazón hidrofóbico y una o dos a-hélices cortas. Este 

dominio representa la parte más divergente en la estructura entre dos moléculas de toxina 

(Grochulski y col. , 1995), es una región hipervariable formada por tres lazos dirigidos hacia 

el ápice de un prisma y el dominio III forma un sandwich de dos láminas 13 anti-paralelas. 

Los estudios in vitro con bicapas lipídicas así como de proteólisis, han sugerido que el 

dominio 1 esta involucrado en la formación de canales iónicos (Slatin y col. , 1990; Gazit y 

col. , 1998). El dominio 11 es el que determina la especificidad de unión al receptor ya que 

los genes híbridos entre toxinas cercanamente relacionadas resultaron en toxinas quiméricas 

con especificidad alterada (Ge y col., 1991). La función del dominio III es darle estabilidad 

al resto de la toxina por la formación de puentes salinos y de hidrógeno con otros residuos 

vecinos (Grochulski y col., 199), proteger al resto del fragmento tóxico de la proteólisis. 

También se ha propuesto que puede participar en la formación del canal iónico como sensor 

de voltaje ya que las mutaciones en los residuos de aminoácidos conservados (R521K y 

R527K) reducen la toxicidad sin afectar la unión (Chen y col., 1993). Varias evidencias han 

mostrado que este dominio también puede estar involucrado en la unión al receptor (Lee y 

col. , 1995), además en este dominio se localizan los sitios de unión a moléculas que 

contienen biotina (Du y Nickerson., 1996). 

La interacción entre los dominios 1 y III es importante para la estabilidad e integridad de la 

toxina (Li y col., 1991 ). La mayoría de las interacciones entre el dominio 1 y 11 se limitan a 

la hélice cx.-7 y la 13-1 del dominio 11. Los residuos que forman puentes salinos en estos 

sitios están altamente conservados en la mayoría de las secuencias Cry lo que sugiere que 

juegan un papel importante para mantener a la toxina en forma compacta globular durante 

la solubilización y posiblemente para liberar al dominio 1 del resto de la proteína durante la 

interacción con el receptor. 

Las regiones de homología entre las toxinas Cry reside en cinco bloques conservados 

(Figura 3, bloques de colores), separados por regiones hipervariables de diferentes 

longitudes (Hofte y Whiteley, 1989) que se localizan en la parte central de la toxina y en las 

áreas de contacto entre los dominios (Li y col., 1991 ). En el dominio 1, se localizan los 

bloques 1 (hélice cx.5) y bloque 2 (parte final de la hélice cx.6, la hélice cx.7 y la 131 del 

dominio 11). El bloque 3 se localiza en la 1311 del dominio 11, mientras que el bloque 4 en la 
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1317 y el bloque 5 en la 1323. Li y col., 1991 han propuesto que el grado de conservación de 

estos bloques y su localización estructural, implicaría que las toxinas Cry que los posean 

deberían compartir una estructura similar con las toxinas globulares formadas por tres 

dominios estructurales y por lo tanto tener un mecanismo de acción similar entre ellas (Li y 

col., 1991; Rausell y col., 2004) y con respecto a otras toxinas formadoras de poro (English 

y Slatin., 1992; Parker y Pattus., 1993). 

A B 

Figura 5. Representación de listón de la estructura tridimensional determinada por 

difracción de rayos X de la toxina Cry3A (A) (Li y col., 1991) tóxica hacia los coleópteros; 

y la toxina CrylAa (B) (Grochulski y col., 1995) tóxica hacia los lepidópteros. 
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1.3. MECANISMO DE ACCION TOXICA DE LAS PROTEINAS CRY. 

El mecanismo más aceptado del modo de acción de las toxinas Cry es un proceso que 

incluye múltiples etapas, que iniciaría con la ingestión de la mezcla espora-cristal por las 

larvas de insectos susceptibles, seguido por la solubilización del cuerpo paraesporal en el 

medio ambiente alcalino y reductor del intestino del insecto que va a liberar a la protoxina 

(ó forma inactiva) de 130-140 kDa, y posterior activación de la protoxina, para poder 

ejercer su acción tóxica. 

La activación de las protoxinas solubles se lleva a cabo por acción de las proteasas 

intestinales, que remueven la región carboxilo terminal, así como un pequeño fragmento, 

alrededor de 17 aminoácidos del lado del extremo amino terminal, resultando así toxinas 

activas de 55-70 kDa. Es en esta forma que las proteínas Cry tienen la capacidad para 

unirse a receptores específicos localizados en la membrana apical del epitelio intestinal del 

insecto. Se ha propuesto que la unión se lleva a cabo en dos pasos: (1) una unión reversible 

a través de los lazos 2 (Rajamohan y col., 1996; Wu y Dean., 1996), que implicaría una 

interacción proteína-proteína (Dorsch, y col., 2002; Gómez y col., 2003) y (2) una unión 

irreversible que involucra la interacción de los lazos del dominio 11 con la parte de 

carbohidrato del receptor, lo que dispararía un cambio conformacional que favorece la 

ruptura de la hélice a-1; seguido por la formación de una estructura oligomérica 

denominada preporo. Un segundo cambio conformacional del oligómero, conduciría a la 

inserción en membrana y formación del poro (Gómez, y col., 2002); lo cual interrumpe el 

balance iónico, conduciendo a la lisis coloide osmótica de las células del intestino, parálisis 

y finalmente la muerte del insecto (Sacchi y col., 1986; Knowles y col., 1987). 

Uno de los pasos determinantes en el modo de acción de las toxinas Cry es la unión al 

receptor (van Rie y col., 1990; Ge y col., 1991). Se han identificado dos proteínas 

diferentes en insectos que pueden funcionar como receptores de las toxinas Cry, una N­

aminopeptidasa de 120 y 170 kDa purificada mayoritariamente de las vesículas de bordes 

dentados de diferentes lepidópteros; de Manduca sexta (Knight y col., 1994; Sangadala., y 

col., 1994), Heliothis virescens (Gill y col., 1995; Luo y col., 1997) y Lymantria dispar 

(Lee y col., 1996) a la cual se une a la toxina CrylAc. Así como una glicoproteína tipo 

cadherina de 210 kDa, a la cual se une la toxina CrylAb y que ha sido purificada de las 

vesículas de borde dentado de las larvas de Manduca sexta (Nagamatsu y col., 1999). 
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1.4. RELACION ESTRUCTURA-FUNCION: 

Varios estudios experimentales han demostrado que los dominios de las proteínas Cry son 

estructuralmente independientes (Bravo y col., 1997), es decir, cada dominio por sí mismo 

puede ejercer su función, así, por ejemplo, el dominio 1 y la hélice cx.-5 per se son capaces 

de formar canales catiónicos en bicapas lipídicas (Slatin y col., 1991; Gazit y col., 1998). 

Mientras que los dominios 11 y III expresados independientemente mantienen su capacidad 

de unirse a membranas del epitelio del intestino medio de lepidópteros (Flores y col., 

1997). Esto es consistente con la observación hecha por English y Slatin (1992) en el 

sentido de que las propiedades de las toxinas Cry no deben restringirse a su acción en 

insectos, sino que debe tenerse en cuenta que son moléculas proteícas y como tales tienen 

también la capacidad de "unirse a" otras moléculas, así el dominio 1, per se puede además 

"interaccionar con" ligandos, receptores, en la membrana superficial de células, ó de 

epitelios. 

Uno de los mejores ejemplos de la relación que hay entre estructura y función que tiene 

implicaciones en el modo de acción de estas toxinas tanto en invertebrados como en 

vertebrados (este trabajo) es la topología tipo lectina de los dominios 11 y III de las toxinas 

Cry. Se ha propuesto que la unión de estos dominios tipo lectina a receptores apropiados es 

el primer paso en el mecanismo de toxicidad en insectos (Knowles y col., 1984; Burton y 

col., 1999). El dominio 11 comparte la topología de í3-prisma con las lectinas de plantas 

como jacalina (Sankaranayanan y col., 1996; Rosa y col., 1999) y la aglutinina Maclura 

pomifera (Lee y col., 1998), ó con otras proteínas que unen carbohidratos (Shimizu y 

Morikawa., 1996; Kido y col., 1995), mientras que el dominio III tiene un plegamiento 

similar al dominio N-terminal de la glucanasa 1,4-í) CenC de Cellulomonas fimi (Johnson y 

col. , 1996). La base de la actividad biológica de las lectinas es la unión a carbohidratos (Lis 

and Sharon y col., 1999). De hecho se ha demostrado que la capacidad para inducir una 

respuesta inmune humoral y celular por la toxina de cólera (de Haan, y col., 1998) así como 

por la enterotoxina termolábil de E. coli (Nashar y col., 1996) reside en la capacidad de la 

subunidad B para unirse a residuos expuestos de N-acetylgalactosamina sobre los 

receptores gangliósidos GM 1 [ Gal(í31-3)GalNAc(í31-4 )(NeuAc( cx.2-3)Gal ( (í31-4 )Glc(í31-1) 

ceramida)] en la superficie de las mucosas. Sin embargo, en los vertebrados no se sabe la 
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receptores gangliósidos GMI [Gal(J3 l-3)GalNAc(J3 l-4)(NeuAc( a2-3)Gal ((J3 l-4)Glc(J3 l-1) 

ceramida)] en la superficie de las mucosas. Sin embargo, en los vertebrados no se sabe la 

influencia de las propiedades tipo lectina del dominio 11 de las toxinas Cry 1 A en su 

capacidad para inducir una respuesta inmune humoral y una respuesta inmune celular. 

ANTECEDENTES DIRECTOS 

l. 6. PROPIEDADES INMUNOGENICAS 

Existen muy pocos estudios sobre los efectos fisiológicos e inmunológicos de las proteínas 

Cry en organismos vertebrados. Los primeros reportes (Prasad y Shethna., 1975, 1976) 

versan sobre la respuesta inmune aumentada inducida hacia eritrocitos de carnero por 

cristales proteicos, así como actividad antitumoral de preparados cristalinos de Bacillus 

thuringiensis. Sin embargo, en estos trabajos no se específica cual de las proteínas Cry es la 

responsable de esta actividad, y no se realizaron estudios posteriores para caracterizar esta 

propiedad. Se reportó que dos tipos de proteínas Cyt producidas por Bt subs. isrealensis, 

que no comparten homología a nivel de estructura primaria ni terciaria con las proteínas 

Cry (Figura 2) con un modo de acción diferente (Li y col., 1996), tienen la capacidad de 

lisar células de mamíferos, además de inducir actividad anti-tumoral (Alyahyaee y Ellar., 

1996; Yamashita y col., 2000). En general, estos reportes representan una base para tratar 

de caracterizar las regiones directamente involucradas en la inducción anti-tumoral así 

como también de aplicación biotecnológica. 

Recientemente se reportó que una de las proteínas CrylA homólogas, la protoxina CrylAc 

(pCrylAc) es capaz de inducir en ratones BALB/c, una respuesta humoral sistémica y en 

mucosas cuando es administradas por vía intranasal (i.n.), intragástrica (i.g.) e 

intraperitoneal (i.p.) a ratones Balb/c (Vázquez y col., 1999; Moreno-Fierros y col., 2000); 

asimismo posee propiedades adyuvantes y ha servido como acarreador de epitopes para el 

desarrollo de vacunas (Moreno-Fierros y col., 2003). Aún más, usando dos aproximaciones 

diferentes in vitro, mediante ensayo inmunohistoquímico se observó que la pCrylAc se une 

a la superficie de la mucosa del intestino delgado de ratón, sin embargo, usando ensayos de 

unión ("ligand blot'') in vitro a vesículas de borde dentado purificadas del intestino de ratón 
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no se encontró inhibición de la unión por N-acetilgalactosamina, manosa ni por biotina 

(Vázquez y cols., 2000). Mientras que estos mismos azúcares inhiben completamente la 

unión de la toxina a vesículas purificadas de intestino medio de insecto. Por lo tanto, se 

concluyó de este trabajo, que la protoxina se une a otro tipo de moléculas ó bien que otras 

regiones de la protoxina estarían involucradas en la interacción de las proteínas Cry con las 

células del sistema inmune (Vázquez y col., 2000). 

1.7. IMPLICACIONES PRACTICAS Y TERAPEUTICAS. 

Evidencias substanciales sugieren que la supresión de autoinmunidad por administración 

oral de antígenos es una alternativa factible y terapeútica. La selección cuidadosa de 

adyuvantes de mucosas, (toxinas bacterianas, CpG, microorganismos atenuados) puede ser 

una forma de usar la tolerancia oral con fines terapéuticos (Strobel y Mowat., 1998). Dos de 

los inmunógenos y adyuvantes más estudiados y más usados hasta el momento con este fin , 

son la toxina de cólera y las enterotoxinas termolábiles de E.coli, así como las subunidades 

B de ambas toxinas. 

Los efectos anti inflamatorios de toxina de cólera (CTx) y su habilidad para promover la 

inducción de células T regulatorias (Tr) es la base de su potencial para el tratamiento de 

enfermedades mediadas por las células T cooperadoras tipo 1 (Th 1 ). Así, en un sinnúmero 

de condiciones autoinmunes mediadas por células T, la administración por ruta mucosa de 

CTx se ha demostrado que aumenta la inducción de tolerancia y alivia los síntomas de 

enfermedad (Lavelle y col., 2004). 

La administración nasal de dosis altas de CTx pueden suprimir síntomas clínicos de 

encéfalo mielitis experimental autoinmune (EAE) un modelo murino de esclerosis múltiple 

(Yura y col. , 2001). Las concentraciones de IFN-y e IL-12 en el sistema nervioso central 

(CNS) de los ratones tratados con CTx fueron menores que los del control. También se ha 

demostrado que la CTx potencia tolerancia a la mielina de sistema nervioso periférico de 

bovino en el modelo experimental de neuritis autoinmune (Gaupp y col., 1997). Incluso se 

ha encontrado que la entrega a mucosas de la subunidad CTxB puede de manera 

independiente ejercer efectos anti-inflamatorios. La entrega oral de CTxB conjugada a la 

proteína básica mielina protege al ratón en contra del desarrollo de EAE (Sun y col. , 1996). 
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Se propuso que el efecto inhibitorio es el resultado de la inducción de células T regulatorias 

TGF-í3 y la regulación disminuida de las quimiocinas del sistema nervioso central (CNS). 

La subunidad B recombinante de toxina de cólera (CTxB) aumenta la inducción de 

tolerancia cuando se une químicamente a antígenos particulados o solubles (Sun y col., 

1994). Por ejemplo, la entrega oral de CTxB conjugada a péptidos derivados de una 

proteína de choque térmico de 60 kDa previene uveitis en mucosa de ratas, este efecto se 

asoció con el aumento de IL-10 y TGF-í3 y producción de IFN-y e IL-12 reducida. Más aún, 

la administración oral de CTxB conjugada a insulina previno la diabetes en ratones 

diabéticos no obesos, lo cual se asoció con una disminución en la producción de IFN-y y la 

migración de células Tr hacia los islotes pancreáticos (Aspord y col., 2002). La 

administración oral de CTxB recombinante también previno la colitis inducida por ácido 

sulfónico trinitrobenzeno mediada por IL12 en un modelo murino (Boirivant y col., 2001). 

Se encontró una disminución de IL12 e IFN-y, pero en este caso, no hubo elevación de 

ILlO ó TGF-í3. CTxB conjugada a colágena tipo 11, condujo a la supresión de condritis en 

un modelo de enfermedad autoinmune de oído (Kim y col., 2001). 

La administración oral con aloantígenos unidos a CTxB se observó que induce tolerancia 

inmunológica en contra del rechazo de transplantes (Sun y col., 2000). Se ha demostrado 

que aún sin conjugación, CTxB podría potenciar la tolerancia oral inducida hacia insulina 

(Brengenholt y col., 2003). Además también se ha encontrado que la subunidad B de las 

enterotoxinas termolábiles de E. coli puede potenciar la tolerancia en mucosas y prevenir la 

inducción de condiciones inflamatorias autoinmunes incluyendo la artritis inducida por 

colágeno (Williams y col., 1999). Otra aplicación clínica de la tolerancia oral es su uso 

terapéutico en alergias a alimentos. Tanto las holotoxinas A-B así como sus subunidades B 

tienen el potencial para el tratamiento de condiciones inflamatorias vía sus propiedades 

anti-inflamatorias y a través de la inducción de células Tr (Lavelle y col., 2004). 

La administración de autoantígenos expresados en plantas representa también una 

aproximación para la supresión de enfermedad autoinmunes y recientemente, auto antígeno 

tales como ácido glutámico descarboxilasa expresada en papas transgénicas se ha 

demostrado que induce tolerancia y previene el advenimiento de diabetes auto inmune en 

ratones diabético no obseso (Ma y col., 1997). 
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Las toxinas Cry además de que puede servir como autodefensa en plantas transgénicas, 

transformadas con los genes que codifican para estas toxinas frente a insectos plaga (Kota y 

col., 1999; de Cosa y col., 2001), representan un potencial clínico por su habilidad para 

inducir respuesta inmune en mucosas principalmente de Ac lgA e lgG, por la inducción de 

la subclase de Ac lgG 1 e IgG2a (medida indirecta de la inducción de respuesta celular Th). 

Estas toxinas podrían ser servir también como autoantígenos para la inducción de tolerancia 

y tratamiento de enfermedades autoinmunes y existe la factibilidad de conjugarla o 

coadministrarla con diferentes antígenos solubles . 
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JUSTIFICACION 

Existen muy pocos estudios sobre las propiedades inmunogénicas de las proteínas Cry. Se 

ha reportado que la protoxina CrylAc es capaz de inducir una respuesta inmune de 

anticuerpos cuando es administrada por diferentes vías. Sin embargo, se desconoce en cual 

región de las protoxinas CrylA, la región carboxilo terminal o región amino terminal reside 

la capacidad de inducir una respuesta inmune humoral y una respuesta inmune celular. 

Dado que se conoce la estructura terciaria de la región N-terminal el conocimiento básico 

que se genere de este estudio permitirá no solo determinar las regiones potenciales 

responsables de la inmunogenicidad de las toxinas Cry sino contribuir al entendimiento del 

mecanismo de inmunogenicidad en vertebrados. Mientras que desde el punto de vista 

aplicado, permitirá el diseño de toxinas quiméricas con propiedades inmunogénicas 

variadas para inducir un tipo de respuesta inmune humoral y/o celular Th, así como la 

posibilidad de usar las toxinas CrylA quiméricas como vectores per se o como adyuvantes 

de epitopes de importancia clínica. 

HIPOTESIS DE TRABAJO: 

La capacidad de las proteínas Cry de Bacillus thuringiensis para inducir tanto una respuesta 

inmune humoral como celular en ratones BALB/c reside y depende de la región N­

terminal. 
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11. O B J E T 1 V O S 
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El OBJETIVO PRINCIPAL de esta tesis es determinar las regiones de las protoxinas Cry 

responsables de su inmunogenicidad para esta de forma contribuir al entendimiento del 

mecanismo de inmunogenicidad de las proteínas Cry de Bacillus thuringiensis en 

vertebrados. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

l. Determinar en que región de las protoxinas Cry, amino y carboxilo terminal reside 

la capacidad de inducir una respuesta inmune en ratones BALB/c. 

2. Estudiar el papel de dominio 1 así como de los dominios tipo lectina (11 y 111) de las 

toxinas CrylA en la inducción y modulación de la respuesta inmune humoral y 

celular en ratones BALB/c. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

No. l. DETERMINACION DEL PAPEL DE LAS REGIONES CARBOXILO Y 
AMINO EN LA INMUNOGENICIDAD DE LAS PROTEINAS CRY. 

OBTENCION DE INCLUSIONES PROTEICAS 
CRISTALINAS A PARTIR DE CULTIVOS DE 
Badila llutringle1tlfis y Esch.ericlúa coH 

l 
SOLUBil.IZACION 

PROTOXINAS CRYlA 
YCRY3A 

• DIGESTION CON 
TRIPSINA 

TOXINAS ..... 
CRYlA Y CRY3A ...,. 

SOLUBLE 

PRO TOXINA 
SOLUBLE 

l 
PURIFICACION 
• Exclusión Molecular 

(Sephadex 200) 
• Columna de agarosa 

con Pollmlxina B 
Inmovilizada 

• kit E-toxato 
(0.01-0.015 EU/ml) 

..... 1 INMUNIZACION 1 

...,. RATONES BALB'C 

.a. (Esquema 1) 

DETECCION DE 
ANTICUERPOS POR 

EL ISA 

No. 2. DETERMINACION DEL PAPEL DEL DOMINIO I (bloque conservado 2) EN 

LA INMUNOGENICIDAD DE LAS TOXINAS CrylA, CrylAa, CrylAb y CrylAc. 

(1) Mutagénesis sitio dirigida para intercambiar el motivo hidrofóbico conservado presente 

en la hélice conservada alfa siete del dominio 1 de las toxinas CrylA por un motivo 

similar del fragmento B de la toxina diftérica (esquema 2) 

(2) Obtención de las toxinas CrylA quiméricas a partir de cultivos de E. coli. Purificación 

de las toxinas por cromatografía de exclusión molecular. 
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(3) Inmunización de ratones BALB/c por vía intraperitoneal e intranasal 

(4) Determinación de la inducción de una respuesta inmune de anticuerpos por las toxinas 

mutantes en ratones BALB/c, medida tanto en el fluido traqueopulmonar como en el 

fluido intestinal y en suero por ensayo de ELISA indirecto. Se comparó con las toxinas 

CrylA silvestres (esquema 1). 

(5) Determinación de la inducción de la subclase de anticuerpos IgG, lgG 1 e IgG2a por las 

toxinas silvestres y quiméricas CrylA en ratones BALB/c medida tanto en fluido 

traqueopulmonar como intestinal y en suero por ensayo de ELISA indirecto. 

PROTOCOLO PARA MEDIR LA INDUCCION DE ANrICUERPOS 

ADMINISTRACION 
DE PROTEINAS CRY 

A RATONES BALB/c 
t.p dosis: SO ¡c¡lsem.ana 

.... >·-'-.. ~ - .. ~·--··~- -- 4rl ... ~ ,,¡/ 

é:z: .;,~ é::~ -~~ l.n. 

DETECCION DE 
ANTICUERPOS 
PORELISA 
INDIRECTO 

Esquema 1 

SACRIFICIO 
4t&Rm81Ul ....____ 

• OBTENCIONDE 
MUESTRAS 

fluidos intestinales: 
Intestino delgado (ID) 
Intestino grueso (IG) 

fluido traqueo 
pulmonar 
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33 

&-endotoxlna 

CrylAc mTVLDIV AL247 

CryLU TVLDIV AL 
CrylAa 'IVLDIV AL 

+ 290 

lma"dón unt•n • receptor 

311ISSDSIGV 318 

193 + 378 535 

toxina dlltérlca ,.•••••• 

UnlÍID a receptor tnmllDcaclón Act. mzbnádca 

Esquema 2 

No. 3. DETERMJNACION DE PAPEL DE LOS DOMINIOS TIPO LECTINA DE 

LAS TOXINAS CRY EN LA INDUCCION Y MODULACION DE LA RESPUESTA 

INMUNE CELULAR Th: 

(1). Determinación de las cinéticas de inducción de citocinas tipo Thl(IFN-y, Ill2p70) y 

Th2 (IL-4, IL-10) por esplenocitos de ratones sin previa sensibilización y estimulados in 

vitro con toxinas silvestres y quiméricas CrylA, respectivamente. 

(2). Determinación de las cinéticas de inducción de citocinas tipo Thl yTh2 por 

esplenocitos de ratones BALB/c presensibilizados por la vía intranasal y reestirnulados in 

vitro con toxinas silvestres y quiméricas Cry 1 A. 
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(4). Determinación de la cinética de inhibición de la inducción de citocinas tipo Thl y Th2 

por esplenocitos de ratones BALB/c sin y presensibilizados por la vía intranasal y 

estimulados y reestimulados in vitro con la mezcla toxina+ N-acetylgalactosamina. 
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111. R E S U L T A D O S 
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RESULTADOS 

Los resultados de este trabajo se presentan en como artículos (apéndice): el pnmero 

publicado en la revista Molecular Immunology, volumen 45, pp. 177-1183 y dos 

sometidos. Asimismo los resultados se han dividido en tres partes. En la primera parte, se 

aborda de una manera directa el papel que juegan las regiones de las protoxinas, carboxilo y 

amino terminal en la inducción de una respuesta inmune tanto a nivel sistémico como en 

mucosas (Apéndice l); mientras que en la segunda parte, se analiza dentro de la región N­

terminal de las proteínas CrylA si el grado de conservación, la naturaleza hidrofóbica de la 

hélice alfa siete y su localización contribuyen a la habilidad de la región N-terminal para 

inducir y modular una respuesta inmune humoral y celular (esta última expresada como la 

proporción de la subclase de Ac IgG 1 e IgG2a) (Apéndice 2). En la tercera parte se analiza 

si la capacidad de la región N-terminal para inducir y modular una respuesta inmune celular 

reside en sus dominios tipo lectina mediante la determinación de las cinéticas de inducción 

e inhibición de las citocinas tipo Thl (IL12p70 e IFN-y) y Th2 (IL-10) por esplenocitos de 

ratones BALB/c estimulados in vitro con las toxinas CrylA silvestres y con las toxinas 

CrylA quiméricas (Apéndice 3). 

Primera publicación "Implicación estructural de la respuesta inmune inducida por las 

proteínas Cry de Bacillus thuringiensis": Papel de la región amino terminal. Por 

Guerrero GG. , Dean DH y L .Moreno-Fierros. 2004. Mol. Immunol.Vol 41: 1177-1183. 

(Apéndice 1 ). En este artículo se describe el papel que juegan las regiones carboxilo y 

amino en la inmunogenicidad de las proteínas Cry. Se purificaron proteínas Cry de 

diferente tamaño; proteínas grandes de peso molecular de 130 a 140 kDa, con un extremo 

carboxilo terminal largo que comprende la mitad de la proteína completa y protoxinas 

pequeñas, sin región carboxilo terminal, la protoxina pCry3A (70 kDa); toxinas ó región N­

terminal (55-70 kDa) y se analizó la inducción de una respuesta inmune humoral en ratones 

BALB/c tanto a nivel sistémico como en mucosas, como se describe en el anexo 

metodológico. 
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Las protoxinas homólogas CrylA son mayoritariamente inmunogénicas por la vía 

intraperitoneal pero no por la vía intranasal. 

Después de la administración por vía intraperitoneal, las tres protoxinas homólogas CrylA, 

CrylAa, CrylAb y CrylAc (Figura lA y A', Apéndice 1) indujeron respuestas inmunes 

similares mayoritariamente de Ac IgG e lgM en los diferentes sitios analizados (detectados 

en el suero, en el fluido intestinal y en el fluido traqueopulmonar) (Figura lB, Apéndice 1). 

En contraste, las tres protoxinas homólogas CrylA administradas por vía nasal indujeron 

una respuesta inmune de anticuerpos diferencial. Así, por ejemplo, las tres protoxinas 

CrylA homólogas indujeron un nivel muy moderado de Ac IgG e IgM detectado en suero, 

mientras que a nivel de mucosas, sólo la protoxina CrylAc indujo una respuesta 

significativa de anticuerpos tipo IgA e IgG (detectados en el fluido traqueopulmonar) 

(Figura lC, Apéndice 1). Además la protoxina CrylAc también indujo Ac IgG, detectados 

en el fluido de intestino delgado y grueso, respectivamente. 

Las proteínas CrylA y Cry3A que carecen del extremo carboxilo terminal son 

inmunogénicas tanto por vía intraperitoneal como por vía intranasal. 

Remarcablemente, la protoxina Cry3A (Figura 2A-A', Apéndice 1) sintetizada de manera 

natural como toxina, con un fragmento pequeño de 58 aminoácidos del lado amino 

terminal. Esta proteína indujo una respuesta significativa de Ac IgG e lgM (Figura 2B, 

panel superior e intermedio, Apéndice 1) similar a la inducida por las protoxinas CrylA por 

la vía intraperitoneal mientras que por la vía intranasal indujo un nivel de Ac lgA 

(detectado en el fluido traqueopulmonar) similar al inducido por la protoxinas CrylAc. En 

cambio la toxina Cry3A fue poco inmunogénica por la vía i.p. (Figura 2B, pannel inferior 

Apéndice 1) e indujo niveles bajos de Ac lgG e lgA cuando se administró por Ja vía nasal. 

Estos datos sugirieron que la región N-terminal juega un papel importante en la 

inmunogenicidad de las proteínas Cry. Para apoyar estos resultados, se analizó la capacidad 

de inducir una respuesta inmune por las toxinas CrylA, CrylAa, CrylAb y CrylAc. Las 

toxinas CrylA (Figura 3A-A', Apéndice 1) no solamente fueron capaces de inducir una 

respuesta de Ac IgG y una magnitud moderada de Ac lgA (Figura 3B, Apéndice 1) sino 

que fueron más inmunogénicas en algunos sitios que las mismas protoxinas CrylA e 

incluso cuando se administraron por la vía nasal fueron capaces de inducir una respuesta 
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mmune de Ac IgA) (detectada en fluido intestinal y traqueo pulmonar) (Figura 3C, 

Apéndice 1 ). 

Los anticuerpos anti-protoxina están dirigidos hacia el extremo amino terminal. 

La implicación estructural directa de la región amino terminal se confirmó mediante 

ensayos de inhibición, en los cuales se observó que hubo una inhibición del 100% de la 

unión de los anticuerpos antiprotoxina IgG a las placas cubiertas de Ag (protoxinas CrylA) 

por las toxinas CrylA, CrylAa, CrylAb y CrylAc, respectivamente (Figura. 3D, Apéndice 

1) mientras que sólo hubo una inhibición parcial de los Ac anti-protoxina IgM (Figura 3D, 

Apéndice 1 ). 

Segunda Publicación "Papel de la hélice alfa siete de las toxinas CrylA Bacillus 

thuringiensis en la inducción y modulación de una respuesta inmune humoral y 

celular en ratones BALB/c". Guerrero GG., Dean DH, Hernández TF y L. Moreno­

Fierros. 2004 (sometido, Apéndice 2) . En este artículo, se planteó la hipótesis que la hélice 

alfa siete conservada del dominio 1 contribuye a la capacidad de las toxinas CrylA para 

inducir y modular la inducción de una respuesta humoral y celular en ratones BALB/c. Este 

estudio se realizó intercambiando el motivo de la hélice alfa siete 239TVLDIVALF247por el 

motivo de la toxina diftérica ISSDSIGVL por mutagénesis sitio dirigida 

Construcción de toxinas quiméricas CrylA por mutagénesis sitio dirigida. 

La mutagénesis sitio dirigida es un método rápido y eficiente (> 70%) para intercambiar un 

número de aminoácidos mayor a uno en plásmidos de doble cadena. Es un método descrito 

por Deng y Nickeloff, 1992 y modificado por Stratagene, Heidelberg, Germany. En este 

trabajo se usó este método con resultados positivos e incluso se realizó una modificación 

del método que lo hizo aún más eficiente, como se describe en el anexo metodológico. La 

localización precisa del motivo hidrofóbico conservado de la hélice alfa siete del dominio 1 

se muestra en la Figura 1 (Apéndice 2) marcado con un rectángulo y de color rojo. Las tres 

toxinas silvestres CrylA, CrylAa, CrylAb y CrylAc se seleccionaron para este 

intercambio porque se había encotrado que inducen anticuerpos IgG e IgA en magnitud 

diferente cuando son administradas por la vía intranasal (Figura 3C, Apéndice 1) (Guerrero 

y col., 2004) 
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Expresión y producción de las toxinas quiméricas CrylA. 

La expresión y purificación de cada una de las toxinas CrylA quiméricas, Cry1Aa8, 

Cry1Ab2 y Cry1Ac3 se llevó a cabo a partir de cultivos de E. coli como se describe en el 

anexo metodológico. Importantemente, se encontró que las protoxinas quiméricas (Figura 

2A, carriles 5-7, Apéndice 2) se expresaron y se produjeron en cantidades similares a las 

protoxinas silvestres (Figura 2A, carriles 2-4, Apéndice 2). Las propiedades de solubilidad 

y de susceptibilidad a digestión por tripsina tampoco se vieron afectadas (Figura 2B, 

carriles 2-4 y 5-7; Apéndice 2). Los aminoácidos cargados de la hélice alfa siete juegan un 

papel central en la estabilidad de la estructura de las toxinas CrylA, mientras que los 

residuos no polares TVLI al parecer no juegan un papel esencial estructural ya que el 

cambio de estos aminoácidos por residuos polares no cargados (S) aún cuando causó un 

cambio en las interacciones entre la hélice alfa siete y el dominio 11 y un cambio en los 

ángulos se obtuvieron toxinas CrylA mutantes estructuralmente estables (Figura 2C, 

carriles 4-6, Apéndice 2). Esto podría deberse a que hay mayor estabilización de la 

estructura de las toxinas CrylA por la formación de puentes de hidrógeno entre los residuos 

de serina per se y con aminoácidos vecinos (Figura 2D, indicados con asteriscos y cruces). 

Las toxinas CrylA quiméricas son immunogénicas por la vía intraperitoneal. 

Después de administración por la vía i.p. se encontró que las tres toxinas CrylA 

quiméricas fueron capaces de inducir una respuesta inmune significativa con respecto al 

control (P < 0.05), similar en cuanto al isotipo de anticuerpo (lgG e IgM) inducido pero no 

en cuanto a la magnitud de la respuesta inmune inducida por las toxinas CrylA silvestres, 

respectivas (P< 0.05) (Figura 3, Apéndice 2), sin embargo, esta inducción menor sólo se 

detecto en suero (Figura 3, Apéndice 2). A nivel de mucosas de intestino (detectado en el 

fluido de intestino delgado y grueso) y de vías aéreas superiores (detectado en el fluido 

traqueo pulmonar), la magnitud de la respuesta de Ac IgG dependió del compartimiento 

analizado y de la toxina. Interesantemente, en el fluido traqueo pulmonar se detectaron 

niveles ligeramente mayores de Ac lgA inducidos por las tres toxinas quiméricas Cry1Aa8, 

Cry1Ab2 y Cry1Ac3 (P < 0.05) que los inducidos por las toxinas silvestres (Figura 3, 

Apéndice 2). 
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Las toxinas CrylA quiméricas inducen niveles mayores de Ac IgG e IgA que las 

toxinas silvestres por la vía intranasal. 

Por esta vía se detectaron también respuestas de Ac lgG e SlgA significativas con respecto 

al control (P< 0.05), en magnitud mayor que los inducidos por las toxinas silvestres, 

especialmente los detectados en suero y en el fluido traqueo pulmonar (P < 0.05) por las 

toxinas quimérica Cry1Aa8 y Cry1Ac3 (Figura 4, Apéndice 2). La toxina quimérica 

Cry1Ab2, indujo niveles menores que la toxina silvestre CrylAb (P < 0.05) aunque el 

isotipo no se ve afectado. Sin embargo, fue capaz de inducir Ac SlgA (detectado en el 

fluido traqueo pulmonar y el fluido intestinal) (Figura 4, Apéndice 2). 

Análisis de los parámetros fisicoquímicos de la hélice alfa siete del dominio de las 

toxinas CrylA. 

Para fortalecer la hipótesis de que las características estructurales así como fisicoquímicas 

de la hélice alfa siete del dominio 1 juegan un papel en la inducción y modulación de una 

respuesta inmune en ratones BALB/c se usó el programa integrado ANTHEPROT (Deléage 

y col., 2001) el cual analiza varios parámetros fisicoquímicos como el perfil de 

antigenicidad (Parker y col., 1986); hidrofobicidad (Kyte y Doolittle., 1982), perfil de 

antigenicidad (Welling y col., 1985); hidrofilicidad (Hopp y Woods., 1981 ); regiones 

membranales helicoidales (von Heijne., 1992) y accesibilidad al solvente (Boger y col., 

1986). Estos parámetros permiten en conjunto localizar determinantes antigénicos en una 

secuencia polipeptídica, segmentos hidrofóbicos con potencial de formación de hélice, 

segmentos de hidrofilicidad, lazos hidrofílicos. El perfil de antigenicidad de acuerdo a 

Parker y col., 1986 se basa en los valores de hidrofilicidad e hidrofobicidad derivados de 

los tiempos de retención en columnas de fase reversa (HPLC), así como en el parámetro de 

flexibilidad atómica. La escala de hidrofilicidad se calcula asignándole a un residuo de 

aminoácido un valor de hidrofóbico de -1 O y al residuo que muestra el minimo tiempo de 

retención, un valor hidrofílico de + 10. El resto de los aminoácidos se escalaron 

proporcionalmente. El metodo de Hoops and Woods asigna a cada aminoácido un valor 

numerico (un valor de hidrofilicidad) y después promedia repetitavamente estos valores a lo 

largo de la cadena peptídica. La secuencia con valor promedio local de hidrofilicidadd más 

alto invariablemente correponde ó esta inmediatamente adyacente a un determinante 
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antigénico. El programa indico tres determinantes antigenicos en la secuencia que 

corresponde a los picos 1, 2 y 3 (Figura 5, Apéndice 2). El primer determinante antigénico 

se localiza entre los aminoácidos 223S, 224R y 225D (Tabla 2), el segundo determinante 

incluye a los aminoácidos, 227V, 228R, 229Y, 230N y 231 Q mientras que el tercer 

determinante corresponde a los aminoácidos, 232F y 233R (Tabla 2)(Apéndice 2). De 

acuerdo con Hoops y Woods, 1981 y Boger y col., 1986, los aminoácidos, 223S, 230N, 

231 Q, 232F y 233Y son los que estarían más accesibles al solvente, apoyando la hipótesis 

de que las regiones antigénicas son principalmente hidrofílicas en la superficie de la 

molécula de proteína (Tabla 2). De acuerdo con el perfil de Welling y col., 1985 que se 

basa también en los valores de hidrofilicidad, se observaron dos picos de menor tamaño 

correspondientes a los aminoácidos 237T y 241L (Tabla 2)(Figura 5, Apéndice 2). El perfil 

de la hélice alfa siete de las toxinas CrylA quiméricas fue diferente con respecto al de las 

toxinas CrylA silvestres. Se observó un pico adicional correspondiente a los aminoácidos 

del motivo de la toxina diftérica en la hélice alfa siete 238L2391 240S (Tabla 2A) y (Figura 

5 1 y II, Apéndice 2). Los cambios en los parámetros tanto de hidrofobicidad como en los 

valores hidrofilicidad cambiaron en algunos casos drásticamente (Tabla 2A). Por ejemplo, 

el perfil de antigenicidad de los aminoácidos 237T y 238L cambiaron de O a 37 y de O a 

100 respectivamente mientras que en el caso del aminoácido 238L, hay un cambio en su 

perfil de antigenicidad (Welling y col., 1985) de 0.66 a -2.215 (Tabla 2A). Estos datos 

teóricos indican que con el cambio conformacional y el cambio de ángulo (Tabla 3) se 

están exponiendo los residuos hidrofóbico. Adicionalmente, se observaron otras diferencias 

menores entre cada una de las toxinas silvestres (Figura 5, Apéndice 2) (indicado por 

cabeza de flecha), especialmente en el caso de la toxina CrylAb (Figura 5, panel 

intermedio, Apéndice 2) que corresponden a las variaciones en los residuos de aminoácidos 

227 1 y 239A presentes en las toxinas toxinas silvestres CrylAa y CrylAc, las cuales tienen 

valores muy similares entre ellas. 

Por otro lado, DeLisi y Berzofsky han propuesto que un péptido inmunogénico se 

caracteriza por la presencia de una estructura primaria con la habilidad para formar hélices 

alfa antipáticas (Margalit y col., 1987). Las hélices alfa del dominio 1 de las toxinas CrylA 

se caracterizan por su carácter antipático (Li y col., 1991; Pereyra y col., 1992; Chandra y 

col., 1999). En este trabajo, el análisis de los diferentes parámetros fisicoquímicos, 
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particularmente la antifilicidad usando el programa ANTHEPROT apoyaron no solo 

previos estudios sobre el carácter antipático de la hélice alfa siete de las toxinas CrylA 

silvestre y quimérica (Figura 5 y 51) sino su antigenicidad y su posible función como 

epitope para células T. En el caso de los epitopes para las celulas B, se ha descrito que su 

estructura se caracteriza por las cadenas móviles, flexibles, vueltas y estructuras al azar. 

Asimismo, Rothbard y Taylor, encontraron una correlación entre la presencia de los 

epitopes para células T con la siguiente secuencia de aminoácidos: un aminoácido cargado 

o glicina, de 2 a 3 aminoácidos hidrofóbicos, una glicina ó un residuo polar. Se ha 

propuesto que debe haber una correlación entre el número de motivos en una secuencia 

polipeptídica con la capacidad para inducir una respuesta inmune. De acuerdo con esta 

predicción teórica, la hélice alfa siete de las toxinas CrylAa tendría 5 motivos Rothbard, 

mientras que las hélices alfa siete de las toxinas CrylAb y CrylAc como la hélice alfa siete 

de las toxinas quiméricas CrylA presentan cuatro (Figura 5111). Estos datos teóricos 

correlacionan parcialmente con la inmunogenicidad de las toxinas quiméricas Cry1Aa8 y 

Cry1Ac3, que indujeron niveles mayores de Ac IgA e lgG a nivel de mucosas que las 

toxinas silvestres (Figura 3-4, Apéndice 2). En resumen, estos datos de predicción teórica 

con base en el carácter antipático, conformación helicoidal, presencia de aminoácidos 

antigénicos y de motivos Rothbard en la hélice alfa siete tanto de las toxinas CrylA 

silvestres como de las toxinas CrylA quiméricas podrían funcionar como epitopes para 

células T lo que conduciría a una mayor activación de las células T y como consecuencia a 

la producción de citocinas importantes para la diferenciación de las células B en células 

productoras de anticuerpos. De esta forma es como en este trabajo se propone que la hélice 

alfa siete del dominio 1 contribuye a la capacidad de la región N-terminal para la inducción 

de una respuesta inmune humoral y celular en ratones BALB/c. 

Antigenicidad del motivo de la toxina diftérica mayoritariamente por vía intranasal. 

Para apoyar la hipótesis de que la hélice alfa siete quimérica podría funcionar como 

epitope tanto para células T como para células B, la antigenicidad del motivo de la toxina 

diftérica se evaluó in vivo. Las toxinas CrylA quiméricas, Cry1Aa8, Cry1Ab2 y Cry1Ac3 

se administraron a ratones BALB/c respectivamente, tanto por vía i.p. como por vía i.n. Se 

detectaron Ac anti-toxina diftérica de los tres isotipos en los diferentes fluidos analizados 
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(Figura 6, Apéndice 2) significativos con respecto al control (P< 0.05) y en magnitud 

similar entre las tres toxinas CrylA quiméricas. La inducción de anticuerpos se detectó 

mayoritariamente después de la administración por vía i.n. (Figura 6a, Apéndice 2) 

mientras que por vía i.p. (Figura 6b, Apéndice 2) sólo se detectaron niveles bajos de Ac 

IgG e lgM en el suero y en el fluido traqueo pulmonar (Figura 6b, Apéndice 2). La 

especificidad de los anticuerpos anti-toxina diftérica se confirmó por ensayos de 

competencia, usando con cada una de las toxinas silvestres Cry 1 A como competidor 

(Figura 6c). 

Las toxinas CrylA silvestres inducen niveles mezclados de Ac IgGl e IgG2a por la vía 

intraperitoneal y por la vía intranasal. 

Las toxinas silvestres CrylAa y CrylAb indujeron mayoritariamente una mezcla de Ac 

IgG 1 e IgG2a, significativa con respecto al control (P< 0.05) indicando de manera indirecta 

una inducción de respuesta Th mixta (Thl y Th2) (Figura 7, 8, Apéndice 2), excepto la 

toxina CrylAc, la cual, en algunos sitios (mucosa intestinal) indujo predominantemente Ac 

lgG2a (P < 0.05) o un fenotipo de respuesta Th 1. Mientras que por la vía intranasal, las 

toxinas silvestres indujeron niveles también mezclados de Ac IgG 1 e IgG2a, en menor 

magnitud (P < 0.5) que los inducidos por la vía intraperitoneal (Figura 7, 8 Apéndice 2) 

incluyendo la toxina CrylAc. 

Las toxinas CrylA quiméricas inducen y modulan los niveles Ac IgGl e IgG2a por la 

vía intraperitoneal pero no por la vía intranasal. 

Las toxinas quiméricas indujeron en sitios de mucosas (detectado en fluido de intestino 

delgado y grueso) predominantemente Ac lgG 1 o lgG2a (P < 0.05) significativos con 

respecto al control (P< 0.05), indicando de manera indirecta una polarización de la 

respuesta inmune celular Th, hacia Thl ó Th2 (Fig. 7, 8, Apéndice 2). Mientras que por la 

vía intranasal el fenotipo de respuesta inducido fue mezclado entre IgG 1 e IgG2a, o un 

fenotipo de respuesta Thl-Th2 en la mayoría de los sitios analizados (Fig. 7, 8 Apéndice 2) 
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Tercera Publicación, "La unión de los dominios tipo lectina de las toxinas Cry de 

Bacil/us thuringiensis a las células del sistema inmune (By T) es el primer paso en la 

inducción y modulación de la respuesta celular Th en ratones BALB/c. Por Guerrero, 

GG, Russell M y L. Moreno-Fierros. 2004 (sometido, Apéndice 3). En este artículo se 

analiza de manera directa el papel de los dominios tipo lectina en la capacidad de las 

toxinas CrylA para inducir y modular la respuesta inmune celular Th. Debido a que este es 

el primer estudio que se realiza con las toxinas Cry 1 A, se consideró importante caracterizar 

la inducción de la citocinas realizando cinéticas desde 4 hasta 72 h, lo que permitiría a la 

vez determinar si las toxinas Cry son capaces de modular la respuesta inmune celular Th 

hacia una respuesta celular Th 1 o Th2. 

La toxina Cry1Aa8 quimérica pero no la silvestre induce niveles significativos de 

citocinas tipo Thl y Th2. 

Los esplenocitos de ratones BALB/c estimulados con la toxina silvestre CrylA (lOµg/ml), 

produjeron niveles pequeños de citocinas tipo Th2 (IL-4, IL-10) y tipo Th 1 (IFN-y e IL­

l 2p70) a tiempos tempranos (4 h) (Figura lA, Apéndice 3). En contraste, en el 

sobrenadante de los esplenocitos estimulados con la toxina quimérica Cry1Aa8, se 

detectaron niveles significativos de citocinas tipo Thl (IFN-y, IL12) y pequeñas cantidades 

de citocinas tipo Th2 (IL-1 O) hasta las 48 h (Figura lB, Apéndice 3), pero la producción fue 

sostenida, manteniéndose la inducción, mientras que la producción de IL12p70 es pequeña 

a tiempos tempranos (4 h) pero se incrementa a tiempos tardíos (Figura lB, Apéndice 3). 

Estos resultados indicaron que la toxina silvestre CrylAa, aunque en menor magnitud que 

la toxina quimérica Cry1Aa8, estimularon poblaciones diferentes de células productoras de 

citocinas tipo Th 1 ó Th2. 

La toxina diftérica induce mayoritariamente citocinas tipo Th2 (ILlO). 

Los esplenocitos estimulados con toxina diftérica (IOµg/ml), produjeron pequeñas 

cantidades de IL-4 cantidades significativas de IL-1 O, a las 24 hs después de la 

estimulación in vitro (Figura 2A, Apéndice 3). A diferencia de la toxina Cry1Aa8 

quimérica, esta toxina produjo muy pequeñas cantidades de IFN-y con una cinética de 

inducción no uniforme (Figura 2A, Apéndice 3), además de que no hubo producción de 

IL12p70. En contraste, el lipopolisacárido (LPS, 2.5 µg/ml) induce niveles bajos de 
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IL 12p70 a tiempos tempranos mientras que a las 72 h se empieza a acumular. Además el 

LPS produce niveles muy moderados de ILlO IL4 e IFN-y (Figura 2B, Apéndice 3). 

Mientras que la concanavalina (ConA) (1.25 µg/ml) induce niveles muy significativos de 

IL-4, IL 1 O e IFN-y (Figura 2C). Estos datos apoyan fuertemente la hipótesis de que la 

hélice alfa siete de las toxinas CrylA contribuye a la inducción de una respuesta inmune 

celular por sus características antipáticas que se ajustan bien con los modelos de predicción 

y identificación de epitopes para células T (Margalit y col., 1987; Rothbard y Taylor., 

2000). 

Los esplenocitos de ratones BALB/c presensibilizados con la toxina CrylA silvestre 

inducen predominantemente la producción del componente Thl (IL12p70). 

Los esplenocitos de ratones BALB/c presensibilizados por vía intranasal se reestimularon 

con las toxinas CrylAa y Cry1Aa8, respectivamente. Los reestimulados con la primera, 

produjeron niveles significativos de IL12p70, y niveles pequeños de ILlO en todos los 

tiempos analizados (4 a 72 h) (Figura 3C, Apéndice 3), los niveles de IL12 fueron incluso 

mayores que los inducidos por LPS (Figura 3B, Apéndice 3). Mientras que otra lectina, 

ConA indujo niveles muy moderados de IL12p70 (Figura 3A, Apéndice 3) y niveles bajos 

de IL 1 O, sugiriendo que las toxinas silvestres están estimulando tanto a las células B para la 

producción de IL12p70 como a las células T (producción de ILlO) y esto se fortaleció 

cuando se reestimularon los esplenocitos con la toxina quimérica Cry1Aa8, los cuales 

además de producir IFN-y e ILlO, produjeron IL12p70 con una cinética de inducción única 

aunque en menor magnitud que la inducida por la toxina CrylAa y el LPS (Figura 3C, 3B. 

Apéndice 3). 

Los esplenocitos de ratones BALB/c presensibilizados con la toxina Cry1A8 quimérica 

inducen un patrón mezclado de citocinas Thl y Th2 pero no producen IL12. 

Los esplenocitos de ratones presensibilizados con Cry1Aa8 y reestimulados tanto con las 

toxinas silvestres CrylAa, CrylAc como con las toxinas quimericas Cry1Aa8 y Cry1Ab2 

produjeron un patrón de respuesta Th diferente. Los esplenocitos reestimulados con todas 

las toxinas indujeron predominantemente IFN-y e IL 1 O, respectivamente pero no hubo 

producción de IL 12p70 (Figura 4A-D, Apéndice 3). 
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Activación diferencial de las poblaciones de células B y T por las toxinas CrylA. 

Los esplenocitos estimulados (Figura 5 A-D) y reestimulados (Figura 5 A' -D') con las 

toxinas silvestres CrylAc (Figura 5 A-D), toxina diftérica (Figura 6A), CrylAa (Figura 

6B), Cry1Aa8 (Figura 6C) a una concentración de 10 µg/ml, respectivamente. Además, se 

estimularon esplenocitos con la mezcla toxina CrylAc + N-acetylgalactosamina y Jacalina 

+ N-acetylgalactosamina. Se marcaron con los anticuerpos anti-CD3+ (linfocitos T), y anti­

B220+ (linfocitos B), acoplados a isotiocianato de fluoresceína (FITC) así como con el 

marcador de activación temprana, anti-CD69+ acoplado a ficoeritrina (PE). El análisis de 

las poblaciones se realizó por citometría de flujo. Se encontró que en general las toxinas 

silvestres y quiméricas activaron en mayor proporción a las células B que a las células T 

(Figura 5-6, Apéndice 3). Interesantemente se observó que mientras la N­

acetylgalactosamina inhibe alrededor de un 15 a 20% la activación de las células B, la 

activación de las células T se ve aumentada arriba de un un 50% (Figura 7 A). 

La unión del dominio tipo lectina a los receptores sobre las células inmunes es el 

primer paso en la inducción y modulación de la respuesta celular Th por las toxinas 

CrylA. 

Para determinar si la interacción de las toxinas Cry con las poblaciones de linfocitos B y T 

de bazo es mediada por la unión de los dominios tipo lectina de las toxinas CrylA a 

residuos de NacGal sobre los receptores y de esta manera inducir y modular la respuesta 

inmune celular Th en ratones; de manera similar a como otras toxinas bacterianas como la 

toxina difficile de Clostridium y la toxina de cólera de Vibrio) (Lis y Sharon., 1998; Lavelle 

y col., 2000; Castagliulo y col., 2004) modulan la respuesta inmune células Th. Los 

esplenocitos de ratones BALB/c sin presensibilizar y presensibilizados, se incubaron con la 

mezcla de toxina CrylA silvestre y quimérica con NacGal, respectivamente. Se encontró 

que hubo un 100% de inhibición de la inducción de citocinas tipo Thl (IFN-y e IL12p70) y 

tipo Th2 (IL 1 O) por los esplenocitos estimulados con Cry 1 Aa8 (Figura 8, Apéndice 3). En 

contraste, los esplenocitos estimulados con las toxinas silvestres CrylAa y CrylAc 

produjeron mayor cantidad de ILlO, con la mezcla toxina-NAcGal (Figura 81, Apéndice 3) 

y la producción baja de las otras citocinas a tiempos tempranos (4 h) (datos no mostrados) 

fue inhibida por este amino azúcar. 
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IV. D 1 S C U S 1 O N 
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La discusión de esta tesis se ha dividido también en tres partes. En la primera, se discute 

sobre la implicación de la estructura de las proteínas Cry en su capacidad para inducir una 

respuesta inmune humoral. En la segunda y tercera parte, la discusión esta centrada 

exclusivamente y en el análisis del papel de cada uno de los dominios que forman la región 

N-terminal en la capacidad de las toxinas CrylA para modular una respuesta inmune 

celular Th en vertebrados. 2ª parte, se discute sobre la naturaleza hidrofóbica del dominio 1 

y en la 3ra parte, sobre las propiedades tipo lectina del dominio 11 y III (en el caso de la 

toxina CrylAc). 

Análisis del papel de las regiones ( carboxilo y amino) de las proteínas Cry 

de Bacillus thuringiensis en ratones BALB/c. 

Las proteínas Cry de Bacillus thuringiensis como muchas otras toxinas bacterianas, toxina 

de diftérica de Corynebacterium diphtheriae, exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa, 

toxina de cólera de Vibrio cholerae y enterotoxinas termolábiles de Escherichia coli están 

organizadas como módulos o dominios funcionales discretos (English y Slatin., 1991; 

Parker y Pattus., 1993; Rappuoli y Monteccuco., 1997). La implicación de la estructura 

modular de estas toxinas reside en que los dominios funcionales pueden llevar a cabo 

acciones específicas. Así, en el caso de las propiedades inmunogénicas de la toxina de 

cólera (CTx) y las enterotoxinas termolábiles (LTx), se ha reportado que reside 

mayoritariamente en la capacidad de unión de la subunidad B a las superficies mucosas 

(Nashar et al., 1996). La inducción de una respuesta inmune humoral de la protoxina 

CrylAc está apoyada por varios estudios (Vázquez y col., 1999; Moreno-Fierros y col., 

2000). Sin embargo, no se había determinado en que regiones de las protoxinas, carboxilo y 

amino terminal, reside la inmunogenicidad de las proteínas Cry. Los datos de este trabajo 

muestras que las propiedades inmunogénicas de las protoxinas CrylA, altamente 

homólogas, reside y depende de la región N-terminal. Esto podría deberse a la mayor 

diversidad en estructura y las funciones de esta región (Chunjatupornchai y col., 1988). 

El papel de la región carboxilo terminal de las protoxinas en la habilidad para 

inducir una respuesta inmune mostrada por las proteínas CrylA en vertebrados es muy 

especulativo porque es una región que es susceptible a proteólisis, es altamente conservada 
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en secuencia, y la estructura tridimensional aún no se ha determinado, en su lugar se ha 

propuesto que la protoxina completa es una molécula elipsoide (Holmes y Monroe, 1965). 

Se caracteriza por su naturaleza predominantemente hidrofílica, la mayoría de las lisinas y 

cisteínas (formación de enlaces disulfuro) se encuentran en esta región (Choma y col., 

1990). En invertebrados, se ha propuesto con base en estas características estructurales y 

fisicoquímicas, que esta región juega un papel central en la formación y ensamble del 

cristal (Choma y col., 1990; Schnepf y col., 1998), así como en las propiedades de 

solubilidad de las protoxinas. 

En contraste, la región amino terminal es resistente a proteólisis, organizada en tres 

dominios (Li y col., 1991 ; Grochuslki y col ., 1995; Galistky y col ., 2002) es rica en a­

hélices y J3-plegadas (Chestukhina y col ., 1982; Chunjatupornchai y col ., 1988; Convents y 

col ., 1991). La funcionalidad de unión a carbohidratos reside en esta región (Dominios 11 y 

III) (Burton y col. , 1999); la cual le da a las toxinas Cry la habilidad para unirse a 

receptores tipo glicoproteína, presente en el intestino medio de los insectos, por ejemplo, la 

N-aminopeptidasa o la E-cadherina (Knight y col., 1994; Nagamatsu y col., 1999). Este tipo 

de moléculas también está presente en el intestino de los vertebrados, funcionando en 

adhesión a células y absorción de nutrientes (Angst y col., 2001). Sin embargo, 

experimentos in vitro demostraron que la protoxina CrylAc no se une a estas moléculas 

(Vázquez y col ., 2000) sobre las vesículas de borde dentado del intestino delgado, 

purificadas de intestino de ratón; ya que la unión no fue inhibida por N-acetylgalactosamina 

ni por manosa y /o biotina, sugiriendo que otras regiones de las protoxinas y otro tipo de 

moléculas estarían involucradas en la interacción electrostática in vivo (van Rie y col., 

1990). Así la capacidad de inducir anticuerpos por las protoxinas Cry 1 A (130 kDa) podría 

explicarse tomando en cuenta que moléculas de alto peso molecular (~ 130 kDa) pueden 

interaccionar con las células presentadoras de antígeno (Ag) (APCs) presentes en la cavidad 

peritoneal y en la vías aéreas superiores (Banchereau y col., 2000; Balabanian, 2002) y a la 

influencia de la región N-terminal sobre la región C-terminal. 

La implicación estructural de la región N-terminal en la respuesta de anticuerpos inducida 

por las proteínas Cry se demostró por la capacidad de las toxinas CrylA para inhibir la 

unión de los anticuerpos antiprotoxina IgG, así como en la capacidad de la toxinas Cry, 

incluyendo la protoxina Cry3A, para inducir anticuerpos de los tres isotipos, 
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remarcablemente, anticuerpos IgA secretores en los sitios de mucosas administradas por vía 

i.p. e i.n . (Bouvet y Decroix., 2002) 

Por lo tanto, sobre la base de los resultados obtenidos en este trabajo, se propone que la 

región N-terminal puede ser la responsable de la fuerte inducción de anticuerpos 

específicos inducido por las proteínas Cry. Esto es consistente con el conocimiento de que 

la unión del Ag (toxinas Cry) a receptores apropiados en el epitelio nasal o intestinal podría 

facilitar la captación, y posterior procesamiento conduciendo a respuestas de anticuerpos 

aumentadas (Takada y col., 2000). 

Análisis del papel de la hélice alfa siete del dominio 1 en la capacidad de 

las toxinas CrylA para inducir y modular una respuesta inmune humoral 

y celular. 

El papel directo de cada uno de los dominios de la región N-terminal de las proteínas Cry 

en la capacidad para inducir una respuesta inmune y celular no se ha determinado. Estudios 

previos demostraron la importancia de la región N-terminal en la inmunogenicidad de las 

proteínas Cry en ratones BALB/c (Guerrero y col., 2004) (Apéndice 2). Esta región está 

organizada en tres dominios funcionales (Li y col., 1991; Grochulski y col., 1995) y se 

caracteriza por la presencia de cinco bloques conservados. Se ha propuesto que el grado de 

conservación de estos bloques es importante tanto a nivel estructural como funcional en la 

actividad biológica de estas región (Li y col., 1991). Por lo que en este trabajo se planteó la 

hipótesis de que el dominio 1 por la presencia de los dos bloques más conservados en sus 

estructura así como por sus características helicoidales antipáticas juega un papel 

importante en la capacidad de las toxinas Cry para inducir una respuesta inmune tanto 

humoral como celular en ratones BALB/c. Los resultados experimentales obtenidos en este 

trabajo apoyan esta hipótesis. El papel estructural de la hélice alfa siete del dominio 1 en la 

capacidad de las toxinas CrylA para inducir una respuesta inmune de anticuerpos se basa 

en su naturaleza hidrofóbica, asi como en su localización estructural y grado de 

conservación. Esta hélice se encuentra justamente en la interfase conservada entre el 

dominio 1 y el dominio 11 (Figura 1) en contacto cercano con la 13-1 y cercana al lazo de la 

hélice alfa ocho y el lazo del dominio 11 (Li y col., 1991; Grochuslki y col., 1995). Por lo 

tanto, está bien colocada para sensar la unión a receptor (es) y participar así en la 
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interacción con membranas (Hofte y Whiteley, Chandra y col., 1999; Alcántara y col., 

2001). De hecho estudios biofísicos han demostrado que todas las hélices alfa del dominio 

1 tienen afinidad por la membrana (Gazit y col., 1998). Sin embargo, a diferencia de la 

hélice alfa cinco la cual tiende a agregarse en bicapas lipídicas, permear vesículas 

fosfolipídicas y formar canales iónicos (Gazit y col., 1998), la hélice alfa siete se extiende 

sobre la superficie de la membrana. Esta hélice se caracteriza por la presencia de un motivo 

hidrofóbico conservado entre la mayoría de las toxinas CrylA de ocho aminoácidos, 

TVLDIV ALF (Péreyra y col., 1992). Interesantemente, un motivo similar se encontró en el 

extremo carboxilo terminal del fragmento B de la toxina diftérica (DTB) (Choe y col., 

1987). El motivo DTB es parte del dominio transmembranal que ayuda ó facilita la 

translocación de la subunidad A al citoplasma. Por lo tanto el efecto de este motivo en la 

hélice alfa siete es aumentar su afinidad por la membrana y/o aumentar la unión del 

dominio II por su receptor esto dado por un cambio conformacional más efectivo Los 

resultados experimentales observados en insectos son consistentes con esto ya que la 

substitución del motivo conservado de la hélice alfa siete de la 8-endotoxina CrylAc por el 

motivo DTB causó un aumento en la toxicidad en larvas de insectos susceptibles (Chandra 

y col., 1999). El mecanismo de este aumento se ha propuesto que podría deberse a un 

incremento en la afinidad de la hélice alfa siete por la membrana del epitelio del intestino 

de insecto (Chandra y col., 1999), lo que ayudaría al dominio II en la interacción con los 

receptores glicoproteícos. Interesantemente, en este trabajo se encontró que la substitución 

del motivo conservado en la hélice alfa siete del dominio I de las tres toxinas Cry 1 A por el 

motivo de la DTB quiméricas causó un aumento en la magnitud de la inducción de Ac IgA 

especialmente después de la inmunización por la vía intranasal y una magnitud diferencial 

después de la inmunización por la vía i.p. El mecanismo de aumento en la 

inmunogenicidad, principalemente el inducido por las toxinas quiméricas Cry1Ac3 y 

Cry1Aa8 (Figura 4) por la vía intranasal, se podría explicar con base en las características 

fisicoquímicas de la hélice alfa siete: (1) la substitución de los aminoácidos hidrofóbicos 

por los residuos de aminoácidos polares no cargados causó un cambio en las interacciones 

entre el dominio I y II (2) un cambio en los ángulos de hélices y láminas beta, un cambio 

conformacional (Tabla 3) asi como un aumento en el grado de movilidad de esta hélice 

(causado por la presencia de las serinas 240S, 241S, 243S) conduciendo a una exposición 
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de residuos hidrofóbicos (236L, 237T, 238L, 239 1, 240V, 242D, 246L) (Tabla 2A, 

Apéndice 3). Por otro lado se ha descrito que el intercambio de dominios puede contribuir a 

la versatilidad en las funciones de una proteína generando nuevas toxinas quiméricas 

(Bennet y col., 1994). Esto es común entre proteínas globulares con una estructura modular 

(Baron y col., 1991) como es el caso de la toxina diftérica y las toxinas Cry. En este trabajo, 

se encontró que por el intercambio de cuatro aminoácidos (TVLI por ISSS) se generaron 

dos toxinas quiméricas, Cry1Aa8 y Cry1Ab2 ademas de la toxina Cry1Ac3, la cual no se 

habian reportado sus propiedades inmunogénicas; con una función adicional, la inducción 

de Ac anti-Cry lgA y anti-toxina diftérica IgA en las vías aéreas superiores dirigida a un 

sitio específico. Más aún, las hélices antipáticas del dominio 1 y particularmente la hélice 

alfa siete podrían contribuir a la inmunogenicidad de la toxinas CrylA funcionando como 

epitopes para células T y células B, las cuales colaborarían en la producción de anticuerpos 

anti-Cry y anti-toxina diftéricaya que se observo que se ajusta bien a los modelos teóricos 

de predicción de antigenicidad (programa ANTHEPROT) (Deléage y col., 2001) así como 

a los modelos para identificar epitopes para células T y B, los cuales indican que los sitios 

para células T generalmente son antipáticos (Rothbard y Taylor., 1988; Margalit y col ., 

1987) (Tabla 3). Esta hipótesis de que los sitios antigenicos son altamente antipáticos es 

consistente con numerosas observaciones de otros péptidos asociados a membrana y 

sugieren un papel importante de la anfipaticidad en los modelos moleculares de activación 

de las células T (Kaiser y Kezdy., 1984). 

Las diferencias observadas entre la magnitud de la inducción de la respuesta inmune por las 

toxinas CrylA quiméricas podría explicarse tomando en cuenta los factores del huésped 

como son la regionalización tanto de los receptores como de las células presentadoras de 

Ag (Banchareau y col., 2000; Takada, y col., 2001) que también influyen en el fenotipo de 

respuesta que se induce. Los datos obtenidos en este estudio además de que reafirman la 

hipótesis de que la inmunogenicidad de las proteínas Cry de Bt reside y depende la región 

amino terminal por su estructura más diversa, esto se fortaleció por la determinación del 

papel del dominio 1 a través de la hélice alfa siete en la capacidad de la región N-terminal 

de las proteínas Cry para inducir y modular la respuesta celular Th, y la hacen un blanco 

potencial para la estimulación de células T CD4+. 
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Análisis del papel de los dominios tipo lectina en la capacidad de las 

toxinas Cry de Bacillus thuringiensis para modular una respuesta inmune 

celular en ratones BALB/c. 

En base a las propiedades tipo lectina tanto de las toxinas bacterianas (toxina de cólera y 

enterotoxinas termolábiles de E. coli (Loris y col., 1998) como de las lectinas de plantas 

(Sankaranarayanan y col., 1996; Lee y col., 1998; Rosa y col., 1999) que se unen a 

carbohidratos para ejercer su actividad biológica, en este trabajo se propone que la unión a 

N-acetylgalactosamina (NacGal) sobre los receptores de las células inmunes es el primer 

paso en la inducción y modulación de la respuesta inmune celular por las toxinas CrylA en 

ratones BALB/c. 

Las propiedades inmunomoduladoras de muchas moléculas como lectinas de plantas, 

toxinas bacterianas (Ctx y L Tx) ó proteínas que unen carbohidratos como concanavalina, 

fitohemaglutinina (FHA) (Lis y Sharon 1998; Lavelle y col., 2000; Castagliuolo y col., 

2004) reside precisamente en su habilidad para unirse a los residuos de carbohidratos sobre 

receptores de la membrana de las células del sistema inmune. Así, CTx y L Tx se unen de 

forma independiente al glicoesfingolípido gangliósido GMl [Gal(f31-3)GalNAc(f31-

4)(NeuAc(a2-3)Gal ((f31-4)Glc(f31-l)ceramida)] sobre las superficies de las células de 

mamífero para inducir y modular la respuesta inmune celular, por ejemplo, inducen células 

T regulatorias así como las subpoblaciones de linfocitos CD4 y CDS+ (Nashar y col., 1996; 

Lavelle y col., 2004), mientras que las lectinas de plantas, como jacalina, se unen 

específicamente a Gal-f3-l-2- GalNAc y otros monosacáridos (Pineau y col., 1991) y 

activan linfocitos CD4+T induciendo su proliferación. En invertebrados, las toxinas Cry de 

Bacillus thuringiensis se unen a residuos expuestos de NacGal sobre los receptores 

inmersos en la membrana del epitelio de los insectos (Knight y col. , 1994; Burton y col. , 

1999) y este paso es clave en la especificidad y toxicidad de las proteínas Cry (van Rie y 

col., 1990). En este trabajo lo que se encontró es que las toxinas Cry también se unen a 

NacGal ya que la preincubación de la toxina con este azúcar inhibió la producción de 

citocinas tanto tipo Th 1 como Th2 por los esplenocitos estimulados con la toxina silvestre 

CrylAa y la toxina quimérica Cry1Aa8. Una excepción a esto, fue la producción de IL-10 

por esplenocitos estimulados con la toxina silvestre CrylAa, en lugar de una inhibición 
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por la NAcGal, se observó una estimulación (Figura 7, Apéndice 3). Estos resultados 

sugirieron que la inducción ,Y modulación de una respuesta inmune celular depende de la 

unión del dominio tipo lectina a los receptores sobre las células del sistema inmune. Más 

aún, las toxinas CrylA activaron una mayor proporción de linfocitos B (CD69+/B220+) 

que de linfocitos T (CD69+/CD3+) (Figura 6A-B y 6A'-B ', Apéndice 3) y de acuerdo a la 

Figura 7, esta activación también esta mediada por la interacción de las toxinas Cry con 

residuos expuestos de NacGal sobre los receptores en las células B y T La implicación de 

la activación de las células B tendría que ver con una mayor captación del Ag y por 

consecuencia una mayor activación de las células T que a su vez produciría una 

diferenciación de la población de células T CD4+ en Thl y Th2 (Constant y Bottomly., 

1997) y la producción de las citocinas apropiadas para la diferenciación de las células B 

hacia células productoras de anticuerpos. Por lo tanto, la interaccion de las toxinas Cry 1 A 

con las celulas del sistema inmune al parecer tiene que ver con la modulación de la 

subpoblaciones de linfocitos T y B. Esto fué más claro cuando esplenocitos de ratones 

presensibilizados por inmunización intranasal seguida de reestimulación in vitro con las 

toxinas CrylA silvestre y quimérica (Figura 3A) activaron diferentes subpoblaciones de 

células productoras de citocinas tanto tipo Th 1 (IL l 2p70, IFN-y) como Th2 (IL 1 O). Estos 

resultados sugirieron que la toxina CrylAa estaría activando células B mientras que la 

toxina quimérica Cry1Aa8 estarían estimulando a los linfocitos T. Un reporte reciente 

apoya esta propuesta ya que se encontró que el CpG (Shirota y col. , 2002) activa a las 

células B de murino las cuales van a producir IL12p70. Los niveles bajos de IL-4 que se 

detectaron en el sobrenadante de las células de bazo en cultivo podría deberse entre a dos 

razones principales: (1) la citocina está siendo reutilizada por las células en proliferación 

(Herrick y col. , 2000) y (2) los esplenocitos de ratones presensibilizados también por esta 

vía podrían estar induciendo células T regulatorias (Trl) productoras de ILlO con niveles 

bajos ó apenas detectables de IL-4 (McGuirk y col., 2002). La observación de que las 

toxinas Cry pueden modular la inducción de las citocinas IL 12p70eIL1 O, es interesante si 

se toma en cuenta que esta habilidad puede aplicarse para el tratamiento de enfermedades 

crónicas (por ejemplo, en autoinmunidad, diabetes mellitus). Una de las moléculas que se 

ha usado con este fin, es la subunidad B de la toxina de cólera y la enterotoxina termolábil 

de E. coli. La coadministración oral o nasal de esta subunidad con algún otro antígeno de 

44 



interés clínico (insulina, colágena tipo 11) induce células T regulatorias que juegan un papel 

en la inducción de tolerancia en mucosas (McGuirk y col., 2002; Lavelle y col., 2004) y la 

prevención de condiciones inflamatorias autoinmunes (Williams y col ., 1999). Si bien es 

cierto que existen otras moléculas de origen bacteriano como son el LPS, los glicolípidos, 

el RNA de doble que tienen también propiedades inmunomoduladoras (McGuirk y col., 

2002), su uso es limitado por su toxicidad (LPS) y disponiblidad. Aunado a esto anterior 

poco se sabe de las células presentadoras y de las citocinas que promueven la inducción de 

células T regulatorias in vivo (Shevach, 2002) por estas moléculas. 

En conjunto, los resultados de esta tercera parte del proyecto fortalecen la capacidad de la 

región N-terminal en la inducción de una respuesta inmune celular Th (citocinas tipo Thl y 

Th2) porque apoyan la hipótesis de que uno de los dominio (o dominios) que participan y 

que incluso son claves en esta capacidad son precisamente el dominio 11 y 111 (sólo en el 

caso de la toxina CrylAc) por sus características tipo lectina que constituyen el paso inicial 

para la inducción y modulación de esta respuesta una respuesta inmune celular en ratones 

BALB/c asistido por la helice alfa siete del dominio l. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

1. El análisis de los datos de la inducción de una respuesta inmune tanto por proteínas 

completas (protoxinas CrylA) como por proteínas sin extremo carboxilo terminal, 

protoxina y toxina Cry3A, y toxinas CrylA, indican que la capacidad de estas 

proteínas para inducir una respuesta inmune reside y depende mayoritariamente en 

la región N-terminal . 

2. El análisis de los datos de la inducción de la subclase de Ac lgG, lgG 1 e lgG2a 

(medida indirecta de la respuesta celular Th) por las toxinas CrylA, apoya 

fuertemente el papel del N-terminal no sólo en la inducción de estos anticuerpos 

sino en su modulación en ratones BALB/c. La importancia de la región N-terminal 

se fortalecio por la determinación de la contribución de cada uno de sus dominios. 

Asi, el dominio 1 contribuye a la capacidad de las toxinas Cry para modular una 

respuesta inmune tanto humoral como celular por su naturaleza conservada entre las 

todas las 8-endotoxinas (motivo conservado) hidrofóbico, e importantemente por su 

localización, en contacto cercano con el dominio de unión a receptor). 

3. Los resultados del análisis de la activacion, inducción e inhibición de la producción 

de citocinas tipo Th 1 y Th2 por las toxinas Cry en ratones BALB/c, sugieren un 

papel clave de los dominios tipo lectina 11 y III (solo en el caso de la toxina 

Cry 1 Ac) en cada uno de estos eventos en la inducción de una respuesta inmune 

celular. 
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4. Las 8-endotoxinas de Bacillus thuringiensis no sólo representan una clase de 

toxinas bacterianas definidas por su acción tóxica en insectos, los datos de este 

trabajo demuestran que estas toxinas también se pueden definir sobre la base de sus 

propiedades inmunomoduladoras, ya que tienen la habilidad de unirse a, e 

interaccionar con receptores sobre las células del sistema inmune de vertebrados. 

5. Las toxinas CrylA representan un potencial adyuvante que pueden tener usos 

terapéuticos para el tratamiento de enfermedades crónicas por su habilidad para 

modular la respuesta inmune celular Th hacia Th 1 o Th2 en vertebrados. 
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Organismos y Condiciones de Cultivo. 

La cepa de Bacillus thuringiensis (Bt) se creció en medio de esporulación HCT con 

eritromicina (7.5 µglml): 5 gil de bactotriptona, 2 gil de casaaminoácidos, 50 ml/l de 

solución 1 (6.8 gen 100 mi de KH2P04 ); 1 mi /1 de solución 11(1.23 g de MgS047H20, 

0.02 g de MnS04H20 y 0.14 g de ZnS047H20); 10 ml/l de solución III (0.2 g de 

Fe(S04)7H20, 10 mi de H2SÜ4 (stock 1 N); 10 ml/l de solución IV (1.5 g de CaC12); y 33 

ml/l de glucosa al 10%. La cepa de E. coli se creció en medio terrific broth (TB) con 

ampicilina (100 mglml) a 37°C. 

Construcción de Mutantes. 

Los genes silvestres cryJAc, crylAb y cryJAa clonados en el vector pKS(+/-) se usaron 

para construir las proteínas quiméricas de CrylAc, CrylAa y CrylAb. La mutagénesis sitio 

dirigida de cada uno de los genes se llevó al cabo usando el kit de mutagénesis sitio dirigida 

de doble cadena Camaleón (Stratagene, Heidelberg, Alemania). Los primeros mutagénicos 

usados para la construcción de las proteínas CrylA quiméricas que contienen la secuencia -

CrylAa: 5' AGA AGA GAA TTA ACA CTA ATT TCG TCG GAT TCC ATA 

GGC GTT CTT TCA ACC TAT GAT AGT AGA 3' 

CrylAb: 5' AGA AGA GAA TTA ACA CTA ATT TCG TCG GAT TCC ATA 

GGC GTT CTT CCG AAC TAT GAT AGT AGA 3' 

CrylAc: 5' AGA AGA GAA TTA ACA CTA ATT TCG TCG GAT TCC ATA 

GGC GTT CTT CGG AAT TAT GAT AGT AGA 3' 

del motivo del fragmento B de la toxina diftérica. Brevemente, el DNA plasmídico blanco 

de doble cadena se desnaturalizó por calor, y los dos oligonucleótidos se pegaron 

simultáneamente a una de las dobles cadenas. Uno de los primeros, el de selección, cambia 

un sitio de restricción no esencial a un nuevo sitio de restricción, mientras que otro primero 

codifica para una mutación especifica en una secuencia definida del gene de interés 
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insertado en el plásmido. Los dos primeros se extienden alrededor del plásmido usando una 

mezcla de nucleótidos y una mezcla de enzima que contiene T7 DNA polimerasa y T4 

DNA ligasa. La nueva cadena contiene ahora la mutación deseada pero ya no contiene más 

el sitio único de restricción. Posteriormente se digiere el DNA plasmídico con la enzima de 

restricción que corresponde al sitio no esencial presente en el plásmido parenteral sin 

mutar, mientras que el plásmido mutado permanece sin digerir. Finalmente, el DNA 

extendido y digerido es entonces transformado en las células competentes de E. Coli 

XlmutS. Debido a que la eficiencia de transformación de los plásmidos circulares es 

exponencialmente más grande con respecto a los plásmidos lineales, las mutantes son 

favorecidas. Las clonas mutantes se checaron por análisis de restricción del DNA basado en . 
la presencia de un sitio Hinft en el primero mutagénico y por secuenciación. El vector que 

lleva el gene mutado se movilizó a la cepa de E. Coli DH5a. 

INMUNOGENOS 

Proteínas silvestres. 

Las proteínas CrylAb, CrylAc y Cry3A se purificaron por separado a partir de un cultivo 

esporulado de 72 h de la cepa de Bacillus thuringiensis HD73. Las pastillas celulares 

recuperadas por centrifugación (10000 rpm/10 min /12°C) se lavaron una vez con agua 

bidestilada filtrada y estéril más inhibidor de proteasa (EDT A 5 mM) y ZnClz 5 mM . . 

Posteriormente, se lavaron tres veces con la solución I (agua, tritón X 100 al 2% e inhibidor 

de proteasas), centrifugando cada vez a 10000 rpm/10 min/12ºC. Finalmente se lavó la 

pastilla (2 a 3 veces) con la solución II (agua, NaCl 0.5 M e inhibidor de proteasas) y se 

centrífugo cada vez a 10000 rpm/10 min/12°C. La pastilla recuperada constituye una 

fracción enriquecida de cristal (protoxina). Los cristales se obtuvieron por solubilización de 

la fracción enriquecida en amortiguador carbonato a pH 10.5 con ditiotreitol (DTT). El 

sobrenadante (protoxina soluble) se recupera por centrifugación a 10000 rpm/20 min/12ºC. 

Las proteínas solubles se checaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% 

(Laemmli UK. 1970). La concentración de proteína se determinó usando el método de 

Bradford. 
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Proteínas Quiméricas. 

Las candidatas con la mutación deseada se expresaron en la cepa de E. Coli DH5a. 

Cultivos de esta cepa se realizaron en medio terrific broth con ampicilina (100 mg/ml) a 

37°C por 48 hs. La purificación de las inclusiones proteicas se realizó de acuerdo al método 

descrito por Ge y col. , 1990. Brevemente, el método consiste primero en lisar las células 

con Búfer 1 (Tris 50 mM a pH 8.0, EDTA 5mM, Sacarosa al 15% y lisozima 200 µg/ml), 

incubación a 37°C por 1 h, seguido por sonicación en hielo (sonicador Fisher 

Desmembranador Modelo 300, ciclos de 3 x 5 min, con punta grande). La suspensión se 

centrífugo por 10 mina 10000 rpm, desechando el sobrenadante. La pastilla (inclusiones) 

se lava dos veces con NaCl 0.5M con Triton X-100 al 2%. M), centrifugando cada vez 

como en el paso anterior y manteniendo el tubo en hielo. Finalmente, la pastilla se lava dos 

veces con Búfer de III (NaCl 0.5 M). Las inclusiones proteicas se solubilizan en 

amortiguador carbonato 0.1 M con DTT 0.010 M, a pH 9.5 por 1 ha 37°C. La activación 

de la toxina se realizó por digestión con tripsina (stock 1 O mg/ml) en una proporción 1 :20 

(w/w) por 1 ha 37°C. La reacción se detuvo con PMSF. El contenido de lipopolisacárido 

(endotoxina) de las preparaciones se probaron con el kit Limulus amebocyte lipato) (LAL) 

(Sigma-Aldrich. Co) con un rango de detección de 0.001 a 0.005 EU/ml. La determinación 

de proteína se realizó usando el método de Bradford. La solubilización y digestión de la 

protoxinas CrylA y Cry3A se confirmaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 

10% en condiciones desnaturalizantes, y se tiñeron con azul de Coomassie. 

Purificación de las Proteínas Cry silvestres y quiméricas. 

La protoxina y toxina activada se purificaron a través de una cromatografía de exclusión 

molecular usando un gel de Sephadex G-200. Las proteínas se eluyeron de una columna de 

Sephadex 200 en amortiguador buffer carbonato 0.05 M, NaCl 0.4M (para la protoxina) a 

pH 9.5 y en Búfer carbonato 0.05M (para la toxina) pH 9.5. Las fracciones eluídas de la 

columna se checaron con electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes y se tiñeron con azul de Coomassie. 
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Animales. 

Machos Balb/c de 8 a 10 semanas se adquirieron de la compañía Harlan, Indianápolis, 

EUA. 

Inmunizaciones. 

Ratones de 8-10 semanas de ratones Balb/c se inmunizaron por vía intraperitoneal (i.p. ) 

con 50 µg de CrylAb, CrylAc y Cry3A disuelta en 0.1 ml de fosfato salino estéril (PBS) y 

por vía intranasal (i.n.) en 25-30 µl de PBS. Cada grupo experimental consistió de 5 

animales a los cuales se le aplicaron tres dosis en los días O, 7 y 14; los ratones control 

recibieron tres dosis de 100 µl de PBS y 0.026-0.030 µl de PBS respectivamente (i.p. e i.n.) 

De manera similar ratones machos Balb/c de 8 a 1 O semanas se inmunizaron con las 

protoxinas CrylAc, pCrylAa, toxinas CrylAc, CrylAa, CrylAb y las proteínas 

quiméricas, Cry1Ac3, Cry1Aa8 y Cry1Ab2 por vía i.p. e i.n. respectivamente. Las 

protoxinas y toxinas se obtuvieron como se describió en párrafos anteriores. 50 µg de cada 

una de estas proteínas se administraron por vía i.p. en PBS mientras que por vía i.n. se 

administraron en un volumen de 15 a 20 µl durante tres semanas. 

Recolección de muestras 

La sangre, y los lavados intestinales y traqueopulmonar se colectaron a la cuarta semana 

después de la tercera inmunización. Las muestras de suero se obtuvieron de la sangre 

extraída por punción cardíaca de los ratones anestesiados con éter. El suero se obtuvo por 

centrifugación a 2000 rpm por 1 O min a 4°C. Los lavados intestinales y traqueopulmonar se 

clarificaron por centrifugación a 5000 rpm por 15 minutos y se guardaron a -70°C hasta su 

uso. Los fluidos del intestino delgado y grueso se colectaron de acuerdo a como se 

describió por Moreno-Fierros y col., 1999. Los contenidos de intestino delgado se lavaron 

con 5 mi del medio frío RPMI y los de intestino grueso con 3 ml del mismo medio; se 

adicionó inmediatamente a cada uno de los lavados el inhibidor PHMB (p­

hidroximercuribenzoato) a una concentración de 100 mM en Tris 150 mM. Para recolectar 

el fluido traqueopulmonar, la tráquea y los pulmones se escindieron en "toto" y se lavaron a 

través con medio frío RPMI-1640 para eliminar la sangre contaminante; 1 mi de medio frío 

se lavó por la tráquea hasta que transudó por los pulmones y entonces se colectó en una 

caja de Petri estéril de 5 ml. Cada uno de los lavados obtenidos de los fluidos intestinales y 
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traqueopulmonares se centrifugaron por 10 min a 8000 g a 4°C y los sobrenadantes se 

congelaron y se almacenaron a -40ºC. 

E LISAS 

La detección de anticuerpos específicos anti-Cry en suero, fluidos intestinales y 

traqueopulmonares se realizó mediante ensayo inmunoenzimático indirecto (ELISA). 

Brevemente, placas de 96 pozos se recubrieron con 100 µl de CrylAb, CrylAc y Cry3A 

(10 µg/ml) en amortiguador de carbonato 0.1 M, a pH 9.6. Las placas se incubaron toda la 

noche a 4°C y se lavaron (una vez) con 0.05% de PBS Tween 20 (PBST). Los sitios 

inespecíficos se bloquearon con leche Svelty al 3% en PBST y se incubaron por tres horas a 

temperatura ambiente ó 1 h a 37°C. Posteriormente se realizaron tres lavados con PBST 

cada uno con intervalos de 5 minutos. La dilución seriada de las muestras de suero se hizo 

con leche al 1 % en PBST. El lavado de intestino delgado y grueso respectivamente se 

diluyeron 1 :2 con leche al 6% en PBST. El lavado traqueopulmonar se diluyó en PBST y se 

agregaron 100 µl de cada una de las muestras por pozo. Las placas se incubaron toda la 

noche a 4°C, se lavaron tres veces (intervalos de 5 min) con PBST y se incubaron por 2 ha 

temperatura ambiente con el anticuerpo secundario (anti-ratón chivo marcado con 

peroxidasa) anti-IgG, anti-IgM ó anti-IgA. Las placas se lavaron con PBST y el revelado se 

llevó a cabo por adición de 100 µl de la solución del substrato, ABTS (2,2-azino-bis(3-

etilbenzthioline-6-acido sulfonico) (Sigma, Aldrich, Co.) más H20 2• La reacción se detuvo 

a los 15 minutos por adición de 100 µl de SDS al 10%. Después del desarrollo del color, la 

densidad óptica se midió a 405 nm en un lector de ELISA Multiskan MCC/340.y se 

graficaron los valores medios de las absorbancias y las desviaciones estándar(±) para cada 

grupo experimental (n= 5). 

De manera similar, la detección de los anticuerpos específicos anti-Cry y anti-toxina 

diftérica en suero, lavados traqueopulmonar e intestinal inducidos por las toxinas mutantes 

se realizó mediante ensayo indirecto ELISA. Brevemente, cada una de las toxinas Cry 

mutantes se diluyeron por separado en amortiguador carbonato a 0.1 M pH 9.6 a una 

concentración de 1 (µg/ml ) y se dispensaron 100 ml en cada pozo de las placas de 96 

pozos. Siguiendo la incubación toda la noche a 4°C, las placas se lavaron una vez con 

PBSTween al 0.05% y se bloquearon con leche svelty al 3% por 3 h a temperatura 
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ambiente. Después se lavaron tres veces con PBSTween al 0.05% . El suero y los fluidos de 

las mucosas se diluyeron en leche/PBSTween 0.05% al 1 % y 6% respectivamente y se 

adicionaron a pozos por duplicado. Las placas se incubaron toda la noche a 4ºC seguido por 

lavado con PBSTween 0.05% (3 veces). Los conjugados anti-ratón acoplados a peroxidasa 

lgG, lgA e lgM se diluyeron en PBSTween 0.05% 1: 5000, 1: 1000 y 1:250 y 1:100 

respectivamente. Las placas se incubaron por 2 h a temperatura ambiente, se lavaron tres 

veces con PBSTween al 0.05% y se revelaron similarmente usando ABTS como substrato. 

Las subclases de anticuerpos lgG, IgG 1 e IgG2A inducidos por administración i.p. e i.n. de 

cada una de las protoxinas, CrylAa, CrylAb y CrylAc así como de las respectivas toxinas 

CrylA se detectaron en suero y en fluidos de la mucosas de manera similar a como 

describió en párrafos anteriores 

ELISA COMPETITIVO. 

Placas de 96 pozos se recubrieron con 100 µl de la protoxina CrylAa y la pCry3A a una 

concentración final de 10 µg/ml en Búfer de carbonato 0.1 M a pH 9.6. Las placas se 

incubaron toda la noche a 4°C. Después de este tiempo se lavaron con 0.05% de PBS 

Tween 20 (PBST). Los sitios inespecíficos se bloquearon con leche al 3% en Búfer PBST 

por 3 h a temperatura ambiente. Posterior a este tiempo, las placas se lavaron con el Búfer 

PBSTpara eliminar el exceso de leche. Previo a la incubación con el primer anticuerpo, se 

realizó primero una mezcla en un volumen final de 100 µl de concentraciones crecientes 

del competidor (toxinas silvestres CrylA y la toxina silvestre Cry3A) con el antisuero 

antiprotoxina (Okano y col., 1999). Esta mezcla de reacción se incubó por 15 minutos a 

temperatura ambiente. Cada una de las mezclas se adicionaron a la placa correspondiente. 

La placa se incubó por 2 h a 37°C, y se lavó con PBST. Finalmente se incubó con 

anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa anti-IgG y anti-IgM. Se reveló la reacción por 

adición de la solución de substrato ABTS + H20 2• La absorbencia se midió a 405 nm en un 

lector de ELISA Multiskan MCC /340. 

Por otro lado, placas de 96 pozos también se recubrieron con 1 microgramo de TD (toxina 

diftérica) (Sigma-Aldrich, Co.) (Reconstituida con agua bidestilada filtrada y estéril) por 

pozo y por duplicado. Se incubaron toda la noche a 4°C. Después se incubaron con leche al 

1 % en PBS-Tween 0.05% por 3 h a temperatura ambiente y se lavaron tres veces con PBS-
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Tween al 0.05%. Tiempo después se incubó con una mezcla de antisuero mas 

concentraciones crecientes del competidor (toxinas silvestres, CrylAa, CrylAb y CrylAc) 

por 2 h a 37°C. Posterior a este tiempo se lavó con PBS-Tween al 0.05% y se incubó con el 

conjugado anti-ratón lgG e lgM en diluciones con PBS-Tween al 0.05% 1: 100 y 1 :250 

respectivamente. Después de lavar con PBSTween al 0.05% se reveló con el substrato 

ABTS + Hz02. El desarrollo del color se midió a 405 nm. Los resultados para cada grupo 

experimental (n= 5) se presentaron como el promedio de la OD a 405 nm más la desviación 

estándar(±). 

Cultivo de células y determinación de citocinas. 

Ratones Balb/c se sacrificaron una semana después de inmunización i.n. Se preparó la 

suspensión celular única de bazos de ratones BALB/c control así como de ratones 

presensibilizados por vía i.n. Se cultivaron a 2 X 106 células por mi en 3 mi de medio 

RPMI 1640 (GIBCO BRL) en placas de ocho pozos, y se incubaron a 37ºC en atmósfera de 

C02. El medio de cultivo consiste de medio RPMI 1640, complementado con 10% de suero 

fetal bovino (FBS), 2mM L-glutamina, 10 mM de HEPES, 100 U de penicilina G por mi, 

100 µg de estreptomicina por mi, y 0.05 mM de 2 mercaptoetanol. Los cultivos se 

establecieron en presencia o ausencia de antígeno. Similarmente se tomaron volúmenes de 

0.5 mi del medio de cultivo a los tiempos deseados para el análisis de la producción de 

citocinas y se almacenaron a -70°C hasta su uso. 

Los niveles de interleucina 10 (ILlO), interleucina 12, (IL12), interleucina 4, (11-4) 

e interferón gamma (IFN-y) liberados al medio de cultivo se cuantificaron usando el ensayo 

inmunoenzimático ELISA (BD Bioscience) de acuerdo al protocolo sugerido por el 

manufacturador. Las concentraciones de las muestras se calcularon usando una curva 

estándar, usando la concentración de la citocina recombinante como estándar. 
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Citometría de flujo. 

La suspensión celular única se aisló de bazos ocho días después de la sensibilización por 

vía i.n. y estimuladas con los diferentes Ag, solo con medio, con CrylAa, CrylAc y 

Cry1Aa8, a 10 µg/ml por 4 h, incubadas a 37°C en 5% de C02. Las células estimuladas se 

lavaron con Búfer de fosfato frío conteniendo 3% de suero fetal bovino (SFB) y 0.05% de 

azida de sodio (Búfer de tinción). Aproximadamente 1 X 106 células se marcaron con 0.1 

µg con anti-CD4 marcado con isotiocianato de fluoresceína (FITC), anti-B220+ -FITC, y 

CD69+ marcado con ficoeritrina (PE), y los controles de isotipo (Pharmingen) en un 

volumen total de 100 µl de Búfer de tinción. Posteriormente las células se lavaron con Búfer 

de tinción en frío conteniendo 0.05% de azida de sodio. El análisis de citometría de flujo se 

llevo al cabo usando el citómetro de flujo F ACS Calibur (Becton Dickinson, Mountain 

View, CA). Las células muertas se excluyeron del análisis usando tinción con yoduro de 

propidio (Molecular Probes, Eugene, OR). La población de linfocitos se seleccionó usando 

los parámetros, "forward" y "side scatter" y al menos 10,000 eventos se adquirieron y 

analizaron. Los números se calcularon en contra de controles de tinción relevantes. 

Cálculos 

Los datos en las gráficas son los valores promedio de la densidad óptica a 405 nm. Las 

barras representan los niveles medios de anticuerpos y la ± SD para cada grupo 

experimental (n=5) a 405 nm. Las diferencias significativas (p< 0.05) en los niveles de 

anticuerpos entre grupos experimentales independientes se calcularon usando la prueba de 

ANOVA. 
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VIII. APÉNDICE 
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Apéndice 1: Implicación estructural de la respuesta inmune inducida por 

las proteínas Cry de Bacillus thuringiensis en ratones BALB/c: Papel de la 

región N-terminal 
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Abstract 

The potential role ofthe regions (carboxil and amino) ofthe Cry protC:ins in the ability ofthese proteins to elicit strong immune responses 
was investigated. Intraperitoneal immunization ofmice with the homologous CrylA protoxins (130-133 kDa), with the long C-terminal 
half gave rise mostly to similar, strong serum and mucosa! IgG and IgM antibody response but a lower induction of these Ah by intranasal 
route. Remarkably, Cry3A protoxin, devoid of C-terminal half was able to induce a significan! mucosa! IgG, and IgM Ah as well as Cry 1 A 
protoxins, suggesting us that immunogenic abilities are not restricted to C-terminal halfbut N-terminal half itself could be involved. In fact, 
this assumption was strengthen by the strong immunogenic abilities ofthe CryIA toxins, specially IgG and IgA Ah induced by both routes 
in different mucosa! sites. These data indicate that immunogenic abilities ofthe Bt Cry proteins reside and depends ofthe N-terminal half. 
© 2004 Elsevier Ltd. Ali rights reserved. 

Keywords: Cry proteins; Bacillus thuringiensis; immunogenicity; N-terminal rcgion 

l. Introduction 

Bacillus thuringiensis is the source of the insecticida! 
crystal proteins (ICPs) (Hofte and Whiteley, 1989), formed 
during sporulation phase as protoxin crystalline inclusions 
(50- 140kDa)(reviewed by Schnepfet al., 1998). Upon in­
gestion by a susceptible insect, protoxins are solubilized and 
proteolitically processed from the e-terminal half releasing 
the toxic fragment of 60-70 kDa toxin (Hofte and Whiteley, 
1989). The toxin binds to specific receptors Iocalized in the 
midgut epithelium (Bravo et al., 1992; VanRie et al., 1990), 
leading to the disruption of the epithelial barrier, and larval 
death (Knowles, 1994; English and Slatin, 1992). 

The Cry 1 protoxins contain ~ 1175 amino acids and are 
composed of an NH2-terminal toxic moiety anda COOH ter­
minal region. N-terminal region (toxin region) is organized 

Abbreviations: Bt, Bacillus thuringiensis; Ab, antibody; Ag, antigen; 
SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate, polyacrylamide gel electrophoresis ; 
TB, terri fi c broth; SEC, size exclusion chromatography; BSA, bovine 
serum albumin; pCry lA, and tCryl A, CrylAa, CrylAb and Cryl Ac 
protoxin and toxins, respectively 
• Correspond ing author. Tel.: +52- 11-55-5623-12-91 ; 

fa x: + 52- 11-55-563- 12-25. 
E-mail address: gloriaguillermina@correo.unam.mx (G.G. Guerrero). 

O 16 1-5890/$ - see front matter © 2004 Elsevicr Ltd. Ali rights reserved . 
doi : 10.1Ol6/ i.mo li mm .2004 .06.026 

in three domains as has been determined by X-ray crys­
tallografic determination (Li et al. , 1991 ; Grochulski et al., 
1995; Galitsky et al., 2001). Domain I, is a bundle ofseven 
a-helix, involved in pore formation . Domain Il, formed by 

·a three antiparalell 13-sheet represents the most variable part 
in the structure between the Cry toxins (Sankaranarayanan 
et al., 1996; Shimizu and Morikawa, 1996) and Domain 
III, a 13-sandwich of two antiparallel 13-sheets. Domain II 
and III are involved in the receptor binding and as de­
terminants of insect specificity (Burton et al. , 1999). The 
13-sandwich region appear to be critica! to the structural in­
tegrity of the toxin (Sankaranarayanan et al. , 1996). Five 
highly conserved regions, mapping in the central position of 
each domain or connecting them, have been identified (Hofte 
and Whiteley, 1989). There is little doubt that these con­
served motifs play an important in the biological function of 
these proteins, since toxins with different insect specificity 
(CrylAa versus Cry3A) share a similar conformation (Li 
et al., 1991 ; Grochulski et al. , 1995). Previous studies with 
Cry!Ac protoxin have showed its strong immunogenic prop­
erties (Vázquez et al. , 1999; Moreno-Fierros et al. , 2000) . 
The aim of this work, was to investigate the role of the re­
gions (carboxyl and amino) in the imrnunogenic abilities of 
Bt Cry proteins. Our results show that the capacity to in-
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duce strong humoral Ab response ofCrylA proteins reside 
and depends of the N-terminal region through her unique 
structural characteristics. 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

Bovine serum albumin (BSA), dithiotreitol, 137mercapto­
ethanol, ethylenediamintetracetic acid (EDTA), and 
2,2-azino-bis(3-etilbenzthioline-6-acido sulfonico) (ABTS), 
were obtained from Sigma-Aldrich (San Luis Missouri, 
USA). Sodium chloride (NaCl), sodium carbonate, sodium 
bicarbonate, sodium phosphate, were purchased from J.T. 
Baker Corp. (USA). Anti-mouse lgG, lgM and lgA perox­
idase conjugate were purchased from Zymed (USA). Ali 
other reactives were of analytical purity. 

2.2. Inclusion bodies purification 

Escherichia coli strains harboring the cry!Aa, cry1Ab, 
cry!Ac and cry3A genes were grown in terrific broth (TB) 
medium, supplemented with ampicillin (100 µg/ml), at 
37 ºC for 48 h. Inclusions bodies were purified as described 
previously (Ge et al., 1990). Purified inclusion bodies 
(protoxins) were solubilized in 50 mM N a2 C03, pH, 10.2, 
l O mM DTT, at 3 7 ºC for l h, and activated with trypsin 
(1 :20 w/w) for 1 h at 37 ºC (Burton et al., 1999). 

2.3. Size exclusion chromatography 

Size-exclusion chromatography (SEC) was performed 
to purify protoxin and toxin, using a HPLC system 
on a Superdex 200 10/60 and 10/30 colum (ali from 
Amersham-Pharmacia Biotech), either with 50 mM 0.1 M 
Na2C03, 0.4 M NaCI, pH 9.5-10 (protoxins) or with 50 mM 
Na2C03 pH 9.90 (toxins), at a flow rate of 0.5 ml/min, re­
spectively. The proteins were detected by UV absorbance at 
280 nm. Purified fractions of both proteins were examined 
by 10% SDS-PAGE and visualized by Coomassie reagent 
staining (Pierce, USA). The protein concentration was quan­
tified using Coomassie protein assay reagent (Pierce, USA). 
The lipopolysaccharide ( endotoxin) content of prepara ti o ns 
was determined, and none was detected after fractions that 
contained protoxin or toxin, were passed through a column 
containing agarose immobilized polymyxin B (Bio-Rad, 
USA) and tested with the Limulus amebocyte lysate kit 
(Sigma, Aldrich, Co. San Louis Missouri, USA). 

2.4. Animals, sample collection and immunization protocol 

Eight to ten weeks old male Balb/c mice were purchased 
from Hartan Sprague Dawley (lndianapolis, IN, USA). An­
tibody responses were measured after intraperitoneal (i .p.) 

( 100 µ!) and intranasal (i.n.) immunization (20 µ!) of groups 
offive mice with 50 µg of either CrylA (CrylAa, CrylAb, 
and CrylAc) protoxins (pCrylA), or with the respective 
CrylA toxins (tCrylA), in 0.1 M carbonate buffer weekly 
during three occasions. The same protocol was followed with 
the Cry3A protoxin (pCry3A) and toxin. Control mice were 
given carbonate buffer. Blood, and mucosal fluids (trachea, 
small and large intestine) were collected l week after the 
third immunization as described by Moreno-Fierros et al. 
(1999). 

2.5. Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) 

Microtiter plates (Nunc) were directly coated with ei­
ther CrylA and Cry3A protoxins or toxins at l µg/ml in 
0.1 M carbonate-bicarbonate Na2C03-NaHC03 buffer, 
ovemight a 4 ºC. Detection of Ag-specifi Ab production 
by Cry proteins was made using secondary Ab consist­
ing of 100µ1ofdilutions1:12000, 1:5000, and 1:1000 in 
phosphate-buffered saline (PBS) (0.05% Tween 20) of bi­
otinylated goat anti-mouse lgG, lgM and lgA specific Ab, 
added to the plates, respectively. Developed adding sub­
strate solution were ABTS, 0.03% H202 30% (Sigma). The 
optical density was read at 405 nm (OD405) in an automated 
sean reader (Molecular Devices, Menlo, Park, CA). 

Competitive ELISA for Ag-specific IgG was followed as 
described (Okano et al., 2001). Briefly, ELISA plates were 
coated with CrylAa protoxin ovemight at 4 ºC. Serum sam­
ples were diluted 1: 1000 and mixed with different doses of 
CrylA toxins as inhibitors. After incubation with anti-IgG 
peroxidase conjugate, levels of bound Ab were determined 
by the addition of ABTS substrate and stopped by addition 
of acid or SDS as described above. Results are presented as 
the average OD at 405 nm. 

2. 6. Statistical analysis 

Data of the antibody levels are expressed as the mean ± 
S.D. for each subject group (n = 5). Statistical analysis was 
performed using ANOVA and Student's t-test for group anal­
ysis. Differences were considered statistically significant at 
the leve! of P < 0.05. 

3. Results 

3.1. Highly homologous CrylA protoxins elicited a similar 
IgG antibody response by systemic route but not by 
intranasal route 

CrylAa, CrylAb and CrylAc protoxins, expressed and 
produced at levels similar to those reported elsewhere (Ge 
et al., 1990; Bulla et al., 1981) were of the standard 133 kDa 
size (Fig. 1 A). lntraperitoneal immunization of mice with 
each ofthese pCrylA, resulted mostly in a strong and similar 
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Fig. l. (A) eoomassie stained SDS-10% PAGE showing the purified ery!A protoxins. Lanes !, perylAa; 2, pery!Ab; 3, pery!Ac. Molecular mass 
markers position are indicated to the left. (A') Schematic rcpresentation of thc structural organization of the ery 1 protoxins. N-terminal region formed 
(dotted gray) by three domains, and e-terminal half (dark gray). The remainder of the protoxin, consisting of the short fragment (~20-40 amino acids) 
(dark gray), preceding the first domain and the e-terminal part following the third domain, are digested away by gut proteases during the activation 
process. The numbers above the scheme refer to the amino acid position. Domain 1 start at aminoacid 33. N and e, refer to the N- or e-terminal half of 
erylA protoxins, respectively. Arrows indicate the position ofthe five conserved blocks in the N-terminal region. (B) ery!A protoxins induces mostly IgG 
and lgM Ab responses by i.p. route detected in serum (S), small intestine (SI), large intestine (LI) and tracheo pulmonary fluids (TP). (C) By i.n. route, 
ery 1 A protoxins induces a differential pattem of Ab. Levels of Ab were measured by indirect ELISA. Data are presented as thc average of OD 405 nm ± 
S.D. of five individual per group. Significant differences (P < 0.05) are indicated as follows: (*) vs. control aninlals; (+) vs. between erylA protoxins. 

IgG antibody (Ab) leve! in ali the sites analyzed (systemic 
versus mucosa!) (Fig. lB), moderate lgM Ab, and two ofthe 
highly homologous protoxins, CrylAb and CrylAc induced 
a very small level of secretory lgA (SlgA) Ab in two different 
mucosa! sites (detected in the small intestine and tracheo 
pulmonary ftuids (TP)), respectively. Therefore, it can be 
considered that in general, pCrylA induce a high leve! of 
lgG Ab, moderate levels of lgM but are poor inducers of 
S-IgA Ab when administered by this route. 

In contras!, by intranasal route, it was observed clearly 
a different behaviour of the highly homologous pCrylA. 
pCry!Aa induced serum and mucosa! lgG Ab anda small 
leve! of serum IgA (P < 0.05). Unexpectedly, the CrylAb 
protoxin, was not able to induce any serum and mucosa! 
IgG Ab response. It was able only to elicit a small leve! of 
lgM and SlgA (P < 0.05) (Fig. lC). Interestingly, CrylAc 
protoxin induce mostly IgG Ab in ali the sites analyzed, a 
significant leve! of S-IgA Ab in upperairways (detected in 
trachea ftuids) and a small leve! of serum IgA (P < 0.05), 
suggesting us that differences in the immunogenic abilities 
of CrylA protoxins, could be due to regionalization of the 
distribution of the APCs (peritoneal cavity versus nasal ep­
ithelium) (Banchcreau and Steinman, 1998; de Bccker et al., 

1994) or the binding molecules nasal versus gut (Takata 
et al., 2000; Balabanian, 2002); and could be reftecting the 
inftuence ofthe N-terminal half. 

3.2. Cry3A protoxin shows similar 'immunogenic abilities 
than long C-terminal Cry 1 A protoxins administered by 
systemic and nasal routes 

pCry3A (Fig. 2A, Jane 1) was able to elicite mostly 
lgG and lgM when is administered by i.p . route similar to 
pCrylA. lgG Ab response was detected in serum in lower 
magnitude (P < 0.05) than pCrylA but higher in mucosa! 
sites (P < 0.05) (Fig. 2B upper panel). lgM Ab response was 
high except those detected in the large intestine ftuids (P < 
0.05) (Fig. 2B, upper pannel). Remarkably by nasal route, 
this protein was able to induce a similar leve! of serum lgA 
Ab response than CrylAa and CrylAc protoxins (Fig. 2B, 
middle panel), and similar S-lgA Ab in upperairways (de­
tected in trachea ftuids) than CrylAc protoxin. Thus, these 
data show that a protein without e-terminal half is able 
itself to induce significant IgG (i.p. route) and SlgA Ab 
responses (i.n. ro u te). Surprisingly, activation of pCry3A by 
proteolytic removal of a small fragment (~57 aminoacids) 
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Fig. 2. (A) Coomassie stained SDS-Wº/o PAGE showing the purified Cry3A protein. Lanes !, molecular mass marker; 2, Cry3A protoxin; 3, Cry3A 
toxin. (A') Schematic primary structurc of thc thrce domain organization (domain 1-III) of the Cry3A toxin; domain 1 involved in membrane inscrtion 
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57 amino acids (dark gray) preceding the first domain, released after proteolytic digestion. (B) Upper pannel (A), pCry3A induces significan! IgG and 
IgM Ab responses with respcct to control animals (P < 0.05), and similar to pCry 1 A administered by i.p. route, detected in serum (S), samll intestine 
(SI), large intestine (LI) and tracheo pulmonary (TP) fluids. Middle pannel (B), by i.n. route, pCry3A induces Ab of the three isotypes, IgM, IgG and 
IgA, similar to pCry!Ac and pCry!Aa. Lower pannel (C), tCry3A, is able to induces similar Ab responses than pCry3A but in lower magnitude. Levels 
of Ab wcrc mcasured by indirect ELISA. Data are presented as the average of OD 405 nm ± S.D. of five individuals per group. Significan! differences 
(P < 0.05) with respect to control animals are indicated as asterisk (*). Right legend índicate, C, control; !, immunized. 

from the N-terminal half, giving tCry3A (Fig. 2A, lane 3) 
affected the immunogenic abilities of pCry3A, since the 
magnitude ofthe Ab response was lower by i.p. route except 
those detected in serum (P < 0.05) (Fig. 2C, lower pan­
nel). Interestingly, and in contrast to the pCrylA, tCry3A 
was able to induce SlgA Ab in two different mucosa! sites 
(gut versus upperairways). By nasal route, tCry3A, only 
elicited IgG Ab in upperairways (detected in trachea fluids) 
(data not shown). These results support the assumption of 
the potential role of the N-terminal region in the specific 
induction of Ab (IgG and IgA). 

3.3. N-terminal half (toxin region) of the CrylA proteins 
favoured specific antibody responses by intraperitoneal 
and intranasal administration to mice 

In contrast to activation of pCry3A, proteolytic processing 
from both amino- ( ~ 17 residues ) and carboxyl-( ~70 kDa) 

terminal ends of the protoxin (Fig lA), releasing the 
N-terminal region or toxin (~70 kDa) (Fig. 3A, Janes 1-3), 
did not affect the immunogenic capabilities of the Cry!A 
proteins, but favoured high IgG Ab and very moderate lev­
els of SlgA Ab responses induced by each of the Cry l A 
toxin, in the diferent sites analyzed, with significant dif­
ferences betweem them and with respect to controls (P < 
0.05). It is interesting that tCry!A were able to induce not 
only high IgG Ab responses ( detected in serum and trachea 
fluids), but in sorne sites (detected in both small and large 
intestine fluids), were higher than pCrylA (P < 0.05). Even 
more, tCry!Ab and tCry!Ac, were able to induce higher 
levels ofmucosal IgM Ab than pCry!A (P < 0.05) in both 
sites of gut (detected in small and large intestine fluids) 
(Fig. 38). These findings are interesting since tCrylA were 
able to induce serum and mucosa! antibodies, indicating 
a more effective stimulation of the immune system by the 
N-terminal region, and support the concept of stimulation 
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Fig. 3. (A) Coomassie stained SDS-10% PAGE showing the purified CrylA toxins. Lanes 1, tCrylAa; 2, tCrylAb; and 3, tCrylAc. Molecular mass 
marker position are indicated to the left. (A') Schematic primary structure ofthe three domain organization (domain 1to111) ofthe CrylA toxins, similar 
to Cry3A toxin. Domain 1 (dotted dark blue); domain 11 (dotted sky blue), and domain 111 (dotted green). Black arrows indicate five conserved blocks. 
Red arrows indicate binding receptor loops in domain 11 (loop 1 and 2). (B) By i.p. route, Cry 1 A toxins induces high levels of IgG detected in serum 
(S), small intestine (SI), large intestine (LI) and !racheo pulmonary (TP) fluids. Besides, these toxins are able to induce in both sites of gut (measured in 
SI and LI) high and moderate levels of lgM and IgA Ab responses, respectively. (C) By i.n. route, Cry!A toxins induces mostly SlgA and IgG, detected 
in (S) and (TP) fluids. Levels of Ab were measured by indirect ELISA. Data are presented as the average of OD 405 nm ± S.D. of five individuals per 
group. Significan! differences (P < 0.05) are indicated as follows: (*) vs. control animals; (+) vs. between the Cry!A toxins. (D) Inhibition ELISA for 
anti-pCrylAa IgG Ab using CrylA toxins as competitors. Results are given as the average OD 405 nm ± S.D. of five individual mice; control animals, 
immunized with and without inhibitor. 

of local Ab production (Bouvet and Decroix, 2002). So 
far, nasal immunization with each of the CrylA toxins, 
highlighted these assumption, because, by this route, the 
three CrylA toxins were able by themselves, to induce 
high IgG and SlgA Ab responses specially those detected 
in serum, trachea fiuids, as well as significant Jevels of 
SlgA in both mucosa) sites of gut (P < 0.05) (Fig. 3C). 
Regionalization of the binding molecules could account for 
the differences in the immunogenic abilities observed be­
tween the tCry 1 A, specially tCry 1 Aa which elicited lower 
Ab responses than tCrylAb and tCrylAc (P < 0.05). From 
these data, it can be proposed that Cry proteins depend of 
the N-terminal region to induce specific Ab response by 
both routes. 

3.4. Anti-pCrylA IgG antibodies are directed toward the 
N-terminal region of the Bt Cry proteins 

To strengthen that specific immunogenic abilities of the 
pCrylA reside in the N-terminal region, it was performed 
a competitive inhibition ELISA (Okano et al., 2001 ). The 
three tCrylA and tCry3A completely inhibit, at very low 
doses, IgG Ab binding to CrylAa-coated plates, in compar­
ison with controls (Fig. 3D). On other hand, tCrylA and 
tCry3A partially inhibit, in a <lose dependen! manner, IgM 
Ab binding to Cry1Aa-coated plates. These data suggest that 
IgG Ab are mostly directed to the N-terminal region rather 
than C-terminal region, whereas lgM Ab are directing to 
both regio ns of the pCry 1 A. 
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4. Discussion 

It has been reported that potent immunogenicity of sorne 
bacteria! . toxins, like cholera toxin (Ctx) and heat-labile 
toxins (LTx), reside mostly in the binding capability of 
the B subunit to mucosa! epithelials (de Haan et al., 1998; 
Guidry et al., 1997; Nashar et al., 1996). The strong immuno­
genic abilities of pCrylAc is supported by severa! studies 
(Vázquez et al., 1999; Moreno-Fierros et al., 2000). How­
ever, the regions (N-and C-terminal) involved in the induc­
tion of Ab responses remain unclear. The data from this work 
show that immunogenic properties ofthe highly homologous 
pCrylA reside and depends of the N-terminal region. This 
is could be due to the greater diversity in structure and func­
tions of this region (English and Slatin, 1992; Li et al., 1991; 
Sankaranarayanan et al., 1996; Chestukhina et al., 1982). 

The role of C-terminal half of the protoxins in the im­
munogenic abilities showed by Cry proteins in vertebrates 
is very tempting to speculate, because is readily attacked 
by proteinases, predominantly hydrophilic in nature, highly 
conserved sequence, and most of the lysine and cysteine 
residues are localized in this region (Chestukhina et al., 
1982), which are essential in the assembly of the crystal as 
well as in the solubility properties (Chestukhina et al., 1982; 
Choma et al., 1990). Furthermore, three-dimensional struc­
ture of this "pro" region is not known, it has been proposed 
that the whole protoxin is an ellypsoid molecule, instead 
(Holmes and Monro, 1965). In contrast, N-terminal region, 
is resistant to proteolysis, the three dimensional structure of 
this region is formed by three domains, rich in alpha helix, 
and 13 sheets (Li et al., 1991; Grochulski et al., 1995; Galitsky 
et al., 200 l ); and carbohydrate functionality reside in this re­
gion (Domain II and III) (Ge et al., 1991; Sankaranarayanan 
et al., 1996; Burton et al., 1999). This function gives to the 
Cry toxins the ability to bind to glycoproteins like recep­
tors, present in the insect midgut, i.e. N-aminopeptidases, 
or E.Cadherins (VanRie et al. , 1990; Ge et al., 1991; Angst 
et al., 2001). Similar molecules are present in the bowel of 
vertebrates, i.e. function in the cellular adhesion and nutri­
ent absorption (Angst et al., 2001). However, experiments 
in vitro have shown that pCrylAc does not bind to this 
molecules (Vázquez-Padrón et al., 2000), instead, it has been 
suggested that other region ofthe protoxin could be involved 
in the electrostatic interaction in vivo (Knight et al., 1994). 
Thus, the capacity to induce Ab response by CrylA protox­
ins could be explained taking in account that large molecules 
can interact with the antigen presenting cells (APCs) present 
in the peritoneal cavity (Balabanian, 2002), and to the in­
ftuence of the N-terminal half on the C-terminal region. 
The structural implication of the N-terminal half in the Ab 
response induced by Cry proteins is shown in the ability of 
the tCry!A to block the anti-pCry!Aa IgG Ab (Fig. 3D), as 
well as in the capacity of Cry toxins, including pCry3A, to 
induce antibodies of the three isotypes, remarkably, SlgA 
Ab in mucosa! sites by both routes (Bouvet and Decroix, 
2002) Fig. 28 and 38). Therefore, it can be proposed from 

these data that N-terminal region may be the responsible of 
the strong specific Ab responses induced by Cry proteins. 
This is consistent with the notion that binding to the ap­
propiate receptors in the nasal or gut epithelium could facil­
itate uptake, and further processing leading to enhanced Ab 
responses (Takata et al., 2000; Guidry et al., 1997). The find­
ings ofthis work will support future studies regarding adyu­
vanticity properties of the Bt Cry toxins in order to develop 
safe and effective adyuvants of clinically relevants antigens. 

5. Concluding remarks 

Systemic and nasal immunization of mice with tCrylA 
and pCry3A strengthened the impOI;tance of the N-terminal 
half in the effective induction of Ab IgG and IgA specially 
in the differents mucosa! compartments (upperairways ver­
sus gut). Therefore, the absence of the C-termina! half did 
not affect the immunogenic abilities ofthe Cry proteins, but 
favored specific Ab responses. Even more, support the as­
sumption that the three domains that comprise this region, 
are playing a key role in the overall humoral and ce!lular (in 
preparation) immunogenic abilities of the Cry proteins. 
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Apéndice 2: Papel de la hélice alfa siete del dominio 1 de las toxinas 

CrylA de Bacillus thuringiensis en la inducción y modulación de una 

respuesta inmune humoral y celular en ratones BALB/c. 
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Role of alpha helix seven of domain 1 from Bacillus thuringiensis Cry1A toxins in 

the induction and modulation of the humoral and cellular response in BALB/c mice. 

1Guerrero GG* , 2Dean DH., 3Hernández TF and 1L. Moreno-Fierros. 2004. 1Lab de 

Inmunidad de mucosas. UBIMED. FES-IZTACALA. UNAM. Av de los Barrios No 1. Col. 

Los Reyes lztacala. Tlanepantla Edo de México. 2Department of Biochemistry, Ohio State 

University, Columbus, OH. 4321 O, USA. 3Escuela de Ciencias Biológicas, Unidad de 

Torreón. Universidad Autónoma de Coahuila, México. 

ABSTRACT 

To investigate the role of domain I in the immunogenicity of the Cry toxins, site directed mutagenesis was 

performed to generate CrylA mutants at the selected conserved Block 2. Structurally stable CrylA mutants 

were tested for their ability to induce humoral and cellular immune response in mice. Our results show that 

exchange of the eight conserved hydrophobic motif in alpha helix seven of domain I (239TVLDIV ALF247
) for 

a similar fragment B diphtheria toxin motif (239ISSDSIGVL247
)) did not affect the biochemical properties, nor 

the ability of the mutants to induce antibody response, but a positive effect in the magnitud of the IgG and 

lgA Ab response after intranasal immunization (i.n.). Quimeric CrylA toxins retained also its capacities by 

intraperitoneal immunization (i.p ), but the magnitud of the Ab response was dependent of si te analyzed. The 

induction ofthe IgGl and IgG2a Ab subclasses (asan indirect measure ofthe Th cellular immune response) 

by wild type and quimeric CrylA toxin was similar, but in addition, quimeric toxins were able also to 

modulate the ratio of this antibodies, unexpectedly, by i.p. route. Furthermore, the implication of wild type 

and quimeric a-helix 7 of domain 1 was stressed by theorethical predictions and by the detection of anti-

diphtheria toxin Ab after i.n.immunization. Together, our results not only strengthen the immunogenic 

capacities of the N-terminal region but suggest that highly conserved a-helix 7 of domain I contribute to this 

capacity through its physicochemical and structural characteristics. 

*To whom correspondence should be addressed: gloriaguillermina@correo.unam.mx 
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Abbreviations. Ab, Antibody, Ag, antigen, CrylA toxins, CrylAa, CrylAb and CrylAc, DTB, 

fragrnent B diphtheria motif, SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate, polyacrylamide gel 

electrophoresis; TB, terrific broth medium; SEC, size exclusion chromatography; BSA, bovine 

serum albumin. ELISA, enzyme linked immunoabsorbent assay. ICP, insecticida! crystal proteins 

lntroduction. 

Bacillus thuringiensis produces proteinaceous crystals (ICPs) toxic to a wide range of insects of 

economical importance (1). After crystal ingestion by susceptible insects, protoxins are solubilized 

in the alkaline midgut and activated by gut proteases, to render a toxic fragrnent of 65-70 kDa. The 

activated toxins then binds to a specific receptor immersed on the apical brush border ofthe midgut 

epithelial columnar cells (2). After reversible binding, the toxin undergoes a conformational change 

leading to its membrane insertion, followed by the aggregation of Cry toxins molecules (3) and 

formation of lytic pores, that disrupt the cell integrity, ionic balance and transepithelial potential 

difference; accompanied by cell swelling and lysis caused by the inflow of water and finally, 

paralysis of the midgut and larval death (5). 

The N-terminal half or toxic fragrnent of Cry proteins with different specificity, Cry 1 Aa and 

Cry3A, is comprised of three domains, as was determined by x-ray crystallographic diffraction (6, 

7); domain 1, implicated in pore formation, is a bundle of seven alpha helices with one central alpha 

helix five surrounded by the other six amphipathic helices. Domain 11, represent the most 

hypervariable region among ali the Cry proteins, is a three-~ antiparallel sheet domain, (8, 9, 10). 

This domain is involved in receptor binding and insect specificity determination ( 11 ). Domain Ill, a 

~-sandwich of two antiparallel ~-sheets, is involved also in toxin protection of further proteolysis 

andas voltaje sensor (12). Hofte and Whiteley (12) identified five conserved blocks that built the 

main core of the toxic fragment. The largest conserved block, 02, include a-helix 6, 7 and ~-1 from 

domain 1 and II respectively. a-helix 7 is located in the crucial junction between domain 1 and II , 
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and is in contact with the first ¡3-sheet of domain 11 (6, 7). Thereby, it is well positioned to sense 

receptor binding to membrane surfaces (6, 14). Interestingly, within alpha helix seven (02) there is 

a highly conserved hydrophobic stretch, with 60% overall sequence identity among all crystal 

proteins (15). A similar motif to the Cry toxins is found in alpha helix nine of transmembranal T 

domain of fragment B diphtheria toxin (15). Diphtheria toxin, is an AIB type toxin that cause 

mammalian cell death at extremely low concentrations, 100 ng/ kg of body weight. lt is composed 

of two fragments, the A fragment (21 kDa) with ADP-ribosyl transferasa activity and the B 

fragment (37 kDa) divided in two domains; the R (receptor binding) and T (transmembrane) 

domains (15). In general, severa) studies have shown the role of alpha helix seven of domain I not 

only in the structural stability of the Cry toxins ( 17) but in the toxicity in insects, as a sensor of the 

initial binding to the receptor (18) and in the interaction with loops of a.-helix 8 and 2 of domain II 

(4). To further investigate the function of domain I in vertebrates and to gain insight in the 

mechanism that are used by CrylA toxins to induce strong Ab responses in mucosa) sites, using site 

directed mutagenesis a hydrophobic conserved eight motif (TVLDIV ALF) present in ali the 8-

endotoxins was substituted by a similar fragment B diphtheria toxin (DTB) (ISSDSIGVL) . The 

resulting quimeric toxins were tested for its ability to induce humoral and Th cellular immune 

response (indirectly measured as the induction of IgG Ab subclass) in BALB/c mice. Furthermore, 

the importance of the helical domain l, specially of the wild type and quimeric a-helix seven was 

stressed by using ANTHEPROT program (20, 21, 22) and sorne theorethical models (23, 24).0ur 

findings show that a.- helix seven is contributing to the strong abilities of the N-terminal region of 

the Cry proteins by its helical conformation and amphipathic character. Interestingly, these 

physicochemical characteristics correlate well with the experimental levels of Ab induced in vivo by 

these proteins. This meant that the potential antigenic segments predicted by the ANTHEPROT 

program, could be functioning like T/B cell epitopes, which can collaborate for the production of 
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antibodies, further assessed by the induction of specific anti-diphtheria toxin Ab remarkable after 

i.n. immuniz.ation by wild and quimeric CrylA toxins. 

Material and Methods. 

Site-directed mutagenesis. Oligonucleotides were from (Integrated DNA Technologies, Inc. 

Iowa, USA). The kit for mutagenesis was from Stratagene (Heidelberg, Germany). The crylA 

genes (crylAa, crylAb and crylAc) of B. thuringiensis cloned in the Escherichia coli pKS(+/-) 

plasmid was used for mutations. Primers used for the mutagenesis (Table 1 ). Si te directed 

mutagenesis was carried out accordingly with the manufacturer' s instructions, except that after first 

round of selection and enrichment, positive mutant plasmid were selected with Hinf 1 restriction 

enzyme, the new site introduced by the mutagenic primer site. Sequencing ofthese clones was done 

with the Dye Terminator Ready Reaction kit (Perkin Elmer) at the Biopolymer facility, The Ohio 

State University, OH, USA. 

Table l. Primers used for site directed mutagenesis ez:hange in a.-helix seven of CrylA toxins 

239 TVLDIVSLF 247 239 ISSDSlGVL 247 

R"YL"'1 S"AGAAGAGAATIAACACTAATITCGTCGGATICCATAGGCGTICTITCAAACTATGATAGTAGA 3· 

cr1lAb s· AGAAGAGAATIAACACTAATITCGTCGGATICCATAGGCGTIC'ITCCGAACTATGATAGTAGA 3· 

a1JA: 5"AGAAGAGAATTAACACTA,,TITCCTCGGGATICCATAGGCC1TC1TCOGAATTATGATAGTAGA 3· 

Antigens. Toxin preparation. 

CrylA toxins, wild type and quimeric toxins, were grown in 500 mi ofTerrific Broth Medium for 

48 h at 37ºC under vigorous agitation (250 rpm). Pelleted cells were resuspended in lysis buffer (50 

mM Tris, pH 8.0, 50 mM EDT A, 15% sucrose, and 10 µg/ml of lysozime) and incubated for 2 h at 

37ºC (23). Purification of inclusion bodies, protoxin solubility, and toxin activation with trypsin 

was carried out as described previously (25). Purified toxins were eluted from a Sephadex 200 

30/8.0 columm in Sodium-Carbonate buffer at pH 10.2 The lipopolysaccharide (endotoxin) content 

of the preparations was tested using the E-toxato kit accordingly to the manufacturer's instructions. 
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The levels were described (negative or was under the levels of detection). The quality of toxins 

mutants were considered to be purified to homogeneity as analyzed by SDS-PAGE. 

Animals, sample collection and immunization protocols. 

Balb/c mice of age 8 to 10 weeks (Harlan, Co. Indianapolis, In. USA) were used. Antibody 

responses to CrylA wild type and mutants were measured after intranasal (i.n.) and intraperitoneal 

(i.p.) administration of mice with 50 µg of protein in PBS, weekly on three occasions. Control mice 

were given PBS. Blood samples as well as mucosa) fluids (trachea, and gut secretions) were 

collected 1 week after the last immunization as previously described. 

Enzyme-Linked lmmunosorbent Assays (ELISAs). 

Microtiter plates (Nunc) were directly coated with CrylA toxins (CrylAa, CrylAb and CrylAc) 

and the respective CrylAa mutants at 1 µg/ml in Carbonate buffer, pH 9.6. Concentrations of anti­

Cry lgM, IgG and IgA antibodies in serum and gut fluids (small and large) as well as in tracheo 

pulmonary fluids were determined as described elsewhere (26). lgA (a-chain-specific; Zymed) at 

1 µg/ml in PBS followed by serially diluted mouse lgA. Goat anti-mouse IgG (Fc-fragment­

specific ), or goat anti-mouse IgA (a-chain-specific; Zymed) peroxidase conjugate was added to ali 

wells. The anti-Cry lgM, IgG and lgA titer giving a titer A405 ~ 2.0 was determined. Determination 

of the anti-diphtheria toxin antibodies in the collected samples, was realized as described above, 

but, antigen coating plate was diphtheria toxin ( l µg/ml) in Carbonate buffer, pH 9.6, instead. 

Competitive assays. To assess for Ag-specific lgG and lgM, competitive ELISA assay was 

performed as described (26). Briefly, ELISA paltes were coated with diphtheria toxin, (lµg/ml) 

overnight at 4ºC. Plates were washed with PBS/0.05 Tween 20, and blocked. Samples were diluted 

at 1:1000 dilution in PBS/Tween 0.05% and mixed with different doses of CrylA toxins, 

respectively as competitors. Following incubation for 15 min at room temperature, samples were 

added to the Ag coated plates in duplicate and for 2 hs at room temperatures. The levels of anti-DT 

IgG, lgM and IgA was revealed with ABTS/H20 2 0.03% and absorbances were recorded at 405 nm. 
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The values are expressed as the mean ± SEM of duplicates from sera of five individual mice with 

competitors added and without it. 

Statistical analysis. Data are expressed as the mean ± SO for each subject group. Statistical 

analysis was performed using ANOVA and Student's t- test for group comparisons. Differences 

were considered statistically significant at the level of P < 0.05. 

Results 

Construction of Cry1A mutants toxins by site directed mutagenesis. Site directed 
4,: . ' 

mutagenesis is an efficient (> 70%) and quick method to exchange more than one aminoacid 

residue in any double-stranded plasmid, is a Deng and Nickoloff (27) modified method described 

by Stratagene, Heidelber, Germany. The precise localization ofthe hydrophobic conserved motif in 

alpha helix seven of domain 1 is shown in Figure 1 (marked with a rectangle and DTB motif 

coloured in red). CrylA toxins (CrylAa, CrylAb and CrylAc) were selected for exchanging the 

hydrophobic conserved because they induce differential Ab (lgG and lgA) responses by i.n. route 

and significant by i.p. route (IgG and lgA) (25). 

Cry1A mutants showed stability and similar biochemical properties than wild types. 

Expression and purification of the three quimeric CrylA mutants, Cry1Aa8, Cry1Ab2 and Cry1Ac3 

were made from E. coli. Inclusion bodies, protoxins, from wild type and mutants were analysed by 

SDS-PAGE. Ali the mutants proteins were expressed at levels similar to the wild-type (Figure 2A, 

lanes, 2-4), and were of the standard 130 kDa size (Figure 2A, lanes 5-7). Upon activation by 

trypsin, ali the mutants protoxins (Figure 2A, lanes 5-7) yielded stable 70 kDa toxins (Figure 28, 

lines 6-8) as well as after size exclusion chromatography (SEC)(Figure 2C, Janes 9-11). Stability to 

SOS and similar retention times than wild types were observed when analyzed by gel filtration 

chromatography (data not shown). Since most of the charged aminoacids in the alpha helix seven 

play an essential structural role, the exchange of the polar residue (T) by non polar hydrophobic 

residue (1), and non polar (V, L) to polar residue (S, S), instead, stabilize the structure by hydrogen 
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bond formation between the new serines per se and with other residues (Figure 2D) in the vicinity 

yielding stable toxins (Figure 2C). 

Differential and enhanced humoral responses by quimeric Cry1A toxins in BalB/c 

mice. Next, to test the capacity of the quimeric CrylA toxins to induce an Ab response, BALB/c 

were immunized by i.p. route. lt was found that the three quimeric toxins, Cry1Aa8, Cry1Ab2 and 

Cry1Ac3, were able to induce Ab responses, significant with respect to controls (P< 0.05), similar 

between them (P< 0.05), and in less amount than wild types (P < 0.05), only, those levels detected 

in serum (Figure 3). Interestingly, as expected differential levels were found in the mucosa) sites of 

gut and upperairways (P < 0.05), measured in the intestinal and tracheo pulmonary fluids) (Figure 

3), respectively. In contrast, after i.n. immunization, the three quimeric toxins, Cry1Aa8, CrylAab, 

and Cry1Ac3, retain the capacity to induce Ab responses, but with different magnitud. The levels of 

Ab induced were significant with respect to controls (P< 0.05); and in sorne sites, significant 

between them (P < 0.05) and with respect to wild types (P< 0.05). For example, enhanced levels of 

IgG in serum (P < 0.05), and lgA was detected in tracheopulmonary (P< 0.05), and large intestine 

fluids (P < 0.05) (Figure 4). Remarkably, quimeric Cry1Aa8, induced in ali the fluids analyzed 

higher levels of the three Ab (lgG, lgM and IgA) (P< 0.05) than wild type Cry!Aa toxin, which 

induced poor immunogenic responses by this route (Figure 4). These results suggest that the 

exchange of moti fs between the Cry 1 A to xi ns and fragment B of diphtheria toxin did not affect the 

capacity of the Cry 1 A toxins to induce Ab responses but revea! the role of alpha helix seven 

Physicochemical analysis of the role of a-helix 7 of domain 1 from Bacil/us thuringiensis 

Cry proteins. Next, to strength the assumption that the contribution of alpha helix seven in the 

capacity of the N-terminal region to induce an antibody response is through its physicochemical 

features , it was used ANTHEPROT program. This program (20), integrate severa! physicochemical 

algorithms, such as combined antigeniticity profile (22), hydrophobicity (Kyte and Doolittle, 1982), 

antigenicity profile (23), hydrophilicity profile (29), Prediction of transmembranous regions (30) 
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and solvent accessibility profile (31) to predict antigenic sequential epitopes. Based in the known 

primary structure of helical domain 1 and consistent with the already described program, a3-a6 

helices from domain 1 have severa! antigenic sites (data not shown), whereas, highly conserved a-7 

from the three CrylA toxins has three potential antigenic segments (Figure 5A-B) (Tabla 2A). 

Minor differences were observed in a-helix 7 profile of CrylAb toxin (Figure 5B, right and second 

pannel), can be due to the aminoacid variations, 1227~ V227 (Cry1Aa8 and Cry1Ac3) and 

S239~A239 (Fig 5 B) which could correlated with the differences observed in the leve! of the Ab 

response in vivo, i.e. CrylAb induced higher Ab responses oflgA than CrylAa in mucosa! sites of 

gut (Figure 3-4). Moreover, the exchange of motifs in alpha helix seven of CrylA toxins, 

introduced not only a new restriction Hinfl (as described in material and methods) site but a new 

antigenic determinant in this helix with a amphipatic character (Tabla 3), aminoacids LIS (Figure 5 

b-lb) (Tabla 2B) with higher values of combined antigenicity (22), hydrophilicity, and solvent 

exposed regions than in the wild type alpha helix seven (Table 2B). Accordingly to Hopps and 

Woods (29) antigenic regions are primarily hydrophilic at the surface of the protein molecule. 

By other hand, DeLisi and Berzofsky (20) proposed that immunogenic peptide have a primary 

structure consistent with an ability to form a stable amphipathic a-helices (i.e. one with separated 

hydrophobic and hydrophilic surfaces), displaying periodicity in hydrophobic residues (Figure 20). 

Rothbard and Taylor (24) correlate the presence of T cell epi topes with the following sequence of 

residues : a charged amino acid or glycine, two to three hydrophobic amino acids, and glycine or a 

polar residue. While wild type CrylAaa-7 contain five of these motifs, a-7 from CrylAb and 

CrylAc toxins as well as the a-7 from quimeric CrylA toxins contain four (Figure 5III). It has been 

suggested that the number of Rothbard motifs in a polypeptide chain determine its immunogenicity 

lnterestingly, while, the levels of antibody induced by at least oftwo ofthe quimeric CrylA toxins 

(Cry1Aa8 and Cry1Ac3) correlate with the amphipatic character of the a.helix seven and the 
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potential antigenic segments, the Rothbard theorethical predictions partially fits with these 

experimental levels of Ab induced by the quimeric CrylA toxins .. 

Antigenicity of the fragment B Diphtheria motif inserted in alpha helix seven of domain 1 

after intranasal administration. To support the above theorethical predictions, BALB/c mice were 

immunized three times with the quimeric CrylA toxins and sought for the antibodies anti-Cry and 

anti-diphtheria toxins. The resultant samples, serum and mucosa! fluids were screened by ELISA 

for antibodies which reacted with purified wild type and quimeric CrylA toxins, as well as 

diphtheria toxin. Remarkably, mice produced moderate Ab immune responses, mostly lgG and IgA 

Ab (taking in account the size of the DTB motif), specially those induced in the different mucosa! 

sites of upperairways and gut (Figure 6a), significant with respect to controls (P< 0.05), and with 

respect to the route (P < 0.05). Although by i.p. route, the three quimeric CrylA toxins, elicited Ab 

ofthree isotypes, IgG, lgM and IgA, they were only detected in very small amounts in serum and in 

the tracheopulmonary fluids. Only the quimeric Cry1Ac3 toxin, induced very small levels of lgA, 

detected in the small intestine fluids (Figure 6b). Specificity of the Ab anti-DT were tested and 

confirmed by competitive ELISA assays. As it is shown in Figure 6c, the Ag is still recognized by 

the antiserum anti-quimeric CrylA toxins, Cry1Aa8, Cry1Ab2 and CrylAc3, since there were nota 

change in the levels of IgG and lgM Ab expressed as the mean values of absorbances at 405 nm, 

indicating not competence at all by the wild type CrylA toxins and strengthen the assumption that 

wild type and quimeric a-7 contain antigenic segment that could be acting like T/B cell epitopes, 

which can collaborate in the production of antibodies anti-Cry and anti-diphtheria toxin. 

lnduction and modulation of the ratio of lgG1 and lgG2a by intraperitoneal immunization of 

the Cry1 A toxins. To investigate the contribution of alpha helix seven to the capacity of the Cry 1 A 

toxins to induce and to modulate the Th cellular immune response (measured like IgG 1 and IgG2a 

ratio); mice were immunized by i.n. and i.p. routes. By systemic route, wild type Cryl A toxin 

induced a mix of IgG 1 and IgG2a at the systemic leve! (detected in serum) and mucosa! sites of gut 

and upperairway (detected in small intestine and tracheopulmonar tluids), suggesting a mixed 
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pattem of Thl!fh2 response (Figure 7), and IgG 1 > lgG2a was detected in the fluids of large 

intestine mostly, suggesting a bias to Th2 response. In contrast, quimeric toxins Cryl A induce 

significant lgG Ab subclasses with respect to controls (P < 0.05) and with respect to wild types (P < 

0.05). Remarkably, quimeric toxins, Cry1Aa8 and Cry1Ab2, induced a higher level of lgG 1 than 

lgG2a (P < 0.05) in ali the sites analyzed, suggesting a predominance of the Th2 phenotype of the 

immune response. However, even quimeric toxin Cry1Ac3 was able to induce enhanced magnitudes 

of the levels of lgG 1 and IgG2a (P< 0.05) with respect to wild type, specially those detected in 

tracheopulmonary and gut fluids (small and large intestine) (Figure 7), the phenotype of the Th 

response was mixed between Thl or Th2. Therefore, these data show that alpha helix seven can 

play a role in the polarization ofthe Th cellular response toward a Th2 phenotype. 

Quimeric toxins Cry1A induce a similar pattern of Th cellular response than wild 

types by intranasal route. Next, since since mucosal sites of upperairways is target of DT and 

Th default in this region is Th2 (31, 32), it was tested the contribution of the alpha helix seven of 

domain in the polarization toward a Th2 phenotype. Interestingly, it was found that wild type and 

quimeric toxins, both, induce a mix of lgG 1 and lgG2a Ab, indicating a mixed phenotype of Th 

cellular immune response in ali the sites analyzed. Except in the case ofthe wild type toxin CrylAa 

which induced a bias toward Th2 ( IgG 1 > IgG2a) (detected in the tracheopulmonary fluids) (P < 

0.05); anda bias to Thl (lgG2a > lgG 1) (P< 0.05) in both mucosa! sites of gut (Figure 8). Quimeric 

toxin, Cry1Ac3, which induce higher levels oflgG2a than IgG 1 Abs (detected in the fluids of large 

intestine) (P< 0.05) suggesting a bias to Thl cellular immune response. Together, these data 

indicate that domain I through a-helix seven by this route has a partial role in the induction of a Th2 

phenotype ofimmune response, suggesting that other regions ofthe CrylA toxins are participating 

in the modulation the Th cellular response. 
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Discussion. 

A major goal to understand the immunogenic mechanism of Bt Cry toxins in vertebrates is to 

elucidate the functions of its domains. The N-terminal region of these proteins is formed by three 

domains (6, 7). Previous work have showed that strong immunogenicity in mice reside and depends 

of this region. (26). Direct involvement of each of the domains that comprise this region has not 

been studied. Since domain 1 is helical and two of the most conserved blocks map in this region 

(Hofte and Whiteley), one of them is in el ose contact with the domain lectin like, in this work is 

investigated the role of domain 1 of the Bt Cry proteins in the capacity of the N-tem1inal region to 

induce humoral and cellular immune response in BALB/c mice. Our results show that domain I is 

playing a role through alpha helix seven to this capacity by its highly levels of conservation, 

helicoidal conformation and physicochemical features that fit well like T/B cell epitopes. 

The implication ofthe domain I through a-7 in the immunogenic abilities ofthe Cry toxins is based 

in its structural as well as its physicochemical features. Domain I is a bundle of seven alpha helices 

and has been implicated in pore formation in insects midgut. lt is analogous to other bacterial pore 

forming domains, like diphtheria toxin of Corynebacterium diphtheriae (32) colicin of Citrobacter 

freundii and exotoxin A of Pseudomonas aeruginosa (33). This helix is hydrophobic in nature, is 

part of the largest conserved block 2 (13) and is precisely located in the interface of 1 and II 

domains (Figure 1 ), in el ose contact with the first P-sheet closer to the loops of a-8 and 2 of domain 

U (6, 7). Therefore, is well positioned to sense the binding to receptor (s) and participate, thus, in 

the initial interaction with membranes of insect midgut ( 13, 17, 18). In fact, biophysical studies 

have shown that a-7 and not a5 extends on membrane surfaces (planar bilayers) rather than to 

aggregate within lipid membranes (13). Interestingly, within this helix there is a highly conserved 

hydrophobic conserved stretch, TVLDIV AL ( 15) with 60% overall sequence identity among ali 8-

endotoxins which stress its importance in the process of pore formation (6). Interestingly, a similar 

motif was found with an aspartic acid, 0242 interacting with the P-1 sheet of domain 1, thus, this 
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residue plays an essential structural stability of the Cry toxins. Even more, a similar motif with an 

aspartic acid in the middle is found in the C-terminal of B fragrnent of diphtheria toxin (DT) which 

which makes large pores in the mammalian cell membranes (16), playing also an essential role in 

toxicity instead (16). The exchange of this motifs in the conserved alpha helix seven of the CrylAc 

toxin since this motif is precisely located in a domain that penetrates the membrane facilitating the 

translocation of the A subunit to the cytoplasm (16,32). In fact, experimental results in insects 

reported by Chandra et al. (18) are consistent with this before, since substitution in Cry 1 Ac o­

endotoxin lead to an enhanced insect toxicity. The mechanism of this was correlated with a 

improvement in the initial binding affinity that makes more competent to the Cry toxins to insert to 

the membrane of the epithelial midgut. In mi ce we found that the insertion of this motif in alpha 

helix seven of the CrylA toxins including CrylAc, CrylAa, CrylAb, leads to enhanced (by i.n. 

route) and differential antibody response (by i.p. route) specially in the mucosa! sites of 

upperairways, target of diphtheria toxin in mammals (16). The mechanism of this could be 

correlating with the nature of the DTB motif itself and the environment of the antigen presenting 

cells in the host. This meant that the presence of the new serines caused a change of the angles of 

the hydrophobic aminoacids in alpha helix seven (Tabla 3), a higher segrnental mobility, tlexibility 

that make more effective the conformational change that expose critica) residues, especially 

hydrophobic residues that normally would not be directly accessible to a immune cell (Tabla 2A). 

In fact it has been proposed that the ability of the peptide to forma an a-helix like structure induced 

and stabilized by the amphipathic environment at the surface of the antigen-presenting cells. The 

periodicity of hydrophobicity would favor such induction and stabilization ofan a-helix ( 19, 20). 

Second, a-helices are one of the parameters that are used by sorne algorithms for the identification 

of T cell epitopes, and T cell antigenic sites tend to be amphipathic structures, it can be proposed 

that amphipathic helices of domain I, especially a-helix 7 could contribute to the overall 

immunogenicity ofthe CrylA toxins by functioning precisely like T cell epitopes. This was stressed 
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by the analysis with ANTHEPROT program that this helix contain antigenic segments that could be 

functioning like T/B cell epitopes which can collaborate (34)for the production of both types of 

antibodies anti-Cry (Figures 3, 4, 7, 8) and anti-diphteria toxin (Figure 6). The differences observed 

between the immunogenic abilities of the quimeric CrylA toxins, could be explained by the 

regionaliz.ation of APCs and receptor binding molecules present in the different compartments (35, 

36). 

In summary, the findings of this work stress the capacity of the N-terminal region of the Cry 

proteins to induce and modulate the humoral and cellular immune response (reported here as an 

IgG 1 and IgG2a ratio). The improvement of the immunogenicity by the different Cry 1 A toxins in 

mice corre late well with the physicochemical features of the alpha helices of domain 1, especially of 

the highly conserved a.-helix seven, that make ita potential target for the stimulation ofthe CD4+ T 

ce lis. 
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Figure l. Schematic representation (ribbon) of the three dimensional structure from 

the Bacillus thuringiensis quimeric toxin CrylAa. Domain I (blue) formed by a 

bundle of seven alpha amphipathic helices. Domain II (green) is the binding domain 

with a P-prism topology. Domain III (orange), with a p sheet conformation, 

participate in the protection of the toxic fragment of further proteolysis, and binding 

to the midgut receptor (s). DTB {239ISSDSIGVL247
) motif in a-helix seven (red, 

marked with a rectangle) of domain 1 (blue ). 
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Figure 2. Comparative Coomassie stained SDS-10% PAGE between wild type and quimeric CrylA 

proteins. A. Solubilized wild type and quimeric CrylA protoxins. Lane 1, Molecular Markers; Lane 

2, pCrylAa; Lane 3, pCrylAb; 4, pCrylAc; Lane 5, pqCry1Aa8; Lane 6, pqCry1Ab2; Lane 7, 

pqCry1Ab3 . B. Wild type and quimeric CrylA toxins after proteolytic digestion with trypsin (1 :50) 

(w/w). Lanes 2-4, tCrylAa, tCrylAb and tCrylAc. Lanes 6-8, tqCry1Aa8, tqCrylAb2 and 

tqCry1Ac3 . C. Quimeric purified CrylA toxins by size exclution chromatography. Lane 1, 

Cry1Aa8, Lane 2, Cry1Ab2, and Lane 3, Cry1Ac3. 
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Figure 2D. Wheel representation and three dimensional representation of the wild type 

(a) and quimeric a-helix seven (b) of domain I from CrylAa toxin. In the wild type, 

interactions (*) are between hydrophobic and hydrophilic amino acid residues, while 

in the quimeric toxins, the interactions are between polar--polar uncharged aminoacids 

(*). a-helix seven of CrylAb and CrylAc toxins have, instead of S-N interactions 

(+) P---N interactions and aCrylAb toxin has I---S (+) instead of A-V. 
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Figure 3. Quimeric CrylA toxins elicited similar Ab isotype responses (black) than wild type 

(white), after intraperitoneal immunization but with differential magnitude. For example, the three 

quimeric toxins, Cryl Aa8, Cry1Ab2 and Cry1Ac3 elicited in serum (S) a lesser magnitude, while in 

in the mucosa) sites of gut [detected in small intestine, (SI) and large intestine, (LI)], and 

upperairways (detected in tracheopulmonary fluids (TP)], the magnitude was . Levels of Ab were 

measured by indirect ELISA. Data are presented as the average OD 405 nm ± SD of five individual 

per group. Significant differences (P < O.OS) are indicated as follows: (a) versus control animals; (*) 

between CrylA quimeric toxins, and (+) versus wild type . 

101 



102 

1.n.route 

s SI 
3.0 

LI TB 

2.5 
lgM 

2.0 
+ u; . 
D 

l.O 

0 .5 

o.o 1 3.0 
lgG +a• 

~ 2.tl • ª*+ ... a 
Q 2.0 
o 

1.5 
+ 

1.0 

0 .5 

o.o 
3.0 

lgA + .. 
2.6 • + a 

+ a .. 
a a 

2.0 

1.5 

1.0 

0.6 

Figure 4. After intranasal inrnmunization quimeric CrylA toxins (black) induced higher levels of 

Ab (IgA, IgG) with respect to wild types toxins (white), specially those detected in serum (S), and 

tracheopulmonary fluids (TP). Levels of Ab were measured by indirect ELISA- Data are presented 

as the averages of 00 405 nrn ± SO of five individual per group. Significant differences (P < 0.05) 

are indicated as follows: (o) versus control animals; (*) between CrylA quimeric toxins, and (+) 

versus wild type. 
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Figure 5. Physicochemical profiles of wild type (a) and quimeric (b) a-helix seven of Cryl Aa (I) 

and CrylAb (Il) toxins. Antigenicity profile (yellow) according to Parker et al. ., 1986; 

hydrophobicity (red), Kyte and Doolittle., 1982; antigenicity profile (dark green) according to 

Welling et al. ., 1985, hydrophilicity (dark blue), Hopps and Woods., 1981; transmembranous 

regions (blue), von Heijne, 1982; solvent exposed (green), Boger et al.. , 1980. Differences between 

wild type and quimeric a-helix seven (arrows). 
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Table 2. Physicochemical paramet.ers ofthe antigcnic aminoacids in wild type and quimeric a.-helix 
seven from CrytA toxins 

PHYSICOCHEMICAL •Peak1 +Peakl +Peak3 
PARAMErER 223S 224R 2250 226V227R228Y 229N230Q , .... .,. ....... 

::lcS (16'/' 
31 (18) 23 (U)I' 

A:ntigenic;ity 3S (:11) 100 (100) TO (O) 

Pe.rbut al., 1986 44 (3:2) 36(1.7/' 100 ~) 38 (O) 
.S2 (l6) 31Ql)I' 100 (38) 

97 n8'I 91fl0..,. 

-1..S (-7.s) 
-1-.S ~1.s) 

H ydrophobicity ·1.S (-7..S) ·1.S (1.0'J' 
-1..S (-1.S) -1..S (1.D'J' -11..S (-11.S) 

Kyte and Doolittlll, 1982 -9..S (-9..S) 
-8.0 (-8 .0) -8 .0 (7..s)I' -ll .O (-9.5) 
• 9.0 (-9.0) 
-11..S(-ll.S) 

An1lgenícity .300 c_l).300) 
- .093 (· .093) -3.0 (-3 .0)I' 
-.UO (· .l:IO) -3 .0(-3 .0;1' -0.048 (-0.048) 

Welling •t czl7 1985 .618 (0.618) -.84-0 (-.840) -:1.3 (-J.3)1' -0 .016 (-0 .076) 
.600 (O .600) .600 (-0 .oe.s:t 

- .181 (- .181) -2 .J (-J .l::J> 
- .$30 (· ..830) 

Hydropbilicity 2..S (:U) 
0.0(0.0) 

- 1.0 (l.5)1' 2..S (1...S) 
3..S (3..s) 

-1 .0 (-1.0) 
- l..S (-1..s)I' 2..S (l.01' (Hopp and Woods, 1981) 

3 .0 (3 .0) 
-2.S (-2.s) 

- 3.0 (·3.0)1' 4.S (4 . S) ·1.0 (-U)) 
t<,1<' 
1.0 (l.o) 1.00 (l.00) 

Helicoidal membrano11S i.o (l.o) 1.0 (l.o) O .OS (O.o3) 4 .03 (:U3J; 

~ (von Heijne, 1992) 1.0 (l.o) 1.0 (l.o) 
l.o (LO) 1.0 (l.o) 

t n "n' 

Solvent e.ccesi:>ility 0.00 (.tl.00) 1.47 (l .41) 
1.58 (l.58) 1.39 (l.10"/' 3.61 (3.61) 

(Boger et e.17 1986) 1.64 (1.64) 
1.26 (l.26) 1.44 (l.44)1' 1.88 (l . 11) L88 (l .88) 

1..64 (l.451' 
3.32 (3.32) 1.19 (l.19"/' 
3.32 (3.32) 3.32 (3.671' 

•pttl<• l, 2 ond 3 cOll"Kp<ll>4 to ~o<hmúcol p:omt t.rom 1lgan S (J) -S (11). VUIK &\ ptndhKti «mHp<ll\4 to ~ ~ 
--"'- CzylAqa:immctoxin.No W,.lmt-,ám:Wr~~ --qam.íctollán< CzylAaB,CzylAc3 ond Czyl~l ­
~~ tollin vdots ctilr.--.trun - ~ toxih< Czyl.Ao8 ond Czylk3. 

Table 2A Physicochemical parametcrs of the wild type motif ( 239TVID IV AL24 5) and quimeric motif (239ISSDSI GV24 5) 
in a..helix seven of domain 1 from CtylA toxios 

PHYSIC OCHEMICAL 237T 238L 239T--1; 240V-S 241L-S 24D-D l431-S 244V-I 24.5A-G 2461..--\ PARAMETI:R 
24.55-- e• 

Antigenicity 0 (43) o (100) 0('91) 0(100) o (O) o (O) o (O) o (O) 
s (O) 

o (O) o (49'}' 16 (O)' 
Pvmet al, 1986 o (01' 

H ydrophobicity 
9 .0 (9) IU(7) 9.S (-1) u .o (1) 13.S (S) IU(U) 7.5(7.0) 

K yte aro Doolitt.L! U(.S'J' 6.S (J'J' 
9 (7) 9 (:1.5) 10 (1) 

8.S (·11' 10.S (11' lU(.S'/' 8.0(7 JJ1' 7.0 (J .S1 
1982 

Antígenicity 1.41 (-14.s) 1.37(-1.90) 1.74 (-1.53) f0 .18l(·BO O.l1(·1.96 ·.l49(-H3 1.48(-Hl) • l.81 (-l.44) --0.36 (-l.43) . 1.14 

Welling et el, 1985 l.4l (-0.051' f0.18(-l.30) l-"(-l.7.$j -1.95(-HS) -U3 (·l.46'}' (l.87) 

Hydrophili:iiy ·•(O) -4(4 .0) -4 .S (·3.0) ·6.5 (1) • 3.S (D.5) -3.0 (l.S) -3.5(0 .S) -5.S (-l) -4.S(·l.S) 6.S (3 .S) 

Hoop; aro Woods, -l(·l"I' l (3 .51' ·4.0 (-1)' -l.S (U1' ·5 .0 (·2) -45(3.S;t> 4 . .S (4 .5) 

1981 

Heliro idel meni>ranous .41 (.33) .so (.41) .59 (.SI) .10 (1.0) 1.0 (l.00¡ 1.00 (1.00) l (l) 1 (1) 1 (1) 1(1) 
regions {-ron Hoijne, .49 (411' .58 (.SO)' .61 (0 .6)' 0.7 (D .66) 0.18 (D .11)' 

1992) . .56 (.SO'J' .64 (D .6'1' 

Solvent accesiiility 
.4l ( 37) .:20 ( .l8) .40 (.51) .lO (.53) .18 (.4.S) 

.U(.64) .14 (.ll) .14 (.ll) .ll (.11) o.:16 ( .ll 
(Boger et al., 1986) .16 (.64'1' .14 (3SJ' .19 (.ll"I' .18 (.'lO-; 0.40 ( .24 

.18 (.3 51° 

. Cry!Aa(Cry!Aa8), 'CrylAb (Cry1Ab2), <Cry!Ac (Cry1Ac3)values ofantigenii: amiro ecids. Values in pmntheses comspo!rl to 
aminoecids in !he químeric a,..helix seven. Wild type o:rrl quimeric CrylA toxins, Cry!Ae_ Ciy!Ac llave very simi1111 values . LIS, 
new peak in figures .5L aid 511 . 
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Table 3. Analysis ofthe wild type and quirneric a-helix seven of domain 1 
arnphiphilicity 

Aminoacid helix sheet helix angle Sheet angle 
resid11P 

236L 63 (11.5) .59 (21) 90 (98) 180 (164) 

237T 81 (131) 86 {.56) 90 (118) 147 (140) 

238L 23 (39) 60 (41) 90 (120) 174(140) 

239 T - - (1) 27 (23) 64(37) 90 (90) 146 (147) 

240 V --(S) 56 (12) 91 (1.5) 120 (90) 140 (140) 

241 l.- - (S) 79 (26) 6.5 (31') 120 (120) 140 (140) 

242 D- -(D) 94(26) 34(32) 104(90) 140 (143) 

2431- - (S) .58 (11) 50 (22) 120 (120) 140 (144) 

244 V- - (1) .56 (28) 4.5 (13) 119 (112) 180 (140) 

245 A- -(G) .58 (46) 32 (26) 113 (120)) 
AQ {.41'\\c 25 (26)" 180 (140) 

246 l.- -(V) 48 (33) .5 (21) 97 (117) 1.57 (180) 

247F 24(30) 6 (14) 111 (112) 140 (180) 

-V8lues in parentheses are from. the quimeric a,..helix seven amino acid residues, •correspand to values 
fram. Cryl Ac toxin different. 

5111. wild type a-helix seven of CrylA toxins. 

223 SRDWVR YNQFRREL TL TVLDIV ALFSNY 247 

quimeric a-helix seven ofCrylA toxins. 

223 SRDWVRYNQFRRELTLISSDSIGVLTVLSNY 247 
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Figure 6. Antigenicity ofthe DTB motif in a-helix seven CrylA toxins, evaluated by the detection 

of the Ab in ali the fluids analyzed by intranasal (a) and intraperitoneal route (b) analyzed by 

indirect ELISA, and expressed as the average OD 405 nm ± SD of five individual mice.c. 

Specificity of the anti-diphtheria toxin, anti-Cry1Aa8 (A), anti-Cry1Ab2 (B) and anti-Cry1Ac3 (C), 

are given as the average OD 405 nm ± SD of five individual mice; control animals , immunized with 

and without the inhibitor (wild type CrylA toxins) 
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Figure 7. Wild type and quimeric CrylA toxins induce a mix of IgG Ab subclass, IgG l and IgG2a, 

(indirect measure of the Th cellular immune response), indicating a mix of Thl-Th2 cellular 

immune response. In addition, quimeric CrylA toxins were able to modulate these Th cellular 

response toward Th2 (IgG l < lgG2a) after intraperitoneal route. The detection of the antibodies in 

serum (S), small intestine (SI), large intestine (Ll) and tracheopulmonary tluids (TP) was measured 

by indirect ELISA. Ab levels are expressed as the average 00 405 nm ± SO of five individual 

mice. Significant differences (P < 0.05) are indicated as follows: (o) versus control animals; (*) 

between CrylA quimeric toxins; (+) between wild CrylA type. 
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Figure 8. Wild type and Quimeric CrylA toxins induced a similar pattern of lgG 1 and IgG2a Ab 

after intranasal immunization in BALB/c mic in the different fluids analyzed, serum (S), small 

intestine (SI), large intestine(LI) and tracheopulmonary fluids (TP). Except wild type Cry 1 Ac toxin, 

which elicited a higher level of IgG2a Ab, indicating a bias to Th 1 cellular immune response, 

whereas the quimeric toxin, Cry1Ac3 induced a mix of lgG 1 and lgG2a Ab, indicating a mixed 

phenotype Th 1-Th2. The levels of these subclasses of Ab are expressed as the average 00 405 nm 

± SO of five individual mice. Significant differences (P < 0.05) are indicated as follows : (a) versus 

control animals; (*)versus between CrylA quimeric toxins; (+) between wild type. 
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Apéndice 3: La unión de los dominios tipo lectina de las toxinas CrylA 

a las células del sistema inmune es un primer paso en la inducción y 

modulación de una respuesta inmune celular Th en ratones BALB/c. 
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Lectin like binding by Bacillus thuringiensis Cry1A toxins is a first step in the 

induction and modulation of the Th cellular immune response by Cry1A toxins in 

BALB/c mice. 

1Guerrero GG*., 2Russell, M. and 1L. Moreno-Fierros. 1Laboratorio de Inmunidad de mucosas. 

Unidad de Biomedicina. FES IZTACALA. UNAM. Av de los Barrios No l. Col. Los Reyes 

Iztacala. Tlanepantla, Edo de Méx.ico.2Witebsky Center of Microbial Pathogenesis. Departament of 

Microbiology and Immunology. SUNY. Buffalo, NY. USA. 

Abstract. 

The mechanism ofthe induction ofthe Th cellular immune response by Bacil/us thuringiensis 8-endotoxins in 

vertebrates is investigated. Using kinetics of induction of Thl-Th2 cytokines by spleen cells stimulated in 

vitro with wild type CrylA and quimeric toxin (DTB motif in a-helix seven domain I) and inhibition assays 

with N-acetylgalactosamina (GalNAc), in this work, is shown, that lectin-like binding of CrylA toxins to the 

receptors on immune cells is the initial step in this mechanism. Spleen cells stimulated with CrylAa toxin 

induce a small amount ofIL-10, IL-4 (Th2 type cytokines) and ILl2p70, IFN-y (Thl type cytokines) at very 

early times ( 4 hs). The production of both types of cytokines, except ILI O was inhibited by the preincubation 

ofthe toxin with GalNAc. Quimeric CrylAa8 toxin induce higher levels of ILIO, ILI2p70 and IFN-y than 

wild type at ali times measured, except IL-4. The production of the three cytokines was also inhibited by 

GalNAc. Moreover, both types oftoxins were able to activate in greater proportion B cells than T cells; and to 

prime different populations of effectors cells, i.e. ILI2p70 producer cells were primed by Cry 1 A toxins 

whereas, IFN-y and ILI O producers cells were primed by Cry l Aa8. Ali these data together, in di cate that 

GalNAc is part ofthe CrylA receptor on immune cells and support the assumption that one mechanism that 

can be used by these toxins for the modulation of the Th cellular immune response is signalling via receptors 

on immune cellst through its lectin like binding domains . 

*To whom correspondence should be addressed: gloriaguillermina@correo.unam.mx 
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Keywords, ó-endotoxin, Bacil/us thuringiensis, immunomodulatory molecules, lectin like domains, N­

Acetylgalactosamina, alpha helix seven . 

Abbreviations used. CrylA toxins, CrylAa, CrylAb and CrylAc. DTB, diphtheria motifB fragment, 

IL, interleukin, SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate, TB, terrific broth. SEC, Size exclusion 

chromatography. GalNAc, N-Acetylgalactosamine, LPS, Lipopolysaccharide, GMl, 

lntroduction. 

ó-endotoxin forms part of a family of insecticidal crystal proteins (ICPs) produced by Bacillus thuringiensis, 

during sporulation, toxic to a different orders of insects as well as to other invertebrates (Schnepf et al.., 

1998). Upon ingestion by a susceptible insect, the inclusion or protoxins (- 130 kDa) are solubilized and 

activated by the insect midgut proteases into a 65 kDa toxin. After binding to receptors in the gut, the 

activated toxin form cationic pores that destroy the large transepithelial potential, leading to an increase in 

intracellular pH and larval death. ó-endotoxin are also members ofthe pore forming bacterial toxins. They are 

composed of three domains as was resolved by x ray diffraction (Li et al., 1991; Grochulski et al., 1995; 

Galistky et al., 2001). Domain l, is a bundle ofseven alpha helix, involved in pore formation . Domain II, a 

three anti-parallel 13-sheets, is the receptor binding domain, whereas, Domain lll, a 13 sandwich of two anti­

parallel 13-sheets, is important for the stability of the toxic fragment (Li et al .. , 1991 ), and recently in volved in 

receptor binding (Burton et al., 1999) as well as in the regulation of the pore formation activity (Chen et al.., 

1993). Lectin binding properties ofthe Cry toxins reside in domain II and domain Ill (Cry!Ac toxin) . Domain 

II, constitute the most divergent region ofthe CrylA type toxins. Interestingly, its tridimensional structure is 

shared with other carbohydrate binding proteins such as vitelline membrane outer layer protein 1 (VMOI), 

jacalin (Sankaranarayanan et al.., 1996); KM+ manose Arthocarpus integrifolia (jackfruit) (Rosa et al.., 

1999), and Maclura pomifera agglutinin (MPA) from the genus Maclura (Lee et al.., 1998). By other hand, 

domain lll is similar with the N-terminal cellulose-binding domain from the bacterium Cellulomonas fimi 1,4-

13-glucanase CenC (Johnson et al.., 1996). Receptor binding is a key step in specificity and toxicity of Cry 
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Aproximately 1 X 106 cells were labeled with 0.1 µg of fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled anti-CD4, 

FITC-labeled B220, and phycoerythrin (PE)-labeled anti-CD69 mouse antibodies, and isotype matched 

controls (Pharmingen) in a total volume of l 00 µl of staining buffer. Then cells were washed with cold 

staining buffer containing 0.05% sodium azide. Flow cytometry analysis was performed using F ACSCalibur 

flow cytometer (Becton Dickinson, Mountain View, CA). Dead cells were excluded from analysis using 

propidium iodide (Molecular Probes, Eugene, OR) staining. Lymphocytes were gated according to forward 

and side scatter and at least 10,000 events were adquired and analyzed. Numbers were calculated against the 

relevant staining controls. 

Statistical analysis. Data are expressed the mean ± SD for independent experiments. Statistical analysis was 

performed using ANOV A . 

Results 

Wild type Cry1A type toxins induce small amounts ofTh1-type and Th2 type cytokines. 

Spleen cells from BALB/c mice stimulated with CrylAa toxin (10 µg/ml.), produced small and moderate 

amounts of Thl and Th2 cytokines, both, accumulated at very early times (4 h). For example, IL-4 (a Th2 

type cytokine) started to accumulate at 4 hs, followed by an slight increase at 24 hs and 72 h (Fig. IA); 

whereas, ILlO (Th2 also) was produced also in small amounts only at 4 h (Fig. lA). IFN-y (a Thl type 

cytokine) accumulate very early followed by a linear decrease (Fig. IA). IL12p70 production was small and 

reached a maximum at 24 h, followed by an extinction at later times points (Fig. 1 A). 

Quimeric Cry1A toxin induce mostly Th1 type cytokines. 

Remarkably, after spleen cells were stimulated with CrylA8 (10 µg/ml), it was observed differences in the 

magnitude ofThl-Th2 type cytokines induced with respect to CrylAa toxin (Fig. lA-B). Thus, for example, 

ILlO accumulated in small amount at 24 h followed by a sustained production at later times points (Fig. lB). 

IFN-y production reached a plateau at 48 h, followed by a decrease at 72 h (Fig. IB). IL12p70 was 

synthesized at significant amount than LPS (2.5 µg/ml), but the induction reached a plateau at later times (24 

h) (Fig. IB). The production ofILl O at this time is low (Fig. IB) and there was not IL4 (Fig. IB). In contrast, 

LPS induced in significant and small amounts, ILIO and IL-4, respectively (Fig. 2A). Furthermore, spleen 

cells stimulated with diphtheria toxin (DT) (10 µg/ml) ., produced mostly IL-10 (a Th2 type cytokines) and 

moderate amounts ofIL-4 (Fig. 28). While IFN-y (a Thl type cytokine) was produced in a small amount at 

two different times 4 and 72 h (Fig. 28), and it did not induce ILI2p70 (Thl). Concanavalin (ConA, 125 
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µglml) induce significant amount of IFN-y, IL-4 and IL-1 O (Fig 2C). These data suggested us that quimeric 

Cry!A toxins are priming IFN-y and IL-10 T cell producers. 

Wild type Cry1A toxin induce predominantly a component cellular (Th1) after restimulation of spleen 

cells from intranasally primed Balb/c mice. 

Spleen cells from BALB/c mice primed intranasally with CrylAa toxin and reestimulated with ConA 

produced small amounts of Th l type cytokines (Fig 3A). In contrast, spleen cells restimulated in vitro with 

CrylAa (10 µglml), produced predominantly a Thl component, IL12p70 (Fig. 3C) which reached a plateau 

at 24 h, whereas, ILlO production by CrylAa, was small and a plateau was observed after 24 h of in vitro 

stimulation, consistent with the capacity ofthe CrylA toxins to modulate Thl and Th2 type cytokines. 1n fact, 

the production of IL12p70 was higher than that induced by LPS (Fig.3B). Even more, spleen cells 

restimulated with Cry1Aa8 (Fig 3C) showed a different kinetics ofinduction than CrylAa, LPS, and DT (fig 

38). lt was observed an steadly increase until 24 h, followed by a decrease (Fig. 3C). CrylAa and Cry1Aa8 

induced also ILl O at later times than the maximum of IL12p70, strengthening one more time, the capacity of 

the CrylA toxins to function like immunodulatory molecules, similarly to other bacteria! derived products 

(Williams et al.., 1999; McGuirk et al .. , 2002; Langenkamp et al.., 2000; Ryan et al.., 200 l; Constant et al . . , 

2002 ). 

Quimeric Cry1Aa8 toxin induce a mix of Th1-Th2 type cytokines after restimulation of spleen cells 

from intranasally primed BALB/c mice 

Next, to address directly the above assumption mice were primed by intranasal immunization administration. 

lnterestingly, spleen cells restimulated with CrylAa and CrylAc, both induced significant amounts of ILlO 

and lFN-y (Fig. 4). The two pore forming mutants showed a similar production but with a different kinetic 

(Fig. 4). Spleen cells restimulated with these both types ofCrylA toxins did not produce IL12p70 (Fig.4) . In 

contrast, spleen cells restimulated with LPS and DT did not produced any amount of cytokines; suggesting 

that priming of cells by Cry1Aa8 toxin is specific for molecules like lectins since ConA was able to induce 

significant amounts of lFN-y and lLl O with moderate production of IL-4 but no IL l 2p70 (Fig 4D). 

117 



l l 8 

Cry1A toxins causes increased activation of spleen B cells. Spleen cells from BALB/c mice (Fig 5 I, A­

D) and spleen cells from intranasally primed BALB/c mice (1, A'-D"") were stimulated different type ofCrylA 

toxins, CrylAc (Fig 51), CrylAa (Fig 5II), DT and Cry1Aa8 (Fig Sii), respectively. A high proportion of B 

cells [B220+(CD69+)] were activated from unprimed mice (B-D) than from intranasally primed mice (B'-D'). 

In contrast, a less proportion of T cells (CD3+/CD69+) than B cells were activated by CrylAc toxin (Fig. 

51).Similar results were observed in the case ofthe CrylAa and CrylA8 toxins (Fig. 511). Even more, it was 

observed that GalNAc inhibit partially the activation ofB cells (Fig 611) whereas, stimulate the activation ofT 

cells (Fig 61). These preliminary results suggest the assumption that the cellular effects induced by the CrylA 

toxins, could be mostly on B cells. 

N-Acetylgalactosamine inhibits the cytokine induction by wild type and pore forming Cry1A mutants. 

To assess the assumption that a first step in the immuno modulatory capacity ofthe CrylA toxins is the lectin 

like binding of these toxins to B and T cells, spleen cells from unprimed and intranasally primed mi ce were 

stimulated and restimulated with the mix CrylA toxin : GalNAc. Essentially, similar results were found 

whether the spleen cells were from unprimed (Fig 7) and primed mice (Fig. 8). IFN-y and IL12p70 (Thl) 

production by these toxins were inhibited at ali times measured, except lLI O production by spleen cells 

stimulated and restimulated with CrylAa and CrylAc toxins, respectively, instead it was observed an 

stimulation. Conversely, IL-10 production by spleen restimulated with ConA and CrylA8 (Fig 7) was 

inhibited by the aminosugar, especially in the case ofCrylAa8. 

Discussion. 

Lectins are a class of carbohydrate-binding proteins, devoid of catalytic activity, that exert their biological 

activity by binding to mono-and oligosaccharides (Lis and Sharon., 1998). Bacteria! toxins are also, 

carbohydrates binding proteins, called sometimes lectins (Loris et al .. , 2002). These toxins exerts its potent 

immunogenicity by binding to the glycosphingolipid, GMl ganglioside [Gal(pl-3)GalNAc(~l-4)(NeuAc(a2-

3))Gal((~ l-4)Glc(~ 1-1 )ceramide] on the surfaces of mammalian cells in vertebrates (Nashar et al.., 1996; 

Lavelle et al.., 2000). In this work is reported the involvement ofthe lectin like binding domains in the strong 

immunogenicity induced by Bacillus thuringiensis Cry proteins. Our results stress not only the capacity of 

the Cry toxins to induce and modulate the Th cellular immune response but suggest that a first step in these 
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capacities is the lectin like binding by CrylA toxins to to receptor (s) specific for GalNAc on immune cell. 

Furthermore, it is proposed that alpha helix of domain I is assisting to domain II in the initial interactions 

with the immune cells because it is in close contact with this domain and due to its hydrophobic nature 

(Guerrero et al.., submitted). 

It is well documented that other bacteria! toxins by binding to the glycosphingolipid, GMl ganglioside 

(Gal(f3l-3)GalNAc(f31-4)(NeuAc(a2-3)Gal((f31-4)Glc(f31-l)ceramide] on the surfaces of mammalian cells 

(Nashar et al .. , 1996; Lavelle et al.., 2004)., not only modulate the Th cellular immune response but the 

lymphocytes subsets (Nashar et al.., 1996), whereas plant lectins, like jacalin, by binding specifically to Gal­

f3-l,2-GalNAc and to others monosaccharides (Pinneau et al.., 1991) actívate CD4+ T cell lymphocytes and 

inducing them to divide; other lectins that are also carbohydrate-binding proteins, devoid of catalytic activity, 

such as, concanavalin (ConA), and phytohemaglutinin (PHA) (Lis and Sharon., 1998), are potent mitogen of 

T cells (Lis and Sharon et al.., 1998). lnterestingly, we found 100% inhibition of the cytokine production by 

spleen cells stimulated with CrylA and Cry1Aa8, except ILlO which was enhanced (Cry!Aa and CrylAc) 

(Fig. 7, 8), suggesting that induction and modulation ofthe Th cellular immune response depends of binding 

to the receptor (s) specific for GalNAc on immune cells in mice. Furthermore, and similarly to other bacteria! 

lectins (Lorie, 2002), bacteria! CrylA stimulate lymphocyte populations, a higher activation of B cells 

(CD69+/B220+) than T cells (CD69+/CD3+) was observed (Fig. 51, II). This higher activation ofB cells has 

been usually is associated with an enhancement oftheir competency as antigen-presenting cells (Lassila et al., 

1988) leading to activation and differentiation of the CD4+T cell populations into Tul and Th2 subsets 

(Constant and Bottomly., 1997) and to the production ofthe appropiate cytokines for the differentiation ofthe 

B cells toward antibody producer cells. Furthermore,it was observed a differential activation by Cryl Ac toxin, 

whereas, T cells activation was stimulated in the presence ofGalNAc, a 15-20% inhibition ofB cell activation 

after 4 h of in vitro stimulation (Fig 61-II). Therefore, Cry!A toxins could be modulating also not only the 

cytokine production but the lymphocyte subsets . This was further supported by the different effectors 

populations of immune cells after priming mice, first , by intranasal route followed by the restimulation in 

vitro ofthe spleen cells with wild type and quimeric Cry!A toxins (Fig. 3-4). The low levels of!L-4 detected 

in supematants of spleen cell cultures could be dueto severa! reasons, one is that reutilization of the cytokine 

by proliferating cells, since the induction of Th2 priming following intranasal antigen delivery has been 
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shown to require lL-4 (Herrick et al., 2000) and, second, after spleen cells of intranasally primed mice were 

restimulated with wild type (Cry!Aa, Cry!Ac) and quimeric CrylA toxins (Cry!Aa8,CrylAb2) (Fig. 4) could 

be inducing T cell regulatory (Trl), producers ofhigh levels oflLlO with low or undetectable lL-4 (McGuirk 

et al.., 2002); similarly to what has been reported for cholera toxin (Lavelle et al.., 2003). In addition, these 

data, are strengthened by the kinetics of cytokine induction and inhibition of the cytokines, lL-10 and IL 12 

production by spleen cells. This ability is shared with other pathogen-derived immuno-modulatory molecules 

such as, bacteria! toxins {CTx, Etx) (Willimas et al.., 1999) LPS, CpG (Shirota et al.., 2002) glycolipids. 

Sorne of these molecules stimulate ILlO production from macrophages and /or dendritic cells (DCs) 

(McGuirk et al.., 2002) and /or inhibit IL12 signalling pathways (Ryan et al .. , 2001). However, little is known 

about APCs and cytokines that promote the induction of regulatory T cells in vivo (Shevach., 2002). Two 

examples of lectins, that has been reported to induce ILlO by dendritic cells (DCs) with suppressor activity, 

directing nalve T cells into regulatory phenotype; are the filamentous hemagglutinin (FHA) (McGuirk et al .. , 

2002) and cholera toxin (Lavelle et al.., 2004). In this work, it was found that spleen cells from intranasally 

primed mice and restimulated with CrylAa and Cry1Aa8 (Fig. 3-4) induce high and moderate levels 

significant amount oflL12p70 and no ILlO production at this time but at later times points (Fig.4), suggesting 

a induction of sorne type of regulatory cells . 

In summary, in the present study, it is shown that a first step in the activation, induction of a cellular Th 

immune response by CrylA toxins is precisely its lectin Iike binding domain 11 to the receptors on immune 

cells. Thus, CrylA toxins representa potential and safe mucosa) adyuvant that can be used for the treatment 

of chronic diseases, inflammatory diseases, autoimmune and food allergy due to their abilities to induce 

regulatory T cells. So far, it could be used in the treatment of infectious disease also, specially caused by 

intracell ular pathogens since they induced an important cellular component (Th 1 ). 
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Figure l. A. Wild type CrylAa toxin induce a mix of Thl-Th2 type cytokines. Spleen cells from 

unprimed BALB/c mice were stimulated in vitro with CrylAa (10 µg/ml), and produced small 

amounts of lLIO and ILl2, very small levels of IL-4 is produced at late times (white circles). B. 

Quimeric Toxins induce mostly Thl type cytokines, IFN-y and 1Ll2p70 after stimulation of spleen 

cells from BALB/ c mice with Cry1Aa8 (IO µg/ml). IL-4 and IL-10 is detected in low amounts 

Control (black circles). Concentration of cytokines present in the culture supematants at different times 

were determined. Limit ofdetection was 7.8 pg/ml (IL-4); 31.3 pg/ml (IL-10); 15.6 pg/ml (IFN-y) and 

62.5 pg/ml (ILI2p70), respectively, in the culture supematants by ELISA. lt is shown one 

representati ve experiment. 

125 



126 

B 

Cry1Aa8 toxin 
80 

IL-4 IL-1 O 

60 

~ 40 . a> 
c. 

20 

o 

~ o 4 24 48 72 o 4 24 48 72 

500 
Aa8 

IFN-y IL-12p70 
400 

~ 300 
a>. 
c. 

200 

100 

o 
o 4 24 48 72 o 4 24 48 72 

time (h) 

126 



A 
DT 

250 
IL-4 IL-1 O 

200 

~ 150 
= c. 

180 

50 

~ • o 4 24 48 72 D 4 24 48 72 
500 

T 

IFN-T IL-12p70 
40.0 

í; 300 
i 

280 

180 

o 
o 4 24 48 72 o 4 24 48 12 

time(h) 

Figure 2. Diphtheria toxin {DT) (A) induces mostly a Th2 component {IL-1 O), very small amounts 

of IL1270 and IFN-y was produced in small amounts. Whereas LPS (B) induced moderate amounts 

of ILl 2p70 until 72 hs, and small amounts of Th2 type cytokines. The spleen ce lis were stimulated 

with l O µg/ml and LPS (2.5 pg /mi), respectively. Concanavalina (C) induce significant amount of 

Th l (IFN-y) and Th2 cytokines (IL-4, IL-1 O). Detection of cytokines in the culture supematants was 

made accordingly to manufacturer's intructions. lt is shown one representative experiment. 

127 

127 



128 

B 

LPS 
500 

IL-4 IL-1 O 
400 

-€ 300 
O) 

o... 200 

100 

o 

~ o 4 24 48 72 o 4 24 48 72 

500 s 
IF N-y IL..:12p70 

400 

~ 300 
a... 

200 

100 

o 
o 4 24 48 72 o 4 24 48 72 

time (h) 

e 
ConA 

500 500 
IL-4 IL-1 O 

400 400 

~ 300 ~ 300 
Cl 

Cl c. 
a. 200 200 

100 100 

o o 

~ o 4 24 48 12 8 4 24 48 72 
500 

~ 

IFN-y IL-12p70 
4600 400 

~ººº ~ 300 
C) 

c. c. 
200 

1500 
100 

o o 
o 4 24 48 72 o 4 24 48 72 

time (h) time (h) 

128 



129 

A B e 

ConA LPS/DT Cry1A3'Cry1 Aa8 
200 

L-10 IL-10 IL-10 

150 

l 100 
CD c. 

50 

o 
o . 4 24 48 72 o 4 24 48 12 o 4 24 48 72 

1500 L-12p70 IL-12p70 
1250 

~1000 
e 
c. 750 

500 

250 

o 
o 4 24 48 72 o 4 24 48 72 o 4 24 48 72 

time(h) time(h) time (h) 

Figure 3. CrylAa toxin primes mostly a Tul component, 1Ll2p70 cells producers (gray symbols ). After 

i.n. priming of BALB/c mice, with CrylAa toxin, spleen cells were restimulated in vitro with (A) ConA 

(2.5 µg/ml), (B) LPS/DT (gray and dark triangles, respectively), (C) CrylAa (10 µg/ml) and Cry1Aa8 

µg/ml) (dark gray circles). Controls (black circles). The production of a predominantly Th 1 component by 

priming spleen cells with CrylAa toxin was even higher to that induced by LPS (B). Detection of 

cytokines was made as described in materials and methods. [t shown one representative experiment. 
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Figure 4. Quimeric toxin Cry1Aa8 primes a mix of T cells subpopulations, Thl-Th2 cytokine producers. 

Spleen cells of mice intranasally primed mice with Cry1Aa8 (50 µg/ml) and restimulated with wild type 

toxins, CrylAa and CrylAc (10 µg/ml), Cry1Aa8 (10 µg/ml), and Cry1Ab2 (10 µg/ml) produced a mix of 

IFN-y and IL-1 O, respectively. There was not production of 1Ll2p70. The detection of the cytokines in the 

supematants cultures were made as described in material and methods. It is shown one representative 

experiment oftwo independent experiments. 
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Figure 5. Activation of B cells and T cells by CrylAc toxin. After 4 h spleen cells from unprimed 

mice were stimulated with buffer (A-C), with CrylAc toxin (10 µg/ml) (1), Diphtheria toxin (10 

µg/ml), CrylAa (10 µg/ml), and Cry1Aa8 (10 µg/ml) (II), were marked with anti-CD3+/CD69+ 

and B220-/CD69+, mAbs, coupled to FITC and PE, respectively, for flow cytometry analysis. 

Similarly spleen cells from intranasally primed mice were restimulated in vitro with buffer (A'­

C'), with Cry!Ac toxin (10 µg/ml) (1, A'-D ') and also marked for flow cytometry analysis. Values 

in the upper right quadrant indicate the percentage of double positive cells from one representative 

experiment. 
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Figure 6. Differential effect of the N-Acetylgalactosamine carbohydrate on 

activation of T (1) and B cells (11) by two lectins, Jacalin and CrylAc. After 4 h 

of in vitro stimulation of spleen cells from unprimed mice with Jacalin ( ) and 

CrylAc (10 µg/ml), spleen cells were marked with anti-CD3+/CD69+ and 

B220-/CD69+ mAbs coupled to FITC and PE, respectively for flow cytometry 

analysis. Values in the upper right quadrant indicate the percentage of double 

positive cells from one representative experiment. 
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Figure 7. N-Acetylgalactosamine inhibition ofthe Thl/orTh2 cytokine induction by spleen cells 

from unprimed mi ce. Spleen cells were stimulated with the mix; Cry 1 A to xi ns, Cry 1 Aa, Cry 1 Ac, 

CrylA8 and ConA with GalNAc, respectively (see mat and met). 100% inhibition ofthe Thl­

Th2 cytokine productions were observed in the case ofthe Cry!Aa8 (A) and ConA. However in 

the case ofthe wild type Cry!Aa and CrylAc toxins the production of ILlO which was enhanced 
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instead. The detection of the cytokines in the supernatants cultures was made by ELISA as 

described in materials and methods. It shown one representative experiment. 
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Figure 8. Spleen cytokine production inhibition by N-acetylgalactosamine. After 

spleen cells from intranasally primed mice with CrylAa, Cry1Aa8 were 

restimulated in vitro with the mix GalNAc + CrylAa (A), (B) Cry1A8 and (C) 

ConA, Thl and Th2 type cytokines induction were measured in the cell culture 

supernatant by ELISA assay. Controls (dark grey symbols), induction (medium 

colour grey symbols); inhibition (grey symbols). lt is shown one representative 

experiment. 
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Los resultados de este trabajo se presentaron en Congresos de Inmunología 

tanto a nivel internacional (celebrados en Orlando, Flórida; San Francisco, 

California; París, Francia; Dublín, Irlanda; Habana, Cuba; Nápoles, Italia; 

Montreal, Canadá.) como nacional (Estado de México, Ixtapa, Zihuatanejo y 

Oaxaca, Oaxaca). 
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