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Abreviaturas

APC’s Células presentadoras de antigeno (Antigen Presenting Cells)

ACK Ammonium Chloride Potassium

IL Interleucina

TNF Factor de necrosis tumoral (Tumoral Necrosis Factor)

IFN Interferén

MCP Proteina quimioatrayente de monocitos (Monocyte Chemoattractant Protein-1)
LPS Lipopolisacarido (Lypopolisaccharide)

PBS Amortiguador fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline)

RPMI Roswell Park Memorial Institute

EDTA &cido etilendiaminotetraacético (Ethylenediaminetetraacetic Acid)

TCR Receptor de células T (T cell Receptor)

MHC Complejo Principal de Histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex)
FITC Isotiocianato Fluoresceina (Fluorescein Isothiocyanate)

PE Ficoeritrina (Phycoeritrin)

CD Marcador de diferenciacion (Cluster Diferentiation)

FCS Flow Cytometry Standard



Resumen

La protoxina Cry1Ac recombinante clonada a partir de Bacillus thuringiensis es
altamente inmunogénica y posee efectos adyuvantes tan potentes como los de la toxina
del célera tanto a nivel mucoso como sistémico, sin embargo se desconoce el
mecanismo por el qué ejerce su actividad adyuvante. Debido a que el mecanismo por el
que actuan muchas moléculas microbianas que tienen actividad adyuvante es activando
a las células presentadoras de antigeno (APC) tales como linfocitos B, células dendriticas
y macrofagos (Ma), en este trabajo se plante6d determinar si la protoxina Cry1Ac tenia la
capacidad de activar Ma. Se analizé si la proteina Cry1Ac inducia la expresién de
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 en macréfagos de diferentes sitios a diferentes
tiempos después de la administracién in vivo por la via intraperitoneal (i.p.): peritoneo,
bazo, ganglio mesentérico (GM), o por la via intranasal: pulmén y de lavados
traqueoalveolares; asi como después de la estimulacion in vitro en macréfagos aislados
de los diferentes sitios de animales no inmunizados. Se determiné también si la proteina
Cry1Ac inducia la produccion de citocinas proinflamatorias IL-6, IL-10, IL-12p70, TNFa,
IFNy y MCP-1 en macréfagos estimulados in vivo e in vitro. Los efectos sobre activacién
y produccién de citocinas de la protoxina Cry1Ac se compararon con los inducidos con
LPS. Se encontr6 que Cry1Ac, de manera similar al LPS, incrementa los niveles de
expresion de ambas moléculas coestimuladoras en macréfagos. Aunque siguiendo una
cinética distinta dependiendo del sitio, ya que por la via i.p. la activacién ocurre a tiempos
mas tempranos en macréfagos aislados del peritoneo (el sitio de estimulacion), y a
tiempos posteriores en bazo, mientras que en el ganglio mesentérico la activacién de
macréfagos es menor y mas tardia. Se encontré que la protoxina Cry1Ac induce la
expresion de citocinas proinflamatorias en macréfagos y en algunos casos los efectos de

Cry1Ac fueron similares a los inducidos con LPS (dosis no letal). Sin embargo en



general, los efectos de Cry1Ac y LPS en la induccién de las diferentes citocinas
proinflamatorias variaron en los macréfagos de los diferentes tejidos. Por ejemplo, ambos
tratamientos indujeron incrementos similares de TNFa en M¢ alveolares, moderados en
peritoneo y GM; y bajos en pulmén. También se observaron efectos similares de Cry1Ac
y LPS en la expresion de IL-6, los incrementos fueron altos en pulmén y peritoneo, y
moderados en GM. La produccién de IFNy se incrementé significativamente y de forma
similar por ambos tratamientos en los macréfagos de todos los sitios analizados, excepto
en peritoneo donde se detectd una expresion constitutiva alta. MCP-1 se increment6
también por efecto de LPS y Cry1Ac en GM y bazo pero no en peritoneo, mientras que
en pulmonares y alveolares la alta produccién constitutiva presentada no se modificé. En
general se detectaron bajos niveles de IL-10 en todos los sitios, aunque en GM se
detectaron los niveles mas altos siendo mayores por efecto de LPS que por Cry1Ac. Es
importante destacar que también se observaron efectos distintos de Cry1Acy LPS en la
expresidon de algunas citocinas en macréfagos de los diferentes tejidos, por ejemplo en la
expresion de TNFa en el Bazo, y de IL-6 en Ma alveolares Cry1Ac provocé incrementos
leves, mientras que LPS produjo marcados incrementos. Otra diferencia importante
encontrada con respecto al efecto del LPS, fue que Cry1Ac no incrementa la expresion
de IL-12p70. Los resultados encontrados sugieren que la actividad adyuvante que
confiere esta proteina podria explicarse en parte por su capacidad de incrementar la
expresion de moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 en macrofagos y de inducir

citocinas proinflamatorias tales como TNFa, IFNyy MCP-1.



Introduccion

La respuesta inmune es esencial para proveer proteccién contra organismos
infecciosos como bacterias, virus y parasitos, no es de sorprender que la respuesta este
finamente capacitada para responder rapida y apropiadamente a estos agentes, no sélo
se activa rapidamente, sino también se puede desactivar de la misma manera para
prevenir respuestas inmunes con efectos adversos. Existen diversas maneras por las
cuales la respuesta inmune es regulada; desde las fases iniciales en las cuales los
linfocitos se encuentran con el antigeno hasta que la respuesta inmune va
disminuyendo después de combatir una infeccién. No sélo la respuesta hacia antigenos
exégenos es controlada sino también la generada por antigenos propios; una
caracteristica fundamental del sistema inmune es la falta de repuesta hacia a algunos
de estos antigenos, este estado es denominado tolerancia. Otro de los medios por los
cuales la respuesta inmune es controlada incluyen: la sefalizaciéon por el antigeno,
receptores coestimuladores e inhibidores, citocinas y apoptosis (O’shea y Nutman,
2001). Tradicionalmente estas respuestas se han dividido en dos categorias: la
respuesta inmune innata y respuesta inmune adquirida.

La respuesta inmune innata es la primera barrera defensiva del organismo y no
requiere sensibilizacion previa. Este tipo de respuesta es mediada por células con
capacidad fagocitica y células asesinas naturales, también se considera que es de
respuesta rapida y actua directamente sobre el patégeno sin necesidad de seleccion o
maduracién celular; lo que desencadena una respuesta celular y humoral caracterizada
por la activacion de neutrofilos, células endoteliales y macréfagos ademéas de
mediadores de la inflamacién. La inmunidad especifica, por su parte, es mucho mas
especializada, requiere tiempo para activarse y puede presentar memoria inmunoldgica;

lo que le permite reaccionar mas rapida y eficazmente a una amenaza ya conocida.



La diferencia mas importante que existe entre ambos tipos de respuestas es que la
innata no se modifica tras la exposicidn repetida a un agente infeccioso mientras que la
respuesta adaptativa se intensifica al ir aumentando el numero de exposiciones al
mismo agente patdgeno. Esto ha dirigido las investigaciones hacia la elaboracion de
sustancias que permitan potenciar esta respuesta; ejemplo de esto son las sustancias

inmunomoduladoras.



Inmunomodulacion

La inmunomodulacién se refiere al proceso de modificar la respuesta inmune de
manera positiva 0 negativa por la administracion de drogas o compuestos (Lawson et al
2007) y estas pueden afectar el comportamiento de varias células. Dentro de las
sustancias inmunomoduladoras ocupan un lugar muy importante los agentes
inmunopotenciadores. Estas sustancias son capaces de mejorar la respuesta inmune en
diferentes formas: a) pueden incrementar la inmunogenicidad de antigenos poco
inmunogénicos; b) pueden ser usados para incrementar la velocidad y duracion de la
respuesta inmune; (c) modular la avidez, especificidad, isotipo o distribucién de las
subclases de anticuerpos; d) pueden estimular la inmunidad mediada por células; e)
promover la induccién de inmunidad en mucosas; f) incrementar la respuesta inmune en
individuos seniles o inmaduros inmunolégicamente; g) ademas pueden disminuir la
dosis de antigeno y reducir los costos de las vacunas (Singh y O’ hagan , 2002).

Existen dos tipos de inmunomoduladores los de accién inespecifica y los de
accion especifica, los primeros, logran estimular o suprimir la respuesta inmune, sin que
la actividad de las células estimuladas vaya dirigida hacia un antigeno determinado
(Pirofski et al, 2006); y los de accion especifica, que ejercen su funcion sobre células del

sistema inmune, atribuible a la presencia de un antigeno o inmunégeno dado, por lo que



la accion de estas células para producir una respuesta inmune es especifica y selectiva
(Martinez, 2005).

En general, solo los adyuvantes inmunomoduladores pueden resultar en una
regulacion positiva de todo el sistema inmune, cominmente resultan en la regulacion
positiva de ciertas citocinas y la regulaciéon negativa de otras (Cox et al 1997). Existen
dos principales poblaciones conocidas de células T; las CD4" y las CD8", las Th1 y las
Th2 que han sido bien descritas tanto para ratones como humanos; asi como se ha
postulado su existencia en otras especies. La respuesta Thy producen IFNy, TNF, los
cuales activan macrofagos y estan envueltos las reacciones DTH. Por el contraste, la
respuesta de tipo Th » producen IL-4, IL-5, 1I-10 e IL-13, las cuales son responsables de
respuestas fuertes de anticuerpos, incluyendo la produccion de IgE, e inhibir las

funciones de macréfagos (Romagnani S. 1997).

Macréfagos

Los macrofagos son parte del sistema inmune innato, reconociendo vy
destruyendo patdgenos potenciales incluyendo bacterias, los protozoos, hongos vy
helmintos. Son capaces de reconocer las células singenésicas de tumores y algunas
células infectadas por virus, asi como las células normales que experimentan la muerte
celular programada (Auger et al 1992). También intervienen en las primeras fases de
activacién de las células T, procesando y presentando los antigenos. Aparte de su papel
en el sistema inmune innato, los macréfagos funcionan como células reguladoras y
efectoras en respuestas del sistema inmune humoral. Cuando estan activados los
macréfagos adquieren actividades microbicidas y tumoricidas que involucran especies
reactivas de oxigeno y metabolitos reactivos del nitrégeno. Otras de sus funciones es

coordinar las respuestas adicionales al hospedero mediante la sintesis de un amplio



rango de mediadores de la inflamacién que, finalmente, activan la respuesta inmune
adaptativa y establecen la inmunidad protectora.

Durante la hematopoyesis en la médula 6sea las células progenitoras de
granulocitos y monocitos se diferencian en promonocitos, que salen de la médula 6sea
y pasan a la sangre, en donde se diferencian de modo adicional en monocitos maduros.
Los monocitos circulan en el torrente sanguineo alrededor de ocho horas, durante las
cuales crecen; a continuacién migran hacia los tejidos y se diferencian en macréfagos
especificos de tejido (Goldsby et al 2004).

Los macrofagos estan distribuidos a través de todo el cuerpo en varios 6rganos,
tejidos y fluidos; razdn por la cual son tan efectivos como la primera linea de defensa, y
muestran gran diversidad de fenotipos y de funciones resultado de su habilidad para
adaptarse al ambiente local tales como células de Kupffer en el higado, macréfagos
alveolares en los pulmones, microglia en el sistema nervioso central, y macréfagos en
bazo y la cavidad peritoneal (Barrington et al, 2001; Gordon, 2003). La heterogeneidad
de macréfagos puede ser importante para la diversidad, la flexibilidad y efectividad de
las respuestas inmunes innatas y adaptativas a todas clases de estimulos (Kaufmann y
Schaible, 2005). Un total entendimiento del origen y mecanismo de esta
heterogeneidad se ha obstaculizado por el hecho de que no existen marcadores
confiables para distinguir los diferentes estados de diferenciacién y activacién de estas
lineas celulares, la clasificacion actual esta basada en cierto numero de propiedades
como la presencia de ciertas enzimas intracelulares, presencia de receptores en la
superficie de la célula, carbohidratos y la habilidad de fagocitar IgG, lo que hace muy
dificil que un solo marcador sea especifico para todas las subpoblaciones de
macréfagos (Coligan et al, 2006). La comprension de los eventos moleculares que se

llevan a cabo en los macréfagos como respuesta al reconocimiento de productos



bacterianos, peptidoglicanos y lipopolisacaridos (LPS) nos ayudan a comprender y
caracterizar los procesos inflamatorios que estos conllevan. Los macréfagos activados
son mas fagociticos e incrementan la expresion de MHC |l y de moléculas

coestimuladores (Ripoll et al, 2005).

Moléculas coestimuladoras

El sistema inmunolégico demuestra una alta especificidad que permite reconocer y
defender el cuerpo contra patégenos externos. Los receptores de antigeno de los
linfocitos, los cuales le confieren la habilidad de reconocer y responder a estimulos ya
sean externos e internos, estos abarcan un estimado de 25x10° receptores de células T
(TCR's) y entre 10* y 10" receptores de células B (Keir y Sharpe, 2005). Este nlimero
substancial de conjuntos de receptores de antigeno implican una gran tarea para el
sistema inmunolégico: mantener un repertorio sumamente diverso de la célula T. La
familia de moléculas cosenalizadoras B7-CD28 es crucial para la activacion de linfocitos
T, la prevencion de tolerancia y el desarrollo éptimo de la inmunidad de la célula T,
estas moléculas cosenalizadoras no so6lo proveen sefales criticas positivas que
estimulan el crecimiento de la célula T, la sobrerregulacion en la produccion de citocinas
y la promocion en la diferenciaciéon de la célula T, sino también contribuyen en sefiales
negativas que limitan, terminan o atentan la respuesta de la célula T (Carreno et al,
2002).

Las células T necesitan dos sefales para ser activadas. La primera sefal es dada via
el TCR, reconociendo el antigeno vy ligandolo al complejo principal de
histocompatibilidad (MHC). Esta sefal por si sola puede llegar a producir anergia o

tolerancia (Fleischer, 1996).
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La segunda senal es la llamada “coestimuladora” o “accesoria”; esta sefal es
dada a las células T por moléculas coestimulatorias en la superficie de las APC’s. La
coestimulacién es de interés terapéutico porque la manipulacién de senales
coestimulatorias pueden proveer el medio para aumentar o disminuir la respuesta
inmune (Sharpe et al, 2002). La via mejor caracterizada de coestimulacion de la célula
T implican a los ligandos B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86) que comparte dos receptores:
CD28 y CTLA-4 (CD152). La familia B7/CD28 se ha expandido en los ultimos afos, dos
nuevas vias se han definido, el coestimulador inducible (ICOS) y su ligando B7H
(también conocido como GL50, B7RP1, LICOS y B7-H2) y la muerte programada (PD-1)
y sus ligandos PD-L1 y PD-L2 (también conocidos como B7-H1 y B7-DC,
respectivamente. Ambos tienen papeles en regular la respuesta efectora de la célula T y
son de gran interés por controlar las respuestas patogénicas de la misma. Dos
miembros adicionales de la familia B7, B7-H3 y B7-H4; ademas de un miembro
adicional de la familia CD28: BTLA también han sido identificados (Keir et al 2005).

CD28 proporciona sefnales que aumentan y sostienen la activacion de la célula T
junto con la sefalizacién de los receptores de la célula T, mientras que CTLA-4 pone
sefales de TCR antagdnicas, sirve para aminorar respuesta inmunes secundarias, e
inducen tolerancia (. El equilibrio entre las senales positivas y negativas por CD28 y
CTLA-4 respectivamente es el centro en la regulacion de la proliferacién, diferenciacién,
supervivencia y de las respuestas de la célula T dependientes de la célula B (Tsvetelina
et al 2004).

B7-1 y B7-2 son expresadas en células dendriticas, células B y macréfagos. B7-
2 e expresada constitutivamente expresada en la superficie celular de las APC’s y es
rapidamente sobreregulada a la interaccion con CD28. (Greenwald et al, 2005). La

expresion de B7-1 es lentamente inducida y es estable por un largo periodo de tiempo
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que B7-2, la cual es rapidamente inducida y con una expresion maxima de 48 hrs.
(Bathia et al, 2006). B7-1 y B7-2 han demostrado que pueden modular la diferenciacién
de la célula T a Th1/Th2. Mientras que B7-1 favorece preferentemente la diferenciacién

hacia Th1, B7-2 favorece la diferenciacién hacia Th2 (Kuchroo et al ,1995)

Inflamacién y citocinas proinflamatorias

Las citocinas estan involucradas virtualmente en cada faceta de la inmunidad y la
inflamacién, incluyendo la inmunidad innata, la presentacion de antigeno, la
diferenciacion celular de la médula ésea, el reclutamiento celular y la activacion, y la
expresion en la adhesidon molecular. Las citocinas se producen en respuesta a un
estimulo inmune y determina si la respuesta inmune subsecuente se torna citotdxica,
humoral, mediada por células o alérgica (Borish et al, 2003). Las citocinas son pequerias
proteinas no estructurales con pesos moleculares entre los 8 y los 40000 D. (Dinarello
2000) las cuales regulan la funcién de las células que las producen y de otros tipos
celulares. Las citocinas derivan primordialmente de células mononucleares fagociticas y
otras APC’s, son particularmente efectivas promoviendo el infiltrado celular y el dafio al
tejido local caracteristico de la inflamacién. El procesamiento de antigenos es llevado a
cabo por las APC’s y presentados a los linfocitos T, lo cual proporcionan una via para la
produccion de citocinas.

Existen actualmente 18 citocinas conocidas con el nombre de interleucina (IL).
Otras citocinas han conservado su descripcidén biolégica original, tal como el factor de
necrosis tumoral (TNF). Otra manera de ver a las citocinas es su papel en la infeccion y/o
la inflamacion. Algunas citocinas promueven claramente la inflamacion y se llaman
citocinas proinflamatorias, mientras que otras suprimen la actividad de las citocinas

proinflamatorias y se llaman citocinas antiinflamatorias (Dinarello, 2000). Las principales
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citocinas que actuan en la inflamacién son: Interleucina 1 (IL-1), Factor de Necrosis
Tumoral a (TNF-a), Interleucina 8 (IL-8), Interleucina 12 (IL-12), interleucina 6 (IL-6) e
Interferon y (IFNy). IFNy puede inducir a las células a bloquear o inhibir la replicacién de
una amplia variedad de virus, ademas tiene una funcién central en muchos procesos
inmunoreguladores, que incluyen la regulacién de fagocitos mononucleares. IL-12 e IL-6,
actuan en la inmunidad especifica, IL-12 es uno de los mediadores fundamentales de la
diferenciacion Thy, procede de manera tipica de macréfagos o células dendriticas
activadas, mientras que IL-6 es un factor autécrino de linfocitos B y esta relacionado en
la produccién de plaquetas, aunque también IL-6 puede inhibir la sintesis de IL-1 y TNF;
su accion fundamental es en la regulacién del mecanismo de la inflamacion (Borish et al
2003).

El dafo tisular que infligen una herida o un microorganismo patégeno invasor
induce una compleja secuencia de fenédmenos que se conoce en conjunto como
respuesta inflamatoria (Goldsby et al, 2004). El resultado final de la inflamacién puede
ser la induccion de una respuesta inmunitaria especifica a la invasion o eliminacién del
invasor por componentes del sistema inmunitario innato. La inflamacion consiste
principalmente en una vasodilatacién (aumento del diametro de los vasos sanguineos) de
capilares cercanos a la infeccion; ademés de la contraccion de vasos que eliminan
sangre del area afectada originando una ingurgitacion de la red capilar lo cual propicia el
enrojecimiento del tejido y elevacién de la temperatura de la piel. También existe un
aumento en la permeabilidad capilar lo cual facilita la afluencia de células. Las células
que actuan en el proceso inflamatorio tienen la actividad enzimatica suficiente para
elaborar leucotrienos, histamina y otros mediadores, particularmente los mastocitos,
basofilos, neutréfilos, y macréfagos. Una vez que ocurre el proceso de inflamacién

comienza el reclutamiento de macréfagos, estos macrofagos son células activadas que
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muestran el incremento de la fagocitosis y de la liberacién de mediadores y citocinas que
contribuyen a la inflamacién (Abbas et al 2003). Los macrofagos tisulares activados
secretan tres citocinas principalmente IL-1, IL-6 y TNF-a que inducen muchos de los
cambios antes mencionados. Tanto TNF-a como IL-1 inducen aumento de la expresion
de moléculas de adherencia endoteliales; particularmente TNF-a estimula la expresion de
selectina E, una molécula de adherencia endotelial que participa en la fijacion selectiva
de las diversas moléculas de adherencia a los neutréfilos. La IL-1 ocasiona aumento de
la expresion de ICAM-1 y VCAM-1, que se fijan a las integrinas situadas sobre los
linfocitos y monocitos. Tanto TNFa como IL-1 activan macrofagos y neutrdfilos,
promoviendo su actividad fagocitica y la liberacién de enzimas liticas hacia los espacios
tisulares. La respuesta inflamatoria es beneficiosa cuando las monocinas se producen
en cantidad adecuada; pero deletérea y fatal si se producen en exceso, las citocinas mas
toxicas son IL-1 y TNF las cuales son las principales mediadoras de la respuesta aguda
inflamatoria generalizada, caracteristica del choque séptico y la falla multisistémica

organica (Cohen J. 2002).
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Antecedentes

Durante la budsqueda de inmunopotenciadores se han encontrado diversas
sustancias de accion especifica e inespecifica tales como lipopolisacaridos bacterianos,
sales de aluminio, citocinas, lectinas, adyuvantes genéticos y las toxinas de las
bacterias. Dentro de las toxinas mas estudiadas y que son utilizadas como adyuvantes
de mucosas se encuentran la toxina del célera (CT) de Vibrio cholerae y la enterotoxina
termolabil (LT) de Escherichia coli (Wiliams et al, 1999). CT y LT tienen efectos
adyuvantes en las respuestas sistémicas y mucosas cuando se coadministran o se

conjugan con proteinas solubles que no son inmunogénicas en mucosas (Wilson et al.,
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1989; Kalambaheti et al, 1998; Tochikubo et al, 1998; Johansson et al, 1998); no
obstante, su aplicacién en humanos no es factible por su toxicidad (McGhee et al,
1999). Para resolver este problema se han disefiado mutantes no téxicas que conserven
su adyuvanticidad, como LT-G192, LT-K63 y LT-R72 (Douce et al, 1999; Ryan et a.,
1999). Sin embargo, su eficacia no ha sido probada aun en humanos. De lo anterior
resalta la importancia de estudiar nuevos adyuvantes mucosos, que no sean toxicos
para humanos, que sean estables y de bajo costo, y que puedan aplicarse por vias
mucosas. Recientes estudios han demostrado que la protoxina Cry1Ac reune estas
caracteristicas, ya que las propiedades bioquimicas de las proteinas Cry son muy
peculiares, presentan alta resistencia a protedlisis, son estables y solubles en pH
alcalino. Al mismo tiempo son especificas para los insectos, no son toxicas en
vertebrados y sus costos de produccion son bajos (Hofte y Whiteley 1989, McClintock et
al 1995).

Ademas en reportes previos nuestro grupo demostré que la protoxina Cry1Ac de
Bacillus thuringiensis es un potente inmundgeno (Vazquez-Padrén et al 19992, Moreno—
Fierros et al 2000, 2002,) y adyuvante mucosal (Vazquez-Padrén et al 1999b, Moreno-
Fierros et al 2003).

Bacillus thuringiensis (Bf) es una bacteria Gram-positiva, aerobia estricta,
morfolégicamente relacionada con Bacillus cereus y Bacillus anthracis. Bt es
considerada una bacteria cosmopolita ya que se ha aislado de todas partes del mundo y
de muy diversos sistemas como suelo, agua, hojas de plantas, insectos muertos,
telarafnas, etc. A Bt se le diferencia de B. cereus y B. anthracis por contener un cuerpo
paraesporal conocido como cristal, el cual es de naturaleza proteica y tiene propiedades
insecticidas. Este cristal esta constituido por proteinas denominadas &-endotoxinas

también conocidas como proteinas Cyt y Cry. Las Cry d-endotoxinas tiene 89 miembros

15



conocidos; los cuales tienen una masa molecular de 60-70 kDa en su forma activa y su
estructura comprende tres dominios globulares (Derbyshire et al 2001). Las toxinas
cristalinas estan clasificadas sobre la base de una secuencia homoéloga a un
aminoacido, donde cada protoxina adquiere un nombre consistente al prefijo Cry,
seguido de 4 rangos jerarquicos que consisten en niumeros, mayusculas, mindsculas y
nuameros, dependiendo de su lugar en un arbol filogenético (Maagd et al 2001).

Se ha demostrado que la forma cristalina y soluble de la protoxina Cry1Ac cuando
son administrados por via intraperitoneal e intragastrica inducen altas respuestas
sistémicas, y solo la forma soluble de Cry1Ac induce respuestas mucosales via
intragastrica. Se encontr6 que la respuesta de anticuerpos séricos inducida con Cry1Ac
fue mas alta que la inducida por CT. La protoxina Cry1Ac induce ademas altos niveles de
lgG en fluidos intestinales. Estos resultados indicaron que Cry1Ac es un potente
inmundgeno sistémico y de mucosas (Vazquez-Padrén et al 1999). En estudios
posteriores se demostré que la proteina Cry1Ac también induce altas respuestas de
anticuerpos por las vias intranasal [i.n.] y rectal [r] (Moreno-Fierros et al 2000). Ademas
se evaluaron los efectos adyuvantes de la protoxina Cry1Ac en la respuesta de
anticuerpos hacia diferentes antigenos de diferente naturaleza (proteinas vy
polisacaridos), encontrando efectos adyuvantes en la respuesta de anticuerpos hacia el
antigeno de superficie de hepatitis B (Vazquez-Padron et al 19992), péptidos de VIH
(Esquivel y Moreno-Fierros 2005) y polisacaridos de neumococos (Moreno-Fierros et al
2003). También se ha evaluado el potencial de esta proteina como acarreador vacunal
de un polisacéarido capsular 6B (Moreno-Fierros et al 2003) y de un epitope de la toxina
diftérica (Guerrero et al 2004, Guerrero y Moreno-Fierros 2007). Por otra parte, se
encontré que la administracién de Cry1Ac via i.n. induce la activacion de linfocitos

nasales, mayoritariamente linfocitos B y T CD4.
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Importantemente usando un modelo murino de meningoencefalitis amibiana primaria
encontramos que la protoxina Cry1Ac como adyuvante incrementa considerablemente la
proteccion ante la infeccidbn por Naegleria fowleri, ademas, observamos que la
administracion de la proteina Cry1Ac sola también confiere proteccién en este modelo de
infeccion sugiriendo que esta proteina tiene la capacidad de activar la respuesta inmune
innata. Por lo tanto en este proyecto consideramos importante evaluar si la protoxina
Cry1Ac tenia la capacidad de activar macréfagos ya que uno de los mecanismos por el
que otras moléculas de origen microbiano ejercen su actividad adyuvante es induciendo
la expresidbn de moléculas coestimuladoras en células presentadoras de antigeno

(Bromader 1991, Cox and Coulter 2001).
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Planteamiento del problema

La protoxina Cry1Ac recombinante clonada a partir de Bacillus thuringiensis es
altamente inmunogénica y posee efectos adyuvantes tan potentes como los de la toxina
del célera tanto a nivel mucoso como sistémico (Vazquez et al 1999 y Moreno-Fierros
et al 2000, 2002, 2003). Sin embargo se desconoce el mecanismo por el que ejerce su
actividad adyuvante, debido a que el mecanismo por el que actian muchas moléculas
microbianas que tienen actividad adyuvante es activando a las APC’s tales como
linfocitos B, células dendriticas y macréfagos. En este trabajo se planteé determinar si la

protoxina Cry1Ac tenia la capacidad de activar macrofagos.
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Hipoétesis
La proteina Cry1Ac ejerce su actividad inmunomoduladora activando células
presentadoras de antigeno tales como macréfagos via el aumento de moléculas

coestimuladoras y citocinas proinflamatorias.

Objetivo general
Determinar si la protoxina Cry1Ac es capaz de activar macrofagos induciendo la
produccion de citocinas proinflamatorias (IFNy, TNFa, IL-12p70, MCP-1, IL-6, e IL-10.), y

la expresidon de moléculas coestimuladoras CD80 y CD86.

Objetivos particulares

1. Determinar si la protoxina Cry1Ac induce la producciéon de moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86 de macrofagos de peritoneo, bazo, ganglio mesentérico,
pulmén y de lavados traqueoalveolares a diferentes tiempos in vivo

2. Determinar si la protoxina Cry1Ac induce la produccion de moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86 de macrofagos de peritoneo, bazo, ganglio mesentérico,
pulmén y de lavados traqueoalveolares a diferentes tiempos in vitro

3. Determinar si la protoxina Cry1Ac induce la produccidon de citocinas

proinflamatorias IL-1, IL-10, IL-12, TNFa, e IFNy de los ensayos in vivo e in vitro.
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Materiales y métodos
Efectos inmunomoduladores de Cry1Ac en Macroéfagos.

Para determinar si Cry1Ac era capaz de activar macrofagos y determinar si tiene
efectos moduladores en la inmunidad innata se analizd la expresion de moléculas
coestimuladoras y citocinas proinflamatorias. La estrategia experimental en resumen fue
la siguiente: Se analizé por citometria de flujo si la protoxina Cry1Ac inducia la expresién
de moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 en macréfagos aislados de diferentes sitios,
a diferentes tiempos después de la administracion in vivo con una dosis de protoxina por
la via intraperitoneal (peritoneo, bazo, ganglio mesentérico),0 por la via intranasal
(pulmén y de lavados traqueoalveolares); asi como después de la estimulacion in vitro en
macréfagos aislados de los diferentes sitios de animales no inmunizados. Se determiné
también si la protoxina Cry1Ac inducia la produccion de citocinas proinflamatorias IL-1,

IL-10, IL-12, TNFa, e IFNy en macrofagos estimulados in vivo e in vitro.

Obtencion y purificacion de la protoxina pCry1Ac

Se utilizé la cepa recombinante de E. coli. Las bacterias se cultivaron en medio
Luria Broth (USBiological Swampscott, MA 01907) y se adicion6 ampicilina (100 pg/ml).
Posteriormente se incub6 a 37° C por 48 hrs. a 300 rpm en agitacion constante. Para la
cosecha de las bacterias se centrifugd a 10000 rpm. a 4°C por 15 minutos y se lavaron
dos veces con amortiguador TE (Tris-HCI 0.05M, EDTA 1mM, pH 8.0). Posteriormente se
lisaron las bacterias incubandolas a 37°C durante 1 hora con 20 mg/ml de lisozima+
sacarosa al 15% para posteriormente sonicarlas durante 5 ciclos de 5 min. cada uno, a
una amplitud de 100 Hz. Los cuerpos de inclusion se recuperaron por centrifugado a
10000 rpm a 4°C por 10 minutos, al termino la pastilla se lavé cinco veces con 50 ml de

NaCl 0.5M mas Triton X-100 al 1% sonicando entre cada lavado. Posteriormente se
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realiz6 otra centrifugacion bajo las mismas condiciones para resuspender la pastilla en 30
ml de agua bidestilada a 4°C. Una vez mas se centrifugd a 10000 rpm por 15 a4°C y se
solubilizd la pastilla en 10 ml de amortiguador de carbonatos (Na-COs; 0.1M, NaHCO3;
0.1M, pH 9.6 mas 10mM de DTT) por 30 minutos a 37°C en agitacién a 300 rpm. La
pCry1Ac solubilizada se obtiene por centrifugacién a 10000 rpm 4°C por 15 minutos,
recuperando el sobrenadante. Los restos de endotoxina se eliminaron purificando la
proteina por una columna de Polimixina (BioRad Lab, CA) y se verificé la ausencia de
LPS mediante la prueba de E-Toxate. Finalmente la concentraciébn de proteina se
determind por el método de Bradford y la pureza mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida (SDS- PAGE).

Animales

Para los ensayos se utilizaron ratones hembras de la cepa Balb/c de entre 8 y 10
semanas proporcionados por el bioterio de la FES lztacala, a los cuales se le administrd
una dosis de 5 ug. de la protoxina Crylac por dos vias la intranasal (i.n.) y la
intraperitoneal (i.p) y sacrificados a diferentes tiempos (24, 48, 72 y 96 hrs.). Como
control positivo se utilizé LPS a dosis de 1mg/kg del ratéon por ambas vias (dosis que no
causa choque séptico). Después de la inmunizacién se aislaron los macréfagos de los
diferentes tejidos dependiendo de la via de administracion: i.p. se aislaron bazo, ganglio
mesentérico y células peritoneales; i.n. se aislé pulmén y de lavados traqueoalveolares.
Se analizaron por citometria de flujo la expresién de moléculas coestimuladoras CD80 y
CD86 utilizando Ab acoplados a fluorocromos. Y se analizd la expresion de citocinas
proinflamatorias  IFNy, TNFa, IL-12p70, MCP-1, IL-6, e IL-10 con el Kit CBA de

Pharmigen.
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Aislamiento y cultivo de macrofagos de la cavidad peritoneal

Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical, para después ser
desinfectados en la zona del abdomen con etanol al 70%, inmediatamente se inyectaron
5 ml. de PBS estéril frio y se dispuso a masajear la zona del peritoneo aproximadamente
por 5 min. Esto con la finalidad de que las células peritoneales se despegaran. La
solucion incorporada se obtuvo realizando una pequefa incision lo suficientemente
grande para que penetrase una pipeta Pasteur por debajo del estern6n cuidando de no
perforar los intestinos para no contaminar la muestra. El liquido recuperado se coloco en
tubos cénicos de 15 ml. para después centrifugarlos a 1500 rpm por 10 min. a 4° C; se
resuspendieron en ACK lysing buffer (Cloruro de amonio y Tris Base) durante 10 min. a
T. A. y resuspendidos en RPMI 1640 con 5% de FCS. Se tomaron 10 pl. de la muestra y
se le anadieron 80 ul. de RPMI 1640 y 10 pl de azul Tripan para verificar la viabilidad de

células.

Aislamiento de macrofagos de Bazo y ganglio mesentérico

Se retird el bazo y el ganglio mesentérico, se maceraron con émbolo de plastico y
fueron filtrados por organza al cual se le agregaron 8 ml de RPMI 1640 con 5% de FCS
y colocados en un tubo conico de 15 ml para después ser centrifugados a 1500 rpm por 5
min. a 4 ° C. La pastilla fue resuspendida en 8 ml de RPMI 1640 con 5% de FCS y
centrifugados a 1500 rpm por 5’ a 4 ° C. Posteriormente fueron resuspendidas las
pastillas con 2 ml de RPMI 1640 con 5% de FCS. Se tomaron 10 pl. de la muestra y se

le anadieron 80 ul. de RPMI 1640 y 10 pl de azul Tripan para la viabilidad de células.
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Aislamiento de macrofagos de pulmon

Para la obtencién de macrofagos de pulmén se retiraron los pulmones del ratén y
se le inyectaron 3 ml se solucion salina estéril tibia por el ventriculo derecho del corazén
con la finalidad de perfundir el pulmén y retirar los excesos de sangre, una vez hecho
esto se disgregd el pulmén con el mismo procedimiento del bazo y el ganglio

mesentérico.

Aislamiento de macrofagos traqueoalveolares

Para la obtencién de macréfagos traqueoalveolares se retiraron los pulmones con la
trdquea a la cual se le hizo pasar una canula y se le inyectaron 2 ml de PBS frio estéril y
se recuperdé esta solucion en una caja Petri. Después fue centrifugada a 1500 rpm a 4°C
por 10 min. La pastilla fue resuspendida en 8 ml de RPMI 1640 con 5% de FCS y
centrifugados a 1500 rpm por 5 a 4 ° C. Posteriormente fueron resuspendidas las
pastillas con 2 ml de RPMI 1640 con 5% de FCS.
Conteo de células. Se tomaron 10 pl. de la suspension de muestra celular y se le

anadieron 80 pl. de RPMI 1640 y 10 pl. de azul Tripan para exclusiéon de células.

Cultivo de macrdéfagos

Para el cultivo de macréfagos de los diferentes tejidos se ajusto la suspension a
1.5x10° células/ml y se cultivaron en placas de 6 pozos con medio completo de RPMI
suplementado con FCS 10%, 2mM de L-Glutamina, 20 mM de HEPES, 5 mM de 2-8
mercaptoetanol, y 1% de aminoéacidos esenciales (todo de Gibco RBL, NY 14072) por
dos horas a 37°C y 5% de CO, para que se adhieran los macréfagos a la placa. Pasado

este lapso se desecharon las células no adherentes de la placa mediante lavados
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vigorosos con PBS-EDTA 10mM frio tres veces, y se comprobd la viabilidad nuevamente
mediante exclusion de células con azul Tripan. Para la recuperacién de las células
adheridas las placas se lavaron tres veces con PBS-EDTA 10 mM frio las células
recuperadas se centrifugaron a 1500 rpm 4°C por 5 min. y se prepararon para la tincién

para citometria.

Tincion de superficie para citometria de macrofagos aislados

Las células aisladas se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min. a 4°C, una vez
centrifugados se decantaron y se les agregd 10 ul de la solucién de los siguientes
anticuerpos: CD86 FITC, CD80 Cy5PE y CD11BCy5 (todos de eBioscience) se
resuspendieron y incubaron 30 min. a 4°C en oscuridad, pasado este lapso se les
agregaron 500 ul de PBA para posteriormente centrifugarlos a 1500 rpm a 4°C por 7
min. Una vez hecho esto el sobrenadante fue decantado y se le agregaron 300 ul de
paraformaldehido 1% y se resuspendié la pastilla, la solucién se colocd en tubos de
FACS y se adicionaron 150 ul de paraformaldehido 1% para leer en el citdmetro de flujo

FACScalibur adquiriendo los datos con el software BD CellQuest .

Anélisis de citocinas

Para el analisis de las citocinas in vivo se utilizaron sueros de ratones control,
inoculados con LPS (1mg/kg del peso del ratén) y con Cry1Ac (5 mg) a los diferentes
tiempos, después se extrajo la sangre por la vena caudal y fue centrifugada para obtener
el plasma a 10000 rpm por 10 min. Para obtener las citocinas de los macrofagos de los
diferentes tejidos in vitro se utilizaron los cultivos previamente descritos, a los cuales a
cada pozo se le agregd 0.5 uyg/ml de LPS; y 0.5 ug/ml de pCry1Ac también a cada pozo.

Se dejo incubar 24 hrs. a 37° C con 5% de CO, para después recuperar el sobrenadante
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y realizar el analisis de citocinas. Para el analisis de citocinas in vivo e in vitro de las
siguientes citocinas: IFNy, TNFa, IL-12p70, MCP-1(CCL2) , IL-6, e IL-10; se utilizé el BD
CBA Mouse Inflammation Kit (BD Biosciences Pharmingen San Diego, CA), se mezcl6 25
pl de muestras con 25 ul de las perlas que contienen cada una de las citocinas mas 25
ul de agente de deteccién PE y se incubo por dos horas a temperatura ambiente, pasado
este lapso se centrifugd a 1500 rpm por 5 min a 4° C, las pastilla se resuspendié con 300
ul de Wash buffer 1x y se leyeron las muestras en el citdmetro de flujo FACScalibur

usando el CB BDA Software.

Andlisis estadistico
Los datos obtenidos en la citometria de flujo fueron analizados por el software
WinMidi 2.8 y por el software CBA Cell Quest. El analisis estadistico empleado fue al

Anova del graphPad 5.0
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Resultados

Para determinar si uno de los efectos por el cual la proteina Cry1Ac ejerce su
actividad inmunomoduladora es aumentando la expresion de moléculas
coestimuladoras, se analiz6 la expresion de B7-1(CD80) y B7-2(CD86), que es la via de

coestimulacién mejor estudiada.

Efectoin vivo de Cry1Ac y LPS en la expresion de CD80 y CD86 en macrofagos.

Para analizar el efecto in vivo en macréfagos de diferentes tejidos, se inocularon
por dos vias la i.p. o la i.n. ratones Balb/c aplicando una dosis de 5ug/ul de proteinay
como control positivo se aplicé LPS (en una dosis de 5ug/ul la cual no induce shock
séptico). A diferentes tiempos se sacrificaron los animales se extrajeron los tejidos a
analizar dependiendo de la via de estimulacion; para la estimulacién i.p. se extrajeron
bazo, ganglio mesentérico y células peritoneales; para la i.n. se extrajeron pulmén vy
células obtenidas de lavados bronquiales. Las células obtenidas se tifieron anticuerpos
anti CD80 y CD86 y con un marcador para macrofagos el cual fue CD11b Cy5 (aunque
no es exclusivo de macréfagos, marca a la mayoria de las poblaciones), y se realizé el
analisis por citometria de las poblaciones que presentaran este marcador.

Los resultados de los efectos de la aplicacion intraperitoneal de Cry1Ac y LPS en
la activacion de macréfagos se muestran en las Fig. 1, 2 y 3. En la Fig. 1 Después de la
inoculacion de los tratamientos via i. p. con LPS y Cry1Ac se puede apreciar que a las
24 hrs. existe incremento de la expresion de CD80 en el sitio de inoculacién, a las 48
hrs la expresion desciende continuamente hasta las 72 hrs., después vuelve a
incrementarse a las 96 hrs se refleja mayoritariamente con Cry1Ac mientras que con
LPS es menor la cantidad de macrofagos que expresan CD80, caso similar se presenta

para CD86 aunque a las 24 hrs. existe un incremento en la expresion de moléculas
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coestimuladoras es hasta las 48 hrs. donde esta expresidbn aumenta mayoritariamente

para descender, en el caso de Cry1Ac a comparacion de LPS decrece un poco mas a

las 72 hrs.; mientras que a las 96 hrs. ocurre de nueva cuenta un incremento en la

expresion de estas molécula.

A las 24, 48, 72 y 96 hrs. de aplicado el estimulo se aprecia que ambos

tratamientos provocan un marcado incremento en la proporcion de macrofagos que

expresan CD80 y CD86. El efecto de Cry1Ac y LPS en la expresion de moléculas
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Fig.1.Efecto de la administracion i.p. de la proteina CrylAc y LPS, en la expresion de moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86 en macréfagos de peritoneo. Se muestra la expresion a diferentes tiempos: 24;
48; 72.; y 96 hrs., se indica el porcentaje obtenido al comparar entre tratamientos.
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Dado que el peritoneo es un sitio efector de la respuesta inmune se decidié analizar

uno de los sitios inductores mas préximos a este, tal es el caso del bazo y el ganglio

mesentérico.
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Fig. 2. Efecto de la administracién i.p. de la proteina CrylAc y LPS, en la expresion de moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86 en macréfagos de bazo. Se muestra la expresién a diferentes tiempos: 24
48; 72.; y 96 hrs. se indica el porcentaje obtenido al comparar entre tratamientos.

En la fig. 2 la molécula coestimuladora CD86, a las 24 hrs. de realizado el estimulo

muestra que la respuesta inmune es inclusive menor a la generada por el control, sin

embargo, esta va incrementando conforme aumentan el tiempo de inoculacién del



estimulo con ambos tratamientos, haciéndose notorio que a las 72 hrs. de estimulo

presenté la mayor expresion de CD86 la cual decrece hasta las 96 hrs. caso similar

ocurre con CD80 que en las primeras horas del estimulo existe un menor incremento en

la expresion de CD80, sin embargo esta aumenta en mayor cantidad a las 72 hrs., para

ambos tratamientos y después empieza a decaer la actividad a las 96 hrs. del estimulo.

De los tiempos analizados, el efecto de Cry1Ac en la expresion de las moléculas

coestimuladoras B7.1 y B7.2 en macréfagos de bazo, fue similar al inducido por LPS,

excepto a las 72 hrs. tiempo en que la expresion de CD80 inducida por LPS fue mayor.
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Fig. 3. Efecto de la administracion i.p. de la proteina CrylAc y LPS, en la expresion de moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86 en macrdofagos de ganglio mesentérico. Se muestra la expresion a diferentes
tiempos: 24; 48; 72.; y 96 hrs. se indica el porcentaje obtenido al comparar entre tratamientos.
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Los ganglios linfaticos mas proximos al peritoneo que se analizaron fue el
ganglio mesentérico. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 3, la molécula
coestimuladoras CD86 para ambos tratamientos a las 24 hrs no presentd expresion
relevante en comparacién con el control negativo. A las 48 hrs se empieza a notar un
incremento en la actividad de CD86 con LPS mientras que con Cry1Ac no hay aumento
en la expresién; sin embargo a las 72 hrs del in6culo aumenta de manera considerable
la expresion de B7-2 incluso esta expresion es mayor que la que genera LPS. Ambos
tratamientos empiezan a disminuir la expresion de moléculas coestimuladoras a las 96
hrs. para CD86. La expresién de la molécula B7-1 a las 24 y 48 hrs. no presento una
expresion significativa para ambos tratamientos con respecto al control, después de las
72 hrs., la proteina Cry1Ac con respecto al LPS y el control mostré un incremento en
mayor proporcion la expresién de CD80; y ambos tratamientos comenzaron a disminuir
la expresion de B7-1 a las 96 hrs. Los resultados de la fig. 3 muestran que en
comparacion con el peritoneo y bazo, en general en este 6rgano se detecté una menor
proporcién de macréfagos que presentaron expresion de moléculas coestimuladoras por
efecto de la aplicacién LPS y Cry1Ac. Ademas en este 6rgano se observaron
diferencias entre los efectos de CrylAc y LPS. Dado que los efectos de un
inmunomodulador en las poblaciones de células de los diferentes tejidos varian
dependiendo de la ruta de aplicacion, se midié la respuesta de la via i.n., analizando
macréfagos de pulmén y traquealveolares. Se encontrd que el efecto de la aplicacion
intranasal de Cry1Ac y LPS en la expresion de CD80 y CD86 fue diferente en los
macroéfagos de pulmén con respecto a los alveolares, ademas se observaron diferencias

en el efecto que tuvieron ambos antigenos.
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Fig. 4. Efecto de la administracion i.n. de la proteina CrylAc y LPS, en la expresion de moléculas
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expresion a diferentes tiempos: a) 24 hrs.; b) 48 hrs.; ¢) 72 hrs.; y d) 96 hrs., se indica el porcentaje obtenido
al comparar entre tratamientos.



En la Fig. 4 se muestra que en macréfagos de pulmén que la expresion de
CD80 a las 24 y 48 hrs. después del estimulo no se encuentran diferencias con respecto
al estado basal de esta células, a las 72 hrs. hay un claro aumento en la expresion de
B7-1 mediada por LPS mientras que Cry1Ac se mantienen de igual manera que el
control negativo. Sin embargo, para las 96 hrs. después del estimulo aumenta la
expresion de CD80 mediada por Cry1Ac mientras que la de LPS se mantiene. Mientras
que CD86 a las 24 hrs. no presenta ningun aumento en la expresién de ninguno de los
dos tratamientos, a las 48 hrs aumenta la activad mediada por LPS, aunque a las 96 hrs.
se aprecia como la expresion aumenta mayoritariamente para LPS que para Cry1Ac,
esta ultima presenté un notorio aumento a las 96 hrs. y el control positivo se mantuvo en
el mismo nivel de expresion.
De la poblacion de macréfagos traqueoalveolares el andlisis de la expresion de CD80
mostré que a las 24 y 48 hrs. para ambos tratamientos no se observa un incremento
significativo de esta molécula; a las 72 horas del tratamiento ambos empiezan a
incrementar la actividad de B7-1 y B7-2, ya para el ultimo tiempo estudiado tanto LPS y
Cry1Ac muestran el mayor incremento en la respuesta de esta molécula. En la
expresion de B7-2 para estos dos tratamientos al tiempo 1 LPS presenta un aumento
discreto con respecto al control, a las 48 hrs. después de la inoculaciéon se muestra el
tiempo que registra mayor expresidn de los otros tres tiempos ya que después de estas
48 hrs. empiezan a descender la expresion hasta regresar al estado basal a las 96 hrs.
También se midieron los niveles de citocinas proinflamatorias en suero ya que el
aumento de moléculas coestimuladoras esta correlacionado con el aumento de la
expresion de citocinas, sin embargo estos niveles de concentracion fueron muy bajos y
se aprecia que LPS induce un incremento a las 24 horas de TNF e IFN, mientras que

Cry1Ac produce un incremento de IFN y MCP-1 a las 24 hrs. También se aprecié que
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LPS induce un incremento a las 24 horas de IL-6, mientras que Cry1Ac indujo un

incremento de IL-6 a las 72 hrs. (datos no mostrados).

Efecto in vivo de Cry1Ac y LPS en la expresion de CD80 y CD86 en macrofagos.

Para demostrar los efectos de la proteina Cry1Ac en la modulacion de moléculas
coestimuladoras exclusivamente sobre macréfagos se procedié a realizar un analisis in
vitro. Los macrofagos se aislaron y purificaron de los tejidos analizados y se estimularon
con 0.5 pg/ml de la proteina Cry1Ac o LPS dejando incubar por 24 horas para su
analisis, para asi evitar las interacciones con otras células que pueden disminuir o
intensificar la respuesta.

En la fig. 5 se muestran los resultados que se obtuvieron después del estimulo in
vitro, donde se puede apreciar que tanto Cry1Ac y LPS actuaron preferentemente sobre la
expresion de CD86, y las células del tejido que mostraron mayor expresion son las del
bazo (Cry1Ac 94.32+0.3185 y LPS 93.28+1.094). Para CD80 el tejido que presenta un
mayor incremento en la expresién de esta molécula fue el peritoneo por efecto de la
proteina Cry1Ac (18.76+1.037) y para LPS los macréfagos obtenidos de lavados
traqueoalveolares (90.41310.485). Dado que en los resultados se muestra que Cry1Ac
indujo un claro aumento en la expresion de moléculas coestimuladoras en macréfagos, y
se sabe que estas moléculas son importantes para la induccién de una respuesta inmune,
la cual estéd ligada a la expresidn de citocinas proinflamatorias por parte del macréfago; se
analizé el sobrenadante de los cultivos in vitro para corroborar si la protoxina Cry1Ac
inducia las siguientes citocinas IL-6, IL-10, IL-12p70, IFN, TNF, y MCP-1 por su

importancia en la respuesta inflamatoria.
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Fig. 5. Histogramas (derecha) de la expresion de CD80
y CD 86 en cultivos de macrofagos in vitro. Se muestra
un incremento después de la estimulacion con los dos
tratamientos después de 24 hrs. El incremento es mas
significativo en el ganglio mesentérico para la proteina
CrylAc, como se muestra en la tabla (arriba), también
el bazo y los macrofagos de lavados bronquiales
presentan un incremento significativo para los dos
tratamientos con respecto al control para la molécula
CDS86. Se indica el porcentaje obtenido al comparar
entre tratamientos.
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Del andlisis de citocinas realizado con el kit CBA de Pharmigen se encontré que la
protoxina Cry1Ac produce altos niveles de TNF en sobrenadantes de macrofagos de
ganglio, peritoneo, pulmén, y macréfagos alveolares con respecto a los no estimulados,
que fueron también similares a los que se obtiene con un activador clasico de
macréfagos como lo es el LPS, aunque en bazo se encontr6 que el LPS produce altos

niveles de TNF mientras que la protoxina Cry1Ac induce niveles similares al control.
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Otra de las citocinas relacionadas con la inflamacion es la IL-6, (Fig. 6.) aunque su
papel es de citocina proinflamatoria también puede ser antiinflamatoria y es reguladora de
TNF-a y se activa junto con IL-10, se puede apreciar que los niveles de IL-6 aumentaron
por efecto de Cry1Ac y LPS de manera similar, en todos los tejidos estudiados excepto en

bazo en donde estos fueron bajos.

IL-10
30
Control Fig. 8. Analisis de la citocina IL
ig. 8. Analisis de la citocina IL-
Cry 10 de sobrenadantes de cultivos de
E=ALPS macrofagos  estimulados  con

CrylAc y LPS. En macréfagos de
ganglio mesentérico se observa un
mayor incremento e la expresion
de esta citocina. El bazo, pulmoén,
y macrofagos alveolares presentan
un mayor incremento con respecto
al control.

pg/mi

Los niveles de TNF inducidos por LPS en bazo, aparentemente son inversamente
proporcionales a los de IL-6, ya que la cantidad de TNF fue elevada mientras los niveles
de IL-6 fueron bajos, lo que podria sugerir que en el bazo estas citocinas pueden estar
contra-regulandose. Otra de las citocinas estudiadas fue MCP-1 por su importancia en el
reclutamiento de células presentadoras de antigeno. En bazo y ganglio mesentérico se
encontr6 aumentada la expresion de esta quimiocina, por efecto de Cry1Ac y LPS,
mientras que para los otros tejidos no se encontraron diferencias significativas con
respecto al control, lo que indica que el incremento de MCP-1 solo se da en macréfagos

de los ganglios, que son los sitios inductores de la respuesta inmune.
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Fig. 9. Analisis de la quimiocina
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de cultivos de macrofagos
estimulados con CrylAc y LPS.
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mesentérico se observa un mayor
incremento e la expresion de esta
quimiocina. En  pulmén vy
macrofagos alveolares no se
presenta diferencias significativas
en la expresion de esta quimiocina.

Sin embargo en macréfagos de pulmén y alveolares la expresion constitutiva de MCP-1 es

elevada y no se modifica por efecto de Cry1tAc y LPS. En contraste en macréfagos

peritoneales no se detectaron niveles constitutivos significativos de MCP-1 ni se

modificaron por el estimulo.
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Fig. 9. Analisis de la citocina IFN de
sobrenadantes de cultivos de macrofagos
estimulados con CrylAc y LPS. En
macrofagos de ganglio mesentérico y
pulmoén se observa un mayor incremento
en la expresion de esta citocina. En
peritoneo y macrofagos alveolares no se
presenta diferencias significativas en la
expresion de esta citocina.

Al estimular con Cry1Ac se encontr6 un aumento en la expresion de IFNy en

macréfagos de bazo, ganglio mesentérico y pulmén similar al inducido por LPS, mientras

que en macrofagos alveolares también de aprecié un incremento por efecto de LPS y
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Cry1Ac, aunque no fue tan notorio porque los macréfagos de este tejido presentan una
alta expresion constitutiva de esta citocina. En macréfagos de peritoneo se observo
también una alta expresion constitutiva de IFN que no se modificé al estimular con Cry1Ac
y LPS.

También se analiz6 la expresién de IL-12 en cultivos de macréfagos sin embargo no

se encontraron valores significativos.

Discusion
La mayoria de los adyuvantes ejercen al menos parte de su actividad adyuvante a través
de la induccion de citocinas y quimiocinas inflamatorias y la expresion de moléculas
coestimuladoras B71 y B72 que es uno de los mecanismos por los que ejercen su
actividad adyuvante varias toxinas bacterianas como el LPS y la CT.

Estudios anteriores habian demostrado que la protoxina recombinante de Cry1Ac
administrada i.p. e i.g. habia inducido respuestas inmunes de mucosas y sistémicas
similares a las que presenta la CT (Vazquez-Padrén, 1999) hasta entonces el adyuvante
mucosal de origen bacteriano mas potente. En otros estudios se observd que Cry1Ac
eleva la sobrevida de ratones infectados con N. fowleri, ademas de que incrementa la
actividad de linfocitos T y la produccién de citocinas como IL-4 e IL-10. Cry1Ac mostrd
que pudiera ser capaz de activar la inmunidad innata por lo cual se consider6é importante
estudiar el efecto de Cry1Ac en macrofagos y la expresion de moléculas coestimuladoras
B71 y B72. Se le decidié comparar con LPS ya que éste es conocido por ser un activador
clasico de macrofagos, se caracteriza por que a las primeras horas de la inyeccion con
esta toxina se presentan altos niveles de TNF-a (Dinarello C. A, 1997) lo que modifica el

patron de la coagulacién e induce muerte por shock séptico (Cohen, 2002). Sin embargo,
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se han trabajado con dos dosis a lo largo de incontables experimentos, la dosis letal y
una dosis que permite ver el efecto del LPS sin los riesgos de inducir la muerte en el
sujeto en experimentacion. Los datos que se han presentado con respecto al LPS en la
expresién de moléculas coestimuladoras indican un aumento de estas, se ha encontrado
que es mayor el aumento en B7-2 (Hatcock 1994), esto es debido a que las células T en
reposo poseen niveles bajos de B7-2 los cuales son rapidamente sobreexpesados no asi
B7-1. Debido a que Cry1Ac es un buen adyuvante de mucosas se decidié probar su
efecto en moléculas coestimuladoras de diferentes tejidos ya que se ha reportado que la
respuesta varia en los diferentes compartimientos mucosales asi como dependiendo del
sitio de inmunizacion. Los efectos de Cry1Ac y LPS en la expresion de moléculas
coestimuladoras asi como en la produccion de citocinas proinflamatorias fueron muy
similares en varios casos, sin embargo se encontraron también algunas diferencias en la
magnitud de los efectos observados dependiendo del estimulo y del sitio de obtencién
de macréfagos.

Los resultados obtenidos mostraron que si existe un incremento en la expresion de
CD80 y CD86, este es mas marcado hacia CD80 en el caso del analisis in vivo, para el
caso del andlisis in vitro la molécula mas expresada fue CD86. Se sabe que tanto CD80 y
CD86 son importantes en la sefalizacion de la respuesta inmune, ya que sin la presencia
de una sefal coestimuladora adecuada la célula T se vuelve anérgica (Sharpe et al
2002). Existe una controversia en cuanto a la funcién especifica de las moléculas,
algunos autores plantean que el ligando CD28 cuando interactia con B7-2 promueve la
diferenciacion hacia Thy y no hacia Thy (Kuchroo V. K. et al 1995); en contraste cuando
CD28 interactta con B7-1 la diferenciaciébn hacia Th, es inhibitoria e integral la

diferenciacion de Thy (Rulifson I. C. 1998).
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Nuestros resultados indican que Cry1Ac induce respuestas similares al LPS, los dos
presentaron un aumento en la expresion de moléculas coestimuladoras en los sitios de
inmunizacion y en cuanto al patrén de citocinas proinflamatorias se diferencié en cuanto
a que algunos tejidos presentaron mayor respuesta al LPS que a nuestra proteina, tal es
el caso de bazo y de lavados alveolares para la citocina TNFa, esto se puede explicar
debido a que el sitio de contacto mas préximo al estimulo fueron estas células. Nuestros
resultados concuerdan en la expresion de CD86 y CD80 en dos poblaciones de
macréfagos (esplenocitos y peritoneo) los cuales encontraron que existen altos niveles
de CD86 en bazo en comparacidén con peritoneo y que estos pueden exhibir distintas
alteraciones cuando son expuestos a ciertos estimulos (Liu et al 2006) Se sabe que la IL-
12 tiene un papel fundamental en la polarizacién de la respuesta inmune, ya que
promueve la respuesta hacia tipo THy, sin embargo en el presente trabajo no se
encontraron niveles suficientes de esta citocina, se puede atribuir a que en trabajos
anteriores la protoxina Cry1Ac promueve la diferenciacién hacia TH> lo cual nos indicaria
que posiblemente se incrementa la expresion de IL-4.

Se sabe que la fuente mas importante de IL-6 son las células del sistema fagocitico
y que entre sus funciones estan el mediar la activacién, crecimiento y diferenciacién de
la célula T; cuando interactia con IL-1 posee propiedades inflamatorias, aunque también
puede regular la sintesis de TNF e inhibir a IL-1. En nuestro trabajo se encontr6 en altos
niveles en ganglio y peritoneo, en menor grado en pulmon, los altos niveles en peritoneo
se debe al hecho que en el peritoneo la poblacion mas abundante de células son
macréfagos y estos al ser estimulados produzcan esos niveles de IL-6 ya que el estimulo
fue hecho i.p.

Los resultados en conjunto de las investigaciones realizadas por nuestro grupo hasta

el momento indican que la protoxina Cry1Ac Bacillus thuringiensis es una proteina
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inmunogénica, es adyuvante, puede funcionar como acarreador vacunal, puede
incrementar la proteccion en contra la infeccion por Naegleria fowleri cuando es
coadministrada con lisados amibianos por la ruta intranasal y ejerce efectos
inmunomoduladores en linfocitos (induce activacion, proliferacién e induce y/o modifica la
expresion de citocinas, modifica la expresion de receptores de migracion homing y de
moléculas de adhesién endotelial). Mientras que los resultados del presente estudio
indican que en macréfagos la protoxina Cry1Ac incrementa la expresién de moléculas
coestimuladoras induce la secrecion de citocinas proinflamarorias.

Los resultados encontrados sugieren que la actividad adyuvante que confiere esta
proteina podria explicarse por su capacidad de incrementar la expresiéon de moléculas
coestimuladoras B7-1 y B7-2 en macréfagos, e inducir la expresion de citocinas. Sin
embargo es necesario dilucidar el mecanismo y caracterizar con mas detalle los efectos

de la protoxina Cry1Ac en macréfagos y células dendriticas.
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Conclusiones

La protoxina Cry1Ac aumenta la expresion de moléculas coestimuladoras CD80 y
CD86 en macréfagos

La protoxina Cry1Ac aumenta la expresion de citocinas proinflamatorias de manera

similar a la inducida por LPS
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