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E. coli Escherichia coli

DTT Ditiotreitol

°C Grados Celsius

PMSF Fenil metil sulfonil fluoruro

RPMI Medio de cultivo celular, por Roswell en el Park Memorial
Institut.

min Minutos

PBS Fosfate buffer solutions (Solucion de buffer de fosfatos)
TA. Temperatura ambiente
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kDa Kilo Daltones

BSA Bovine serum albumin (albumina de suero bovino)
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mM mili molar
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Resumen

La protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis es un potente inmundgeno y
adyuvante mucosal. Ademas tiene la capacidad de inducir activacion y produccion
de citocinas en linfocitos y macrofagos estimulados “in vitro”. La toxina es
responsable de la inmunogenicidad, aunque se desconoce si tiene capacidad
adyuvante. Se han identificado en invertebrados distintos receptores para las
toxinas CrylAc, sin embargo no se han identificado receptores en vertebrados.
Como objetivo del trabajo se determind la posible existencia de receptores para la
toxina y protoxina CrylAc en células linfoides o mieloides de bazo de raton. Para
lo cual se conjugaron toxina y protoxina CrylAc con FITC, se incubd con células
de Bazo y anticuerpos acoplados a fluorocromos (PE, Cy5, Cy5PE y APC) para
determinar por citometria de flujo a que poblaciones de linfocitos y/o células
mieloides se unia, asi como si era capaz de activar estos tipos celulares utilizando
como marcadores (CD69, CD80 y CD86). Se identificé al posible receptor para
toxina y protoxina CrylAc en un extracto de células de bazo y solo para toxina si
esta union dependia de los carbohidratos N-acetil galactosamina y N-acetil
glucosamina por ensayo de blot-ligando; se Inmunolocaliz6 la unibn mediante
microscopia confocal. Se encontré que tanto la toxina como la protoxina CrylAc se
unen preferentemente a macréfagos aunque también se une a linfocitos B y a las
subpoblaciones de linfocitos T, CD8 y TCD4. Ademas tienen la capacidad activar
macrofagos lo cual fue medido por la expresion de moléculas coestimuladoras
(CD86, CD80); asi como inducir la activacion de linfocitos (expresion de CD69)

CD3 y B220. Por el ensayo de blot ligando, se identificaron 4 bandas de proteinas



como posibles receptores para TCrylAc y 5 bandas de proteinas para PCrylAc,
en el caso de la TCrl1Ac la union se inhibié por la presencia de GalNac y GlcNac.
La unidn de las dos proteinas CrylAc se localizé en la superficie de las células.
Los resultados sugieren la existencia de receptores para toxina y protoxina CrylAc
y estos se encuentran insertados en la membrana plasmatica de células linfoides y

mieloides de bazo de raton.

Apoyado por UNAM-PAPIIT IN226610.



Introduccion

Adyuvantes vacunales

Un alto porcentaje de agentes infecciosos, ingresan al organismo a través de las
superficies mucosas gastrointestinales, respiratorias y genitourinarias, por lo que
se requiere desarrollar estrategias de vacunacion que induzcan una respuesta
inmune protectora en los sitios mucosos donde invaden los patégenos (Holmgren
y Czerkinsky 2003, Neutra and Kozlowski 2006, Eriksson y Holmgren 2003). Para
incrementar las respuestas en mucosas se han evaluado una gran variedad de
estrategias entre las que se incluye el uso de diferentes sistemas de entrega de
antigeno (Mitragotri 2005, Eldridge et al 1991, Michalek et al 1994, Ryan et al 2001
Eriksson y Holmgren 2002, Kang y Compans 2003) y el uso adyuvantes

mucosales (Ryan et al 2001. O"Hagan 2001).

Los adyuvantes son sustancias que incrementan la respuesta inmunitaria frente a
los antigenos con los cuales se mezclan y coadministran, asi estimulan una
respuesta inmune de mayor magnitud. Estas sustancias pertenecen al grupo de
los inmunomoduladores, estos son un conjunto de sustancias heterogéneas que
poseen dos caracteristicas fundamentales: la estimulacién de la resistencia no
especifica del huésped contra las enfermedades infecciosas y el cancer; y la
potenciacion de la inmunogenicidad de las vacunas comerciales. Las sustancias
inmunopotenciadoras (adyuvantes), son preparados quimicos que, incorporados al
antigeno o inyectados simultdneamente con él, hacen mas efectiva la respuesta

inmune, ademas de no inducir propiedades biolégicas adversas. Con su empleo



se logra economia de antigeno y de tiempo, asi como un mayor nivel de

anticuerpos especificos (Morris et al 1999).

Adyuvantes de mucosas

El uso de adyuvantes es una estrategia para mejorar la induccién de respuestas
mucosas. Existen pocos adyuvantes mucosos efectivos descritos entre los que se
incluyen el uso de algunas toxinas bacterianas, DNA conteniendo CpG y diferentes

citocinas y quimosinas. (Ryan et al 2001, Holmgren et al 2003).

Entre las toxinas bacterianas con actividad adyuvante en mucosas mas estudiadas
se encuentran la toxina de colera (CT) y la toxina termol&bil de E. Coli (LT). Tanto
CT (Lycke et al 1986,1991,) como LT (Clements et al 1988) tienen efectos
adyuvantes en mucosas cuando se coadministran 0 se conjugan con proteinas
solubles que no son inmunogénicas. Sin embargo a pesar de su potente actividad
adyuvante la aplicacion de CT y LT en humanos no es factible por su toxicidad y
altos costos de produccion. Recientemente se han desarrollado también mutantes
no toxicas que mantienen parcialmente la adyuvanticidad por la ruta intranasal
(Dickinson et al 1995, Yamamoto et al 1997, Partidos et al 1996). Sin embargo
existe preocupacién acerca de la seguridad de la aplicacion intranasal de las
mutantes no toxicas de CT y LT, ya que estas proteinas mantienen su capacidad
de unirse a su receptor el gangliésido GM1, lo cual podria facilitar que las vacunas

provocaran dafio a los tejidos neuronales. De hecho se ha reportado que CT



puede redirigir a las proteinas vacunales hacia los tejidos neuronales via el bulbo

olfatorio (van Ginkel 2001).

El enfoque actual en el desarrollo de vacunas mucosas efectivas e
inmunoterapias esté dirigido a encontrar formas mas eficientes de administracion
de antigenos al sistema inmune de mucosas y hacia el descubrimiento de
adyuvantes de mucosas seguros 0 agentes inmunorreguladores que provean

inmunidad o induzcan supresién de desérdenes.

Protoxina CrylAc

Existen pocas sustancias capaces de ejercer un potente efecto adyuvante en las
mucosas que sean bien toleradas por el hombre. La obtencién de sustancias con
estas propiedades beneficiaria el manejo de las infecciones y el disefio de
vacunas (Rodriguez-Orozco 2003). La protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis
es un potente inmundgeno (Moreno—Fierros et al 2000, 2002, Vazquez-Padrén et
al 1999a) y adyuvante mucosal tan potente como la toxina del colera (Vazquez-
Padron et al 1999b, Moreno-Fierros et al 2003), Se ha reportado que la proteina
CrylAc no es téxica en humanos a las dosis que se usa convencionalmente como
biopesticida, es resistente a la protedlisis y es estable a pH alcalino (McClintock JT
et al 1995, Hofte and Whiteley 1989). La protoxina CrylAc tiene la capacidad de
inducir preferentemente la activacion de linfocitos B y T CD4, asi como de inducir
la produccion de citocinas. También incrementa la proliferaciéon y modifica la

expresion de moléculas de adhesion endotelial asi como de receptores de



migracion en linfocitos (Moreno-Fierros datos no publicados). Los efectos
inmunomoduladores de la protoxina CrylAc varian dependiendo del
compartimiento mucosal analizado en general se inducen respuestas mezcladas
Th1/Th2. La aplicacion intranasal de CrylAc favorece la induccion de respuestas
de citocinas tipo Th2 en linfocitos nasales (obtenidos del NALT y de pasajes
nasales) (Rodriguez-Monroy 2008), Debido a estas propiedades se considera a la
protoxina CrylAc como un adyuvante por su capacidad de reforzar la respuesta
inmune. La protoxina CrylAc como adyuvante incrementa considerablemente la
proteccion ante la infeccion por Naegleria fowleri, (Rojas et al 2004, 2007; Jarillo et
al 2008) y ademas, la administracion de la protoxina CrylAc sola también confiere
proteccion en este modelo de infeccién sugiriendo que esta proteina tiene la
capacidad de activar la respuesta inmune innata como se ha descrito para otros

adyuvantes (Lavelle 2005, Bromader 1991, Cox and Coulter 1997).

Para definir la utilidad de toxina y protoxina CrylAc como adyuvantes vacunales
es necesario comprender las bases celulares y moleculares del mecanismo
inmunogénico y adyuvante. En células de vertebrado no se ha descrito la
existencia de un receptor para las proteinas CrylAc. Estas proteinas son
producidas como protoxinas cristalinas en los cuerpos paras orales de BT después
de la ingestiébn por las larvas de insectos susceptibles, los cristales de las
proteinas CrylAc son solubilizados y activados en el intestino medio siendo
procesadas proteoliticamente por tripsina generandose las toxinas, sin embargo
en base a los resultados de laboratorio en los que se ha encontrado que la

protoxina CrylAc in vitro es capaz de activar linfocitos e inducir la produccion de



citocinas en tiempos cortos (3 hrs.) estos datos sugieren que un receptor pudiera
estar involucrado en el reconocimiento de las células por esta proteina (Vazquez

padrén et al 1999a,b).

Estructura de Toxina CrylAc

La toxina CrylAc contiene ~1175 aminoacidos, esta compuesta de una region
NH,-terminal, la region toxica y la region COOH. La regiéon N-terminal esta
organizada en tres dominios como ha sido determinada por cristalografia de
difraccién de rayos-x (Grochulski et al., 1995; Galitsky et al., 2001). ElI dominio I,
es un paquete de siete alfa hélices, involucrado en la formacion del poro. El
dominio Il, formado por tres laminas beta antiparalelas y representa la parte mas
variable de la estructura en las Cry toxinas (Sanankaranarayanan et al., 1996;
Shimizu y Morikawa, 1996). EI dominio 1ll, estd formado por una B-plegada y dos
laminas [-antiparalelas. Los dominios Il y Il estan involucrados en la union del
receptor (Burton et al., 1999). Cinco regiones muy conservadas, en la region
central de cada dominio o conectores, han sido identificados (Hofte and Whiteley,
1989). El dominio Il de las toxinas Cry tiene un plegamiento estructural tipo lectina
(como B-prisma plegada) es el fragmento mas hipervariable de la region toxica

(Shimizu y Morikawa, 1996).



Antecedentes

Se ha reportado la existencia de receptores para las toxinas CrylAc en la
membrana celular del epitelio del intestino medio de larvas de insectos
(Vandlamudi et al., 1995) como la aminopeptidasa N 120 kDa (APN) (Knight et al.,
1994). Unicamente en vertebrados ha sido reportada la unién de la protoxina
CrylAc a enterocitos de ratdn in Vitro (Vazquez-Padrén et al., 2000) y la uniéon no
fue inhibida por GalNac, manosa o biotina sugiriendo que en mamiferos otro tipo
de moléculas, diferentes a las que se une la toxina CrylAc en insectos, estan

interactuando con la protoxina CrylAc (Guerrero., et al 2007).

Se ha demostrado que la fuerte inmunogenicidad de la proteina CrylAc reside en
la regibn amino terminal (Guerrero et al., 2004), ya que al inmunizar con la
protoxina se encontré que la mayoria de los anticuerpos van dirigidos hacia la
toxina. Ademas las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc son similarmente
inmunogénicas a la respectiva protoxina. Se ha sugerido también que las toxinas
CrylAc pueden inducir respuestas inmunes humorales y celulares, debido a que
inducen respuestas mezcladas de células Thl y Th2. Después de la inmunizacion
intranasal con toxina Cry1Ac se induce IFNy ademas de cantidades significativas
de interleucina 10. Asimismo se ha sugerido que las toxinas CrylAc podrian
activar linfocitos y células presentadoras de antigeno, por la interaccién molecular
del dominio Il con estos tipos celulares (Guerrero et al., 2004). Los datos antes
mencionados sugieren la presencia de receptores para la region téxica de la
proteina CrylAc en células linfoide o mieloides murina, debido a que la mayoria de

las respuestas inmunes son dirigidas a la mitad de la region amino terminal.



Planteamiento

Se desconoce el mecanismo por el cual la toxina CrylAc ejerce sus efectos
inmunomoduladores en linfocitos y células presentadoras de antigeno. En células
de vertebrado no se ha descrito la existencia de un receptor de las toxinas Cry.
Para contribuir a comprender las bases celulares y moleculares de los efectos
inmunomoduladores de la toxina CrylAc de Bacillus thuringiensis en este trabajo
se determind si existe algun receptor para la toxina y protoxina CrylAc en alguna
célula linfoide o mieloide murina. Para tal efecto se identific6 por citometria de
flujo las poblaciones linfoides y mieloides que unen toxina y protoxina CrylAc.
También se realizaron ensayos de Inmunolocalizacién para conocer el sitio de
unién de las proteinas a las células que las reconocen. Ademas se determind por
ensayos de blot-ligando el peso molecular relativo de las proteinas de células de

bazo a los que se une la toxina y protoxina CrylAc.

Por otra parte, una vez que se ha determinado si existe algun receptor putativo de
la toxina CrylAc en células de bazo se determiné si la interaccion es homdloga a
la descrita en insectos. Tomando en cuenta que los estudios sobre el modo de
accion de las toxinas CrylAc han revelado que los ligandos con los que
interactan son principalmente N aminopeptidasas y E cadherinas que se localizan
en el borde en cepillo epitelial del intestino de las larvas de insectos susceptibles.
[Knight et al 1994, Vadlamudi et al 1995, Lee et al 1992]. Asi como el hecho de
gue la toxina CrylAc de Bacillus thuringiensis ssp. Kurstaki HD-73 es una proteina
formadora de poros especificamente toxica para larvas de insectos lepidopteros

que se une al receptor de superficie celular N-aminopeptidasa en el intestino



medio de Manduca sexta via N-acetil-d-galactosamina (GalNac) (Pardo-Lopez et
al 2006, Dean et al 2001). En este proyecto se determind si la union de la toxina
CrylAc a células linfoides y/o mieloides murina es mediada también via GalNac
y/o GlcNac. Para tal fin se realizaron ensayos de competencia con estos
carbohidratos para dilucidar si la unién de proteina CrylAc a su potencial receptor

se inhibe o se facilita.



Objetivo

Determinar si existe algun receptor para la protoxina y toxina CrylAc en células

linfoides o mieloides de ratén.

Objetivos Particulares:

A. Determinar si la toxina y protoxina CrylAc inducen activacion de células

linfoides y mieloides.

B. Determinar los grupos celulares linfoides o mieloides que participan en el

reconocimiento de toxina y protoxina CrylAc mediante citometria de flujo.

C. Inmunolocalizar la uniéon de la toxina y protoxina en células linfoides y

mieloides mediante microscopia confocal.

D. Identificar el posible receptor de toxina y protoxina CrylAc en un extracto

de células de bazo por ensayo de blot-ligando.

E. Determinar si la unién de células de bazo a la toxina CrylAc depende de

los carbohidratos N-acetil galactosamina y N-acetil glucosamina.



Metodologia y estrategia experimental

Estrategia para la Identificacion del posible receptor de proteinas

CrylAc

La estrategia que se siguié para determinar si existen los receptores para la toxina

y protoxina CrylAc en células linfoides o mieloides murina descrita a continuacion,

también se observa en el diagrama de flujo.

1)

2)

Se purificaron protoxina y toxina CrylAc, una fraccion de estas se

conjugaron con Fluoresceina (FITC).

Para determinar si la toxina y protoxina CrylAc se unian a algun tipo
celular, se incubaron suspensiones de células de bazo ajustadas a 2
millones de células por ml con las proteinas CrylAc marcadas con FITC
durante 3 hrs. Se cosecharon las células y se incubaron con anti CD16/32 y
se realizé la tincibn de superficie con anticuerpos marcados con
fluorocromos distintos a FITC (PE, Cy5, Cy5-PE, o APC) anti moléculas de
superficie de linfocitos, macrofagos granulocitos o células dendriticas (por
ejemplo anti: B220, CD11c, CD11b, CD3, CD4, CD8). Se lavaron, se fijaron
y se analizaron por citometria de flujo para identificar si existe alguna
poblacién linfoide o mieloide a la que la protoxina o la toxina CrylAc se unié
preferentemente. Este procedimiento se utilizo también para la
inmunolocalizacion de la unién de la toxina y protoxina CrylAc a

macrofagos, linfocitos B y T. Para este caso se deshidrataron las células y
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4)

fueron fijadas en entellan y posteriormente se observaron en el microscopio

confocal.

Para determinar si la toxina y la protoxina CrylAc inducen activacion en
células linfoides y mieloides. Se incubaron suspensiones de células de bazo
ajustadas a 2 millones de células por ml con las proteinas CrylAc solas (sin
FITC), se incubaron con anticuerpos fluorocromados anti: CD69 (linfocitos B
y T) molécula involucrada en la proliferacién de linfocitos. CD80 y CD86
(macréfagos y células dendriticas) que son moléculas coestimuladoras. Se
cosecharon las células y se incubaron con anti CD16/32 y se realizé la
tincion de superficie con anticuerpos marcados con fluorocromos distintos a
(FITC, PE, Cy5, Cy5-PE, o APC) anti moléculas de superficie de linfocitos,
macréfagos granulocitos o células dendriticas (por ejemplo anti: B220,
CD11c, CD11b, CD3, CD4, CD8). Se lavaron, se fijaron y se analizaron por
citometria de flujo para identificar si toxina y protoxina CrylAc inducen el

incremento en la expresién de CD69, CD80 y CD86.

Para identificar los pesos moleculares de las proteinas de células de bazo a
las que se unian las proteinas (toxina y protoxina CrylAc). Se realizaron
ensayos de blot-ligando, para lo cual se obtuvieron extractos de proteinas
totales y de membrana de células de bazo mismos que se corrieron por
electroforesis SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
para realizar ensayos de blot-ligando. Las membranas con los extractos de
proteinas se incubaron con las proteinas CrylAc, y después se incubaron

con suero de conejo anti toxina y protoxina CrylAc, y posteriormente se
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incubaron con proteina A anti Ing. de conejo acoplado a peroxidasa y se

reveld con sustrato peréxido de hidrogeno 4-cloronaftol.

Para determinar si la unién de toxina Crylac a células de bazo es
dependiente de carbohidratos. Se realizaron ensayos de competencia en
los que, una vez identificados los pesos moleculares de las bandas
reveladas correspondientes a los receptores putativos de la toxina CrylAc,
se repitieron los ensayos que se describen en el inciso, c), y ahora estas
membranas fueron preincubadas con exceso de N-acetil glucosamina, N-
acetil galactosamina, para determinar si la unién fue bloqueada, lo que es
indicador de que estos ligandos estan involucrados con el o los receptores
de las proteinas CrylAc en células de mamifero, tal y como se ha descrito
en células intestinales de insectos en los que se ha encontrado que la
toxina CrylAc se une a un receptor N aminopeptidasa via el carbohidrato

(GalNac).
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Obtencion de la toxina CrylAc

La protoxina CrylAc se obtuvo de una cepa de E. Coli recombinante, bacteria que
posee un plasmido que incluye el gen que codifica para la protoxina CrylAc, la
cual fue crecida en medio Luria-Broth mas antibiético Ampicilina 100ug/ml, y se
incubados por 48h en agitacion constante (250-300rpm) a 37 °C, se cosecharon
las células centrifugando a 10 000rpm durante 10min a 4 °C, las bacterias fueron
lisadas en presencia de Lisozima y Tris 0.05 M-EDTA 1 mM, los cristales de
Protoxina CrylAc se obtuvieron al sonicar en varios ciclos de 5x3 min en hielo a
100 de amplitud, entre 17-20 watts, solubilizando los restos de bacterias en
amortiguador de carbonatos 0.1M pH 9.6 mas 10mM de DTT, eliminando los
restos mediante centrifugacidon y recuperando la protoxina CrylAc en el
sobrenadante, la protoxina fue examinada mediante SDS-PAGE (Laemmli, 1970) y
la concentracion de proteina fue determinada utilizando el método de Bradford
(Bradford, 1976). La purificacion de la protoxina CrylAc se llevo a cabo mediante
centrifugacion con filtros de exclusion molecular de 100 kDa. Para la obtencion de
la toxina a partir de la protoxina se llevo a cabo una digestién con tripsina (1:50
w/w) por una hora a 37 °C (Burton, 1999), inhibiendo la accion de proteasas con

PMSF (fenil metil sulfonil fluoruro) 100mM (Research organics).

Conjugado Toxina CrylAc-FITC

La fluoresceina (vial con 1mg) se reconstituydé con 100 pl de DMF

(dimetilformamida) fue pipeteado hasta disolver en amortiguador de Boratos



(0.67M), 1 ml a pH 8.5. Volumen de 100ul se cambio a una solucion
amortiguadora de boratos mediante didlisis dejando flotar sobre este 24hrs a 4 °C
en agitacion constante y oscuridad total. Las cantidades se calcularon con las

siguientes formulas:

ml proteina x mg de proteina x mmol proteina x 24mmol FITC = mmol FITC

ml de proteina mg de proteina mmol proteina

ml proteina x 1.8 pg CrylAc x mmol proteina x 24mmol FITC = 0.00061mmol FITC

ml de proteina 70,000 kDa mmol proteina

Calcular la cantidad de FITC para la reaccion:

Mmol FITC x _389mg x 100ul = ul FITC

mmol FITC 1mg

0.00061Mmol FITC x _389mg _ x 100ul = 23.72 pl FITC

mmol FITC 1mg

Se Agreg6 FITC a la toxina y protoxina CrylAc y se incubd para cada proteina la
mezcla de reaccion durante 60 min a T.A. en oscuridad total se removié el exceso
de fluorescencia en una columna de desalacion reconstituida con 25 ml de PBS se
adiciond6 la muestra de proteina marcada con FITC, se dejo que la proteina entrara
en la columna y fluyera en ella para posteriormente colectar en tubos de ensayo
en porciones de 0.5 ml del amortiguador. Se monitored el contenido de proteina

midiendo la absorvancia. Para cada fraccion a 280 nm el primer pico aparecio



cuando 1 ml de la proteina marcada paso por la columna, este pico contenia a la
proteina marcada y esta fraccion pudo ser combinada. La proteina que no
reacciono con la fluoresceina salié de la columna en fracciones subsecuentes las
cuales se descartaron una vez que se confirmé que todas las fracciones hayan
sido colectadas. Finalmente se regeneraron columnas con 50ml de PBS. Para
comprobar la conjugacion Toxina y protoxina CrylAc-FITC, se corrié el conjugado
en SDS-PAGE vy se verificd en un transiluminador UV la fluorescencia de la banda,
y que coincidiera con el PM esperado de 65 000 kDa para toxina CrylAc y 133

kDa para protoxina CrylAc.

Obtencion de células de bazo

Para cada ensayo se obtuvo el bazo de un raton testigo Balb/c, se macerd con
tela de organza y con embolo de plastico en 2 ml de RPMI, se filtr6 con tela de
organza colocando el filtrado en un tubo coénico de 15ml llevando el volumen a
12ml de RPMI, se centrifugé 10" a 1500 rpm a 4 °C, se recupero la pastilla. Para
lisar las células eritroides, se agregaron 3ml de amortiguador de lisis a 4 °C y se
dej6é reposar 7 min a temperatura ambiente, cumplido el tiempo de lisis se llevo a
12 ml con PBS estéril a T.A. y se centrifugé 10" a 1500 rpm, se recuperd la
pastilla y agregaron 500 pl de suero de neonato de bovino, se llevaron a 10ml con

RPMI y se resuspendieron las pastillas, se diluyeron 1:10 para conteo de células.



Incubacion de toxina CrylAc—FITC con Células de Bazo

Las células bazo de raton Balb/c se incubaron en suspensiones ajustadas a
2x10%ml células con las proteinas (toxina y protoxina) CrylAc marcadas con FITC
por 3 hrs. Se cosecharon las células y se incubaron primero con anti CD16/32
(1ul) y posteriormente se realizé la tincién de superficie con anticuerpos marcados
con fluorocromos distintos a FITC (PE, Cy5, Cy5-PE, o APC) anti moléculas de
superficie de linfocitos, macréfagos granulocitos o células dendriticas (por ejemplo
anti; B220, CD11c, CD11bh, CD4, CD8). Se lavan, se fijjan y se analizan por
citometria de flujo para identificar si existe alguna poblacion linfoide o mieloide a la
que la TCrylAc y PCrylAc se unieron preferentemente, posteriormente cada

conjugado fue leido en el citometro.

Identificacion de receptor para la Toxina-CrylAc
Obtencion de suero a-toxina CrylAc

Se inmuniz6 una coneja de 3 meses de edad con una mezcla de toxina CrylAc
500 pg en 500ul de adyuvante completo de Freund en relacién 1:1 la primera
aplicacion, la inmunizacion se distribuyd en distintas partes del cuerpo, se
inyectaron 5 inmunizaciones como refuerzos con adyuvante incompleto de Freund
utilizando la misma cantidad de toxina relacion 1:1, los ultimos 3 refuerzos se
realizaron con 300ug de toxina CrylAc misma relacion con adyuvante incompleto

de Freund.



Figura 1. Obtencién de
suero de coneja con
anticuerpos a-PCrylAc
y a-TCrylAc, mediante
sangrado de la oreja.

Para la obtencion del suero se coloc6 a la coneja en una caja de acrilico
sujetadora de conejos para inmunizarlo y se le cubrieron los ojos, se realizaron
dos sangrados de oreja, calentando con un foco de 100 watts hasta dilatar las
venas, posteriormente se realizd un corte transversal vertiendo la sangre en un
tubo conico de 15 ml. En el primer sangrado se obtuvo 1 tubo de 10 mly en el
segundo sangrado se obtuvieron 2 tubos para un total de 30ml de sangre, la cual
se dejo coagular a temperatura ambiente, se despego el coagulo de las paredes
del tubo, se colect6é el suero y se congelé a -70 °C. Se probé la especificidad
realizando un inmunoblot con toxina y protoxina para constatar la presencia de los
anticuerpos a-TCrylAc y aPCry1Ac, dicha prueba mostré que el anticuerpo del

suero se adhiere especificamente a las proteinas CrylAc.

Extracto de células de bazo

Una vez obtenidas las células se lavaron en PBS frio 4 °C y se tir6 el

sobrenadante adicionando 1 ml de amortiguador de RIPA (Tris HCI 50 mM, NaCl



150 mM, EDTA 1mM, Tritén 100X 1%) para 1x10% células, y se agregaron 100l
del cocktail de inhibidores Mini Complete, se incubaron en hielo por 20", agitando
2 0 3 veces durante este periodo de tiempo, se centrifugaron por 5°a 4 °C a 10,000
rpm en micro centrifuga, se transfirié el sobrenadante en tubos eppendorf limpios y
se hicieron alicuotas de 50pl, se almacenaron a -20 °C para uso diario o0 a -80 °C
para su uso a largo plazo. Se evito repetir el descongelar. La determinacion de

proteinas se hizo por el método de Lowry modificado.

Transferencia de Geles a membranas de PVDF

Se corrieron las muestras de extracto de células de bazo en geles SDS-PAGE, se
obtuvieron 2 geles, uno se tifié con azul de Commassie para verificar si el patron
de proteinas era adecuado, el gel restante se utilizé para la transferencia de las
proteinas: con 2 fibras Scotch-Brite blancas, papel filtro grueso Watman #3 doble,
papel PDVF hidratado con Metanol y posteriormente con PBS-T 1% 1 hr; tamafio
7x10cm, gel SDS-PAGE, papel filtro 2 fibras; debe mantenerse en amortiguador de
transferencia mientras se arma el paquete. Se coloc6 el paquete en el equipo para
transferencias (sandwichera de color negro con transparente); se verificd que el
papel vaya hacia el lado positivo de la camara de transferencia, y se conecto a la
fuente de poder a 100 volts con un amperaje de 200 por 1 hr. Pasado el tiempo se
coloco el papel de PDVF en el colorante de rojo Ponceu en agitacion ligera hasta
que aparezcan las bandas (el gel utilizado en la transferencia se tifio con azul de
Commassie para verificar que la transferencia se haya realizado correctamente),

para poder cortar las tiras recuperando las zonas donde se encuentran las



bandas, una vez que se tuvieron las tiras, se destifieron con agua destilada y se

realizé la inmunodeteccion.

Ensayo de blot-ligando

Se bloqueo el papel de PVDF con leche sveltys al 2% para los ensayos con
PCrylAc y con albumina al 2% para ensayos con TCrylAc en PBS-Tween toda la
noche a 4 °C, se lavd 3 veces con PBS-T, incubaron a temperatura ambiente con
Toxina CrylAc y/o protoxina CrylAc 100 pg/pl de toxina en PBS-T por 2 hrs, se
lavaron con PBS-T 3 veces por 5°, incubaron con suero de conejo 1:1000 (a-
Toxina CrylAc) por 2 hrs a temperatura ambiente, se lavaron con PBS-T 3 veces
por 57, incubaron con anticuerpo de chivo anti-conejo peroxidado (PCrylAc)
(Jackson immunorecherch laboratorios, INC.), con proteina A peroxidada
(TCrylAc) diluido 1:1000 a temperatura ambiente por 1hr, se revel6 con solucién
sustrato de cromdégeno (4-cloronaftol y H,0,), hasta que aparecieron las bandas y

se lavaron con agua.

Localizacion del sitio de unién de toxina CrylAc a células linfoides y

mieloides

Se obtuvo la suspension celular de bazo por la técnica antes descrita y se hicieron
alicuotas de 2X10° en cada tubo, se centrifugé 5 min a 1500 rpm a 4 °C y se

decanto el sobrenadante, a la pastilla se le agregaron 30ul de la solucion de



marcadores fluorocromados y se incubd 30 min a 4 °C en oscuridad, pasado el
tiempo se adicion6 1ml de PBA, se resuspendid y centrifugd 1500 rpm 5 min a 4
°C, se decantd y se agregaron 300 ul de paraformaldehido al 1% se incubaron 20
min a T. A. se adicion6 1 ml de agua destilada y centrifugd a 150 rpm por 5 min a
4 °C, se repiti6 dos veces el paso anterior, en el ultimo lavado se decantd y se
adicion6 100 ul de H,0O y se re suspendid, de esta solucidén se colocaron 4 gotas
de 10 pl en el porta objeto y se dejaron secar. Posteriormente se cubrieron con
Metanol y dejaron secar (post fijacién) se deshidrataron en OH 90% por 1 min, en
OH 100% por 1min y xilol 1 min, después de esto se fijaron con entellan. Nota: se

guardaron en oscuridad y a -20 °C.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados usando el analisis de varianza de una via (ANOVA)
seguida por la prueba estadistica de Tukey con el programa GraphPad Prism 4.
En el que se compararon los porcentajes de células linfoides y mieloides que unen
toxina y protoxina CrylAc. Los datos son expresados como la media + el error
estandar. Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas a p<

0.01.



Resultados

Obtencion de proteinas CrylAc

Digestion de protoxina

Se obtuvo una cosecha de protoxina CrylAc 120 kDa (Imagen 2, al centro) y se
logré obtener toxina CrylAc 65 kDa pura (Imagen 2 a la derecha), a partir de una

digestion de protoxina utilizando la enzima digestiva, tripsina.
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Figura 2. Toxina y protoxina puras en un
Gel SDS-PAGE 10%. Muestra PCrylAc
(protoxina) de 133 kDa (1), y TCrylAc (toxina)
de 65 kDa (2). PM marcador de peso
molecular (a la izquierda).



Conjugado de toxina CrylAc-FITC

Se obtuvieron conjugados de toxina y protoxina CrylAc los cuales fueron
evaluados corriendo dichos complejos en geles de SDS-PAGE, se obtuvo la
imagen en un fotodocumentador de iluminacién ultravioleta, dicha luz excita el

fluorocromo FITC. La foto del conjugado se muestra en la en la figura 3.

PM. PCry TCry

Figura 3. Proteinas CrylAc conjugadas
con FITC en un Gel de SDS-PAGE
imagen obtenida con iluminacidn
ultravioleta. PCrylAc (al centro) vy
TCrylAc (a la derecha), PM (a Ia
izquierda).



LA toxinay protoxina CrylAc inducen ctivacion de Linfocitos y

mielocitos evaluada por la expresion de CD69, CD80 y CD86

Activacion de Linfocitos T

Las proteinas CrylAc (toxina y protoxina) tienen la capacidad e inducir incremento
en la expresiéon de CD69 en linfocitos T, CD4 y CD8. La molécula CD69 es una
lectina tipo C involucrada en la proliferacion de linfocitos y en la expresion de
diferentes moléculas de superficie (Janeway et al 2000), lo que indica que estas
proteinas tienen el potencial de inducir activacion en estos linfocitos, estas células
tienen funciones efectoras, los resultados encontrados se muestran en las
siguientes imagenes en histogramas de citometria de flujo. Nota: Este ensayo se

realizé con las proteinas PCRy1Ac y TCrylAc no conjugadas con FITC.
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Figura 4. La toxina y protoxina CrylAc inducen activacion de linfocitos T. a) Dot-plot’s
de células CD3 que presentan incremento en la expresion de CD69 inducido por toxina (al
centro) y protoxina (a la derecha) CrylAc con respecto al control (a la izquierda). b) y c)
Histogramas que muestran el porcentaje de células TCD4 y TCD8 que mostraron un
incremento en la expresion de CD69 inducido por toxina y protoxina.
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Linfocitos B

Las proteinas CrylAc (toxina y protoxina) tienen la capacidad incrementar la
expresion de CD69 en células B (B220) este dato indica que las dos proteinas
tienen la capacidad de inducir activacion de los linfocitos B, aunque TCrylAc

presenta una mayor proporcion que PCrylAc.
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Figura 5. La toxina y protoxina CrylAc inducen activacidon de linfocitos B. a) Dot-
plot’s de células B (B220) que presentan incremento en la expresion de CD69 inducido por
CrylAc toxina (verde) y protoxina CrylAc (azul) con respecto al control (rojo).



Mielocitos

Los datos muestran que las proteinas PCrylAc y TCrlAc tambien activan células
mieloides debido a que tienen la capacidad de inducir incremento en la expresion
de B7: B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), las B7 son moléculas coestimuladoras tan
importantes ya que en presencia de estas en la presentacion de antigeno por las
APC, estimulan la prolifereacion de las células Tnaive. Los mielocitos presentan
un mayor porcentaje de células activadas que los porcentajes de linfocitos
activados. Las dos proteinas obtuvieron porcentajes similares de activacion,
aunque se repite el patron en el que TCrylAc presenta mayores porcentajes que

PCrylAc.
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Figura 6. Protoxina CrylAc induce activacion de Mielocitos. Los histogramas
muestran poblaciones de mielocitos que presentan porcentajes de incremento en
la expresion de CD80 y CD86, en presencia de Protoxina CrylAc. a) CD11b con
CD80. bY CD11c con CD80. ¢) CD11b con CD86. dY CD11c con CD86.
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Figura 7. Toxina CrylAc induce activacion de Mielocitos. Histogramasque
muestran poblaciones de mielocitos que presentan un porcentaje de
incremento en la expresién de CD80 y CD86, en presencia de Toxina CrylAc.
a) CD11b con CD86, b) CD11c con CD86, c) CD11b con CD80, d) CD11c con
CD80.

La toxinay protoxina CrylAc se unen a células linfoides y mieloides de

bazo

Se encontro que la toxina CrylAc-FITC y la protoxina CrylAc-FITC son unidas por
células linfoides y mieloides, la toxina CrylAc-FITC se uni6 a un 25.30% de
linfocitos B, CD3 23.54% mientras que células mieloides evaluadas obtuvieron
porcentajes mas altos de adhesion: macréfagos y células dendriticas, 50.67% vy
un 45.63% respectivamente; mientras que protoxina CrylAc se unidé a

proporciones similares para los distintos tipos celulares: macréfagos 47.33%,



células dendriticas 37.66%, linfocitos B 26.77%, linfocitos T 24.39%, los
porcentajes obtenidos para las dos proteinas son muy similares, aunque TCrylAc
muestra un incremento porcentual mayor en todos los casos con respecto a

PCrylAc.
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Figura 8. Porcentajes de las poblaciones de células linfoides (B220 y CD3) y mieloides
(CD11b y CD11c) a las que se unen toxina y protoxina CrylAc. Se observa que la unién
de toxina y protoxina CrylAc al mismo tipo celular es muy parecida y no presenta
diferencias significativas. Sin embargo es notable que toxina y protoxina CrylAc se unan
preferentemente a las células mieloides que a las células linfoides, debido a que los
macréfagos (CD11b) y células dendriticas (CD11c) unen en mayor proporcion a la toxina y
protoxina CrylAc que los linfocitos B (B220) y los linfocitos T (CD3), de manera significativa.
* En comparacion a B220 Toxina P <0.001; # en comparacion a B220 Protoxina P < 0.001; a
en comparacion a B220 Protoxina P< 0.01; & en comparacion a CD3 Toxina P <0.001; € en
comparacion a CD3 Protoxina P <0.001.



Linfocitos T

Los linfocitos T CD3, CD4 y CDS8; unen toxina CrylAc en porcentajes muy
similares con excepcion de CD8-toxina que mostro porcentajes mas altos que el
resto de las muestras un 18.65% de CD3, del cual el 27.45% son CD8 y el 22.96%
son linfocitos CD4, mientras que para el control positivo protoxina CrylAc se
adhirieron 19.06%, de los cuales el 22.89% fueron linfocitos CD8 y el 23.85%

fueron CDA4.
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Figura 9. Regiones de células de
bazo. Tamafio y granularidad que
corresponde a Linfocitos (R1), Y
anticuerpos anti-B220 (R2); anti-
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Figura 10. Porcentajes de linfocitos B y T de bazo, que reconocen a la toxina y
protoxina CrylAc. Se muestra Dot plot representativo de la region (R1)
correspondiente al tamafio y granularidad de linfocitos.

Comparacion de Linfocitos By T

Comparando las poblaciones de linfocitos T y B a las que se unen las proteinas
TCrylAc y PCrylAc, obtuvieron porcentajes mas altos las células T (CD3) 23.54 %
y 18.65 % (toxina y protoxina respectivamente) que los porcentajes de las células

B (B220) 21.75 % y 14.03 % (toxina y protoxina respectivamente).
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Figura 11. Dot plot’s de los porcentajes de subpoblaciones de linfocitos T, CD4y
CD8 a las que se unen a la toxina y la protoxina CrylAc. Se muestran Dot plot’s
representativos correspondientes a las regiones R1 (linfocitos) y R2 (CD3+).

Linfocitos B

Los linfocitos B (CD19 y B220), presentaron adhesion de toxina y protoxina
CrylAc. Mostrando una diferencia marcada con respecto a toxina-CD19 de los
demas grupos con 38.75% mientras que protoxina-CD19 obtuvo 21.75%. Para el
marcador B220 el promedio de adhesion, se mantuvo similar para los dos casos

(toxina y protoxina) 36.42%, 14.03% respectivamente.
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Figura 12. Dot-plot’s que muestran los porcentajes de células de bazo B220 y
CD19 que unen toxina y protoxina CrylAc. Los ensayos de B220 y CD19 muestran
porcentajes de union similares entre toxina y protoxina CrylAc.
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Mielocitos

Se observdé que en los macréfagos (CD11lb) y células dendriticas (CD11c)
obtuvieron promedios similares adhesién de toxina y protoxina a sus receptores:
macréfagos 45.66% para toxina; 48.35% para protoxina. En células dendriticas el

promedio para toxina es de 50.90% y el de protoxina 49.66%.
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Inmunolocalizacion de union de toxina y protoxina CrylAc en

macrdéfagos y linfocitos

Para corroborar y localizar la unién de la Toxina y la Protoxina CrylAc a linfocitos
B, T y macréfagos, realizamos el analisis por microscopia confocal de las células
marcadas con CrylAc-FITC (toxina y protoxina) por 3 hrs y posteriormente con
anticuerpos a-marcadores de superficie de linfocitos B, T y macrofagos (CD45,

CD3 y CD11b respectivamente).

Se observan Macréfagos marcados con CD11b-Cy5 (azul), y toxina CrylAc-FITC
(verde) analizadas en el microscopio confocal: a) TCrylAc-FITC; y d) PCrylAc-
FITC; b) CD11b-Cy5; e) CD11b-Cy5; c) y f) muestran células dobles positivos
(overlay) para las dos tinciones. Nota: las imagenes muestran diferentes escaneos
de profundidad haciendo visible que el marcador toxina CrylAc-FITC se adhiere a

su receptor a nivel de la membrana plasmatica.
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Linfocitos T marcados con CD3-Cy5 (azul) y toxina CrylAc-FITC (verde)
analizados por microscopia confocal: a) TCrylAc-FITC; y d) PCrylAc-FITC; b)
CD3-Cy5; e) CD3-Cy5; ¢) y f) muestran células dobles positivos (overlay) para las
dos tinciones, las imagenes muestran que toxina y protoxina CrylAc se unen en la

membrana plasmatica.



Figura.16 Microscopia confocal de Linfocitos T. Células marcadas con CD3-Cy5 de

color azul (centro), y CrylAc-FITC de color verde (izquierda), overlay (derecha). a), b) y
c) TCrylAc; d), e) y f) PCrylAc.




Linfocitos B identificados mediante marcaje con CD45-Cy5 (azul) y toxina CrylAc-
FITC (verde) observados en el microscopio confocal: a) TCrylAc-FITC; y d)
PCrylAc-FITC; b) CD45-Cy5; e) CD45-Cy5; c¢) y f) muestran células dobles
positivos (overlay) para las dos tinciones, en este caso también se muestra que la

union se lleva a cabo a nivel de la membrana plasmatica

Figura 17. Microscopia confocal de Linfocitos B. Células marcadas con CD45-Cy5 de
color azul (centro), y CrylAc-FITC de color verde (izquierda), overlay (derecha). a), b) y c¢)
TCrylAc; d), e) y f) PCrylAc.



Obtencion de sueros a-TCry1Ac y a-PCrylAc

Los sueros a-toxina y a-protoxina CrylAc resultaron especificos debido a que los
anticuerpos contenidos en el suero reconocen en buena proporcidn a sus
correspondientes proteinas, esta evaluacion se puede verificar en la imagen (7) en
donde se muestra un inmunoblot donde se corrié toxina CrylAc, asi mismo fue
transferida a membranas de papel de PVDF e incubada con el suero a-toxina
CrlAc, posteriormente se incubd con anticuerpo de chivo-HRP a-conejo y se
reveld con sustrato de cromogeno (4-cloronaftol). Esto prueba que el anticuerpo es
efectivo en el reconocimiento de toxina CrylAc, ya que aparecié una banda oscura

en &rea que corresponde a la toxina de 65 kDa y protoxina 133 kDa.

Figura 18. Inmunizacién de conejo ‘
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Imagen 19. Identificacion de receptor para T y P CrylAc en un
extracto de células de bazo. a) Inmunoblot que muestra la especificidad
de los anticuerpos generados en conejo anti P y T CrylAc. b) Patrén de
proteinas totales de células de bazo de ratdn en Gel SDS-PAGE. C) Blot
ligando que muestra (1) 4 bandas de proteinas de bazo a las que se une
preferentemente TCrylAc; la uniéon es inhibida en presencia de
glucosamina (2) y galactosamina (3). d) Blot ligando que muestra 5
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Blot-ligando de extracto de células de bazo

La toxina y se une preferentemente a 4 Distintas bandas de proteinas de 44, 37,
17 y 15 kDa de toxina CrylAc (65 kDa) de Bacillus thuringiensis, mientras que
para protoxina CrlAc, se encontré que se adhiere a 5 bandas de proteinas de 68,

50, 33, 15y 14 kDa en el Blot del extracto de células de bazo.






Discusioén

Este trabajo presenta evidencia que sugiere la presencia de receptores para toxina
y protoxina CrylAc en células de bazo de raton, es importante destacar que es el
primer reporte que indica la existencia de receptores en células de mamifero para
estas proteinas, ya que anteriormente solo se ha descrito el receptor de superficie
para toxina CrylAc en invertebrados. Estudios anteriores sobre el modo de accion
de las toxinas CrylAc han revelado que los ligandos con los que interactian son
principalmente N aminopeptidasas y E cadherinas que se localizan en la
membrana epitelial del intestino medio de las larvas de insectos susceptibles.

(Knight et al 1994, Vadlamudi et al 1995).

Se encontraron datos contundentes en la busqueda de células receptoras de las
proteinas CrylAc en células de bazo de raton. En el andlisis que se llevo a cabo
por citometria de flujo, se encontrdé que las proteinas CrylAc (toxina y protoxina)
marcados con FITC, se unen a poblaciones de Linfocitos B, T (CD4 y CDB8);
células dendriticas y Macrofagos, siendo estas Ultimas células las que unen en
mayor proporcion las proteinas CrylAc (toxina y protoxina). Esto indica que las
proteinas CrylAc tienen la capacidad de activar poblaciones de células tanto de la
inmunidad innata como de la inmunidad adquirida en tiempos cortos (3 hrs) de

incubacion in vitro.

Por medio de microscopia confocal, se encontré que la toxina y protoxina CrylAc,
en un tiempo de tres horas, se unen a la superficie celular de macrofagos,

linfocitos B y T como se muestra en las imagenes 7, 8 y 9 respectivamente. Este



resultado nos indica que durante la exposicién temprana (3 hrs) de los linfocitos B,
T y macrofagos a Ty P CrylAc frente a se lleva a cabo el reconocimiento y union
del antigeno a receptores putativos que se encuentran insertados en las
membranas plasmaticas de estos tipos celulares. Las imagenes obtenidas a este
tiempo de exposicibn muestran que no hay internalizacion aparente de las
proteinas CrylAc a las células en cuestion. Anteriormente solo se habia reportado
en cortes de intestino por inmunofluorescencia la union de la protoxina CrylAc a
enterocitos de raton (Vazquez-Padron et al., 2000), pero este es el primer trabajo
en el que se demuestra que tanto la protoxina como la toxina CrylAc se unen a
distintos tipos celulares especificos en mamiferos, ya que las proteinas CrylAc se

unen a linfocitos y mielocitos aislados de bazo de raton.

Se sugiere la existencia de receptores para la toxina y protoxina CrylAc en
células de mamifero, debido a que estas proteinas tienen la capacidad de inducir
la activacion de linfocitos y mielocitos in vitro en tiempos cortos (3 hs). De hecho,
se encontré en ceélulas de linaje linfoide, que las proteinas CrylAc (toxina vy
protoxina) tienen la capacidad de inducir la expresion de CD69 (antigeno de
activacion temprana) en poblaciones de linfocitos B, TCD4 y TCD8 aunque en
estas Ultimas se encontrd activaciébn en menor proporcion. La molécula CD69 es
una lectina tipo C involucrada en la proliferacion de linfocitos y en la expresion de
diferentes moléculas de superficie (Janeway et al 2000). Lo que indica que las
proteinas CrylAc tienen la capacidad de inducir activacion de los linfocitos B,
TCD4 y TCD8 (TCD8 en menor proporcion), a diferencia de los controles en los

que se excluyo la incubacién con toxina y protoxina CrylAc, y en estos no se



encontré la presencia de CD69. Evidenciando de forma contundente que las
proteinas CrylAc al unir a su receptor putativo, deben activar poblaciones de

linfocitos By T.

El ensayo donde se analiz6 por citometria de flujo a células de linaje mieloide, se
encontr6 que las proteinas CrylAc inducen la expresion de moléculas
coestimuladoras B7-1 y B7-2 (CD80 y CD86) para células CD11b y Cdllc
positivas (macrofagos y células dendriticas). Lo que nos hace saber que las
proteinas CrylAc, son activadoras de distintas lineas celulares de origen mieloide.
Ya que uno de los mecanismos por el que otras moléculas de origen microbiano
ejercen su actividad adyuvante es induciendo la expresion de moléculas
coestimuladoras en células presentadoras de antigeno (Lavelle 2004, Bromader
1991, Cox y Coulter 2001). Por lo que al encontrar incremento en la expresion de
moléculas B7-1 y B7-2 el cual se indujo por la presencia de las proteinas (toxina y
protoxina) CrylAc, se complementa la explicacion del efecto adyuvante de CrylAc
ahora también en células de bazo de raton. Tal como menciona Vazquez-Padron
et al 1999 y Moreno-Fierros et al 2003, que la protoxina CrylAc es un potente

adyuvante mucosal.

Se realizaron ensayos de blot-ligando del extracto de células de bazo, con el fin de
identificar el peso molecular del receptor para protoxina CrylAc. En este ensayo y
se encontraron 5 bandas definidas de distintos pesos moleculares los cuales son:
68, 50, 33, 15 y 14 kDa, siendo la banda de 68 kDa la mas definida en el blot-
ligando. Las 2 bandas de péptidos mas grandes de 68 y 50 parecen coincidir con

los péptidos de las bandas de 62 y 51 kDa que se han reportado en un estudio



previo en el que se hicieron ensayos de blot ligando en extractos de células
intestinales de raton, en el que se encontré que la protoxina se une a 6 bandas de
proteinas de 102, 87, 62, 55, 51, and 39 kDa. Y la union no parece depender de
carbohidratos ya que no se bloqued la unién de la protoxina CrylAc a sus
proteinas receptoras previamente descritas, al competir con manosa, n-acetil-

galactosamina, n-acetil-glucosamina ni con biotina (Vazquez-padron et al., 2000).

Mientras que la unién de la toxina si parece depender de carbohidrato, ya que
cuando realizamos el mismo ensayo de blot ligando con toxina CrylAc,
bloqueando con leche al 2% se encontré alta union inespecifica en la tira de papel
PVDF, por lo que la estrategia de bloqueo para este ensayo se cambio
posteriormente a BSA 2%, con este cambio se encontraron 4 bandas de proteinas
bien definidas de los siguientes pesos moleculares: 44, 37, 18, 15 kDa. Un dato
importante que se observa es que las 4 bandas de proteinas a las que se une
toxina CrylAc antes mencionadas e identificadas en el blot-ligando del extracto de
células de bazo parecen coincidir, siendo las mismas proteinas o glicoproteinas
que identifican tanto a toxina como a protoxina CrylAc en el extracto de células de
bazo, este dato es interesante debido a que si esto es verdad y las dos proteinas
se unen a los mismos receptores posiblemente la unién se lleva a cabo en
regiones distintas de las moléculas que las unen, debido a que TCrylAc muestra
union inespecifica en presencia de los carbohidratos presentes en la leche,
mientras que en el caso de la PCrylAc estos carbohidratos no intervienen con la

union.

Estimamos que la adhesion de toxina CrylAc a sus moléculas receptoras



encontradas posiblemente son glicoproteinas, aun cuando desconocemos cuales
son, podemos inferir que Glucosamina y Galactosamina (presentes en la leche)
intervienen con la uniébn. Se sabe que otras proteinas bacterianas con
excepcionales propiedades inmunoldgicas como toxina de colera y la enterotoxina
labil de E. Coli (LT) se unen a los gangliosidos GM1 presentes en la superficie
intestinal de los vertebrados (Williams, N. A., Hirst, T. R.). En el caso de la toxina
CrylAc cuando se realizo este mismo ensayo se encontrd union inespecifica y
generalizada en toda la tira de papel PVDF, lo que nos hace pensar que con la
toxina a diferencia de lo que sucede con la protoxina, GalNac (presente en la
leche) interviene directamente en la union de la toxina CrylAc a sus receptores,
generandose asi union inespecifica, coincidiendo con lo reportado por Pardo-
Lépez et al 2006, y Dean et al 2001, que mencionan que la toxina CrylAc de
Bacillus thuringiensis ssp. Kurstaki HD-73 que es una proteina formadora de poros
especificamente toxica para larvas de insectos lepidépteros que se une al receptor
de superficie celular N-aminopeptidasa en el intestino medio de Manduca sexta via
N-acetil-d-galactosamina (GalNac). Lo que nos hace saber que el cambio de la
proteina CrylAc de protoxina (133 kDa) a toxina (65 kDa) después de la digestion
con tripsina, es determinante para la unién de las proteinas CrylAc a sus

receptores encontrados en ambos casos.

En base a los antecedentes mencionados se realizaron ensayos de competencia
con dos glicoproteinas: GlcNac y GalNac, en este experimento se incubaron
dichas glicoproteinas durante 30 min, previos a la incubacion con toxina. En este

caso no se encontraron bandas que evidenciaran la unién de toxina CrylAc a sus



receptores previamente encontrados, lo que indica que GIcNac y GalNac,
interfieren con la union de la toxina CrylAc (65 kDa) a las moléculas receptoras
encontradas previamente en el extracto células de bazo a las que se unen. Lo que
coincide en el caso de GalNac con lo reportado anteriormente en invertebrados
donde se menciona que la unién de CrylAc a su receptor putativo N-
aminopeptidasa es especialmente inhibida por GalNac, y difiere en el caso GlcNac
ya que menciona que la unién no es inhibida por este carbohidrato (Knight et al.,
1994) estos reportes sugieren que CrylAc reconoce GalNac en el receptor N-
aminopeptidasa (Burton et al 1999). No obstante seria recomendable afinar el
ensay0 principalmente realizandolo con un extracto de un tipo celular especifico,
para tal caso seria recomendable realizarlo con macréfagos, debido a que son el
tipo celular que presenta el mayor porcentaje de células que unen tanto a toxina

como protoxina CrylAc.

Seria pertinente realizar estudios en tiempos posteriores al reconocimiento, para
conocer qué es lo que sucede con el procesamiento de estas proteinas una vez
que son reconocidas por Macréfagos, linfocitos B y T. Y para identificar con
precision a los posibles receptores de las proteinas CrylAc se requiere realizar
estudios de inmunoprecipitacion, para detectar y conocer el peso molecular del
receptor o receptores que estan involucrados en la adhesion de las proteinas

CrylAc, a las células en cuestion.



Conclusiones

Los resultados sugieren la existencia de receptores para la toxina vy

protoxina CrylAc en células de bazo de ratén.

La unidn se localiza en la superficie de células de bazo lo que indica que el

receptor se localiza en la membrana plasmatica.

Toxina y protoxina se unen principalmente a macrofagos y células
dendriticas, aunque también a linfocitos T (CD4 y CD8) y B en menor

proporcion.

Toxina se une a poblaciones definidas de CD8 mientras que protoxina no es

reconocida por este tipo de células.

Tanto toxina como protoxina inducen la expresion de CD69 (linfoides);
CD80 y CD86 (mieloides) lo que sugiere que tienen la capacidad de inducir

activacion de células linfoides y mieloides.

Se encontraron 4 bandas de proteinas receptoras para toxina CrylAc de los
siguientes pesos moleculares: 44 37, 17, 15 kDa, y 5 bandas de proteinas
para protoxina CrylAc de los siguientes pesos moleculares: 68, 50, 33, 15y

14 kDa.

La unidn de protoxina a sus receptores no se inhibe con los carbohidratos

presentes en la leche.



e En el caso de toxina si se inhibe la unidbn a sus receptores con los

carbohidratos galactosamina y glucosamina.
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