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CARACTERIZACION DEL EFECTO ADYUVANTE DE LA TOXINA
CrylAc

Resumen

La protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis (Bt) es una protoxina que ha
demostrado ser un potente adyuvante e inmunogeno al aplicarse directamente
en mucosas. Sin embargo, hasta el momento no se habia estudiado si la toxina
CrylAc tiene los mismos efectos que la pCrylAc. En esta investigacion se
caracterizo el efecto adyuvante de la toxina CrylAc en ratones inmunizados
intranasalmente. Nuestros resultados evidencian la capacidad adyuvante e
inmunogenica de tCryl Ac de Bt al inmunizar con 50ug via intranasal, ya que
desencadend respuestas tanto a nivel local como sistémico. Los niveles de IgA
en las muestras de lavados (nasal, traqueobronquial, intestino y vaginal) nos
indican que tCrylAc confiere proteccion a nivel local, cabe destacar que
tCrylAc desencadend respuesta de anticuerpos en sitios distantes a la
inmunizacion (intestinos y vagina); los altos niveles de IgG en suero y
mucosas, nos indican, la capacidad inmunogénica de tCrylAc, para
desencadenar una respuesta tanto a nivel local como sistémico. Ademas de
estar presente en todos los sitios de andlisis, siendo en lavados nasales y
traqueobronquiales los registros mas elevados. La presencia de IgG,, tanto en
suero como en mucosas, confirma la respuesta generada a nivel sistémico, ya
que este anticuerpo polariza a una respuesta Th2, que es de tipo humoral. Con
base a lo anterior se pudo determinar que la tCrylAc gener6 mayores
repuestas de anticuerpos (IgA, IgG, IgG,) en comparacion con la pCrylAc y
similares a toxina de colera (CT). Esto al cotejar los titulos obtenidos en cada
una de las muestras. Motivo por el cual, este trabajo aportd nuevas evidencias

sobre los efectos de la toxina CrylAc, la cual es utilizada en diferentes plantas



transgénicas de consumo humano y que aparentemente su uso no entrafia

riesgos potenciales.



CARACTERIZACION DEL EFECTO ADYUVANTE DE LA TOXINA
CrylAc

Introduccion

Durante su evolucion, los vertebrados han desarrollado una variedad de
mecanismos de defensa para restringir la naturaleza, la magnitud y la
localizacion de las infecciones microbianas. Nuestro cuerpo esta protegido
contra las infecciones y la aparicion de células cancerosas por una serie de
mecanismos de defensa inespecificos (resistencia) y especificos (inmunidad),
que conforman lo que conocemos como sistema inmune. Sus funciones
principales son la proteccion, la vigilancia y el mantenimiento de la
homeostasis del organismo. La piel y las mucosas adyacentes constituyen
barreras fisicas y quimicas que confinan a los microorganismos a las
superficies externas del cuerpo (1). Estas defensas se complementan con el
sistema inmunitario, cuya funcion fisioldgica consiste en la defensa frente a
los componentes de los organismos patégenos como virus, bacterias y
parasitos; asi como contra las macromoléculas que no conlleven un caracter
infeccioso como proteinas y polisacaridos (2). Esta respuesta inmune se
caracteriza por el reconocimiento de lo propio y no propio, para ello
intervienen diferentes niveles moleculares: reconocimiento antigénico,
moléculas accesorias y de coestimulacion, transduccion de sefales
intracelulares que darén lugar a la sintesis de citocinas o de anticuerpos que

caracteriza a la respuesta efectora (3).

A su vez en el sistema inmunitario identificamos dos tipos de respuesta

esenciales en la defensa contra infecciones, la inmunidad innata y la



inmunidad adaptativa, la inmunidad innata es la primer linea de defensa contra
un agente infeccioso, estd constituida por unos mecanismos de defensa
celulares y bioquimicos ya instaurados incluso antes de contraerse la infeccion
y preparados para responder con rapidez una vez producida, cuyos principales
componentes son (barreras fisicas y quimicas, células fagociticas, proteinas
sanguineas como los factores del sistema del complemento y mediadores de
inflamacion y citocinas), todos estos mecanismos son especificos para
aquellas estructuras comunes a los grupos de microorganismos afines.
Mientras que la inmunidad adaptativa se basa en su especificidad celular entre
linfocito y antigeno, esta respuesta se desarrolla pasando 5 6 6 dias posteriores
a la infeccion, existen dos tipos de respuestas inmunitarias adaptativas
llamadas inmunidad humoral e inmunidad celular, en las que intervienen
componentes diferentes del sistema inmunitario, sus principales componentes

son los linfocitos T y B y sus productos de secrecion (anticuerpos) (2,4).
Inmunidad humoral y celular

La inmunidad humoral es el principal mecanismo de defensa contra los
microorganismos extracelulares y sus toxinas, en ella intervienen los linfocitos
B efectores que daran origen a las células plasmaticas o plasmocitos capaces
de secretar las distintas inmunoglobulinas con funcidén de anticuerpos y los
linfocitos B de memoria. Mientras que en la inmunidad celular intervienen los
linfocitos T que se diferencian en subpoblaciones de linfocitos T reguladores,
linfocitos T efectores, que a su vez se diferencian en linfocitos T citotoxicos
(Tc), reconocidos por el marcador de superficie CD8 y los linfocitos T
colaboradores o helper (Th2 y algunas Thl) que poseen el marcador de
superficie CD4 y se caracterizan por la produccion de citocinas y por ultimo

los linfocitos T de memoria (3).



Sistema inmune comun de mucosas

Mientras que la inmunidad sistémica favorece las reacciones agresivas frente a
antigenos extranos: reacciones especificas de citotoxicidad linfocitaria,
citotoxicidad mediada por anticuerpos y la activacion del complemento. Por el
contrario, la inmunidad mucosal mantiene la absorcion selectiva y la funcion
barrera intestinal a pesar del continuo estimulo antigénico, discriminando
entre patdégenos y antigenos de la dieta (inofensivos). En las mucosas, por ser
una interface entre el interior y el exterior de nuestro cuerpo, normalmente se
encuentran grandes cantidades de moléculas extrafias y microorganismos. Se
conoce que la mayor parte de los agentes patdogenos entran al organismo a
través de la piel y las mucosas, €sta es una de las razones por las que resulta
atractivo inhibir su adhesion, replicacion y colonizacién desde los sitios en

que penetran a nuestro organismo (5).

Asi, el sistema inmune de las mucosas debe inducir: una respuesta
especializada que genere tolerancia o no reaccidon contra las moléculas
benéficas; una respuesta inmune no esterilizante para la flora normal y una
inmunidad esterilizante contra los patdgenos. Esta triple funcion determina las
diferencias principales entre el sistema inmune interno y el de las mucosas,
por lo que las funciones principales del sistema inmune de las mucosas son la

induccidn de tolerancia, la adaptacion al medio y la proteccion (6).

Este sistema protector estd formado por la mayor coleccion de células
inmunocompetentes del organismo. El sistema inmune comin de mucosas se
divide en dos: sitios inductores, donde el antigeno se capta, endocita, procesa
y se presenta a los linfocitos T y B, y en sitios efectores, donde se lleva a cabo

la respuesta inmune (7).
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Asi las principales mucosas del organismo quedan protegidas contra un
patogeno determinado a través del sistema inmune mucosal comin (MALT).
Las células activadas llegan a las mucosas para su diferenciacion final y se
convierten en células efectoras, ya sea células plasmadticas productoras de
anticuerpos en el caso de los linfocitos B o células productoras de citocinas en
el caso de los linfocitos T. El tejido linfoide asociado a la nariz (NALT), a los
bronquios (BALT) en el tracto respiratorio y las placas de Peyer en el
gastrointestinal (GALT) son los sitios efectores mas estudiados de esas
mucosas. Ya que las células de memoria también se alojan en estos sitios, se
les considera los lugares de recapitulacion de la experiencia inmune del

organismo; también se les ha llamado 6rganos linfaticos terciarios (8).
Vacunas y adyuvantes.

A lo largo de la historia de la medicina, las vacunas, han sido la herramienta
mas poderosa para el control de las enfermedades infecciosas, por lo que el
conocimiento de la inmunologia se puede considerar como la base para
entender los principios de la vacunacion y por lo tanto la fisiologia de la
misma. La vacunacion, entonces, debe adaptarse a la situacidén
epidemioldgica, los antigenos involucrados, e inclusive la declinacion del

titulo de anticuerpos maternos en cada individuo (9).

El mejor conocimiento de los fundamentos de la inmunologia es prometedor
en el desarrollo de nuevas vacunas. Se puede esperar que en el futuro sea
posible dirigir la respuesta inmune en forma especifica, por ejemplo, mas o
menos Thl 6 Th2 de acuerdo a la enfermedad y a los antigenos. El futuro es
promisorio, conforme se conoce mejor la interaccion de diferentes células, el
papel de los antigenos de superficie (AS), las interleucinas (IL) y el

descubrimiento de nuevas formas de ellas y el papel que juegan. El
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conocimiento de sus codigos genéticos seguramente sera de interés para el
tratamiento de las enfermedades inmunes, tratamiento del cancer y el

desarrollo de una nueva generacion de vacunas para el hombre (10).

Las vacunas que han sido adecuadamente inactivadas no tienen riesgo de
virulencia especifica. Sin embargo, usualmente se les tiene que adicionar un
adyuvante para incrementar la eficiencia de la vacuna. Algunos adyuvantes
son tan “potentes”, que su alta eficacia estd acompafiada por reacciones
postvacunales que hoy en dia no son aceptables. En los ultimos afios, se han
creado grandes expectativas en el desarrollo de vacunas frente a las tan
frecuentes infecciones mucosas y en el uso del sistema inmune de las mucosas
para inducir tolerancia periférica en algunas enfermedades autoinmunes

mediadas por células (11).

La inmunizacidon parenteral ha demostrado ser eficaz en la generacion de
respuestas inmunes y estd podria ser significativamente mejorada con el uso
de adyuvantes de mucosas. Sin embargo la inmunizacién intranasal se ha
convertido en una Optima estrategia de vacunacion en roedores para la
induccion de respuestas de anticuerpos en los tejidos genitales (12-14), y
también demostro ser eficaz en humanos (13, 15, 16). Recientemente se
publicé que la inmunizacién intranasal (i.n.) en ratones indujo una respuesta

inmune tanto a nivel sistémico como en mucosas (17).
Adyuvantes de mucosas

El sistema inmune de las mucosas (MALT), constituye la primera linea de
defensa del organismo. Las membranas mucosas son la principal via de
entrada de microorganismos, alérgenos y carcindogenos. La superficie mas

vulnerable y extensa son los 400 m”> de mucosa gastrointestinal (GALT, 200
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veces mayor que la superficie cutanea), pero también la mucosa de las vias
aéreas (NALT, BALT), urinaria y genital (RALT) y la conjuntiva que recubre
los ojos (11). Por lo tanto, la busqueda de nuevos inmunopotenciadores de
mucosa representa una alternativa para la obtencion de complementos para

vacunas y para la formulacion de inmunopreparados (5).

La buasqueda de nuevas sustancias con actividad adyuvante e
inmunopotenciador constituye una de las tendencias mas importantes en la

investigacion inmunoldgica actual.

Entre los nuevos adyuvantes se cuenta con los seleccionados por promover la
respuesta inmune a nivel de mucosas. La toxina bacteriana del célera (CT) y la
toxina termolabil de E.coli (LT) estimulan eficientemente al sistema inmune
cuando son administradas en mucosas y piel. Sin embargo, resultan ser toxicas
para el sistema nervioso central, ademas de que se acumulan en los nervios
olfatorios cuando se administran por la via intranasal (18). En un trabajo
realizado en raton, en el que se emplearon estas toxinas como vectores
plasmidicos para vacunas de DNA de diversos antigenos virales, ambos
vectores aumentaron fuertemente la respuesta de Th1 y Th2. Sin embargo, la
respuesta humoral fue antigeno dependiente con rangos desde el no efecto a la
supresion o elevacion de la respuesta de inmunoglobulinas IgG1 e 1gG2. Al
comparar el efecto de ambas toxinas se encontr6 que LT estimulaba mas
eficientemente la respuesta celular que CT. Ademas, el empleo de las toxinas
en forma individual, mostré una actividad adyuvante parcial (19). Por otra
parte las formas mutantes no toxicas de LT y CT que mantienen parcialmente

la adyuvanticidad también son excesivamente costosas (20-23).

Existen pocas sustancias capaces de ejercer un potente efecto adyuvante en las

mucosas y que, por otro lado, sean bien toleradas por el hombre. La blisqueda
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de sustancias con estas propiedades beneficiaria el manejo de las infecciones y

el disefio de vacunas (24).
CrylAc de Bacillus thuringiensis

CrylAc de B. thuringiensis es una protoxina con acciones inmunogénicas y
adyuvante tan potente como la toxina de colera (25). Por lo que ha llamado la
atencion para ser conjugada o administrada con otros antigenos y ser usada

como acarreadora de epitopes vacunales (26).

B. thuringiensis (Bt), es una bacteria gram positiva, aerobia estricta,
morfologicamente relacionada con B. cereus y B. anthracis (27). Considerada
una bacteria ubicua ya que se ha aislado de todas partes del mundo y de muy
diversos sistemas como suelo, agua, hojas de plantas, insectos muertos,
telarafias, etc. La cual se caracteriza por la produccion de inclusiones proteicas
cristalinas durante la fase de esporulacion. Este cristal es el responsable de la

actividad toxica contra los insectos (28).

Estos cristales estdn formados por una o varias toxinas de naturaleza proteica
llamadas 8-endotoxinas o proteinas Cry o Cyt (29). Su entomopatogenicidad
es especifica para diferentes ordenes de insectos tales como: Lepidoptera,
Diptera, Coleoptera, Himenoptera y Homoptera asi como para dcaros y otros
invertebrados (nematodos y platelmintos). Esta toxina es sintetizada en forma
de protoxina (toxina inactiva), la cual es convertida a su forma activa por la
accion de proteasas presentes en el intestino medio de los insectos

susceptibles, un fragmento de toxina activa pesa entre 60 y 70 kDa (30).

Estas toxinas activas interactian con receptores presentes en células del
epitelio intestinal, formando poros en la membrana plasmatica, causando un

desequilibrio osmético en las células. Este suceso conduce a muerte celular,
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pérdida de la permeabilidad de la membrana, interrupcion de la alimentacion y
posteriormente la muerte de los insectos (31). Por esta razén es utilizado como
biopesticida, por su escaso impacto en el medio ambiente y por ser altamente
especifico para los organismos susceptibles, ademds de ser inocua para los

humanos (32, 33,34).

En el laboratorio se ha demostrado que la protoxina CrylAc es un potente
inmunoégeno y adyuvante de mucosas. CrylAc de B. thuringiensis es una
protoxina con acciones inmunogénicas y adyuvante tan potente como la toxina
del colera (35). En estudios previos se determiné la alta actividad
inmunogénica de la p-CrylAc, al ser administrada via intranasal y rectal, en
ratones Balb/c (36). También se demostr6 mediante pruebas de
inmunohistoquimica que la protoxina CrylAc se une a la superficie de las
mucosas de intestino en ratones. pCrylAc inducida in situ estimuldé cambios
en las propiedades electrofisioldgicas del yeyuno del intestino del raton. Los
datos obtenidos indican una posible interaccion in vivo de proteinas Cry en
intestino de animales que podria inducir cambios en el estado fisioldgico del

intestino (37).

Trabajos recientes han sefialado que la protoxina de CrylAc incremento la
inmunidad protectora contra Naegleria fowleri en ratones inmunizados
intranasalmente, al incrementar la proporcion de linfocitos que expresan los
marcadores de activacion CD25 y CD69 en ambos tejidos nasales NALT y NP
(pasajes nasales); aument6 la proporcion de células T que espontaneamente
producen IL-4, IL-5 e IL-10 y el efecto fue mayor en NP que en el NALT;
indujo respuestas especificas de células IgA e IgG en NP y modifico la
expresion de los receptores de homing en las células T y B y de las moléculas

de adhesion del NALT. Estos datos contribuyen a explicar la potente
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inmunogenicidad de Cryl Ac administrada por la via i.n., ademds de sustentar
que CrylAc es una herramienta valiosa para caracterizar la induccion de las
respuestas inmunes (38). Sin embargo, es importante recalcar que todos estos
estudios estan dirigidos al efecto de la protoxina y se ha pasado de largo que
en la industria agropecuaria, el fitomejoramiento genético via introduccion de
genes Cry, que codifican para cristales proteicos insecticidas de la toxina
CrylAc, constituye una alternativa para reducir el ataque de insectos en
cultivos de interés comercial. Motivo por el cual, este trabajo aporta nuevas
evidencias sobre los efectos de la toxina CrylAc, la cual es utilizada en

diferentes plantas transgénicas de consumo humano.
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Objetivo general.

Determinar mediante la prueba de ELISA indirecta, si la toxina CrylAc
recombinante funciona como adyuvante para la induccion de respuestas de

anticuerpos sistémicos y mucosos hacia antigenos de naturaleza proteica.
Objetivos Particulares.

1) Analizar mediante la prueba de ELISA indirecta, la respuesta de
anticuerpos (IgA, 1gG, IgM, IgGl, 1gG2) anti-Ovoalbumina (OVA) en suero,
lavados nasales, traqueobronquiales, intestinales y vaginales en ratones
hembras Balb/c inmunizados por la ruta intranasal con OVA, OVA

coadministrada con pCryl Ac, tCRryl Ac o toxina de colera (CT).

2) Comparar la respuesta inmune anti-OVA, inducida con tCrylAc + OVA

con la inducida por la coadministraciéon con CT+OVA.
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Material y Métodos
Obtencion de la toxina CrylAc.

Se utilizaron células competentes TOP10 de Escherichia coli, donadas por el
Dr. Donald Dean (Ohio State University, Columbus, USA) que expresan el
plasmido pCrylAc. Las cepas resistentes a la ampicilina se cultivaron en
medio LB suplementado con 100 pg/ml de este antibiotico a 37°C con
agitacion constante (300 rpm). A las 48 h de cultivo las bacterias se
cosecharon por centrifugacion (7000 rpm por 7 min), se resuspendieron en
buffer TE (10 mMTrisCl, 1 mM EDTA, pH 8), se incubaron durante 30 min a
37°C con 1 mg/ml de lisozima (Sigma, MO) y se lisaron por sonicacion
(Fisher Sonic Dismembrator Model 300). La fraccion insoluble del lisado se
lavo dos veces con TE/Tween-20 1%, dos veces con 0.5 M NaCl y una vez
con agua bidestilada. La protoxina CrylAc se solubilizdé disgregando la
pastilla en buffer PBS 30 mM Na,CO;, 70 mM NaHCO;, 1 % (v/v) 2-
mercaptoetanol, pH 9.6) e incubando durante 30 min a 37°C. Posteriormente
se recupero el sobrenadante por centrifugacion a 16 000 g durante 10 min, se
determind la concentracidon de proteina por el método de micro Bradford y se
analiz6 la pureza por SDS-PAGE en un gel al 7.5%. Una vez obtenida la
pCryl Ac se eliminaron los restos de endotoxina que pudiera tener al pasarla
por una columna de Polimixina (Affi-Prep® Polymyxin Matriz BIO-RAD
156-0010) para posteriormente verificar la ausencia de restos de endotoxina
con la prueba de deteccidbn semicuantitativa de endotoxina Sigma E-
TOXATE® (Limulusamebocytelysate). La proteina se almacend a 4°C hasta

ser usada.
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Digestion de la protoxina para obtener toxina CrylAc

A partir de la concentracién conocida de protoxina purificada se procedio a
digerir con tripsina (1:50 w/w) por una hora 37°C en agitacion ligera 250 rpm.
Se colocaron 3 ml de muestra en filtros (Amicon Ultra, MILLIPORE de
50kDa de apertura de malla) y se agregaron 30ul de PMSF (1:100) para
obtener una concentracion final 1 mM. Se centrifugd 10 min. a 3000 rpm 4°C,
se retird el sobrenadante. Se agregé PBS1X completando un volumen de 3 ml
en los filtros y centrifugar 10 min. a 3000 rpm 4°C (este procedimiento se
repite al menos 4 veces). Se concentrd a un 1ml, centrifugando 10 min. a 3000
rpm 4 °C la toxina purificada en PBS1X y se almacen6 a 4° C para su uso
posterior. Se determino la concentracion de proteinas por el método de micro
Bradford y se verific6 que la toxina muestre una banda limpia a través de

SDS-PAGE (geles de poliacrilamida).
Inmunizaciones

Administracion intranasal de CrylAc conjugada o administrada con (CT) y
(OVA), (Fig. 1). En todos los experimentos se usaron ratones hembras Balb/c
de 8-10 semanas de edad. Se mantuvieron en jaulas con agua y alimento
(Labdiet 5015, OMI Nutrition International). Los inmundgenos se
administraron via nasal colocandolos directamente en las fosas nasales 10 pl.
Los grupos experimentales se conformaron por seis ratones hembras y cada
uno recibio tres dosis de inmunodgeno a los dias 0, 7 y 14 para después ser
sacrificados a los 7 dias posteriores a la ultima inmunizacién. Para la
inmunizacién se usaron como inmunogenos ovoalbiimina (OVA) sola 100 ug,
pCrylAc, tCrylAc y toxina de colera (CT) coadministrados con OVA (5ug de
CT, 50 ng de tCrylAc y 50ug de pCrylAc + 50ug OVA). Se usaron animales

inmunizados con PBS estéril como controles negativos.
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Fig.1 Inmunizacion i.n.

Obtencion de muestras

Se obtuvieron las muestras de secreciones de intestino delgado y grueso,

vagina y de tracto respiratorio asi como de suero.

Se obtuvo el suero a partir de la puncion cardiaca con jeringas para
tuberculina, (Fig. 2). El fluido se colectd en tubos de microcentrifuga
eppendorf, para permitir la coagulacion se mantuvieron a temperatura

ambiente; después las muestras se centrifugaron a 8000 rpm. durante 10

minutos a 4°C y los sobrenadantes se almacenaron inmediatamente a -70°C

(Fig. 3).

Fig. 2 Puncidn cardiaca Fig. 3 Suero
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Lavados Vaginales. Antes de sacrificar a los ratones se realizaron cinco
lavados vaginales con 50 ul de medio RPMI-1640 pH 7.4 (Sigma Chemical
Co.) adicionado de garamicina (40 pug/ml) (RPMI-G). El fluido se colectd en
tubos de microcentrifuga eppendorf; las muestras se centrifugaron a 8000 rpm.

durante 10 minutos a 4°C y los sobrenadantes se almacenaron inmediatamente

a-70°C (Fig. 4).

Fig. 4 Lavados Vaginales

Lavados nasales. Después de sacrificar a los ratones se realizaron los lavados
mediante canula con 150 pl de medio PBS 1x. El fluido se colect6 en tubos de
microcentrifuga eppendorf; las muestras se centrifugaron a 8000 rpm. durante

10 minutos a 4°C y los sobrenadantes se almacenaron inmediatamente a -70°C

(Fig. 5).
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Fig. 5 Lavados nasales

Lavados traqueobronquiales. En el cuarto frio se disectaron cuidadosamente
los pulmones unidos a la traquea y se colocaron en una caja Petri. El exterior
se lavo exhaustivamente con Hank sBalanced Salt (HBSS) (Sigma Chemical
Co.). Con una jeringa con canula conectada a la traquea se pasaron 2 ml de
medio RPMI-G en dos ocasiones y el liquido resultante se coloco en tubos de
microcentrifuga eppendorf. Las muestras se centrifugaron a 8000 rpm. por 10

minutos a 4°C y los sobrenadantes se almacenaron inmediatamente a -70°C

(Fig. 6).

Fig. 6 Lavados traqueobronquiales

Liquidos intestinales. En el cuarto frio se disectaron los intestinos delgado y

grueso y se colocaron en cajas Petri por separado (Fig. 7 y 8). El exterior se
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lavé con HBSS. Se lavaron internamente mediante canula con medio RPMI-G
adicionado de acido p-hidroximercuribenzoico (PHMB) (Sigma Chemical
Co.) 100mM en trizma base 150mM (RPMI); para el intestino delgado se
pasaron Sml y para el grueso 3ml de medio RPMI. Las muestras se
centrifugaron a 8000 rpm. durante 10 minutos a 4°C y los sobrenadantes se

almacenaron inmediatamente a -70°C.

_— e

Fig. 7 Lavados intestino grueso Fig.8 Lavados intestino delgado

Evaluacion de la respuesta de anticuerpos mediante la técnica de ELISA

indirecta.

Se evalud la respuesta de anticuerpos (IgA, IgG, IgM, IgG,, IgG,), antigeno
especifico mediante la técnica de ELISA indirecta segiin el protocolo del

distribuidor del kit (Peprotech).

Se utilizaron placas de 96 pozos de polivinilo. Se recubri6é cada pozo con 100
ul de OVA [ ] 1ug/100ul en buffer de carbonatos pH 9.6. Las placas se
incubaron durante 24 h a 4°C; se lavaron tres veces con PBS-T (PBS con
Tween 20 al 0.05%). El bloqueo de los sitios reactivos se realizo con 100 pl
de leche descremada (Sveltys) al 3% en PBS-T durante 2 h a temperatura

ambiente, posteriormente se lavaron tres veces con PBS-T y una con PBS-1X.
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Se agregaron 100 pul de PBS-1X a cada pozo. Los sueros se diluyeron en
PBS-T 1:50. Los liquidos nasales, traqueobronquiales, intestinales y vaginales
se colocaron directamente en los pozos de las placas. Se tomaron 100 pl de la
muestra y se depositaron en el primer pozo, se mezcla y se toman 100 pl para
hacer diluciones hacia abajo. (Todas las muestras se trabajaron por triplicado).
Todas las muestras se incubaron durante 24 h a 4°C, posteriormente se lavaron
tres veces con PBS-T y una con PBS-1X, para después colocarles el segundo
anticuerpo y dejarlos incubar durante 2 h, los anticuerpos se diluyeron con
PBS-1X (IgG e IgM 1:2000; IgA, 1gG;, e IgG, 1:1000). Posteriormente se
agrega el sustratol00 pl de ABTS con perdxido de hidrogeno al 3% y se
procede a registrar la absorbancia de las muestras a 405 nm en un lector de

ELISA.
Analisis estadistico.

El anélisis estadistico fue realizado con la técnica no paramétrica de Tukey,

con una P < 0.05 de significancia.
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Resultados
Obtencion de la tCrylAc

Se obtuvo la tCrylAc, a partir de la digestién con tripsina de la pCrylAc. Se
determind la concentracion de proteina a través del método de micro Bradford.
Y se verifico que la banda resultante para tCryl Ac estuviera limpia a través de

SDS-PAGE (geles de poliacrilamida) (Fig.9).
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Fig. 9 Obtencion tCryl Ac (SDS-PAGE geles de poliacrilamida)

La inmunizacion intranasal con la tCrylAc induce una respuesta de

anticuerpos a nivel de mucosas.

Determinar la capacidad de la tCrylAc para aumentar la produccion de
anticuerpos a nivel de mucosas, fue el principal objetivo de este trabajo. Por
tal motivo se analiz6 la capacidad inmunogénica de la tCrylAc como

adyuvante para estimular la produccion de anticuerpos a nivel de mucosas.

Como se sabe la IgA es el principal anticuerpo que se encuentra en las
secreciones mucosas, sobre todo en la mucosa de las vias aéreas, es esencial

en la respuesta inmunoldgica innata, se genera mas IgA por dia (66 mg/kg/dia)
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que de cualquier otra clase de inmunoglobulina, esto representa dos tercios de

la produccion total de anticuerpos al dia, en un ser humano adulto sano (39).

La presencia de IgA en lavados nasales (LN), demuestra que la inmunizacioén
intranasal con tCrylAc desencadena respuestas a nivel mucosal. Para este
isotipo los valores de absorbancia obtenidos en (LN) a partir de la técnica de
ELISA indirecta, demuestran que la capacidad inmunogénica de la tCrylAc
fue superior a pCrylAc y al grupo control (0.847 > 0.801 > 0.620
respectivamente) (Fig. 10).

LN IgA
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Fig. 10. Valores de las absorbancias para IgA, en muestras de lavados nasales (LN). Los valores
representan la media de los porcentajes + la desviacion estandar para el grupo control y los cuatro
grupos experimentales. * indica las diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y los
grupos experimentales. ¢ indica las diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo inmunizado con la
tCrylAc y los grupos experimentales.
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Al igual que en lavados traqueobronquiales (TQB), los valores de absorbancia
registrados para el grupo inmunizado con tCrylAc, fueron marcadamente
mayores en relacion con pCrylAc y el grupo control, (0.661 > 0.330 > 0.292

respectivamente) (Fig. 11).

TQB IgA
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Fig. 11. Valores de las absorbancias para IgA, en muestras de lavados traqueobronquiales (TQB). Los
valores representan la media + la desviacion estindar para el grupo control y los cuatro grupos
experimentales. * indica las diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y los grupos
experimentales. ¢ indica las diferencias significativas (p<0.05) los grupos experimentales.

En intestino delgado (ID), sélo la tCrylAc registr6 un aumento en la
produccion de IgA (0.324) de absorbancia, en comparacion con la pCrylAc y
el grupo control que no registraron respuesta, (Fig. 12). En intestino grueso

(IG) no existid respuesta de anticuerpos, para ningun grupo experimental.
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Fig. 12. Valores de las absorbancias para IgA, en muestras de lavados de intestino delgado (ID). Los
valores representan la media + la desviacion estindar para el grupo control y los cuatro grupos
experimentales. * indica las diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y los grupos
experimentales. ¢ indica las diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales.

Finalmente en lavados vaginales (LV), para el grupo inmunizado con
tCryl Ac, se registraron los valores de absorbancia mas elevados en relacion a

pCrylAc (540 > 363) y al grupo control que no generd respuesta, (Fig. 13).
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Fig. 13. Valores de las absorbancias, en muestras de lavados vaginales (LV). Los valores representan la
media + la desviaciéon estindar para el grupo control y los cuatro grupos experimentales. * indica las
diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y los grupos experimentales.
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Resulta importante sefialar que los mayores registros de la absorbancia para
tCrylAc y pCrylAc, fue en lavados nasales (LN), destacando que esta es la
via de inmunizacion, se puede concluir que no existe diferencia entre ambos

adyuvantes.

Cabe destacar que la tCryl Ac es capaz de inducir respuestas de anticuerpos en
sitios distantes como la mucosa vaginal, siendo esta mayor, en comparacion

con la pCrylAC.

Es importante sefialar que el efecto adyuvante de la tCryl Ac es en todas las
mucosas igual o incluso mayor que la toxina del coélera (CT) como puede
observarse en los lavados traqueobronquiales (TQB), (0.661 > 0.178), (Fig.
11).

tCrylAc induce respuesta de anticuerpos a nivel sistémico.

La inmunizacion intranasal con tCrylAc no solo fue capaz de generar
respuesta a nivel mucosal, sino también a nivel sistémico. La presencia de IgG
en suero confirma lo antes mencionado, este isotipo es el de mayor presencia
en el suero y representa el 70-75% del reservorio total de inmunoglobulinas,

ademas de ser la Ig. predominante en respuestas secundarias.

Incluso se observa que hay un aumento en la produccion de las otras
inmunoglobulinas comparados con el grupo control. Es importante sefalar que
a nivel sistémico la tCrylAc tuvo un mayor efecto adyuvante con respecto a

CT y pCrylAc (1.645 > 1.583 > 1.524 respectivamente), (Fig. 14).
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Fig. 14. Valores de las absorbancias, en muestras de suero, obtenido por centrifugacion, después de
extraer la sangre mediante puncién cardiaca. Los valores representan la media + la desviacion estandar
para el grupo control y los cuatro grupos experimentales. * indica las diferencias significativas (p<0.05)
entre el grupo control y los grupos experimentales. ¢ indica las diferencias significativas (p<0.05) entre
los grupos experimentales.

La toxina CrylAc tiene un efecto adyuvante en la produccion de IgG a

nivel de mucosas.

Con base a los resultados anteriores, donde se observd que la tCrylAc
promueve la produccion de IgG a nivel sistémico, se decidido evaluar la

produccién de IgG a nivel de mucosas.

Es importante mencionar que la presencia de IgG en mucosas no es originada
por la presencia de esta en suero, ya que sus patrones de reconocimiento

antigénico son diferentes, (40).

La produccion de IgG en mucosas es menor a la sistémica, pero se puede
observar un aumento en su produccién, sobre todo en lavados

traqueobronquiales (TQB), (Fig. 15).
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2.4 -
2.2 -

1.8 1
1.6 - ¢
1.4 -
1.2 -

ABS

0.8 1
0.6 1

0.4 -
] = i [

Control CT OVA pCrylAc tCrylAc

H % o

Fig. 15. Valores de las absorbancias para IgG, en muestras de lavados traqueobronquiales (TQB). Los
valores representan la media de los porcentajes + la desviacion estindar para el grupo control y los
cuatro grupos experimentales. * indica las diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y los
grupos experimentales. ¢ indica las diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales.

En lavados nasales (LN), se observa que la produccion de 1gG fue mayor para
el grupo experimental inmunizado con OVA + tCrylAc en comparacion al
grupo de OVA + pCryl Ac, en todos los sitios analizados. Al igual que lo que
ocurrio con IgA, la tCryl Ac en algunos casos, tuvo un efecto igual a la toxina
de colera (CT) como en lavados nasales (LN) e intestino delgado (ID) (Fig. 16
y 17) o incluso mayor como en lavados traqueobronquiales (TQB) e intestino

grueso (1G), (Fig. 15y 18).
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Fig. 16. Valores de las absorbancias para IgG, en muestras de lavados nasales (LN). Los valores
representan la media + la desviacion estandar para el grupo control y los cuatro grupos experimentales.
* indica las diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y los grupos experimentales. ¢
indica las diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales.
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Fig. 17. Valores de las absorbancias para IgG, en muestras de lavados de intestino delgado (ID). Los
valores representan la media + la desviacion estindar para el grupo control y los cuatro grupos
experimentales. * indica las diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y los grupos
experimentales. ¢ indica las diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales.
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1G IgG
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Fig. 18. Valores de las absorbancias para IgG, en muestras de lavados de intestino grueso (IG). Los
valores representan la media + la desviacion estindar para el grupo control y los cuatro grupos
experimentales. * indica las diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y los grupos
experimentales. ¢ indica las diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales.

Los titulos de anticuerpos registrados en enfermedades inflamatorias de las
mucosas, siempre seran mayores para IgG en relacion con IgA, (41). Tal como
resultd en nuestra investigacion. Sin embargo un estudio realizado en E.U.A
en la Agencia de Proteccion Ambiental (US EnvironmentalProtection
Agency), indica que B. thuringiensis formadora de las proteinas Cry, esta libre
de P-exotoxina y por lo tanto no produce efectos adversos significativos en

ratas y ratones de laboratorio, (42).
La tCrylAc induce una respuesta Th2 a nivel de mucosas y sistémico.

Existen dos tipos de mecanismos en la respuesta inmune efectora, la mediada
por células (Thl) caracterizada por producir INF-gamma, IL-2 y factor de
necrosis tumoral beta (TNF-B) los cuales activan macréfagos y son

responsables de la inmunidad mediada por células. En contraste la repuesta
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(Th2) produce IL-4, IL-5, IL-10, e IL-13 y activan células B, las cuales son
responsables de una fuerte respuesta por anticuerpos e inhiben muchas de las
funciones del macrofago. Ademas estd involucrada en la inmunidad de

mucosas (2).

Por otra parte existen inmunoglobulinas que se relacionan con cada uno de
estos tipos de respuesta para Thl IgG, y para Th2 IgG,. En nuestros
resultados, predomina IgG, en todas las mucosas, siendo siempre el titulo de

absorbancia mas alto para el grupo inmunizado con la tCrylAc (Fig. 19 - 22).
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Fig.19. Valores de las absorbancias, en muestras de lavados nasales (LN). Los valores representan la
media de los porcentajes + la desviacion estindar para el grupo control y los cuatro grupos
experimentales. * indica las diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y los grupos
experimentales. ¢ indica las diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales.
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Fig. 20. Valores de las absorbancias, en muestras de lavados traqueobronquiales (TQB). Los valores
representan la media de los porcentajes + la desviacion estindar para el grupo control y los cuatro
grupos experimentales. * indica las diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y los
grupos experimentales. ¢ indica las diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales.
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Fig. 21. Valores de las absorbancias, en muestras de lavados de intestino delgado (ID). Los valores
representan la media + la desviacién estandar para el grupo control y los cuatro grupos experimentales.
* indica las diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y los grupos experimentales. ¢
indica las diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales.
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Con respecto a toxina de colera (CT) los valores de absorbancia son similares

en todas las mucosas al igual que a nivel sistémico CT (1.850), tCrylAc

(1.750), (Fig.23).
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Fig. 23. Valores de las absorbancias, en muestras de suero, obtenido por centrifugacion, después de
extraer la sangre mediante puncién cardiaca. Los valores representan la media + la desviacion estandar
para el grupo control y los cuatro grupos experimentales. * indica las diferencias significativas (p<0.05)
entre el grupo control y los grupos experimentales. ¢ indica las diferencias significativas (p<0.05) entre

los grupos experimentales.
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Discusion

El principal hallazgo de este trabajo fue el de demostrar que la inmunizacion
intranasal con la tCrylAc, es capaz de inducir la produccion de anticuerpos
tanto a nivel mucosal como sistémico. Este resultado es relevante ya que en
comparacion con pCrylAc y toxina de célera (CT), la tCryl Ac demostro ser

igual de inmunogénica que ambas e incluso mejor.

Esto evidencia la capacidad adyuvante e inmunogénica de tCryl Ac de Bt al
inmunizar con 50ug via intranasal, ya que desencadend respuestas tanto a

nivel local como sistémico.

En estudios previos se determind la alta actividad inmunogénica de la p-
CrylAc de Bt, al ser administrada via intranasal y rectal, en ratones Balb/c
(36). Trabajos recientes han sefialado que la protoxina de Cryl Ac incremento
la inmunidad protectora contra Naegleria fowleri en ratones inmunizados
intranasalmente. Estos datos contribuyen a explicar la potente
inmunogenicidad de Cryl Ac administrada por la via i.n., ademas de sustentar
que CrylAc es una herramienta valiosa para determinar la induccién de las
respuestas inmunes (38). Sin embargo el efecto de la inmunizacion intranasal
con la toxina CrylAc no habia sido caracterizado. Por lo que uno de los
principales hallazgos en esta investigacion fue el comprobar el efecto

adyuvante de tCrylAc.

Los niveles de IgA en las muestras de lavados (nasal, traqueobronquial,
intestino y vaginal) nos indican que tCrylAc confiere proteccion a nivel local.
Las mayores lecturas de este anticuerpo se registraron en los lavados nasales,

esto se debe al sitio de induccion inmune, el NALT, ya que este tiene un
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mayor numero de células inmunocompetentes en proporcion a los demas
componentes del MALT, (43). Es importante destacar que se registraron
lecturas de este anticuerpo en sitios tan distantes a la inmunizacidn, como fue
en intestino y en vagina, similar a lo reportado en un estudio en el que se
demostré que la toxina de coélera subunidad B recombinante, al ser
administrada via intranasal generaba respuesta inmune tanto a nivel local

(nasal, intestino, vagina) como sistémico, (44).

Los altos niveles de IgG en suero y mucosas, nos indican, la capacidad
inmunogenica de CrylAc, para desencadenar una respuesta tanto a nivel local
como sistémico. Ademas de estar presente en todos los sitios de anélisis,
siendo en lavados nasales y traqueobronquiales los registros mas elevados.
Este dato nos indica que probablemente hubo aumento en la permeabilidad de
las mucosas (45). Este ultimo dato concuerda con lo reportado por Mbawuike
et al., donde explica de la proteccion que confiere a las mucosas la IgG, ya
que se consideraba que su presencia era originada a partir de suero, y no

secretada en mucosas (46).

La presencia de IgG, tanto en suero como en mucosas confirma la respuesta
generada a nivel sistémico, ya que este anticuerpo polariza a una respuesta
Th2, que es de tipo humoral. Estos datos son similares a los reportados en
trabajos previos donde después de la inmunizacion intranasal con pCryl Ac
coadministrada con extracto amebiano de Naegleria fowleri, se da una

respuesta mucho mayor de IgG, que de 1gG, (38).

Las respuestas observadas en este estudio de IgA e IgG al inmunizar con
tCryl Ac son similares a las registradas para CT. Estos datos son congruentes
con los reportados en trabajos anteriores, los cuales indican que CT es un buen

adyuvante de mucosas e inmundgeno ya que genera repuestas tanto a nivel
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local como sistémico, (45). Sin embargo se ha reportado, que al administrar
por via oral Sug de CT purificada, fue suficiente para provocar diarrea en
humanos, (47). Ademds de que se ha documentado que la CT es toxica para el
sistema nervioso central ademds de acumularse en los nervios olfatorios al ser
administrada via i.n. (48). Y aunque existen formas mutantes no toxicas, su

alto costo de produccion, limita su uso.

En trabajos previos se habia confirmado que la pCrylAc era un potente
adyuvante e inmundgeno de mucosas, luego de coadministrar pCryl Ac con
albimina bovina y antigeno de superficie de hepatitis B se obtuvieron
mayores titulos de anticuerpos IgA, IgG e IgM contra albimina bovina y
contra antigeno de superficie de hepatitis B, que cuando estos antigenos se
administraron sin pCrylAc, se encontrd que este efecto coadyuvante se
obtenia en compartimientos sistémicos y de mucosa, tanto para la via de
administracion nasogastrica como intraperitoneal y fue tan potente como el
reportado para la toxina de colera (35). También se determind su alta actividad
inmunogénica al ser administrada via intranasal y rectal en ratones Balb/c
(36). Recientemente se ha sefialado que la pCryl Ac increment6 la inmunidad
protectora contra Naegleria fowleri en ratones inmunizados intranasalmente

(38).

En esta investigacion se pudo determinar que la tCrylAc gener6 mayores
repuestas de anticuerpos (IgA, IgG, IgG,) en comparacion con la protoxina y
similares a CT. Esto al cotejar los titulos obtenidos en cada una de las

muestras.

Estos datos contribuyen a explicar la potente inmunogenicidad de tCrylAc
administrada por la via i.n., ademas de sustentar que tCrylAc es una

herramienta valiosa para caracterizar la induccion de las respuestas inmunes
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(38). Las numerosas ventajas del uso de coadyuvantes sobre otras estrategias
para aumentar la inmunogenicidad en las mucosas constituyen una buena
razon para continuar trabajando en un tema donde la busqueda de los
mecanismos de accion de los nuevos coadyuvantes como tCrylAc es s6lo uno
de los multiples caminos a explorar. Motivo por el cual, este trabajo aportod
nuevas evidencias sobre los efectos de la toxina CrylAc, la cual es utilizada
en diferentes plantas transgénicas de consumo humano y que aparentemente

su uso no entrafa riesgos potenciales.
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Conclusiones.

La coadministracion intranasal con tCrylAc recombinante, demostrd tener
propiedades inmunogénicas y de adyuvante, al generar respuesta de

anticuerpos en mucosas y a nivel sistémico.

Aumento considerablemente la produccion de IgA en todas las mucosas,
similar a CT y superando a pCrylAc, brindando una proteccion inmunoldgica
especifica para todas las superficies mucosas, al producir un bloqueo a este

nivel ante la penetracion al organismo de agentes patogenos.

Los titulos de anticuerpos para IgG en suero, fueron mas elevados que la

pCrylAcy CT.

También favorecié la produccion de IgG en mucosas, lo que indica un

aumento en la permeabilidad de estas.

La inmunizacion intranasal con la tCrylAc, demostré la capacidad
inmunogénica de la toxina, al ser capaz de generar respuesta de anticuerpos en
sitios distantes a la inmunizacién, como lo indican los titulos de Ac.

registrados en intestinos y lavados vaginales.

La tCryl Ac, desencadena respuestas de tipo Th2, registrada en todos los sitios

de analisis.

tCryl Ac administrada intranasalmente, induce la respuesta inmune y favorece
la produccion de anticuerpos, similar a CT, pero difiere con respecto a esta, en
representar bajo riesgo de toxicidad y costo de produccion. La ventaja que
provee la tCrylAc al ser administrada en mucosas, la favorece para ser
considerada como un fuerte candidato, para ser utilizada como adyuvante en

la formulacion de vacunas.
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