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Resumen.

La protoxina CrylAc (pCrylAc), es un potente adyuvante mucosal vy
sistémico con efectos en la produccion de anticuerpos en respuesta a proteinas
y polisacaridos. A pesar de que se ha demostrado que pCrylAc tiene
caracteristicas inmunogénicas y adyuvantes no se ha analizado si la toxina
CrylAc (tCrylAc) tiene los mismos efectos. Para ver los efectos adyuvantes
de la tCrylAc se inmunizaron por la via intranasal 4 grupos de 6 ratones
(pCrylAc, tCrylAc y CT respectivamente), ademéas de un grupo testigo. El
efecto de los diferentes tratamientos se realizé en células linfoides de células
del NALT y NP y se analizaron mediante la técnica de citometria de flujo;
obteniendo un aumento de la poblacion en los sitios de los NP pero no hay
diferencias significativas que nos digan que uno es mejor que el otro sim
embargo podemos decir que la activacion de los linfocitos ocurre de similar
manera en los tres grupos inmunizados por lo que concluimos que la toxina es
un potente adyuvante ya que incrementa la expresion de los marcadores de
activacion de CD25 y CD609.
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Introduccion.

El sistema inmune comUn de mucosas.

El sistema inmunitario de las mucosas estd compuesto de los tejidos linfoides
vinculados con las superficies mucosas de los aparatos digestivo, respiratorio
y urogenital. Las superficies mucosas constituyen la ruta de entrada de la
mayoria de los agentes infecciosos. Por lo tanto, este sistema ha evolucionado
dentro de un ambiente antigénico muy diferente del existente en el interior del
cuerpo y por tal motivo, presenta varias caracteristicas que lo hacen diferente
del sistema linfoide sistémico.

El sistema inmune comdn de mucosas se divide en sitios inductores, donde el
antigeno se capta, endocita, procesa y se presenta a los linfocitos T y B,
mientras que en los sitios efectores se lleva a cabo la respuesta inmune (1).

En cuanto a su organizacion el sistema inmune asociado a mucosas puede
dividirse en tres compartimentos: 1) linfocitos intraepiteliales (IEL), 2) tejido
linfoide difuso (lamina propia, LP) y 3) agregados linfoides organizados como
las placas de Peyer (PP). Se piensa que la induccion de la inmunidad en las
superficies mucosas ocurre en los agregados especializados de tejido linfoide
denominados colectivamente como tejido linfoide asociado a las mucosas
(MALT), formado principalmente en el: a) tracto respiratorio por el tejido
linfoide asociado a los bronquios (BALT) y a la nasofaringe (NALT), por
ejemplo, amigdala palatinal, lingual y nasofaringe; b) en el tracto

gastrointestinal por el tejido linfoide asociado al intestino (GALT), por
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ejemplo, las PP, apéndice, nodulos linfaticos mesentéricos, nodulos linfoides

aislados y linfocitos intraepiteliales (1).

Tejido linfoide asociado a la nariz (NALT).

Como se mencion0, el MALT en el tracto respiratorio no se restringe a los
pulmones. Desde la boca y nariz se pueden observar varios grupos de células
inmunocompetentes. En los humanos, las amigdalas son el tejido linfoide mas
conspicuo de la naso y orofaringe. En roedores se ha identificado un tejido
linfoide asociado a la nasofaringe (2), que representa los tejidos linfoides
orofaringeos de las vias respiratorias altas, que se denomina NALT vy se

considera analoga al anillo de Waldeyer en los humanos (3- 4) (Figura 1).

NALT
ANILLO DE WALDEYER
Incisivos VISTA VISTA
ANTERIOR POSTERIOR
Ligamentos /1) i s Amigdala
/1 f Vi )i e faringea
Amigdala faringea i a g\ »
| 1
Amigdalas palatmas._.;. A .,
/ i | Amigdalas
: i 7 palatinas
Amigdalas linguales’ \ ¥
Molares | -4 Amigdalas
linguales

. . - .. L ) _ (enla raiz de la lengua)
Figura 1. En roedores se ha identificado un tejido linfoide asociado a la nasofaringe,

se denomina NALT y representa los tejidos linfoides orofaringeos de las vias
respiratorias altas. Esta estructura se considera analoga al anillo de Waldeyer en los
humanos (anillo de tejido linfoide, que comprende las amigdalas linguales las
amigdalas palatinas, y amigdalas nasofaringeas, también llamadas adenoides).
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El tejido linfoide asociado a la nariz (NALT) es un 6rgano que esta situado en
el piso de la cavidad nasal justo a la entrada del ducto nasofaringeo. Al igual
que el BALT vy las PP, el NALT esta inmediatamente debajo del epitelio, en
este caso el nasal. El epitelio del NALT consiste en un gran nimero de células
ciliadas, pocas células caliciformes y numerosas células M. Las células M se
presentan solas 0 en grupos y microscopicamente son idénticas a las que se
presentan en PP y BALT (5). El epitelio anterior al NALT esta infiltrado
principalmente con linfocitos T, donde la mayoria pertenecen a los
cooperadores. Ocasionalmente se encuentran células dendriticas (DC).

El NALT esta compuesto por una red reticular poco definida, donde los
linfocitos, macréfagos y DC estan presentes. Los linfocitos estan organizados
en areas foliculares (area de células B) e interfoliculares (area de células T).
Existen vasos linfaticos y sanguineos. La mayoria de los vasos linfaticos estan
en la base de las areas de células B y T. Se presentan numerosas venulas
endoteliales altas (HEV) estan presentes en el area de células T (5).

Aungue el NALT no debe ser el unico sitio que contribuye significativamente
a la estimulacion de los precursores mucosos efectores de las vias aéreas, su
importancia se debe probablemente a su proximidad a la lamina propia nasal,
lo que fortalece la idea de que esta estructura Unica es un tejido importante
para estudiar procesos inmunolégicos con antigenos introducidos por via

intranasal (6).

A pesar de su importante funcion desde el punto de vista inmunolégico de esta
mucosa, poco se sabe sobre el sistema inmune nasal. Tanto el fenotipo como
las funciones de las diferentes poblaciones de linfocitos nasales aun no estan

bien caracterizados. Por lo que es importante la generacion de conocimiento
8



“EFECTO DE LA INMUNIZACION INTRANASAL CON LA TOXINA CrylAc, EN CELULAS
LINFOIDES DEL NALT”

sobre este tejido para comprender la respuesta inmune bajo condiciones
normales o patoldgicas (por ejemplo, la resistencia y susceptibilidad a
infecciones, alergias, anergia y autoinmunidad) asi como para el disefio de
nuevas inmunoterapias y/o intervenciones profilacticas.

Por otra parte, pocos estudios se han dedicado a la caracterizacion de la
poblacion de linfocitos localizada en el tejido difuso alrededor del NALT, que
se ha denominado como linfocitos de los pasajes nasales (NP). Los NP
incluyen el tracto nasal y varias partes de la nariz tales como los cornetes
nasales, tabique y paredes laterales, ademas de linfocitos de estructuras
linfoides menos organizadas a lo largo del ducto lagrimal, lamina propia y el

epitelio nasal (7).

El NALT y los PN se consideran como sitio inductor y efector
respectivamente, y las diferencias fenotipicas y funcionales de las poblaciones
linfocitarias entre estos compartimentos nasales no estan establecidas

claramente (8).

La inmunizacion intranasal es muy eficiente para inducir respuestas inmunes
humorales y celulares en la mucosa respiratoria y en sitios mucosos distantes
tales como el tracto genital y el intestino (8-15). También se ha demostrado
que esta ruta de inmunizacion es méas efectiva que la oral y la vaginal para
inducir respuestas generalizadas a nivel de mucosas y sistémicas (16-20),
ademas de requerir una menor cantidad de inmunogenos (13).

Se considera que el NALT es un tejido importante para la generacion de la
inmunidad mucosal hacia antigenos inhalados, capaces de diseminar células

efectoras a sitios mucosales distintos.
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Por tal motivo, se considera que una mayor comprension de las diferencias
fenotipicas y funcionales entre los sitios inductores del NALT y de los sitios
efectores, como los pasajes nasales podria facilitar el desarrollo de vacunas
nasales. Aunque la inmunizacion intranasal puede lograr la induccién de
respuestas inmunes antigeno especificas a nivel local y sistémico, ademas de
conferir inmunidad protectora, generalmente se requiere emplear alguna
estrategia para incrementar las respuestas en mucosas, como el uso de diversos

sistemas de entrega de antigeno o el uso de adyuvantes.

Adyuvantes en mucosas.

Existen pocos adyuvantes de la inmunidad de mucosas (21). Las toxinas de
colera (CT) (22-23) y la termolabil de Escherichia coli (LT) (24) tienen
efectos adyuvantes cuando se coadministran 0 se conjugan con proteinas
solubles que por si solas no son inmunogénicas para las mucosas (25). Sin
embargo, la aplicacion de estas toxinas en humanos no es conveniente por su
toxicidad y alto costo de produccion. Las formas mutantes no toxicas de LT y
CT que mantienen parcialmente la adyuvanticidad también son excesivamente
costosas (25-28).

La protoxina CrylAc como adyuvante.

Es de gran importancia estudiar nuevos adyuvantes de mucosas que sean
seguros y capaces de estimular la respuesta inmunitaria en las mucosas y a

nivel sistémico. Con base a estudios previos del laboratorio se considera que
10
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la protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis relne las caracteristicas
deseables de un adyuvante para mejorar la eficacia vacunal, ya que ha
demostrado que es altamente inmunogénica y tener efectos adyuvantes tanto a
nivel sistémico como de mucosas. Ademdas esta proteina ofrece ventajas
adicionales ya que posee una gran estabilidad, no es toxica para el hombre ni
para vertebrados y sus costos de produccion son bastantes econdémicos debido
a gque su gen ha sido clonado en E. coli. En reportes previos en el laboratorio,
se ha evaluado la inmunogenicidad a nivel mucosa y sistémica que confiere
pCrylAc al aplicarla por distintas vias de inmunizacion en ratones BALB/C,
obteniendo resultados alentadores que indican que la inmunizacion intranasal
(in), rectal (r), vaginal, intraperitoneal (ip) y oral con pCrylAc es capaz de
inducir respuestas de anticuerpos en suero y en varias secreciones de mucosa
vaginal, intestinal y de tracto respiratorio. También se confirmo que pCrylAc
posee efectos adyuvantes tan potentes como los de la toxina del colera tanto a
nivel mucoso como sistémico, cuando se evaluaron sus efectos en la respuesta
de anticuerpos hacia diferentes antigenos de diferente naturaleza (proteinas y
polisacaridos), se encontraron efectos adyuvantes en la respuesta de
anticuerpos hacia el antigeno de superficie de hepatitis B, péptidos de VIH y
polisacaridos de neumococos. Ademas se evaluo el potencial de esta proteina
como acarreador vacunal de un polisacarido capsular 6B y de un epitope de la
toxina diftérica (29-35).

En 2004 se demostré que la protoxina CrylAc posee caracteristicas
adyuvantes protectoras al aplicarlo a un modelo de meningoencefalitis
amibiana primaria en ratbn BALB/C, esta enfermedad provocada por

Naegleria fowleri, provoca la muerte al 100% de los ratones infectados en un

11
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lapso no mayor de 7 dias (32). Interesantemente se encontrd que la
administracién intranasal de CrylAc sola protegio al 60% de los animales;
mientras que al coadministrar intranasalmente la pCrylAc con antigenos de
Naegleria fowleri se incremento a un 100 % de proteccion ante la infeccion,
sugiriendo que la pCrylAc activa mecanismos inmunes innatos y adquiridos
por lo que se requieren mas estudios para determinar los mecanismos
involucrados en los efectos protectores conferidos por la pCrylAc, la cual

puede ser una herramienta valiosa para mejorar vacunas (32).

En 1999 se realiz6 la comparacién del efecto TC y pCrylAc via
intraperitoneal e intragastrica, en el antigeno de superficie de la Hepatitis B y
albumina de suero bovino, a través de secreciones intestinales y de suero por
medio de ELISA, obteniendo como resultado que por via IP la pCrylAc
incrementa la respuesta de IgG y la TC incrementa la respuesta de IgA e IgM;
el suero anti-BSA aumenta cuando es coadministrado con pCrylAc por via IP,
ademas de incrementar la respuesta en la secesiones del intestino grueso y la
TC incrementa levemente la respuesta de IgA e IgM, pero no afecta a la

respuesta en el intestino delgado (36).

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.

12
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Motivo por el cual, este trabajo aporta nuevas evidencias sobre los efectos de
la inmunizacion con la tCrylAc, la cual es utilizada en diferentes plantas
transgénicas de consumo humano. Por lo tanto consideramos importante
caracterizar los efectos de la inmunizacion intranasal con la tCrylAc en las

poblaciones de linfocitos nasales y comparar sus efectos con la pCrylAc y

toxina de cOlera.

13
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Objetivos.

1) Caracterizar las diferencias fenotipicas y funcionales de las poblaciones de
linfocitos tanto del NALT como PN, en ratones normales BALB/c.

a. Establecer los porcentajes de las poblaciones de linfocitos B220+,
CD4+ y CD8+ del NALT, mediante citometria de flujo.

b. Determinar el porcentaje de expresion de los marcadores de
activacion CD25 y CD69 en la superficie de linfocitos B220+, CD4+
y CD8+ del NALT, mediante citometria de flujo.

2) Caracterizar el efecto de la inmunizacion intranasal con la toxina CrylAc
en las poblaciones de linfocitos tanto del NALT como PN, en ratones
BALB/c.

a. Establecer los porcentajes de las poblaciones de linfocitos B220+,
CD4+ y CD8+ del NALT de ratones inmunizados por la via
intranasal con la toxina CrylAc, mediante citometria de flujo.

b. Determinar el porcentaje de expresion de los marcadores de
activacion en la superficie de linfocitos B220+, CD4+ y CD8+ del
NALT y PN de ratones inmunizados por la via intranasal con la

toxina CrylAc, mediante citometria de flujo.

14
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Material y métodos.

Obtencidn de la tCrylAc.

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 antibidtico a 37°C con
agitacion constante (~300 rpm). A las 48 h de cultivo las bacterias se
cosecharon por centrifugacion (7000 g por 7 min), se resuspendieron en buffer
TE (10 mM Tris Cl, 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 pCrylAc se solubilizé disgregando la pastilla en buffer PCB
30 mM Na,COs, 70 mM NaHCO;, 1 % (v/v) 2-mercaptoetanol, pH 9.6) e
incubo durante 30 min a 37°C. Posteriormente se recuperd el sobrenadante por
centrifugacion a 16 000 g durante 10 min, se determind la concentracion de
proteina por el método de micro Bradford y se analizd la pureza por SDS-
PAGE en un gel al 7.5%. Una vez obtenida la pCrylAc se eliminé 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 deteccién
semicuantitativa de endotoxina Sigma E-TOXATE® (Limulus amebocyte

lysate). La proteina se almaceno a 4°C hasta ser usada.

15
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Digestion de la pCrylAc para obtener tCrylAc.

A partir de la concentracién conocida de la protoxina purificada determinada
por la prueba de cuantificacién de micro de Bradford se procedi6 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 30pl de PMSF (1:100) para obtener una
concentracion final 1 mM. Se centrifugaron 10 min. a 3000 rpm 4°C, se retird
el sobrenadante. Se agregé PBS1X completando un volumen de 3 ml en los
filtros y centrifugd 10 min. a 3000 rpm 4°C (este procedimiento se repitio al
menos 4 veces). Se concentrd a un 1ml, centrifugando 10 min. a 3000 rpm 4
°C la toxina purificada en PBS1X y se almacen0 a 4° C para su uso posterior.
Se determiné la concentracion de proteinas por el método de micro Bradford y
se verificd que la toxina mostrara una banda limpia a través de SDS-PAGE

(geles de poliacrilamida).

16
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Esquema de inmunizacion.

En todos los experimentos se usaron ratones hembras BALB/C de 4-6
semanas. Los antigenos fueron administrados por la ruta i.n. Para la
inmunizacion i.n., los ratones fueron ligeramente anestesiados con éter etilico.
Cada grupo consté de 6 ratones a los cuales se les aplicaron tres dosis de
antigeno a los dias 1, 7 y 14, se sacrificaron el dia 21 después de la primera
inmunizacién. Los antigenos aplicados por la ruta intranasal a cada grupo se

muestran en tabla 1:

Tabla 1. Esquema de inmunizacion por grupo y dosis a administrar.

GRUPO ANTIGENO DOSIS (ug)
CONTROL( -) PBS 25
protoxina CrylAc protoxina CrylAc 50

toxina CrylAc toxina CrylAc 50

CT CT 5

17
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Obtencion del NALT.

El tejido del NALT se obtuvo removiendo el paladar blando (37). Los ratones
anestesiados  con éter se desangraron por puncion cardiaca y fueron
decapitados, fue removida la mandibula inferior y la lengua. Se separ6 con

mucho cuidado el paladar. Se lavo la muestra con medio RPMI-1640.

Obtencion de linfocitos del NALT.

El paladar del ratén, conteniendo el NALT, se coloco en una caja de Petri con
10 ml de medio RPMI-1640 se realiz6 un raspado suave con una espatula para
separar el NALT del paladar. EI NALT se disgregd con el embolo de una
jeringa y se recuperd la suspension celular, la cual se filtré en tela de organza
de 10 x 10 cm con una abertura de 0.1mm y se coloco en tubos cénicos de 15
ml. La suspension celular se centrifugdé por 10 min a 1500 rpm a 4°C al cabo
de los cuéles se desecho el sobrenadante y se resuspendid la pastilla en 1 ml
de medio RPMI-1640. Finalmente se ajustd a 10° células por mililitro

mediante el conteo de linfocitos en una camara de Neubauer (37).

Obtencion de los Pasajes Nasales.

Los linfocitos de los NP se obtuvieron de la porcién de la cavidad nasal que
queda después de la diseccién del NALT y que comprende las fosas nasales,
septum y paredes laterales. Una vez retirado el NALT, se disgregaron estos

componentes haciendo cortes con tijeras en una caja de Petri con 3 ml de
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medio RPMI-1640 con 1320 unidades/mg de colagenasa. Después de
disgregar el tejido, se transfirieron a tubos conicos de 15 ml y se incubaron
durante 30 min a 37°C. Después de la incubacién las células se lavaron y
resuspendieron en 10 ml de medio de cultivo. Las células se pusieron en un
gradiente de densidad de Percoll, utilizando soluciones de 4ml de Percoll de
40% y 4ml de 75%. Después se centrifugd a 2000 rpm durante 25 min (a
temperatura ambiente), las células linfoides nasales se recuperaron de la
interface (zona) entre las soluciones de Percoll al 40% y 75%. Una vez
obtenido el paquete celular, se realizaron las mismas tinciones utilizadas con
los linfocitos del NALT (37).

Inmunotincion de linfocitos.

La tincion de los linfocitos se llevo a cabo con los siguientes anticuerpos anti-
raton acoplados a fluorocromos (Becton Dickinson Technologies,
Gaithersburg, MD), CD3, T CD8, T CD4 y CD45 para linfocitos B; se utilizd
CD69 y CD25 como marcadores de activacion para linfocitos B y T; para
controles de isotipo 1gG2a e IgG2b. Se hicieron diluciones de los anticuerpos
1:100 con buffer de fosfatos con albumina sérica bovina pH 7.4 (PBA) (10
mg/ml) y se colocaron 10 ul por cada millon de células, se incubd en la
obscuridad a 4°C por 30 min, al término de ese tiempo se lavé con PBA y se
desechd con cuidado el sobrenadante, al paquete celular se le agregaron 400 pl
de para-formaldehido al 1% y se guardaron en oscuridad a 4°C hasta su lectura

por Citometria de flujo en las siguientes 24 horas (37).
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Citometria de flujo.

La adquisicion de datos se llevo a cabo mediante citometria de flujo en un
FACSCAN (Becton Dickinson, San Jose, CA) los eventos contados fueron un
minimo de 20,000. El analisis de resultados se realizé en un software para
analisis de citometria de flujo (winMDI 2.8). Los resultados se presentaron
como porcentajes de células positivas.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se realizd la prueba

estadistica de Kruskal-Wallis para pruebas no paramétricas teniendo P < 0.05

como significativo.
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Resultados.

Efecto de la tCrylAc sobre las poblaciones.

Se obtuvieron los promedios y desviacion estandar de los grupos inmunizados

en el NALT y pasajes nasales observando lo siguiente: en el andlisis de los

linfocitos B se observa que los valores de la poblacion son similares en el sitio

inductor pero en el grupo inmunizado con la tCrylAc se encontro el valor mas

alto (54.21+4.09) sin embargo no hay diferencias significativas con respecto a

los grupos inmunizados con TC y pCrylAc por el contrario en los pasajes

nasales o sitio efector se observa un aumento de la poblacion y a diferencia del
NALT el valor que sobresale de este tejido es el de TC (87.33+2.51) cabe

resaltar que a pesar de que el valor de la TC es mas alto, no hay diferencia

significativa entre los grupos inmunizados con tCrylAc y pCrylAc (Fig. 2).

LINFOCITOS B
1 0 CONTROL
80+ m {Cry1Ac
= s 8 O pCry1Ac
g 60 mCT
% i = TEJIDO
) GPOS, NALT NP
204 ﬂ Control | 45.14+2.37 |51.66+3.05
0 ! ! {CrylAc  |54.21+4.09 |78.66+7.09
\g\’,\ & pCrylAc | 47.62405 | 67.334.72
TC 49.00+2.68 | 87.33t2.51

Figura 2. Comparacion poblaciones de linfocitos B del tejido del NALT y

Pasajes Nasales.
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En cuanto a los linfocitos T CD4 en el sitio inductor observamos que los
valores de la tCrylAc y TC son iguales en cuanto a promedio (40£3.06 y
4045.29 respectivamente) sin embargo hay una disminucion de la poblacion
comparada con el grupo control a diferencia de los pasajes nasales se observa
un aumento de la poblacion de los grupos inmunizados con TC, pCrylAc y
tCrylAc siendo el valor més alto el de toxina de colera (78.33% 5.85) sin
embargo con lo que respecta a la tCrylAc y la pCrylAc no hay diferencias

significativas entre estas y la TC (Fig. 3).

LINFOCITOS T CD4
100
=3 CONTROL
804 m tCry1Ac
- 1 2 pCry1Ac
he)
» 604 mCT
- = =
(]
2 407 TEYDO
NALT NP
20 GPOS.
Control | 50.66+3.05 | 53.66+5.03
. Y ry {CrylAc | 40%3.60 |69.6626.65
™ Q
¥ pCrylAc | 37.26+4.19 | 71.33+3.51
TC 40+529 |78.335.85

Figura 3. Comparacion de las poblaciones de linfocitos T CD4 de tejido

NALT y Pasajes Nasales.
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Por altimo en el caso de los linfocitos T CD8 en el sitio inductor a diferencia
de los resultados anteriores el tamafio de la poblacion es mas pequefio siendo
el grupo que sobresale la TC (6.66 +1.15) cabe resaltar que en valores le sigue
la tCrylAc y pCrylAc sin embargo no hay diferencias significativas, por otro
lado en el sitio efector los valores de la poblacion aumentan
significativamente siendo el valor méas elevado el de la tCrylAc (16x2) cabe
resaltar que no hay diferencias significativas con los grupos inmunizados con
pCrylAcy TC (Fig. 4).

LINFOCITOS T CD8

% expresion

100+
0O CONTROL
80+ m tCry1Ac
O pCry1Ac
60+ mCT
404
TEWDO
NALT NP
20+ =3 GPOS.
— . l Control | 13.88+2.08| 10+2.64
0 v v tCrylAc 61 17+1
& &
& pCrylAc 5+1 1742
TC 6.66£1.15 | 16+2

Figura 4. Comparacion de poblaciones de linfocitos T CD8 del tejido del
NALT y Pasajes Nasales.
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Efecto de la TCRy1Ac sobre los marcadores de activacion.

CD69.

La activacion tardia de linfocitos se evalu6 mediante la expresion del
marcador CD69, este marcador se expresa en la superficie de los linfocitos a
partir de las 10 h hasta las 48h, después del estimulo para su activacion (46,
47).

Para estudiar el efecto de la tCrylAc sobre la expresion de los marcadores de
activacion en linfocitos del NALT y Pasajes Nasales analizados por citometria
de flujo observamos que tanto en el sitio inductor como en el efector se
presentan incrementos significativos de las poblaciones de los grupos
inmunizados; en el NALT las células B del grupo control registraron los
porcentajes mas bajos de expresion de CD69 (4.66x2.51) resultados
posteriores a la inmunizacién la expresion de CD69 aumentd en los tres
grupos y aunque el valor mas alto fue el de TC no hay diferencias
significativas entre la tCrylAc y la pCrylAc. Situacion similar se obtuvo en el
sitio efector obteniendo el mismo patron pero con el valor mas alto de la TC
(56.66+2.51) pero a diferencia del NALT en este si hay diferencias ya que el
valor de la pCry1Ac esta por debajo de los valores de la tCrylAc (Figura 5).
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CD69-LINFOCITOS B

198 0 CONTROL
804 =l tCry1Ac
O pCry1Ac
604 mCT

% expresion

tCrylAc |38.33+3.05| 52+3.60

L TEIDO
NALT NP
8 GPOS.
L= ] Control | 4.66+2.51 | 11.33+1.52
ERN

pCrylAc| 30+3.60 | 40+2.64

TC 40.33+1.52 | 56.66+2.51

Figura 5. Comparacion de las poblaciones de linfocitos B con marcador
de activacion CD69 en el NALT y Pasajes Nasales.

Las celulas T CD4 del NALT tienen un alto porcentaje de expresion pero no
se registran cambios significativos entre los grupos inmunizados (tCrylAc,
pCrylAc y TC) y el control (332, 28+2 y 33+3.6 respectivamente); por el
contrario en los pasajes nasales se observa un aumento significativo de los
grupos inmunizados con el control, cabe resaltar que el valor mas alto es el de
TC (53+4.35) si bien es cierto es el valor mas alto pero no se observan
diferencias significativas con respecto a los grupos inmunizados con la
tCrylAcy la pCrylAc (Figura 6).
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CD69-LINFOCITOS T CD4

1009

0O CONTROL
80+ m tCry1Ac

O pCry1Ac
604 mCT

% expresion

40+

tCrylAc 33+2  |49.66%3.05

TEJDO
NALT NP
2 rl ﬂ GPOS.
0 Control [29.66+£3.05| 35%3.60
& <

pCrylAc 2812 45.66+3.51

TC 33+3.60 53+4.35

Figura 6. Comparacion de poblaciones de linfocitos T CD4 con marcador
de activacion CD69 en tejido NALT y Pasajes Nasales.

Algo parecido ocurre con los linfocitos T CD8 en el sitio inductor el
porcentaje de expresion de los linfocitos es muy similar teniendo el valor mas
alto el de la tCrylAc (17£1.73) pero no se observan diferencias significativas
de los grupos; en lo que respecta a los pasajes nasales hay un aumento de la
poblacién en cuanto a la expresion de CD69 de los grupos inmunizados pero
la TC es la que tiene mayor porcentaje de expresion (39.33£2.51) sin embargo
no se observa diferencias significativas con la tCrylAc y la pCrylAc (Figura
7).
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CD69-LINFOCITOS T CD8

801
_C
2 601
2 409
il Tsl W I ﬂ [
sl | .
N <

O CONTROL
m tCry1Ac
O pCry1Ac
mCT
TEINDO

NALT NP
GPOS.
Control 13.33+3.21 2242
tCrylAc 17+1.73 35.331£4.50
pCrylAc 15+2 35+4.58
TC 15.66+3.78 | 39.33+2.51

Figura 7. Comparacion de poblaciones de linfocitos T CD8 con marcador
de activacion CD69 en el NALT y PN.
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CD25.

La activacion tardia de linfocitos se evalu6 mediante la expresion del
marcador CD25, este marcador también es conocido como la cadena a del
receptor de la IL-2; cabe mencionar que los linfocitos expresan esta molécula
en su superficie a partir de las 24 h hasta las 96 h, después del estimulo para su
activacion (46, 47).

Con respecto al NALT la expresion de CD25 en los grupos inmunizados la
TC representa el mayor porcentaje de expresion de linfocitos B (33+£1.73) con
respecto al grupo control, sin embargo la tCrylAc a pesar de que también se
tiene un valor considerable en cuanto a la expresion de CD25 (26+£3) se
observa diferencia significativa con respecto a la TC. Como era de esperarse
en el sitio efector se encontréo un mayor numero de células que expresaban a
CD25 expresando mayor valor el de la TC (79.33+£5.50) pero a diferencia del
NALT en este no se observan diferencias significativas entre la tCrylAc vy
pCrylAc (78.66+6.02 & 77+3.60) (Figura 8)
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CD25-LINFOCITOS B

&

100+

80 T
S
g 60¢ l
5
2 409

Lol

&

0O CONTROL
m tCry1Ac
2 pCry1Ac
mCT
TEJIDO

GPOS. NALT NP
Control 10.33+2.08 | 60.33+6.11
tCrylAc 26%3 78.66+6.02
pCrylAc 19+2 77£3.60
TC 33+1.73 | 79.33+5.50

Figura 8. Comparacion de poblaciones de linfocitos B con marcador de

activacion CD25 del NALT y Pasajes Nasales.

En lo que se refiere a las células T CD4 que expresan CD25 se observa que

tanto el NALT como los pasajes nasales la expresion de este marcador

aumenta casi al doble en la tCrylAc con respecto del grupo control

(47.4146.49 & 24.70 +5.31 respectivamente) cabe destacar que los valores

tanto de la pCrylAc y TC no hay diferencias significativas pero con respecto a

la tCrylAc si se observa una diferencia con respecto a la TC. En pasajes

nasales a pesar de que el comportamiento de expresion de la tCrylAc con

respecto al grupo control (86.98 + 5.21 & 40.86 + 3.60) en cuanto a los demas

grupos inmunizados no se observan diferencias significativas entre ellos

(Figura 9).
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CD25-LINFOCITOS T CD4

L O CONTROL

3 m tCry1Ac
O pCry1Ac
mCT

80+

60+

% expresion

= JIDO
” GPOSN| NALT NP
Control | 24.70+5.31 | 40.86+3.60
0 . ' {CrylAc | 47.41£6.49 | 86.98+5.21
& &

pCrylAc|36.33+13.86 | 79.53+2.73

TC 36.51+6.04 | 80.37+5.85

Figura 9. Comparacion de poblaciones de linfocitos T CD4 con
marcadores de activacion CD25 en el NALT y Pasajes Nasales.

Finalmente aunque los linfocitos CD8 presentan los porcentajes mas bajos de
poblaciones de NALT y pasajes nasales, el porcentaje de expresion de CD25
también se incrementa en ambos tejidos en los grupos inmunizados; pero en
cuanto al NALT la TC es el grupo con mayor porcentaje de expresion
(24+3.46) sin embargo los grupos de tCrylAc y pCrylAc con respecto ala TC
no se obtiene diferencias significativas. Por el contrario a pesar de que en los
pasajes nasales el aumento del porcentaje de expresion es mayor en la
pCrylAc (37.33 £4.50) con respecto a los grupos de la tCrylAc y TC no se
observan diferencias significativas con respecto al grupo control (Figura 10).
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CD25-LINFOCITOS T CD8

100
801
.C
2 601
2 40+
0 : :
& N
Nl ¥

0 CONTROL
m tCry1Ac
O pCry1Ac
mCT
JIDO

GPOS. NALT NP
Control 13.66+3.05 | 2733+4.04
tCrylAc 22.33+3.05 | 32.66+4.72
pCrylAc 20+3.60 37.33+4.50
TC 24+3.46 31+4.35

Figura 10. Comparacion de las poblaciones de linfocitos T CD8 con
marcador de activacion CD25 en el NALT y Pasajes Nasales.
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Discusion.

Con los resultados obtenidos en este trabajo se presenta por primera vez el
efecto de la tCrylAc sobre las poblaciones linfocitarias del tejido linfoide

asociado a la nasofaringe y pasajes nasales

A la fecha se contaba con el antecedente de los estudios realizados con la
pCrylAc desde el punto de vista inmunomodulador pero ya que en varios
alimentos transgénicos lo que consume el humano es la tCrylAc resultaba

importante evaluar las propiedades inmunogenicas de esta proteina.

La tCrylAc modifica considerablemente las poblaciones de linfocitos B, T
CD4 y T CD8 tanto en el sitio inductor (NALT) como en el sitio efector (PN)
de la mucosa nasal este efecto resulto ser igual que la TC y mayor que la
pCrylAc segun lo reportado por Rodriguez (37). Es importante resaltar que
con respecto a los linfocitos T CD4 se observa una disminucion de las
poblaciones celulares en el NALT y un incremento de estas poblaciones en los
PN después de la inmunizacion con la tCrylAc. Estos datos aunados al
aumento de la expresion de CD69 podrian estar sugiriendo que hay una
migracion de las células del sitio inductor al sitio efector y concuerda con lo
reportado por de la Fuente (49) donde sugiere que la expresion de CD69 juega

un papel importante en la regulacion de la migracion de las células T.

Otro efecto importante es el aumento de la expresion de CD25 sobre todo en
las células T CD4 y linfocitos B es importante recordar que la funcion

principal de CD25 es la activacion tardia de linfocitos, este marcador también
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es conocido como la cadena a del receptor de la IL-2; cabe mencionar que los
linfocitos expresan esta molécula en su superficie a partir de las 24 h hasta las
96 h, después del estimulo para su activacion (46, 47); nuestros datos
corroboran lo reportado por Nieto (50, 51) donde menciona que inmunizando
con la pCrylAc como con la TC observa que hay respuestas inmunes de tipo
Th1ly Th2 aunque con un alta predominancia hacia Th2, si tomamos en cuenta
que nuestros resultados muestran un aumento importante en las células de los
linfocitos T CD4 y B de manera indirecta corroboramos una respuesta
humoral (Th2) y aunque si bien es cierto encontramos aumento de linfocitos T
CD8 los valores son muy pequefios y concuerdan con lo que Nieto refiere a la

combinacion de estos dos tipos de respuesta (50, 51).

Tomando en conjunto todos nuestros resultados tanto en nimero de poblacién
tanto en el aumento de los marcadores de activacion podemos sugerir una
respuesta humoral (produccion de anticuerpos) lo que concuerda con datos
previos en el laboratorio donde Castillo (49) reporta que al inmunizar con la
tCrylAc habia una alta produccion de anticuerpos IgA e IgG en la mucosa
nasal y al igual que Rojas (42) al inmunizar con la protoxina CrY1Ac define
que el uso de esta protoxina induce respuesta Th2.

El analisis estadistico nos revela que en muchos de los casos no hay
diferencias significativas al inmunizar con tCrylAc, pCrylAc y TC sin
embargo como lo muestran las graficas en la mayoria de los casos la respuesta
ante la inmunizacién con la tCrylAc fue mayor que con la PcrylAc e igual
que con la TC lo que nos lleva a considerarla como un buen candidato para ser

utilizado como adyuvante de mucosas sin las desventajas que presenta la TC
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aungue aun queda por estudiar otros efectos que pudieran estar involucrados

en su inmunogenicidad.

Conclusiones.

La tCrylAc es un potente adyuvante ya que provoca cambio en los

porcentajes de las poblaciones de los linfocitos B, T CD4 y TCDS.
La tCrylAc aumenta la expresion de los marcadores de activacion CD69 y
CD25 de manera indirecta favorece la respuesta Th2 acompaifada con una

produccion de anticuerpos por lo que la proponemos como un adyuvante.

Ademaés podemos decir que no hay diferencias significativas al inmunizar con
TCrylAc, pCrylAcy TC en las poblaciones linfocitarias del NALT y PN.
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