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RESUMEN

Ante la falta de adyuvantes seguros y eficaces a nivel mucoso y dada la vulnerabilidad que las
superficies mucosas presentan a la entrada de patdgenos y agentes infecciosos, es necesaria la
busqueda de inmunoestimuladores capaces de inducir proteccién en estos sitios, por lo que
nuestro grupo de trabajo propone a las proteinas CrylAc derivadas de Bacillus thuringiensis
(protoxina y toxina) como buenos candidatos. Estas proteinas son ampliamente utilizadas como
biopesticidas seguros, no toxicos para vertebrados y actualmente se comercializan cultivos
transgénicos que expresan de manera recombinante la toxina CrylAc por su aparente inocuidad.
Sin embargo, hemos demostrado que estas proteinas son potentes inmundgenos y tienen potencial
adyuvante en ratones BALB/c cuando son administradas por diversas vias de inmunizacion, también
tienen la capacidad de activar in vitro cultivos primarios de macroéfagos, linfocitos B y linfocitos T
induciendo la sobreexpresién de moléculas coestimuladoras y produccion de citocinas
proinflamatorias en macréfagos. De esta manera, el objetivo de este trabajo fue identificar los
posibles receptores para estas proteinas en una linea celular de monocito-macréfago murino. Para
ello se determind la union de las proteinas CrylAc a macréfagos murinos de la linea celular J774 y
Raw 264.7, también se encontrd que ambas proteinas incrementan la expresiéon de marcadores de
activacién como CD80, CD86 y la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-6, TNF-a y MCP-
1. Los estudios realizados por microscopia confocal muestran a las proteinas Cry1Ac en la superficie
celular y en el citoplasma de los macrofagos colocalizando con vesiculas de endosomas tempranos
(Rab 5 y Rab 7) por lo que se sugiere que estas proteinas son internalizadas por medio de un
receptor. En los ensayos de Inmunoprecipitacion y de “blot” ligando de las proteinas totales y de
proteinas de membrana, se identificaron las proteinas responsables de union a CrylAc, las cuales
fueron secuenciadas mediante espectrometria de masas. Los resultados obtenidos sugieren 3
proteinas de unién a CrylAc pero presumimos que solo 2 (SCUBE 1y Tmprss 13) para protoxina y
toxina respectivamente pueden ser los receptores, que al unirse a estas proteinas son activados e
inducen los efectos observados en este trabajo como el incremento en las moléculas de activacién y
la produccion de citocinas proinflamatorias en macréfagos de la linea celular J774. En las células
Raw 264.7 los candidatos mds fuertes a receptores para la PCrylAc fue la a-enolasa y para la
TerylAc la fosfatasa alcalina. Las perspectivas de este trabajo son demostrar la especificidad de los
receptores para la PCrylAc realizando el bloqueo mediante RNA de interferencia y demostrar la
presencia de este receptor en otras lineas celulares de mamiferos asi como su papel in vivo, esto
dard la pauta para conocer mas sobre los efectos de estas proteinas en mamiferos y su posible
utilizacién como adyuvantes seguros y eficaces.



ABSTRACT

Mucosal surfaces are highly vulnerable to invasion of pathogens, and it is difficult to achieve
significant immune responses at these mucosal sites, because they are highly regulated. One
strategy to improve vaccines is the use of adjuvants but there are not still safe mucosal adjuvants
available. We have proposed that CrylAc proteins from Bacillus thuringiensis, protoxin (pCrylAc)
and toxin (tCrylAc), may function as good mucosal adjuvant candidates, because particularly
pCrylAc is a potent systemic and mucosal immunogen and adjuvant able to increase protection
against several infection models. These proteins are widely used as bio pesticides and are
considered no toxic for vertebrates. Currently, transgenic crops expressing CrylAc toxin has been
commercialized and some are used for human consume. Previous studies from our group have
shown that recombinant soluble (pCrylAc) and (tCrylAc) are able to activate the adherent
macrophage-enriched cells, T lymphocytes and B lymphocytes isolated from different sources
detached of the mice. In macrophages we have observed upregulation of the costimulatory
molecules B7.1 (CD80) and B7.2 (CD86) and the induction of proinflammatory cytokines. This work
was focused in investigating the existence of the possible receptors for theses Cry protein, pCry1Ac
and tCrylAc in a cell line of monocytes-macrophages. Methodology. First we determined the
binding of Cry proteins to the cell line. The binding assays and internalization of pCry1Ac-FITC in the
macrophage cell line was analyzed by flow cytometry and confocal microscopy. The endocytic
vesicles were visualized with (Rab5-Pe and Rab7-Cy5) looking for colocalization with pCry1Ac-FITC.
We also identified proteins as possible receptor candidates by blot ligand assays in total lysates and
in macrophages membrane proteins which were later confirmed by immunoprecipitation assays
and identified by mass spectrometry. Results. Flow cytometry and confocal microscopy data
confirmed the ability of CrylAc proteins to bind surface of macrophages. Was also observed that
part of the protein was being endocytosed and colocalized with Rab5 and Rab7 these results led us
to suggest this process is mediated by a receptor. The activation of RAW 264.7 murine macrophage
cell line was confirmed by activation of the costimulatory molecules (CD80) and (CD86) and the
induction of proinflammatory cytokines IL6, TNF-a and MCP-1. In the blot ligand and
immunoprecipitation assays are showed bands that suggest the existence of possible receptors for
the protoxin and toxin; these may be responsible for the activation effects caused by the pcrylAc
and tCrylAc in macrophages. The results by mass spectrometry indicate to Scube 1 and Tmprss 13
as possible for protoxin and toxin respectively in the J774 cell line. While in the Raw 264.7 cell line
the receptor candidate are the a-enolase and some heat-shock proteins for the pCrylAc and
alkaline phosphatase for the tCrylAc. The next assays are to demonstrate the functional role of
these receptors for the CrylAc-induced activation of macrophages. These assays may contemplate
the use of interference RNA for these receptors to determine if the activation effects induced by
Cry1Ac are blocked. Conclusion. Cry1Ac protoxin binds to the membrane and induce macrophages
activation by the presence of specific receptors such a as HSP70 and a-enolase, but its role still
need to be confirmed.



INTRODUCCION

INMUNIDAD EN MUCOSAS

La mayoria de los agentes infecciosos que penetran al organismo utilizan como puerta de
entrada las superficies mucosas como: gastrointestinales, respiratorias y genitourinarias,
por lo que lo ideal seria desarrollar vacunas que nos protejan desde la entrada del
patdgeno (zhang et al, 2014). Sin embargo, la inmunidad de mucosas implica una compleja
participacion de los componentes de la respuesta inmune innata y adaptativa; ya que las
superficies de mucosas mantienen el equilibrio entre los patégenos externos, la gran
cantidad de microorganismos comensales y los diversos componentes de la dieta (zhou et al,
2013b). Este equilibrio inmunolégico mucoso es mediado por el constante muestreo de
antigenos que realizan los distintos tipos de células, como las células “microfold” (M) vy las
presentadoras de antigeno (APCs) en los tejidos mucosos: incluyendo células dentriticas

(DCs), macrofagos y células B (zhuetal,, 2013, Shao et al., 2013).

Los diferentes tejidos mucosos se encuentran inmunoldgicamente conectados cada uno
para formar el sistema inmune mucoso conocido como tejido linfoide asociado a mucosas
(MALT) (zhou et al., 2013a). Este sistema puede actuar independientemente del sistema inmune
sistémico (zhang et al, 2013). A pesar de la separacion anatdmica, las diferentes regiones del
MALT estan funcionalmente conectadas y entrecruzadas, lo que permite que las células By
células T, activadas por el antigeno en un lugar, aparezcan como células efectoras en otros
sitios mucosos distantes (zhangetal., 2013). Por ejemplo, la inmunizaciéon oral e intranasal puede
estimular la respuesta de células By T, en el tracto intestinal y urogenital. A pesar de esta
conectividad funcional, la inmunizacion a través del tejido linfoide asociado a nariz (NALT),
preferentemente induce inmunidad antigeno especifica, en el tracto respiratorio vy

reproductivo, mientras que la inmunizacion por el tejido linfoide asociado a intestino



(GALT), conduce predominantemente una respuesta protectora y efectiva solo en el tejido

gastrointestinal (Hu et al., 2009).

Estos hallazgos pueden ofrecer herramientas para el disefio de vacunas mucosas; ya que se
podrian administrar por via intranasal y prevenir infecciones genitourinarias evitando asi el

inconveniente de administrar la proteccidn por via vaginal. (chen et al., 2010, Holmgren et al.,, 2003,
Lawson et al., 2011).

Sin embargo, solo un numero pequefio de vacunas mucosas han sido aprobadas para su

administracion en humanos y sacadas al mercado.

VACUNAS MUCOSAS.

La mayoria de las vacunas que hay en la actualidad son administradas por via parental e
inducen una buena respuesta sistémica, pero una pobre respuesta inmunoldgica en
mucosas, por lo tanto; son menos efectivas contra infecciones en las mucosas (rhee etal., 2012).
La vacunacién por mucosas es la capacidad de inducir una respuesta inmune protectora
tanto en los compartimientos inmunes mucosos como sistémicos. Dentro de las ventajas
de las vacunas en mucosas es que pueden ofrecer bajos costos de produccion, facil
administracion, una mejor via de inmunizacién, acceso libre de agujas, asi como una alta
capacidad de inmunizacién en caso de pandemias (Holmgren et al., 2003, Rhee et al., 2012).

A pesar de las muchas ventajas que se han mencionado de estas vacunas mucosas, existen
también algunas desventajas, como la poca inmunogenicidad debido a la tolerancia
inmunoldgica propia de las mucosas. En este dmbito, se estan desarrollando herramientas
para superarlas como el uso de adyuvantes para mejorar los sistemas de entrega de
antigenos.

La vacunacidon mucosa, en contraste de las vacunas inyectadas, ofrecen una proteccién
adicional por la secrecion de anticuerpos especificos en los sitios mMUCOs0Ss (Neutra and Kozlowski,
2006). Sin embargo, existen algunas limitaciones, por via mucosa los antigenos son
generalmente menos inmunogénicos y son aptos para inducir tolerancia, donde el

hospedero se esfuerza por mantener la homeostasis de la mucosa al responder a antigenos



de la mucosa. Ademas, solo un nimero limitado de vacunas mucosas han sido probados en
humanos y salidos al mercado: la vacuna oral de la polio, la vacuna oral atenuada de la
subunidad B contra el cdlera, otra contra la fiebre tifoidea, igualmente atenuada, vy la
también conocida Bacillus Calmette-Guerin (BCG) contra la tuberculosis. Actualmente se
han adicionado dos vacunas mas, una vacuna oral atenuada contra el rotavirus y la otra
intranasal contra la influenza con una enterotoxina como adyuvante que estuvo poco
tiempo en el mercado y fue retirada después por sus reacciones adversas como paralisis
facial. Cabe sefialar que todas estas vacunas son administradas con los patégenos vivos
atenuados dando una probabilidad de riesgo para los vacunados y para asegurar la
seguridad a los pacientes, lo ideal de una vacuna seria que contenga solo los epitopes
inmunogénicos, sin presentar el riesgo de contraer la enfermedad (Holmgren et al., 2003).

Esto ilustra la complejidad en el desarrollo de las vacunas mucosas. Al respecto, la
induccion de la inmunidad mucosa a través de la vacunacion es una tarea verdaderamente
dificil, y potentes adyuvantes mucosos, vectores u otros sistemas de entrega de antigeno

se requiere para una vacunacidon mucosa exitosa (Fujkuyama etal,, 2012).

ADYUVANTES DE MUCOSAS.

Los adyuvantes son generalmente definidos como agentes que pueden potenciar y
modular las reacciones inmunes contra los antigenos. El término adyuvantes esta derivado
del latin adjuvare, que significa “ayudar”. Los adyuvantes son requeridos para ayudar a las
vacunas a inducir una mayor respuesta inmune protectora por mas tiempo (Rhee et al., 2012).
Un buen adyuvante debe cumplir con las siguientes propiedades: debe ser no tdxico en el
rango de la dosis de su efecto adyuvante, estimular fuertemente la inmunidad celular como
humoral, ofrecer una buena memoria inmunoldgica, no inducir reacciones de
autoinmunidad e hipersensibilidad, no ser mutagénico, carcinogénico, teratogénico y ser
estable a la temperatura y pH para su almacenamiento (marciani, 2003).

Los adyuvantes pueden actuar aumentando la respuesta inmune adaptativa y generando

una memoria inmunoldgica efectiva. Facilmente la inmunidad protectora puede ser



generada como el resultado de una armoniosa interaccion entre la inmunidad innata y
adaptiva. Muchos de los adyuvantes actlan sobre las APCs, tal como las DCs. Como se
describe en la Fig. 1, las células requieren de diferentes sefiales para inducir una respuesta
inmune potente: la sefial O que se refiere al reconocimiento del antigeno y activacion de la
APCs; sefial 1 que es la presentacion de antigeno y sefial 2 conocida como la co-
estimulacion (schijns, 2001). Los adyuvantes influyen en la migracion, maduracion, presentacion
y expresion de moléculas coestimuladoras de las DCs y estos efectos favorecen o permiten

la respuesta de las células T y B hacia el antigeno.

Adyuvante i

Adyuvante

;

CélulaTh

Adyuvante

Adyuvante

Figura 1. El objetivo de la vacunacién con adyuvantes: El modo de acciéon de muchos adyuvantes se resume en la
activacion de las APCs por tres sefiales; sefial O optimizar el reconocimiento del antigeno, sefial 1 favorecer la
presentacion del antigeno a los linfocitos T y sefial 2 incrementar la coestimulacién en presencia de moléculas

coestimuladoras y citocinas (Guy, 2007).

Las DCs se activan a través de los receptores de reconocimiento de patdgenos por la via de
los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) que expresan altos niveles de
moléculas coestimuladoras y citocinas, migrando a los nddulos linfoides regionales para

promover la activacién de las células T.



Los adyuvantes de mucosas mas prometedores se derivan de las toxinas bacterianas,
ligandos de los receptores tipo “toll” (TLRs), inmunoestimulantes no TLRs, y nuevas
moléculas pequeﬁas (Chen et al., 2010, Holmgren et al., 2003)

Ejemplo de estos adyuvantes mucosos son la flagelina, ligando del TLR5, los
oligonucledtidos CpG ligando del TLR9, LPS ligando del TLR4, entre otros. Estos
componentes actlan como adyuvantes naturales por que la sefializacion TLR tiene mucho
efectos sobre la presentacion de antigeno en las APCs, aunque la desventaja que pudieran
tener son los efectos colaterales inflamatorios y la induccion de posibles reacciones
autoinmunes (puthie et al., 2011)

Otros adyuvantes mucosos, quizas los mas usados experimentalmente en animales, son la
toxina de colera (Namjou et al), la enterotoxina termoldbil de Escherichia coli (LT) y sus
mutantes y subunidades. Estas enterotoxinas ejercen una poderosa respuesta de
anticuerpos de tipo IgA en la mucosa y 1gG de manera sistémica. Estdn compuestas de las
subunidades A que es la parte activa y la B la de unién. La subunidad A, tiene actividad
enzimatica ADP-ribosilacion sobre las proteinas Gs y subsecuentemente puede producir
grandes cantidades de cAMP vy afectar a las células, mientras que la subunidad B encargada
de la unidn, se une al ganglidosido GM1 expresado en la superficie de muchos tipos
celulares, incluyendo las neuronas (de Haan and Hirst, 2000). La CT y LT pueden ser uno de los
adyuvantes mucosos mas efectivos reportados hasta la fecha. Sin embargo, son
considerados toxicos para su UsO en humanos (Neutra and Kozlowski, 2006, Holmgren and Czerkinsky, 2005) Y
se han reportado que la CT puede dirigir las proteinas vacunales a los tejidos neuronales via
bulbo olfatorio (chenetal., 2013).

Por otro lado por varias décadas las sales de aluminio han sido de los adyuvantes vacunales
mas utilizados en humanos pero solo es efectivo en vacunas sistémicas y es pobre al inducir
inmunidad mucosa (puthie et al.,, 2011, Guy, 2007).

Por lo tanto, los enfoques actuales para superar obstdculos y desarrollar vacunas
mucosales efectivas y/o inmunoterapias estan dirigidas a encontrar formas mas eficientes
de administraciéon de antigenos al sistema inmune de mucosas y hacia el descubrimiento de

adyuvantes de mucosas seguros o agentes inmunoreguladores que provean inmunidad



protectora hacia los agentes infecciosos o induzcan supresion periférica de desdrdenes

inmunopatolégicos (Lavelle, 2005, Neutra and Kozlowski, 2006).

PROTOXINA Y TOXINA CRY1Ac

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva. Las especies de Bacillus esporulan
para sobrevivir en condiciones extremas. Una caracteristica distinguida de Bt es que
durante la esporulaciéon produce una gran cantidad de proteinas insecticidas (proteina
paraesporal y/o proteinas Cry) que cristalizan dentro de la célula madre junto a la espora
como se muestra en la Fig.2a (crickmore et al., 1998, de Maagd et al., 2001).

Las proteinas Cry de Bacillus thuringiensis (Bt) es el insecticida biolégico mas utilizado
comercialmente y se ha ocupado por afios para el control de insectos plaga en la
agricultura y de mosquitos vectores de enfermedades como la malaria y el dengue. Una
caracteristica importante de las proteinas Cry producidas por esta bacteria, es que son
altamente especificas, no toxicas para vertebrados y otros insectos no blanco, ademas de

gue son econdmicas, resistentes a pH alcalino, etc (imenez-Juarez et al., 2008).

Estas cualidades particulares de las proteinas Cry han favorecido la buUsqueda de otras
aplicaciones en otras ramas de la ciencia como la inmunologia, donde se ha observado su
aplicacion como un potente inmundgeno, adyuvante e incluso como un protector contra

microorganismos que ingresan a través de superficies mucosas (Moreno-Fierros et al., 2003, Rojas-

Hernandez et al., 2004).

ESTRUCTURA Y FUNCION.

Hay mas de 200 tipos de toxinas individuales descubiertas hasta la fecha con insectos
blanco diferentes y la mayoria pertenece al grupo de las toxinas Cry de los tres dominios
(toxinas 3d-Cry) que son moléculas globulares que contienen tres distintos dominios

estructurales conectados por enlaces simples (de Maagd et al., 2001, Jimenez-Juarez et al., 2008).



El dominio | estd constituido por siete hélices a antiparalelas y anfipaticas. Este es el

dominio que forma el poro iénico en el insecto blanco.

El dominio Il esta formado por tres ldminas plegadas B y por tres asas. Este dominio juega
un papel fundamental en la especificidad de la toxina, donde las asas interaccionan con el

receptor localizado en las microvellosidades de las células epiteliales del intestino medio.

El dominio Il estda formado por dos ldminas B antiparalelas formando un sandwich. Dicha

estructura se muestra resumida en la Fig. 2b (de Maagd et al., 2003).

Las asas “loops” de superficie de las laminas B del dominio Il, presentan cierta similitud a
los sitios de unién antigeno-anticuerpo y son los candidatos para la union al receptor(schnepf
etal., 1998).

Una caracteristica particular de los miembros de las proteinas Cry, es la presencia de dos
diferentes proteinas, la protoxina de 130 kDa que se considera la precursora y la toxina de
65 kDa considerada la parte activa. La diferencia radica en una extension del C-terminal en
la protoxina, que es degradada en presencia de proteasas del intestino medio del insecto y
permite liberar la parte activa y toxica, la toxina (de Maagd et al., 2001).

La estructura cristalizada en este afio de la protoxina, se encuentra constituida por 7
dominios como se observa en la Fig. 2¢c, 4 pertenecientes a la protoxina que forman una
especie de hoja y 3 dominios relacionados al ndcleo de la toxina ya descrita anteriormente,
todos ellos agrupados en dimeros unidos por varios enlaces Fig.2d (Evdokimov et al., 2014).

Los dominios IV y VI son alfa hélices mientras que V y VIl son en su mayoria B-plegadas,
similar a los dominios Il Y lll del nucleo de la toxina, estructuras similares en sitios de unién

a carbohidratos encontradas en ciertas hidrolasas de azlcares (cid etal., 2010).

MECANISMO DE ACCION CONOCIDO EN INVERTEBRADOS.

Las toxinas Cry son proteinas formadoras de poro. Esto significa que para matar a su
insecto blanco (ejemplo lepiddpteros) deben ser ingeridas (Jimenez-juarez et al., 2008, Gomez et al., 2007).

Cuando la larva susceptible ingiere a la protoxina es solubilizada y activada por proteasas



en el intestino, liberando un fragmento toxico de 60 kDa, la toxina compuesta por los tres
dominios antes descrita. La toxina activada, se une a los receptores ubicados en la
membrana del borde del intestino del insecto por oligomerizacion formando poros que
causan la muerte de la célula por shoque osmotico (imenez-juarez et al., 2008, Gomez et al., 2007). Fig

2e.

Los sintomas que se observan a partir de que las larvas de insectos susceptibles ingieren los
cristales y esporas de Bt son: cese de la ingesta, paralisis del intestino, diarrea, paralisis

total y finalmente la muerte (schnepf etal., 1998, Bravo et al., 2004).

RECEPTORES DESCRITOS PARA LAS PROTEINAS CRY1Ac EN INSECTOS.

Las proteinas que se han propuesto como receptores de las toxinas CrylAc en insectos
(lepidopteros) son la aminopeptidasa N (APN), proteinas de tipo cadherina (CAD) vy
fosfatasa alcalina (ALP). La primera interaccion de union de la toxina CrylAc con los
receptores de ALP y APN es de baja afinidad. La APN es una proteina de 120 kDa muy
abundante y se encuentra anclada a la membrana a través del glicosilfosfatidil-inositol (GPI)
aligual que la ALP de 65 kDa. La interaccidon con estas dos primeras proteinas concentran la
actividad téxica en la membrana de las células donde la toxina es entonces capaz de unirse
con interacciones mas fuertes a los receptores de la cadherina que tiene una masa de entre
175 a 210 kDa (Gomez et al,, 2007). Varios grupos han demostrado que la interaccion de la toxina
con el receptor CAD promueve un corte adicional del extremo amino terminal, facilitando
la formacion de un oligdmero o preporo formado por cuatro mondmeros que es el
responsable de la insercién a la membrana y la formacion del poro. Para que el pre-poro se
inserte a la membrana, se requiere que interaccione con el receptor APN y ALP. Las
proteinas ancladas a la membrana por GPI se distribuyen de manera preferencial en
regiones especificas de la membrana, conocidas como balsas lipidicas, que tienen

caracteristicas particulares debido a su alto contenido de colesterol y glicolipidos. La



interaccion del pre-poro de la toxina Cry con la APN y ALP facilita la insercién del oligémero

en las balsas lipidicas membranales, lo que resulta en la formacion del poro (gravo et al,, 2004).

Ademas de estos receptores de membrana otros componentes se han identificado que
tienen la capacidad de interaccionar con las toxinas Cry tales como glicolipidos o proteinas
intracelulares como la ATPasa subunidad A vy la actina. Sin embargo, el papel de estas

proteinas todavia no es muy claro (pardo-Lopez et al., 2013).
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Fig.2. Estructura y mecanismo de accion de las proteinas CrylAc. a) Imagen por microscopia electrénica de
transmision de cepa de Bt donde se muestra el cristal paraesporal (C) y la espora (E). b) Estructura cristalizada
de la toxina Cry1Aa donde se sefiala sus tres dominios. c) Protoxina Cry1Ac cristalizada en mondmero con sus
7 dominios incluyendo el nicleo de la toxina. d) Protoxina Cry1Ac en dimero, en verde y rojo se muestran los
dominios de la protoxina y en gris los de la toxina Cry1Ac. e) Mecanismo de accién de las toxinas Cry1Ac en el
intestino del insecto. 1.-Las larvas ingieren la protoxina que se digiere en presencia de proteasas en el
intestino. 2.- El mondmero de la toxina se une a receptores tipo ALP y APN. 3.- El mondmero de toxina se une
al receptor de CAD por uniones de alta afinidad. 4.- La toxina se oligomeriza y forma el preporo. 5.- La toxina
se une a los receptores de ALP y APN con alta afinidad. 6.- Se forma el poro y da la muerte del insecto.
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ANTECEDENTES

En el laboratorio se ha demostrado que la protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis es un
potente inmunégeno (Moreno-Fierros et al., 2000, Moreno-Fierros et al., 2002) Y adyuvante mucosal (Moreno-
Fierros et al., 2003, Vazquez-Padron et al., 1999) que comparada con otras proteinas de la misma familia
Cryl (Aa, Ab, Ac) y Cry3A, ha generado una mayor respuesta inmunoldgica (Guerrero and Moreno-
Fierros, 2007, Guerrero et al,, 2004). La inmunogenicidad por via mucosa y sistémica de esta proteina
CrylAc se ha evaluado utilizando diferentes rutas de inmunizacion (oral, intranasal, rectal,
vaginal e intraperitoneal) con respuestas de anticuerpos especificos en diferentes sitios
mucosos (intestino, pulmadn, vagina) (Moreno-Fierros et al., 2000). Respecto a los efectos adyuvantes
de la protoxina CrylAc se observd una respuesta de anticuerpos especificos hacia el
antigeno de superficie de hepatitis B, péptidos de HIV (esquivel-Perez and Moreno-Fierros, 2005) Y
polisacaridos de pneumococos (Moreno-Fierros et al,, 2003). El efecto acarreador se reporté con el
polisacarido capsular 6B y con un epitope de la toxina diftérica (Guerrero y Moreno-Fierros, 2007). En
el caso de la toxina, los estudios inmunogénicos aln se estan realizando, sin embargo, se
sabe que tienen la capacidad al igual que la protoxina, de unirse y activar monocitos vy
linfocitos T y B, aunque ha mostrado una mayor afinidad por los linfocitos B (tesis de licenciatura
Ortega 2013 y Camargo 2013).

Por otro lado, resultados generados en nuestro grupo de trabajo sugieren la existencia en
células de vertebrados de un posible receptor para las proteinas CrylAc.

La protoxina induce preferentemente la activacién de macroéfagos en cultivos primarios;
mediante la expresion de moléculas coestimuladoras CD80, CD86 vy citocinas
proinflamatorias como IL6, MCP-1 y TNFa cuya produccién es inhibida, utilizando
inhibidores de la via de sefializacion de las MAP cinasas, donde se ha observado que al
menos P38 y ERK median la produccion de las citocinas inducidas por el estimulo con la
protoxina CrylAc (Moreno-Fierros et al, 2013). Otros resultados que apoyan la hipdtesis de la
presencia de un receptor son los ensayos de “blot” ligando realizados con extractos totales
de células de bazo donde se identificaron proteinas de union que reconocen la toxina y

protoxina CrylAc. La unién de la toxina con sus ligandos a diferencia de la unién de la



protoxina parece depender de carbohidratos; ya que el reconocimiento de proteinas por la
toxina es inhibido por N-acetil-galactosamina. Ademas por microscopia confocal se observé
la unidn tanto de la protoxina como la toxina CrylAc a la superficie de los macréfagos y
linfocitos T \ B (tesis de licenciatura Medina 2011).

Por otra parte, el Unico trabajo reportado hasta la actualidad que sugiere la presencia de
posibles receptores en vertebrados de las proteinas Cry fue en el 2000 por Vazquez-
Padrén, donde muestra la unién de la protoxina CrylAc a lisados de membrana de
enterocitos de ratdn donde por ensayos de “blot” ligando se revelan bandas de 102, 87, 62,
55, 51 y 39 kDa que sugieren la presencia de posibles receptores para estas proteinas, en
este caso para la protoxina Cry1lAc (vazquez-Padron et al., 2000).

Todos estos resultados en conjunto, sugieren la presencia de receptores para estas
proteinas en células de bazo y enterocitos de ratdn. Sin embargo, para facilitar el estudio
de la identificacion de los posibles receptores de la toxina y protoxina CrylAc,
consideramos importante enfocarse a un solo tipo celular, en el que hayamos observado
una unién significativa de estas proteinas y efectos directos como activacién in vitro a
tiempo corto, como es el caso de los macrdéfagos, ademdas de considerar el posible
mecanismo de accion como adyuvante de las proteinas CrylAc, mediante la activacion de

las APCs.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Para definir la utilidad de las proteinas CrylAc como adyuvante vacunal es necesario
identificar los posibles receptores de la protoxina y toxina CrylAc en células presentadoras
de antigeno y asi poder comprender las bases celulares de su mecanismo

inmunopotenciador.

HIPOTESIS

La protoxina y toxina CrylAc inducen activacion en macrofagos por la presencia de

receptores especificos para estas proteinas.



OBJETIVO GENERAL

Determinar los posibles receptores para la protoxina y toxina CrylAc en macréfagos

murinos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la capacidad de la protoxina y toxina CrylAc de unirse a la superficie

de una linea celular de macrofagos murinos.

2. Determinar la capacidad de la protoxina y toxina CrylAc de activar una linea celular
de macrofagos murinos (mediante la expresion de moléculas coestimuladoras y

citocinas).

3. Identificar los posibles receptores para las proteinas CrylAc en una linea celular de

macréfagos murinos.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular.

Las células de monocito macréfago murino J774 donadas por el Dr. Edelmiro Santiago de la
FES Zaragoza, UNAM, fueron cultivadas de forma rutinaria en medio ISCOVE (Invitrogen,
GIBCO, Rockville, MD, EE.UU) suplementado con suero fetal bovino al 10% GIBCO
(Invitrogen, GIBCO, Rockville, USA) y antibidticos (100U / ml de penicilina, estreptomicina
100pg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.) Las células se crecieron a 372C en una atmosfera

de 95% de aire, 5% CO’ y 100% de humedad.

Purificacion de las proteinas protoxina y toxina CrylAc.

La purificacion de la protoxina y toxina CrylAc a partir de E. coli recombinante se hizo como
se ha descrito previamente en (vazquez-padron et al, 1999). Después de haber lisado las bacterias y
una serie de diferentes lavados se obtuvieron los cristales, los cuales fueron solubilizados
en un amortiguador de carbonatos a un pH de 9.6 con ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) a 37°C por una hora. Los restos de endotoxina de LPS se eliminaron con una
columna de polimixina Affi-Prep® Polymyxin Support (BIO-RAD, USA) posteriormente se
verificd que la proteina estuviera libre de LPS con la prueba de deteccion semicuantitativa
de la endotoxina E-TOXATE® (Limulus amebocyte lysate) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Finalmente se determind la concentracion de la proteina por el método de Bradford y se
corrid un gel para corroborar la limpieza y los pesos correctos de la protoxina CrylAc 130

kDay la toxina Cry1Ac 65 kDa (Fig. 4a).



Identificacién de la unién de Cry1Ac a macréfagos murinos de la linea celular.

Para los ensayos de unién de las proteinas CrylAc a la superficie de las lineas celulares 1774
Y Raw 264.7 se incubaron 1x10%/ml células monocitos-macréfagos 1774 y Raw 264.7 en
cajas de 12 pozos, las cuales previamente fueron tratadas por 24 h con 5% de SFB
(Invitrogen, GIBCO, Rockville, EUA) posteriormente se incubaron con medio al 10% de SFB
(Invitrogen, GIBCO, Rockville, EUA) junto con las proteinas Cry1Ac-FITC a una concentracion
de 5ug /millon de células con tiempos de incubaciéon de 10 min, 1 h y 3 h. Las proteinas
CrylAc-FITC fueron previamente conjugadas con el fluorocromo fluoresceina (FITC)
siguiendo el protocolo establecido en el kit de conjugacion (Thermo Scientific Rockford, IL
USA) (Fig. 4b). Se cosecharon las células con “gendarme” después de la incubacion y se
lavaron con amortiguador de fosfatos salino con albumina 0.05% (PBA), se fijaron con
paraformaldehido (PFA) al 1% y analizaron por citometria de flujo con un citémetro BD
Biosciences FACS calibur; para los ensayos de microscopia confocal, otra parte de las
células se deshidrataron en alcoholes (70, 80, 90 y 100%) durante 3 minutos cada uno vy
montados en Entellan (Mercl, Darmstadt, Alemania) para su posterior analisis mediante un
microscopio confocal laser TCS/SP-2 (Leica, Wetzlar, Alemania). Las imagenes se muestran
en proyecciones maximas de 5 secciones secuenciales dpticas que fueron escaneadas 20
veces cada una, con un grosor de 0.4 micras por intervalo y capturadas con el objetivo 63X

con aceite de inmersion, en el eje z.

Internalizacién de la proteina CrylAc determinada por la colocalizacién de CrylAc con las

vesiculas endosomales Rab 5y Rab 7.

Para determinar si la internacion de las proteinas CrylAc se estaba llevando a cabo via
endosomal se sembraron 5x10" de células monocitos-macréfagos Raw264.7 en placas

Labtek estériles (Thermo Scientific Rockford, IL USA) en medio con 10% de SFB (Invitrogen,



GIBCO, Rockville, USA). Los grupos que se consideraron fueron control, PCrylAc, TCrylAc.
Las células se dejaron reposar por 12 h, siendo incubadas con 5 ug de las proteinas CrylAc-
FITC a diferentes tiempos. Para los ensayos con los endosomas tempranos (Rab 5) fueron
incubados 5 min con las proteinas CrylAc y para los endosomas tardios (Rab 7) se realizod
una cinética (10, 12, 14, 16, 30 y 1 h) para evaluar en qué tiempo se observaba una mayor
colocalizacién con las proteinas Cry. Trascurrido este tiempo se lavaron las células con PBS
y se fijaron con PFA al 4%. Se permeabilizé con un amortiguador a base de triton X100 al
0.1% en PBS y después se llevd a cabo la tincidn intracelular con los anticuerpos anti Rab 5
y anti Rab 7 (Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.) seguidos de anticuerpos secundarios
marcados con los fluorocromos Pe y Cy5 (Thermo Scientific Rockford, IL USA). Las muestras
fueron montadas en Vectashield (Mercl, Darmstadt, Alemania) y se analizaron mediante un
microscopio confocal laser TCS/SP-2 (Leica, Wetzlar, Alemania). Las imagenes se muestran
en proyecciones maximas de 5 secciones secuenciales, fueron escaneadas 20 veces cada
una, con un grosor de 0.4 micras por intervalo y capturadas con el objetivo 63X con aceite

de inmersidén, en el eje z.

Determinacion de la sobre expresion de moléculas coestimuladoras CD80 Y CD86.

Para determinar el efecto de activacién de las proteinas CrylAc en los macréfagos de esta
linea celular mediante la sobreexpresion de moléculas coestimuladoras se incubaron
1x10°/ml de células monocitos-macréfagos J774 v Raw 264.7 en cajas de 12 pozos.
Distribuidos en cada uno de los siguientes grupos de tratamientos: control, PCrylAc,
TCrylAc y LPS como control positivo (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Las células fueron
ayunadas previamente al estimulo por 24 h, con 5% de SFB (Invitrogen, GIBCO, Rockville,
USA), después de esto se incubaron con 1 ml de medio al 10% de SFB (Invitrogen, GIBCO,
Rockville, USA) y las proteinas CrylAc en una concentracion de 10 pug y el LPS 1 ug por
millén de células por 24 horas. Las células fueron cosechadas con “gendarme” vy se realizd
la tincién de superficie de macréfagos con anticuerpos anti-CD11b, CD40, CD80 y CD86

marcados con distintos fluorocromos (FITC, PE, Cy5-PE, Cy5 o APC) (eBioscience, San Diego,



CA, EE.UU.) por 30 min. Después de la incubacién se lavaron con PBA, se fijaron con PFA al

1% y se analizaron por citometria de flujo en un citdmetro BD Biosciences FACS Calibur.

Deteccion de la produccién de citocinas.

Para determinar el efecto de activacién de las proteinas CrylAc en los macréfagos de esta
linea celular por medio de la sobreexpresion de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-12, IL-6
y MCP-1) se incubaron 1x10°/ml de células monocitos-macréfagos J774 y Raw 264.7 en
cajas de 12 pozos. Las células se distribuyeron en cada uno de los siguientes tratamientos:
control, PcrylAc, TcrylAc y LPS (control positivo). Las células fueron ayunadas por 24 h con
5% de SFB (Invitrogen, GIBCO, Rockville, USA), después fueron incubadas con 10 ug de
proteinas CrylAc y 1 ug de LPS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.) en medio con 10% de SFB
(Invitrogen, GIBCO, Rockville, USA) por 24 horas. Se obtuvieron los sobrenadantes y se
evaluaron de acuerdo a las especificaciones técnicas del kit de deteccién de citocinas
proinflamatorias de BD de (eBioscience San Diego, CA, EE.UU.). Se analizaron por citometria

de flujo con un citdmetro BD Biosciences FACS Calibur.

Obtencion de lisados totales celulares.

Para la obtencion de lisados totales se cosecharon 10 millones de células, se lavaron 5
veces con PBS para eliminar todas las proteinas contaminantes del SFB. Una vez
concentrada la pastilla se le adiciond en una relacién de 1:4 el amortiguador de lisis RIPA
(ver anexos) en presencia de inhibidores de proteasas (Roche Traub Co, Basilea, Suiza). Las
células fueron sonicadas con 3 ciclos de 10 seg en hielo. Se centrifugd a 10 000 rpm por 5
minutos y se recuperd solo el sobrenadante con la porcidn soluble de las proteinas. Se
almacend a -802C. Se corrid un gel de SDS-page para verificar el patrén de lisado vy

asegurarnos de que no hubiera degradacion.



Obtencién de proteinas de membrana.

Las proteinas de membrana se obtuvieron mediante el kit de purificacion de proteinas de
superficie celular (Thermo Scientific Rockford, IL USA) cuyo principio se basa en la afinidad
gue tiene la biotina por las proteinas y a su vez la avidina por la biotina. De manera breve
se puso a incubar la biotina con 1x10® células de monocito-macréfago murino libres de
proteinas contaminantes de SFB, se lavaron y se lisaron las células con el amortiguador de
lisis RIPA antes mencionado en presencia de inhibidores de proteasas con sus
correspondientes ciclos de sonicacion, después de este tiempo se centrifugd a 10,000
rpom/5 min para obtener las proteinas solubles, las cuales se pasaron por una columna con
una matriz de agarosa-avidina, incubando por 1 h en movimiento a temperatura ambiente.
Después de la incubacion se centrifugd el filtrado y después de una serie de lavados del
complejo de proteinas de membrana-biotina-avidina-agarosa, se eluyeron las proteinas de
membrana en presencia de un amortiguador de carga con agentes reductores. Se
almacend a -802C. Se corrido un gel de SDS-page para verificar el patron de lisado vy

asegurarnos de que no estuvieran degradados.

Ensayos de “blot” ligando de lisados celulares totales y proteinas de membrana.

La identificacion de los posibles receptores se realizd mediante ensayos de “blot” ligando
en extractos de proteinas totales, proteinas de membrana y proteinas obtenidas de la
inmunoprecipitacién con células de monocito-macrofago. Los extractos fueron separados
por electroforesis SDS-PAGE vy transferidos a membranas de nitrocelulosa para realizar los
ensayos de blot ligando. Una vez transferidos los extractos se pusieron a bloguear toda la
noche a 4°C, con leche descremada al 6% para la protoxina y con albumina sérica bovina
(BSA) al 3% para la toxina; ya que se ha observado su afinidad por los carbohidratos. Se

realizaron una serie de lavados con PBS-tween al 0.05% vy se pusieron a interactuar las



proteinas CrylAc en una concentracién 5 ug/ml de protoxina y toxina con los diferentes
extractos por 2 h, después de una serie de lavados de 5 min se incubaron con el anticuerpo
anti-Cry1Ac hecho en conejo por 2 h seguido de la proteina A-peroxidasa (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA). En los ensayos de blot ligando con las células J774 se reveld con el sustrato 4-
chloro-1-naphthol (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA.) en presencia de agua oxigenada. Por su mayor
sensibilidad para los ensayos con células Raw 264.7 se utilizd un anticuerpo secundario anti-conejo

marcado con el fluorocromo Dye 800 que finalmente fue revelado con el escaner infrarrojo

Oddysey (LICOR).

Identificacién del receptor por ensayos de inmunoprecipitacion.

La Identificacidon de los receptores por ensayos de inmunoprecipitacion se realizd mediante
el kit de inmunoprecipitaciéon (Thermo Scientific Rockford, IL EUA) con ligeras
modificaciones. De manera breve se incubaron 1x10’ células vivas libres de SFB con la
protoxina y la toxina CrylAc, en una concentracion de 20 ug/millon de células por 1 h a
37°C, en este paso en los ensayos con las células Raw 264.7 las incubaciones con las
proteinas Cry se realizaron a 4°C por 3 h. Se realizaron una serie de lavados para eliminar
toda la proteina CrylAc libre, después se llevd a cabo el protocolo de lisado con el
amortiguador de lisis (RIPA) previamente descrito en presencia de inhibidores de
proteasas. Posteriormente se le adicionaron 1gG purificadas anti-CrylAc para
inmunoprecipitar el complejo (receptor-proteina Cry-anti-Cry) con perlas de agarosa unidas
a proteina A. Después de una serie de lavados verificando la DO a 280 nm para asegurarnos
de eliminar todas las proteinas contaminantes no relacionadas con el receptor, todo el
complejo de receptor-proteinasCrylAc-antiCry-proteinaA-sefarosa se hirvid con un
amortiguador de carga en presencia de agentes reductores. A diferencia de las células 1774
en este Ultimo paso los ensayos con las células Raw 264.7 se utilizd un amortiguador sin

agentes reductores. Para ambos tipos celulares se recuperd solo la porcidn soluble y se



almacend a -802C. Se corrid un gel de SDS-page para separar mediante electroforesis las

proteinas inmunoprecipitadas y se verificd por ensayo de “blot” ligando la unién de CrylAc.

Secuenciacion del receptor.

Después de un consenso entre técnicas y repeticiones seriadas de ensayos de “blot”
ligando se enviaron a espectrometria de masas las bandas inmunoprecipitadas para
identificar los posibles receptores por andlisis de espectrometria de masas y protedmica
mediante el servicio del Instituto Nacional de Salud publica (INSP) de la Secretaria de Salud
(SESA) para las células 1774 y el servicio del Instituto Nacional de Medicina Gendmica en la
unidad de protedmica para las células Raw 264.7.

Se utilizd analisis de blast para establecer los candidatos a receptores encontrados y su

homologia en células de raton.

Analisis estadistico.

Todos los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA), seguido por el
post-hoc de Dunnet, utilizando el software Graph Pad Prism 5. Los datos se expresan como
media + el error estandar (SE). Las diferencias se consideran estadisticamente significativas

a *p menor o igual 0.05 0 0.001.



RESULTADOQOS

Obtencion de las proteinas CrylAc

Se obtuvo una produccién de protoxina (P) y toxina (T) CrylAc de 130 y 65 kDa
respectivamente. Después de su purificacion se corrié un gel SDS-PAGE de acrilamida al
10% para corroborar sus pesos moleculares y pureza (Fig. 4a). Estas mismas proteinas
CrylAc se conjugaron con el fluorocromo fluoresceina (FITC) para los posteriores ensayos

de unién por microscopia y citometria (Fig. 4b).

Fig. 4

a) b)

MP P T

150 130 kDa

100 W=

75 65 kDa
* -
37

25

Figura 4. Gel SDS-page y conjugacion de las proteinas CrylAc con FITC. a) Se muestra PCrylAc (protoxina) de 130 kDa y
TCry1Ac (toxina) de 65 kDa después de su purificaciéon. MP marcador de peso molecular (a la izquierda). b) Se muestra la
PCry1Ac de 130 kDa y TCrylAc (toxina) de 65 kDa después de su conjugacién con el fluorocromo fluoresceina (FITC). MP
marcador de peso molecular (a la izquierda).



Unién de la protoxina y toxina CrylAc a macréfagos de la linea celular J774

Para corroborar que las proteinas CrylAc se unen a los macrofagos 1774, se pusieron a
interactuar las proteinas Cry conjugadas con FITC con esta linea celular y se observé que la
uniéon de la protoxina, como de la toxina fue de manera uniforme desde tiempos
tempranos (10 min) y que se incrementaba conforme pasaba el tiempo. También se
observo al graficar la intensidad media de fluorescencia que la protoxina se unidé en mayor
proporcion que la toxina a los macrofagos. Estos resultados nos sirvieron para determinar
el tiempo promedio de unidn para los posteriores ensayos de interaccidon. El tiempo

intermedio fue de 1 hora (Fig. 5).
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Figura 5. Unidn temporal de la protoxina y toxina CrylAc a las células J774. En la gréfica se muestra la intensidad media de
fluorescencia (IMF) del anélisis por citometria de flujo de la unién de la protoxina y toxina CrylAc-FITC a las células
monocito-macréfago J774 a los 10 min, 1h y 3h de incubacion. El estimulo fue dado en una concentracion de proteinas
CrylAc-FITC de 10 pg/millon de células incubadas a 37°C en una atmosfera de CO,. Se leyeron 30 mil eventos. A la

izquierda se muestran histogramas representativos.
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Esta unidon también se observd por microscopia confocal, a la superficie celular de los
monocitos-macrofagos J774. Observamos que la proteina CrylAc se unid en la membranay
también dentro de las células a diferencia del marcador de membrana utilizado, la integrina
CD11b, lo gue nos sugirid que quizas estaba siendo internalizada. Este fendmeno se
observd desde 1 h y se acentud a las 3 h. También se corrobord la mayor afinidad de union
por parte de la protoxina CrylAc en relacion a la toxina CrylAc, como se observd

previamente por citometria de flujo (Fig. 6).

Fig. 6
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Figura 6. Unién de la protoxina y toxina CrylAc a monocitos- macréfagos J774. Este ensayo por microscopia confocal

muestra la interaccion de 1y 3 h de incubacién de las proteinas CrylAc- FITC por esta linea celular. Nétese que la unién



de las proteinas CrylAc se observa tanto en la superficie como en el interior de la célula a diferencia del marcador de

superficie CD11b. Se muestran microfotografias representativas.

Internalizacion de la protoxina y toxina CrylAc a macréfagos de la linea celular 1774

Para confirmar si las proteinas CrylAc estaban siendo internalizadas por los macréfagos
como se sugiere en las microfotografias antes mostradas (figura 6), se realizd un analisis
por microscopia confocal de la colocalizacion de estas proteinas Cry-FITC con proteinas de
Rab 5y Rab 7, GTPasas involucradas y especificas de la via endocitica. Se observaron pocos
sitios de colocalizacién con las proteinas Cry a los 10 min con Rab 5 (Fig. 7a). La mayor
colocalizacién de PcrylAc con Rab 7 se detectd a los 14 min (Fig. 7b), mientras que la

mayor colocalizacion de TcrylAc con Rab 7 ocurrid a los 12 min (Fig. 7c).

Fig. 7

Q
~

Nucleo Rab 5 | Nomarsky

Icry 1Ac Pcry 1Ac



12 min Control

14 mlin

1_8 min

Rab 7

32

Nomarsky




Rab 7 Nomarsky

-

Control

12 min

14 min

18 min

Figura 7. Analisis por microscopia confocal de la colocalizacidn de la protoxina y toxina CrylAc-FITC con Rab5y Rab 7 en
macrdfagos J774. a) Este ensayo muestra la interaccién de 10 min de incubacion de las proteinas CrylAc-FITC con Rab 5
en esta linea celular. La colocalizacion de las proteinas Cry (verde) y las vesiculas Rab 5 (rojo) se observa en (amarillo) en
algunos sitios de las células en las imagenes sobrepuestas (merge). Se muestra una corta cinética desde tiempos
tempranos de expresion de Rab 7 y su interaccidn con la protoxina (b) y la toxina Cry1Ac-FITC (c). En el caso de la PcrylAc
b) la colocalizacion es mayor a los 14 min, aunque la marca no alcanza a desaparecer, mientras que para Tcry c) la
colocalizacion es mayor a los 12 min, datos que nos sugieren que las proteinas pCrylAc y tCrylAc estan siguiendo el

camino convencional de la via endocitica. A-C) muestran microfotografias representativas.



Evaluacién de la sobre expresiéon de moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y CD40 en la

linea celular J774 por el estimulo con |as proteinas protoxina y la toxina Cry1Ac

En un estudio previo de nuestro grupo de investigacidon se demostré que el estimulo in vivo
con la protoxina CrylAc induce la sobreexpresion de moléculas coestimuladoras en células
adherentes de diferentes érganos asi, como in vitro en la linea de macrofagos Raw 264.7
(Moreno-Fierros et al,, 2013). Se llevd a cabo un abordaje similar con los macréfagos de esta linea
celular para evaluar la sobreexpresion de las moléculas (CD80 CD86, CD40) y de la integrina
CD11b con estimulos de la Pcry y Tcry. Sin embargo, se encontrd que la linea celular 1774
presentaba una alta expresion basal de estas moléculas, lo que fue dificil observar una
sobreexpresidn significativa con el estimulo de nuestras proteinas Cry y el LPS, usado como
control positivo de activacion. Con el estimulo con la protoxina se observé un incremento
significativo de 200 y 100 unidades de CD80 y CD86 respectivamente mientras que con la
Tcry se observd solo un incremento de 80 unidades para CD86. En ninguno de los casos se
observd un cambio en la expresién de CD40 ni CD11b, incluyendo al estimular con LPS (Fig.
8). Estos resultados nos sugirieron que era pertinente analizar estos parametros en otra
linea celular menos activada, que nos permitiera observar mejor el posible efecto de la

protoxina y toxina CrylAc en la activacion de macréfagos.
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Figura 8. Efecto de la protoxina y toxina CrylAc en la expresidon de moléculas coestimuladoras en células J774. Se muestra
una alta expresién basal en los controles principalmente en CD80, CD40 y CD11b por ello solo se aprecia un ligero
incremento no significativo por efecto del LPS usado como control positivo de activacion. En el estimulo con la protoxina,
se observé un incremento significativo en CD80 y CD86 y en la toxina solo se observé un cambio evidente con respecto a
su control en la expresién de CD86. Este ensayo se llevé a cabo con 24 h de incubacién, el estimulo fue dado en una
concentracién de proteinas CrylAc de 10 pg/millén de células incubadas a 37°C en una atmosfera de CO,. Se tifieron las
células y se analizd por FACS. Se leyeron 30 mil eventos. Los datos se expresan en unidades de intensidad media de
fluorescencia (IMF) de células positivas a cada molécula coestimuladora. Histogramas representativos de resultados
promedio + ES n=3. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de una via seguida por la prueba de

Dunnet.*p<0.05.

35



Unién de la protoxina y toxina CrylAc a monocito-macréfagos de la linea celular Raw 264.7

Como la activacion con las proteinas CrylAc fue poco evidente en las células J774 por su
elevada activacion basal, se probd otra linea celular menos activada, la monocito-
macréfago Raw 264.7 que nos permitio observar mejor los efectos de las proteinas CrylAc.
Primero se corroboré la capacidad de union de la protoxina y toxina CrylAc a esta nueva
linea celular por citometria de flujo. Se encontrd que la unién de ambas proteinas se dio
desde los tiempos tempranos en las células Raw 264.7. También se observd que la

protoxina tiene una mayor capacidad de unién hacia este tipo celular que la toxina (Fig. 9).
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Figura 9. Unidn temporal de protoxina y toxina CrylAc a la linea celular Raw 264.7. Se muestra la intensidad media de
fluorescencia (IMF), resultado del analisis por citometria de flujo de la union de la protoxina y toxina CrylAc-FITC a las
células Raw 264.7 a diferentes tiempos de incubacion (10 min, 1h y 3h). Se observa una mayor unién de la protoxina por
este tipo celular. El estimulo fue dado a una concentracién de proteinas CrylAc de 10 ug/millén de células incubadas a

37°C en una atmosfera de C02. Se leyeron 30 mil eventos.
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Evaluacion de la sobre expresién de moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y CD40 en la

linea celular Raw 264.7 con estimulo de |la protoxina y toxina CrylAc

Como se menciond anteriormente se probd el efecto de la estimulacion con las proteinas
CrylAc en esta linea celular Raw 264.7 debido a la alta activacion basal de las J774. En la
linea Raw 264.7 se observo una marcada activacion con el estimulo de nuestras proteinas
Cry, muy similar al efecto inducido por nuestro control positivo (LPS) en todas las moléculas

coestimuladoras (CD80, CD86, CD40) incluyendo la integrina CD11b (Fig. 10)

En la figura 10 se aprecia como la protoxina indujo un incremento de mas del doble que el
control sin estimulo en la expresion de CD80 y CD11b. Para CD86 y CD40 el incremento fue
menor pero estadisticamente significativo. En el caso con la toxina los resultados siguieron

la misma tendencia que con la protoxina pero de una forma mas discreta (Fig. 10).
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Figura 10. Efecto de la protoxina y toxina CrylAc en la expresion de moléculas coestimuladoras en células Raw 264.7. Se

observa con el estimulo de la protoxina un incremento significativo en CD80, CD86, CD40 y CD11b, con la toxina los

cambios se observaron mas discretos sin dejar de ser estadisticamente significativos. La concentracién del estimulo con

las proteinas Cry1Ac fue de 10 pg/millon de células incubadas a 37°C en una atmdsfera de CO,. Se tifieron las células y se

analizé por FACS. Se leyeron 30 mil eventos. Los datos se expresan en unidades de intensidad media de fluorescencia

(IMF) de células positivas a cada molécula coestimuladora. Histogramas representativos de resultados promedio * ES n=3.

Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de una via seguida por la prueba de Dunnet.*p<0.05.
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Evaluacion de la induccién de citocinas en la linea celular monocito-macréfago Raw 264.7

por estimulo con las proteinas protoxina y la toxina Cry1Ac

Otra manera de medir la activacién de los macréfagos es con la produccion de citocinas,
por lo tanto también se evalud la capacidad de las proteinas CrylAc de inducir la secrecion
de citocinas de perfil proinflamatorio principalmente (IL6, TNFa, IL12 y MCP-1). Los
resultados indican que la protoxina indujo mayor produccién que la toxina de las citocinas
IL6, TNFa, IL12 y MCP-1. El nivel de induccién de citocinas provocado con protoxina, es muy
similar al registrado en nuestro control positivo (LPS), aunque a diferencia de este la
protoxina también indujo la expresion de la citocina regulatoria IL-10, la cual no fue
observada con el LPS ni la toxina. En el caso de la toxina (como se observd también en la
sobreexpresion de moléculas coestimuladoras) la activacién inducida en macréfagos fue

mas discreta (Fig. 11).
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Figura 11. Efecto de la protoxina y toxina CrylAc en la expresion de citocinas en células Raw 264.7. Se observa una
expresion de citocinas principalmente de perfil proinflamatorio con el estimulo de la PcrylAc a diferencia de la TcrylAc
que su activacion fue discreta. También se muestra la induccion de la citocina IL-10 que se relaciona con un efecto
regulatorio inducida solo por la Pcry a diferencia del LPS y la Tcry. Este ensayo se llevé a cabo con 24 h de incubacion, el
estimulo fue dado en una concentracion de proteinas CrylAc de 10 pg/millon de células incubadas a 37°C en una
atmosfera de CO,. Las citocinas fueron evaluadas en el sobrenadante de cultivo celular con CBAs por citometria de flujo.
Los datos muestran la concentracion en unidades de pg/ml de cada citocina. Gréficos representativos de resultados

promedio + ES n=3. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de una via seguida por la prueba de

Dunnet.*p<0.05.
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Identificacion de posibles receptores de proteinas CrylAc en macréfagos J774 por ensayos

de “blot” ligando de proteinas totales

Para identificar el posible receptor se realizd ensayos de “blot” ligando de los lisados
totales de la linea celular J774. Las membranas se incubaron con las proteinas Cry toxina
y/o protoxina. Al revelar las tiras se observaron claramente bandas especificas con los
pesos moleculares relativos de 66, 53, 37 kDa, muy similares entre ambas, a excepcién de
una banda que observamos en el blot ligando de la toxina con un peso molecular de 45

kDa (Fig. 12).



Fig. 12

— 66
55 — 53
— 45

- 37

43

34

26

Figura 12. Identificacién de posibles receptores para las proteinas Cry en ensayos de “blot” ligando en proteinas totales de
células J774. En el panel a) se muestra el gel representativo de la obtencidn de las proteinas totales solubles de las células
1774, con la banda de actina del lisado sin degradar. En el panel b) se muestra las tiras de PVDF reveladas con 4-chloro-1-
naphthol con bandas producto de la unién de la protoxina y la toxina seglin sea el caso a polipéptidos con pesos
moleculares aproximados de 66, 53, 37 y una de 45 kDa para el caso de la toxina. Para este ensayo se incubd con las

proteinas CrylAc a una concentracion de 5ug/ml. Graficos representativos de tres experimentos independientes.
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Identificacion de posibles receptores de proteinas CrylAc en macréfagos J774 por ensayos

de “blot” ligando de proteinas de membrana

También se realizdé ensayos de “blot” ligando con proteinas de membrana, esto para
comparar los patrones con los “blot” ligando de los lisados totales. De manera sorpresiva
con la protoxina solo se detecté una banda de peso molecular de 64 kDa, mientras que con
la toxina se revelaron diferentes bandas con pesos de 69, 64, 60 y 42 kDa, (Fig. 13) pesos
moleculares ligeramente diferentes a las bandas detectadas en el “blot” ligando de lisado

total (66, 53, 37 y 45 kDa). (Fig. 12)
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Figura 13. Identificacién de posibles receptores para las proteinas Cry en ensayos de “blot” ligando de proteinas de

membrana en células J774. En el panel a) se muestra el gel representativo de la obtencion de las proteinas de membrana



solubles. En el panel b) se muestra las tiras de PVDF con la Unica banda revelada de la unién de protoxina (64 kDa) y para
la toxina las bandas reveladas con los pesos aproximados de 69, 64, 60 y 42 kDa. Para este ensayo se incubo con las

proteinas CrylAc a una concentracion de 5ug/ml. Graficos representativos de tres experimentos independientes.

Identificacién de posibles receptores para las proteinas CrylAc en macréfagos J774 por

ensayos de inmunoprecipitacion y “blot” ligando de la inmunoprecipitacion

Para identificar los receptores de una manera mas eficiente se realizaron ensayos de
inmunoprecipitaciéon en los que se pusieron a interactuar las proteinas CrylAc con las
células J774 vivas. Las proteinas inmunoprecipitadas se corrieron y se detectaron bandas
de pesos moleculares relativos aproximados de 72, 67, 64, 59, 53, 49, 45 kDa para ambas
proteinas Cry (Fig.14a). Paralelamente se corrieron inmunoprecipitaciones vy se
transfirieron a papel PVDF para realizar los ensayos de “blot” ligando. Al revelar los “blot”
ligando de las inmunoprecipitaciones incubando con protoxina y toxina, se encontré de
forma similar como ocurrid en los ensayos de “blot” ligando en las proteinas de membrana,
gue la protoxina solo se detectd una sola banda de peso molecular de 65 kDa, mientras que
con la toxina se detectaron las bandas de 72, 65, 62, 59, 53 y 48 kDa pesos comparables
con las observadas en el gel SDS-PAGE y con los de algunas de las proteinas detectadas en
los ensayos de “blot” ligando de lisados de membranas. (Fig.13b) También se corrieron
unos controles de “blot” ligando de toxina, protoxina CrylAc e IgG, para descartar las
bandas que corresponden a las proteinas Cry usadas asi como las bandas correspondientes
a las cadenas pesadas v ligeras de la IgG que participaron en el mismo complejo de la

inmunoprecipitacion (Fig. 14c).
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Figura 14. Identificacion de posibles receptores para las proteinas Cry en ensayos de inmunoprecipitacién y “blot” ligando de la
inmunoprecipitacion con células J774. En el panel a) se muestra el gel representativo de la inmunoprecipitacion con el mismo patrén
de bandas para ambas proteinas Cry con pesos moleculares de 72, 67, 64, 59, 53, 49 y 45 kDa aproximados que posteriormente se
confirmaron por ensayos de “blot” ligando para la toxina ya que con la protoxina solo se reveld una banda de un peso molecular de 65
kDa. En el panel C se muestran los controles que corrieron para descartar las bandas contaminantes de las mismas proteinas Cry
representadas de color morado y las cadenas pesadas de las IgG se representaron de color rosa. Se sefialan con este mismo color en el
gel y el blot ligando. Para |la protoxina no fue necesario ya que no se observd ninguna banda de su mismo peso molecular (130 kDa). En
este ensayo se incubd con las protefnas CrylAc a una concentracion de 5 ug/ml. Graficos representativos de tres experimentos
independientes.



Comparacioén de los resultados obtenidos con los ensayos de “blot” ligando de las proteinas

totales, proteinas de membrana e inmunoprecipitacion de las células 1774

Se compard los diferentes resultados obtenidos de las bandas identificadas por toxina y
protoxina en los distintos ensayos de “blot” ligando (lisados totales, membranas y proteinas
inmunoprecipitadas). Se observo que el patron de las bandas obtenidas principalmente de
proteinas de membrana y la inmunoprecipitacién fue similar. Se representaron con colores
las bandas de pesos similares (azul pesos que oscilan entre 66 y 62 kDa, verde arriba de 69
kDa, rojo 53 kDa y negro de 48 a 42 kDa) aunque recordemos que los pesos registrados son

relativos. (Fig. 15).
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Figura 15. Comparacion de pesos moleculares de los resultados obtenidos con los diferentes ensayos de blot ligando. En el panel a) se muestran
las bandas correspondientes al blot ligando de las proteinas totales, en el panel b) son los resultados obtenidos de los ensayos con las proteinas
de membrana y en el panel c) las bandas reveladas con los ensayos de inmunoprecipitacion. Las bandas relacionadas se encuentran descritas del
mismo color. Las bandas de mayor peso molecular entre 69 y 72 kDa se muestran en verde, en azul se muestran las que oscilan entre los pesos
moleculares de 60-65 kDa que son donde caen la mayoria de los tres ensayos. Otro grupo de bandas de color rojo son las ubicadas en los 53 kDa
y por ultimo, el menor grupo de color negro que abarca desde 48 y 42 kDa. En el caso de la protoxina los resultados de los blot ligando de
proteinas de membrana e inmunoprecipitacion coinciden con la misma banda obtenida de 64 kDa. En el caso de la inmunoprecipitacion de la
toxina se marca de color morado la posible banda relacionada con la misma toxina. Graficosr.



Resultados del primer analisis de proteémica y propuesta de receptores para las proteinas

CrylAc en células 1774

Considerando estos resultados se mandaron a espectroscopia de masas las bandas de
proteinas obtenidas en los ensayos de inmunoprecipitacion.

En el Instituto Nacional de Salud Publica nos enviaron los resultados producto de la
secuenciacion por huella peptidica que se resumen en la tabla 1. Solo se muestra las

proteinas candidatos a receptores:

PROTEINAS Peso de Proteina Peso de la # % #
CRY la banda identificada proteina Acceso Cobertura péptidos

enviada identificada

111 kDa

Protoxina EGF-Related AAG25939 6.1
protein
SCUBE 1
59.8kDa  Tmprss 13 52 kDa AAH42878 59 5
(secuencia

parcial)

Tabla 1: Tabla de resumen con los resultados de protedmica con los candidatos a receptores para las proteinas CrylAc. Aqui
se muestran los datos del analisis de protedmica, de los candidatos a receptores donde se especifica el peso molecular de
la banda detectada, el nombre, su nimero de acceso, nimero de cobertura. Solo se muestra los primeros candidatos a

receptor ya que son proteinas transmembranales capaces de inducir vias de sefializacién.

Identificacidon de posibles receptores para la protoxina CrylAc en ensayos de “blot” ligando

de proteinas totales, de membrana y citoplasma con las células Raw 264.7.

También se hicieron ensayos de “blot” ligando con las proteinas totales, proteinas de
membrana y de citoplasma de las células Raw 264.7 poniéndolas a interactuar con la
PcrylAc para después poder comparar el patrén de bandas obtenidas con las células 1774.

Agui se muestra el “blot” revelado con el escaner infrarrojo odyssey, donde observamos
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un patrén de bandas en los lisados totales que se enriquece en las proteinas de membrana
resaltando los pesos relativos de 72, 45 y 34 kDa. También se observa que este mismo

patron no coincide con las proteinas del citoplasma. (Fig. 16).
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Figura 16. Identificaciéon de posibles receptores para la protoxina CrylAc en ensayos de “blot” ligando de proteinas totales,
proteinas de membrana y citoplasma con las células Raw 264.7. En el panel a) se muestra el gel representativo de los
lisados mostrando que se encuentran sin degradar. En el panel b) se muestra el “blot” revelado por el escaner infrarrojo
Odyssey. Las bandas que principalmente se revelan son las de pesos de 100, 72, 45, 34 KDa. Para este ensayo se incubd

con las proteinas CrylAc en una concentracion de 5ug/ml. Gréficos representativos de tres experimentos independientes.



Identificacién de posibles receptores para la toxina CrylAc en ensayos de “blot” ligando de
proteinas totales, de membrana y citoplasma con las células Raw 264.7.

Para la toxina CrylAc también se realizdé este ensayo donde a diferencia de la protoxina el
patron de bandas reveladas fue mucho mayor, esto se puede relacionar que la toxina
CrylAc tiene una alta afinidad por las proteinas glicosiladas. Se observa un patrdon similar
en las proteinas totales que se enriquece en las proteinas de membrana. Se observo que la

toxina también tiene afinidad por las proteinas del citoplasma. (Fig. 17).
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Figura 17. Identificacién de posibles receptores para la toxina CrylAc por ensayos de “blot” ligando de proteinas totales, de
membrana y citoplasma con las células Raw 264.7. En el panel a) se muestra el gel representativo de los lisados mostrando
sin degradar. En el panel b) se muestra el “blot” revelado por el escéner infrarrojo Odyssey con su control de carga de
TerylAc. Las bandas que principalmente se revelan son de los pesos de 95, 72, 60 y 45 KDa. Para este ensayo se incubo

con las proteinas Cry1Ac a una concentracion de 5ug/ml. Gréficos representativos de tres experimentos independientes.



Identificacion de posibles receptores para la protoxina CrylAc por ensayos de

inmunoprecipitacion con las células Raw 264.7.

Al igual que con las células J774 se realizaron ensayos de inmunoprecipitacién con las
células Raw 264.7 y se incluyd un control de inmunoprecipitacion sin utilizar la PcrylAc
para verificar si todo el patrén de bandas observadas eran las inmunoprecipitadas por la
Pcry. Se identificd una serie de bandas inespecificas las cuales se sefialan con la flecha roja
y se descartaron de nuestros posibles candidatos a receptores sefialadas con las flechas
negras 95, 72 y 45 kDa. A pesar de ello se mandaron todas las bandas sefialadas en la
inmunoprecipitacién (flechas rojas y negras) a espectrometria de masas al Instituto

Nacional de Medicina Gendmica INMEGEN (Fig. 18).
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Figura 18. Identificacién de posibles receptores para la protoxina Cry1lAc por ensayos de inmunoprecipitacidn con las células
Raw 264.7. Se muestra el patron de bandas obtenidas por la inmunoprecipitacion con las células Raw 264.7 sefialando las
bandas propias del control (flechas rojas) y nuestros posibles candidatos (flechas negras). Para este ensayo se incubd con

las proteinas CrylAc a una concentracion de 5 ug/ml. Graficos representativos de tres experimentos independientes.
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Comparacién entre las bandas obtenidas en la inmunoprecipitacion con la protoxina y los
ensayos de “blot” ligando en las células Raw 264.7.

Se compararon las bandas reveladas en los “blot” ligando de las proteinas totales,
membrana y citoplasma con las inmunoprecipitaciones de la protoxina CrylAc y se
corrobord la identificacion de las bandas consideradas como posibles candidatos a

receptores (72 y 45 kDa). (Fig. 19)
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Figura 19. Comparacidn entre las bandas obtenidas en la inmunoprecipitacién y los ensayos de “blot” ligando de las células
Raw 264.7. Aqui se confirmo las bandas observadas en los “blot” ligando y las obtenidas en la inmunoprecipitacion

sefialadas de color negro en la inmunoprecipitacién y en blanco en los “blot” ligando.
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Identificacion de posibles receptores para la toxina CrylAc por ensayos de
inmunoprecipitacion con las células Raw 264.7.

En el caso de la inmunoprecipitacion de la toxina con las células Raw 264.7 observamos un
patrén de bandas diferentes al de protoxina, en este caso las bandas que observamos que
no coinciden con el control (inmunoprecipitacion con anticuerpo anti toxina sin TCrylAc)

son 4 de los siguientes pesos relativos, una mayor de 210, 95, 72 y 55 kDa (Fig. 20).
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Figura 20. Identificacién de posibles receptores para la toxina CrylAc por ensayos de inmunoprecipitacién con las células
Raw 264.7. Se muestra las bandas obtenidas en la inmunoprecipitacién con las células Raw 264.7 En la figura se sefialan
las bandas propias del control (flechas rojas) y 4 bandas como posibles candidatos (flechas negras) 210, una de 95, 72 y 55
kDa. Para este ensayo se incubd con las proteinas CrylAc a una concentracion de 5ug/ml. Graficos representativos de

tres experimentos independientes.

55



Comparacién entre las bandas obtenidas en la inmunoprecipitacion y los ensayos de “blot”
ligando de la toxina Cry1Ac en las células Raw 264.7.

Se compard las bandas inmunoprecipitadas con la toxina y los ensayos de “blot” ligando vy
se observo que existen bandas con pesos moleculares que coinciden entre ambos ensayos.
No se identificaron las bandas que se encuentran por arriba de los 170 kDa de la

inmunoprecipitacién en los ensayos de “blot” ligando (Fig. 21).
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Figura 21. Comparacién entre las bandas obtenidas en la inmunoprecipitacidn y los ensayos de “blot” ligando de la toxina
CrylAc en las células Raw 264.7. Aqui se confirmaron las bandas observadas en los “blot” ligando con las obtenidas en la

inmunoprecipitacion (flechas negras) y en el “ blot” ligando (flechas blancas).



Comparacioén entre los resultados del “blot” ligando de la PCrylAcy la TCylAc.

También se compard los resultados de los “blot” ligando de ambas proteinas CrylAc vy
confirmamos que igual que los resultados obtenidos con las células 1774 el patron de
bandas no coinciden, lo que sugiere que quizas no sea el mismo receptor para la protoxina

que para la toxina Cry1Ac (Fig. 22)
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Figura 22. Comparacién entre los resultados del “blot” ligando de la pcry 1Acy la tcrylAc. En blanco se sefialan las bandas
que se sugieren como posibles receptores para cada proteina Cry las cuales no coiciden a excepcién de la banda de 72

kDa ,lo que sugiere receptores diferentes para ambas proteinas Cry.



Considerando los resultados se decidié mandar a identificaciéon por masas las bandas de la
inmunoprecipitacion con la protoxina y la toxina CrylAc al Instituto Nacional de Medicina

Genomica INMEGEN vy los resultados fueron los siguientes.

Resultados del andlisis de protedmica y propuesta de receptores para las proteinas CrylAc

en las células Raw 264.7

Los candidatos mas fuertes a receptor para la protoxina CrylAc segun los resultados
reportados en el andlisis de masas y la literatura fueron: la a-enolasa de 48 kDa como
primera opcidon aunque las proteinas de choque térmico (85 y 70 kDa) también se
consideran. Para la toxina, la cadherina y la fosfatasa son nuestros primeros candidatos a

receptores, ya que estos mismos receptores se han descrito en insectos para la tcry (pardo-
Lopez et al., 2013).

En el Instituto Nacional de Medicina Gendmica en la unidad de protedmica nos enviaron los
resultados producto de la identificacion por espectrometria de masas-masas que se

resumen en la tabla 2:

PROTEINAS Pesode Proteina Pesodela # % #
CRY la banda identificad proteina  Acceso Cobertura péptidos

enviada a identificada

Protoxina 85kDa Heatshock 83.2kDa Q71LX8 20.6

90
Protoxina 70 kDa Heatshock 70.8kDa Q71U34 35.6 7
70
Protoxina 48 kDa a-enolasa 47.1kDa P17182 50 9
Toxina 210 kDa Fostasa 211.4kDa A2A8LS 72 i
Toxina 60 kDa Cadherina 316.9kDa A2AEE7 2.4 0

Tabla 2: Tabla de resumen con los resultados de protedmica de los candidatos a receptores para las proteinas CrylAc para
las células Raw 264.7. Aqui se muestran los resultados resumidos solo de los candidatos a receptores arrojados por el

andlisis de protedmica, donde se especifica el peso molecular de la banda enviada, el peso molecular de la proteina

58



identificada, el nimero de acceso, nombre, nimero de cobertura y nimero de péptidos identificados. Nétese el nimero
de péptidos identificados de la a-enolasa y las proteinas de choque térmico para la protoxina.

Como se menciond anteriormente los resultados reportados de los candidatos a receptores
de la toxina coinciden con los descritos en insectos. Se realizd un blast comparativo para
saber qué porcentaje de homologia existia, primero, entre el sitio de unién de la caderina
de insectos que ya se encuentra bien caracterizado, con la caderina reportada de los
macrofagos Raw 264.7 y nos arrojo un 60% de identidad que es bastante considerable (Fig.

23)

Sitio de union de la cadherina de insectos vs sitio de unidn de la
cadherina de ratén
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Figura 23. Blast donde se muestra el porcentaje de homologia que existe entre el sitio de unién de la caderina de insectos

con la caderina que nos identificaron por masas.
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Este mismo ejercicio se realizd con la fosfatasa alcalina, el otro candidato a receptor
reportado para la toxina. Aqui solo se compard la proteina completa de la fosfatasa en

insectos con la fosfatasa de raton y se identificd un 39% de identidad, porcentaje bastante

alto considerando la diferencia de especie (Fig. 24).

Fosfatasa de insecto vs fosfatasa de raton
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Figura 24. Blast donde se muestra el 39% porcentaje de homologia que existe entre la fosfatasa alcalina de insectos y la

fostasa de los macrofagos Raw 264.7.
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DISCUSION

Los estudios previos para estas proteinas se han centrado en la caracterizacion del
mecanismo de accién y la identificacion de receptores en el insecto (pardo-Lopez et al,, 2013) Y NO
consideran la existencia de receptores especificos para las proteinas Cry en células de
mamifero debido a que los estudios de toxicidad sugieren su inocuidad para el ser humano
(Mesnage et al,, 2013). Por otro lado, los resultados de este trabajo evidencian la existencia en
macrofagos de un posible receptor y/o receptores para la protoxina y la toxina CrylAc.

Con los resultados de este trabajo se sugiere que los receptores para la protoxina y la
toxina CrylAc son diferentes. En los ensayos de unidén, por citometria y microscopia
confocal, se muestra una unién mas evidente de la protoxina que de la toxina, efectos
observados en ambas lineas celulares, aunque la unién fue mayor en las células J774, con
una intensidad media de fluorescencia (IMF) de 500 unidades a los 10 minutos hasta las
1500 a las 3 h, esto con la protoxina, mientras que con la toxina a los 10 minutos su union
apenas llegd a las 100 unidades con un maximo a las 3 h de 250 unidades (Fig.5). Este
mismo comportamiento también se observé con la linea celular Raw 264.7 (Fig.9). La
diferencia de intensidad de union entre ambas lineas celulares se asocid a la activacion
basal de las células J774, que fue una limitante que se nos presentd al evaluar la capacidad
de las proteinas Cry de inducir la activacién de macréfagos donde inclusive no se logro
observar el efecto de nuestro control positivo (LPS), el cual es ampliamente usado como
control de activacion por su efecto proinflamatorio en macrofagos (Guha and Mackman, 2001).

En este trabajo también se demostrd que tanto la protoxina como la toxina CrylAc tienen
efectos de activacién en macrofagos. Estos efectos contribuyen a explicar el posible
mecanismo de accion de las proteinas Cry como adyuvante; ya que muchos adyuvantes
ejercen su accion por su capacidad de activar células presentadoras de antigeno
incrementando la expresion de moléculas coestimuladoras e induciendo la produccién de
citocinas (Lycke, 2012). Aqui se observo que en las células Raw 264.7 los efectos en la expresion
de moléculas coestimuladoras siempre fueron mas evidentes con estimulo con la protoxina

a diferencia de la toxina aunque las dos tuvieron efectos estadisticamente significativos



(Fig.10). En el caso de las citocinas se observd un patrén de expresion diferente, al
estimular con la protoxina y la toxina. Con la protoxina se obtuvo una alta expresiéon de IL-6,
TNF-a, MCP-1 y un poco de IL-12, expresién muy similar al perfil inducido con nuestro
control positivo (LPS) (carroll et al.) @ excepcidn de la IL-10 que solo se obtuvo con la PcrylAc.
Tomando en cuenta que la IL-10 es una citocina regulatoria, esto nos sugiere que por
efecto de la PcrylAc se induce un perfil de citocinas mixto, tanto proinflamatorio pero
también regulatorio a diferencia del LPS, aunque se tendria que ampliar el panel de
citocinas para poder asegurarlo. En el caso de la toxina mostré una actividad significativa en
la expresion de algunas citocinas proinflamatorias IL-6, TNF-a,IL-12 y ausencia de MCP-1y
la IL-10, lo que nos indica que a pesar de ser dos proteinas que se consideran una
precursora de la otra tienen diferentes efectos y posiblemente receptores diferentes
(Fig.11).

Como ya se menciond se demostrod la capacidad de estas proteinas de unirse a la superficie
celular, Sin embargo, por microscopia confocal se observé que no solo se unia a la
membrana celular sino también dentro de la célula, lo que nos sugirié que la proteina tanto
la protoxina como la toxina estaban siendo internalizadas. Para verificar si fue por efecto de
la endocitosis se marcaron proteinas especificas de las vesiculas endociticas, Rab 5y Rab 7
y se observd que las proteinas Cry colocalizaban con las vesiculas endosomales
demostrando su internalizacion mediante la via endocitica (Fig.7). Como parte de un
objetivo extra y que se encuentra dentro de las perspectivas de este trabajo es poder
determinar si esta internalizacién es mediada por clatrina que es la forma mas comun de
internalizaciéon mediada por un receptor y/o caveolina, datos que nos apoyarian aun mas la

presencia de un receptor (zhuetal, 2011).

Todos estos resultados se consideran para que después de identificar al receptor podamos
comprobar su funcién con el bloqueo de este y la inhibicion de tales efectos. Otros efectos
a considerar es la induccion de vias de sefializacion, tesis de doctorado actual de la alumna
Marilu Torres que como datos preliminares muestran una participacion de ERK, P38 vy el

factor NFkP para la protoxina y JNK, P38 vy el factor NFkB para la toxina.



Por otra parte, dentro de los datos reportados en la literatura el Unico que sugiere la
existencia de proteinas de union para la protoxina CrylAc en la superficie intestinal de
mamiferos es el trabajo de (vazquez-padron et al, 2000) en donde identificaron en vesiculas de la
superficie mucosal del intestino delgado de ratén, proteinas a las que se unia la protoxina
en condiciones desnaturalizantes por ensayos de “blot” ligando y sugieren seis polipéptidos
de peso molecular de 102, 87, 62, 55, 51 y 39 kDa que pueden estar relacionados, con los
efectos de captura y procesamiento de las proteinas Cry, por las células presentadoras de
antigeno en la mucosa intestinal. En este trabajo, por diferentes metodologias vy lineas
celulares también identificamos ciertas bandas que podemos sugerir como receptores y
relacionar con los efectos observados. En las células 1774 en el “blot” ligando de proteinas
totales se detectaron bandas ubicadas en los pesos aproximados de 66, 53 y 37 para la
protoxina y para la toxina con mayor intensidad de 66, 53, 45 y 37 kDa (Fig.12). En los
ensayos de “blot” ligando realizados en las proteinas de membrana, con la protoxina se
reveld una sola banda de 64 kDa mientras que en la toxina se detectaron cuatro bandas de
union con pesos relativos de 69, 64, 60 y 42 kDa (Fig.13). Las diferencias encontradas entre
ambos ensayos pueden deberse a que las proteinas reconocidas en el extracto de proteinas
totales eran proteinas intracelulares que se descartaron con el ensayo en proteinas
intracelulares, sin embargo, no tenemos suficiente evidencia para demostrarlo. También
hay que recordar que las diferencias en peso registradas pueden deberse a la forma de
calcular los pesos moleculares que solo nos dan un valor aproximado. En el caso de los
ensayos de inmunoprecipitaciéon realizados en esta misma linea celular (J774) el patron de
bandas fue muy similar entre la protoxina y la toxina solo que con la protoxina se revelaron
con mayor intensidad bandas con pesos moleculares relativos de 72, 67, 64, 59, 53, 49 y 45
kDa (Fig.14a). Para mejorar este resultado es necesario incluir un control de
inmunoprecipitaciéon con proteina A Unicamente para descartar las bandas inespecificas
gue puedan estar inmunoprecipitandose por el anticuerpo. Aunque cabe sefialar que en
ensayos de “blot” simple los anticuerpos usados fueron bastante especificos.

También se realizd ensayos de “blot” ligando con las proteinas de la inmunoprecipitacion

para corroborar que las bandas que se precipitaron pudieran seguir siendo reconocidas por
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las proteinas Cry. Aungue no necesariamente se tenian que reconocer ya que al correrlas
en SDS PAGE vy transferirlas cambian su conformacién nativa de los sitios de
reconocimiento o generan nuevos sitios de interaccion influyendo las condiciones de
corrida como el uso de buffer de carga con agente reductor como sucedid en estos
ensayos. Considerando todos estos factores, solo se detectd una banda con la protoxina de
65 kDa mientras que con la toxina detectamos bandas de pesos relativos de 72, 65, 62, 59,
53 y 48 kDa que coincidieron con las obtenidas en los ensayos de inmunoprecipitacion
(Fig.14b).

Como se menciond en los resultados aunque existen una relacion entre las bandas
obtenidas de los ensayos de “blot” ligando de proteinas totales, membrana e
inmunoprecipitacién, solo se consideraron las bandas obtenidas en la inmunoprecipitacion

para mandar a secuenciar al Instituto de Salud Publica de Cuernavaca Morelos (Fig.14a).

El andlisis mediante espectrometria de masas nos identificd en la banda de 52 kDa un
primer candidato a receptor para la TcrylAc, la proteina Tmprss 13 la cual, es una proteina

transmembranal.

La proteina Tmprss es una proteina transmembranal, que se encuentra en diversos tejidos
de ratdn y se le han asociado diversas funciones celulares, como hidrolasa y peptidasa
aungue, no se encuentra bien caracterizada (Madsen et al, 2014). Cuenta con un dominio
receptor scavenger rico en cisteinas (SRCR), descrito ampliamente en la generacion de
respuestas inmunes ante estimulos diversos en macrofagos, pero la funcion mas comdn
descrita, es actuar como receptores que sirven para mediar, la fagocitosis directa de
patdgenos no opzonizados en macréfagos y células dendriticas (Areschoug et al,, 2008). Ademas,
también estan involucrados en la produccion de citocinas proinflamatorias por parte de los
macrofagos como IL-6, IL-1 y GM-CSF (van den Heuvel et al, 1999), al igual que lo observado por
(Polfliet et al., 2006) €N Macrofagos de rata tras el entrecruzamiento con un anticuerpo activador
del receptor tipo scavenger, se observd la induccion de mediadores pro-
inflamatorios, incluyendo NO, IL-1b, IL-6 y TNF-a. Estos efectos concuerdan con los
observados en este trabajo y la induccion de citocinas proinflamatorias por la TcrylAc (IL-6,

TNF-q, IL-12) (Fig.11).
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Con relacion a la PcrylAc la banda de 43 kDa, fue la que nos sugirié el posible receptor.
Esta proteina se identificdo como SCUBE 1 que es una proteina de membrana la cual
consiste en 9 dominios repetidos parecidos a EGF (factor de crecimiento epidermal) y una
secuencia de péptido sefial en el N-terminal asi como dominios de unién a Calcio, una
region espaciadora glicosilada, motivos repetidos ricos en cisteina y un dominio CUB en el C
terminal. Se ha caracterizado en varias lineas celulares como osteoblastos, hueso,
neuronas, células de rifidn y prostata asi como otras células de la sangre como plaquetas y
células con caracteristicas de union (tuetal, 2008). Sin embargo, los estudios en cuanto a esta
proteina se encuentran limitados y la sefializacion Unicamente se ha observado en
neuronas por induccion de la via de las MAPK (Grimmond et al, 2001). Por otro lado, existe
también una familia de proteinas caracterizadas por tener dominios de tipo factor de
crecimiento epidermal de forma transmembranal caracterizada por tener siete pases
transmembranales EGF-TM7. Esta familia cuenta con dominios con uniones a Ca++ y se
encuentran glicosiladas. Se expresan ampliamente en macréfagos maduros y en ratéon se
conocen como F4/80 con un peso de 160 KDa y en humano como Emrl, moléculas
ampliamente involucradas en procesos de inflamacidn. Estas proteinas cuentan del lado de
su amino terminal con los 7 dominios seguidos de EGF-like con un peso de 40 kDa.
Mientras que el lado de su carboxilo terminal demuestran secuencias homologas de
miembros de proteinas de la superfamilia TM7, como los receptores acoplados de
proteinas G (mcknight and Gordon, 1996). ENn base a estos resultados se sugiere que quizas no se
precipitd como tal la proteina completa de SCUBE 1 sino solo el dominio de tipo factor de
crecimiento epidermal con un peso de 40 kDa y que coincide con el peso de la banda

enviada (43 kDa).

Con relacidn a los ensayos realizados de “blot” ligando en las células Raw 264.7, el patron
de bandas que se mostro, tanto para la protoxina como para la toxina, fue diferente a las
obtenidas con las células 1774, de hecho mostré un patrén con un numero mayor de
bandas, esto puede deberse a la forma de revelarse que fue diferente; ya que con las
células J774 se utilizd el reactivo 4-cloro-nafhtol, que se sabe es menos sensible en

comparacién con otros métodos. En este caso, los “blot” ligando realizados con las células



Raw 264.7 se revelaron con anticuerpos infrarrojos en el escaner Odyssey, el cual es un

método mas sensible y especifico.

Para la protoxina las bandas que se revelaron en los lisados totales fueron de 72, 70 y 48
kDa aproximadamente que posteriormente se enriquecieron en los ensayos con las
proteinas de membrana principalmente las bandas de 72 kDa. También para este ensayo
como control se consideraron las proteinas de citoplasma donde no se reveld casi nada,
sugiriéndonos que la PcrylAc tiene poca afinidad por las proteinas intracelulares (Fig. 16).
Para la toxina los resultados no fueron tan claros como con la protoxina sin embargo, las
bandas que podemos resaltar son de los pesos moleculares de 170, 95, 72 y 60 kDa
aproximadamente que fueron comparados posteriormente con los resultados obtenidos en

la inmunoprecipitacion (Fig.17).

En los resultados que obtuvimos de la inmunoprecipitacién con las células Raw 264.7,
también se incluyd un control de inmunoprecipitacién sin proteina Cry, que nos dio un
patron de bandas inespecificas, las cuales se descartaron después en la
inmunoprecipitacién con las proteinas Cry. Para el caso de la protoxina, descartando las
bandas inespecificas, se obtuvieron tres posibles candidatos a receptores con pesos
aproximados de 72, 70 y 48 kDa (Fig. 18). Cabe sefialar que la banda predominante de 160
kDa es la IgG sin reducir, al igual que la banda de 43 kDa que por la espectrometria
sabemos que se tratd de la cadena pesada de la 1gG ya que la IgG se redujo, separandose

en sus dos cadenas pesadas vy ligeras (heavy, light).

Descartando las bandas inespecificas para la toxina las bandas que se obtuvieron fueron de
58, 72, 98, 170, 225 y 245 kDa aproximadamente, sin embargo, como se menciono
anteriormente todas las bandas mostradas en la Fig. 16 y 17 (flecha roja y negra) se
mandaron a espectrometria de masas. Para la protoxina los resultados de la banda de 48
kDa nos dio un buen candidato, la a-enolasa 1 [ENO1]) que es una proteina multifuncional
gue primero se asocio solo como un componente de la glucdlisis. ENO1 se expresa en el
citosol pero también en la superficie celular y se ha descrito dentro de sus funciones como

un receptor de unién a plasmindgeno (kim et al, 2015, Bae et al, 2015). Se ha identificado su



presencia en células hematopoyéticas como neutrofilos, linfocitos y monocitos que al
activarse en presencia de estimulos inflamatorios como LPS sobre expresan una mayor
cantidad de ENOZ(cho et al, 2015). Esto se ha observado en monocitos sanguineos humanos y
células monociticas U937, con una rapida translocacion de ENO1 a la superficie celular
desde el citosol (Wygrecka et al, 2009). También se ha observado la produccién de mediadores
inflamatorios tales como TNF-q, IL-1a / 8, IFN-y y PGE2 a través de las vias de p38 de las
MAPK y NF-kB cuando se estimulan monocitos y macrdofagos humanos con anticuerpos
especificos contra ENO1 (Bae et al, 2012). Estos resultados coinciden con los observados en un
trabajo previo del laboratorio con la protoxina Cry donde se puso como estimulo en
cultivos primarios de monocitos de ratdon donde se observo la produccién de citocinas pro
inflamatoria, efecto que se suprimid en presencia del inhibidor de p38 de las MAPK(moreno-
Fierros et al., 2013)

Para el caso de las bandas de 70 kDa se identificaron las proteinas de choque térmico que
también pueden funcionar como posibles receptores sin embargo, no existen muchas
evidencias en la literatura que las relacionen con los macréfagos pero aun asi no se

descartan.

Para las proteinas identificadas que se relacionan con los receptores descritos en insectos
(Pardo-lopez et al, 2013). La cadherina es una proteina caracterizada por sus 7 pases
transmembranales y se encuentra implicada en procesos de adhesién e interacciones
receptor-ligando. Su peso conocido es de 260 kDa, sin embargo, nosotros detectamos solo
un fragmento de 60 kDa ya que es dificil obtener la proteina completa. También se detecto
gue esta cadherina en mamiferos tiene un 60% de homologia con el sitio de unién en

insectos ya descrito (datos calculados con un blast como se observa en la Fig.23).

Por otro lado, también para la toxina una de las bandas con valor por arriba del peso
molecular de 210 kDa resulté darnos una fosfatasa alcalina, candidato que nos llamd la
atencion ya que dentro de los descritos en insectos también se encuentra esta fosfatasa
(Pardo-Lopez et al, 2013). Esta proteina tiene residuos con N-acetil-galactosamina, lo que se
relaciona con algunos resultados obtenidos en el laboratorio donde se realizaron ensayos

de blot ligando de competencia con N-acetil-galactosidasa y se inhibid la union de la
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tcrylAc, lo que nos apovyaria con la identificacion de este posible receptor. También se
realizd un blast de la proteina total del insecto con la encontrada en estos resultados y
mostré una homologia de 38% (datos calculados con un blast como se observa en la

Fig.24).

Aunqgue los receptores para la toxina deriven de un ancestro comun no significa que
tengan el mismo efecto en células del insecto que con las células de mamifero ya que
recordemos que en el insecto forma poros en la membrana y muerte celular, mientras que
en los mamiferos no se ha observado este efecto, incluso por ensayos hechos en el
laboratorio con altas concentraciones de CrylAc no se ha demostrado que son toxicas, lo
gue sugiere que quizas las proteinas Cry se unan de la misma manera y con el mismo tipo
de receptores pero no se forme el oligdmero como tal en las células de mamifero que
permita la formacién del poro y muerte celular, paso descrito en el mecanismo de accion

caracterizado en insectos (Pardo-Lopez et al., 2013).

Los resultados utilizando las células J774 y Raw 264.7 a pesar de ser macréfagos de la
misma especie y del mismo haplotipo celular, no son comparables, influyendo el estado de
activacion de las células y algunas variantes metodoldgicas, como la utilizacion de agente
reductor al momento de desacoplar el complejo a las perlas de sefarosa en la
inmunoprecipitacién, que seguramente favorecid que posibles receptores se redujeran y
no fueran identificados en su composicion seminativa. Otra variante fue que, los primeros
ensayos realizados con las células J774, se incubaron a 37°C por una hora, sin embargo,
considerando la posibilidad de que las proteinas Cry se estaba endocitando, se modifico
este paso en los ensayos con las células Raw incubando a 4° por dos horas, retardando el
proceso de endocitosis. Cabe sefialar que estos ensayos se realizaron por triplicado con sus

respectivas modificaciones.

En resumen, nuestros resultados indican que la toxina y la protoxina CrylAc son
reconocidas por receptores, los cuales son los responsables de la activacién de macréfagos

asi como sus efectos adyuvantes e inmunogénicos. No se descarta la presencia de mas



proteinas de unién asi como uno o mas receptores implicados en el reconocimiento para

las proteinas CrylAc.
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CONCLUSIONES

La protoxina y la toxina CrylAc ademas de unirse a la superficie celular de

macréfagos 1774 y Raw 264.7 son internalizadas por medio de la via endocitica.

Las proteinas Cry protoxina y toxina tiene la capacidad de activar macrofagos
murinos de la linea celular Raw 264.7 mediante la sobre expresion de moléculas
coestimuladoras CD80, CD86, CD40 y la integrina CD11b asi como inducir la sobre
expresion de citocinas proinflamatorias I1L-6, TNFa, MCP-1, IL-12 y para el caso de

protoxina también de la citocina regulatoria IL-10.

La protoxina y la toxina se unen a proteinas especificas en la superficie celular de los
macréfagos Raw 264.7 y 1774, union que puede ser responsable de los efectos
observados como activacion, internalizacion, induccion de vias de sefializacion y en

el caso de la PcrylAc su efecto adyuvante.



PERSPECTIVAS

Dentro de las perspectivas principales se encuentra verificar si los candidatos a receptores
son responsables de los efectos observados en las células de monocito macroéfago 264.7 vy
1774 relacionados con la unidn, activacion y encendido de las vias de sefializacion. Esto por
medio del blogueo con anticuerpos especificos para cada receptor y posteriormente tratar

de interferir su gen de expresion.

Otras de las perspectivas de este trabajo es determinar la ruta endocitica que lleva la
protoxina y la toxina cuando es internalizada, si es dependiente de clatrina y/o caveolina y

si su destino es llegar al aparato de Golgi o el lisosoma para posteriormente ser degradada.



ANEXOS

Buffer de lisis RIPA

Tris HCI 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Tritén 100X 1%

Tris HCI 0.78 ¢
NacCl 0.87¢g
EDTA 0.037¢g
Triton 100x 1mL

Agua Mq 99 mL
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