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ABSTRACT

Here, we aimed to further characterize the mechanisms involved in protoxin (p) CrylAc-
induced macrophage activation. We demonstrated that pCryl1Ac induces MAPK ERK1/2, p38
and JNK phosphorylation in RAW264.7 macrophages. Because MAPK activation is mainly
triggered via ligand-receptor interactions, we focused on the identification of potential
pCrylAc-receptor proteins. Flow cytometry and confocal analysis showed specific saturable
pCrylAc-binding to the macrophage surface and evidence of its internalization via the
clathrin-pathway. We performed immunoprecipitation assays and identified by MALDI-TOF-
TOF several possible pCrylAc-binding proteins, such as heat shock proteins (HSPs),
vimentin, a-enolase and actin; whose interaction and presence was confirmed respectively
by ligand blot and Western blot assays. We also detected cell-surface (cs) pCrylAc-HSP70
co-localization, so HSP70 was chosen for further characterization. Co-immunoprecipitation
with HSP70 antibodies followed by Western blot confirmed the pCrylAc-HSP70 interaction.
Furthermore, pretreatment of RAW264.7 cells with HSP70 antibodies reduced pCrylAc-
induced ERK1 phosphorylation and MCP-1 production; thus suggest the functional
participation of csHSP70 in pCrylAc-induced macrophage activation. csHSP70 also was
evaluated in peritoneal-cavity (PerC) macrophages of untreated BALB/c mice, interestingly it
was found that the predominant population namely large-peritoneal-macrophages (LPM)
displayed csHSP70+hi. Furthermore, the dynamics of PerC macrophage subsets, LPM and
small-peritoneal macrophages (SPM) was evaluated in response to in vivo pCrylAc stimuli in
presence or not of Phenylethynesulfonamide (PES) a functional HSP70 inhibitor. It was
found that pCrylAc increased the proportion of SPM
CD11b+F4/80+lowMHCII+csHSP70+low and markedly reduced the amount of LPM
CD11b+F4/80+hiMHCII-csHSP70+hi; while PES, partially suppressed this pCrylAc-induced

effect, further suggesting the participation of HSP70 in macrophage activation process.



RESUMEN

La mayoria de los agentes infecciosos que penetran al organismo utilizan como via de
entrada las superficies mucosas (gastrointestinal, respiratoria y genitourinaria) por lo que es
necesario el desarrollo de estrategias que activen la respuesta inmune en estos sitios y
generen proteccion. Debido a la amplia regulacién de las superficies mucosas la mayoria de
las vacunas administradas por esta via carecen de eficacia y por lo general es necesario el
uso de adyuvantes para romper la tolerancia y generar inmunidad. En la busqueda de
adyuvantes de mucosas eficaces y seguros nuestro grupo de trabajo demostré que la
protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis (pCrylAc) es un potente inmunogeno vy
adyuvante sistémico y de mucosas. La capacidad adyuvante de pCrylAc esta relacionada
con la activacion de células presentadoras de antigeno induciendo la sobreexpresién de
moléculas co-estimuladoras y la secrecion de citocinas pro-inflamatorias. En este estudio
nosotros caracterizamos la via de activacion de macréfagos inducida por pCrylAc e
identificamos los posibles receptores para esta proteina. Se determind por Western blot la
participacion de las MAPK en la activacion de macréfagos inducida por pCrylAc, también se
determiné que la unién de pCrylAc a la superficie de macrofagos es especifica y saturable,
ademas se demostro que la pCrylAc es endocitada via clatrina. Se identificaron diversas
proteinas de unién a pCrylAc en macrofagos entre ellos la proteina de choque térmico 70
(HSP70), la vimentina, la a-enolasa y la actina. Se demostré la co-localizacién en la
superficie celular (cs) de pCrylAc con HSP70, por lo que HSP70 fue elegida para su
posterior caracterizacion. La co-inmunoprecipitacion con anticuerpos anti HSP70 seguida
por Western blot confirmé la interaccion entre pCrylAc y HSP70. Ademas, el pretratamiento
de células RAW?264.7 con anticuerpos anti-HSP70 (que solo detectan csHSP70) disminuyé
la fosforilacion de ERK1 inducida por pCrylAc y la produccién de MCP-1 lo que sugiere la
participacién funcional de la csHSP70 en la activacion de macrofagos. Se evalué la
expresion de la csHSP70 en los macréfagos de la cavidad peritoneal (PerC) de ratones
BALB/c no tratados, se encontr6 que la poblacion predominante llamada macréfagos de
peritoneo grandes (LPM) expresan constitutivamente csHSP70+ hi. Ademas, se evalud in
vivo la dinamica de las poblaciones de los macréfagos de PerC, los LPM y los macroéfagos
peritoneales pequefios (SPM) en respuesta al estimulo con pCrylAc en presencia o
ausencia de feniletilsulfonamida (PES), un inhibidor funcional de HSP70. Se demostr6 que
pCrylAc aumenta la proporcion de SPM CD11b+F4/80+ low MHCII+ csHSP70+low y redujo
notablemente la cantidad de LPM CD11b+F4/80+hiMHCII-csHSP70+hi; mientras que el
pretratamiento con PES, suprimié parcialmente este efecto confirmando la participacién de

la csHSP70 en el proceso de activacion de macrofagos inducido por pCrylAc.



ABREVIATURAS:

B-CSP: Proteinas de superficie celular biotiniladas
BSA: albumina de suero bovina

cs: Superficie celular

Cy5: Cianina 5

DMEM: Medio Modificado Eagle de Dulbecco

DTT: Ditiotreitol, EDTA: Etilenodiaminotetraacético
ERK1 /2 : Cinasas reguladas por sefiales extracelulares %
FBS: Suero bovino fetal

FITC: isotiocianato de fluoresceina

HSP70: Proteina de choque térmico 70

IP: Inmuunoprecipitacion

JNK: Cinasas c-Jun N-terminal

LPS: Lipopolisacarido

MALDI-TOF-TOF: Desorcion / lonizacién por Laser Asistida por Matriz en Tiempo de vuelo
MAPK: Proteinas cinasas de activacion por mitdgenos
MCP-1: Proteina monocitica quimioatrayente 1

IMF: intensidad media de fluorescencia

OVA: ovoalbumina

p: fosforilado

p38: protein cinasa activada por mitdgenos p38

PBS: solucion salina tamponada con fosfato

PFA: Paraformaldehido

PerC: cavidad peritoneal

PES: feniletilsulfonamida

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo

RIPA: buffer de ensayos de radioinmunoprecipitacion
SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida
TBS: solucién salina tamponada con Tris

TNF-a: Factor de Necrosis tumoral a

TRITC: isocianato de tetrametil rodamina.



1. INTRODUCCION
1.1 Papel de las Mucosas en el desarrollo de infecciones.

Las superficies mucosas cubren ~400m? de la superficie del cuerpo humano y
funcionan tanto como barreras fisicas y en la defensa inmune contra la invasién de
patdgenos (Rose 2014). Esta enorme superficie de contacto hace que sean los principales
sitios de entrada de patégenos al organismo y por lo tanto es necesario desarrollar
estrategias de proteccién en estos sitios mucosos (Holmgren and Czerkinsky 2005; Vela
Ramirez et al. 2017). Uno de los métodos mas eficaces para prevenir las enfermedades es
el desarrollo de vacunas. Las mucosas son la primera linea de defensa y es necesario
generar inmunidad en estos sitios (aplicando vacunas). Ademas, la vacunacion a través del
sistema inmune de mucosas puede inducir respuestas inmunes sistémicas eficaces e
inmunidad a nivel de mucosas a diferencia de la vacunacion parenteral, que es un pobre

inductor de inmunidad en las superficies mucosas (Kim et al. 2012).

Las mucosas cuentan con diversos mecanismos de defensa que las mantienen
protegidas de ataques externos. En primer lugar se encuentran las barreras fisicoquimicas,
luego la inmunidad innata y finalmente la inmunidad adaptativa. Las mucosas estan
protegidas por una barrera fisica que es el epitelio, las células epiteliales (enterocitos)
liberan citocinas y factores que permiten la homeostasis de la mucosa. Algunas células
especializadas como las células de Goblet y de Paneth secretan moco y péptidos
antimicrobianos respectivamente que sirven como defensa. Las células M captan antigenos
de la dieta y antigenos de patdgenos los cuales son procesados y presentados en las placas
de Peyer para generar inmunidad adaptativa contra los patégenos y tolerancia hacia los
antigenos comensales. Existe produccién basal de IgA dimérica en las mucosas lo que
permite neutralizar patégenos antes de que invadan el epitelio (Figura 1). Sin embargo, el
sistema inmune de mucosas esta ampliamente regulado por una compleja interaccion entre
los mecanismos capaces de provocar una fuerte respuesta inmune contra los patdgenos y
los mecanismos de tolerancia para proteger el cuerpo previniendo la induccién de respuesta
inmune contra proteinas de la dieta, bacterias comensales, o antigenos inofensivos,

evitando asi las enfermedades inflamatorias cronicas (Pabst and Mowat 2012).

El sistema inmune de mucosas se puede dividir en sitios de induccion y sitios
efectores. Los primeros estan constituidos por el tejido linfoide asociado a la mucosa (MALT)
asi como los ganglios linfaticos de las mucosas. Los sitios efectores estan representados
por la lamina propria (LP), el estroma de las glandulas exocrinas y los epitelios superficiales.

EL MALT comprende multiples compartimentos, la mucosa mas extensa que a su vez es el
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Figura 1. Principales mecanismos de defensa contra patégenos en mucosas. En la Figura se
muestra la organizacién de la mucosa intestinal, las células que participan en la defensa contra

patégenos y los mecanismos de defensa inmune (tomado de Garcia-Hernandez et al. 2015).



organo inmunol6gico de mayor tamafio en humanos es el tejido linfoide asociado al intestino
(GALT) (Holmgren and Czerkinsky 2005).

En el GALT, los tejidos organizados son responsables de la fase de induccién de la
respuesta inmunitaria, estos comprenden las placas de Peyer (PP) y los ganglios linfaticos
mesentéricos (MLNs) asi como los foliculos linfoides aislados (ILFS), que tienen apariencia
microscopica y se distribuyen a lo largo de las paredes del intestino delgado y del grueso. El
tejido linfoide difuso de los sitios efectores en la mucosa intestinal se componen de linfocitos
dispersos por todo el epitelio y la ldmina propria (LP) (Lamichhane et al. 2014). Un objetivo
importante en el disefio de vacunas de mucosas comprende la inducciéon de inmunidad
protectora duradera contra los patégenos en las superficies mucosas, inoculando antigenos
directamente en estos sitios (Figura 2) que son procesados por las células dendriticas
debajo de las células M en las placas de Peyer. Los antigenos pueden ser transportados a
los ganglios linfaticos mas cercanos como los mesentéricos (MLN) activando la respuesta
inmune inmune efectora y generando células de memoria que permitirdn una respuesta
efectora mas r4pida y eficaz en proximas infecciones. Este tipo de respuestas son

pobremente inducidas por vias parenterales (Neutra and Kozlowski 2006).

1.2 Vacunas de administracion a nivel mucosas

Actualmente existen pocas vacunas de administracibn mucosa que estan permitidas para
uso en humanos; estas vacunas son microorganismos atenuados como las vacunas contra
el rotavirus, el poliovirus, la Salmonella typhi y el célera, las cuales se administran por via
oral (Pavot et al. 2012; Woodrow et al. 2012). Las vacunas intranasales como FluMist, una
vacuna viva atenuada contra el virus de la influenza, generan IgA secretora (SIgA) en los
tractos respiratorio, gastrico y genital (Quan et al. 2012). Tras la vacunacién sublingual, se
inducen respuestas inmunitarias especificas en el tracto gastrointestinal y en el tracto
respiratorio superior e inferior (Czerkinsky and Holmgren 2012). Las vacunas actuales son
vacunas enteras vivas atenuadas. Uno de los nuevos enfoques en el desarrollo de vacunas
de mucosas son las vacunas de subunidades que carecen de patégenos completos ya que
se consideran mas seguras, sin embargo, generalmente son vacunas con baja
inmunogenicidad, susceptibles a la degradacién de los materiales de la vacuna en el
ambiente de la mucosa. Otro problema en el desarrollo de vacunas de mucosas es la
modulacion del ambiente inmune de la mucosa que tiende hacia la tolerancia (Pavot et al.
2012; Vela Ramirez et al. 2017).

1.3 Uso de adyuvantes para mejorar la respuesta inmune en mucosas.

Las vacunas de mucosas ofrecen numerosos beneficios como: i) induccién de respuesta

efectora a nivel local, i) menores costos para su administracion y iii) no son invasivas.
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Figura 2. Induccién de la respuesta inmune en mucosas. En la figura se muestra el intestino
delgado y las diferentes formas en las que se captan los antigenos; I) Los antigenos pueden entrar a
lamina propria entre las uniones estrechas de las células epiteliales, Il) los antigenos pueden entrar
por endocitosis a través delas células epiteliales, lll) los antigenos son captados por células
especializadas (macréfagos CxCR3) y finalmente los antigenos pueden ser captados directamente
por las células M presentes en el intestino delgado y grueso (tomado de Garcia-Hernandez et al.
2015).



Existe un ndmero limitado de vacunas de mucosas aprobadas para su uso en 'y
generalmente es necesario el uso de estrategias como el desarrollo de adyuvantes de o
sistemas de entrega de antigeno para una vacunacion en mucosas exitosa. Los adyuvantes
de mucosas tienen la finalidad de incrementar la induccibn de respuestas inmunes
especificas contra un antigeno en un microambiente tolerogénico, esto se logra mediante
diversos mecanismos como activacion del inflamasoma (en el caso del Hidroxico de
aluminio), la induccién de células B de alta afinidad y con la diferenciacion hacia células B
de memoria (Lore and Karlsson Hedestam 2009) y por la activacion de células

presentadoras de antigeno.

Los principales adyuvantes usados a nivel sistémico y de manera importante a nivel
mucosas son los ligandos de los TLRs los cuales estimulan la inmunidad innata y ayudan a
generar una respuesta adaptativa eficaz. Por ejemplo, el adyuvante comercial IC31 contiene
un oligodesoxinucleétido sintético (ODN1a), un agonista de TLR-9, y es capaz de inducir
respuestas tanto Thl como inmunidad mediada por células T citotdéxicas (Pattacini et al.
2012). El monofosforil lipido A, el muramil dipéptido, y la flagelina, que son ligandos de TLR-
2, TLR-4, TLR-5 o, respectivamente, también se utilizan como adyuvantes en vacunas de
mucosas (Rhee et al. 2012). El lipopolisacarido (LPS), es otro componente importante de
algunos adyuvantes de mucosas. Por otra parte, el quitosan, las saponinas, y citocinas tales
como IL-1 e IL-12 son otros candidatos de adyuvantes de mucosas. Los adyuvantes de
mucosas mas efectivos y de mayor utilizacién a nivel experimental son la toxina de célera
(CT) y la toxina termolabil de E. coli (LT) que activan la adenilato ciclasa a través de
receptores de la membrana celular para generar una cantidad excesiva de AMP ciclico en
las células afectadas. Aunque estas toxinas tienen potente efecto adyuvante son demasiado
téxicas para su uso en humanos y se pueden unir al GM1 presente en neuronas (Lee et al.
2009).

Otro adyuvante de mucosas es la emulsion de aceite en agua MF59, que actualmente esta
autorizada para uso humano. Aunque el mecanismo de accion sigue siendo poco claro,
MF59 no sélo mejora el reclutamiento de células inmunes innatas a través de la liberacion
de ATP y la absorcién de antigeno, sino que también aumenta la respuesta de células B de
Centro germinal (GC) a través de la activacion de las células T cooperadoras foliculares
(Mohan et al. 2013). Finalmente, la catelicidina LL-37 es un adyuvante que dirige a los
antigenos hacia las células M. LL-37 aumenta el suministro de antigeno a estas células y
activa las células dendriticas foliculares por la interaccion con el receptor de formil dipéptido.
Esto mejora la inducciébn de respuestas inmunitarias especificas de antigeno en los

compartimentos tanto sistémico como de mucosas(Kim et al. 2015).



Dominio VI

Dominio IV

Dominio V

Dominio |

Dominio Il

Figura 3. Estructura cristalizada de la protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis. Estructura
general del monémero CrylAc, coloreado por dominio: los dominios I, 1l y lll (la toxina) estan en color
rosa, azul y morado respectivamente, el dominio IV es de color verde obscuro, el dominio V en color
naranja el dominio VI en verde claro y el dominio VIl en amarillo. Esta figura se realizé usando la
herramienta The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0, Schrédinger, LLC.



1.4 Protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis y su uso como adyuvante de mucosas.

Las proteinas Cry son el bionsecticida de mayor importancia a nivel mundial, se producen
durante la fase de esporulacion de la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) (Zhang et al. 2016).
Por definicién, una proteina Cry es una inclusién paraesporal proteinica de Bt que presenta
efectos toxicos verificables experimentalmente sobre un organismo susceptible, o una
proteina que posee una similitud de secuencia con alguna proteina Cry ya descrita. Las
proteinas Cry se producen como d-endotoxinas de diferentes pesos moleculares que oscilan
entre 27 y 140 kilo Daltones (kDa). Las proteinas Cry se producen en forma de protoxinas
de pesos moleculares altos que al ser procesadas proteoliticamente generan el fragmente
activo (la toxina)(Xu et al. 2014). Nuestro grupo de trabajo propone a la pCrylAc como
adyuvante mucosal ya que tienen caracteristicas que la hacen inmunogénica como: elevado

peso molecular, es una toxina bacteriana, y tiene una estructura compleja.

La estructura tridimensional de las toxinas Cry1A esta formada por tres dominios funcionales
(Figura 3). ElI dominio | est4d formado de siete a-hélices antiparalelas (hidrofébicas y
anfipaticas), 6 de las cuales rodean a la quinta hélice. Este dominio es responsable de la
formacion de poros en las células del epitelio intestinal del insecto blanco. La
oligomerizacion para formar el poro inicia con una horquilla helicoidal hidrofébica (a4-a5). El
dominio Il estad formado por tres laminas plegadas B y por tres asas, este dominio juega un
papel fundamental en la especificidad de la toxina ya que las asas interaccionan con el
receptor especifico en las células epiteliales del insecto. EI dominio Il estd formado por dos

laminas B anti paralelas formando un sandwich (de Maagd et al. 2003).

Los dominios 1V y VI son haces de hélices alfa que se parecen a la estructura de interaccion
de la espectrina o al inhibidor bacteriano de complemento de unién al fibrinbgeno. Los
dominios V y VII son laminas B que se asemejan mucho a los sitios de union de
carbohidratos (CBM) que se encuentran en las hidrolasas de azucar (Figura 4), sin embargo,
no se ha determinado a que hidratos de carbono (si los hubiera) se pueden unir estos

dominios (Evdokimov et al. 2014).

1.5 Principales receptores para las toxinas CrylA en insectos.

1.5.1 APN

En el intestino de lepidopteros esta proteina que pertenece a la familia de las
aminopetidasas digiere las proteinas derivadas de la dieta del insecto y trabaja en
cooperacion con endopeptidasas y carboxypeptidases (Wang et al., 2005). La APN escinde

aminoacidos neutros desde el extremo N terminal de los polipéptidos. Las proteinas Cry se
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unen de manera diferencial a la APN; por ejemplo, la toxina CrylAc se une al dominio Il
especificamente a residuos de N-acetil Galactosamina (GalNAc) presentes en el receptor de
la APN. Los dominios de unién en CrylAc se han determinado y corresponden los residuos
509QNR511, N506 y Y513 (Burton et al. 1999). En contraste los dominios de CrylAa, que
interaccionan con la APN de Bombix mori (Nakanishi et al. 2002) se encuentran en el
dominio Il en las regiones de amino&cidos: 508STRVN513 y 582VFTLSAHV589 (Atsumi et
al. 2005).

1.5.2 Proteinas tipo E-Caderina

Las E-caderinas (CADR) son proteinas de adhesién y son proteinas transmembrana que
juegan un papel importante en la adhesion celular, la migracion, la organizacion del
citoesqueleto, y la morfogénesis(Gumbiner 1996). Las caderinas de lepidépteros se han
identificado en la membrana apical de las células del intestino medio del insecto en el
epitelio columnar, estan expuestas e interaccionan con las toxinas Cry(Aimanova et al. 2006;
Atsumi et al. 2005; Braun and Keddie 1997; Midboe et al. 2003). Las regiones principales
que interaccionan con las toxinas CrylA en las caderinas (CADR) son tres residuos:
865NITIHITDTNN875 situado en la repeticion 7 e interacciona con CrylAb en el bucle 2.
Los loops a-8 y 2 de CrylA interaccionan con los residuos 1331IPLPASILTVTV1342
ubicados en la repeticion 11 de CADR (Gomez et al. 2002; Gomez et al. 2003) y los residuos
865NITIHITDTNN875 situados en la repeticion 7 de CADR.

1.5.3ALP

Las fosfatasas alcalinas son proteinas ancladas a GPI y se han caracterizado como
proteinas de union CrylA en H. virescens y M. sexta. Estas proteinas se encuentran en
balsas lipidicas en las membranas celulares. Las balsas lipidicas estan enriquecidas con
glicoesfingolipidos, colesterol y proteinas ancladas a GPI y se propone que participan en la
transduccién de sefiales y en la clasificacion y el trafico de proteinas de la membrana

plasmatica (Munro 2003).

1.5.4 Otras proteinas

CrylAc también se une a V-ATPasa a la subunidad A y a la actina, lo que indica que el
modo de accion de las toxinas Cry puede implicar la union de las toxinas con otros
componentes de las células del intestino medio; Sin embargo, su papel en el mecanismo de

accion queda por analizar (McNall and Adang 2003).
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Arg-976 Thr-609
A

Asn-683

B

Figura 4. Vista detallada de los dominios individuales de la protoxina CrylAc y su comparacion
con estructuras conocidas. (A) El dominio VI (verde) y el dominio IV (verde oscuro) tienen
semejanza al inhibidor de complemento PDB ID 2GOM (rosa). (B) El dominio V (rojo) y el dominio VII
(violeta) tienen parecido al dominio de union a carbohidratos (PDB ID 2ZEW, azul). La flecha en azul
indica sitios conocidos de unién a carbohidratos, las flechas vacias indican probables sitios de unién a
azlcares. Tomado de Evdokimov et al. 2014.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Uso de la protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis como adyuvante de mucosas.

En la basqueda de adyuvantes de mucosas seguros y eficaces nuestro grupo de trabajo
propone a la proteina CrylAc de Bacillus thuringiensis. En reportes previos se demostré
gue la protoxina (133 kDa) es un potente inmundgeno, adyuvante mucosal y sistémico, y no
es toxica para vertebrados (Moreno-Fierros et al. 2000; Vazquez et al. 1999; Vazquez-
Padron et al. 1999). Ademas, puede ser producida a gran escala y a bajo costo debido a que
el gen codificante para la protoxina se expresa de manera recombinante en Escherichia coli.
La alta inmunogenicidad de la protoxina CrylAc se demostrd por su capacidad para inducir
respuestas de anticuerpos especificos en suero y en las secreciones mucosas recuperadas
del intestino delgado y grueso, lavados bronco-alveolares y vaginales después de la

inmunizacién de ratones BALB/c por via intraperitoneal, intragastrica, intranasal y rectal.

Se ha demostrado el efecto adyuvante de la coadministracién de pCrylAc hacia diversos
antigenos de diferente naturaleza (proteinas tales como el Antigeno de superficie de la
hepatitis B, péptidos del VIH (Esquivel-Perez and Moreno-Fierros 2005) y polisacéridos de
neumococos (Moreno-Fierros et al. 2003). Ademas, el efecto adyuvante en mucosas
provocado por la pCrylAc puede ser tan potente como el efecto provocado por la toxina del
cOlera. La pCrylAc puede funcionar como acarreador de distintos antigenos como
polisacaridos de neumococos mejorando la respuesta de anticuerpos hacia estos

antigenos a nivel mucosas y a nivel sistémico (Moreno-Fierros et al. 2003).

Como adyuvante la protoxina CrylAc confiere proteccion contra parasitosis provocadas por
Naegleria fowleri, Taenia crassiceps, Plasmodium chabaudi AS, Plasmodium berghei ANKA
(Ibarra-Moreno et al. 2014; Legorreta-Herrera et al. 2010; Rojas-Hernandez et al. 2004) y
recientemente se ha demostrado proteccion contra Brucella abortus en un modelo murino
(Gonzalez-Gonzalez et al. 2015). EIl efecto protector de la protoxina CrylAc contra
Naegleria fowleri es mediado por STAT6 y una respuesta Th2 de anticuerpos IgGl e

interleucina-4 (IL-4) (Carrasco-Yepez et al. 2010).

Recientemente, se ha demostrado que los efectos inmunopotenciadores de la pCrylAc
pueden ser utilizados para incrementar la respuesta inmune hacia antigenos tumorales en
un modelo murino de cancer de mama inducido por la linea celular 4T1. La administracion
profilactica de pCrylAc co-administrada con lisados celulares de la linea tumoral impide el
desarrollo de tumores en los ratones, se ha demostrado que la pCrylAc impide la
eliminacion de linfocitos TCD4+ y TCD8+ ocasionada por la formacion del tumor, ademas la

pCrylAc disminuye la produccion de las células mieloides supresoras (MDSC) (Safarzadeh
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et al. 2017) las cuales estan directamente relacionadas con el desarrollo y la progresion de

los tumores.

La protoxina CrylAc es capaz de activar macréfagos murinos de cultivos primarios
induciendo la expresion de moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86 y la produccion de
citocinas pro-inflamatorias, también se ha propuesto que parte del mecanismo de la
protoxina en la activacion de macrofagos RAW264.7 podria ser activando vias de
sefializacibn como la de las MAP cinasas (MAPK), entre ellas ERK1/2 y p38 (Moreno-
Fierros et al. 2013), sin embargo no se ha demostrado que la pCrylAc pueda inducir la
fosforilacion de MAPK.
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JUSTIFICACION

Debido a que nuestro grupo de investigacion ha demostrado que la protoxina CrylAc
(pCrylAc) de Bacillus thuringiensis es un potente adyuvante sistémico y de mucosas es
necesario, seguro y eficaz que puede ser utilizado para mejorar vacunas, es preciso
caracterizar el mecanismo inmunoestimulador de la pCrylAc en macréfagos e identificar el o
los posibles receptores para su posible utilizacion en el desarrollo de vacunas y como
adyuvante antitumoral en nuevas terapias contra el cancer. Ademas se tienen evidencias
que la pCrylAc pudiera inducir la activacion de MAPK tales como ERK1/2, p38, y JNK sin
embargo estos efectos necesitan ser dilucidados.

HIPOTESIS

La protoxina CrylAc se une a la superficie de macrofagos a través de receptores especificos

capaces de activar vias de sefializacion como ERK1/2, p38 y JNK.

OBJETIVO GENERAL

Identificar los posibles receptores para la pCrylAc y caracterizar su mecanismo

inmunoestimulador en macréfagos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

i) Determinar el efecto del estimulo con pCrylAc en la activacion de MAPK
cinasas.
ii) Establecer si la pCrylAc es capaz de unirse a macréfagos y de ser

internalizada.
i) Determinar las proteinas de unién a pCrylAc en macréfagos.

iv) Identificar los receptores para pCrylAc en macréfagos.

15



3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.
3.1 Materiales.

Suero fetal bovino (FBS), L-glutamina, HEPES 20 mM, 5 mM 2-B-mercaptoetanol, 1% de
aminodcidos esenciales (GIBCO / BRL, Nueva York, EE.UU.); anticuerpos de conejo anti fosfo
(p) ERK o anti-ERK no fosforilada (ERK1/2), anti p-38 y JNK formas fosforiladas y no
fosforiladas (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EE.UU.). Anticuerpos de conejo anti
Rab5, Rab7 y anticuerpos de cabra anti-HSP70 y anti a-enolasa (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EE.UU.). Cdmaras Lab-Tek, isotiocianato de fluoresceina (FITC), cianina 5
(Cyb), biotina (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EE.UU.). Vectashield (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.). Anticuerpos secundarios marcados con flourocromos
infrarrojos anti-lgG de conejo-Dye800, estreptavidina-Dye800 y anti-cabra-Dye680 (LiCor
Biosciences, Licor, Lincoln, NE, EE.UU.), anti-IgG de cabra-Cy5 de Jackson InmunoResearch
(West Grove, PE, EE.UU.). Coctel Minicomplete inhibidor de proteasas de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EE.UU.) (Roche); resina de polimixina (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Sefarosa
4B activada con bromuro de cian6geno, isocianato de tetrametil rodamina (TRITC) Faloidina,
LPS (E. coli, serotipo 0111: B4), Monodansilcadaverina (MDC), Nistatina (NYS),
paraformaldehido, Triton-X-100, E-Toxate, penicilina, estreptomicina, PD98059, Nonidet P-40,
aprotinina, leupeptina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), ortovanadate, ditiotreitol, proteina
A-agarosa, Tween 20, de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) todos los demas reactivos

quimicos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EE.UU.).

3.2 Obtencion y purificacién de protoxina CrylAc.

Se utilizé una cepa recombinante de E. coli con el gen gue codifica para la protoxina CrylAc.
Las bacterias se cultivaron en medio “Luria Broth” (US Biological Swampscott, MA 01907) y se
adicioné ampicilina (100 ug/mL). Posteriormente se incubd a 37 °C por 48 horas a 300 rpm en
agitacién constante. Las bacterias se cosecharon mediante centrifugacién a 10000 rpm a 4 °C
por 15 minutos y se lavaron dos veces con TE (Tris-HCI 0.05 M, EDTA 1mM, pH 8.0). Las
bacterias se lisaron incubandolas a 37 °C durante 1 hora con 20 mg/mL de lisozima +
sacarosa al 15%, posteriormente las bacterias se sonicaron durante ciclos de 5 minutos cada
uno, a una amplitud de 100 Htz. Los cuerpos de inclusién se recuperaron por centrifugacion a
10000 rpm a 4 °C por 10 minutos.

La pastilla se lavd 5 veces con 50 mL de NaCl 0.5 M mas Triton X-100 al 1%, sonicando entre
cada lavado. Se lavé la pastilla con 30mL de agua bidestilada a 4°C. Una vez mas se
centrifugé a 10000 rpm por 15 minutos a 4°C y se solubilizé la pastilla en 10 mL de
amortiguador de carbonatos (Na,CO3; 0.1M, pH 9.6, 10 mM de DTT) por 30 minutos a 37 °C en

agitacién (300 rpm). La protoxina CrylAc que fue solubilizada se obtiene por centrifugacion a
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10000 rpm 4°C por 15 minutos, mediante la recuperacion del sobrenadante. Los restos de
endotoxinas se eliminaron con una columna de polimixina (BioRad Lab, CA) y se verifico la
ausencia de LPS mediante el kit de E-TOXATE. Finalmente la concentracion de proteinas se
determiné por el método de Bradford y la pureza mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

3.3 Cultivo de macro6fagos.

Las células RAW 264.7 se cultivaron en medio DMEM suplementado con L- glutamina (1 mM )
suplementado con antibiéticos (100 U/mL de Antibac) y 10% de SFB y se incubaron a 37 °C,
5% de CO..

3.4 Activacion de MAP cinasas (MAPK).

En estudios previos demostramos que la estimulacion in vitro con pCrylAc inducia la activacion
de macréfagos y mediante el uso de inhibidores especificos para MEK1/2, p38 y JNK
sugerimos la participacion de estas MAPK en este proceso (Moreno-Fierros et al. 2013). En
este trabajo, realizamos ensayos de Western blot para determinar si la estimulaciébn con
pCrylAc inducia la fosforilacion de ERK1/2, p38 y JNK en macréfagos RAW 264.7. Debido a
gue ERK1/2 estaba activa de forma constitutiva en las células cultivadas con 10% de FBS, los
ensayos de fosforilacion de MAPK se realizaron en células parcialmente privadas de suero (con
5%). Las células se colocaron en placas (3x10° células/mL/ pozo) y se estimularon con 10
pug/mL (73 nM) de pCrylAc a tiempos de 2,5, 5, 15, 30 y 60 minutos. Los macrofagos
RAW?264.7 tratados con lipopolisacéarido (LPS) se utilizaron como control positivo de activaciéon
de MAPKs. Después de los estimulos, las células se lavaron con buffer de fosfatos (PBS), las
células se recuperaron con un cosechador de células y se centrifugaron a 400g durante 5
minutos a 4°C. Las células se resuspendieron en tampén de lisis (50 mM HEPES pH = 7,0,
NaCl 250 mm, EDTA 5 mM, 0,1% Nonidet P-40, 1 mM de PMSF, 0,5 mM de DTT, fluoruro de
sodio 5 mM, ortovanadato de sodio 0,5 mM, 5 mg/mL de aprotinina y 5 g/mL leupeptina) y se
incubaron durante 30 min a 4°C. Los lisados se centrifugaron a 400g durante 5 min (4°C) para
recolectar los sobrenadantes. La concentracién de proteinas se determind por el método de
Lowry modificado. Los extractos de proteinas celulares (40 pg/carril) se separaron mediante
SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de PVDF. Las membranas se bloquearon 1h a
temperatura ambiente (RT) con 5% de leche sin grasa en solucion salina con Tris 0,05% de
Tween-20 (TBS-T). Las membranas se incubaron con anticuerpos de conejo anti-p38 a, p-p38,
ERK1/2, p-ERK1 / 2, INK y p-JNK en TBS-T (1: 1000 diluido) durante toda la noche a 4°C para

cada MAPK. Finalmente se afiadio el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo-Dye800 para
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detectar las bandas inmunoreactivas con el escaner Odyssey CLx (LI-COR) a 800nm. Para
obtener resultados del mismo experimento, las membranas se incubaron primero con
anticuerpos anti p-MAPK y fueron reveladas, después las membranas fueron sometidas a
stripping (por incubacién dos veces con 25 mM de glicina, 1% SDS pH 2 durante 15 min),
bloqueadas y se incubaron con los anticuerpos anti MAPK no fosforiladas y finalmente fueron
revelados.

3.5 Unién de pCrylAc a los macréfagos.

Para determinar si pCrylAc se unia a los macréfagos y si esta union era saturable (como
ocurre en la unién receptor-ligando) los macréfagos RAW264.7 (5x10° cells/mL) fueron
sembrados en placas de 12 pozos en medio DMEM con 10% de SFB. Los macr6fagos fueron
lavados con PBS antes de ser recuperados con el cosechador de células, los macrofagos
fueron re-suspendidos en buffer de union por 15 minutos (PBS 1% de BSA o PBS 1% de OVA
para los ensayos de union con BSA-FITC usados como control negativo), después se
incubaron por 1h a 4°C con concentraciones crecientes de pCrylAc-FITC o BSA-FITC (3, 5,
10, 20, y 40 pg/mL). Los macréfagos fueron lavados con PBS y re suspendidos en
paraformaldehido 1% para su analisis por citometria de flujo (FACS), se adquirieron 30,000
eventos por muestra con el citbmetro FACS Calibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).
La intensidad media de fluorescencia (MFI) de las muestras se determiné con el software
FlowJo v7.6.5. La union de las proteinas marcadas a FITC se estim6 con el indice de union el
cual corresponde al radio de la MFI de la muestra con respecto a la MFI del control (células
incubadas solo con buffer de union) (Silva-Alvarez et al. 2016).

Para determinar el curso temporal de la unién de pCrylAc a las células, se incubaron 1x10°
células en buffer de unién a 4°C con 3 pg/mL de pCrylAc-FITC a diferentes tiempos, 10 min,
1h, 2h y 3h las células se lavaron y se adquirieron como se describié anteriormente. Para los
ensayos de competencia, los macréfagos RAW264.7 se pre-incubaron en buffer de unién con
pCry1Ac no marcada (200 pg/mL) o BSA no marcada (10 mg /mL) durante 30 minutos a 4°C. A
continuacion, se afiadieron las proteinas marcadas pCrylAc-FITC (3 pg/mL) o BSA-FITC (3
pug/mL) y la incubacion continué durante 1 h mas en hielo. Posteriormente, las células se
lavaron con PBS y se re-suspendieron en paraformaldehido al 1%. Las muestras se adquirieron
como se ha descrito anteriormente. Para determinar si la union de pCrylAc-FITC se modificaba
con la temperatura, las células RAW?264.7 se incubaron a 37°C 0 4 ° C durante 1 h con 3 ug /
mL de pCrylAc-FITC en buffer de union. Las células se fijaron y se analizaron mediante FACS

como se ha descrito o se colocaron en portaobjetos para su analisis por microscopia confocal
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con el microscopio de laser Leica TCS / SP-2 (Leica, Wetzlar, Alemania) con un objetivo de

63X para determinar la localizacion de la pCrylAc-FITC unida a los macrofagos.

3.6 Ensayos de endocitosis.

Para determinar si la union de pCrylAc era seguida por endocitosis, los macr6fagos RAW
264.7 (5x10” células/pozo) se sembraron en 0,2 mL de medio al 10% de FBS en camaras Lab-
Tek y se incubaron a diferentes tiempos con pCrylAc-FITC de 10 a 20 minutos.
Posteriormente, las células se lavaron, se fijaron durante 20 min con PFA 4%, se lavaron y se
permeabilizaron con PBS-0,1% de Triton X-100 durante 7 min. Las células fueron incubadas
con anticuerpos anti Rab5 o Rab7 (marcadores de endosomas tempranos y tardios
respectivamente) (Bucci et al. 1992; Vitelli et al. 1997) durante 1 hora a temperatura ambiente,
después las células se incubaron durante 30 min con anticuerpos anti IgG conjugados con
TRITC. Con el fin de determinar la co-localizacion de Rab5 y Rab7 con pCrylAc-FITC las
muestras se examinaron por microscopia confocal como se describe anteriormente. Para
determinar la via de endocitosis las células (5x10* células/mL) se trataron previamente por 30
minutos a 37°C con 0,03 mM nistatina (inhibidor de la caveolina)(Parton and Simons 2007;
Perry and Wobus 2010) o 0,5 mM de monodansil cadaverina (MDC) el cual inhibe clatrina
(Haigler et al. 1980; Srivastava et al. 2014). Después, las células se incubaron a 37°C con
pCrylAc-FITC durante 1 hora y se lavaron dos veces con PBS. Las células se fijaron, se
permeabilizaron, y se montaron para ser examinadas por microscopia confocal como se

describié anteriormente.

3.7 Determinacion de proteinas de unién a pCrylAc por ensayos de co-inmunoprecipitacion e
identificacion por MALDI-TOF-TOF.

Para determinar las proteinas de union a pCrylAc en macréfagos RAW?264,7 se realizaron dos
tipos de co-inmunoprecipitacion (IP). El primero de ellos se basé en el uso de anticuerpos; las
células se incubaron con pCrylAc y después con anticuerpos anti pCrylAc unidos a proteina
A-agarosa. Las células se recuperaron de las placas de cultivo con un cosechador de células y
se lavaron con PBS frio. Las células se incubaron con pCrylAc durante 2h (10ug/millén de
células) en ligera agitacion a 4°C para disminuir la endocitosis. Paralelamente, el antisuero de
conejo anti pCrylAc se incubd con proteina A-agarosa durante 30 minutos, después se lavo
por centrifugacion con PBS verificando las lecturas de densidad éptica (DO) a 280nm para
eliminar el anticuerpo no unido. Después de la incubacion con pCrylAc, las células se lavaron
2 veces con PBS frio y se lisaron con tampo6n RIPA-Triton frio (Tris HCI 50 mM, NaCl 150 mM,

EDTA 1 mM, Triton X-100 1%, se afadio coctel Minicomplete inhibidor de proteasas, todo se
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realizd en hielo. Los lisados se incubaron después con el anticuerpo anti pCrylAc unido a
proteina A-agarosa (1 hora a 4°C). Los inmunocomplejos se colectaron por centrifugacion a
400g durante 1 minuto, y los sobrenadantes se descartaron. El inmunocomplejo se lavo con
PBS frio-inhibidor de proteasas hasta que la absorbancia en el sobrenadante dié valor de 0.0 a
280 nm. El inmunocomplejo de agarosa se resuspendié en 0,2 mL de tampo6n de carga sin
agente reductor y se hirvié durante 7 min. Las proteinas inmunoprecipitadas fueron separadas
por SDS-PAGE 10% y se tifieron con azul de Coomasie. Las bandas fueron extraidas del gel
para su identificacion por analisis MALDI-TOF-TOF. Las proteinas se trataron con agente
reductor DTT 10 mM, se alquilaron con iodoacetamyde 100 mM y se destifieron con
acetonitrilo: 50 mM de NH4HCO3 (50:50 v/v), la proteolisis se llevd a cabo mediante la
incubacion durante 18 h a 37°C con tripsina grado masas. Los péptidos digeridos se
extrajeron, las muestras se concentraron, se desalaron y se colocaron por sextiplicado en las
placas utilizando una matriz de a-ciano y se analizaron con un MALDI TOF / TOF 4800. Con los
espectros de MS/MS obtenidos se realizd la identificacibn con una busqueda usando el
algoritmo del software Paragon pilot de proteinas utilizando la base de datos de UniProt

(http://www.uniprot.org) con un grado de confianza de 66%.

El segundo tipo de inmunoprecipitacion se realizé utilizando pCrylAc directamente conjugada
con Sefarosa 4B con el fin de eliminar la IgG contaminante del ensayo de co-
inmunoprecipitacion basado en anticuerpos. Las células 80x10° fueron incubadas con
Sefarosa-pCrylAc (0,2 mL) durante 2 horas a 4°C en agitacion suave. Posteriormente, las
células se lisaron con 1% de Tritdén y la sefarosa-pCrylAc se lavé con PBS frio (10 mL) hasta
que las lecturas de absorbancia a 280 nm fueron cero. Se afiadio buffer de muestra (0,2 mL) a
la Sepharose-pCrylAc precipitada y se hirvi6 durante 7 minutos. Las proteinas fueron
separadas por SDS-PAGE 10%, se tifieron y se analizaron por MALDI-TOF-TOF como se
describe anteriormente. Las inmunoprecipitaciones control se llevaron a cabo omitiendo las
etapas de incubacion con pCrylAc para el primer ensayo y con sefarosa bloqueda sin pCrylAc,
adem@s se realiz6 un control adicional con sefarosa conjugada a BSA como control negativo.

Para corroborar la union de pCrylAc a las bandas inmunoprecipitadas, se realizaron dos tipos
de ensayos de Blot ligando. En ambos ensayos las proteinas co-inmunoprecipitadas y los
lisados totales se separaron por SDS-PAGE 10% y se transfirieron en membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad) que luego se bloquearon durante la noche con 5% de leche sin grasa a
4°C en TBS-T. Las membranas se lavaron con TBS-T y se incubaron durante 2 horas a 4°C
con pCrylAc unida a Cy5 o pCry1Ac biotinilada (10ug/mL) en TBS-T. Las membranas se
lavaron y después se incubaron durante 1h con estreptavidina-Dye800. Por dultimo, las
membranas se lavaron a fondo y se visualizaron con el escaner Oddysey (LI-COR) a 700 nm

0 800 nm, respectivamente.
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3.8 Identificacién de HSP70, a-enolasa y actina como proteinas de union a pCrylAc.

Después de la identificacion por medio de MALDI-TOF-TOF y de los ensayos de blot ligando
se realizaron ensayos de Western y microscopia confocal con anticuerpos anti: HSP70, a-
enolasa, vimentina y actina, para confirmar su presencia en las proteinas inmunoprecipitadas y
para determinar su localizacion en los macrofagos y su co-localizacion con pCrylAc. Los
ensayos de Western blot hechos ya sea con anti HSP70, a-enolasa (anticuerpos de cabra) o
anti vimentina, o actina (hechos en conejo), diluidos 1:1500 en TBS-T durante 2 horas a 4°C
se realizaron en las proteinas inmunoprecipitadas. Las reacciones antigeno-anticuerpo se
visualizaron con el escaner Oddysey (LI-COR) utilizando anti-cabra IgG unido a Dye 680 o
anti IgG de conejo unido a Dye 800 como se describié anteriormente. La localizacion de
pCrylAc con HSP70, actina o a-enolasa se analiz6 en las células RAW264.7. Las células 5x10*
en 0,2 mL se sembraron en cAdmara Lab-Tek y se incubaron con pCrylAc-FITC (10ug / ml)
durante 1 hora; las células se lavaron dos veces con PBS, se fijaron con 4% de PFA pero no se
permeabilizaron. Las células se lavaron con PBS y se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente, ya sea con anticuerpos anti HSP70 o anti a-enolasa (1: 100). Las células se lavaron
exhaustivamente y se afiadieron anticuerpos anti-cabra marcados con TRITC durante 30
minutos a temperatura ambiente. La co-localizacion de pCrylAc con la actina se prob6 con
faloidina-rodaminada en células permeabilizadas como se indic6 anteriormente. Los

portaobjetos se montaron y se examinaron por microscopia confocal.

3.9 Ensayos de inmunoprecipitacion cruzada con anticuerpos anti HSP70.

La interaccion entre la HSP70 y pCrylAc se demostr6 mediante ensayos de
inmunoprecipitacion cruzada incubando las células con pCrylAc 10ug/millén de células como
se describié anteriormente, después las células fueron lavadas con PBS a 4°C dos veces y
posteriormente se incubaron con anticuerpos de cabra anti HSP70 (1:50 por 1 h a 4°C), las
células se lavaron y se lisaron como se describié anteriormente para la co-inmunoprecipitacion.
El lisado se puso a interaccionar con proteina A unida a anticuerpos de conejo anti cabra IgG
por 30 min. Después, los precipitados se lavaron para eliminar el anticuerpo no unido hasta

que las lecturas de DO a 280 nm dieron valores iguales a cero.

Las proteinas precipitadas se resuspendieron en buffer de muestra con DTT, se hirvieron
durante 7 min y se separaron mediante geles SDS-PAGE 10%. Las proteinas precipitadas se
separaron por electroforesis, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se realiz6 un
western blot para detectar pCrylAc en las proteinas inmunoprecipitadas. La deteccidon se

realizé con anticuerpos anti pCrylAc de conejo (1:4000) seguido de la incubacién con anti
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conejo 1gG-Dye800 (1: 10.000). Las membranas fueron reveladas como se describio
anteriormente. Como controles de especificidad se utiliz6 pCrylAc purificada (control positivo
de reactividad) y las inmunoprecipitaciones hechas sin el paso de la incubacion con anti-HSP70
(Control negativo).

3.10 Uso de anticuerpos anti HSP70 para el bloqueo de la activacién de MAPK vy la produccion

de citocinas inducidas por pCrylAc.

Con el fin de determinar el papel funcional de HSP70 como un posible receptor para pCrylAc
en la superficie celular de macréfagos, las células se trataron con anticuerpos anti HSP70 por
30 min a 37°C, posteriormente se realizd el estimulo con pCrylAc por 30 o 60 minutos. La
fosforilacion de ERK1/2 y p38 se determind mediante analisis de Western blot como se
describié previamente. Las células control (en DMEM tratadas solo con vehiculo) y las células
tratadas solamente con anticuerpos HSP70 se incubaron durante 30 y 60 minutos mas (el
mismo tiempo de incubacion utilizado para las células que se incubaron con anticuerpos
HSP70 mas pCrylAc). Las células se lavaron, se lisaron y se sometieron a ensayos de
Western blot. Las formas no fosforiladas de ERK1/2 y p38 se determinaron como control de
carga y como control basal de fosforilacion se usaron las células tratadas solo con vehiculo.
Para la inhibicion de citocinas pro inflamatorias inducidas por pCrylAc se incubaron las células
RAW264.7 por 30 min con anticuerpos anti HSP70, posteriormente se incubaron por 1 hora con
pCrylAc a 37°C, las células fueron lavadas para retirar el anticuerpo no unido y el estimulo y se
afadi6 medio DEMEM 10% SFB por 24 horas. Las citocinas pro inflamatorias fueron
determinadas por medio del kit BD para FACS utilizando una curva estandar y determinando

por interpolacién las concentraciones de IL-6, TNF-a y MCP-1.

3.11 Inhibicién in vivo de HSP70.

Se utiliz6 el tratamiento con un inhibidor funcional de la HSP70, el PES, para probar in vivo la
participacion de HSP70 en los efectos inducidos por pCrylAc. Se determiné el efecto de
pCrylAc en la dindmica de las subpoblaciones de macrofagos de la cavidad peritoneal (PerC),
en los llamados Macréfagos de peritoneo grandes (LPM) y macréfagos de peritoneo pequefios
SPM. El PES fue elegido como inhibidor porque se sabe que interactla selectivamente con
HSP70 y evita la asociacion entre HSP70 y varias de sus co-chaperonas y proteinas de union
(Leu et al. 2009) y su efecto se ha evaluado in vivo (Wang et al. 2012). La administracion
intraperitoneal (i.p.) con pCrylAc es conocida por inducir la activacion de macréfagos (Moreno-
Fierros et al. 2013) de modo que los ratones BALB/c recibieron una inyeccion i.p. de pCrylAc

(50 pg) o de pCry1Ac administrada 30 minutos después de la administracion de PES (2,5
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mg/kg) disuelto en DMSO y diluido en PBS, los ratones fueron tratados solo con vehiculo como
control negativo (n = 3-5 ratones por grupo de 3 experimentos independientes). Los ratones se
sacrificaron 24 horas o 72 horas después de las administraciones y las células de PerC se
recuperaron y se tifieron con anticuerpos anti CD11b, F4/80, MHCII, HSP70 marcados con

flourocromos como se ha descrito anteriormente para el analisis de citometria de flujo.

3.12 Andlisis estadistico.

El analisis estadistico se realiz6 con el programa PRISM (GraphPad 5,0 , San Diego , CA
,EE.UU.). Las diferencias entre los grupos fueron establecidas mediante andlisis estadistico de

ANOVA seguido de pruebas de comparacion multiple de Tukey. Un valor de p < 0,05 fue

considerado significativo.

23



4. RESULTADOS
4.1 El estimulo con pCrylAc activa las MAPK ERK1/2, p38 y JNK en macréfagos.

Debido a que nuestros resultados anteriores utilizando inhibidores para MEK 1/2 y p38
habian sugerido la participacion de estas vias en la activacion de macro6fagos inducida por
pCrylAc (Moreno-Fierros et al. 2013), en este trabajo realizamos ensayos de Western blot
para determinar el efecto del estimulo con pCrylAc en la fosforilacion (p) de ERK1/2, p38 y
JNK en macréfagos RAW264.7. Encontramos que la pCrylAc incrementa la fosforilacién de
las tres MAPK analizadas, sin embargo las cinéticas de activacion fueron distintas. Por otra
parte, la cinética de activacion de estas MAPK inducida por la pCrylAc fue distinta a la
inducida por el estimulo con LPS, que se incluyé como un control positivo de activacién de
macrofagos capaz de activar MAPK (Sweet and Hume 1996).

Se observdé que pCrylAc aumentd gradualmente la fosforilacion de ERK1/2 desde los
primeros 2.5 min y este aumento se mantuvo hasta los 60 min después del estimulo (Figura
5A). El nivel de fosforilacion de ERK1/2 inducido por pCrylAc ocurrié antes y fue superior a
la fosforilacién inducida por el LPS. Ademas, el nivel de p-ERK1/2 se mantuvo constante de
15 min a 60 min mientras que con el LPS la activacion fue en aumento (Figura 5A, panel
izquierdo). Las células del control (estimuladas con vehiculo) mostraron nivel basal bajo de
p-ERK1/2.

También se demostré que pCrylAc induce la fosforilaciéon de p38 (p-p38) alos 30 y 60 min
después del estimulo. La estimulacién con LPS indujo p-p38 desde los 15 min. No se
observé fosforilacion significativa de p38 en las células control (Figura 5B). pCrylAc indujo
una ligera activacion de JNK, a los 30 y 60 min después del estimulo (Figura 5C). Mientras
que LPS indujo una activacion mucho mayor de p-JNK a este tiempo de estimulo. Como
control de carga y para normalizar los datos se determinaron las formas no fosforiladas de
ERK1/2, p38 o JNK en las mismas membranas revelando previamente las formas
fosforiladas y realizando stripping (incubacion a pH=2 para eliminar los anticuerpos unidos a
las membranas). La relacion entre los valores de densitometria de las MAPK fosforiladas
entre las MAPKS no fosforiladas ante el estimulo con pCrylAc (Figura 5D) o LPS (Figura

5E) se muestra en las graficas correspondientes a 3 experimentos independientes.
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Figura 5. Efecto de pCrylAc en la activacion de p38, ERK1/2 y JNK. Los macréfagos RAW 264.7
se estimularon con pCrylAc (20 pg/mL) o LPS (3 pug/mL) durante 2,5, 5, 15, 30 y 60 min. El andlisis
Western Blot de la fosforilacién de las MAPK; A) ERK1/2, B) p38 y C) JNK y de sus formas no
fosforiladas como control de carga se muestran en los blots. Las graficas muestran la relacion de las
formas fosforiladas de las MAPK entre las no fosforiladas ante el estimulo con pCrylAc (D) o LPS (E);
Los datos de las intensidades medias de fluorescencia (IMF) se normalizaron con respecto al control
(C = 1). Se muestran los Western Blots representativos y el andlisis densitométrico que se realiz6 en
membranas de tres ensayos independientes. * Estadisticamente significativo a p < 0,05.
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4.2. La unién de pCryAc a la superficie de macréfagos RAW264.7 es especifica y saturable.

Debido a que se observo que la pCrylAc indujo la activacion de MAPK y debido al hecho de
que este proceso se desencadena principalmente por la interaccién ligando-receptor, se
determind la union de pCrylAc marcada con FITC a la superficie de los macrofagos; la
unién especifica de la pCrylAc se verifico por FACS y microscopia confocal. Se observo
que la pCrylAc-FITC se uni6é a los macréfagos RAW264.7 (a 4°C) de una manera dosis-
dependiente ya que utilizando concentraciones crecientes de pCrylAc-FITC (3 pg, 5 ug, 10
Mg, 20 ug y 40ug/mL), la IMF aumenta gradualmente; sin embargo la saturacion se alcanza
a los 40 ug debido a que la IMF permanece casi igual con 20 ug/mL y 40 ug/mL de pCrylAc.
Se determind el indice de union para pCrylAc-FITC y para BSA-FITC (la BSA fue utilizada
como proteina control de union negativa). Se observé que BSA-FITC tiene un indice de
unién mucho menor que pCrylAc-FITC (Figura 6A). La unién de pCrylAc-FITC a células
RAW264.7 también se analizé en diferentes tiempos a 4°C, la union se llevo a cabo desde
los primeros 10 minutos de incubacién, pero la IMF de FITC aument6 después de 1 h de
incubacién con pCrylAc-FITC y permanecio constante después de 2h y 3h de incubacion
(Figura 6B). Estos resultados indican que la unién de pCrylAc ocurre de una manera
dependiente del tiempo y alcanza el equilibrio después de 1h.

La unién especifica de pCrylAc se determind mediante ensayos de competencia;
observamos que la competencia con pCrylAc no marcada disminuy6 la uniéon de pCrylAc-
FITC mientras que la competencia con BSA no marcada no afectd la union de pCrylAc-
FITC (Figura 6C) a los macrofagos. La BSA-FITC se usé como un control negativo y como
se esperaba, no se unié significativamente a los macréfagos; la unién de BSA-FITC no se
compitié con BSA no marcada. Cuando se evalud la unién de pCrylAc a 37 ° C se encontrd
que era mucho mayor que la unién a 4°C (Figura 6D). Una posible explicacion para este
incremento podria ser la internalizacion de pCrylAc-FITC. Por lo tanto, se examiné por
microscopia confocal si pCrylAc estaba siendo internalizado a esta temperatura. Se
observé que a 4°C pCrylAc-FITC se unia a la superficie celular, mientras que a 37°C se
detectd principalmente internalizada (Figura 6E).
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Figura 6. La uniéon de pCrylAc a macréfagos es especifica y saturable. Los ensayos de union se
realizaron mediante FACS y andlisis confocal. A) La unién de pCrylAc a las células es dosis-
dependiente. Las células RAW?264.7 fueron incubadas durante 1h con dosis crecientes de pCrylAc-
FITC (3-40 pg / ml) a 4°C. La grafica muestra el indice de union (eje Y) de pCrylAc y BSA a
diferentes dosis (eje X) estimado como se indica en la metodologia. B) La union de pCrylAc-FITC es
dependiente del tiempo. Las células RAW?264.7 se incubaron a distintos tiempos con pCry1Ac (3 p
g/mL) a 4°C. La grafica muestra la IMF en los tiempos indicados. C) Unidn especifica de pCrylAc a
las células RAW264.7. Para los ensayos de competencia las células se pre-incubaron durante 30 min
a 4°C con 200 yg/mL de pCrylAc no marcada o 10 mg/mL de BSA no marcada (como control de no
union), posteriormente se incubaron con pCrylAc-FITC (3 ug/mL) o BSA-FITC (3 pg/mL). D) La union
de pCrylAc a los macrofagos se incrementa 37°C ya que la IMF esta aumentada en comparacion
con células incubadas con pCrylAc a 4°C. E) Imagenes de microscopia confocal de células
RAW?264.7 incubadas con pCrylAc a 37°C y a 4°C, se muestran las proyecciones maximas de las
secciones Z. A-D) Histogramas representativos de 3 ensayos independientes por duplicado (n = 3).
La FMO (la Fluorescencia menos uno) para todos los histogramas se muestra en gris en lineas
punteadas.
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4.3 pCrylAc es endocitada y se transporta por via endosomal desde endosomas tempranos

a endosomas tardios.

Para investigar si la unién de pCrylAc a los macréfagos era seguida por endocitosis, las
células RAW 264.7 se incubaron a 37°C con pCrylAc-FITC. Curiosamente, se observo que
pCrylAc-FITC era endocitada rapidamente ya que se detectd co-localizacion con
endosomas tempranos (Rab5) justo después de 10 min de incubacién (Figura 7A). Se
confirmo la endocitosis de pCrylAc a través de la co-localizacion con Rab7 (marcador de
endosomas tardios) después de 18 minutos de incubacion (Figura 7B, en amarillo). Estos
resultados sugieren que la unidon de pCrylAc es dinamica, se produjo en la membrana y
esta union fue seguida por la endocitosis. Una gran cantidad de pCrylAc se visualiz6 en la
superficie de los macrofagos y no co-localizé con el marcador de endosomas, lo que indica

que solo una parte de pCrylAc fue endocitada a estos tiempos.

4.4 Los macroéfagos endocitan pCrylAc via clatrina.

Para determinar que via estaba mediando la internalizacién de pCrylAc en los macrofagos,
los macréfagos se pretrataron con inhibidores especificos para las dos principales vias
endociticas. Utilizamos Nistatina y Monodansilcadaverina (MDC) inhibidores de la caveolina
y clatrina respectivamente y determinamos si alguno de ellos bloqueaba la internalizacion de
pCrylAc. En estos ensayos se utilizd faloidina marcada con TRITC para visualizar el
citoesqueleto de actina. Como era de esperar, en las células no tratadas con farmacos, la
pCrylAc-FITC fue endocitada (Fig. 7C, primera fila). Cuando se utilizé el tratamiento con
nistatina (que interrumpe las balsas lipidicas de la membrana y, por consiguiente, evita la
formacion de caveolas secuestrando el colesterol), se observdé que la endocitosis de
pCrylAc-FITC se realizaba de manera normal como en las células sin tratamiento con
farmaco (Figura 3C, segunda fila). Por el contrario, el pretratramiento con MDC impidi6 la
endocitosis de pCrylAc (Fig. 7C, tercera fila), ya que esta sblo se observd en la superficie
de los macréfagos. Curiosamente, se observaron algunos puntos de co-localizacion de
pCrylAc con actina; estos se distinguen en amarillo en el merge. Los graficos de barras
muestran la cuantificacion del proceso endocitico (100 células de 2 campos de cada

tratamiento a 63X de 3 experimentos independientes) (Figura 7D).
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Figura 7. pCrylAc es internalizada via endocitica. A) Los macrofagos RAW264.7 se incubaron con
pCrylAc-FITC (10 min); La co-localizaciéon con el marcador Rab5 de endosomas tempranos se
realiz6 mediante microscopia confocal y se visualiza en color amarillo. B) La co-localizaciéon de
pCrylAc con Rab7 marcador de endosomas tardios se determind a los 18 min (en amarillo). Se
muestran imagenes representativas de la proyeccion maxima de las secciones Z. C) A través del uso
de inhibidores especificos, se determind la via endocitica de pCrylAc-FITC. Las células RAW264.7
se trataron durante 30 min con monodansilcadaverina o nistatina, y después se afiadié pCrylAc-FITC
durante 1h. Las imagenes de microscopia confocal muestran los cortes intermedios de las células
RAW?264.7. La imagen de contraste de interferencia diferencial (DIC) para todos los tratamientos se
muestra en los Ultimos paneles. La barra de escala representa 20 micras. Las imagenes mostradas
son representativas de 3 experimentos independientes con resultados similares. D) Graficas del
porcentaje de pCrylAc-FITC endocitada en células pre-tratadas con MDC, nistatina o células control
sin pretratamiento.

30



4.5 pCrylAc co-inmunoprecipita con diversas proteinas incluyendo: HSP70, vimentina,

actina y a-enolasa.

Después de observar que la pCrylAc se unia a los macréfagos y la endocitosis era mediada
por clatrina (que generalmente es debida a la interaccion receptor-ligando), decidimos
determinar las posibles proteinas de union a pCrylAc por ensayos de blot ligando y co-
inmunoprecipitacion y luego identificamos estas bandas por analisis MALDI-TOF-TOF. Se
determinaron varias proteinas de union a pCrylAc en forma nativa por medio de dos tipos
de inmunoprecipitacion: una realizada con pCrylAc mas anticuerpos anti-pCrylAc y
proteina A- agarosa (IP-A) y la segunda realizada con pCrylAc directamente acoplada a
perlas de sefarosa (IP-S). Como se puede apreciar en las geles representativos tefiidos con
azul Coomassie, numerosas proteinas se precipitaron por ambos tipos de ensayos,
posiblemente debido a que algunas de ellas forman parte de un complejo de proteinas que
interaccionan con pCrylAc o entre ellas. Es importante destacar que sin tomar en cuenta las
bandas de IgG, el perfil electroforético de las proteinas precipitadas coincidié6 en ambos
métodos de precipitacion utilizados (Figura 8A). Por otra parte, se detectaron proteinas

diferenciales en comparacién con los controles IP (IP sin pCrylAc).

Los lisados totales de células RAW?264.7 y las proteinas inmunoprecipitadas con pCrylAc se
sometieron a analisis de blot ligando con pCrylAc-Cy5 o pCylAc biotinilada. pCrylAc se
une a las proteinas precipitadas de ambos ensayos; notablemente en ambos tipos de
precipitaciones la pCrylAc tuvo un patrén de reconocimiento muy similar (Figura 8B). Las
proteinas inmunoprecipitadas separadas en SDS-PAGE fueron cortadas e identificadas por
MALDI - TOF - TOF. Las proteinas identificadas se muestran en la tabla 1, donde se indican

sus nombres, nimeros de acceso, cobertura y nimero de péptidos > 95 %.

Para determinar cuales de las proteinas identificadas podrian funcionar como receptor para
pCrylAc seleccionamos candidatos de acuerdo a las caracteristicas funcionales y a su
localizacién. Entre las diversas proteinas inmunoprecipitadas por pCrylAc se identificaron
proteinas de choque térmico como HSP90, HSP70, HSPA8 y HSP1B, ademas se
identificaron también vimentina, actina, a-enolasa y ribonucleoproteinas. Como era de
esperarse en los ensayos de inmunoprecipitacion realizados con anticuerpo-proteina A se
detectd una banda prominente de IgG de alto peso molecular relativo (170 kDa) y también
una banda de 40 kDa se identific6 como la cadena pesada de IgG, a pesar de que los

ensayos se realizaron en condiciones no reductoras.
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4.6 Deteccion por western blot de HSP70, actina, a-enolasa y vimentina en las proteinas co-

inmunoprecipitadas por pCrylAc.

Las proteinas co-inmunoprecipitadas por pCrylAc (proteinas de unién) se separaron en
geles de acrilamida SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa para ser
sometidas a ensayos de western blot utilizando anticuerpos especificos dirigidos a HSP70,
vimentina, actina y a-enolasa (Figura 8C). Se determiné la presencia de estas 4 proteinas
en las bandas inmunoprecipitadas por pCrylAc en los dos tipos de inmunoprecipitaciones
(basada en proteina A-anticuerpos o en Sefarosa-pCry1Ac), sin embargo la a-enolasa solo
se detect6 en los ensayos de inmunoprecipitacion realizados con proteina A-anticuerpos.
Para determinar si las proteinas de unién a pCrylAc encontradas en la linea celular podrian
encontrase en cultivos primarios de macrofagos, se realiz6 la inmunoprecipitacion con
pCrylAc en macr6fagos de bazo de ratén y las proteinas co-inmunoprecipitadas fueron
sometidas a ensayos western blot donde se detect6é la presencia de HSP70 y vimentina
(Figura 8D).

4.7 pCrylAc interacciona con HSP70.

Debido a que se detecté que HSP70, actina, vimentina y a-enolasa tenian el mayor
porcentaje de cobertura y el mayor nimero de péptidos en las proteinas inmunoprecipitadas
y que en los ensayos de blot ligando pCrylAc-marcada seguia manteniendo la capacidad
de unién a estas 4 proteinas, decidimos analizar por microscopia confocal la co-localizacién
en superficie de estas proteinas con pCrylAc para tratar de encontrar cual podia funcionar
como receptor de superficie para pCrylAc. La co-localizacion entre HSP70 y pCrylAc se
evidencié en la superficie celular en células no permeabilizadas. pCrylAc se detecté en
varias regiones celulares independientemente de la presencia de HSP70, lo que indica que
HSP70 no es la Unica proteina de unién a pCrylAc en los macréfagos (Figura 9A). No se
pudo determinar la co-localizacién de pCry1Ac y a- enolasa ya que la expresion en la
superficie de los macrofagos es muy pobre (Figura 9B). En las células permeabilizadas se
observé co-localizacion de pCryAc con F-actina en compartimentos intracelulares (Figura
7C) y también hubo co-localizacion de pCrylAc con HSP70 en las regiones intracelulares y

esta fue mayor que en la superficie celular (datos no mostrados).

Para confirmar que p-CrylAc estaba co-precipitando con la HSP70 de superficie, realizamos
un ensayo de inmunoprecipitacion con proteinas de membrana biotiniladas. Se observa que
pCryAc co-precipita con la HSP70 de superficie (en verde) y se corrobora la identidad con
anticuerpos a-HSP70 (en rojo), la sobre posicion de ambos fluorocromos se observa en
amarillo (Figura 9C). Es importante mencionar que aproximadamente un 20% de la HSP70

total se encuentra en superficie (datos no mostrados).
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Figura 8. pCrylAc se une y co-inmunoprecipita con proteinas de macréfagos, incluyendo
HSP70, vimentina, a-enolasa y actina. A) Se utilizaron macréfagos RAW264.7 para realizar los
ensayos de inmunoprecipitacién utilizando pCrylAc seguida de anticuerpos anti-pCrylAc mas perlas
de proteina A-agarosa (IP-A) o bien utilizando pCrylAc conjugada a Sefarosa  (IP-S). Las proteinas
inmunoprecipitadas se separaron por medio de SDS-PAGE para su identificacion MALDI-TOF-TOF
(resultados de la Tabla 1). Se detectaron pocas proteinas inespecificas en el control de IP-A
realizado sin pCrylAc. B) Los ensayos blot ligando con pCrylAc-biotina se realizaron en proteinas
inmunoprecipitadas por pCrylAc, se muestran imagenes representativas de 5 experimentos
independientes. Las letras azules representan las proteinas reconocidas por pCrylAc en ambos tipos
de inmunoprecipitaciéon. C) Las inmunoprecipitaciones realizadas con pCrylAc en células RAW?264.7
se sometieron a analisis de Western blot para confirmar la identidad de algunas de las proteinas
identificadas por MALDI-TOF-TOF, usando anticuerpos especificos anti HSP70, vimentina, actina y a-
enolasa. D) Los macréfagos derivados de bazo y peritoneo fueron utilizados para realizar ensayos de
inmunoprecipitacion con pCrylAc (IP-S); las proteinas inmunoprecipitadas fueron sometidas a
Western blot para detectar HSP70 y vimentina, las reacciones antigeno-anticuerpo se visualizaron

mediante el escaner infrarrojo como se describe en los métodos.

33



La interaccion entre pCrylAc y HSP70 fue confirmada por ensayos de inmunoprecipitacion
realizados con anticuerpos anti-HSP70 transfiriendo las bandas inmunoprecipitadas a
nitrocelulosa y revelando las membranas con anticuerpos anti-pCrylAc. Se evidencio una
banda en el peso correspondiente a la pCrylAc (130 kDa). En estos ensayos las células se
incubaron a 4°C para disminuir la posible interaccién intracelular de pCrylAc con HSP70.
pCrylAc no se detectd en los ensayos de inmunoprecipitaciéon control, hechos sin
anticuerpos anti- HSP70 (Figura 9D).

4.8 El pre-tratamiento con anticuerpos anti-HSP70 disminuye la fosforilacion de ERK1 y la

produccion de MCP-1 inducidas por pCrylAc.

Para establecer el papel funcional de la csHSP70 en la activacion de ERK1/2 y p38 inducida
por pCrylAc, las células RAW264.7 fueron pre-tratadas con anticuerpos anti HSP70 por 30
min antes del estimulo con pCrylAc. Se observé que a los 30 y 60 min pCrylAc aumenté p-
ERK1/ 2, mientras que la activacion de ERK1 fue inhibida por la adicion de anticuerpos anti
HSP70. p-ERK2 no se vi6 afectada por el pretratamiento con anti HSP70. El tratamiento con
los anticuerpos sin pCrylAc no aument6 p-ERK1/2 en los macréfagos ni a los 30 min ni a
los 60 min (Figura 10A). La fosforilacion basal de ERK 1/2 en las células control fue baja. El
andlisis estadistico de los tratamientos se muestra en las graficas de barras. Los valores de
la grafica muestran la relacion de la IMF de p-ERK1/ERK1 6 p-ERK2 / ERK2 de las células
tratadas que fueron normalizadas con respecto al valor de pERK1 o 2/ERK1 o 2 del control
(=1) Se grafican 3 experimentos independientes (Figura 10B).

Los anticuerpos anti HSP70 aumentaron la fosforilacion de p38 (p-p38) en las células
estimuladas con pCrylAc. Mientras que los anticuerpos por si solos también aumentaron el
nivel de p-p38 (Figura 10C). Las gréficas de barras se muestran en la Figura 10D, se
grafican los valores de la relacion de la IMF de p-p-38 / p-38 normalizados con respecto al

control como se describié anteriormente.

Nuestro grupo de investigacion ha descrito que pCrylAc induce la producciéon de MCP-1,
TNF-a e IL-6 en macrofagos, y que la produccién de MCP-1 es parcialmente inhibida por el
inhibidor de ERK1/2 (Moreno-Fierros et al. 2013). Por tanto, para determinar el papel de
HSP70 en la produccién de citocinas inducida por pCrylAc, se pre-incubaron las células
RAW264.7 con anticuerpos anti HSP70 como se describe en los Métodos. El anticuerpo
anti-HSP70 disminuy6 la produccion de MCP-1 inducida por pCrylAc (Figura 10E, primer
panel), pero no inhibié significativamente la produccion de IL-6 (Figura 10E segundo panel)
ni TNF-a (Figura 10E tercer panel). Los anticuerpos HSP70 por si solos no afectaron la
produccion de citocinas ya que las células tratadas presentaron bajos niveles basales como

en las células control.
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Figura 9. pCrylAc interacciona de manera especifica con HSP70 de superficie. A) Microscopia
confocal de fluorescencia de células RAW264.7 donde se muestra la co-localizacion de pCrylAc
(verde) con HSP70 (rojo) en la superficie celular. B) Las imagenes de microscopia confocal no
muestran co-localizaciéon de pCry1Ac con a-enolasa en la superficie celular. Las imagenes DIC se
muestran en los U(ltimos paneles. Las imagenes son representativas de tres experimentos
independientes y muestran la méaxima proyeccion de las secciones Z. C) Inmunoprecipitacion
realizada con pCrylAc-sefarosa (IP-S) en proteinas de membrana biotiniladas (B-CSP) y utilizando
estreptavidina-Dye800 (verde) vy anticuerpos a-HSP70 (rojo) para la deteccion. D)
Inmunoprecipitacion cruzada realizada con anticuerpos anti-HSP70 para corroborar la interaccion de
HSP70 con pCrylAc. El analisis de Western blot revela la presencia de pCrylAc (130 kDa aprox.) en
las proteinas inmunoprecipitadas por HSP70 (verde). Se realizé un control de IP sin anticuerpos anti
HSP70 (C) y no se detectaron bandas inespecificas. Se detecté la banda de pCrylAc en el control

positivo (cargado con 0,6 pg de pCrylAc sola).
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Figura 10. Los anticuerpos anti-HSP70 inhiben la fosforilacién de ERK1 inducida por pCrylAc,
y disminuyen la produccién de MCP-1. Las células se trataron con anticuerpos anti-HSP70 por 30
min, después se afadié pCrylAc. A) Los ensayos de Western blot con anticuerpos anti p-ERK1/2 se
llevaron a cabo en células control (C) tratadas con vehiculo (-/-), en células estimuladas con pCrylAc
a los 30 y 60 min sin anticuerpos (+/-) y en células pre-tratadas con anticuerpos anti HSP70 y
estimuladas con pCrylAc (+/+). Las células tratadas solamente con anticuerpos HSP70 (-/+) se
muestran en las iméagenes representativas. B) El nivel de p-ERK normalizado (C=1) de 3
experimentos independientes se muestra en las graficas (relacion de p-ERK1/ERK1). C) Western blot
para la deteccion de p-p38 en las células no tratadas (-/-), en células estimuladas sélo con la pCrylAc
(+/-), y en las células tratadas previamente con anticuerpos HSP70 mas pCrylAc (+/+). Las células
tratadas solamente con anticuerpos HSP70 se afiadieron como un control (-/+). D) Los graficos de la
relacién normalizada (C=1) de p-p38/p38 de 2 ensayos independientes se muestran en la figura. El
control se muestra en barras rojas, el estimulo con pCrylAc se muestra en barras verdes, anti-HSP70
+ pCrylAc se muestra en verde con cuadros y las células tratadas solamente con anticuerpos anti-
HSP70 se muestran en barras grises cuadriculadas. * Estadisticamente significativo con respecto a
las células estimuladas con pCrlAc a p <0.05. E) Las células RAW?264.7 se trataron previamente con
anticuerpos anti-HSP70 por 30 min. Después, se afiadié pCrylAc durante 1h, se lavaron las células, y
se agregd medio nuevo, a las 24 horas post tratamiento se determiné la concentracion de MCP-1, IL6
y TNF-a. * Estadisticamente significativo con respecto al control, ® estadisticamente significativo con
respecto al estimulo con pCrylAc (p> 0,05). Los datos son representativos de 2 experimentos
independientes.
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4.9 Participacion in vivo de la HSP70 en el reclutamiento de SPM.

En condiciones fisiolégicas la poblacion de macrofagos en cavidad peritoneal (PerC) esta
constituida principalmente por macrofagos de peritoneo grandes (LPM); se ha observado
que en respuesta a los estimulos inflamatorios tipicos como el LPS o el tioglicolato la
composicion celular de los macrofagos de PerC se altera dramaticamente. Los LPM
disminuyen notablemente y se reclutan desde circulacion los llamados macréfagos de
peritoneo pequefios (SPM) que se convierten en la poblacion predominante. Nosotros
encontramos que la csHSP70 se expresa principalmente en la subpoblacion LMP y que la
subpoblacion SPM expresa un nivel de csHSP70 muy bajo (Figura 11).

Por lo tanto, para estudiar in vivo la participacion de HSP70 en los efectos inducidos por
pCrylAc en macréfagos; se evaludé la dinamica de las poblaciones de macréfagos
peritoneales, a saber SPM y LPM, en respuesta al estimulo con pCrylAc después de 24
horas. El primer dot plot de la Figura 12A muestra las subpoblaciones en el control (sin
estimular, primer dot plot), después de la estimulacion con pCrylAc se observé que la
poblacion de macréfagos CD11b+F4/80+hiMHCII-csHSP70+hi (LPM) se redujo
significativamente en la cavidad peritoneal (PerC), mientras que la poblacion de macréfagos
CD11b+F4/80+lowMHCII+csHSP70+low (SPM) se incrementd de manera significativa
(segundo dot plot, Figura 12A). Cuando pre-tratamos a los ratones con 2-
Phenylethynesulfonamide (PES) un inhibidor funcional de la HSP70 los cambios inducidos
por la pCrlAc son parcialmente inhibidos (tercer dot plot, Figura 12A) por lo que el
reclutamiento de SPM después de la estimulacion con pCrylAc se disminuye. Los cambios
en las subpoblaciones después de los tratamientos mencionados se muestran en las
gréaficas en la figura 12B. El pre-tratamiento con PES también disminuyé el reclutamiento de
SPM MHCII+ inducido por la pCrylAc, como se muestra en la Figura 12C.

Estos cambios en la dinAmica de subpoblaciones de macréfagos de PerC y los efectos
inhibitorios del pretratamiento con PES se mantuvieron 72 horas después del estimulo con
pCrylAc (Figura 13), estos resultados fueron similares a los obtenidos tras la estimulacion
con LPS vy tioglicolato (Ghosn et al. 2010), pero en nuestro trabajo se describe la HSP70 de
superficie celular como un marcador adicional para los LPM. Es importante destacar que los
resultados in vivo obtenidos tras la estimulacién con pCrylAc en presencia de PES sugieren
la participacion de HSP70 en los efectos inducidos por pCrylAc en el reclutamiento de SPM
y en la rapida disminucién de LPM ya que el PES inhibe parcialmente estos efectos.
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Figura 11. La poblacion de LPM de PerC tiene alta expresion de csHSP70. Se
recuperaron las células de PerC de ratones BALB/c sin tratamiento con el fin de caracterizar
la expresion de la csHSP70 en las subpoblaciones de macréfagos de PerC. A) Dot plot de la
poblacion total de células recuperadas del peritoneo, marcadas con CD11b y F4/80. Las
subpoblaciones de macrofagos fueron definidas segin el nivel de expresién de estos
marcadores de superficie, la poblacion LPM estd marcada en naranja y la poblacion de SPM
en azul. B) Histogramas representativos de la expresion de csHSP70 en los LPM (linea
naranja) y en los SPM (linea azul); el FMO de las células es representado con la linea gris.
C) Los gréficos de barras muestran el porcentaje de células con expresion de csHSP70 las
barras azules representan a los LPM y las barras naranjas a los SPM, las barras grises
representan el FMO. Diferencia estadisticamente significativa p <0,05 * LPM o SPM contra
el FMO. * LPM vs SPM. Las imagenes son representativas de tres ensayos independientes
(n=3).
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Figura 12. pCrylAc aumenta los SPM MHCII + in vivo y este efecto es parcialmente
inhibido por PES, un inhibidor funcional de HSP70 24h después de la administracion
de pCrylAc. A) Dot plots representativos que muestran las subpoblaciones de LMP y SPM
en ratones control (C), en ratones administrados con pCrylAc y en ratones administrados
con PES y pCrylAc. Se analizaron los Macrofagos LPM y SPM de acuerdo a la expresion
diferencial de CD11b, F4/80 y MHCII. El gate 1 (R1) muestra el total de los macréfagos LPM
y SPM. B) Gréficas donde se muestran los cambios en las poblaciones después del estimulo
con pCrylAc; R1 es el total de los macréfagos PerC (100%). C) Las graficas muestran el
marcado aumento de las células SPM MHCII + después de la inmunizacion con pCrylAc, y
este aumento es parcialmente bloqueado en presencia de PES. Diferencia estadistica
significativa p <0,05; * pCrylAc versus control y & pCrylAc versus pCrylAc + PES. Las
imagenes son representativas de tres ensayos independientes usando 3 ratones por
tratamiento.
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Figura 13. Efecto de la estimulacién in vivo con pCrylAc con o sin PES después de
72h. Los macréfagos fueron recuperados 72 horas después de la administracién con
pCrylAc. A) Los ratones fueron administrados via i.p. con pCrylAc con o sin PES, los
ratones control fueron administrados solo con vehiculo (C). Las células de PerC se
obtuvieron 72 h después del estimulo con pCrylAc, las subpoblaciones de macrofagos LPM
y SPM se determinaron en base a la expresion diferencial de F4/80 y CD11b. Los dor plots
representativos muestran las células de PerC totales; La region 1 (R1) muestra el total de
macréfagos (SPM y LPM). B) Después de 72 h de la administracion in vivo de la pCrylAc
se observa el aumento de los SPM y una reduccién de LPM; y este efecto es parcialmente
inhibido por el PES. Los graficos muestran estos cambios en LPM (izquierda) y SPM
(Derecha) dentro de la region R1 que es el total de macréfagos de PerC (100%). La
diferencia estadisticamente significativa a p <0,05; * pCrylAc versus control y  pCrylAc
versus pCrylAc + PES. Los datos en graficos se obtuvieron a partir de dos experimentos
independientes utilizando 3 ratones por grupo.
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Tabla 1. Coberturay numero de péptidos usados para la identificaciéon de las
proteinas inmunoprecipitadas por pCrylAc.

Cadig Peso IP Cobertur #de Péptidos Nombre
0 molecular a (%) acceso >95 %
(KDa)

B 120 456 IP-A 4.6 Q8BHW9 0 Proteina tipo Schlafen 1

16.6 IP-S 12.7 Q3U3U9 0 Proteina no caracterizada
(Fragmento)

359 IP-A 2.3 Q3U466 0 Proteina CIn6

E 76 724 IP-A 18.6 Q9DC41 6 Proteina no caracterizada
(perteneciente a la familia de
HSP70

117 IP-A 6 Q8CGY8 0 UDP-N-acetilglucosamina-
péptido N -
acetilglucosaminiltransferasa
subunidad de 110 kDa

F 70 70.8 IP-A 37.8 Q3TZ2J3 7 Proteina no caracterizada
(perteneciente a la familia de
HSP70)

161 IP-A 3.4 A2AMOS5 0 Centleina

74.1 IP-A 5.3 Q6RKD9 1 Proteina transmembranal 1 rica
en leucine y fibronectina.

| 47 471  IP-A 50 Q5FW97 9 Alfa Enolasa

J 44 418 IP-A 43.5 Q4KL81 8 Actina
IP-S
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3906 IP-A 5.7 A2ASS6 1 Proteina Ankrd36

42 IP-S 6.6 Q9CXK3 1 Proteina no caracterizada
(Pertenece a la familia de la
actina)
L 36 36 IP-S 27.6 B7ZP22 6 Ribonucleoproteina nuclear
A2/B1
39.7 IP-S 30.1 Q5FB19 2 Ribonucleoproteina nuclear A3
14 IP-S 45.7 Q8CGP4 1 Histona H2A
M 35 213 IP-S 17.5 Q5SZA3 2 Histona H1.2
152 IP-S 17 F8WI35 1 Histona H3
P 130 153 IP-S 29.4 P02301 0 Histona H3.3C

La Tabla 1 muestra la cobertura, el peso molecular experimental (E) y teérico (T) de las
proteinas co-inmunoprecipitadas con pCrylAc e identificadas mediante analisis MALDI-TOF-
TOF. Las proteinas se identificaron con al menos 1 péptido> 95% de identidad usando
como templados proteinas de raton (Mus musculus). El cddigo se refiere a las bandas
mostradas en la Figura 9A y 9B. Los métodos de inmunoprecipitacion (IP) fueron realizados
con: pCrylAc, anticuerpo-agarosa-proteina A (IP-A) o precipitacion con pCrylAc-
Sepharose-4B (IP-S).
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5. DISCUSION

El principal hallazgo del presente estudio es la evidencia que indica la existencia de
proteinas de uniébn a pCrylAc en mamiferos, particularmente los datos sugieren la
participacion de HSP70 como receptor de pCrylAc en macréfagos y su papel en la
activacion de ERK1 y la produccion de MCP-1. Esta propuesta se basa en las siguientes
pruebas: i) se demostro la capacidad de pCrylAc para inducir la fosforilacion de MAPKs en
macréfagos; i) se demostré que a 4 C la pCrylAc se une a la superficie de macréfagos de
manera especifica y saturable, mientras que a 37°C la pCrylAc se endocita via clatrina, una
via que suele estar implicada en la endocitosis mediada por receptor. Esta via de
endocitosis se demostré ya que pCrylAc co-localiza con los marcadores de endosomas
Rab5 y Rab7 y su internalizacion fue inhibida por el inhibidor de clatrina, la
monodansilcadaverina; iii) se detectaron diversas proteinas de uniébn a pCrylAc en
macréfagos mediante ensayos de blot ligando y co-inmunoprecipitacion; iv) se identificaron
mediante MALDI-TOF-TOF las bandas co-inmunoprecipitadas: HSP70, a-enolasa y actina, y
vimentina y su presencia se confirm6 mediante ensayos de Western blot; v) se detecto la co
- localizacién superficial de la csHSP70 con pCrylAc; vi) la interacciébn de pCrylAc con
HSP70 se confirmé mediante ensayos de inmunoprecipitacién cruzada con anticuerpos anti-
HSP70; vii) los anticuerpos anti-HSP70 inhibieron parcialmente la fosforilacion de ERK1
inducida por pCrylAc y la produccién de MCP-1; viii) la union mayor de pCrylAc es en
células con alto nivel de expresion de csHSP70, como los LPM (la poblacién de macréfagos
predominante encontrada en PerC de ratones BALB/c no tratados) x) finalmente, la
participacién in vivo de HSP70 en el reclutamiento de los SPM inducido por pCrylAc fue
sugerido por la inhibicién parcial con el PES, un inhibidor funcional de HSP70.

En este trabajo demostramos que la estimulacion con pCrylAc activa MAPK en macréfagos,
ya que el estimulo indujo la fosforilacién de p38, ERK1/2 y JNK. La participacion de las vias
p38 y ERK1/2 en la activacién inducida por pCrylAc fue sugerida por el uso de inhibidores
de p-38 y MEK que disminuyeron la sobreproduccion de citocinas proinflamatorias y
moléculas coestimuladoras (Moreno-Fierros et al. 2013). Ademas, en un estudio reciente, se
demostré que la toxina CrylAc (el nicleo téxico) también es capaz de activar MAPK en
macrofagos (Torres-Martinez et al. 2016) de la misma manera que la protoxina, pero con
sutiles diferencias en la cinética y la magnitud de la respuesta. Por ejemplo, la protoxina
provoca la activacion temprana de ERK1/2, mientras que la toxina activa p38. Estos
hallazgos confirman que pCrylAc ejerce efectos biolégicos en células de mamiferos aunque
esta proteina se consideraba inocua para vertebrados y no se ha demostrado evidencia de
toxicidad en mamiferos (Betz et al. 2000; Siegel 2001). En estudios anteriores, hemos
demostrado la inmunogenicidad; y el efecto adyuvante de esta proteina, mientras que los
presentes resultados demuestran la capacidad de pCrylAc para activar MAPK en
macréfagos y plantea la posibilidad de que estos efectos también podrian ser ejercidos por
la toxina y la protoxina CrylAc en otros tipos de células de mamifero, sin embrago aun se
necesitan estudios adicionales para evaluar esta posibilidad.

La activacion de MAPK inducida por pCrylAc nos llevo a la hipétesis de que pCrylAc activa
vias de sefializacion a través de receptores en la superficie de macréfagos. En primer lugar,
la union de pCrylAc a los macréfagos se demostr6 mediante citometria de flujo y se
confirmé por microscopia confocal. A continuacién, como un enfoque para identificar los
posibles receptores de pCrylAc en macréfagos, identificamos las proteinas de union a
pCrylAc por MALDI-TOF-TOF en las proteinas co-inmunoprecipitadas por pCrylAc. En un
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estudio previo usando ensayos de blot ligando, se detectaron seis polipéptidos de unién a
pCrylAc (con pesos moleculares relativos de 102, 87, 62, 55, 51 y 39 kDa)(Vazquez-Padron
et al. 2000) en vesiculas aisladas del intestino delgado de ratdn, pero estas proteinas no
fueron identificadas.

Entre las proteinas de union a pCrylAc se identificaron varias proteinas con diversas
funciones descritas. Curiosamente, varias de estas proteinas fueron HSP, tres de ellas
pertenecientes a la familia de proteinas HSP70 y una a la familia de la HSP90. Ademas,
también se identificaron a-enolasa, actina y vimentina. Es importante mencionar que HSP70
y vimentina también se encontraron en las proteinas co-inmunoprecipitadas por pCrylAc-en
los macréfagos derivados del bazo por lo que pCrylAc también podria unirse a células de
cultivos primarios.

En este estudio, se seleccion6 a la HSP70 como el primer candidato para realizar un analisis
adicional de su posible papel como un receptor de pCrylAc, sobre todo porque se demostrd
la co-localizacién con pCrylAc en la superficie de los macrofagos y también porque fue
identificada por ambos tipos de co-inmunoprecipitaciones, fue una de las proteinas
precipitadas en mayor cantidad y tuvo una cobertura alta en el analisis de MALDI TOF-TOF.
Por otra parte, de acuerdo con los resultados actuales y algunos trabajos descritos
(discutidos mas adelante) que sugieren la presencia de HSP70 en las membranas de la
superficie celular y su participacion en la activacion de MAPK (Asea et al. 2002; Henderson
et al. 2010). Cabe destacar que sus efectos coinciden con la activaciéon de MAPK inducida
por pCrylAc que se demostrd en el presente estudio.

Aunque HSP70 es ampliamente conocida como una chaperona intracelular principalmente
implicada en el plegamiento de proteinas (Terada and Mori 2004), también se ha encontrado
localizada en la superficie celular, principalmente en células cancerosas (Nimmervoll et al.
2015) y puede ser sobre expresada en condiciones tales como estrés, temperatura elevada
e hipoxia (Campisi and Fleshner 2003; Campisi et al. 2003; Jolesch et al. 2012). Ademas,
HSP70 puede interaccionar con membranas lipidicas, mostrando un alto grado de
especificidad por fosfatidilserina (Arispe et al. 2004). La unién de HSP70 depende del
entorno lipidico (Armijo et al. 2014), pero también del tipo celular. En células normales, en
contraste con lo que sucede en las células cancerosas, HSP70 se asocia con receptores de
superficie celular; De hecho, HSP70 parece estar integrada en la membrana plasmatica
(Multhoff and Hightower 2011).

La interaccion de pCrylAc con HSP70 se confirmé mediante ensayos de co-
inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-HSP70. Ademas, la participacion funcional de la
csHSP70 en algunos de los efectos de activacion de macrofagos inducidos por pCrylAc fue
sugerida por la inhibicion parcial de la fosforilacion de ERK1 por el pretratamiento con
anticuerpos anti-HSP70. ERK1 es una cinasa serina/treonina que participa en la cascada
de sefalizacion Ras-Raf-MEK-ERK, esta cascada de sefializacion se activa principalmente
por receptores de membrana tales como el receptor Tyr cinasas (RTKs), Receptores
Acoplados a Proteinas G (GPCR), Canales idnicos, el Receptor para factor de crecimiento
(EGF), el receptor factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR), algunos TLRs y otros
mitdgenos (Wortzel and Seger 2011). Esta cascada participa en la regulacién de una gran
variedad de procesos incluyendo la adhesion celular, la progresion del ciclo celular, la
migracion celular, la supervivencia celular, la diferenciacién, el metabolismo, proliferacion y
transcripcion. Se ha demostrado que HSP70 esta anclada a la membrana por medio de
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residuos de fosfatidilserina pero no tiene residuos transmembrana que inicien la cascada de
sefalizacién de ERK1/2, por lo cual nosotros proponemos que la csHSP70 esta formando
complejos con alguno de los receptores de membrana capaces de iniciar la cascada de
sefalizacién y la pCrylAc se une a la csHSP70 entrecruzando varios de estos complejos
induciendo la activacion de ERK1/2.

Por otro lado se sugirié la participacion de HSP70 en la produccion de MCP-1 provocada
por pCrylAc ya que al bloquear con anticuerpos anti-HSP70 esta produccion de MCP-1 fue
disminuida. Se deben realizar estudios mas a fondo para determinar de qué manera puede
estar la pCrylAc induciendo la produccién de MCP-1 en los macréfagos, tal vez sea debido
a que pCrylAc activa ERK1/2 y esta a su vez lleva a la produccion de MCP-1 ya que al
utilizar inhibidores para MEK1/2 se disminuye la produccion de MCP-1 inducida por pCrylAc
(Moreno-Fierros et al. 2013). Es compleja la asociacién entre MCP-1 y pCrylAc ya que
MCP-1 puede ser inducida en los macréfagos por una gran cantidad de estimulos
incluyendo: la misma MCP-, IL-1, IL-4, TNF-a, PDGF (factor de crecimiento derivado de
plaquetas), GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos), ECGF
(factor de crecimiento de células endoteliales), IFNy (interferon ), PHA
(fitohemaglutinina), LPS (lipopolisacéarido), Lipoproteinas de baja densidad minimamente
modificadas, Complejos de IgG, Virusy otros (Rot and von Andrian 2004).

Utilizando la estimulacién exdégena con HSP70, se ha sugerido que la via de sefalizacion de
p38 de las MAPK es critica para la activacion de macréfagos inducida por HSP70 (Wang et
al. 2005). Por el contrario en este trabajo se observo que el tratamiento con anticuerpos anti
HSP70 era capaz de activar p38 sugiriendo que la csHSP70 participa directamente en la
activacion. Por lo tanto con en base en estas pruebas, proponemos que la csHSP70 es uno
de los receptores de pCrylAc en los macréfagos y que es una de las proteinas
responsables de la actividad inmunopotenciadora de la pCrylAc.

Aunque en la mayoria de las células normales, los niveles de csHSP70 son indetectables en
condiciones fisiolégicas; nuestros datos sostienen que en los macréfagos LPM existe
expresion constitutiva de csHSP70. Este nivel de expresion podria estar relacionado con su
estado de diferenciacién o activacion, ya que se detectd la expresion diferencial de csHP70
en los LPM y SPM, siendo los primeros los que expresaban de manera alta la csHSP70.
Estas dos subpoblaciones de macréfagos son consideradas distintas fenotipicamente y
funcionalmente (Cassado Ados et al. 2015; Ghosn et al. 2010). Se encontré que los LPM, la
mayor subpoblacion de macr6fagos de PerC tienen un fenotipo CD11b+F4/80+hiMHCII-
ademas de la alta expresion constitutiva de csHSP70, mientras que los SPM, la
subpoblacion menor de macréfagos tiene un fenotipo CD11b+F4/80+bajo y mostré bajos
niveles de csHSP70, por lo tanto, proponemos a la csHSP70 como un marcador adicional
para los LPM.

Debido a que se sabe que las subpoblaciones de macréfagos de PerC (LPM y SPM)
cambian dramaticamente en respuesta a estimulos inflamatorios, se examiné la capacidad
del estimulo con pCrylAc para alterar estas subpoblaciones. Después del estimulo con
pCrylAc los LPM, CD11b + F4/80+hiMHCII- disminuyeron rapidamente (24h después de los
estimulos) de la PerC y los SPM, CD11b+F4/80+bajo MHCII +, se incrementd. Después de
72h de estimulo con pCrylAc, la poblacién LPM se recuperé parcialmente (Figura 9). Estos
resultados coinciden con algunos de los efectos reportados después del estimulo con LPS y
tioglicolato, ya que con estos compuestos toxicos la disminucion dramética de LPM se
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mantiene mas tiempo (96h) (Ghosn et al. 2010). Estas diferencias en los efectos pueden
deberse a un menor potencial inflamatorio de pCrylAc con respecto al LPS o al tioglicolato.

Nuestros datos sugieren que la HSP70 participa parcialmente en el reclutamiento de SPM y
la disminucion de LPM inducida por el estimulo in vivo con pCrylAc ya que estos cambios
en macrofagos de PerC fueron parcialmente inhibidos por el PES (Leu et al. 2009) un
inhibidor funcional de HSP70. Es posible que la HSP70 participe en la endocitosis de
pCrylAc a través de clatrina porque se ha reportado que algunos miembros de la familia
HSP70, en particular la proteina cognada de choque térmico 70 (Hsc70), participan en la
endocitosis mediada por clatrina (Newmyer and Schmid 2001). Hasta la fecha no se habia
reportado que la csHSP70 pudiera actuar como receptor, sin embargo, debido a que la
HSP70 funciona como una chaperona, puede interaccionar con un numero amplio de
proteinas. De hecho, el mecanismo de accién de HSP70 tanto en respuestas inmunes
innatas como adaptativas no se ha determinado a detalle, en parte debido a su interaccion
promiscua con células presentadoras de antigeno (APC) a través de una amplia gama de
receptores de superficie tales como LRP/CD91, CD40, Receptores de tipo lectina tales como
LOX-1 y DC-Sign o con TLR2 y TLR4 (Henderson et al. 2010). Las HSPs y las proteinas
similares a HSP, funcionan como agonistas de TLR4, por lo que se han propuesto como
adyuvantes Thl.

Algunos de los efectos inducidos por HSP70 o HSP70L1 son similares a los provocados por
pCrylAc en los macrofagos, ya que activan vias de MAPK y NF-k B vias, incrementan la
expresion de CD40, CD80 y CD86 y promueven la produccion de citocinas proinflamatorios
como TNF-a, IL-18 e IL-12p70 (Fang et al. 2011). Sin embargo, tanto HSP70 como
HSP70L1, pueden unirse directamente a TLR4 y/o TLR2 en la superficie de monocitos o
células dendriticas y luego inducir los efectos de activacién, sin embargo en este trabajo no
se identificaron TLRs que pudieran estar asociados a la HSP70 co-inmunoprecipitada por
pCrylAc.

Se requieren estudios adicionales para determinar el papel de HSP90, HSP60, actina, a-
enolasa y vimentina, en la unién de pCrylAc a los macréfagos. Particularmente, la actina se
ha descrito como una proteina de unién para la toxina CrylAc en insectos (McNall and
Adang 2003) y es una de las proteinas mas conservadas. De hecho, la identidad in silico de
la actina (UniProt, Q4KL81) en ratones e insectos (NCBI, 224305) es del 97%, lo que puede
permitir la interaccion de pCrylAc con la actina de mamifero. Por otra parte, en el presente
estudio, hay una clara co-localizacion de pCrylAc y la actina en el citoplasma (Figura 7C).
Estudios futuros deben tratar de determinar si estas proteinas estan implicadas en la union e
internalizacion de pCrylAc para definir su participacion potencial en los efectos biolégicos
causados por pCrylAc en los macréfagos, asi como en otros tipos de células, lo que puede
ayudar a dilucidar el mecanismo de accién de su efecto adyuvante. Ademas, también seria
necesario determinar si otras toxinas Cry se unen a células de mamifero a través del mismo
tipo de receptores. Estos temas planteados a partir de los resultados actuales son
importantes para seguir estudiando a detalle la interaccion de las toxinas Cry con células de
mamiferos, debido a las implicaciones del uso y consumo de estas toxinas que actualmente
son los bio-insecticidas de mayor importancia econémica y de mayor distribucion a nivel
mundial.

47



6. CONCLUSIONES
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i) La pCrylAc induce la fosforilacion de ERK1/2, INK y p38.
ii) La pCrylAc se une a los macréfagos y es endocitada via clatrina.

i) La pCrylAc co-inmunoprecipita con varias proteinas de macrofagos incluidas HSP70,
vimentina, a-enolasa y actina.

iv) La HSP70 participa en la activacion de ERK1 inducida por pCrylAc.

v) La HSP70 participa en el reclutamiento de macréfagos inducido por la pCrylAc in vivo.
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7. PERSPECTIVAS

En este trabajo se identificaron algunas proteinas de uniéon a pCrylAc (HSP70, Vimentina,
Actina, a-enolasa) y se demuestra la participacién de la HSP70 en la activacion de ERK1 y
la produccién de MCP-1 in vitro. Sin embargo, queda por determinar el papel in vivo que
desempenfa la union de pCrylAc a HSP70 en la produccién de citocinas como IL-6, TNF-a y
MCP-1.

Dentro de las perspectivas principales de este trabajo se encuentra determinar si la
Vimentina, la Actina, la a-enolasa y otras HSP (como HSP90) participan en la activacion de
macrofagos inducida por pCrylAc o si solo son parte de un complejo y por ello co-

inmunoprecipitan con pCrylAc.

Otra de las perspectivas de este trabajo es determinar si existen receptores en balsas
lipidicas con motivos citoplasmaticos que pudieran ser los responsables de la activacion de
p38, ERK2 y de la produccion de TNF-a e IL-6, también determinar si las proteinas de union
para la protoxina (pCrylAc) son las mismas que para la toxina CrylAc ya que esta Ultima

también tiene efectos inmunogénicos y también activa macréfagos.

Este trabajo permite continuar con la caracterizacion del mecanismo adyuvante de pCrylAc
y determinar la ruta final de pCrylAc después de ser endocitada para comprobar si se
degrada o no en lisosomas o0 como otros adyuvantes se dirige hacia el reticulo

endoplasmico.
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a) The Macrophage Activation Induced by Bacillus thuringiensis CrylAc Protoxin
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b) CrylAc toxin induces macrophage activation via ERK1/2, JNK and p38 mitogen-
activated protein kinases.
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toxins in mammals.
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d) CrylAc protoxin from Bacillus thuringiensis promotes macrophage activation
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