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MALT: Tejido linfoide asociado a la mucosa.

MAPK: Proteina cinasa activada por mitégeno.
MCP-1: Proteina quimiotactica de monocitos 1.
MHC 1: Complejo mayor de histocompatibilidad 1.
MHC 2: Complejo mayor de histocompatibilidad 2.
mLN: Ganglios linfaticos mesentéricos.
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TLR: receptor tipo Toll.

TNF-o: Factor de Necrosis Tumoral alfa.

VALT: Tejido linfoide asociado a la vagina.



Resumen

Los efectos inmunolégicos de las proteinas protoxina y toxina CrylAc de Bacillus
thuringiensis han sido ampliamente estudiados en nuestro laboratorio. En particular, la
protoxina misma que tiene un efecto adyuvante protector en diferentes modelos de
infeccion, pero ambas proteinas tienen la capacidad de activar macréfagos via MAPKs;
asimismo se han identificado algunas proteinas de unién en macrdéfagos. Los efectos de las
proteinas CrylAc en linfocitos han sido menos estudiados, pero existe evidencia de su unién
e induccién de activacion.

En el presente estudio se identificaron varias proteinas de unién a toxina y protoxina CrylAc
en linfocitos Ty B murinos; los resultados del analisis indican que la primera presenta un
mayor repertorio de interaccion en linfocitos B. Por otra parte, al realizar
inmunoprecipitaciones de linfocitos el analisis por Western Blot de proteinas de unién a
toxina y protoxina CrylAc identificadas previamente en macréfagos, de manera
sorprendente detectamos que las inmunoglobulinas normalmente utilizadas para marcaje
fluorescente de distintas especies como conejo o cabra se unian a la toxina CrylAc. A partir
de estos hallazgos nos enfocarnos a estudiar la union de la toxina a linfocitos B y en
particular a la union de la toxina Cry1Ac a inmunoglobulinas. Al consultar la bibliografia se
encontraron reportes en los que se demostré la participacién de la O-glicosilacion de la N-
Acetil-Galactosamina (GalNAc) en la unidn de la toxina a las células epiteliales de intestino
de insectos blanco y considerando que este tipo glicosilaciones estan presentes en
mamiferos y en particular en las inmunoglobulinas; decidi evaluar si la unién de la toxina
CrylAc a proteinas de linfocitos dependia de este tipo de glicosilacién.

Los resultados mostraron que efectivamente la unién entre la toxina CrylAc y las
inmunoglobulinas es dependiente de GalNAc. Corroboré por Western Blot que, en diversas
inmunoglobulinas ricas en este tipo de glicosilaciones, se preservo la afinidad entre distintos
isotipos (Inmunoglobulina G y M) en especies como burro, chivo, conejo, ratdon y humano.
La union especifica de la toxina CrylAc a GalNAc se demostré mediante ensayos de
inhibicién donde la unién disminuyd significativamente en presencia de la GalNAc mas no
asi en presencia de diversos glicdsidos como el isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG)
y la N-Acetil-glucosamina (GIcNAc). Los hallazgos mas relevantes de este estudio fueron las
diferencias encontradas entre protoxina y toxina en su capacidad de unién a
inmunoglobulinas. Asimismo, se observd que la toxina presenta dos tipos de union, una
dependiente de glicosilacion como fue el caso de las inmunoglobulinas y otro donde la
glicosilacion puede estar ausente. Por otro lado, los resultados de la identificacion de
proteinas de linfocitos que interaccionan con la protoxina y toxina CrylAc, también
mostraron afinidad por las histonas, un grupo de proteinas nucleares altamente alcalinas



que pueden presentar muchos y variados tipos de modificaciones postransduccionales
como las glicosilaciones anteriormente mencionadas.

Se identificaron entre las proteinas de unidn a integrantes de las 4 familias de histonas.
Ademas, entre las proteinas de unién a CrylAc, se presentaron diversas proteinas de
sefializacion intracelular como la GIMAP-4, SORC3, S100A o DOCK9, junto a proteinas de
remodelacién y estructura celular, tal como la coronina 1A, vimentina y actina. La
identificacidon de todas estas proteinas podria evidenciar los mecanismos de sefializacién y
reestructuracion celular, que ocurren después de la unién de las proteinas CrylAc a los
linfocitos T y B. Como conclusién se propone al grupo de las inmunoglobulinas como
posibles receptores, especificamente a la IgM, debido a su abundancia en la superficie de
linfocitos B. Los resultados que se reportan en esta investigacion sefialan hallazgos sobre
los que se debe continuar profundizando a fin de entender el mecanismo de los efectos
inmunoestimulantes de la toxina CrylAc sobre linfocitos B.



Introduccion

Sistema inmunitario mucosal

Los tejidos mucosales del tracto gastrointestinal, genitourinario y respiratorio, son la via
principal de entrada de patdgenos al organismo. Se considera que cerca de 70% de los
agentes infecciosos entran a través de mucosas?. Estos sitios forman en conjunto una de las
superficies de contacto mds grandes en el cuerpo humano; en el caso de tracto
gastrointestinal se ha estimado que el drea es cercana a 400m? y cuenta con el 80% de los
linfocitos de todo el cuerpo. El sistema inmunitario mucosal contiene una gran variedad de
células, y estd compuesto de epitelios, células linfoides y no linfoides, asi como de moléculas
efectoras las cuales destacan anticuerpos, quimiocinas y citocinas?.

El sistema inmunitario de mucosas desempefia un papel vital en el mantenimiento de la
homeostasis, asi como en la vigilancia constante de posibles agentes dafinos. El sistema
inmune de la mucosa se divide esencialmente en 2 compartimentos conocidos como sitios
inductivos y efectores, que trabajan juntos para mantener la barrera de la mucosa. Los sitios
inductivos consisten principalmente en tejido linfoide asociado a la mucosa (MALT) que
dependiendo de la localizacién sistémica puede referirse en forma abreviada (por sus siglas
en inglés) como GALT, BALT, VALT, los cuales son tejidos linfoides asociado intestinal,
bronquial o vaginal, respectivamente. El sistema inmune intestinal puede dividirse en sitios
inductores y efectores. Los sitios inductores incluyen los tejidos linfoides asociados al
intestino (GALT), como las placas de Peyer (PP) y los foliculos linfoides aislados y los ganglios
linfaticos mesentéricos que drenan el intestino (mLN); mientras que la [dmina propia (LP) y
el epitelio constituyen los principales sitios efectores. Los sitios efectores estan
conformados del compartimiento intraepitelial en el que predominan linfocitos CD8+, y la
ldmina propia que es el tejido conectivo debajo del epitelio en el que predominan los
linfocitos T- CD4+(respecto a los CD8+), los linfocitos B y células plasmaticas?

Se considera que las estructuras organizadas del GALT (PP y foliculos linfoides aislados) son
fundamentales para el reconocimiento inmune de antigenos particulados como bacteriasy
virus. Esto refleja la capacidad especial de las llamadas células “microfold” (células M)
presentes en el epitelio de las PP o de foliculos linfoides aislados para transportar
activamente material desde la luz intestinal hacia las dreas linfoides de la GALT. En resumen,
se puede considerar, en los sitios inductores, se produce el muestreo de los antigenos y se
estimula a los linfocitos Ty B virgenes afines, mientras que, en los sitios efectores, es donde
los anticuerpos especificos y las células inmunes realizan sus acciones protectoras?.

! Lamichhane et al, 2014
2 Woodrow et al, 2012
3 Shakya et al, 2016
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Los tejidos linfoides de la mucosa son diferentes de los ganglios linfaticos periféricos en sus
conexiones anatdmicas y orientacién, composicién celular y contribucién a las respuestas
inmunes, ademas, los diferentes sitios de la mucosa tienen patrones de organizacion
distintivos con respecto a las células inmunes, las superficies de la mucosa generalmente se
clasifican como mucosa Tipo | o Tipo Il; las mucosas de Tipo | incluyen las superficies del
pulmény el intestino, mientras que las mucosas de Tipo Il incluyen las superficies de la boca,
el esofago y la cornea”.

4 Aoshi, 2017
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Adyuvantes Mucosales

Las vacunas parenterales a menudo no confieren proteccidn en las superficies de las
mucosas y las respuestas inmunitarias locales son esenciales para la proteccion contra
enfermedades que ocurren principalmente por la via de la mucosa. La vacunacién mucosal
presenta retos como: la gran dificultad que presenta superar la tolerancia oral, este
fendmeno es la baja respuesta que puede tener el sistema inmune a antigenos ingeridos
oralmente. Para lograr esto se requieren adyuvantes mucosales que mejora la respuesta
del sistema inmune y favorecen la induccién de memoria®.

La administracién de algunas vacunas en una superficie localizada de la mucosa provoca la
proteccion inmune en casi todas las superficies de manera general en la mucosa, asi como
potencialmente la induccidon de la inmunidad sistémica. Ademas, la aplicacion de las
vacunas en la mucosa ofrecen varias ventajas; en particular, la administracién oral es un
enfoque simple y econémico para administrar una vacuna en masa, sin embargo, los
antigenos administrados por esta via podrian ser sometidos a protedlisis dentro del
estdmago, por lo que resulta natural, el interés en el desarrollo de vacunas mucosales;
apoyandonos en esta técnica, el estudio de adyuvantes en el sistema mucosal puede
conferir una ventaja frente a vacunas sistémicas, al inducir respuestas como slgA,
dificultando la entrada a patégeno, o aumentando la inmunovigilancia en estos tejidos,
ademas de las respuestas que una vacuna sistémica puede conferir’.

Los adyuvantes, por su parte, pueden disminuir la cantidad de antigeno requerido,
aumentando la inmunogenicidad de éste, ademas, que los adyuvantes pueden ser usados
en distintas formulaciones como es el caso de las sales de aluminio, por lo que el éxito de
una vacuna depende en gran parte del compuesto que se coadministre como adyuvante.
Un adyuvante ideal debe presentar las siguientes propiedades: 1) No debe ser toxico dentro
del rango de la dosis administrada.2) Debe estimular una fuerte respuesta inmune humoral
y/o celular. 3) Debe proveer buena memoria inmunolédgica. 4) No debe inducir
hipersensibilidad o autoinmunidad. 5) No debe ser mutagénico, carcinogénico o
teratogénico. 6) No debe ser pirogénico. 7)Debe ser estable dentro de amplios rangos de
temperatura, pH y tiempo de almacenamiento®. Todas estas caracteristicas impulsan la
investigacion de nuevas moléculas adyuvantes que debe considerar diversos parametros:
La promocién de una respuesta suficiente para desarrollar o activar al sistema inmune
innato e inducir un efecto en el sistema adaptativo de manera duradera, evitando efectos
adversos como la toxicidad, el desarrollo de alergias y enfermedades autoinmunes.

5Vela et al, 2017

6 Zeng,2016

7 lyono & Zegami, 2015
8 Rhee,2012
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Diversos esfuerzos se han hecho en el desarrollo de adyuvantes mucosales para
permanecer en este estrecho margen, entre este repertorio se encuentran las toxinas
bacterianas como la toxina de célera (CT) y la toxina termoldbil (LT) de manera
recombinante, se disminuye su toxicidad junto a su efecto inmunogénico ademas que
pueden causar diarrea en humanos®. Los adyuvantes tienen un efecto amplio en distintos
tipos celulares, lo que causa liberacidn y aumento de citocinas y anticuerpos, asi como
induccidn de respuestas en Linfocitos Th1 o Th2, Citoliticos (CTL) y B.

Por mucho tiempo el efecto de los adyuvantes fue elusivo, recientemente se han
encontrado las vias de activacion que tienen por medio de los receptores a los cuales se
unen distintos tipos de adyuvantes, podemos distinguir algunos de ellos como agonistas del
sistema inmune innato!! y funcionan como patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMP). Son reconocidos directamente por distintos receptores, como los receptores Toll-
like (TLR), los receptores tipo RIG-I (RLR), los receptores tipo Nod (NLR), los receptores tipo
C de lectina, entre otros e inducen respuestas proinflamatorias de citocinas, denominadas
colectivamente "respuestas inmunes innatas"*2.

Los adyuvantes también pueden aumentar la produccién de citocinas y quimiocinas como
CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8, ademas de IL-1,IL-6, IL12, IL-18 y TNF-a aumentando el
reclutamiento celular por el efecto proinflamatorio, estos efectos pueden favorecer la
presentacion de antigeno, o la proliferacion celular de linfocitos. Los efectos celulares se
deben a vias de sefializacidén activadas como MyD88, IRAK y TRAF-6, siendo dependientes
de estimulacion por TLR, asi como otras vias de sefializacion independientes, como MAPK,
en especifico las vias de ERK y p383,

% Lycke,2012

10 Cox & Coulter, 1997

11 Lamichhane et al., 2014
12 Srivastava et al, 2015

13 Awate et al, 2013
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Proteina CrylAc

La bacteria Gram- positiva Bacillus thuringiensis produce en su fase de esporulacion,
proteinas inactivas que tienen su efecto en diversos tipos de insectos, estas proteinas
paraesporales se cristalizan, formando cuerpos de inclusidon que al ingerirse por sujetos
susceptibles son toxicos; entre las proteinas que producen B. thuringiensis destacan las
familias de proteinas Cyt y Cry, siendo estas ultimas ampliamente usadas como
bioinsecticidas en la agricultura. Hay cerca de 74 tipos de proteinas Cry descritas, las cuales
en su forma toxina, tiene 3 dominios (3d-Cry), estas son moléculas globulares que se
denominan toxinas formadoras de poro (PFT) y tiene como mecanismo de accion general la
formacién de canales debido a la unién de sitios con alta afinidad, que causan la muerte del
insecto de 1 a 2 dias después'4.

La proteina CrylAc pertenece a la familia de las proteinas Cry, de la clase de las &-
endotoxinas, en su forma protoxina, tiene 7 dominios con una secuencia de 1178
aminodcidos y peso de 130 kDa, al ser ingerida, se activa en el intestino por medio de
proteasas y se solubiliza debido al pH alcalino, como toxina es altamente resistente a
protedlisis, teniendo afinidad por receptores especificos en invertebrados. Estas toxinas son
consideradas inocuas para insectos no blancos y vertebrados, de ahi su uso como
bioinsecticidas. Al solubilizarse, las proteinas tienen afinidad por receptores en la parte
apical de las células intestinales de los insectos blancos, como la aminopeptidasa-N (APN) y
la fosfatasa alcalina (ALP) que, al unirse a estos permite la localizacién y concentracién de
la toxina Cry, formando poros y lisis celular causando la muerte del insecto. El dominio | de
esta proteina tiene 7 hélices a antiparalelas y es el responsable de la formacién del poro y
la oligomerizacion en el insecto blanco. El dominio Il se caracteriza por 3 estructuras
plegadas, este dominio interactia con los receptores putativos de las células epiteliales
confiriendo especificidad. El dominio Ill también muestra importancia en la especificidad,
union al receptor y estabilidad, su estructura se describe como 2 estructuras B- plegadas
antiparalelas en forma de sandwich®.

La toxina CrylAc tiene un mecanismo de insercidén en varios pasos, como es una pequefa
protedlisis en el extremo amino terminal, el cual facilita la formacién de un tetrdémero que
se inserta en la membranay forma el poro, por medio de la unién a APN, la cual estd anclada
en zonas ricas en colesterol y fosfolipidos, conocidos como balsas lipidicas, estos sitios
flexibles facilitan la insercién de los aligoneros de Cry1Ac, al formar los poros, permiten el
paso de agua y iones, causando lisis osmdtica de las células epiteliales!®. Parte fundamental
del efecto toxico es la unién de tipo lectina que presenta la toxina CrylAc, esta region
reconoce N-Acetil Glucosamina (GalNAc), que es necesaria para la unién a proteinas como

¥ Xuetal., 2014
15 Minghui Jin & Chongyu Liao, 2019
16 Heckel,D.G 2020
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se ha reportado en 2 receptores conocidos en insectos, los cuales son Aminopeptidasa N
(APN), y Fosfatasa Alcalina (ALP)Y’.

La unién de la toxina a los receptores por medio del GalNAc, es el primer paso para la
formacién del poro vy el efecto litico, ya que, en diversos estudios la administracidon de
GalNAc, disminuye la unién y la permeabilidad de la membrana celular en aislados
intestinales. Esto no sucede con andlogos glucosidicos como seria la Galactosa (Gal) o la N-
Acetil Glucosamina (GIcNAc) los cuales al administrarse en las mismas condiciones no
afectan a la unién y permeabilidad, esto muestra la selectividad a la unién de proteinas que
tienen este monosacdrido. El efecto de unidn se debe principalmente a 5 aminoacidos
localizados en el dominio lll, los cuales son Q509, N510, R511, Y513 y W545, que al mutarse
disminuyeron significativamente la unién y toxicidad de la Cry1Ac en insectos?®.

Por otro lado, es de interés considerar que GalNAc se expresa ubicuamente en mamiferos
ademads de insectos, especificamente, en eritrocitos; como parte importante de los
antigenos ABO al formar parte integral de la estructura del antigeno. En un estudio,
Mezzomo y colaboradores reportaron, al administrar CrylAc in vivo a ratones de manera
intraperitoneal y oral con la intencidon de simular las vias parenterales y mucosales, se
favorecid la lisis celular de eritrocitos, ademas se indujo la formacién de micronucleos en el
linaje eritroide al obtenerse muestra de medula dsea'®. Aunque la toxina CrylAc no ha
mostrado toxicidad en mamiferos, es pertinente el estudiar el efecto de las proteinas
CrylAc en estas células , mostrando relacidn sobre la activacién y proliferacidn celular antes
mencionados, de manera que los mecanismos moleculares que se presentan en insectos
pueden compartirse en modelos animales.

7 Burton et al, 1999
18 Sengupta et al, 2013
¥ Mezzomo et al, 2015
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Glicosilacion proteica

La glicosilacion es una modificacidon post-transduccional que se puede presentar en
proteinas o también en lipidos y tiene diversas funciones, como la estabilidad estructural
una vez doblada correctamente la proteina o como marcador para proteinas chaperonas
gue pliegan estas una vez sintetizadas de manera que funciona como un control de calidad
del reticulo endopldsmico, esto a nivel celular; por otro lado, también tiene gran
importancia a nivel fisioldgico, ya que favorece la adhesidon celular, especialmente en el
sistema inmune, mediante proteinas afines a azlcares llamadas lectinas?°. Por otro lado, el
sistema ABO de grupos sanguineos depende de esta modificacidn, asi como la antigenicidad
de proteinas, esto puede apreciarse, por ejemplo, como los virus cubren su cédpside por
medio de carbohidratos, tal sea el caso del VIH. La alteracién al proceso de glicosilacidon
puede ser de importancia clinica, por ejemplo: muchas toxinas tienen como blanco la unién
a glicanos, una muestra es la toxina de célera al tener afinidad por un glicolipido sialilado
en el epitelio intestinal?l. En enfermedades crénicas como el cancer o autoinmunitarias, la
glicosilacion aberrante, ademds de ser un biomarcador temprano, puede tener un papel
importante en el desarrollo de la afeccidn.

La glicosilacion de los dominios Fc en inmunoglobulinas, especificamente DE la IgG, es un
mecanismo importante en la diversificacidn de la funcion del anticuerpo. Las modificaciones
a la funcion del anticuerpo acttan al cambiar la afinidad a los receptores especificos??.
Mientras que el dominio variable del anticuerpo facilita la unidn del anticuerpo y el bloqueo
de la infeccion, el dominio constante Fc media la conversacién cruzada con el sistema
inmune innato, la actividad bioldgica de la regidon Fc se controla genéticamente mediante la
recombinacion de cambio de clase, lo que resulta en la seleccidon de distintos isotipos y
subclases de anticuerpos. Por ejemplo, en el caso de la IgG, la N-glicosilacidn con GIcNAc en
N-297 favorece la conformacién abierta del Fc, promoviendo la interaccién de los
receptores Fc con la parte Fc de la IgG o la galactosilacion media efectos proinflamatorios.
Ademas que la falta de fucosa o galactosa en la region Fc, aumenta la severidad de la
infeccion por Dengue o la persistencia del VIH en centros germinales a pesar de haber un
control sistémico en la infeccién?3. La unidn también puede ser modificada por medio de la
glicosilaciéon en la region F(ab) en diferentes subregiones tanto en la parte constante como
en la variable, lo cual podria modificar la afinidad de unién de antigeno, considerando esto,
es importante estudiar el efecto de la unién de la toxina en los diferentes sitios de
glicosilacién que presenta en su totalidad la familia de las inmunoglobulinas?*.

20 \Walski et al, 2017
2% Cutillo et al,2020

22 Wang, 2019

2 |rvine & Alter, 2020
24 Fleur et al,2020
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Antecedentes

En vertebrados, el mecanismo de accién las proteinas CrylAc no ha sido completamente
dilucidado, se sabe que tanto la toxina como protoxina son inmunogénicas, y que la
protoxina tiene efecto adyuvante®. El efecto adyuvante de la protoxina CrylAc se ha
asociado con su capacidad de activar células presentadoras de antigeno. En un estudio in
vitro e in vivo se demostré que la protoxina promueve la expresién de moléculas
coestimuladoras CD80/CD86 en lineas celulares de macrofagos RAW 264.7, asi como en
cultivos primarios de macroéfagos de diversas zonas anatémicas como peritoneo, lavados
bronco-alveolares, bazo, ganglios linfaticos mesentéricos y pulmones. Ademads, induce la
sobreexpresion de MHC Il y CD40, y la presentacion de antigeno, ya que la activacion ex vivo
de macroéfagos inducida por CrylAc es capaz de inducir la activacidon y proliferacion de
linfocitos T CD4 naive. Asimismo, se ha caracterizado con detalle la activacion de
macréfagos inducida por estas proteinas CrylAc evidenciando el incremento en la
fosforilacion de MAPKs como MEK, JNK y p38, ademds de aumentar la produccién de
citocinas como TNF-q,IL-6, MCP-1 e IL-10, atribuyendo el efecto adyuvante por medio de su
capacidad de inducir las vias de fosforilacidn antes mencionadas.?®

Posteriormente fueron identificadas diversas proteinas que podrian proponerse como
receptores ya que fueron inmunoprecipitadas con la protoxina y la toxina en macréfagos.
Se identificaron en diversas proteinas de unién de la protoxina CrylAc como son HSP70 de
superficie, vimentina, a-enolasa y actina. La HSP70 es un candidato a receptor por su
asociacién a la membrana extracelular, por ser inmunoprecipitada por la protoxina, ademas
de confirmar por ensayos de Blot ligando el reconocimiento de HSP70. Ademas, se confirmd
la localizacién de HSP70 en membrana plasmatica por medio de la biotinilacion previa de
proteinas extracelulares. Asimismo, se mostrd evidencia de que participa directamente en
algunos los efectos de activacién inducidos por CrylAc en macrofagos, por ejemplo, en la
sefializacion de ERK y la produccién de MCP1. De igual forma, la inhibicién selectiva por
medio de PES (un inhibidor funcional de HSP70), disminuye algunos de los efectos
relacionados inducidos con CrylAc como es el reclutamiento de macréfagos peritoneales
proponiendo entonces una asociacion directa a las vias de MAPk. Por otra parte, se ha
reportado que la HSP70 puede actuar como un receptor que favorece la activacion y la
presentacion de antigenos en DCs. También se observdé que CrylAc que puede ser
internalizada en macrdfagos de manera dependiente de Clatrina, ya que al inhibirse este
proceso por monodansilcadaverina se bloqued su internalizacion, ademas de evidenciar la
colocalizacién de CrylAc por microscopia confocal con Rab7 y Rab 5. La participacién de

% |barra-Moreno, S et al 2014; Moreno-Fierros,L et al 2013; Rubio-Infante, N et al 2018;
Torres-Martinez et al,2016; Vazquez, R.l et al, 1999
% Moreno-Fierros et al, 2013.
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HSP70 en los efectos inducidos por la protoxina CrylAc en macréfagos se confirmé al
observar que el pretratamiento con anticuerpos anti HSP70 inhibe la fosforilacién de
ERK1/2 y la produccién de MCP 1 inducida por CrylAc en macréfagos. Es importante
mencionar que no todos los efectos de activacién inducidos por CrylAc dependen de su
unidn a HSP70, asimismo hay otras respuestas que no se asocian directamente a activacion
de MAPk y que se identificaron otras proteinas de uniéon a CrylAc que adn no se han
caracterizado con respecto a los efectos inducidos. Por lo tanto, el mecanismo de los efectos
inmunopotenciadores de la protoxina aun falta por ser dilucidado, lo que sugiere que los
efectos en macréfagos son mediados por varios receptores que aun no han sido
identificados?’.

Aunque la toxina también es inmunogénica, su potencial adyuvante no es claro, sin
embargo, presenta algunos efectos parecidos a los presentados con la protoxina sobre
macrofagos, ya que es capaz de activar a las MAPKs, inducir la sobreexpresion de CD80,
CD86 e ICOS-L, inducir la produccion de citocinas proinflamatorias e inducir la translocacién
al nucleo de las subunidades p65 y p50 de NF-kB. Estos resultados sugieren un mecanismo
de accién compartido de estas proteinas (toxina y protoxina) en macréfagos?.

Las proteinas CrylAc también tienen efectos en otros tipos celulares como linfocitos; en un
estudio previo se observéd que la aplicaciéon intranasal de protoxina CrylAc indujo
respuestas de células productoras de anticuerpos IgA e 1gG en tejido nasal (en NALT vy
pasajes nasales), y ademds indujo un incremento en la proporcién de linfocitos T y B
activados en estos sitios, que fue medido por la expresién de las moléculas de activacion
CD25 y CD69. Ademas, se encontré un incremento en la proporcion de linfocitos T
productores de citocinas IL-4, IL5, IL-10, IFN-y y TNF-a predominando el perfil Th2?°. Por
otro lado, la toxina también ha mostrado efectos en la activacién de linfocitos By T-CD4 en
cinéticas cortas de activacidn, evaluados a un tiempo maximo de 3 horas, sin embargo, los
mecanismos moleculares de estos efectos todavia quedan por ser resueltos°,

Las proteinas CrylAc también pueden inducir la activacién de linfocitos in vitro,
particularmente la toxina presenta un efecto mitogénico en linfocitos B lo que sugiere ha
sugerido la existencia de receptores, sin embargo, esta caracterizacién se ha realizado de
forma preliminar en tesis de licenciatura3!, mismas que tanto pCry1Ac como tCrylAc, tienen
capacidad de unidn a los Linfocitos Ty B, ademas que pueden activarlos, esto se analizé por
citometria de flujo utilizando a las proteinas CrylAc acopladas al Fluordforo FITC y la
activacion evaluando la expresion de CD69. En ensayos preliminares de
inmunoprecipitaciéon con protoxina y toxina CrylAc en linfocitos se detectaron algunas
proteinas, pero no se realizdé su identificacion. Los pesos moleculares de las principales
proteinas precipitadas en linfocitos con la protoxina fueron de 72 y 58 kDa y para la toxina

27 Rubio-Infante et al, 2018

2 Torres-Martinez et al 2016

2 M. A. Rodriguez-Monroy, 2010

30 Torres-Martinez, 2017

31 Camargo-Tiburcio. S, 2013, Ortega-Chévez, E, 2014
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fueron de 150, 68,63 y 45kDa; mientras que en linfocitos B, al realizar
inmunoprecipitaciones con la toxina se encontraron bandas con peso molecular de 68, 58
y 47 kDa, por otro lado, con la protoxina se obtienen proteinas de pesos similares, ademas
de una banda con 37 kDa, mismo que indica que algunas de estas proteinas pudieran ser
posibles receptores para la toxina y protoxina CrylAc en linfocitos T y B, que posiblemente
participen en los efectos de activacion de linfocitos, siendo de interés para un estudio mas
profundo del efecto de esta proteina en células no adherentes.

Estos resultados sugieren que el efecto activador de las proteinas Cry1lAc no son exclusivas
para macrdéfagos, por lo que el efecto inmunopotenciador se puede presentar en distintos
tipos celulares del sistema inmune. De esta forma el estudio del posible efecto directo en
Linfocitos T y B contribuye a conocer un panorama general en el mecanismo de accién de
este adyuvante.

Los efectos que tienen en comun la protoxina y toxina se explican debido a que la toxina
deriva de la activacién proteolitica de la protoxina y corresponde aproximadamente a la
mitad de la regién aminoterminal. Los resultados que hemos encontrado en el laboratorio
muestran que la inmunogenicidad de la protoxina depende de la regién amino terminal
(toxina)3?, aunque otros resultados muestran que solo la protoxina tiene actividad
adyuvante significativa. Los ensayos preliminares sugieren que la activacién en linfocitos
muestra que la magnitud del efecto es distinta entre toxina y protoxina, la toxina presenta
el mayor efecto de activacidn tanto en linfocitos T como en B, ademads, de tener una cinética
de activacién mas pronunciada y una unién mayor. Esto muestra la importancia del estudio
de ambas proteinas, con la intencidn de identificar las diferencias de los efectos entre estas
proteinas al administrarse en linfocitos.

32 Guerrero. G, et al, 2004
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Planteamiento de Problema y Justificacion

Debido a su amplio uso en agricultura como insecticidas, ademdas de las
cualidades adyuvantes con potencial utilidad en el campo de la vacunacion, es
importante continuar caracterizando los efectos inmunoldgicos de las
proteinas CrylAc. Considerando los antecedentes presentados sobre la
interaccion y mecanismo del efecto inmunoestimulador de las proteinas
CrylAc, sobre todo en macréfagos, pero con evidencia preliminar de efectos
activadores en linfocitos, es de interés estudiar las posibles proteinas que
unen a la toxina y la protoxina Cry1lAc en linfocitos Ty B, y con ello contribuir
a entender el mecanismo responsable de los efectos que se observan sobre
estas células inmunes.
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Hipotesis
Los efectos de activacion en linfocitos By T inducidos por las proteinas CrylAc,

toxina y protoxina, se deben a la unién a proteinas de superficie que actuan
como receptores e inducen activacidon de vias de senalizacion.
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Objetivos

Objetivo General:

Identificar los posibles receptores de pCrylAcy tCrylAc, en linfocitos Ty B in vitro.

Particulares:

Obtener las proteinas de linfocitos con mayor afinidad a la toxina y la protoxina
CrylAc por medio de la técnica de inmunoprecipitacién e identificacion proteica
MALDI TOF.

Identificar las proteinas de linfocitos T y B precipitadas por Cryl1Ac por medio de la
técnica de inmunoprecipitacién y MALDI TOF.

Determinar la localizacion celular de las proteinas precipitadas por CrylAc.
Analizar por Blot ligando en las proteinas precipitadas que presentaron unién a
CrylAc.

Determinar por Western Blot si la identidad de algunas proteinas precipitadas es
similar a las identificadas en macréfagos.

Determinar si la unién de la toxina CrylAc a proteinas de linfocitos Ty B fue
dependiente de glicosilacion como ha sido reportado en insectos y en particular de
la N-Acetil-Galactosamina.

Determinar si la IgG puede unirse a la toxina CrylAc.

Determinar si la unién de toxina CrylAc a inmunoglobulinas es dependiente de la
N-Acetil-Galactosamina.

Determinar que isotipos de inmunoglobulinas pueden unirse a la toxina CrylAc.
Determinar si la toxina CrylAc puede precipitar inmunoglobulinas de suero.
Determinar si la IgG puede unirse a CrylAc en condiciones nativas y
desnaturalizadas.
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Estrategia Experimental

Identificacion de los posibles
receptores de las proteinas
CrylAc (Toxinay Protoxina) en
linfocitos.

Obtencion de células no
adherentes, linfocitos T y B
totales o separados por seleccion
positiva a CD19+ por medio de
perlas magnéticas in vitro.

Inmunoprecipitacion de proteinas
afines a la toxina o protoxina, por
medio de enriquecimiento
mediante la interaccion de
Sefarosa(S) conjugada a las
proteinas CrylAc con proteinas
extracelulares de linfocitos T y B.

Deteccibn de proteinas de
membrana  biotiniladas  que
fueron precipitadas con CrylAc
por medio de electroforesis y
ensayos de Western Blot que
posteriormente fueron revelados
como Blot ligando, usando el
sistema de marcaje celular
(biotina-streptavidina/Dye680).

Negatively isolated
cells

~ CrylAc
,1 Sefarosa

Linfocito

)Af g% ; 1T T Y Receptores
g 1T

membrana
PVDF
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Biotina
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L ]
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Determinar por Western Blot si la o
identidad de algunas proteinas.
precipitadas es similar a las

MW P C pCrylAc

proteinas previamente
identificadas en  macrofagos
usando anticuerpos para
receptores identificados,
anteriormente (Hsp IP: aH8P70

WB: a-pCry1Ac

70/Vimentina/a enolasa).

Identificacion de proteinas
precipitadas en linfocitos T y B,
de manera total (los dos tipos
celulares simultdneamente o por
seleccién positiva). La
identificacion se realiz6 por
medio de secuenciacion de
receptor por medio de MALDI-
TOF




Determinacion la afinidad de union de
uno de los posibles sitios de unidn
especificos de las proteinas CrylAc a
las proteinas detectadas mediante el
uso de inhibidores estructurales como
la N-Acetil-Glucosamina (GalNAc)
como ha sido reportado en la
literatura, por medio de la técnica de
Blot ligando

Evaluacion de la inhibicion de
moléculas parecidas a la GalNAc
como el isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) y la N-
Acetil-glucosamina (GIcNAc),
determinando la especificidad de la
modificacion  postraduccional de
glicésido, por medio de Blot ligando.

Evaluacion de la union de proteinas
detectadas in vitro con las proteinas
CrylAc, por medio de la técnica de
ELISA.

Por medio de la evaluacion de unién
de las proteinas candidatas a
receptores.
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OH
OH
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HO OH
NH
0=
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.
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Materiales y Métodos

Cultivo Celular de Linfocitos y Separacion de células Ty B.

Los linfocitos se obtuvieron de bazo de ratones macho Balb/c con entre 6 a 8 semanas de
gestacion, a partir de esplenocitos que se sembraron en cajas de 6 pozos a 1x10° células/ml
y se incubaron durante 24 horas con medio DMEM suplementado de 10% en volumen de
Suero Fetal Bovino (Invitrogen, GIBCO, Rockville,EUA) y antibidticos (100 U/mL penicilina,
100 mg/mL estreptomicina) a 37 ‘C con 5% de CO,. Las células no adherentes se
recuperaron con una pipeta Pasteur, se lavaron y resuspendieron en buffer de fosfatos y se
centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos, el procedimiento se repitid6 3 veces,
posteriormente se resembraron bajo las mismas condiciones. Para separar las células se
utilizé el kit de separacion con anticuerpos CD19+ de Miltenyi Biotec (cdédigo 130-050-301),
las celulas se incubaron en 1 mL de una solucién de buffer de fosfatos con BSA al 0.5%, y
EDTA 2 mM mezclada con la solucién del kit en una proporcién 1:20 y se dejaron en
agitacion constante a 4 °C durante 1 hora, posteriormente la suspensidn se pasé por las
columnas de separacion MACS, previamente hidratada con la solucién PBS-BSA y se
eluyeron las células con 10 volumenes, se obtuvieron dos alicuotas, la primera esto serd
negativa a CD19 (Linfocitos T) y la positiva (Linfocitos B). Las precipitaciones con las
proteinas CrylAc en linfocitos aislados se realizaron siguiendo el mismo procedimiento
usado en linfocitos totales con la diferencia que se usaron 3x10’ celulas, debido a la posible
lisis e inviabilidad de las células al pasarse por las columnas de separacién.

Obtencion de la Protoxina y Toxina CrylAc.

La protoxina CrylAc se obtuvo de Escherichia Coli JM103 descrita en (Ge et al,1990)
inducida por isopropil-B-D-tiogalactopiranosido, con modificaciones (Rojas Hernandez et al,
2004). Para obtener la toxina, se incubaron 20 mg de PCrylAc en una proporcién 1:50 con
tripsina durante 3 horas a 37 °C, se inactivd el efecto proteolitico con fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), posteriormente se analizaron tanto la protoxina y toxina por
medio de un gel de electroforesis SDS-PAGE, para corroborar la pureza de las proteinas.

Conjugacion de Perlas de Sefarosa a toxina o protoxina CrylAc.

Las proteinas purificadas se resuspendieron en buffer de carbonatos pH=9.2 por separado
y se agregan a la matriz de Sefarosa 4B activada (Sigma Aldrich 24873317) para su
conjugacién covalente, la Sefarosa fue hidratada previamente con una solucién de HCl 1mM
por medio de 20 lavados de 10 mL en columnas de filtracién, con la intencién de eliminar la
lactosa que se usa para conservacién, después fue lavada con buffer de carbonatos 5 veces
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para equilibrar el pH, a una concentracién de 20mg de proteina por mL de Sefarosa
hidratada, esta suspension se dejé toda la noche a una temperatura de 4 °C en movimiento
continuo, al dia siguiente se lavé el exceso de proteina con alicuotas de PBS en columnas
de filtracion. Para bloquear los posibles sitios que alin quedaron reactivos se resuspendié
en una solucién de glicina 0.2M toda la noche en las mismas condiciones. Para confirmar la
conjugacién se corridé un gel de electroforesis SDS-PAGE vy se reveld con Coomassie.

Precipitacion de proteinas de unidn a proteinas CrylAc en linfocitos.

Para la identificaciéon de los posibles receptores de CrylAc en linfocitos se realizd la
interaccion de las proteinas CrylAc (Toxina y Protoxina) conjugadas a sefarosa con
linfocitos, presumiendo la preferente interaccion con las proteinas extracelulares de los
linfocitos a las proteinas CrylAc en una proporciéon de 250 pL (100 ug) por cada 2x 10%
células.

Para obtener a los posibles receptores de la proteina, se incubaron las células no
adherentes, ésta se considera la fraccidon enriquecida de linfocitos de ahora en adelante
nombrada linfocitos, que fueron tres veces pre lavadas con PBS por medio de
centrifugacidn, con la intencidén de eliminar las proteinas presentes en el suero del medio
de cultivo.

Los linfocitos lavados, se resuspendieron de forma delicada en 1 ml de PBS junto con la
Sefarosa-tCrylAc o Sefarosa-pCrylAc en agitacion continua por 3 horas a 4 °C, con la
finalidad de obtener la interaccién de proteinas extracelulares. Concluidas las 3 horas la
suspension se centrifugd a 1500 rpm por 5 minutos, lavando con PBS como se describid
previamente, descartando el sobrenadante. Después se le agregd 1 mL de buffer de Lisis
(RIPA) (Tris 50 mM, NaCl 150mM, EDTA 1 mM, Tritdon 100x 1%), se sonico la pastilla en 3
ciclos de 10 segundos cada uno, este sobrenadante se recupera como un control positivo
de referencia de proteinas totales de linfocitos no precipitadas con CrylAc-sefarosa. Para
eliminar los residuos celulares y sélo obtener la sefarosa conjugada a CrylAc que interactud
con las proteinas de linfocitos se lavé por medio de centrifugaciones seriadas con PBS PMSF
50mM con Tritén 0.1% y se leyeron los sobrenadantes a una DO de 280 nm para confirmar
la eliminacion de proteinas. Después de eliminar completamente el sobrenadante, se le
agregd 80 L de buffer RIPA y 40 pL de buffer de carga, hasta llegar a hervir a 96°C por 5
minutos y se centrifugd a 3000 rpm por 5 minutos, se colecté el sobrenadante alicuotando
en tubos con 40 L, posteriormente se refrigerd a -80°C. En algunos experimentos a la
fraccion de sefarosa se le agregd nuevamente buffer de carga, se hirvid y se corrié esta
fraccion que contenia preferentemente proteina CrylAc despegada de la sefarosay algunas
proteinas de fuerte interaccion con CrylAc. Para confirmar que no hubo degradacion se
corrieron electroforesis de alicuotas que serian el patron de proteinas precipitadas con
CrylAc sefarosa y no precipitadas.
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Para obtener las proteinas extracelulares, las células se trataron previamente con el
reactivo EZ Link Sulfo-NHS-LC-Biotinylation Kit incubando un vial con el mismo nimero de
células que se usd en experimentos anteriores, se dejé incubar por 1 hora a agitacién
constante a4 °C, se lavé 3 veces con PBS, debido a que la biotina no es permeable al interior
de las células, solamente las proteinas extracelulares se marcan con biotina,
posteriormente se realiza la precipitacién como se describié anteriormente, se separaron
las proteinas por electroforesis y se transfirieron a una membrana de PVDF, se incubd con
avidina conjugada al fluorocromo Dye 800, se analizdé con un escaner infrarrojo (Odyssey)
reveldndose asi las proteinas de membrana precipitadas que tuvieron interaccién con la
tCrylAc

Ensayos de Blot Ligando

Se usaron ensayos de Blot ligando para determinar si las proteinas tCrylAc y pCrylAc
mantenian su capacidad de unidn hacia las proteinas de linfocitos precipitadas aun estando
estas ultimas desnaturalizadas. Las alicuotas de precipitaciones y de lisados celulares fueron
separadas por medio de electroforesis SDS-PAGE y transferidos a membranas de PVDF. Las
membranas fueron bloqueadas con albumina sérica bovina, (particularmente con la toxina
no se debe usar leche descremada como bloqueador ya que puede dar un fondo muy
marcado, debido a la interaccion con carbohidratos que tienen estas proteinas). Después
de incubar toda la noche, las membranas fueron lavadas con PBS Tween 0.05% y se pusieron
a interactuar las proteinas CrylAc, ahora conjugadas a biotina por medio del kit EZ-Link
(Thermo Fisher Scientific) a una concentracidn de 5uL de biotina(20 pL de proteina) con la
misma cantidad de células por 2 horas, después se lavd y agregd streptavidina que contiene
el fluorocromo Dye 680 o Dye 800. Finalmente, las proteinas fueron escaneadas en
infrarrojo para revelar las proteinas precipitadas que mantienen afinidad hacia las proteinas
CrylAc. Estos ensayos tienen la misma base que las pruebas de Western Blot, con la
diferencia que no son usados anticuerpos si no las proteinas acopladas a algun cromdforo,
directa o indirectamente.

Ensayos de ELISA para evaluar interacciéon de CrylAc con inmunoglobulinas

Para determinar si las proteinas CrylAc interactuaban con inmunoglobulinas se realizaron
ensayos de ELISA en cajas Maxisorp de 96 pozos, se depositaron 100 L iniciando con 10 g
de toxina Cry1Ac realizando diluciones seriadas 1:2, se dejaron incubando 24 horas a 4°C,
se lavaron varias veces con PBS Tween 0.05%, después se blogquearon con una solucion de
3% de albumina sérica bovina por otras 24 horas a la misma temperatura; posteriormente,
se agregaron diferentes tipos de inmunoglobulinas (IgA. IgG, 1gM) de distintas especies
(ratén y humano) para confirmar la interaccidon entre estas y la proteina CrylAc, se
incubaron por 2 horas y se lavaron con de la misma forma con PBS Tween, se incubaron con
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anticuerpos conjugados a peroxidasa o biotina especificos hacia el isotipo correspondiente
(anti-IgA, anti-IgG, anti-IgM), en una diluciéon 1:10000; como consecuente se lavaron y se
agrego streptavidina marcada con peroxidasa en el caso de anticuerpos biotinilados y
finalmente se agregé la solucién de sustrato H,O, ABTS se estuvo leyendo las placas cada
10 minutos en un lector de multiplacas a 280 nm.
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Obtencion e identificacion de proteinas precipitadas por la Toxina Cry1lAc
en linfocitos totales

Se obtuvieron proteinas precipitadas por la interaccion de la toxina CrylAc conjugada a sefarosa
con poblaciones de linfocitos (1x10°) (fraccién de células no adherentes de bazo que en su mayoria
se componen de linfocitos T y linfocitos B). En la figura 1 se muestra el patron de proteinas de
linfocitos precipitadas por la interaccion con la toxina Cryl1Ac, se distinguen 14 bandas o grupos de
bandas (marcadas con flechas y nimeros en la primera columna de la figura 1), que aumentaron en
intensidad comparandose con la segunda columna que es el patrén caracteristico de lisado celular.
Podemos destacar algunas bandas caracteristicas que, por su peso molecular o intensidad de tefiido
podrian ser prospectos a receptores de la toxina, por ejemplo: las bandas ABC por su alto peso
molecular = 180 kDa o mayor, las bandas que contrastaron con mayor intensidad tienen pesos de
70, 55y 30 kDa.

Estas bandas posteriormente se mandaron a secuenciar al departamento de protedmica del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM, arrojando los resultados mostrados en las siguientes tablas
1y 2. Enlas tablas se ordenan las bandas identificadas en orden de mayor a menor peso molecular.
Las flechas sefialan las principales proteinas precipitadas. Las letras indican la clave asignada a cada
banda.

Banda

Inmunoprecipitacion
de proteina

Lisado
celular

Marcador de P.M.

Figura 1. Proteinas de linfocitos
precipitadas por la interaccion
con la toxina CrylAc.

Se muestra de izquierda a
derecha, la clave asignada con
letras a las bandas precipitadas.
Los patrones de corrida por medio
de  electroforesis  SDS-PAGE
muestran primero a las proteinas
enriquecidas por la interaccién de
la sefarosa-tCrylAc
(inmunoprecipitacion de
proteina). En el segundo carril se
muestra el patron de proteinas en
los linfocitos T y B de bazo. En el
tercer carril se muestran los
marcadores de peso molecular. Se
sefialan por medio de flechas y
letras en orden descendente, en
total 14 bandas (o grupos de
bandas) que se consideraron para
su posterior identificacion
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En la tabla 1 se aprecia que dentro de las bandas precipitadas con la toxina CrylAc que fueron
identificadas con amplio porcentaje de cobertura, destacan varias proteinas nucleares como
histonas, ribonucleoproteinas y otras proteinas nucleares, que por su ubicacién es poco probable
que participen como receptores.

La Hemoglobina y Betaglobina fueron proteinas identificadas con alto porcentaje de cobertura, cuya
funcion se asocia con células hematopoyéticas, pero no con linfocitos.
La actina es una proteina del citoesqueleto anteriormente como una proteina de unién a CrylAcy
fue identificada con amplia cobertura,, se identificé a la coronina 1 conocida como coronina 1 A,
Por otro lado, también se encontré SORCS3. Otra proteina identificada de interés es la Ca** ATPasa
de membrana plasmdtica (PMCA), la cual se ha reportado como un importante factor en la
activacion de linfocitos T mediada por TCR3*. La Tubulina fue también identificada con cobertura
moderada, importante para procesos de remodelacidn y sefializacidn celular®. La transcetolasa,
otra proteina identificada, también es importante en el sistema inmune, debido a que es parte
integral de la activacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la formacién de trampas
extracelulares de neutréfilos (NETs), por medio de la generacién de NADPH3®. Otra proteina de
interés encontrada es parte de la familia GIMAP, la proteina GTPasa IMAP 4, también conocida como
familia de proteinas de unién a nucleétidos asociadas al sistema inmune (IANs), tienen como
actividad el intercambio de GTP, con un comportamiento parecido a las GTPasas tipo Ras, que
regulan funciones celulares claves en todos los organismos vivos®’. Por ultimo, la proteina TAP2,
conocida como proteina transportadora asociada al procesamiento antigénico, es una familia que
se especializa en la entrega de péptidos citosolicos a moléculas de histocompatibilidad de clase 1
(MHC1) en el reticulo endopldsmico3®.

33 Rubio-Infante et al, 2016
34 Hermey, 2014

35 Wolff, 2009

36 Riyapa et al., 2019

37 Fil & Lahesmaa, 2010

38 Mccluskey et al, 2004
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Tabla 1. Identificacidn de proteinas afines a la toxina Cry1Ac de linfocitos Ty B
precipitadas e identificadas por MALDI TOF:

o)
Banda |Proteina identificada Cédigo de acceso Peso % de
Molecular | Cobertura

c VPS10 domain-containing receptor SORC3_ MOUSE 136 kDa 1.39%
SorCS3

c Plasma membrane calcium-transporting AT2B1_MOUSE (+1) 135 kDa 1.39%
ATPase 1

C Mybbpla protein AOJLT5_MOUSE (+2)  |134 kDa 1.11%

C Keratin 78 E9QOFO_MOUSE (+4) |[112 kDa 1.31%

D Elongation factor 2 EF2_MOUSE (+12) 95 kDa 5.01%

D Nucleolar RNA helicase DDX21_MOUSE (+3) 94 kDa 2.59%

E Heterogeneous nuclear HNRPU_MOUSE (+5) |88 kDa 5.12%
ribonucleoprotein U

E Nucleolin NUCL_MOUSE (+6) 77 kDa 2.97%

£ Tran.sporter 2 ATP-binding cassette sub- | AOAO68BGU5_MOUSE 77 kDa 2 42%
family B (+8)

E Ddx3x protein B7ZWF1_MOUSE (+2) |73 kDa 3.33%

£ Succinate ('jehydrog.ena'se [ublqulpone] SDHA MOUSE 73 kDa 2 11%
flavoprotein subunit, mitochondrial -

E Serum albumin ALBU_MOUSE 69 kDa 6.41%
Pre-mRNA-splicing factor ATP- AOA0G2JG10_MOUSE

E - kD 1.979
dependent RNA helicase DHX15 (+5) 69 kDa 97%

F Bile salt-activated lipase CEL_MOUSE 66 kDa 3.84%

E Nucleolar protein 56 NOP56_MOUSE (+2) 64 kDa 3.28%

£ Heterf)chromatln protein 1-binding HP1B3_ MOUSE (+2) 61 kDa 8.84%
protein 3

G Keratin, type Il cytoskeletal 1b K2C1B_MOUSE (+1) 61 kDa 4.20%

G ATP synthase subunit alpha, ATPA_MOUSE (+1) |60 kDa 3.98%
mitochondrial

G Pyruvate kinase PKM KPYM_MOUSE 58 kDa 8.47%

G Keratin, type Il cytoskeletal 79 K2C79_MOUSE 58 kDa 2.26%

2 E

G Predicted pseudogene 5478 '(A_‘I_%A)‘ R8VHP3_MOUS 58 kDa 2.24%

F Keratin 90 E9Q1Z0_MOUSE (+6) |58 kDa 2.04%

H Pancreatic alpha-amylase AMYP_MOUSE (+1) 57 kDa 12.60%

H ATP synthase subunit beta, ATPB_MOUSE 56 kDa 12.50%
mitochondrial

F Polypyrimidine tract-binding protein1 | PTBP1_MOUSE (+11) |56 kDa 8.35%
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Non-POU domain-containing octamer-

G - . NONO_MOUSE (+5) 55 kDa 4.86%
binding protein
H Keratin, type Il cytoskeletal 8 K2C8_MOUSE 55 kDa > 86%
H Transketolase (Fragment) 2_()1'?286YE28—MOUSE 54 kDa 5.18%
CDP-diacylglycerol--glycerol-3-
H F8WI04_M E(+1 4 kD .789
phosphate 3-phosphatidyltransferase 8WI04_MOUSE (+1) |5 a 3.78%
H Tubulin alpha chain (Fragment) ,(B:I-()lA)‘OAOMQAS_MOUSE 53 kDa 17.00%
H Coronin-12 COR1A_MOUSE (+2) 51 kDa 18.00%
H Uncharacterized protein Q3TL71_MOUSE 51 kDa 11.20%
J Pancreatic triacylglycerol lipase LIPP_MOUSE 51 kDa 7.96%
H Tubulin alpha-1B chain TBA1B_MOUSE (+3) 50 kDa 18.00%
[ Tubulin beta-5 chain TBB5_MOUSE (+4) 50 kDa 16.40%
H Elongation factor 1-alpha 1 EF1A1_MOUSE (+2) 50 kDa 13.00%
J Heterogeneous nuclear HNRH1_MOUSE (+1) |49 kDa 7.57%
ribonucleoprotein H
I Keratin 15, isoform CRA_a B1AQ77_MOUSE (+1) [49kDa 3.95%
J Alpha-enolase ENOA_MOUSE (+1) 47 kDa 5.99%
J Uncharacterized protein Q3T9U9_MOUSE (+5) |46 kDa 11.90%
| Heterogeneous nuclear HNRPF_MOUSE 46 kDa 8.19%
ribonucleoprotein F -
J Actin, cytoplasmic 1 ACTB_MOUSE (+19) 42 kDa 54.40%
I Actin, alpha cardiac muscle 1 ACTC_MOUSE (+34) 42 kDa 26.50%
J Core histone macro-H2A Q9D3V6_MOUSE 41 kDa 4.45%
J Core histone macro-H2A.1 H2AY_MOUSE 40 kDa 37.10%
L Glyceraldehyde-3-phosphate AOAOAOMQF6_MOUSE 39 kDa 5.85%
dehydrogenase (+3)
M GTPase IMAP family member 4 D3YTN4_MOUSE (+1) [38kDa 6.10%
N Actm—related protein 2/3 complex ARPC2_MOUSE (+3) 34 kDa 9.33%
subunit 2
L 60S acidic ribosomal protein PO Q5FWB6_MOUSE (+2) |34 kDa 7.89%
N 60S ribosomal protein L6 Q3UFI4_MOUSE (+1) |34 kDa 5.07%
M Nucleophosmin NPM_MOUSE (+8) 33 kDa 7.19%
N Chymotrypsin-like elastase family CEL2A MOUSE 29 kDa 9.23%
member 2A -
M Chymotrypsin-like elastase family CEL3B_MOUSE 29 kDa 8.18%
member 3B
M 40S ribosomal protein S2 (Fragment) D3YVC1_MOUSE (+9) [29kDa 4.83%
L Chymotrypsinogen B CTRB1_MOUSE 28 kDa 13.70%
M Uncharacterized protein (Fragment) Q3TZL2_MOUSE (+1) |28 kDa 8.88%
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M MCG124046 Q9Z1R9_MOUSE 26 kDa 8.13%
M RIKEN cDNA Q9CPN9_MOUSE (+1) |26 kDa 8.10%
Protein disulfide-isomerase A2 F655U2_ MOUSE (+1) |25 kDa 7 14%
(Fragment)
N Actin-related protein 3 (Fragment) ég?OWWRAl_MOUSE 24 kDa 5.09%
N Histone H1.5 H15 MOUSE (+1) 23 kDa 11.70%
M Lamin-B receptor (Fragment) AOAOA6YY12_MOUSE |23 kDa 9.41%
N TAR DNA-binding protein 43 (Fragment) '(A_‘:)lg(;waAs_MOUSE 23 kDa 6.00%
N Histone H1.4 H14 MOUSE 22 kDa 23.30%
N Histone H1.3 H13_MOUSE (+1) 22 kDa 23.10%
N Histone H1.1 H11_MOUSE 22 kDa 14.10%
N Uncharacterized protein (Fragment) Q8BUF4_MOUSE 22 kDa 3.94%
M Histone H1.2 H12_MOUSE (+2) 21 kDa 30.20%
M Lupus La protein homolog A2AR07_MOUSE (+5) |21kDa 7.61%
N Histone H3.2 ﬁ%?1W2P768_MOUSE 20 kDa 17.70%
N Chymotrypsin-like elastase family AOA2RSVKA3 MOUSE |17 kDa 9.74%
member 1 (Fragment) -
N Beta-globin A8DUP5_MOUSE (+8) |16 kDa 73.50%
N Beta-globin DOU293 MOUSE (+3) [16kDa 32.70%
N Peroxiredoxin-2 (Fragment) D3Z4A4 MOUSE (+1) [16kDa 11.60%
N Hemoglobin subunit alpha HBA_MOUSE (+1) 15 kDa 78.90%
N Histone H2AX H2AX_MOUSE (+11) 15 kDa 52.40%
N Histone H2A type 2-A H2A2A_MOUSE (+1) 14 kDa 52.30%
N Histone H2A.V H2AV_MOUSE (+1) 14 kDa 29.70%
N Histone H2B (Fragment) AO0JLV3_MOUSE (+15) |14 kDa 19.50%
N Histone H4 H4_MOUSE 11 kDa 17.50%
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Obtencion e identificacion de proteinas precipitadas por la protoxina
CrylAc en linfocitos

Se obtuvieron proteinas enriquecidas en poblaciones de células no adherentes (1x108)de bazo por
la interaccidn de la protoxina CrylAc conjugada a sefarosa con poblaciones de linfocitos (fraccién
de células no adherentes de bazo que en su mayoria se componen de linfocitos T y linfocitos B). En
la figura 2. se muestra el patrén de proteinas de linfocitos precipitadas por la interaccién con la
protoxina CrylAc. Se distinguen 8 bandas o grupos de bandas (marcadas con flechas y letras en el
panel), que aumentaron en concentracién comparandose con el patréon caracteristico de lisado
celular. Podemos destacar algunas bandas caracteristicas, que por su peso molecular o intensidad
de tefido podrian ser prospectos a receptores de la toxina, por ejemplo: las bandas ABC por su alto
peso molecular = 130 kDa o mayor, o las bandas con mayor contraste en 30, 70 y 180 kDa.

Estas bandas posteriormente se enviaron a identificar al departamento de protedmica del Instituto
de Biotecnologia de la UNAM, con los siguientes resultados presentados en la tabla 2:

Banda

Inmunoprecipitacion
de proteina

Lisado celular

Marcador de
P.M.

mmO|lo| e >

@

Figura 2. Proteinas de linfocitos
precipitadas por la interaccion
con la protoxina CrylAc.
Se muestra de izquierda a
derecha, los patrones de corrida
por medio de electroforesis. En
el primero se presentan las
proteinas enriquecidas por la
interaccion de la sefarosa-
PcrylAc. En el segundo carril se
muestra el patron de proteinas
de un de lisado linfocitos T y B.
En el tercer carril se muestran
los marcadores de peso
molecular (PM) los numeros
indican el valor en kDa. Se
sefialan por medio de flechas y
letras en orden descendente en
peso molecular, un total 8
bandas (grupo de bandas) se
consideraron para su posterior
identificacion
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En la tabla 2 se aprecia que dentro de las bandas precipitadas con la protoxina CrylAc que fueron
identificadas, también se encuentran las histonas, ribonucleoproteinas y otras proteinas nucleares,
podrian compartir los mecanismos de unién entre protoxina y toxina, aunque es poco probable que
participen especificamente como receptores, la fuerte afinidad de las proteinas CrylAc es relevante
para otros procesos celulares, como lo que podria ocurrir si la proteina es internalizada después de
unirse al receptor.

Una proteina de interés es DOCK9, también conocida como zizimina 1, parte de una familia de 11
homdlogos que sirven como factores intercambiadores de nucledtidos para GTPasas, se expresa
predominantemente en linfocitos T, pero no en B, estas proteinas son importantes en la dindamica
de la actina en el citoesqueleto, adhesién celular y movimiento®. También fue identificada la
prohibitina, las cuales tienen papel importante en el desarrollo y establecimiento del cancer, esta
proteina tiene importancia en la homeostasis mitocondrial y supervivencia de linfocitos humanos
normales®. Se identificd también un integrante de la familia de proteinas S100, consisten en 24
miembros con 3 grupos que se dividen en el efecto regulatorio compartamentalizado, por su efecto
intracelular, efecto extracelular o por tener efectos en los dos sitios antes mencionados .

39 Ruiz-lafuente, et al, 2018
40 Ross et al, 2017
41 Donato & Cannon, 2013
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Tabla 2. Identificacién de proteinas de linfocitos T y B precipitados con la protoxina CrylAcy

analizadas por MALDI TOF:

Peso % de
Banda Proteina identificada Cédigo de acceso Molecula | Cobertur
r a
A Dedicator of cytokinesis protein 9 ,(A-I-O7/-)\1D5RLE0_MOUSE 234 kDa 0.78%
C Keratin 78 E9QOFO_MOUSE (+4) | 112 kDa 1.31%
D Serum albumin ALBU_MOUSE 69 kDa 2.14%
E Keratin, type Il cytoskeletal 1b K2C1B_MOUSE (+1) 61 kDa 4.20%
E Keratin 90 E9Q170_MOUSE (+6) |58 kDa 4.28%
E Keratin, type Il cytoskeletal 79 K2C79_MOUSE 58 kDa 2.26%
F Predicted pseudogene 5478 ?(?:’;\:)R8VHP3_MOUS 58 kDa 2.24%
F Actin, cytoplasmic 1 ACTB_MOUSE (+19) |42 kDa 9.07%
G Prohibitin PHB_MOUSE (+2) 30 kDa 8.82%
H MCG124046 Q9Z1R9_MOUSE 26 kDa 8.13%
H Histone H1.3 H13_MOUSE (+1) 22 kDa 15.40%
H Histone H1.4 H14_MOUSE 22 kDa 15.10%
H Histone H1.1 H11_MOUSE 22 kDa 14.10%
H Histone H3.2 ADALW2P768_MOUS 20 kDa 26.50%
E(+2)

H Myosin light polypeptide 6 é?i\;)WZPGFG—MOUS 17 kDa 10.50%
H Beta-globin A8DUP5_MOUSE (+8) | 16 kDa 16.30%
H Histone H2AX H2AX_MOUSE (+11) 15 kDa 47.60%
H Histone H3 A1LOV4_MOUSE (+1) [15kDa 35.60%
H Histone H3.3C H3C_MOUSE (+2) 15 kDa 35.30%
H Hemoglobin subunit alpha HBA_MOUSE (+1) 15 kDa 20.40%
H Histone H2A ﬁL(;'L)\ONZlSVGG—MOUSE 14 kDa 59.50%
H Histone H2A Q8CGP4_MOUSE 14 kDa 58.10%
H Histone H2A H2A2B_MOUSE 14 kDa 46.90%
H Histone H2B (Fragment) AOJLV3_MOUSE (+14) |14 kDa 42.30%
H Histone H2A.V H2AV_MOUSE (+1) 14 kDa 35.20%
H Protein S100-A9 S10A9_MOUSE 13 kDa 12.40%
H Histone H4 H4- MOUSE 11 kDa 52.40%
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Obtencidn de Proteinas Precipitadas en Linfocitos aislados, Ty B

Después de obtener los patrones de proteinas precipitadas por CrylAc en linfocitos totales, se
decidio realizar las precipitaciones en linfocitos T y B aislados por seleccidn positiva a Linfocitos
CD19, usando el método de separacidon magnética siguiendo las especificaciones del fabricante. Se
obtuvieron dos grupos de células CD19+ y CD19-, los cuales se componen principalmente de
linfocitos B y linfocitos TCD4/TCD8 respectivamente. Mostré que los patrones de proteinas
precipitadas son muy similares entre si, para ser precisos en el peso de 55 y un doblete 30 kDa. La
Unica diferencia notable, es una banda mayor a 170 kDa en el carril de proteinas de linfocitos B
CD19+, lo cual podria indicar una selectividad diferencial, en la afinidad de la toxina a los dos tipos
de linfocitos principales. En estos ensayos el resto de las bandas se detectaron en baja intensidad y
se marcan con flechas los pesos moleculares relativos que coinciden con los detectados en linfocitos
totales y presentan un patrén similar en ambos tipos de linfocitos.

Linfocitos B

Linfocitos
T

Lisado
celular

Marcador de

P_M.

170
130

100
70

55

35

30

Figura 3. Proteinas de linfocitos T y B
aislados, precipitadas por la interaccién con
la toxina CrylAc. Se muestra de izquierda a
derecha, los patrones de corrida por medio
de electroforesis. En el primero se presentan
las proteinas enriquecidas por la interaccion
de la sefarosa-tCrylAc, en linfocitos B
seleccionados positivamente por perlas
magnéticas CD19+. En el segundo carril se
muestran las proteinas que interactdan con
tCrylAc en linfocitos T seleccionados
negativamente por perlas magnéticas
CD19+. En el tercer carril se muestra el
patréon de proteinas en los linfocitos T y B.
Debido a la disminuciéon del numero de
bandas, no fue necesario indicar con letras
las bandas obtenidas.

39




Una proteina de interés que se encontrd exclusivamente en células B, es la CCT-1 con 3.95% de
cobertura, esta proteina pertenece a un complejo de chaperonas llamado TRiC con un peso cercano
a 900 kDa. *? Por otro lado, en linfocitos T se identificé la Neurexofilina 1, la cual es parte de una
familia de glicoproteinas con comportamiento de neuropéptido®.

42 Dunn et al, 2001
43 Missler & Su, 1998
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Tabla 3. Identificacién de proteinas de linfocitos B precipitadas con la toxina CrylAc y analizadas
por MALDI TOF:

Proteina identificada Cédigo de acceso Peso % de
Molecular  Cobertura
Zinc finger, MYM-type 6 A2A7U2_MOUSE (+3) 129 kDa 1.12%
T-complex protein 1 subunit zeta  Q3TI62_MOUSE (+5) 58 kDa 3.95%
Keratin, type Il cytoskeletal 79 K2C79_MOUSE 58 kDa 2.26%
Predicted pseudogene 5478 AOA2R8VHP3_MOUSE 58 kDa 2.24%
(+9)
Tubulin alpha-1B chain TBA1B_MOUSE (+3) 50 kDa 7.76%
Tubulin beta-5 chain TBB5_MOUSE (+4) 50 kDa 3.15%
Actin, alpha cardiac muscle 1 ACTC_MOUSE (+34) 42 kDa 4.24%
Trypsin Q9Z1R9_MOUSE 26 kDa 8.13%
Histone H1.5 H15_MOUSE (+1) 23 kDa 11.70%
Histone H1.4 H14 MOUSE 22 kDa 24.20%
Histone H1.3 H13_ MOUSE (+1) 22 kDa 23.50%
Histone H1.1 H11_MOUSE 22 kDa 15.00%
Uncharacterized protein Q8BUF4_MOUSE 22 kDa 3.94%
(Fragment)
Histone H3.2 AOA1W2P768_MOUSE 20 kDa 17.70%
(+2)
Uncharacterized protein Q8BIL4_MOUSE 20 kDa 12.40%
Histone H3.3C H3C_MOUSE (+2) 15 kDa 23.50%
Histone H2AX H2AX_MOUSE (+11) 15 kDa 13.30%

Tabla 4. Identificacion de proteinas de linfocitos T precipitados con la toxina CrylAc y analizadas
por MALDI TOF:

o
Proteina identificada Cédigo de acceso i/ijlczacular é)o(;)eertura
Neurexophilin B9EKK6_MOUSE 64 kDa 1.43%
Actin, cytoplasmic 1 ACTB_MOUSE (+19) 42 kDa 4.27%
Vimentin AOAOA6YWC8_MOUSE |49 kDa 0.01%
MCG124046 Q9Z1R9_MOUSE 26 kDa 8.13%
Uncharacterized protein (Fragment) Q8BUF4_MOUSE 22 kDa 3.94%
Histone H1.2 H12_MOUSE (+2) 21 kDa 10.40%
Histone H3.2 é-()z,?IWZP768_MOUSE 20 kDa 17.70%
Histone H2A type 2-A H2A2A_MOUSE (+1) 14 kDa 36.90%
Histone H2B (Fragment) AOJLV3_MOUSE (+14) |14 kDa 12.20%




Ubicacion de las proteinas de superficie precipitadas por la Toxina CrylAc

Debido a la mayor concentracidn y marcaje de proteinas que interactuaron con la toxina en relacién
con la protoxina, ademads de la mayor magnitud del efecto de activacion y proliferativo que la
primera tenia en linfocitos, se priorizé el estudio en la tCrylAc. Con la intencidén de determinar las
proteinas de superficie que interactian con la toxina, se marcaron las proteinas de superficie de
linfocitos totales por medio de biotina y posteriormente se incubaron las células con Sefarosa-
tCrylAc. En la primera imagen de la figura 4A, se muestra en el carril 1 las proteinas de membrana
no precipitadas con tCrylAc, en el carril 2 se marcan las proteinas de membrana precipitadas con
tCrylAc, por ultimo en el carril 3 se muestra también proteinas de membrana precipitadas con
toxina CrylAc que no se despegaron de la sefarosa conjugada a CrylAc, revelado por azul de
Coomassie, al realizar el siguiente procedimiento: agregar buffer de muestra, hervir recolectar
sobrenadante, es decir, en este carril se cargd como muestra la sefarosa que volvid a hervirse, éste
es un control que muestra las proteinas mds afines a Cry1lAc que sdlo se despegan por ebullicién. Se
aprecia la toxina como la banda mas fuerte alrededor de los 70kDa, indicativo que mediante la
ebullicion parte de la toxina conjugada a la sefarosa se desprende, por lo que hay proteinas con
mayor afinidad y mantienen la unién a la tCrylAc inclusive en condiciones desnaturalizantes,
pudiendo ser candidatos a receptor por esta alta capacidad de unidn. En la segunda imagen (4B), se
muestra el patrén de proteinas de linfocitos precipitadas con toxina CrylAc reveladas por
fluorescencia. Las flechas azules marcan las proteinas precipitadas que fueron identificadas en
membrana, los pesos moleculares relativos de las proteinas de membrana que se unen a toxina
CrylAc se muestran debajo. En la tercera imagen (4C), se muestra el Western Blot en la membrana
de PVDF, donde encontramos todas las proteinas que han sido biotiniladas que fluorecen en verde,
la disposicion de los carriles es exactamente el mismo de la imagen anterior, mostrando 9 flechas
con pesos en orden descendente de 100, 90, 75, 55, 50, 45, 35, 30, 20 kDa. Estas 9 bandas también
se identificaron en el gel de la figura anterior, notando que hay proteinas concordantes con cada
uno de los pesos que se encuentran en membrana o citosol, tomando en cuenta la localizacidon
celular segun la bibliografia reportada, por lo que estas proteinas son fuertes candidatos como
receptores especificos. Dentro de las proteinas identificadas se proponen las candidatas que
pudieron haber sido biotiniladas, considerando que la mayoria de las proteinas son de naturaleza
nuclear, se considerd a cualquier proteina que se encuentre en membrana celular o citosol dentro
de la literatura, por lo que las proteinas que se presume, fueron biotiniladas son las siguientes:
PMCA, (Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1), Keratina, TAP2, Trancetolasa, Alfa-
enolasa, Actina, las proteinas ribosomales 60s PO/L6, la proteina ribosomal 40S S2 y el receptor
Laminina B, en orden de peso molecular descendiente.
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Figura 4: Proteinas de superficie Inmunoprecipitadas por toxina CrylAc en linfocitos.

Para identificar a las proteinas de superficie precipitadas con la toxina Cry1Ac las células se biotinilaron
primero, se realizd la precipitacidn con toxina CrylAc conjugada a sefarosa, las proteinas de superficie
se revelaron con streptavidina-Dye 680 como se describe en la metodologia. En los carriles 1-3 de los
experimentos de Ay B se muestran: un sobrenadante de lisado celular del ensayo de precipitacién con
toxina CrylAc (1), un patrén de proteinas precipitadas con toxina (sobrenadante de la precipitacion)
(2) y proteinas precipitadas con Cry1Ac recuperadas después de la ebullicién de la sefarosa conjugada
a la toxina (botdn de sefarosa) (3). Este ultimo ensayo se realizd para confirmar que después del
tratamiento las proteinas precipitadas a la toxina hay proteinas que permanecen unidas a la sefarosa,
indicando muy alta afinidad. En los carriles del panel A se muestran los resultados de las
inmunoprecipitaciones de linfocitos de bazo con toxina CrylAc tefiidos con azul de Coomassie. Se
aprecia que el patréon de bandas en el sobrenadante difiere del de las precipitaciones. La banda gruesa
intensa en los carriles 2 y 3 alrededor de 60 a 70 kDa son por la marca de la toxina CrylAc.

Panel B: Se muestra una membrana de PVDF con la transferencia de proteinas del experimento
anterior, la membrana fue incubada con Streptavidina Dye-680 y revelada en el escaner Odyssey, el
color verde muestra las proteinas que fueron tenidas y se presentan en superficie, notandose una
diferencia de intensidad entre las proteinas del lisado (1) y las precipitadas (2 y 3).
Los carriles tienen la misma disposicién que el Panel A, con la diferencia que hay carriles de espacio
entre carriles de muestra.

Panel C. Patrén de proteinas precipitadas con toxina CrylAc la imagen muestra la disposicion de las
bandas, ordendndolas alfabéticamente de manera descendente al peso molecular, ademas muestra el
marcador de peso molecular para comparar con el peso aproximado.
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Identificacion de proteinas precipitadas con CrylAc en linfocitos
previamente descritas en macrofagos

Las proteinas que fueron previamente identificadas como proteinas de unién a protoxina y toxina
CrylAc en otros tipos celulares*, tanto en la linea celular de macréfagos RAW 264.7, como en
macrofagos de cultivos celulares primarios, se consideraron como posibles proteinas de unidn a
toxina y protoxina CrylAc en linfocitos, por lo tanto fueron evaluadas por Western Blot. Estos
candidatos a receptores se compartian en los linfocitos T y B, debido a que detectamos bandas de
proteinas precipitadas que coincidian con los pesos moleculares relativos de proteinas identificadas
por secuenciacién y andlisis MALDI TOF realizado en macréfagos, ademds que ya se contaba con
anticuerpos hacia algunas de estos. Se analizaron cuatro candidatos, los cuales son HSP70, alfa-
enolasa, Vimentina y Galectina-3, con pesos esperados en 70 kDa,48 kDa, 57kDa y 32 kDa,
respectivamente, todos se realizaron en el mismo experimento, considerando la diferencia en como
afecta el peso molecular durante la electroforesis, se confié en que las proteinas no se traslaparan
en su posible marcaje.

Al realizar los ensayos por Western Blot, solamente se detecté marcaje positivo para vimentina en
linfocitos T y B, ademas cuando posteriormente se realizé la identificacidon de proteinas de unién a
CrylAc en linfocitos se detectd a la vimentina en la secuenciacién, aunque con un nivel de cobertura
bajo. La vimentina por ser una proteina de citoesqueleto, regularmente no estd presente en
membrana salvo en algunas condiciones patoldgicas como en el cadncer®. Ademds, no se ha
evaluado su participacion funcional en los efectos de activacidn inducidos por Cry1Ac en linfocitos,
por lo que no se puede confirmar o descartar aun, la participacidn directa como receptor.

Por otro lado, un resultado inesperado que merece destacarse es el hecho de encontrar que la
banda de tCrylAc se revelaba con los distintos tipos de anticuerpos utilizados para revelar los
ensayos de Western Blot, independientemente de su especificidad, por ejemplo, al revelar sélo con
anticuerpo secundario de conejo o de chivo. Este hallazgo nos causé interés de caracterizarse por
las posibles implicaciones de la unidn de la toxina a las inmunoglobulinas. Al estudiar la posible razén
de este efecto, se revisé el mecanismo del cual depende la unién de la tCrylAc en las proteinas de
los insectos, como cadherina y N-Aminopeptidasa®®, encontrando que esta unién depende de las
glicosilaciones de las proteinas, en especifico por la N-Acetilgalactosamina (GalNAc) en todas las
proteinas de insectos; interesantemente esta caracteristica se comparte con las inmunoglobulinas,
las cuales también tienen sitios de glicosilaciéon tanto en su fraccion cristalizable (Fc), como en la
regién de bisagra (Hinge) que da movilidad a la fraccién de unidn (ab)*. Por lo tanto decidimos
evaluar si la unién de IgG a la toxina CrylAc es dependiente de la unién a N-Acetilgalactosamina.

44 Marilu Torres- Martinez, et al.,2016; Rubio-Infante et al., 2018
4>Satelli & Shunlin, 2012

46 Burton et al., 1999

47 Hayes et al., 2014
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Figura 5. Inmunoprecipitacion de proteinas identificadas previamente en macréfagos e
identificacién de la union de inmunoglobulina G a la toxina CrylAc

En el Panel A de la figura 5 se muestra el gel de electroforesis tefiido con coomassie 5 carriles, el
carril 1 muestra una inmunoprecipitacidn con linfocitos biotinilados, por el procedimiento antes
mencionado, en el carril 2 muestra un lisado celular como patrén de referencial, el carril 3y 4
son inmunoprecipitaciones que fueron previamente incubados con una solucién 1 molar de
GalNAc que se describird mas adelante. Por ultimo, el carril 5 es una inmunoprecitacion
ordinaria, como se ha realizado normalmente.

El Panel B muestra el Western Blot realizado con el gel anterior, se utilizaron 4 anticuerpos, que
por su deteccidn se organizaron en 2 grupos, HSP70 y alfa-enolasa, con pesos moleculares
aproximados de 47 kDa y 70 kDa, respectivamente, marcados por anticuerpos secundarios anti-
chivo, que se fluoresce en rojo al detectarse por medio del escaner Odissey a 680 nm. El segundo
grupo, compuesto por los anticuerpos especificos a Vimentina y Galectina-3, con pesos
aproximados de 54 y 30 kDa respectivamente, estos fluorescen en verde a 800nm debido al
anticuerpo antiburro utilizado.

El panel C muestra la uniéon inespecifica de los anticuerpos anti-chivo a la toxina CrylAc adherida,
estas 4 marcas aparecen a la altura del marcador de peso de 70 kDa, cabe destacar que este
resultado también aparece con los anticuerpos anti-burro, de manera idéntica en el peso y la
forma de la toxina CrylAc.
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La unién de la tCrylAc es dependiente de la N-Acetilgalactosamina (GalNAc)

Para confirmar la interaccién de la GalNAc con la tCrylAc, se corrieron alicuotas de tCrylAc por
electroforesis en distintos carriles con la misma concentracion( 40 Jg), se transfirieron a membranas
de PVDF, se bloquearon con albimina toda la noche, se lavaron e incubaron por 24 horas con
concentraciones ascendentes de este glucésido (1, 5, 20, 1000 mM, este ultimo con la intencidn de
bloquear completamente la unidn) se lavaron y revelaron con anticuerpos secundarios de marcaje
hechos en chivo que fluoresce en verde, los cuales no tienen especificidad a la toxina. En la figura 6
se puede apreciar de izquierda a derecha la disminucién gradual de la fluorescencia a
concentraciones mayores del glucésido, desde 1 hasta 1000 mM. Lo anterior indica que la
interaccion de 1gG con toxina se debe directamente a la presencia de GalNAc. Ademas, este efecto
de interaccién ocurre al evaluar anticuerpos de diversas especies, como se aprecia en los resultados
obtenidos con anticuerpos secundarios de conejo revelados por quimioluminiscencia en la figura 7
esta caracteristica se evalud como se describe mas adelante al comparar inmunoglobulinas de
diversas especies.
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Figura 6. La uniéon de la tCrylAc a las inmunoglobulinas se inhibe ante la saturacion de GalNAc.
Western Blot de proteinas de tCrylAc (40ug) al incubarse con diversas concentraciones de GalNAc (1,5,20,1000mM) y

posteriormente revelada con anticuerpo de burro anti IgG de conejo (1:1000ml).

Las tiras se incubaron por separado, durante 24 horas a 4 °C, con la finalidad de saturar las proteinas, posteriormente se
lavaron 3 veces con PBS e inmediatamente se incubaron con los anticuerpos de manera convencional. Las tiras se analizaron
en al mismo tiempo en el escdner Odissey. Se nota la disminucion gradual dependiente de la concentracidn siendo ausente
el marcaje en la tira incubada 1 Molar lo cual muestra que inclusive con lavados posteriores, la union tCrylAc-GalNAc se

mantiene estable, ademas de ser el sitio especifico de unién a la inmunoglobulina fluorescente.

Fi 7 Peso Western Blot
lgura Molecular
Figura 7. La IgG de conejo tiene afinidad por la toxina CrylAc.
En la figura 7 se presenta un Western Blot de tCrylAc (30mg) revelada
130 por anticuerpo de conejo anti IgG de raton, por quimioluminiscencia. Al
obtener los resultados de la disminucion de la unién entre IgG y tCrylAc
100 se decidid analizar si otra especie de anticuerpos ademas de chivo u burro
tenian este efecto, por lo que se usd un anticuerpo de una especie
70 separada filogenéticamente como seria el conejo, al resultar positivo se
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considerd que este fendmeno se conservaria en otras especies de interés
cientifico y clinico, como lo es el ratén o el humano.



La interaccion tCrylAc-GalNac es especifica y no se comparte con otros
carbohidratos modificados

Para saber si la unidn de IgG a toxina CrylAc solamente se debe a la GalNAc, una glicosilacién que
en inmunoglobulinas es menos ubicua®®, se utilizaron otros carbohidratos que tuvieran
modificaciones, pero en general una estructura parecida. En esta se usaron 2 carbohidratos
parecidos, el isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) y la N-Acetil-glucosamina (GIcNAc), de
interés por su relevancia bioldgica®, a concentraciones de saturacién (250mM o 1000mM), el
primero tiene la estructura de la galactosa con modificaciones y el segundo tiene la misma
orientacién que la N-Acetilacion en la GalNAc (Figura 8A).Los resultados indican que la unién de 1gG
a toxina CrylAc es especifica de la interaccion con GalNAc de la IgG ya que no se inhibe la unién al
competir con otros carbohidratos como IPTG (Figura 8 B) o GIcNAc (Figura 8 C).

48 Steen et al., 2008
4 Kukuruzinska & Lennon, 1996
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Figura 8. La union especifica de la tCrylAc a Inmunoglobulina G (IgG) es mediada tinicamente por la GalNAc.
En A se muestra la estructura de las moleculas parecidos a la GalNac.En B se muestra un ensayo de Western Blot
donde se corrieron 2 alicuotas de tCrylAc (40ug),una de estas fue incubada previamente con GlcNAc. Esto debido
a que esta glicosilacidon también se presenta en gran medida en inmunoglobulinas (Kukuruzinska & Lennon, 1996)
por lo que se podria esperar afinidad con la tCry1Ac, este se incubd durante 2 horas a 4 °C con anticuerpo de burro
anti IgG de conejo y anticuerpo de chivo anti IgG de burro, en condiciones analogas al ensayo realizado con GalNAc
de y no se encontro diferencia a la inhibicién de unién por parte de anticuerpos de chivo y burro, por lo que se
podria descartar a la GIcNAc como parte fundamental de la unién de la tCrylAc a anticuerpos. En C, considerando
que la estructura de galactosa podria ser el factor especifico de unién de la toxina a los anticuerpos, se evalud la
inhibicién de la unidén de IgG a toxina CrylAc compitiendo con IPTG, el cudl cuenta con un anillo de galactosa como
estructura principal. En este experimento no se mostrd algun efecto de inhibicidon de tCrylAc por la IPTG, ademas
gue se muestra una mayor intensidad de marcaje que la referencia positiva de GalNAc, utilizando la misma
molaridad, por lo que se podria considerar que tanto el IPTG ni la GIcNAc, son inhibidores de esta unidn, sugiriendo
gue la unidn es completamente especifica.



La toxina precipita a proteinas de linfocitos de manera dependiente e
independiente a la GalNAc

Dada la relevancia en este estudio que ha mostré el carbohidrato GalNAc en la unién de IgG a la
toxina CrylAc, se desed estudiar la participacidn de esta glicosilacién en la unién de la toxina Cry1Ac
a proteinas de superficie en linfocitos. Para determinar a cuales proteinas de linfocitos se unia
CrylAc de forma dependiente de GalNAc se realizd una precipitacidon con la toxina CrylAc de la
siguiente forma. Se incubd previamente la tCry1Ac-Sefarosa con una solucién 1 M de GalNAc por 24
horas, se lavd sucesivamente y se incubd con las células (linfocitos), a la par se realizd otra
precipitaciéon convencional con la finalidad de obtener un patrén de referencia. Se obtuvieron las
proteinas de linfocitos T y B que dependian de la unién del glucésido, al separar las proteinas
obtenidas por electroforesis, no se observé un gran cambio como se esperaria, al considerar que
gran parte de las proteinas tanto extra como intracelulares tienen glicosilaciones.
En la figura se puede apreciar que de manera cualitativa solo hubo un cambio en cuanto a
concentracién de proteinas que dependieran de la GalNAc y sélo se detectd un cambio significativo
fue sobre una proteina con un peso mayor a 180 kDa lo cual podria sugerir que también la(s)
inmunoglobulina(s) de superficie presente en los linfocitos B de raton pueden tener afinidad como
las inmunoglobulinas de conejo y chivo. Por otro lado en este mismo ensayo de precipitacion de
precipitacién de proteinas de unidon a toxina CrylAc competido con exceso de GalNAc decidimos
realizar Western Blot buscando identificar la presencia de algunas proteinas previamente
identificadas en macréfagos como proteinas de unién a CrylAc tales como vimentina, hsp70 etc.
Entre las proteinas que precipitaron independientemente de la glicosilacién, se identifico
Unicamente la vimentina, por medio de Western Blot, lo que concuerda con la literatura, por la baja
concentracién de glicosilaciones en esta proteina®®, ademds que solo se ha reportado N-Acetil-
Glucosamina como modificacidon de esta proteina, por lo que no se considera un sitio de unidn
especifico para la toxina CrylAc acorde a los resultados antes mostrados.

50 Snider et al, 2018
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Figura 9 La union de toxina Cry1Ac a algunas proteinas de linfocitos como la vimentina no depende de
GalNAc.

En el gel se pueden apreciar 5 carriles con el siguiente orden. El primer carril muestra la
inmunoprecipitacién en linfocitos con toxina Cry1Ac de las proteinas que fueron biotiniladas en superficie
(como se describié anteriormente), en el segundo carril se presenta un lisado de linfocitos como control
positivo a vimentina, esta presente en el tipo celular, en el tercer y cuarto carril se muestran
precipitaciones tratadas previamente con GalNAc, en el tercero se muestra la inmunoprecipitacion
previamente inhibida con GalNAc 1000 mM, en el cuarto se muestra el botén con proteinas que fueron
previamente hervidas y mantuvieron la unién a la toxina. Por ultimo, en el quinto carril, se muestra la
inmunoprecipitacién control. Se realizaron ensayos de Western Blot para corroborar que las proteinas a
evaluar (HSP70, alfa-enolasa, galectina-3 y vimentina) son proteinas expuestas a la parte extracelular Los
resultados muestran que, de las cuatro posibles proteinas, solamente la vimentina, fue marcada en las 5
bandas, siendo el primer carril cuestionable debido a la sobresaturacion de sefial. Los siguientes carriles
indican que la vimentina se adhiere de manera independiente a la GalNAc, por lo que se podria considerar
gue este no es el Unico mecanismo de unién de proteinas de linfocitos a la Toxina Cry1Ac.
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La Toxina CrylAc precipita a las inmunoglobulinas M en suero e
inmunoglobulinas de superficie (BCR) en linfocitos B de diversas especies

Dada la caracteristica de unién a anticuerpos secundarios, se considera posible la interaccién directa
de la inmunoglobulina soluble de ratén, ademas que se presenta unidn entre diversos anticuerpos
de diferentes especies. Se corroboré de manera cualitativa la inhibicién de la unién a
inmunoglobulinas que se caracterizan por un peso molecular alto®, por medio de
inmunoprecipitaciones, mostrando una disminucion a las proteinas precipitadas. Considerando la
diversidad que tiene la tCrylAc a la unién de diversos anticuerpos se evalud la interaccion entre la
toxina y sueros de distintas especies, los cuales son de ratén conejo y humano. Al incubarse
diluciones de suero 1:10, se hicieron precipitaciones de proteina con tCrylAc-Sefarosa, se separaron
por electroforesis y se transfirieron a una membrana PVDF para incubarse con anticuerpos anti-IgM
total de ratdn. Sorprendentemente se detectaron las inmunoglobulinas en el peso esperado > 180
kDa. Ademds, al repetir las precipitaciones de linfocitos totales de raton y suero de ratdn, que
posteriormente se separaron y transfirieron, al incubarse con anticuerpos anti-lgM, dieron positivo
al marcaje de esta inmunoglobulina, por lo que podriamos considerar a la inmunoglobulina como
un posible receptor o proteina de interaccidn directa con la toxina CrylAc, aungue no aparece en
los resultados de secuenciacién la evidencia que se ha presentado, es un posible receptor a la toxina.
Las Inmunoglobulinas son candidatas a receptor por caracteristicas tales como tener alto peso
molecular, ademads de presentar glicosilaciones. Solamente hay 2 Igs que se presentan en superficie,
la IgM e IgG, las dos con PM superiores a 180 kDa%2. Al incubar con GalNAc seria notable la
disminucién de la concentracidn de la supuesta proteina en el gel al revelar con Azul de Coomassie,
siendo un primer abordaje para la identificacidn, es importante considerar que en la secuenciacién
por masas no aparece ningun integrante de esta familia.Esta banda, por su peso molecular indica la
posibilidad de pertenecer a las inmunoglobulinas, lo cual fue analizado en experimentos
posteriores.
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Figura 10. Las inmunoglobulinas de superficie BCR son precipitadas por la tCrylAc.
En el primer carril se muestra una inmunoprecipitacidn inhibida con GalNAc 1000 mM, en
el segundo carril el lisado celular de linfocitos de Ty B, con las proteinas posibles a detectar,
por ultimo, en el tercer carril se tiene una inmunoprecipitacién control de linfocitos que no
fue competida con GAINAc. El recuadro verde muestra una disminucion en el primer carril,
comparando con el segundo y tercer carril por lo que se puede suponer que la banda de alto
peso molecular, presuntamente inmunoglobulinas de superficie en linfocitos B, disminuyen
su marcaje al ser bloqueadas con GalNAc.
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Figura 11. La unidn de la tCrylAc requiere que la Ig se presente en forma nativa, ademas la unién se presenta en
Ig’s de distintas especies animales, incluida la humana.

Al confirmar parcialmente la uniéon de tCrylAc a inmunoglobulinas, se cuestiond si la unién se mantiene en
condiciones nativas o desnaturalizantes como las que puede ocasionar la corrida de un gel de electroforesis, por lo
gue se realizaron ensayos de Blot ligando y de inmunoprecipitacidon.En el primer carril se corrié un lisado de linfocitos,
se reveld con toxina biotinilada y posteriormente con anticuerpo anti IgM rico en inmunoglobulinas, en el segundo
carril se realizé una inmunoprecitacidon de suero de ratén revelada con toxina biotinilada, y posteriormente fue
incubada con inmunoglobulina anti IgM.En el tercer carril, se realizé6 una inmunoprecipitacién ordinaria con toxina
CrylAc, pero con suero de humano, en vez de linfocitos y se reveld con anticuerpo anti IgM. En los carriles 4 5y 6, se
realizaron inmunoprecipitaciones con sueros de diferentes especies, de humano, ratén y conejo, respectivamente.
En los primeros 2 carriles se muestra que las inmunoglobulinas de suero no tienen afinidad a las toxinas cuando se
desnaturalizan por medio de electroforesis, siendo el tercero el control positivo de unidn, lo cual sugiere que
solamente hay afinidad a la inmunoglobulina en su conformacion nativa, esto se puede deber al empaquetamiento
que aparece al correr el gel, lo cual puede cubrir los sitios de unién, mientras que los siguientes 3 carriles (4,5,6)
muestran que la proteina tCrylAc puede precipitar a IgGs y, por ende, interactuar directamente con anticuerpos de
diversas especies en el suero.
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Figura 12. La IgM de suero y de superficie es precipitada por la tCrylAc.
Para corroborar que las proteinas que inmunoprecipitan y también disminuyen en marcaje cuando son incubadas en
saturacidon de GalNAc son especificamente inmunoglobulinas, independientemente de falta de aparicidn en las
proteinas identificadas por MALDI-TOF, se decidié realizar una inmunoprecipitacién de linfocitos y suero (carriles 1y
2, respectivamente), teniendo como control positivo el suero de ratén positivo, (carril 3), esto se revelo con

anticuerpo anti-lgG. Se muestra que en los tres carriles hubo marcaje positivo con diferencia de intensidad, por lo
gue se podria considerar con cierta seguridad que la inmunoglobulina G es una proteina afin a la toxina Cry1Ac




La Toxina CrylAc interactia de manera dosis dependiente con las
inmunoglobulinas de suero y lavados intestinales

Con laintencién de evaluar ahora, si el efecto de unidn es especifico a un isotipo de inmunoglobulina
se realizd una prueba de ELISA previamente descrita, con diluciones desde 1:50 hasta 1 en 1:3200
para IgM e IgG, y 1:2 hasta 1:256 para IgA, esta Ultima con una concentracién mayor debido a la
baja concentracidn que puede presentar por provenir de lavados intestinales. En el caso de la IgG e
IgM se puede observar una curva de concentracion que disminuye cuando aumentan las diluciones,
mientras que en la IgA se mantienen constantes, esto puede deberse a la inespecificidad que
confiere el lavado intestinal.

Los valores que se muestran fueron mayores a 0.05 de absorbancia, considerandose negativos todos
los valores de las diluciones que fueron menores a este umbral.
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Figura 13. La tCrylAc se une a diferentes isotipos, como IgG e IgM.
Se realizaron pruebas Elisa tipo directo con 3 tipos de inmunoglobulinas (G,M y A). En las
inmunoglobulinas G y M se utilizaron diluciones desde 50 a 400, las cuales aumentaban duplicandose,
estas inmunoglobulinas se obtuvieron de suero de ratdn, mientras que la inmunoglobulina A fue
utilizada a diluciones menores, de 2 a 16, con igual factor de duplicacion. Esta ultima proteina fue
evaluada asi, debido a que proviene de lavados intestinales, los cuales pueden dar un marcaje erréneo,
asi como la alta labilidad de la IgA, comparada con la IgG e IgM. Se puede apreciar una tendencia por
parte de la IgG y la IgM a disminuir, conforme a la dilucidn lo cual indica una curva de saturacién que
indicaria que tanto la IgG como IgM son afines a la toxina, dado que la IgM es el isotipo predominante
en linfocitos B, se propone como un fuerte candidato a receptor. Por otro lado, la dilucidn de la IgA no
mostré la tendencia de las proteinas anteriores, esto posiblemente a la impureza de la muestra de
donde se obtuvo, por lo que se optaria por analizarla con IgA’s purificadas para confirmar también
afinidad a la toxina, como se ha conservado de manera interespecie.



Discusion

Diversos estudios de las proteinas CrylAc han mostrado su efecto inmundgenico y adyuvante,
como ejemplo: el efecto de la protoxina puede aumentar la produccién de anticuerpos o citocinas,
producidos principalmente por linfocitos B y T in vivo™, respectivamente, o activacién y migracién
in vitro e in vivo*. Considerando estos efectos y su posible utilidad, era pertinente el estudio de las
proteinas, enfocdndonos en el aspecto molecular al identificar los receptores que causan estos
efectos.

Los resultados de este estudio muestran que la toxina y protoxina CrylAc tienen afinidad por
diversas proteinas de linfocitos T y B que muestran patrones establecidos de bandas, que al
identificarse, arrojaron resultados de proteinas tanto extra como intracelulares, teniendo un gran
repertorio de unién, una de las proteinas mas abundantes que se reportaron son las histonas, las
cuales tuvieron valores mayores a 30% en cobertura, esto indica una alta afinidad a esta familia de
proteinas intranucleares que por su naturaleza, no podrian considerarse como posibles receptores
de manera especifica, aunque seria de interés su estudio a nivel nuclear como futura investigacion.
El posible mecanismo de unidn podria deberse a que algunas de estas proteinas tienen una alta
carga de glicosilacion por N-Acetil-Glucosamina y en menor grado N-Acetil-Galactosamina
(GalNACc)®®, siendo este ultimo el glucdsido que ha sido estudiado ampliamente, se puede considerar
que la GalNAc participa de manera directa en la unién con proteinas de mamifero. Cabe reconocer
que varias de las proteinas que precipitan con Crylac podrian no ser proteinas de union y éstas
solamente precipitan por ser complejos proteicos, esto se podria corroborar al estudiar la unién de
las diferentes proteinas purificadas que fueron identificadas.

En el caso de las proteinas precipitadas por la tCrylAc en linfocitos totales, fueron identificadas
proteinas como: la Hemoglobina y Betaglobina mismas proteinas identificadas con alto porcentaje
de cobertura, cuya funcidn se asocia con células hematopoyéticas, pero no con linfocitos.

La actina es una proteina del citoesqueleto anteriormente como una proteina de unién a CrylAcy
fue identificada con amplia cobertura®’. La Tubulina fue también identificada con cobertura
moderada, esta proteina de microtubulos ha sido identificada asociada a membrana como a y B
tubulina, principalmente como parte de las balsas lipidicas, las cuales son conocidas por ser sitios
privilegiados de sefializacion celular, también podemos encontrar en superficie la y- tubulina que
estd asociada a sefializacién por medio de cinasas como Fyn-K y PI3K, que estan intimamente
relacionados en sefializacion de linfocitos T y B, qué aunque aparece en linfocitos, estos debieron
haber sido transformados previamente, por lo que la aparicion en superficie en condiciones
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normales seria improbable®®. Se identificé a la Coronina 1 conocida como Coronina 1A, esta se
expresa exclusivamente en leucocitos de mamiferos, sin conocerse expresion en cualquier otro tipo
de célula en el cuerpo. La coronina tiene un sitio de unidn a actina F la cual previene la apoptosis,
ademas de favorece procesos como la fosforilacion de la PKC, la activacién de calcineurina y la unién
a membrana, asi como remodelacién citoesquelética y dindmica de filamentos. Es un importante
inhibidor de fagosomas en macréfagos infectados de micobacterias, aunque su participacién en
células sanas es todavia desconocido o inconcluso®.

Por otro lado, también se encontré SORCS3 es parte de una familia de proteinas conocidas como
VPS10p, que comparten homologia entre Sortilina, SorCS1, SorCS2, SorCS3, y SorLA, con dominios
extracelulares, transmembranales e intracelulares que pueden dar pie a activacion metabdlica
secundaria tal como las vias de sefializacién intracelular. Esta proteina tiene importancia a nivel
neuronal debido a procesos pré-apototicos y de plasticidad neuronal, los cuales son procesos un
tanto antagodnicos que se deben a la sefalizacion celular derivada, aunque principalmente, su
aparicién es primordialmente en neuronas y células secundarias del sistema nervioso®.

Otra proteina identificada de interés es la Ca?* ATPasa de membrana plasmatica (PMCA), la cual se
ha reportado como un importante factor en la activacién de linfocitos T mediada por TCR, esta
proteina junto a la neuroplastina, favorecen el aumento de la concentracién intracelular de Ca?, asi
como el incremento nuclear del factor nuclear de activacién de células T activadas (NFAT), esto a
partir de la liberacién de este cation desde el reticulo endoplasmico y la apertura de los canales de
calcio dependientes de calcio, ademas de la transcripcidn de genes de activacion especificos de
linfocitos T2

La transcetolasa también es importante en el sistema inmune, debido a que es parte integral de la
activacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la formacidon de trampas extracelulares de
neutrofilos (NETs), por medio de la generacion de NADPH. El proceso conocido como NETosis el cual
se caracteriza en la extrusion de cromatina o ADN con proteinas citopldsmicas que ayudan a atrapar
patégenos, aunque solo se conoce como una proteina®.0tra proteina de interés encontrada es
parte de la familia GIMAP, la proteina GTPasa IMAP 4, también conocida como familia de proteinas
de unidn a nucledtidos asociadas al sistema inmune (IANs), tienen como actividad el intercambio de
GTP, con un comportamiento parecido a las GTPasas tipo Ras, que regulan funciones celulares claves
en todos los organismos vivos. Esta familia de proteinas ha sido asociada a procesos como el
desarrollo del timo y la regulacidon apoptética de linfocitos, en especifico la GIMAP 4 se expresa en
esplenocitos, linfocitos T/B y timocitos, en humanos se ha caracterizado a la GIMAP 4 como una
proteina de actividad GTPasa intrinseca, que se une a calmodulina ademas de tener sitios ricos de
fosforilacién, ademas que la regulacion de los genes GIMAP es altamente regulada durante el
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desarrollo de los linfocitos T en el timo, por ejemplo, GIMAP 4 cascada debajo de la caspasa 3, una
conocida proteina pro-apoptética, ademds de interactuar con la proteina Bax, de la familia Bcl2%.

Por dltimo, fue identificada la proteina TAP2, mejor conocida como proteina transportadora
asociada al procesamiento antigénico, misma que es parte de una familia que se especializa en la
entrega de péptidos citosdlicos a moléculas de histocompatibilidad de clase 1 (MHC1) en el reticulo
endoplasmico. Esta proteina se caracteriza por ser un heterodimero TAP1/TAP2 que contienen
multiples segmentos transmembranales y un sitio de uniéon a nucleétidos localizado en el
citoplasma, la funcidn candnica es la dptima presentacidn de antigenos propios a los linfocitos CD8+
o por medio de la presentacién cruzada a partir de fagosomas, este ultimo proceso es importante
para la presentacion de antigeno no mediado por células dendriticas, ya que estas son las principales
células para iniciar inmunidad®.

Las proteinas antes mencionadas son las que se han encontrado dentro de la bibliografia como
claves en algun proceso de activacion, proliferacion, senalizacion o inhibicién de la apoptosis, por lo
gue se tendria que analizar por medio de otras técnicas para encontrar el o los posibles receptores
para linfocitos T y B, es decir, determinar la participacion de las proteinas anteriores como
receptores de la toxina CrylAc lo cual podria lograrse por medio de bloqueo de la actividad de las
antes mencionadas, por medio de inhibidores farmacoldgicos, anticuerpos especificos o
interferencia de la transcripcién del gen, por medio de RNA interferente.

Entre las proteinas de unién de tCrylAc a linfocitos identificadas destacan varias proteinas de
interés para estudios posteriores que podrian explicar los efectos de activacion inducidos por la
estimulacién, ya que son parte de mecanismos de sefializacién o ensamblaje proteico, tal como
PMCA, GIMAP4, Trancetolasa, Coronina 1Ay TAP2. En el caso de GIMAP4, TAP2 y PMCA se pueden
considerar como proteinas que participan en la activacion o maduracion de células del sistema
inmune casi exclusivamente, siendo GIMAP4 una proteina de interés para la evaluacion de la
activacion debido a que es un intercambiador de GTP®, lo cual podria indicar que la activacién
celular se debe a proteinas G, por otro lado, PMCA seria un posible participante en sefalizacidn
mediada por flujos de calcio®. Mientras que la transcetolasa, una proteina de ciclo metabdlico con
actividades “moonlight”, como la traslocacién de citosol a nucleo y factor de transcripcion, podria
interactuar directamente con la toxina en superficie®’.

Otro tipo de proteinas estructurales y motoras que fueron determinadas como proteinas de unién
a tCrylAc en linfocitos son: actina, vimentina, miosina y tubulina. Estas proteinas son conocidas por
remodelarse para facilitar la internalizacién de proteinas o como segundos mensajeros®, en el caso
de la vimentina, como se menciond anteriormente, carece de glicosilaciones importantes, lo cual
indica, un mecanismo de unién independiente a GalNAc, ademas por su naturaleza estructural, las
funciones como receptores de las proteinas antes mencionadas, serian cuestionables ademas que
el porcentaje de cobertura no excede de 30% excepto en la actina. Algo que fue sorpresivo dentro
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de nuestros posibles candidatos a receptor de la toxina CrylAc, fue que la familia de las
inmunoglobulinas/receptores de células B(BCR) aparecieron como posibles candidatos. Tomando
en cuenta la importancia de la glicosilacién en los efectos de la toxina CrylAc en insectos blanco y
gue la GalNAc es una de las glicosilaciones mas comunes también en mamiferos, la unién y efectos
bioldgicos potenciales en células de mamifero podrian esperarse® a través de estas glicosilaciones,
de hecho, GalNAc se expresa en eritrocitos como parte de los antigenos ABO, lo cual podria explicar
los efectos hemotéxicos reportados en un estudio in vitro donde al administrarse CrylAc se
favorecid la lisis celular de eritrocitos y ademas se indujo la formacién de micronucleos™.

Ademas de en los antigenos sanguineos, la presencia de la glicosilacién GalNAc aparece en otro tipo
celular como en linfocitos, especificamente en los receptores BCR que al tener contacto con un
antigeno favorecen la activacion y proliferacién celular, esto podria explicar parcialmente el efecto
de la toxina CrylAc de inducir la proliferacién policlonal de linfocitos B y el efecto inesperado
observado después de la administracion oral de la toxina CrylAc en un estudio antes mencionado,
enfocado a evaluar su potencial alergénico en ratones, ya que se observaron hiperplasias linfoides
en el colon, ademas de aumento en poblaciones de linfocitos B IgE+, por lo que el mecanismo de
unién a proteinas de insectos, podria compartirse con mamiferos’®.

La unién de la toxina CrylAc al BCR podria explicar sus efectos estimuladores en linfocitos B, ya que
la estimulacidn del receptor activa varias vias de sefalizacidn intracelular que se ejecutan mediante
una interaccion coordinada de varias clases de enzimas y proteinas adaptadoras que han sido
ampliamente estudiadas. Una via de sefializacién clave que es utilizada, no sélo por el BCR sino por
muchos receptores diferentes para controlar la proliferacién celular, la supervivencia y la
diferenciacion es la activacién de ERK, que forma parte de las vias MAPK’2. En las células B, se ha
demostrado que la ruta de ERK es necesaria para la progresion del desarrollo temprano de las células
B, ademas del establecimiento y mantenimiento de las células B de memoria’3.

En el caso de las proteinas obtenidas por la precipitacién de proteinas mediante la pCrylc se
obtuvieron: proteinas de interés como la DOCK9, también conocida como zizimina 1, parte de una
familia de 11 homdlogos que sirven como factores intercambiadores de nucleétidos para GTPasas,
se expresa predominantemente en linfocitos T, pero no en B, estas proteinas son importantes en la
dindmica de la actina en el citoesqueleto, adhesion celular y movimiento. Esta proteina interactua
con Racly Cdc42, los cuales regulan el ciclo celular, por medio de la sefializacién de proteinas G4

También fue identificada la prohibitina, misma que tiene un papel importante en el desarrollo y
establecimiento del cancer, esta proteina tiene importancia en la homeostasis mitocondrial y
supervivencia de linfocitos humanos normales. Ademas que parte de sus funciones incluyen:
transcripcién nuclear, proteina de andamiaje lipidica en la membrana plasmatica, regulador
apoptotico y de morfogénesis mitocondrial, mientras que su inhibicién altera la via de Raf/MEK/ERK,
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AKT/PI3K y la induccion de apoptosis, la disminucion de especies reactivas de oxigeno, por
mencionar algunas”.

También se identificaron proteinas S100. La familia de proteinas S100 consisten en 24 miembros
con 3 grupos que se dividen en el efecto regulatorio compartamentalizado, por su efecto
intracelular, efecto extracelular o por tener efectos en los dos sitios antes mencionados, las
proteinas S100 tienen alta afinidad al calcio, de manera que regulan los niveles intracelulares y las
vias dependientes de Ca?" aunque normalmente las proteinas de homeostasis del calcio son bombas
de gradiente o estructuras con gran capacidad de unién al ion, las proteinas S100 tienen
participacién en la proliferacidn, diferenciacién, apoptosis, homeostasis del calcio, metabolismo,
inflamacidn y migracidén. Las proteinas S100 extracelulares funcionan de manera autocrina o
paracrina, como sefiales entre células, de manera que pueden ser especificas a factores de
crecimiento, citocinas y receptores tipo toll (TLRs). En especifico, la proteina S100-A9, tiene efecto
inhibitorio en la diferenciacion mieloide, acumulando células supresoras derivadas mieloides,
ademas que los macréfagos pierden la expresion de S100-A9 al madurar, las células dendriticas
producen mds citocinas al ser deficientes de esta, por otro lado, es un blanco en la via de
sefializacion de p38 MAPK’®.

En resumen, podria considerarse a la proteina S100-A9 como un buen candidato a receptor o a
proteina de interaccién con la protoxina CrylAc, la cual no se presentd en los resultados obtenidos
en toxina, pudiendo ser la posible explicacidn a la diferencia en efectos entre toxina y protoxina en
diversos modelos estudiados en este laboratorio.

Por ultimo, las proteinas obtenidas de tCrylAc en linfocitos aislados por seleccién positiva arrojaron
resultados como: Una proteina de interés que se encontrd exclusivamente en células B, es la CCT-1,
esta proteina pertenece a un complejo de chaperonas llamado TRiC con un peso cercano a 900 kDa.
Este complejo favorece el plegamiento de proteinas en el citosol, de manera parecida al sistema de
Hsp70, esto favorecido por ATP. El sistema TRiC, interactia con proteinas como actina, tubulina,
Ciclina E, el sistema Von Hippen Lindau/HIF1-alfa, o inclusive las chaperonas Hsc/Hsp70. Cabe
destacar que las proteinas sustrato a las que se une el sistema TRiC tienen un espectro de peso
molecular entre 40 y 70 kDa’’. Esta es la proteina mds interesante dentro de los resultados
obtenidos por toxina en linfocitos B purificados, ya que las otras proteinas siguen siendo de
naturaleza nuclear, como se han repetido a lo largo de los experimentos de identificacion.

Por otro lado, en linfocitos T se identificd la Neurexofilina 1, misma que es parte de una familia de
glicoproteinas con comportamiento de neuropéptido. Esta fue descubierta como parte de una co-
inmunoprecipitacién, con la neurexina, proteinas con caracteristicas de receptores de superficie
celular siendo la familia de las neurexofilinas, proteinas paracrinas o autécrinas. Esta familia sido
principalmente estudiada por sus efectos en el sistema nervioso, como que un integrante de la
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familia, la Neurexofilina 3 que favorece la supervivencia de células pluripotenciales madre inducidas,
ademads de que esta familia de proteinas es favorable para la sinaptogénesis y supervivencia
neuronal. Aunque no hay informacién relacionada sobre su aparicién en células del sistema inmune,
fuera de estos resultados, por lo que no se podria considerar un serio candidato a receptor o a
proteina de unidn con relevancia para este estudio’®.

La ruta de MAPk-ERK esta controlada por la actividad de la proteina G y de Ras. Ras esta bajo un
estricto control y las mutaciones que causan su activacidon continua se encuentran entre las
mutaciones mads frecuentes en muchos tipos de canceres, lo que demuestra el impacto de esta via
en la proliferacion celular’. Esta via fue caracterizada como parte de la forma de activacién de la
protoxina y toxina en estudios hechos en macréfagos, como fue mencionado anteriormente, por lo
gue podria dar una idea sobre la via de sefalizacion que activaria a los linfocitos, tanto T como B.
Estas vias tienen un papel importante en la mediacién de las sefiales activadas por las citocinas,
factores de crecimiento y estrés ambiental, y estdn involucrados en la proliferacion celular, la
diferenciacion y la muerte celulares®. Por ejemplo, la funcidon efectora de las células T CD4 + estd
regulada por JNK asi como la diferenciacién Th1®. Mientras que la ruta ERK en las células T CD8 +
es necesaria para la actividad citotéxica, ademas p38 regula la produccion de IFN-y en las células T
CD8 +, como lo hace en las células T CD4+. Sin embargo, la activacidn de la ruta p38 in vivo induce
apoptosis en las células T CD8 +, pero no en las células T CD4 +, lo que demuestra que la activacion
de la misma ruta de sefializacién especifica puede tener resultados diferentes en los dos
subconjuntos de células T8. Por parte de los linfocitos B,la activacidn de la ruta p38 MAPK favorece
la expresion génica y la proliferacion de células B, al menos en parte para la activacion de NF-kB
inducida por CD40 y que la induccion de genes dependientes a CD40 se produce a través de rutas
dependientes e independientes de p38 MAPK. Ademas se identificé un papel para la ruta p38 MAPK
utilizando inhibidores en diversos procesos celulares como la produccién de citocinas inducida por
LPS y TNF y se considera que CD40 desempefia un papel positivo en la activacién, proliferacién y
rescate apoptotico de células B mediado por estas proteinas®®.

Los linfocitos pueden ser modulados mediante el TCR y BCR por medio de la glicosilacién, ya que la
adicidn de una diversidad de estructuras de carbohidratos (glicanos) se presenta practicamente en
todos los receptores de células inmunes. Las glicosilaciones pueden dividirse en 2 tipos, las O-
glicosilaciones y las N-glicosilaciones, en las primeras, la glicosilacién predominante es GalNAc®, en
la segunda es GIcNAC®, por lo que se decidid estudiar ese glucdsido, ademas se utilizé el IPTG debido
a su parecido al anillo de galactosa A pesar de una relativa ignorancia en la comprensién de la
importancia de los glicanos en el sistema inmune, debido a su complejidad inherente, los hallazgos
notables han resaltado las contribuciones esenciales de la glucosilacion en la regulacion de las
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respuestas inmunes innatas y adaptativas con importantes implicaciones en la patogénesis de las
principales enfermedades. como la autoinmunidad y el cdncer®. Los glicanos estan implicados en
procesos celulares y moleculares fundamentales que regulan tanto las vias inmunes estimuladoras
como las inhibidoras. Ademas de participar activamente en el reconocimiento de patdgenos a través
de la interaccidén con proteinas de unién a glicanos (como las lectinas de tipo C), también se ha
demostrado que los glicanos regulan los pasos fisiopatoldgicos clave dentro de la biologia de las
células T, como el desarrollo de células T y la seleccién de timocitos, actividad y sefializacidon de
células T, asi como diferenciacién y proliferacién de células T8%, Mientras que por parte de los
linfocitos B, la importancia de la glicosilacién se presenta desde los centros germinales. los centros
germinales (GC) son nichos microanatdmicos en los que las células B proliferan, experimentan la
maduracién por afinidad de anticuerpos y se diferencian en células B de memoria de larga duracion
y células plasmaticas secretoras de anticuerpos, en especifico la glicosilacién de CD45 es crucial para
la activacidn en los linfocitos B, que después de varias rondas de proliferacién y seleccidn, las células
B en los GCs se diferencian y salen de la GC como células B de memoria de larga vida o células
secretoras de anticuerpos, ambas de las cuales eliminan el patdégeno de forma inmediata y
proporcionan inmunidad profildctica duradera contra el encuentro antigénico secundario®.

Tomando en cuenta lo anterior, podria especularse con cierta confianza que la unién de la toxina
CrylAc puede aparecer en los complejos BCR y TCR, esto, debido al tipo de glicosilaciones que
presentan, ademas de que se confirmé en linfocitos B, con anticuerpo anti-lgM; se descubrié que la
lectina de unidon a galactosa de macréfagos (MGL) es capaz de reconocer el antigeno Tn y los
residuos de N-acetilgalactosamina (GalNAc), lo que resulta en un mayor reconocimiento por el
receptor 2 tipo Toll, lo que finalmente resulta en la secrecidn de citocinas (IL-10 y TNF -a)%®. Su
interaccion con los residuos terminales de GalNAc en la glucoproteina CD45 regula negativamente
la sefializacion de TCR, con la consiguiente disminucién de la proliferacion de células Ty el aumento
de la muerte de las células T°. Por lo que se podria considerar que la activaciéon mediante TCR/BCR
no es la Unica forma de sefializacion celular en linfocitos,entonces el efecto de las proteinas Cry1Ac
se daria en concierto junto con otras vias de sefializaciéon, como sucede con la estimulacidn tardia
de la protoxina con JNK y la disminucion parcial del efecto de la protoxina CrylAc en ERK1, pero la
inhibicién de ERK-2 cuando se bloguea con anticuerpos anti-HSP70%,

Considerando estos antecedentes, podemos estimar la importancia de las vias de sefalizacion y la
glicosilacién en TCR y BCR, podemos especular con cierta seguridad, que la activacion y proliferacion
celular es debido a la unién de la tCrylAc a las inmunoglobulinas. La posible unién de las proteinas
CrylAc al BCR, con menor seguridad al TCR y en menor medida a otras proteinas identificadas podria
activar a las MAPk que seria dependiente de la glicosilacidon de estos receptores, dado que se han
estudiado ampliamente la sefalizacidn por medio de estas proteinas, seria la esperada a la forma
de activacion y proliferacion de estas células, explicando de manera amplia y congruente con los
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87 Vasta et al., 2017

8 Brown et al, 2018

89 Giovannone et al., 2018
0 Vliet et al, 2013

%1 Vliet et al, 2006

92 Rubio-infante et al, 2018
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resultados los efectos in vivo e in vitro que las proteinas CrylAc ejercen sobre linfocitos. No
obstante, cabe destacar que falta adn experimentos y preguntas por contestar, como las distintas
formas en como se puede unir la tCrylAc, de manera dependiente e independiente a GalNAc, la alta
heterogeneidad de proteinas a las que se unen las proteinas CrylAc, ademas de las posibles vias de
sefializacion que las proteinas CrylAc activan al ser administradas. Un gran numero de proteinas
(algunos estiman del 50% al 70%) pueden presentar algun tipo de glicosilacidn, entre ellas se
encuentra la GalNAc, por lo que este fendmeno puede contribuir a la diversidad de proteinas de
unién,(Reily et al,2019) aunque también los resultados muestran que las proteinas CrylAc tienen
en general, mecanismo de unién de manera independiente a la glicosilacion, lo cual amplia el
repertorio, esto aunado a que la precipitacidon de proteinas, obtiene complejos y no solamente
proteinas aisladas, por lo que varias de estas proteinas se unirian de manera indirecta, ademas que
las inmunoglobulinas presentan una gran variedad de estructuras glicosiladas, lo cual puede influir
sobre el tipo de inmunoglobulina asi como la intensidad con la que se unen. Recapitulando, es
importante seguir estudiando estas proteinas para proponerlas como inmunoestimulantes y
posibles adyuvantes que ejerzan su efecto, comprobado sobre los linfocitos Ty B.
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Conclusion

La toxina y protoxina CrylAc interactuan directamente con diversas proteinas en linfocitos Ty B,
entre ellas la vimentina y las inmunoglobulinas. Estos ultimos, tienen especial afinidad por la toxina,
lo que sugiere que los efectos mitogénicos y de activacion podrian deberse a la interaccidon directa,
mediada por la presencia del glucdsido N-Acetil-Galactosamina, que se presenta en
inmunoglobulinas y que es el sitio de unién conocido en insectos, ademas que la glicosilacién no es
la Unica caracteristica que facilita la unidn de las proteinas de linfocitos a las proteinas CrylAc, tal
como se demostrd con la vimentina, una proteina pobre en carbohidratos .
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