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Resumen

Se ha demostrado que la protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis es un potente
inmunogeno sistémico y mucoso con propiedades adyuvantes. La pCryl Ac induce alta
produccion de IgG en fluidos intestinales cuando es administrada intraperitonealmente
en ratoén. Por lo que se uso este protocolo como un modelo para determinar si los altos
niveles de IgG detectados en la secrecidn intestinal son producidos localmente, si al
inducir IgG intestinal se induce la expresion del receptor FcRn en epitelio intestinal de
raton adulto y si otros receptores para la IgG como el FcRgamma Il y el FcRgamma 11
estan presentes en el epitelio intestinal y por lo tanto participar en la captacion o en el
transporte epitelial de esta inmunoglobulina.

Mediante ELISA, ELISPOT, citometria de flujo, inmunohistoquimica y Microscopia
confocal se caracterizd la poblacion de linfocitos B y epiteliales positivas a IgG y los
receptores FcRn y FcR gama II y IIl. Se realizd inmunodeteccion epitelial de los
receptores gama y se realizaron ensayos de captacion de la I[gG y por analisis transwell
en células epiteliales se comprobo el transporte de la IgG por los receptores gama en
raton adulto.

Los resultados del presente trabajo indican que la inmunizacién intraperitoneal con
pCrylAc produce aumento en la produccion local de IgG, de células que la producen,
de células epiteliales intestinales que contienen IgG e inducciéon de la molécula
encargada de su transporte, el FcRn, en epitelio intestinal de raton adulto.

Como también se detectd produccion basal de IgG, pero no la presencia del FcRn, se
probaron los receptores Fcgamma II y el Fcgamma III como probables moléculas
transportadoras, cuya expresion también fue incrementada por la inmunizacién i.p. con
CrylAc. Los resultados obtenidos sugieren que los FcRgamall y Fcgama RIIT también
participan en el transporte de IgG en el roedor adulto.



Summary

It has been shown that Bacillus thuringiensis CrylAc protoxin is a potent systemic and
mucosal immunogen with adjuvant properties. The pCrylAc induces high production of
IgG in intestinal fluids when administered intraperitoneally in mice. As this protocol
was used as a model to determine whether high levels of IgG detected in intestinal
secretions are produced locally, whether by inducing IgG induces intestinal FcRn
receptor expression in adult mouse intestinal epithelium and whether other receptors for
IgG as FcRgamma II and FcRgamma III are present in the intestinal epithelium and
therefore could participate in the recruitment or the epithelial transport of this
immunoglobulin. By ELISA, ELISPOT, flow cytometry, immunohistochemistry and
confocal microscopy, we characterized the population of B cells and epithelial cells
positive for IgG and FcRn receptors and FcRgammall and FcRgammalll
Immunodetection was performed range epithelial receptors and uptake assays were
performed for IgG and transwell analysis was found in epithelial cells of the IgG
transport receptor-range in adult mice. The results of this study indicate that
intraperitoneal immunization with pCrylAc produces increased local production of IgG,
cells that produce intestinal epithelial cells containing IgG and induction of the
molecule responsible for transport, the FcRn in intestinal epithelium adult mouse.
However, as also detected basal production of IgG, but not the presence of FcRn, were
tested Fcgamma receptors Il and III as probable transporter molecules, whose
expression was also increased by i.p. immunization with CrylAc. The results suggest
that FcRII and FcRIII and also participate in the transport of IgG in the adult rodent.



Introduccion

El sistema inmune de mucosas comprende aquellos elementos linfoides asociados a las
superficies internas del cuerpo, principalmente el tracto gastrointestinal, el tracto
respiratorio alto y bajo y el tracto urogenital. Ademas, puede incluir las glandulas
exocrinas que estan cercanas a estos organos como las glandulas salivares, lagrimales,
mamarias y el pancreas[1].

Este sistema inmune, desarrollado en los mamiferos superiores, constituye la primera
linea de defensa del organismo. La superficie mas vulnerable y extensa son los 400 m?
de mucosa gastrointestinal (200 veces mayor que la superficie cutdnea), pero también
estd la mucosa de las vias aéreas, la urogenital, y la conjuntiva que recubre los 0jos.
Debido a la extensa area que ocupan, las mucosas estan expuestas a una gran diversidad
de patogenos, por lo que son la principal via de entrada de microorganismos, alergenos,
y carcindgenos [2].

El epitelio mucoso constituye la interfase entre los ambientes internos y externos del
tracto gastrointestinal. Esta area es el sitio para la digestion y absorcion de los nutrientes
esenciales, ademas de que funciona como la primera barrera de defensa contra los
agentes infecciosos. Por su importancia, el mecanismo protector en las mucosas es muy
eficiente, existen ademas una serie de agentes y mecanismos no inmunes que participan
en la proteccion, como es la acidez géstrica, el jugo pancreatico, la bilis, el mucus y la
motilidad intestinal [3] .

Los tejidos linfoides asociados con las superficies de mucosas comprenden los
compartimientos mas grandes del sistema inmune. El intestino es el 6rgano linfoide de
mayor tamafio en el cuerpo por el numero de linfocitos y la cantidad de
inmunoglobulina que produce.

Durante muchos afios se ha considerado que en el organismo, la IgA secretoria (IgAs)
constituye mas del 80 % de todos los anticuerpos producidos por el Tejido Linfoide
Asociado a Mucosas (TLAM). La IgAs no solo estd presente en las secreciones
externas, sino también ejerce propiedades antimicrobianas en las células epiteliales,
brinda una proteccion inmunoldgica especifica para todas las superficies mucosas, pues
bloquea la penetracion de agentes patogenos al organismo. La IgA secretoria se produce
como resultado de una sintesis local. Entre sus funciones estdn la de inhibir la
adherencia bacteriana y la neutralizacion de enzimas, virus y toxinas [3].

La IgM en secreciones estd asociada al componente secretor, aunque su concentracion
es menor que la de IgA. También pueden aparecer pequefias concentraciones de IgE,
fundamentalmente en casos en que la permeabilidad del tejido mucoso se vea afectado
por reacciones alérgicas. [2]

Por su parte, la concentracion de IgG en secreciones puede ser igual, o incluso mayor
que para la IgM, ademads en la orina, fluido seminal y las secreciones del tracto genital,
el isotipo dominante es la IgG. Se considera que esta inmunoglobulina entra a las
secreciones externas por difusion paracelular independiente de receptores, y transporte
transepitelial mediado por un receptor FcRn y endocitosis de fase fluida dependiendo
del tejido involucrado [4].



Se considera que la presencia de IgG en las secreciones intestinales es debida a una gran
liberacion del suero al lumen intestinal via bilis como la forma normal del catabolismo
de la IgG sérica [5]. En pulmones, mucosa nasal, saco gingival y endometrio, es
derivada del suero por translocacion a través del epitelio debido a una probable
irritacion local o proceso inflamatorio que produce la liberacion de proteinas hacia las
superficies mucosas [6].

Sin embargo, estas consideraciones no excluyen la posibilidad de una respuesta
inmune adicional, con produccion local de IgG independiente del sistema inmune
sistémico. En humano se ha detectado la presencia de células productoras de IgG
desde un 3% en duodeno-yeyuno hasta un 17% en las glandulas nasales en tejidos con
ausencia de inflamacion [1].

También se ha detectado la presencia de anticuerpos IgG en secreciones de humanos
sanos, y se encontro que existen diferencias en el patron de especificidad de estos
anticuerpos con respecto al de la IgG sérica, lo que sugiere el origen local de la IgG y la
existencia de células productoras de este isotipo en mucosas [5].

Existen antecedentes del aumento de IgG intestinal o niveles similares a la IgA  como
resultado de una respuesta inmune “no convencional” a diferentes antigenos. La
inmunizacion parenteral con rotavirus y con sus particulas virales en ratones, induce la
formacion de células productoras de IgA e IgG en el intestino delgado y niveles
elevados de IgG en heces [7]. La administracion parenteral de toxoide tetanico a ratonas
Balb/c, produjo un gran aumento en los niveles de IgG en las secreciones, ademas de
la presencia de células productoras de anticuerpos IgG e IgA antitetdnico en intestinos
delgado y grueso, glandulas salivales y vagina [8].

Esta bien descrito el transporte unidireccional de la IgA a través del epitelio intestinal
hacia el lumen mediante un receptor polimérico y su relacion con la defensa del
huésped contra diversos patdgenos en las mucosas. La contribucion de la IgG del
lumen intestinal para la defensa del huésped, asi como el mecanismo por el cual la IgG

llega a las secreciones luminales y su funcién, no son completamente conocidos.
Durante el desarrollo fetal, el receptor neonatal Fc (FcRn) es el responsable del
transporte de la IgG a través de las barreras epiteliales en placenta e intestino de
roedores y humanos para la transferencia pasiva de la inmunidad de la madre al feto o
dentro del mismo neonato [9, 10]. En el roedor, el FcRn se expresa en concentraciones
elevadas en el epitelio del intestino delgado proximal al estomago durante el periodo
neonatal y sus niveles declinan después del destete y no se expresa en el intestino de
roedores adultos [11]. Aunque este fendmeno se consideraba como “neonatal” para este
receptor en particular, recientemente se ha comprobado que su expresion se continua a
través de la vida adulta en humanos, cerdos, vacas, monos y algunos roedores. [12-15].
De hecho, en humano se expresa en numerosos tipos celulares como el epitelio
intestinal, renal y bronquial [10, 13, 15]. Pero el hecho de que el FcRn no se exprese en
epitelio intestinal de ratones adultos, sugiere que el transporte de IgG intestinal es
mediado por otro receptor Fc gamma.
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Receptores Fc

Los receptores del dominio Fc de las inmunoglobulinas tienen un importante
papel en la defensa inmune. Existen dos tipos funcionales bien definidos de receptores
en mamiferos. Una clase de receptores transporta inmunoglobulinas para cruzar el tejido
epitelial como su principal sitio de accion. Esta clase incluye al receptor neonatal Fc
(FcRn) el cual transporta la IgG y al receptor polimérico (pIgR) que transporta la
inmunoglobulina A (IgA) y a la inmunoglobulina M (IgM). Otra clase de receptores
estan presentes en la superficie de las células efectoras y disparan varias respuestas
biologicas por la uniéon con complejos de antigeno-anticuerpo. De estos, los mejor
caracterizados son los receptores para la IgG (FcyR) y los receptores (FceR) de union a
la inmunoglobulina E (IgE) [16, 17].

Receptores Fc Transportadores de Inmunoglobulinas

PIgR

Esta molécula es llamada asi por su capacidad de transportar moléculas
poliméricas de las inmunoglobulinas IgA e IgM. La IgA del suero es producida en
forma monomérica, pero aquella que se encuentra en las secreciones es producida
localmente en las zonas mucosas y estd asociada con la proteina llamada cadena J en
forma inicial como dimero. La IgM se encuentra en forma pentamérica o hexamérica,
pero Unicamente la forma pentamérica estd unida a la cadena J. El pIgR transporta las
formas dimérica de la IgA y la pentamérica de la IgM. El transporte de la IgA estd bien
estudiado. La IgA se encuentra en las secreciones epiteliales de la luz intestinal,
glandulas salivales y lagrimales, secreciones del tracto respiratorio y en la leche
materna, donde su capacidad neutralizante forma la primera linea de defensa contra
patdgenos. La IgA es sintetizada por las células plasmaticas que se encuentran bajo las
membranas basales del epitelio, subsecuente a la sintesis, cruza la barrera epitelial por
transcitosis donde se involucra su union con el receptor pIgR por la zona baso lateral,
este complejo es internalizado formando endosomas para ser llevado hacia la zona
apical de la célula, (pero también hay transcitosis constitutiva de pIgR libre) donde el
receptor es roto y su porcion extracelular es liberada a las secreciones como un
complejo con la IgA; este complejo llamado IgA secretora es la que protege contra
patogenos a los tractos digestivo, respiratorio y genital (Fig.1) [16] .

PR

Figura 1.El receptor polimérico para las inmunoglobulinas IgA/IgM es una proteina de
membrana tipo I, con una larga region extracelular, compuesta de cinco dominios, una
region transmembranal y una region citoplasmatica de 103 aminodacidos.
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FcRn

El receptor encargado del transporte de la IgG fue descubierto hace ya algin
tiempo y se considera que este es el mecanismo por el cual la madre transfiere
moléculas de IgG maternas al feto y por el cual los neonatos de mamifero adquieren la
inmunidad humoral que depende de los antigenos que la madre tiene. La adquisicion
pasiva de anticuerpos es importante para el neonato en el tiempo inmediato al
nacimiento, cuando su sistema inmune no esta totalmente funcional. Inicialmente este
receptor fue llamado FcR neonatal (FcRn) porque fue descubierto en la superficie apical
del epitelio intestinal de ratas lactantes. La IgG materna se encuentra en la leche
materna, se une al receptor Fc y atraviesa el epitelio intestinal, proceso llamado
transcitosis, para después ser liberado al torrente sanguineo por la superficie baso lateral
del epitelio [18]. También se ha demostrado que el FcRn es expresado en el saco
vitelino de ratas y ratones y en la placenta humana y su funcion es la transferencia de la
IgG materna. En ratones y ratas, el FcRn es producido en altas concentraciones por las
células epiteliales intestinales de crias lactantes, y es la responsable del transporte de la
IgG en la leche materna para atravesar el epitelio y llegar a la circulacion en los
animales recién nacidos; pero es auto-regulado en el intestino del roedor, se produce en
altas concentraciones al nacimiento y sus niveles van disminuyendo dramdaticamente
dentro del epitelio (aproximadamente 1000 veces) conforme avanza el tiempo de
amamantamiento hasta ya no expresarse a los 14 dias de edad [11].

El patron de expresion del FcRn en humano difiere del observado en roedores, pues es
expresado en las células epiteliales intestinales desde el neonato hasta el adulto [19];
[20]. Asimismo, se expresa en hepatocitos de humano y rata adulta y se postula que su
funcion puede ser el transporte de complejos antigeno-anticuerpo de la bilis al
parénquima hepatico. Las células presentadoras del parénquima pueden procesar los
antigenos y presentarlos a los linfocitos T que estimulan a los linfocitos B locales para
secretar anticuerpos especificos que son transportados de regreso a la bilis- [16]. El
FcRn interviene en el transporte bidireccional de la IgG de las superficies basolateral
hacia la apical asi como a la inversa in vitro € in vivo [18].

Ademas, el FcRn es el receptor catabdlico que controla el tiempo de vida de la IgG en el
suero mediante su “secuestro” en vesiculas acidicas intracelulares. Tiene un alto grado
de afinidad que asegura el transporte de la IgG no unida, la cual es la forma mas usual
de IgG en el recién nacido, aunque también se ha reportado el transporte de complejos
antigeno-anticuerpo [21].

El FcRn es una glicoproteina de membrana tipo 1y es especifica para el isotipo IgG, es
un heterodimero con una cadena ligera B2 microglobulina, la misma cadena que esta
asociada con la molécula del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MCH en
ingles) tipo I. [19]. La clonacion de la cadena pesada del FcRn revela una similitud
adicional a las moléculas MHC-I. Las cadenas pesadas de ambas moléculas consisten
de 3 dominios extracelulares al, a2,y a3 seguidas por una region transmembranal y
una secuencia citoplasmatica corta [22]. Aunque la region extracelular del FcRn y del
MHC-I exhiben baja pero significativa similitud en su secuencia (entre 22-30% de
identidad para los dominios 1 y 2, y del 35-37% para el dominio 3), las regiones
citoplasmaticas y transmembranales de los dos tipos de proteinas no muestran
secuencias similares. Las moléculas MCH-I no tienen funciéon como receptores a
inmunoglobulinas aunque se unen a pequefios péptidos de los linfocitos T. La similitud
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en la estructura primaria, terciaria y cuaternaria entre ambas moléculas sugiere que
tienen un antecesor comun [22, 23].

En resumen, el FcRn es expresado en una gran variedad de tipos celulares y tejidos,
incluyendo las células epiteliales intestinales (IECs) de roedores neonatos, del
sincitiotrofoblasto en la placenta de humanos, hepatocitos y células endoteliales de
humano, rata y ratén adultos, en células epiteliales de glandula mamaria de bovino,
intestino y rifidn humano, en micro-vasculatura y epitelio del plexo coroideo en cerebro
de rata. El FcRn también es expresado en monocitos, macréfagos y en algunos tipos de
células dendriticas. Los macrofagos de la lamina propia intestinal también expresan el
FcRn [18, 24-26].

Receptores Fc mediadores de respuestas efectoras

Los receptores FcRs para la IgG e IgE estan presentes en la superficie de varias células
involucradas en el sistema inmune. Las respuestas biologicas producidas incluyen las
que son dependientes del anticuerpo, citotoxicidad mediada por células, fagocitosis,
liberacion de mediadores inflamatorios y regulacion de la proliferacion y diferenciacion
de linfocitos.

El proceso de fagocitosis involucra la ingestion de las particulas microbianas,
internalizacion y formacion de vesiculas acidas citoplasmaticas llamadas fagosomas que
se unen a los lisosomas para que las enzimas de estos ultimos destruyan dichas
particulas. Este proceso se distingue de la endocitosis ya que el tamafio de las particulas
en la fagocitosis es de 1 um de didmetro o mayor. Los receptores FcRs se clasifican en
dos grupos: Fcy que unen IgG y FceRI que unen IgE.

Los Fcy median la internalizacion de complejos antigeno-anticuerpo mas pequefios via
endocitosis, la cual permite una mayor eficiencia en la presentacion por las moléculas
MHC II. Ademas, estos receptores presentan las células cubiertas de anticuerpos para
que sean destruidas por el mecanismo de citoxicidad mediada por células. En la
superficie celular de los mastocitos se expresa el receptor para IgE, el FceRI, que se une
monomeéricamente a la IgE con alta afinidad. El entrecruzamiento de la IgE con
antigenos multivalentes produce activacion de diversas respuestas inflamatorias que
incluyen la liberacion de Histamina, Serotonina y Leucotrienos resultando en la
acumulacion de liquido y en reflujo de células y proteinas para contener la infeccion
[17].

Existen tres clases principales de receptores FcyRs: FcyRI, FcyRIl y FcyRIIIL, el
FcyRIV muy recientemente descrito y dos FceRI: FceRI y FceRII. Las porciones de
unidon a los anticuerpos (las cadenas o) para todos estos receptores (excepto para
FceRII) son miembros de la superfamilia de genes de las Inmunoglobulinas, todas son
proteinas transmembranales tipo I que contienen una region extracelular que guardan
gran similitud entre ellas: desde un 70-98% entre los FcRys y alrededor del 40% entre
los FcRys y el FcRel. Las subunidades a de varios miembros de la superfamilia se
encuentran en multiples formas. En el raton, genes unicos codifican para cada uno de las
tres clases de FcyR, en humano se han identificado tres genes para el FcyRI, tres para el
FcyRII y dos para el FcyRIII. Existen diferencias de los dominios citoplasmaticos de las
dos isoformas del FcyRIII que dan por resultado diferencias funcionales notables. Las
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dos isoformas difieren en su anclaje en la membrana, una isoforma es anclada a la
membrana por una cadena polipeptidica y la otra es anclada por un Glico-Fosfatidil
inositol (GPI). Ademas de las formas unidas a las membranas, se encuentran en
circulacion las versiones solubles generadas por enlazamiento de los exones
transmembranales o por proteolisis de las formas unidas a las membranas. Las formas
solubles de los FcRs juegan un papel inmuno-regulador por la interferencia con las
funciones de sus contrapartes unidos a las membranas. Los dominios de unién de
algunos FcRs estan asociados en las membranas con otras proteinas que son requeridas
por el receptor en el ensamblaje y sefalizacion. Las cadenas o del FcRyl y del FceRI
estan asociados con la proteina de membrana llamada la cadena (. La cadena y es
homologa de la cadena (, una proteina identificada como esencial para el ensamblaje y
sefalizacion del complejo receptor-CD3 de la célula T. Ambas cadenas se asocian con
el FcyRIIl. Los dominios citoplasmaticos de las cadenas y y ( tienen una secuencia
comun que contiene serinas llamadas “motifs” que actiian como activadores del receptor
al antigeno (ARAM en inglés) ITAM, TAM o ARH1 [16, 27, 28].

Los receptores FcyRs una vez unidos al complejo inmune, inician una cascada de
sefializacion via el ITAM, que normalmente comienza con una activacion secuencial de
las proteinas tirosina- cinasas de la familia Src, continuando por la activacion de las
proteinas tirosina-cinasas SyK. Esto resulta en la fosforilacion del mismo ITAM con el
reclutamiento de varias proteinas intermedias que incluyen otras cinasas y otras
sefalizaciones intermedias. En muchos tipos celulares, la activaciéon de proteinas
adaptadoras de la cinasa 1 PI3K resulta en el reclutamiento de la fosfolipasa Cy que
produce un flujo de calcio y la activacion de diferentes funciones efectoras. En
macrofagos y células dendriticas la activacion de los FcyRs produce funciones celulares
como fagocitosis, estallido respiratorio y la produccion de las citocinas TNF-a e 1L-6.
En neutrofilos y NK disparan la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y
degranulacion; y en los mastocitos, inducen degranulacion.

En general, tanto los receptores Fcy activadores como los inhibitorios son co-
expresados en una misma célula, por lo que el ligando de la IgG puede ser capaz de
entrecruzarse con ambos, lo cual es de suma importancia pues es lo que produce un
umbral para la expresion de estimulos. La expresion relativa de ambas vias de
sefalizacion determina la respuesta celular[28] (Fig.2)

Cada uno de los receptores tiene diferentes caracteristicas, las mas importantes se
mencionan a continuacion:

FcyRI (CD64)

Localizado en el cromosoma 1g21m el receptor FcyRI es el tnico receptor que se une
fuertemente a la IgG de forma monomeérica y puede disparar respuestas efectoras con
bajas concentraciones de la inmunoglobulina [16]. Este receptor también es el tinico Fcy
que tiene tres dominios extracelulares. La familia FcyE tiene tres genes (FCGRIA,
FCGRIIB y FCGRIC) pero unicamente el FcRla, producto del gen FcGRIA, se ha
identificado como un receptor a lo largo de toda la superficie celular. El FcyRI se ha
encontrado en la superficie de los monocitos, células dendriticas, macrofagos y
neutrdfilos activados. La expresion estable del FcyRI requiere de la presencia de un
homodimero de la cadena vy, que resulta en la expresion de un complejo de FcyRla (la
cadena v)/y-y sobre la superficie celular. Este receptor puede ser expresado en ausencia
de este homodimero de la cadena y pero su expresion es transitoria.[29]
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Se expresa en la superficie de los neutréfilos, monocitos, granulocitos y macréfagos.
Este receptor se une a la IgG monomérica con alta afinidad lo cual es una caracteristica
tipica de la respuesta inmune temprana in vivo. La unién monomérica del receptor
requiere de entrecruzamiento con la IgG y el complejo resulta en una internalizacion
que es rapidamente reciclado hacia la superficie, aunque la internalizacion del complejo
receptor-ligando involucra su degradacion. La internalizacion y degradacion del
complejo FcyRI-IgG-antigeno aumenta la union de los péptidos antigénicos a las
moléculas de MHC II. Este receptor interviene en la respuesta celular citotdxica
dependiente de antigenos [16].

En recientes trabajos se sea demostrado que el FcyRIa es el tinico receptor Fc que tiene
la habilidad para facilitar la presentacion de antigenos, y tiene la habilidad para regular
la expresion de TNSFF13b (también llamado BLyS o BAFF) en el entrecruzamiento
con el ligando de la IgG o con la opsonina CRP [29].

FeyRII (CD32)

Se expresa ampliamente en una gran variedad de células del sistema inmune. Tiene un
peso molecular aproximadamente de 40-45 KDa. Se une monoméricamente a la IgG
con muy baja afinidad. Bajo condiciones fisiologicas, la baja afinidad del FcyRII para
la IgG monomérica asegura que este receptor (igual que el FcyRIII) interactie
unicamente con la IgG que se ha agregado al unirse a antigenos multivalentes. Se han
detectado tres genes en humano y uno en roedor que codifican transcritos multiples que
difieren primariamente en sus colas citoplasmaticas. El gene FcyRII murino tiene dos
transcritos: el Bl y 2. Ambas isoformas inhiben la activacién de los linfocitos B.
También se ha demostrado que el FcyRII puede inhibir la activacion de los mastocitos
activados por el receptor FceRI. Ademas, se ha confirmado que los ratones deficientes
del FcyRII muestran cantidades elevadas de IgG y disminucion de la activacion en los
mastocitos dependientes de este receptor [16, 23].

El cromosoma de la subclase de receptores FcyRII en humano 1g23 estd compuesto de
tres genes FCGR2A, FCGR2B y FCGR2C, que codifican las proteinas FcyRlla,
FcyRIIb y FcyRIlc que son expresadas en monocitos, ciertos tipos de células
dendriticas, neutrofilos, linfocitos B, plaquetas y células NK. El FcyRII (CD32) para la
IgG es el receptor de baja afinidad mas ampliamente distribuido. Con dos dominios
extracelulares tipo IgG, este receptor tiene baja afinidad por la IgG monomérica, pero se
une a agregados de IgG y complejos inmunes facilmente [30].

Diferente a los otros receptores Fc, el FcyRIIb tiene motifs de sefializacion que se unen
directamente a sus dominios citoplasmaticos y no requiere de la cadena y para una
expresion estable o funcion. Los receptores FcyRIla y el FeyRIIc contienen un motif de
activacion (ITAM), la proteina FcyRIIb es el tnico receptor Fcy inhibidor que contiene
un motif inhibidor dependiente de una tirosina (ITIM) en su dominio citoplasmatico. En
un nivel adicional de complejidad en el locus FCGR2B hay tres transcriptos
empalmados alternativamente que pueden ser expresados: bl y b2 difieren por un
inserto de 19 aminodcidos en el dominio citoplasmatico del FcyRIIb, mientras que la
forma b3 carece de una parte de la secuencia de sefializacion. El FcyRIIb es el unico
receptor Fcy expresado en las células B, mientras que el FcyRII2b se encuentra en las
células mieloides junto con el FCyRIla. [29]

El gen FCGR2C del receptor FcyRIla tiene un polimorfismo en la posicién 13 (una
glutamina) del codén de paro en el primer dominio extracelular y se ha descrito en una
proteina expresada en las células NK unicamente cuando el alelo 13Q esta presente.
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Este gen codifica un dominio extracelular que es altamente homologo al FcyRIIB y un
dominio intracelular citoplasmatico muy parecido al dominio citoplasmatico del
FCGR2A. La caracterizacion del locus FCGR2 sugiere que el gen FCGR2 es el
resultado de un entrecruzamiento entre el FCGR2A y el FCGR2B.[29]

El FcyRIla puede activar directamente plaquetas dando como resultado agregacion
plaquetaria. Mientras que todas estas funciones son dependientes del ITAM, es
probable que las secuencias en las cadenas y asociadas también contribuyan a la funcién
neta del receptor [29].

El papel del FcyRIIb es el de modular las funciones efectoras producidas por los
receptores Fc activadores. Como el unico receptor con un ITIM, el FcyRIIb actia como
un supresor de la activacion por complejos inmunes cuando esta unido a la IgG en los
linfocitos B. Cuando el FcyRIIb esta unido con otros receptores activadores, el ITIM es
fosforilado por una cinasa de la familia Src como Lyn que produce el reclutamiento de
otras cinasas Scr, asi como las fosfatasas SHIP. En los linfocitos B, las SHIP pueden
inhibir la activacion de la via de proteinas como PLCy y la BTK (tirosina cinasa de
Bruton) y por lo tanto la supresion de los eventos posteriores como en influjo de calcio
y la disminucion de multiples funciones celulares [29, 31].

El papel clave del FcyRIIb para regular la autoinmunidad se ha demostrado en modelos
murinos y en pacientes humanos. Ciertas cepas de raton que son deficientes del FcyRIIb
desarrollan espontaneamente una enfermedad parecida al lupus resultando en
glorumelonefritis y muerte prematura. De manera contraria, el aumento en la expresion
de este receptor puede restaurar la tolerancia y aminorar la autoinmunidad espontidnea
[30]. Un aspecto que se encuentra en intensa investigacion es el papel de las variaciones
del niimero de copias de un gen como una de las causas en las enfermedades
autoinmunes. Las variaciones genéticas de los receptores Fcy, especialmente del
receptor de baja afinidad, el FcRIIb, produce susceptibilidad y severidad en varias
enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso multiple, artritis reumatoide,
purpura trombocitopénica, vasculitis sistémica asociada a anticuerpos citoplasmaticos
asociados a neutrofilos, miastenia gravis, sindrome de Guillain Barré y esclerosis
multiple [30].

El balance entre los receptores Fcy activadores e inhibidores, determina el inicio de
inflamacién mediada por complejos inmunes. Recientemente se ha demostrado que
este balance puede regular la respuesta de maduracion producida por la via del
Interferon tipo I que involucra la presencia de STAT-1 en células dendriticas y
monocitos de humano y se sugiere que la manipulacion de este balance podria ser
utilizado en el manejo de la autoinmunidad y cancer en humano [32].

FeyRIII (CD16)

Se caracteriza por poseer un peso molecular de 50-80 kDa y su naturaleza
bioquimica lo incluye dentro de la familia de las inmunoglobulinas. Se expresa
especificamente en neutrofilos, macréfagos , mastocitos y es el unico FcR encontrado
en células NK. Como el FcyRIl, el FcyRIII se clasifica como un receptor de baja
afinidad para la IgG. Existen dos genes que codifican en humano (FcyRIIIA y el
FcyRIIIB) y solo uno en raton. En humano los dos genes, el FCGR3A y el FCGR3B
codifican a los dos receptores el RIIIA y FcyRIIIB. Este ultimo también es considerado
de baja afinidad; ademas el FcyRIIIA puede unirse a la IgG monoméricamente con
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afinidad intermedia y ambos (RIIIA y RIIIB) unirse a la IgG de manera multimérica y
complejos inmunes de manera eficiente. La union del ligando del FcyRIlla es
fuertemente influenciado por glicosilacion del receptor . Diversas formas glicosiladas
del FcyRIIIA son expresadas en células NK y monocitos/macréfagos de humano con
diferentes habilidades de unirse a la IgG.[17, 29].

Las proteinas FcyRIlla son expresadas como proteinas transmembranales de los
monocitos, macrofagos, células dendriticas, células T &/y y células NK. Sobre estas
células la cadena y (o la cadena { de las células NK) es necesaria para una expresion
estable de la proteina sobre la superficie de las células y la transduccion de sefiales del
complejo FcyRIIla. De manera particular, en los mastocitos el receptor FcyRIIla
también puede incorporar la cadena B del receptor de IgE resultando en un complejo
ao/P/y-y sobre la superficie celular [29].

El gen del FcyRIIIB es el tnico de los genes de los receptores Fcy en el que el receptor
es anclado a una GPI. Este receptor es expresado sobre la superficie de los neutréfilos y
basofilos. En los neutrofilos es altamente expresado, de 150,000 a 200,000 receptores
por célula. Por estudios bioquimicos se ha sugerido que cuando el FcyRIIIb es
expresado en la superficie de los neutrofilos interactia con la B2 integrina
CDI11b/CD18. Esto es interesante dada la reciente demostracion de la fuerte asociacion
genética entre una variacion del locus CD11B/ITGAM vy el lupus eritematoso.[17, 29]

Estos receptores tienen diferentes distribuciones celulares, en humano el FcyRIIIA se
localiza en macrofagos, NK y mastocitos y el FeyRIIIB principalmente en neutréfilos.
La isoforma murina se expresa en macrofagos y NKs. Participan en la respuesta celular
de citotoxicidad dependiente de antigenos, asi como en la endocitosis y fagocitosis. Este
receptor interviene en la internalizacion rapida de los complejos antigeno-anticuerpo y
aumenta la eficiencia en la presentacion antigénica. Se ha demostrado que este receptor
trabaja sinérgicamente con el receptor FcyRIl para aumentar respuestas como la
fagocitosis [16].

Una funcién clave de los receptores activadores es la eliminacién o remocion de los
complejos inmunes, de todos ellos el FcyRIIIa es el que juega un papel importante en la
remocion de dichos complejos inmunes. La afinidad intermedia de este receptor en los
macrofagos en tejido fijado, da la idea que es el que los captura para facilitar su
eliminacion[29].

FcyRIV

Este receptor recientemente descrito, solo se ha encontrado en raton, tiene un peso
molecular aproximado de 40 kD, su gen de 75kb esté en el intervalo entre el FcyRIl y el
FCyRIII, y unicamente se une a [gG2a e IgG2b con afinidad intermedia[31, 33]. Esta
proteina es muy similar al FcyRIIIA de humano con un 60-65% de identidad y de un
44% de similitud con el FcyRIII de raton. Este receptor requiere de la cadena y para su
expresion en superficie. La unioén de este receptor con los complejos inmunes produce
liberacion de calcio. Como los otros receptores Fc activadores, estimulos inflamatorios
como los LPS o citocinas TH1 como el IFN lo pueden inducir, y citocinas TH2 como
IL-4, IL10 o TNF-B disminuyen su expresion [34]. Este receptor se expresa en los
leucocitos de sangre periférica, asi como en el bazo, el timo, el colon y el intestino[31,
35].
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Figura 2. Tabla de las caracteristicas generales de los Receptores Fc para la IgG. Todos
los FcyRs son glicoproteinas con una subunidad alfa (a). El FcyRI tiene tres dominios
extracelulares tipo C2 y los FcyRIL, RIII y RIV tienen dos dominios extracelulares.
Todos los FcyRs tienen similitudes entre el 50-95% en su porcion extracelular pero
difieren en sus dominios citoplasmaticos. El receptor FcyRI es el tnico de alta afinidad
a la IgG, mientras que el FcyRIIb es el unico inhibidor. Los receptores Fcy de baja
afinidad en humano son cuatro; FcyRIIA, FcyRIIC, cuya sefalizacion es por medio de
un inmunoreceptor activador basado en una tirosina (ITAM) y el FcyRIIIA y el
FcRyRIIIB que esta unido a la membrana por un grupo glicolsilfosfatidilinositol . En
raton hay dos receptores de baja afinidad: el FcyRIII y el FcyRIV . La sefializacion de
estos ultimos cuatro receptores activadores en ambas especies es a través de la cadena
comun vy de los receptores Fc.
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Antecedentes

Modelo de Induccion de IgG Intestinal: inmunizacion i.p. con protoxina CrylAc

Las proteinas Cry son cristales producidos como protoxinas por Bacillus thuringiensis
(Bt) durante la esporulacion y son utilizadas como insecticidas. Después de la ingestion,
las proteinas cristalinas son solubilizadas y activadas proteoliticamente por las proteasas
del intestino del insecto susceptible. La toxina activada, que no es toxica para los
vertebrados, se une a receptores especificos de la superficie de la membrana en el
epitelio del intestino induciendo la formacion de poros y produciendo la muerte [36].
CrylAc en particular, es una proteina formadora de poros que es especificamente toxica
para larvas de lepidopteros.

Los productos de Bt representan alrededor del 1% del total de los agroquimicos
(fungicidas, herbicidas e insecticidas) vendidos en el mundo y son polvos que contienen
mezclas de esporas secas y cristales de toxinas. Los cristales son agregados de
proteinas (alrededor de 130-140 kDa) y son protoxinas que deben ser activadas antes
para tener sus efectos toxicos. Los cristales de las proteinas son altamente insolubles en
condiciones normales, por lo que se consideran enteramente seguras para humanos,
otros vertebrados y la mayoria de insectos. Solo son solubilizadas en condiciones
reductoras de pH elevados (alrededor de pH 9.5), condiciones comunmente encontradas
en el intestino de las larvas de lepidopteros por lo que son insecticidas altamente
especificos. Una vez que han sido solubilizadas en el intestino del insecto, las
protoxinas son rotas por una proteasa intestinal para producir la toxina activa que es de
alrededor de 60 kD. Estas toxinas son denominadas delta endotoxinas y se unen a las
células epiteliales del intestino medio, creando poros en las membranas celulares y
permitiendo salida de iones. Como resultado, el intestino es rapidamente inmovilizado,
las células epiteliales se lisan, la larva cesa de comer y el pH del intestino disminuye
para equilibrarse con el pH sanguineo, esta disminucidon permite que las esporas
bacterianas germinen y las bacterias invadan al huésped causando una septicemia local.
Estudios recientes de la estructura de las delta endotoxinas demuestran que tienen tres
dominios: el Dominio I esta constituido por un paquete de 7 alfa hélices, algunas de las
cuales pueden insertarse en la membrana de la célula intestinal, creando un poro por
donde pasan los iones libremente. El Dominio II consiste de tres Beta hélices anti
paralelas, similares a las regiones de union a los antigenos de las inmunoglobulinas,
sugiriendo que este dominio se une a los receptores del intestino. El Dominio III es un
paquete compacto de Beta hélices que protege la exposicion del carboxilo terminal de la
toxina activa, previniendo su ruptura por las proteasas intestinales [37].

Bt produce dos tipos principales de toxinas: las toxinas Cry (crystal), codificadas por
diferentes genes cry (esta caracteristica se usa para clasificar los diferentes tipos de las
toxinas de Bt). El segundo tipo son las toxinas Cyt (citoliticas), que junto a las toxinas
Cry, aumentan la efectividad del control de insectos. Alrededor de 50 de los genes que
codifican las toxinas Cry se han secuenciado y esto ha permitido asignar mas de 15
grupos sobre las bases de sus similitudes en las secuencias. Bt variedad Kurstaki
produce principalmente Cry 1Ab y Cry 1Ac [36, 38].

Desde hace mucho tiempo se ha estudiado la proteina CrylAc con el objeto de evaluar

su actividad bioinsecticida y los estudios de seguridad se han enfocado principalmente a
la patogenicidad del bacilo y su toxicidad. Los estudios toxicoldgicos usando altas
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concentraciones de esporas Yy cristales de varias cepas de Bt han mostrado que estas
proteinas son casi inocuas para vertebrados [39]. Es por ello que se considera que las
proteinas Cry que se producen masivamente a través de fermentacion en Bt o
microorganismos transgénicos son seguras para el ambiente [36, 40]. Debido a esto,
existe una nueva generacion de plantas transgénicas que contienen cantidades
considerables de proteinas Cry comercializadas y utilizadas para produccion de
alimentos [41]. Sin embargo, existen reportes epidemiologicos donde los agricultores
expuestos a pesticidas que contenian Bt var. Kurstaki presentaron un aumento en los
niveles séricos de inmunoglobulinas durante tiempos prolongados (2 afios), aunque en
el seguimiento de estos pacientes se observd la disminucion en los titulos de
inmunoglobulinas después de un afio de suspender el uso de estos bioinsecticidas- [42].
En otro trabajo se evalud la respuesta inmune en agricultores antes y después de usar
pesticidas comerciales que contienen productos de Bt var. Kurstaki y se detectaron
niveles elevados de IgE e IgG séricos ademds de una respuesta alérgica en piel, siendo
mas altas dichas respuestas a mayor cantidad y frecuencia de uso de los bioinsecticidas.
Adicionalmente se observd una baja frecuencia de enfermedades gastrointestinales en
todos los sujetos que estuvieron en contacto con dichos productos [38] .

Muy recientemente se han reportado las propiedades inmunoldgicas de estas proteinas
en vertebrados, inicialmente solo se habia sugerido que sus cristales pudieran tener
actividad antitumoral contra el sarcoma Yoshida debido posiblemente a su capacidad
de provocar un incremento general de la inmunidad en ratas [43]. Trabajos
experimentales en el laboratorio muestran que la protoxina CrylAc de Bt es un potente
inmunogeno sistémico y mucosal con propiedades adyuvantes. Se ha determinado que
la inmunizacion intranasal (IN), rectal (R) e intraperitoneal (IP) con CrylAc es capaz
de inducir respuestas de anticuerpos en mucosas vaginales, intestinales y de tracto
respiratorio [44] . También se ha descubierto que posee efectos adyuvantes tanto a
nivel intestinal como sistémico, tan potentes como los de la toxina del célera, cuando se
coadministra con albumina de suero de bovino (BSA) y antigeno de membrana del
virus de Hepatitis B (HbsAG) en ratones Balb/c por las vias oral (O) e intraperitoneal
(IP) [45, 46] y por las vias IN y R [47]. Asimismo, la co-administracion intranasal e
intraperitoneal de CrylAc con extractos de proteinas totales de Naegleria fowleri
incrementa la proteccion en el modelo de meningoencefalitis amibiana en raton [48].

Justificacion

La inmunoglobulina predominante en las superficie de mucosas es la IgA, pero ademas
de la IgA secretoria, también se puede inducir una cantidad significativa de IgG que a su
vez puede ser secretada hacia el lumen intestinal de humanos adultos y roedores [4].

Aunque el papel inmunoprotector de la IgA esta bien establecido, otros isotipos de
inmunoglobulinas tales como la IgG e IgM pueden participar en la proteccion de
mucosas [49]. Recientemente, basandose en evidencias que indican que los anticuerpos
IgG mucosales pueden actuar neutralizando toxinas, adhesinas o virus, inhibiendo la
penetracion de éstos ultimos a través de la capa epitelial, se ha sugerido que la IgG
asociada a mucosas puede contribuir a la defensa del organismo [50]. De hecho, la IgG
mucosal inducida por una inmunizacién sistémica (ej. con polisacaridos de Hemophilus
influenzae) o por sistémica pasiva de anticuerpos IgG especificos (contra el virus de
inmunodeficiencia en simios) produce una excelente proteccion contra patdgenos
presentes en las rutas mucosas (respiratoria o vaginal respectivamente) [4]. Asimismo,
dentro del lumen, los anticuerpos IgG pueden ejercer funciones contra el HIV [51].
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También se ha reportado inmunidad mucosal de IgG e IgM contra la influenza en un
modelo de raton knockout a IgA [52]. En contraste con todo lo que se conoce sobre el
proceso activo del transporte unidireccional de IgA hacia el lumen, cruzando por las
células epiteliales mediante un receptor polimérico (pIgR) [53] y su relacion en la
defensa mucosal del huésped contra diversos patogenos, la contribucion de la IgG del
lumen intestinal para la defensa del huésped, asi como los mecanismos por los cuales la
IgG llega a las secreciones luminales y su funciéon en estos lugares, no son
completamente conocidos. El receptor Fc neonatal para la IgG (FcRn) es el receptor
responsable del transporte de IgG a través de las barreras epiteliales. Ademas, la union
del receptor FcRn a la IgG y a la albumina es dependiente de pH y en ambos casos los
protege del catabolismo pues los desvia de la degradacion de los lisosomas a través de
su expresion en el endotelio y otros tipos celulares [3, 54]. Asimismo, el FcRn también
puede aumentar el ingreso de antigenos mediado por IgG a través del epitelio mucosal
[55]. En ratas y ratones, el FcRn se expresa abundantemente en las células epiteliales
intestinales de las crias lactantes ya que es el responsable del transporte de la IgG
presente en la leche materna para cruzar las células epiteliales hacia la circulacion, pero
en el intestino de ratdn su expresion es autorregulada ontogénicamente, ya que es
elevada en el nacimiento y disminuye dramdaticamente  dentro del epitelio
(aproximadamente mil veces) durante el destete, aproximadamente a los 14 dias de
edad, coincidiendo con el tiempo del cierre epitelial y simultaneamente con el cese del
transporte de IgG [3, 11, 54, 56]. Las diferencias filogenéticas en los mecanismos de
transporte de la IgG entre el roedor y el humano son claras, el entender mas sobre los
mecanismos de transporte alternos de la IgG, complementaria la informacion sobre los
procesos basicos que se desarrollan en las mucosas. Los recientes avances en el
conocimiento en esta area, hacen mas evidente que el sistema inmune de mucosas es el
mas importante y complejo del sistema inmune. Ademas, muchos de los procesos
patologicos de auto inmunidad estdn mediados por elevadas producciones de IgG
autoreactivas, el conocer vias alternas de su transporte, que también pudiesen participar
en el humano, es de suma importancia para futuras aplicaciones en la clinica.

Este trabajo presenta algunos aspectos no descritos de la respuesta inmune en mucosas
que se dirige hacia la produccion de IgG. Se utilizdo como inductor de la respuesta a la
protoxina Crylac que se ha demostrado induce respuestas preferenciales hacia ese
isotipo tanto a nivel mucosal como sistémico. Se analizo si la produccion fue local y
que ocurre con el transporte de la IgG cuando es producida en altos niveles en un tejido
que se considera que normalmente no la produce.
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Planteamiento del problema

Hasta muy recientemente, la alta produccion de IgG a nivel de mucosas es considerada
como una respuesta inmune normal, y es por ello que no se han caracterizado varios
aspectos de este tipo de respuesta. Tomando en cuenta que la inmunizacidén
intraperitoneal de roedores con Cryl Ac induce aumento en la produccion de anticuerpos
IgG en lavados intestinales, consideramos que este hecho podria funcionar como un
buen modelo para caracterizar algunos aspectos que no han sido estudiados durante el
proceso de induccion de IgG intestinal.

Existen pocos trabajos donde se evalte si el aumento de la IgG intestinal es especifico
para el antigeno utilizado y no se ha determinado si hay un mecanismo de transporte a
nivel intestinal en raton adulto, pues debido a que el epitelio intestinal de los roedores
presenta autorregulacion en la expresion del FcRn a través del desarrollo y que no se
produce en estado adulto, sugiere que el transporte intestinal de la IgG en los roedores
adultos puede estar mediado por dos diferentes mecanismos: a) la reactivacion de la
expresion del receptor FcRn 6 b) por un receptor Fc distinto. Es importante destacar
que no se ha explorado si el FcRn es expresado en el epitelio intestinal bajo induccion
en la produccion de IgG.

Por lo tanto en este trabajo se eligi6 a la protoxina CrylAc recombinante de Bacillus

thuringiensis ssp kurstaki HD-73 como un inmunogeno para evaluar la respuestas IgG
intestinales en el raton adulto. Por lo que se plantearon los siguientes:

Objetivos

General:

Caracterizar la respuesta de IgG intestinal utilizando el modelo de inmunizacion
intraperitoneal con la pCryl Ac en raton.

Particulares

1. Validar el modelo de Induccion de IgG intestinal en ratones por la inmunizacion
intraperitoneal con Cryl Ac.

1.1. Evaluar si existe induccién de respuesta especifica IgG en ldmina propia
intestinal utilizando la técnica de ELISPOT.

1.2. Corroborar el aumento de la IgG especifica y cuantificarla a nivel intestinal.

1.3. Determinar mediante citometria de flujo si se modifican las proporciones de

células B IgG+ IgA+, IgM+, IgE+ en intestinos delgado y grueso.

1.4. Determinar por inmunohistoquimica la presencia de linfocitos B IgG positivos
2. Determinar si el receptor FcRn se expresa en epitelio de raton adulto cuando se

induce un aumento en la produccion de IgG intestinal.
2.1. Determinar la expresion de FcRn por RT-PCR, microscopia confocal y citometria
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Determinar si se expresan los receptores FcyRII/III en el tejido intestinal de ratones
controles e inmunizados mediante Microscopia confocal, citometria de flujo,
western blot.

Determinar si existe co-localizacioén con la IgG con los receptores FcyRII y I1I en el
tejido intestinal mediante microscopia confocal, citometria de flujo.

Determinar por inmunoprecipitacion si la IgG se encuentra asociada a los receptores
FeylIl y III en epitelio intestinal.

Determinar si los receptores FcyRII/III pueden participar en la captacion o el
transporte de la IgG en el epitelio intestinal del raton.
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Material y métodos

Produccion de pCrylAc

Se trabajo con la cepa recombinante de Escherichia coli JM103 (pOS9300)
donada por el Dr. Donald Dean de la Ohio State University (Columbus, USA). Las
bacterias se cultivaron durante 48 hr en medio LB adicionando ampicilina (50 pg/ml) y
kanamicina (30 pg/mL). La sintesis de CrylAc se induce con isopropil [(-D-
tiogalactopiranosido (IPTG, Promega) 1 mM en el cultivo hasta llegar a 0.5-1.0 de
absorbancia a 540 nm.

Purificacion de pCrylAc

Las células se cosecharon a 10 000 rpm por 15 min. a 4°C y se lavaron dos
veces con buffer TE (Tris-HCl 50 mM, EDTA 10 mM. pH 8.0). Posteriormente se
incubaron a 37°C durante 1 hr. con 4 mg/mL de lisozima y se sonicaron durante 5 min.
por 5 veces en hielo (Fisher Sonic Dismembrator modelo 300 Laboratory Equipment
Company, Hayward, CA, USA). Los cuerpos de inclusion se recuperaron por
centrifugacion a 12 000 rpm por 20 min. a 4°C, se lavaron una vez con agua estéril
adicionada con fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) 1 mM y fueron solubilizados con
buffer CBP (Na,CO; 100 mM, PMSF 1mM vy B-mercaptoetanol 1%, pH 9.6). La
CrylAc soluble se separd por centrifugacion a 12 000 rpm por 15 min. a 4°C. Fue
esterilizada por filtracion y almacenada a 4°C. La concentracion de la proteina se
determind por el método de Bradford y su pureza se evalué por SDS-PAGE.

Esquema de inmunizacion

Se utilizaron ratones Balb/c de 3 meses de edad. Se trabajé con grupos de 5
organismos. Los animales recibieron 3 dosis por via intraperitoneal de 50 ng de
pCrylAc (una cada semana) y se sacrificaron 7 dias después de la Giltima inmunizacion.
Se utilizaron organismos sin inmunizar como control.

Aislamiento de linfocitos intestinales

Los ratones fueron sacrificados por sobre anestesia con éter y se obtuvieron los
intestinos, los cuales se lavaron con medio RPMI 1640 frio; con ayuda de una sonda,
en el intestino delgado se removieron las placas de Peyer, y ambos intestinos (delgado y
grueso) se separaron y se voltearon con ayuda de un ganchillo de acero inoxidable (#4).
Cada intestino volteado fue incubado en 10 mL de medio RPMI conteniendo EDTA 1.5
mM por 30 min. a 37° C. Después de la incubacidn, el intestino fue comprimido
ligeramente con un embolo de jeringa hipodérmica en una malla plastica. La suspension
celular obtenida (células epiteliales e intra epiteliales) se centrifugaron 10 min. a 1500
rpm, las pastillas obtenidas fueron resuspendidas en 8 mL de medio RPMI adicionadas
con 200 puL de suero fetal bovino y se mantuvieron en hielo. La mucosa intestinal
restante se volvid a incubar con 20 mL de medio RPMI y 60 U/mL de colagenasa (por
intestino) por 30 min. a 37° C, después de este tiempo se adicionaron 200 puL de suero
bovino y esta solucion que contiene los linfocitos de la lamina propia se centrifugaron a
1500 rpm por 10 min. A la pastilla obtenida se le adicionaron 200 puL de suero bovino y
se resuspendido en 8ml de RPMI. Nuevamente se centrifugd y después los linfocitos
aislados del epitelio y de lamina propia (las células obtenidas después del tratamiento
con EDTA y colagenasa respectivamente) se aislaron utilizando un gradiente de Percoll
(75%-40%), colocandose 4 mL de las muestras disueltas en el Percoll al 40% para ser
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colocados sobre el Percoll al 75% y después ser centrifugados por 25 min. a 2000 rpm
a temperatura ambiente. En tubos cénicos de 15 mL se recuperd el anillo que contiene a
los linfocitos (en la interfase de 75-40%) y se agregaron 200 puL de suero y se afor a
10 mL de medio RPMI 1640, se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min. a 4° C,
desechandose el sobrenadante y se agregaron 200 puL de suero y 500 uL de medio por
cada intestino. Finalmente se ajusté a 1x10° células por mililitro para el analisis de
citometria y ELISPOT.

ELISPOT

Se utilizaron placas de 26 pozos cubiertas con membranas de nitrocelulosa
recubiertas con 10 pg de proteina CrylAc en PBS por pozo toda una noche. Se
bloquearon con BSA al 1% en PBS durante 1 hr. las placas se lavaron tres veces con
PBS-Tween 20 0.5% (PBS-T) y entonces se adicionaron 100 puL/ pozo de la suspension
de células (1x10°/mL) en 2 mL de medio RPMI con gentamicina (50pug/mL) y 7% de
BSA durante 3 hr.a 37° C en CO; al 5% y 100 % de humedad. Pasado este tiempo se
lavaron 5 veces los pozos con PBS-T. Posteriormente se adicionaron 300 pL de los
conjugados anti-IgA, anti-IgG, anti-IgM y anti-Ig (BD-Pharmigen St Jose CA)
marcados con peroxidasa diluidos 1:1000 en PBS-T. Las placas se incubaron por 2 hr. a
temperatura ambiente y se lavaron tres veces con PBS-T y cinco veces con PBS 1:3. Se
revelaron con 4-alfa-cloro-naftol. Las placas se lavaron con agua destilada durante 15
min. y los spots se contaron en un microscopio estereoscopico.

Analisis de citometria de flujo

Para determinar la poblacion de linfocitos T se us6 el CD3e-PerCP o FITC
(Pharmigen, Beckton-Dickinson, CA). Para analizar las células positivas a los diferentes
isotipos de inmunoglobulinas, se utilizaron los anticuerpos: anti-IgA-FITC (BD-
Pharmigen, anti-IgE-FITC (BioSource, Nivelles), anti-IgM-PE (BD-Pharmigen CA), y
anti-IgG-biotinilada (Pierce, Rockford, IL). La segunda incubacion se hizo con
Streptavidina-PE o con Avidina-FITC (BD-Pharmigen). Para el analisis de citometria
de la poblacion de células epiteliales se utilizé anti E-cadherina- FITC de raton (B. D.
Pharmigen CA), IgG Alexa Fluor 594 (Molecular Probes, Oregon) y anti-CD16/32
biotinilado (Chemicon, Temecula CA) y Streptavidina-PerCp (Beckton Dickinson CA).
Como control de isotipos se utilizaron IgGap,, k-FITC (B.D.-Pharmigen CA ) y 1gGa,,
k- PE (B.D.-Pharmigen ,CA). Se utiliz6 un citometro de flujo laminar Facs calibur
Beckton Dickinson,USA. Para realizar el andlisis se contaron 50,000 eventos y se
utilizo en software BD Cell Quest Pro software v.5.1.1.

Inmunohistoquimica

Se obtuvieron muestras de 0.5 cm de largo de colon, ciego y recto del intestino
grueso y del duodeno, ileon y yeyuno del intestino delgado de los animales inmunizados
3 veces y de organismos control. Las muestras fueron fijadas 24 hr. en fijador de sales
de zinc (FSZ) (Gonzales et-al, 1991). Se procesaron con la técnica histologica de
rutina, con liquido intermedio de alcohol butilico, inclusion en Paraplast y se cortaron a
5 micras. Se inactivo la peroxidasa enddgena con metanol y peroxido de hidrogeno
(H20,) al 0.5% por 3 min. Se utilizo6 PBS-Triton X-100 0.07% v/v (Bio-Rad Lab, CA)
para permeabilizar (Smin.) y todas las diluciones se realizaron en la misma solucion. Se
utilizaron anticuerpos contra IgA-HRP (goat Anti mouse a-chain specific, Sigma)
1:500, IgG-HRP 1:1000 (goat anti-mouse Fc, Pierce, Rockford, IL) IgM-HRP 1:1000
(goat anti mouse p chain specific, Pierce, Rockford, IL) e IgE-HRP (goat anti mouse
Pierce, Rockford, IL) 1:1000 y se revel6 con 0.9 mM de 3-3 Diaminobencidina (DAB)
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(Sigma-Aldrich MO) y H,O, (Fermont) al 0.05%. Para la inmunohistoquimica de CD
16/32 se bloqueo con suero de bovino al 3% y albiimina de huevo al 5% en PBS-Triton
0.07% por 30 min. a temperatura ambiente. Para inactivar la biotina endogena se utiliz6
el Kit de bloqueo avidina/biotina (Zymed Labs. St Fco CA) segun las instrucciones del
fabricante. Se incubd con el anti CD16/32 biotinilado (Chemicon) por 24 h a 4°C y
después de 5 lavados con PBS-triton, se incubd por 2 hr. con Streptavidina-HRP
(Zymed Laboratories Inc, CA) 1:1000 en ambos casos y se reveld6 con DAB y H;0,
como se describid anteriormente.

Microscopia confocal

Las muestras fueron procesadas de la misma manera que para
inmunohistoquimica, sin inactivar peroxidasa endogena, se bloqued con suero al 6% en
PBS-triton y se utilizd anti-raton IgG-FITC ( Sigma-Aldrich ), anti-FcRn de chivo
( Santa Cruz), anti-CD16 de chivo (Santa Cruz), CD32 de conejo (Santa Cruz) dilucion
1:1000 en todos los casos por 24 hr a 4°C, los anticuerpos secundarios anti-chivo Cy5
(Invitrogen) y anti-conejo Cy5 (Beckton Dickinson CA) en diluciéon 1: 1000 por 1 hr. a
temperatura ambiente. Las laminillas fueron almacenadas a -20°C en oscuridad hasta
ser capturadas. Las imagenes fueron obtenidas en un microscopio confocal Modelo
TCS SP2 Marca Leica (Mannheim, Germany).

ELISA

Para determinar los niveles de anticuerpos anti-pCrylAc en los lavados
intestinales se desarrolld la prueba de ELISA. Los intestinos fueron disecados y los
lavados intestinales se obtuvieron con una sonda, se usaron 5 mL de RPMI 1640
(Sigma Chem. MO) para el intestino delgado y 3 mL para el intestino grueso, se
adicion6 sal sodica del acido 4-hidroximercuriobenzoico (Sigma Chem) al 0.1 M en
trizma base al 150 mM, se almacenaron a -70°C hasta realizar las pruebas. Se utilizaron
cajas de 96 pozos (Metrix) que fueron recubiertas con 1 pug de pCrylAc disuelta en
amortiguador de carbonatos pH 9.6 (Na,CO3; 1 mM, NaHCO; 3 mM) por toda la noche
a 4 °C, se lavaron con PBS-Tween 3 veces, se bloqued con leche descremada (Sveltes,
Nestlé Co.) al 3% por 2 hr. a temperatura ambiente y se adicionaron los liquidos
intestinales diluidos en leche 1:2 se incubaron toda la noche a 4 °C, se adicionaron los
conjugados peroxidados anti IgA (goat Anti-mouse ca-chain specific, Sigma(Sigma
Chem. MO), IgG (goat anti-mouse Fc, Pierce Rockford, IL), IgM (goat anti-mouse p
chain specific, Pierce Rockford, IL) e IgE (goat anti-mouse Pierce Rockford, IL) en
dilucién de 1:1000 e incubaron por 2 hr. a temperatura ambiente, y se revelaron con
100 pL de sustrato: 40 mg. ortofenildiamina (Sigma Chem. MO) en amortiguador de
citratos pH 5.0 y 40 pL. de H,O, al 0.05% vy se leyeron las placas a 492 nm. en un
espectrofotometro (Ascent, Thermo Labsystems). También se realizé la prueba de
ELISA directa para inmunoglobulinas donde las placas de 96 pozos fueron recubiertas
con 200 pL de los lavados intestinales a 4 °C durante toda la noche, fueron lavados con
PBS-T y bloqueados con leche descremada al 3% por 1 hr.; después se adicionaron los
conjugados peroxidados diluidos 1:1000 por 2 hr. a temperatura ambiente, y revelados
con ortofenildiamina y con una lectura de 492 nm. (Ascent, Thermo Labsystems).
Previamente se realiz6 una prueba de Titulacion donde los titulos se definen como el
valor reciproco de la dilucion mas alta de la muestra que da un valor de densidad optica
de 0.1. Para determinar cualitativamente la concentracion de la IgG en los liquidos
intestinales se utilizé un dilucién 1:2 y se cuantificd por interpolacion de los valores de
D.O. de una curva de calibracion de IgG (Sigma Chem. St. Louis MO)
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Inmunoprecipitacion

Los intestinos delgado y grueso fueron aislados y evertidos, se incubaron por 30
min. en RPMI con EDTA 1.5 mM y Ditiotreitol ImM (DTT Sigma Chem. MO) a 150
rpm a 37°C, la suspension celular obtenida se compactd por centrifugacion a 1500 rpm
a 4°C por 7 min. Se realizaron varios lavados con RPMI suplementado con BSA al 5%
para eliminar residuos de EDTA. Las células epiteliales intestinales fueron obtenidas
por gradiente de Percoll triple (20%, 40% 75%), en centrifugacion a 1500 rpm por 30
min. a temperatura ambiente. Para lisar se utilizo amortiguador de lisis Tris HCI 50
mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton 100X 1% y como inhibidor de proteasas
Complete, Mini Cocktail (Roche Co. Mannheim), las muestras se almacenaron a -70 °
C hasta su uso. Para inmunoprecipitar los receptores FcyII/IIl se utilizaron 150 ug de
proteina (determinados por Lowry) de los lisados intestinales de ambos grupos
experimentales, a los que se les agregaron 20 pL (10png) de anti CD 16/32 biotinilado y
se incubaron por 24 hr. a 4° C, este volumen se incorporo a 300 uL de perlas de
agarosa-estreptavidina segun especificaciones del fabricante (Immunopure
Immobilized Streptavidin, Pierce Co. Rockford, IL). Se incubaron por 2 hr. a
temperatura ambiente en agitacion ligera y se realizaron 4 lavados con PBS a 1500 rpm
por 5 min. Para la inmunodeteccion de los receptores y la IgG, las perlas de agarosa
con el anticuerpo se corrieron en geles de acrilamida al 10% a 120 volts y se
transfirieron a membranas de PVDF (100 volts, 60 min.), se bloquearon con leche
descremada al 6% por 2 hr. a temperatura ambiente, se incubaron con anti I[gG-HRP
1:500 (goat anti-mouse Fc, Pierce Rockford, IL), en PBS-T toda la noche a 4° C en
agitacion ligera y se reveld con Western blotting luminol Reagent (sc-2048 Santa Cruz
Biotech. USA) en pelicula radiografica.

Analisis de RNA mensajero por RT-PCR

Para determinar el nivel de expresion del mRNA del FcRn del raton se
desarroll6 la prueba de RT-PCR en células epiteliales aisladas donde el DNA fue
extraido con TRIzol (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA) y se precipitaron con alcohol
isopropilico y etanol. La concentracion de RNA se determind por absorbancia a 260
nm, una cadena simple de cDNA fue sintetizada de 1 pg de RNA por la reaccion de
transcripcion - reversa con 500 unidades de MVL TR (Promega, Madison,WI, USA).
Para generar una sonda de DNA para la cadena alfa del FcRn, las sondas de PCR fueron
sintetizados por Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA USA) basados sobre la
secuencia en raton reportada para mRNA (GenBank NM 010189). La expresion
relativa del FcRn fue evaluada por amplificacion de PCR usando las sondas de sentido y
antisentido: 5'CAGCCTCTCACTGTGGACCTAGA3' y
5’AAAGCCATGGGGCTGGCAGACC 3’. La amplificacion fue completada por
incubacion de 1 uLL del cDNA resultante en un volumen de reaccion de 30 pL (50
mmol/L KCI, 150 mmol/L MgCl,, 10 mmol/L Tris-HCIL, pH 9.0) que contenia 100 pmol
de las sondas especificas sentido/antisentido y 0.25 uLL de Taq polimerasa (Promega,
Madison, WI, USA). El procedimiento comprende un ciclo de calentamiento de 95° C
por 5 min. Seguidos de 25 ciclos de desnaturalizacion a 90° C por 30 seg. alineando a
64° C por 30 seg., extension a 72 ° C por 30 seg. y un ciclo de 72 ° C por 1 min. para
obtener un producto de 150 bp de largo. Las muestras fueron analizadas por duplicado
sobre geles de agarosa y cuantificadas por densitometria utilizando un Analizador de
fluorescencia para imagenes Fuji-Film fluorescent Image Analyzer FLA-5000 (Tokio,
Japon). La cantidad de mRNA que codifica el FcRn fue normalizado por la
comparacion de la cantidad del mRNA que codifica a la glicerilaldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) como control interno.
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Analisis del transporte de IgG en células epiteliales en cultivos transwell

Se purifico IgG de suero de raton utilizando proteina A acoplada a una columna
de Sepharosa (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California, USA), verificando su
pureza por electroforesis y cuantificando la concentracion de la proteina por el método
de mini Bradford. Esta IgG se marcd con FITC seglin especificaciones del proveedor
de FITC- Antibody Labeling KIT (Pierce, Chemical Co. Rockford, Illinois, USA ) se
verifico la conjugacién de la proteina con FITC con electroforesis en geles de
poliacrilamida y deteccion con UV. La concentracién de la proteina conjugada fue 1
mg/mL y con esta se hizo una curva patron de IgG . Para el andlisis del transporte
epitelial se colocaron 3x10° células epiteliales intestinales aisladas en las insertos de
transwell recubiertos con Colagena (Transwell-COL 6.5 mm didmetro 0.4 pm,
Corning-Costar Corp., Cambridge, Massachusetts, USA) y se incubaron a 37° C, CO; al
5% por 72 hr para formar la monocapa verificandose por observacion con microscopio,
se cambi6 el medio RPMI diariamente, y el dia del ensayo se adicionaron 200 pL de
medio arriba y 500 pL abajo. Para ver el transporte apical o basolateral se coloco en la
parte superior o inferior segiin el caso 6 ug por pozo de anti CD 16, anti CD32, anti
CD32/16 o medio solo respectivamente por duplicado y se dejaron incubando por 1 hr .
Pasado el tiempo se agregaron 3 pg de IgG-FITC, al final del periodo de incubacion se
colectaron los sobrenadantes, se centrifugaron y se detect6 la IgG-FITC transportada
utilizando el Lector de placas para fluorescencia (FLx800 Microplate fluorescente
Reader, Biotek Int. Inc. USA) a las 4 hr., y otra serie de experimentos a las 24 hrs., los
valores de IgG transportada se interpolaron de la curva patréon de IgG-FITC realizada al
momento.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados por ANOVA de dos variables para
ELISPOT, ELISA y Citometrias de linfocitos B intestinales; seguidos de una prueba de
Bonferroni para la comparacion multiple de medias entre los grupos, con un nivel de
significancia de 0.05. Para el analisis de citometria de la region de E-cadherina’ en el
epitelio de ambos intestinos se utiliz6 un andlisis de t- pareada no paramétrica. Todos
los andlisis fueron realizados con el software GradphPad Prism 4.
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RESULTADOS

CrylAc induce aumento en los niveles de respuestas especificas y totales de IgG en
los lavados intestinales.

Lo primero que se realiz6 fue examinar los niveles de los anticuerpos especificos en las
secreciones intestinales de los ratones inmunizados por la ruta intraperitoneal (i.p.) con
la protoxina Cryl Ac. Como se esperaba, se detectaron casi exclusivamente anticuerpos
IgG anti Cryl Ac en los lavados de ambos intestinos, aunque hubo mayor proporcion en
el intestino grueso. El nivel de anticuerpos totales IgG fue significativamente mayor en
los lavados intestinales de los ratones inmunizados que en los ratones control (p<<0.05%)

(Fig. 3).
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Figura.3. Niveles de anticuerpos analizados mediante ELISA en lavados intestinales
de ratones control y ratones inmunizados con pCrylAc i.p. a) Niveles de anticuerpos
anti-Cry en intestino delgado (ID), b) Niveles de anticuerpos anti-cry en Intestino
grueso (IG). C) Niveles totales de inmunoglobulinas en ID y d) en intestino grueso. La
administracion i.p.de la protoxina produce principalmente respuestas IgG especificas y
aumento en los niveles totales en ambos intestinos (n= 5, P<0.001).
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La concentracion de IgG aumenta en las secreciones intestinales de raton
inmunizado con pCrylAc.

La cuantificacion de IgG en los lavados intestinales indica que existe una
produccion basal de IgG en los organismos control como se observa en los ensayos de
ELISAS totales. Nuevamente se corrobora el aumento en la produccion de IgG en los
ratones inmunizados intraperitonealmente con pCryl Ac, principalmente en el intestino
grueso (P<0.05) (Fig. 4).
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Control Cry1Ac

Figura. 4. Cuantificacion de la produccion de IgG total en los liquidos
de Intestino Delgado (ID) y de Intestino Grueso (IG).La inmunizacion
con pCrylAc indujo aumento en la produccion de IgG en ambos
intestinos (n=5 P < 0.05).

La inmunizacion con CrylAc induce la formacion de células formadoras de
anticuerpos con respuestas especificas en la lamina propia.

Para determinar si los anticuerpos IgG anti-CrylAc detectados en los lavados
intestinales de los ratones inmunizados se sintetizaron localmente, se aislaron linfocitos
de lamina propia tanto del intestino delgado como del intestino grueso, y se evalud la
respuesta de las células productoras de anticuerpos anti-Cry por la técnica de ELISPOT.
Se detectd que en la ldmina propia de ambos intestinos se produjeron respuestas
especificas en las células formadoras de anticuerpos, siendo en el intestino delgado
donde se detectd6 mayor cantidad de células productoras de IgM e IgA anti CrylAc que
en el intestino grueso, donde se encontraron cantidades similares de células productoras
de anticuerpos IgA, IgG e IgM ( Fig. 5). Aunque encontramos que en la lamina propia
de ambos intestinos el nimero de células productoras de IgG anti Cry no fueron
mayores que las células de los otros isotipos, si fue muy evidente que los spots de las
células productoras de IgG fueron mayores y mas intensos que los spots de los otros
isotipos, sugiriendo que la produccion de este isotipo fue mayor.
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Figura.5. ELISPOT de linfocitos B aislados de epitelio (E), y Lamina
propia (LP) de Intestino Delgado (ID) e Intestino Grueso (IG).

a) Se detectd la presencia de células productoras de anticuerpos anti-CrylAc
en ambos intestinos, principalmente en el Intestino Delgado. b) Spots de los
linfocitos intestinales aislados de los ratones inmunizados con pCrylAc, se
observa que los de IgG son de mayor intensidad y tamafio. El control
comprueba la especificidad de la prueba hacia pCryl Ac (n=5).

La inmunizacion i.p. con pCrylAc incremento la proporcion de Linfocitos IgG+en la
lamina propia intestinal

Los linfocitos B intraepiteliales de intestino delgado se encuentran en un 7% - 10%, en
el intestino grueso se encuentran entre un 15 a 20% , en lamina propia de intestino
delgado entre un 37% - 40%, y en lamina propia del intestino grueso entre un 37% -
45% de la poblacion total de linfocitos. Estos datos fueron obtenidos de 5 experimentos
con 5 ratones por experimento En el caso del intestino grueso no hay reportes previos de
la cuantificacion de la poblacion de linfocitos B y los isotipos presentes en ese tejido.

En los ratones control se observd que los linfocitos B del epitelio del intestino delgado
presentaron la misma proporcion de células IgA”, IgG", IgM" e IgE", y en la lamina
propia se observo una predominancia de células IgA" (p<0.05). Para el intestino grueso
existe una poblacion de células positivas para todos los isotipos de manera homogénea,
pero en la lamina propia predominaron células IgM" seguidas de IgA", siendo que la
poblacion de IgG" esta en proporciones bajas al igual que las células IgE" (p<0.001).

La administracion intraperitoneal con 50 ug de pCrylAc provoco que en el epitelio de
intestino delgado, se modifiquen las proporciones de los linfocitos B, ya que se observo
un aumento en la cantidad de células IgE" e IgA", disminuyendo la proporcion de
IgM", la poblacion de células IgG™ no presenté modificaciones (p <0.001). En la

31



lamina propia del intestino delgado se mantuvo como principal isotipo las células IgA"
sin que se modificaran significativamente las otras poblaciones.

La inmunizacién en la poblacion de linfocitos B del epitelio del intestino grueso
produjo aumento en los linfocitos IgM" e IgG", disminuyendo los IgE" (p <0.001).
En la lamina propia del intestino grueso el isotipo predominante de los linfocitos B fue
la IgM" (21.02+1.17) seguido de la IgG (14.42+0.91) produciéndose ligera disminucién
de las células IgA™ (p <0.001) (Fig. 6).

Tabla 1. Analisis por FACS de la poblacion de linfocitos B en epitelio (E) y lamina
propia (LP) del Intestino Delgado (ID) e Intestino Grueso (IG) de ratones testigo (T) e
inmunizados (C) i.p. con pCrylAc. (n= 5 ratones/ experimento, 3 experimentos en

total).
Iso/tej EIDT EIDC  EIGT EIGC LPIDT LPIDC LPIGT LPIGC
IgA 19403 1.8#0.3 3.8£0.9 4.2+0.5 17.7#1 15.2+0.1 15.7£2 13.1x14
IgG 2.6£04 2.6£0.5 4.7£0.4 5.8+0.2 7.4+09 11.0£1.5 10.4+0.9 14.4+0.9
IgM 2.1+£03 2.7£03 4.9+£09 54+£04 18.6+1.7 16.6+1.1 189+1.4 21.0+1.5
Ig 1.8+0.4 3.2+0.5 19+0.4 2.5+0.3 1.9+0.5 2.8+04 2.7+0.6 2.1+04
1D 1G
25
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Figura 6. Analisis de FACS para los linfocitos B (L) de epitelio (Epi) y Lamina
propia (LP) de intestino delgado e intestino grueso de ratones control e
inmunizados. La pCrylAc produce aumento en los linfocitos B IgG+ en la
lamina propia del intestino delgado y grueso y de los linfocitos B IgE+ en
el epitelio del Intestino delgado p<0.001 (n=5).
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Presencia de Células epiteliales IgG" y linfocitos IgG" en cortes histolégicos de
intestino delgado y grueso en organismos control y en inmunizados con pCrylAc
intraperitoneal.

La inmunohistoquimica en cortes transversales de intestino delgado e intestino
grueso nos mostré cambios que resultaron de la administracion i.p. con pCry pues se
indujo un aumento en la cantidad y reactividad para la IgG en los linfocitos B y en las
células epiteliales de ambos intestinos. En el intestino delgado se observd mayor
cantidad de células en la lamina propia y reactividad en el epitelio. En las tres zonas del
intestino grueso se observaron diferencias en la distribucion y reactividad para la IgG,
siendo mayor en la ldmina propia del colon, siguiendo en orden descendente el ciego y
finalmente menor cantidad en el recto. En general, el recto presenté menor cantidad de
células positivas, la zona que presenté mayor cantidad de linfocitos B IgG™ fue el ciego
Inesperadamente se detectd que algunas células epiteliales también demuestran reaccion
positiva a IgG, sugiriendo que esta inmunoglobulina puede ser transportada a través del
epitelio en ratones control e inmunizados (Fig. 7).

Figura 7. Deteccion de IgG por Inmunohistoquimica con peroxidasa de cortes de
intestino delgado (ID) e Intestino grueso (IG) fijados con sales de zinc. Se observa
mayor cantidad de CSA IgG+ en la lamina propia de ambos intestinos (flechas
delgadas) y ocasionalmente intraepitelialmente (flecha gruesa) con la inmunizacion con
Cry. También es notoria la reaccion IgG+ en las células epiteliales (circulo).
(Contratincion Hematoxilina de Harris, 5 um, 500X)

CrylAc produce aumento en la expresion de IgG en las células epiteliales

Para estimar la frecuencia de las células epiteliales que presentan IgG en el intestino,
estas se aislaron en un gradiente de Percoll en la interfase de 20-40%, tanto de intestino
delgado como de intestino grueso de ratones control e inmunizados. La poblacion
obtenida fue analizada por citometria de flujo usando E-cadherina como un marcador de
células epiteliales. Aunque se detectaron dos poblaciones E-cadherina, una de alta
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expresion (Hi) y otra de baja expresion (Lo) se utilizo toda la region E cadherina
positiva. El andlisis muestra que inclusive en los organismos control hay células
epiteliales IgG" y la inmunizacién con pCryl Ac aumenta su frecuencia. El intestino
grueso muestra la mayor cantidad de células IgG" en los organismos inmunizados (Fig.
8).

Control 21.3+3.2 %
Cry1Ac 379 +26%

Control 17.5£8.05 %
Cry1lAc 489 x7.1%
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Figura 8. Analisis por citometria de flujo de las células epiteliales 1gG+ de
intestino delgado (ID) y grueso (IG) utilizando E-cadherina como marcador epitelial
La frecuencia de células epiteliales IgG+ fue mayor en ambos intestinos después de la
inmunizacion con pCrylAc, y es mayor en el intestino grueso. Los valores mostrados
son calculados de la region epitelial p<0.05 (n=2 organismos por grupo analizados de
manera individual con un total de 8 experimentos).

La inmunizacion i.p. con pCrylAc aumenta la expresion del receptor FcRn

El receptor transepitelial descrito para la IgG es el FcRn, aunque no se ha
reportado previamente su expresion en raton adulto. Al realizar la prueba de RT-PCR
en células epiteliales de los intestinos de raton neonato de 2 dias, raton control y en
raton inmunizado se encontraron resultados positivos. Como era de esperar se detectod
la induccion del receptor FcRn en el raton neonato en el epitelio de ambos intestinos,
ademds, un aumento en la expresion del FcRn en los ratones inmunizados con
pCrylAc. Este aumento se observo principalmente en el intestino grueso y una ligera
expresion en el intestino delgado. Sin embargo, la expresion en los organismos adultos
no inmunizados fue muy baja (Fig. 9).
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Figura 9. El aumento en la produccién de IgG inducida por la inmunizacién i.p. con
pCrylAc también induce aumento en la expresion del receptor FcRn en el epitelio
intestinal, principalmente en el intestino grueso. (n=3).

La proteina FcRn si se expresa en el epitelio intestinal de raton.

Para verificar si la proteina FcRn se expresaba en mayor concentracion en el epitelio
intestinal de animales adultos inmunizados que en adultos no inmunizados, se realizo
citometria de flujo con células aisladas y también microscopia confocal. Los resultados
de citometria indican que el porcentaje de células epiteliales que expresan FcRn es
mayor en animales inmunizados, ademas la expresion de esta proteina fue mayor en el
intestino grueso.

Aunque si hay expresion de FcRn en las células epiteliales de los organismos control
principalmente en el intestino grueso (19.5+4.2) y muy baja expresion en el delgado
(4.9£2.5), se aprecia que ¢ésta aumenta en los ratones inmunizados siendo mayor el
porcentaje en el intestino grueso (36.8+8) aunque proporcionalmente es mayor la
induccidn en el delgado (de un 4.9% a un 27.1%) (Fig. 10).
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Figura 10. Analisis de citometria de las células epiteliales que expresan la proteina
FcRn en el epitelio de los raton adulto control e inmunizado, no solo aumenta la
cantidad de células que expresan la proteina sino que también su fluorescencia,
principalmente en el intestino grueso p< 0.05 (n=5).

Co-localizacion en el epitelio de IgG y FcRn por microscopia confocal

La microscopia confocal nos permitié concluir que la induccion de la respuesta inmune
hacia IgG se relaciona con la expresion del receptor FcRn en el raton adulto. Para ello
utilizamos intestinos de ratones de neonato de 2 dias de edad como controles positivos,
y se observo claramente la presencia del receptor durante el periodo de lactancia en el
intestino delgado y su co-localizacion con la IgG proveniente de la leche materna, ya
que al momento de la diseccion, es muy clara la presencia de leche en el tracto
digestivo. No encontramos en la bibliografia, evidencias de la presencia del receptor
FcRn en el intestino grueso de neonato ni adulto en roedor. Utilizando microscopia
confocal no encontramos una fluorescencia marcada hacia FcRn en el intestino grueso
del roedor neonato. Sin embargo, nuestros resultados muestran que en el ratéon adulto
cuando hay induccion de IgG, hay expresion de su receptor o molécula transportadora
en el intestino grueso (Fig. 11).
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Figura 11. Microscopia confocal de cortes histologicos de raton neonato de 2 dias de
nacido como control positivo a IgG de origen materno y de su transportador FcRn.

a) Se demuestra ligera expresion en el intestino delgado de IgG en el raton adulto

control, aumento de IgG con la inmunizacion con pCrylAc y un ligero aumento de
FcRn. b) La IgG en el intestino grueso de ratén neonato no es tan alta como en el
Intestino delgado y pCrylAc induce aumento en la expresion de 1gG y de su receptor
FcRn el intestino grueso.

Los receptores FcyRII y el FcyRIII estdn presentes en el epitelio intestinal.

Aunque hay expresion de FcRn en los organismos inmunizados, esto no explica el
transporte de la IgG en los intestinos (principalmente en el intestino delgado) de los
organismos control donde también se detectd la presencia de IgG y nula presencia de la
proteina FcRn. Esto sugiere que podria expresarse un receptor Fcy distinto en las células
epiteliales, que pudiera participar en el transporte de IgG. Para determinar si los
receptores FcyRII y FcyRIII se expresan en el epitelio intestinal de los ratones control e
inmunizados con CrylAc, se realizd6 la inmunodeteccion usando inicialmente el
anticuerpo anti CD16/32 que reconoce un epitope que comparten los receptores FcyRII
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y FcyRIIL receptores que normalmente son coexpresados y se encuentran en el epitelio
intestinal. Para tal efecto, se desarrollaron andlisis de Citometria y Western blot en los
extractos de las células epiteliales para comprobar la presencia de 1gG y los FcyRII/III
(utilizando el anticuerpo anti CD16/32.), asi como Microscopia confocal para
determinar su distribucion a nivel tisular. Una vez confirmada la expresion de ambos
receptores, en ensayos posteriores se utilizaron también los anticuerpos anti CD16 y
anti CD32 individuales.

Las células epiteliales contienen IgGy expresan FCyRIl y FcyRIII

Al realizar la inmunodeteccion por Western Blot en extractos de células epiteliales de
animales control e inmunizados, encontramos que contienen IgG. Ademads, usando el
anticuerpo anti CD16/32, detectamos dos bandas que corresponden a moléculas con
pesos moleculares correspondientes a los descritos para los receptores CD32 y CD16
(FCyRIT'y FeyRIII de =~37-40 y ~68-75 kDa respectivamente) (Fig 12).

Figural2. Inmuno deteccion de IgG y FeyRII /III (CD16/32) en lisados epiteliales de
Intestino delgado (ID) e Intestino Grueso (IG) testigo (T) e inmunizado (C).
a) Deteccion de IgG b) Deteccion de CD 16 (50-80 kD) y CD32 (38-42 kD).

IgG se encuentra unida a los receptores FcyRII/III en el epitelio intestinal

Como se detectod la presencia de los receptores FcyRII y RIII en el epitelio intestinal, se
determiné si dichos receptores se encontraban unidos a la IgG. Para ello se realiz6
inmunoprecipitacion en los lisados de las células epiteliales, incubandose con anti-
CD16/32 biotinilado para después ser pasados por una columna de agarosa conjugada a
estreptavidina y asi capturar a las moléculas de CD16/32 presentes y después realizar la
inmunodeteccion con IgG. Como al inmunoprecipitar con anti-CD16/32 y revelar con
anti-IgG encontramos que en todos los casos se obtuvieron bandas de IgG, estos
resultados indican claramente que tanto en los intestino delgado como en el grueso de
los ratones control e inmunizados, la IgG se encuentra asociada a CD 16/32 (Fig. 13).
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Figura. 13. Ensayo de Inmuno precipitacion de FcyRII/IIIy-IgG en lisados epiteliales de
intestino delgado (ID), grueso (IG) de los organismos control (T) e inmunizados (C). El
anti CD 16/32 biotinilado fue mezclado con los lisados epiteliales para después
incubarse en perlas de agarosa-estreptavidina toda la noche a 4° C. Las perlas fueron
lavadas y se transfirieron a papel de PVDF para detectar la presencia de IgG utilizando
anti-IgG-peroxidado y se revelaron en pelicula radiografica.

La deteccion por separado de los receptores FcyRII y /IIl en epitelio intestinal
confirma la presencia de ambos tanto en intestino delgado como en el intestino
grueso.

El ensayo de Western blot en extractos de células epiteliales intestinales revelado con
anti CD16/32 indicaba la presencia de los receptores FcyRII y RIII. Sin embargo, para
confirmar este hallazgo, consideramos necesario repetir el ensayo revelando con
anticuerpos especificos para estos receptores.

Los ensayos de inmunodeteccion usando anticuerpos anti-CD32 y anti-CD16 por
separado, indican la presencia de los dos receptores en epitelio intestinal de ambos
intestinos, tanto en los animales control como inmunizados. Aunque este analisis no es
cuantitativo, al parecer existen diferencias en cuanto la cantidad expresada en el
epitelio intestinal después de la inmunizacion (Fig. 14).
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Figural4. Inmunodeteccion de CD16 y CD 32 por separado en lisados de células
epiteliales de 1. delgado (ID) e I. grueso (I.G.) de organismos testigo (T) e inmunizados
con pCrylAc (C). Se encuentran ambos receptores en las células epiteliales intestinales
tanto en los organismos inmunizados como no inmunizados.
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La inmunizacion con CrylAc aumenta la frecuencia de células epiteliales FeyRIT" y
FeyRIIT

Para cuantificar la frecuencia de células epiteliales que expresan FcyRII™ y
FcyRIIT', y si se modifica por la inmunizacion, se realizé un anélisis por citometria de
flujo en células epiteliales aisladas de animales control e inmunizados tefiidas con
anticuerpos anti-CD32 y anti-CD16. Las poblaciones de células epiteliales que se
utilizaron para la deteccion de los receptores Fcy por citometria de flujo se purificaron
usando un gradiente triple de Percoll y se recuperaron en la interfase de 20-40%. Para
definir la poblacion de células epiteliales intestinales, se utilizo la region positiva E-
cadherina’ basandose en los parametros de granularidad y tamafio. En el analisis se
detectd que los dos receptores se encuentran en las células epiteliales de ambos
intestinos. Aunque se observan diferencias en la expresion de cada uno de ellos, pues en
el intestino delgado de los ratones sin inmunizacion ambos receptores se encuentran en
la misma proporcion entre un 20-29%. En el intestino grueso, hay mayor proporcion de
células positivas para el receptor FcyRII (CD32) con un porcentaje del 41%. La
inmunizacion con la pCrylAc aumento6 la frecuencia de células positivas al receptor
FcyRIII (CD 16) tanto en el intestino delgado como en el grueso, y solo se observod
aumento de FcyRII (CD32) en el intestino delgado; en el intestino grueso se mantuvo
igual que en el organismo control ( Fig. 15).
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Figura 15. Deteccion por FACS de células epiteliales positivas a los receptores FcyRII y
RIII. Se demuestra la presencia de los dos receptores en la poblacion de células
epiteliales caracterizadas por la expresion de E-cadherina” de los intestinos delgados
control (IDT), y con pCrylAc (IDC), intestinos grueso control (IGC) y con pCrylAc
(IGC). La inmunizacion produjo un aumento en la cantidad de células que los expresan,
a excepcion del FCyRII (CD32) en el intestino grueso donde no aumenta la expresion,
pero se observa una expresion constitutiva en los dos grupos experimentales (p<0.05
n=3)
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Por microscopia confocal se detectéo una reaccion positiva a CD 16 y CD32 en el
epitelio de ambos intestinos y que aumento con la inmunizacion con pCrylAc.

Los resultados obtenidos por microscopia confocal confirmaron que hay
células epiteliales positivas a FcyRII y FcyRIII en ambos intestinos. Los dos receptores
estan co-localizados con la IgG y se observé que hay un aumento de ambas moléculas
en los intestinos de los ratones inmunizados, y como se ha observado anteriormente,
también la IgG se ve aumentada con la inmunizacion.

La inmunizacién en el intestino delgado produjo aumento en la expresion de
FcyRII (CD32) y co-localizacion con IgG a nivel epitelial, y se observd aumento en la
expresion de ambas moléculas después de la inmunizacion. En el intestino grueso la
expresion de FcyRII (CD32) en los organismos control es constitutiva, y se observo
ligero aumento después de la inmunizacion (Fig. 16).

Figura 16. Microscopia confocal de Intestino delgado y grueso de raton control e
inmunizado con pCrylAc, donde se observa expresion de FcyRII (CD32) en el
intestino delgado y aumento de su expresion con la inmunizacion.
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Los resultados obtenidos para el receptor FcyRIII (CD32) demuestran expresion
constitutiva epitelial de este receptor y aumento con la inmunizacion de IgG y del
receptor y co-localizacion en la zona apical epitelial en ambos intestinos. En intestino
delgado se observa mayor expresion en la zona basal con la inmunizacion (Fig.17).

Intestino delgado
IgG FITC Vierge

Intestino grueso

Figura 17. Microscopia confocal de intestino delgado y grueso de ratones control
e inmunizados con pCrylAc. IgG aumenta con la inmunizacion y FcyRIII ( CD16) se
expresa de manera constitutiva en el epitelio y aumenta en el Intestino delgado.(Fijacion
con sales de Zinc, Sum. Diluciones 1:1000 de c/anticuerpo)

El bloqueo de FcyRII/III produce disminucion en la captacion de IgG in Vitro
Para determinar si el FcyRII y el FcyRIII podrian participar en un mecanismo de
transporte alterno de la IgG en el ratén adulto a nivel epitelial intestinal se realizaron

las pruebas de captacion de la IgG marcada con FITC en células epiteliales en
suspension y el paso de IgG-FITC en monocapa epitelial en cdmaras transwell.
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Inhibicion de la captura de IgG cuando se bloquean los receptores Fc

A células epiteliales en suspension se les adiciono el anti CD16 (FcyRIIl) y el anti
CD32 (FcyRII) o la mezcla de ambos y se incubaron para después adicionar IgG
conjugado con FITC y detectar si hubo st captacion. Se observéd que la “neutralizacién”
de ambos receptores si involucra una perdida en la captura de la IgG. Hay mayor
inhibicion de la captacion de IgG cuando se bloqued con CD32 (disminuy6 un 19% de
células positivas) contra un (9%) para el FcyRIII (CD16), esto coincide con el aumento
de la expresion de FcyRII (CD32) con la inmunizacién y la mezcla de ambos se
observa un efecto mayor de hasta un 42% menos de células IgG-FITC", todos con

respecto a las células que no se les adiciono ningin anticuerpo (control positivo) (Fig.
18).

CD16/32

“ JaG-FITC

Figura 18. Por citometria se detecta que el bloqueo de CD 16 y CD 32 solo o
combinados indujo disminucion de células positivas a IgG-FITC en las células
epiteliales, bloqueando los dos receptores se obtiene menor frecuencia de células
epiteliales IgG ™.

Por andlisis transwell el bloqueo de los receptores también disminuye el transporte de
IgG-FITC principalmente en direccion basal-apical.

Los ensayos donde se tratdo de determinar la direccion de transporte, muestran mayor
inhibicién del paso de IgG-FITC en la direccion basal/apical, principalmente con el
bloqueo de CD32 y la mezcla de los dos receptores. No se observaron efectos del
bloqueo de ninguno de los receptores cuando se aplicaron en direccion apical/basal. Lo
anterior sugiere que el transporte de la IgG por estos receptores puede estar dado de la
ldmina propia hacia la luz del intestino (Fig. 19).
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Figura 19. Andlisis del bloqueo del transporte de IgG conjugada con FITC. Para ver el
transporte apical o basolateral, se detecto la IgG-FITC segun la direccion donde fue
aplicada en la camara de Transwell, considerando apical cuando se puso en la parte baja
del inserto y basal en la parte superior de la monocapa. Se logro inhibicion del paso de
IgG en la direccion basal /apical con CD32 y en la mezcla de ambos anticuerpos contra
CD16 y CD32.
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Discusion

Considerando que previamente hemos descrito que la protoxina CrylAc induce
preferencialmente respuestas intestinales IgG especificas cuando es administrada
intraperitonealmente en ratones, en el presente trabajo usamos este mismo protocolo
como un modelo para dirigir la influencia de la inmunizacidon sistémica sobre la
induccion de una alta produccion de IgG intestinal y determinar su origen y la expresion
de moléculas encargadas de su transporte en ratones control e inmunizados.

Los resultados del presente trabajo corroboran que la inmunizacidn intraperitoneal con
CrylAc es un buen modelo para caracterizar la respuesta IgG intestinal pues se
demostré que induce aumento en la generacion de linfocitos B productores de IgG
especifica (anti-CrylAc) en la lamina propia, aumento en la produccion de dicha
inmunoglobulina y aumento en la cantidad de células epiteliales IgG+. Asimismo, se
demostrd que se inducen moléculas encargadas de su transporte como los receptores
FcRn y FcRyII/II1.

Ademas de la IgA, que es la inmunoglobulina predominante en las secreciones, pueden
ser inducidas y secretadas cantidades significativas de IgG hacia el lumen intestinal en
humanos y roedores adultos que puede participar en la proteccion de mucosas. Se habia
considerado que la presencia de IgG en secreciones mucosas se origina exclusivamente
o predominantemente de la circulacion a través de la transudacion o inflamacion [13,
14]. En el caso de las secreciones del tracto genital, las células productoras de IgG
sintetizan cantidades significativas de esta inmunoglobulina [57].Ya recientemente y
coincidiendo con el presente trabajo, diversos grupos han encontrado que la
inmunizacion intraperitoneal puede inducir respuestas inmunes celulares y/o humorales
a nivel sistémico y mucoso de IgG, tanto en humano, raton, cerdo y mono por diversos
agentes patdgenos o moléculas inductoras de respuesta inmune [6, 58-60].

También se ha reportado la induccion de las respuestas celulares IgG especificas en la
lamina propia intestinal después de la infeccion o inmunizacion. Por ejemplo, después
de la inoculacion con rotavirus, el nimero de células secretoras de anticuerpos (CSA)
IgG inducidas fue comparable a las CSA IgA en la lamina propia intestinal. [7].
Después de un reto con el corona virus, un virus entérico, se detectaron grandes
cantidades de CSA IgG y pocas CSA IgA en el intestino de cerdo [61]. Ahora bien,
también se ha encontrado especificidad en la respuesta pues la IgG en mucosas puede
ser inducida de varios sitios efectores como el yeyuno, ileo, colon, glandulas salivares,
utero y vagina por la inmunizacion parenteral con antigenos solubles [8]. Coincidiendo
con nuestros resultados, estos reportes también han encontrado que la inmunizacion
intraperitoneal puede inducir respuestas humorales y/o celulares tanto a nivel sistémico
o de mucosa intestinal [8, 62-64].

Usando citometria, se determind que la lamina propia intestinal contiene
linfocitos IgG" y que su frecuencia fue aumentada después de la inmunizacion.
Adicionalmente, los datos obtenidos indican que hay produccién local de células IgG
especificas anti CrylAc asi como un aumento en la frecuencia de células B IgG" en la
lamina propia de los ratones inmunizados. Los resultados indican que las respuestas
celulares anticuerpo-especificas fueron inducidas en la lamina propia de ambos
intestinos en los ratones inmunizados, pero el numero de células con respuesta anti
CrylAc no fue mayor que la de los otros isotipos. Ademas, se ha demostrado que la
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especificidad de los anticuerpos IgG de las secreciones puede diferir de las del suero y
varia de acuerdo al compartimiento mucoso [5].

Sin embargo, estos resultados no excluyen la posibilidad de que parte de la
elevada cantidad de IgG encontrada en las secreciones intestinales, puedan venir desde
el suero como un resultado de una reaccion inflamatoria intestinal provocada por la
inmunizacion. Por lo que consideramos importante evaluar la presencia de linfocitos
IgG" intestinales por inmunohistoquimica como un indicativo de produccién local y
ademas detectar si la inmunizaciéon provocd inflamacion intestinal. Después de la
revision histologica, no se encontrd evidencia alguna de reaccion o dafio tisular. Se
detectaron linfocitos B IgG" en la lamina propia de ambos intestinos tanto en los
organismos control como en los inmunizados y la IgG no solo fue detectada en los
linfocitos B de la lamina propia, sino dentro de los vasos sanguineos, dentro de las
células epiteliales, no entre las células epiteliales, y fue muy evidente la presencia de
IgG tanto en la region basal como en la apical de las células epiteliales, sugiriendo esto
que la IgG estéd dentro de las células epiteliales intestinales y que por lo tanto, existe un
mecanismo de internalizacion. En un estudio previo, se encontr6 que la protoxina se une
al epitelio intestinal in situ en ratoén y se induce hiperpolarizacion de la mucosa aunque
sin dafo aparente [37, 60] .

Ahora bien, si la inmunizacién no provoca dafio tisular pero si un aumento en la
cantidad de células productoras de IgG en la lamina propia intestinal, asi como la
presencia de IgG en el epitelio y en las secreciones intestinales, todo indica que debe
de existir un mecanismo de transporte aun no descrito donde la IgG producida en la
lamina propia pase a través del epitelio para llegar al lumen en el raton adulto. La
reciente identificacion de niveles significativos de expresion constitutiva del FcRn en
numerosos tipos celulares epiteliales a lo largo de la vida, aunado al reconocimiento de
que el FcRn participa en un transporte bidireccional de la IgG (desde la superficie
basolateral a la apical asi como a la inversa) en las barreras epiteliales principalmente en
humano [15, 18, 24-26], ha dirigido la atencion a otras funciones potenciales del FcRn
en la inmunidad, sin que se busquen respuestas sobre los mecanismos alternos del
transporte de la IgG en las otras especies.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que hay reactivacion de la expresion
del FcRn en el raton adulto. Aunque la expresion que se induce es sustancialmente
menor a la encontrada en los intestinos del ratobn neonato, el FcRn probablemente
pueda ayudar el transporte epitelial de la IgG en el intestino de adulto después de
presentar aumento en la produccién de IgG y aumento de células epiteliales IgG".
Ademas, apoyando las notables diferencias fenotipicas y funcionales entre ambos
intestinos [65] , se encontré que hay mayor expresion del FcRn en las células epiteliales
del intestino grueso que en el delgado en los ratones inmunizados y que también
coincide con aumento de la molécula que transporta.

Al parecer el aumento del FcRn en el epitelio intestinal del ratén adulto puede ser
consecuencia de la induccion de altas respuestas celulares hacia la produccion de I1gG
(aumento de Linfocitos IgG" y aumento en la producciéon de la inmunoglobulina), mas
que un posible efecto directo sobre las cé€lulas epiteliales, ya que el antigeno puede
actuar sobre distintos tipos celulares como macréfagos o células dendriticas, antes de
alcanzar el epitelio, ademds de que fue administrado intraperitonealmente. Aunque la
naturaleza de las moléculas que interactiian con las proteinas Cry en los enterocitos de
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mamifero parecen ser diferentes a los receptores de naturaleza glicoproteica descrita en
los insectos, como la N-aminopeptidasa de 120 kD y la glicoproteina like-cadherina de
210 kD (Bt-R1)[66] pues los receptores no son inhibidos por GalNAc, manosa o
biotina. Se requieren estudios mas detallados para determinar los mecanismos que
permiten observar los efectos in vitro e in vivo de pCryl Ac sobre las células epiteliales.
También puede ser interesante determinar si con otros antigenos diferentes de pCry
también se provoca un aumento de la expresion de IgG y del FcRn sobre el epitelio.

Hasta el momento, no se ha detectado la presencia de receptor FcRn en células
epiteliales intestinales de raton adulto que puede explicar el mecanismo de transporte
de la IgG. Nuestros resultados muestran que bajo induccion de la secrecion de IgG a
nivel intestinal, si se produce expresion del receptor FcRn en el epitelio de ambos
intestinos. Sin embargo, esto no explica como se transporta la IgG trans- epitelialmente
en los organismos control donde también se detecta la presencia de IgG tanto en las
secreciones como en las células epiteliales intestinales. Por lo que muy probablemente
debe existir un mecanismo alterno de transporte, donde puedan participar otras
moléculas como los receptores FcyRII y III para la IgG que son expresados por casi
todas las células del sistema inmune (macrofagos, linfocitos, plaquetas, células
dendriticas, células NK y granulocitos) asi como en ciertos epitelios como el de
placenta, higado e intestino de neonato; tienen varias funciones que van desde la
endocitosis, mediadores en la respuesta citotoxica o inflamatoria, regulacion del
desarrollo de las células B y transcitosis de inmunoglobulinas a nivel placentario y en
células transfectadas MDCK [67-71].

El receptor FcyRIIl (CD16) interviene en la internalizacion rapida de los complejos
antigeno-anticuerpo y aumenta la eficiencia en la presentacion antigénica. Se ha
demostrado que este receptor trabaja sinérgicamente con el receptor FcyRII para
aumentar las respuestas tales como la fagocitosis [16]. El mecanismo mas importante
del receptor FcyRII (CD32) es de regular los efectos de los receptores activadores, en
este caso, el receptor FcyRIII [29]. Ademas, se ha confirmado que en ratones deficientes
del FcyRII (CD32) se encuentran niveles elevados de IgG que indica que no hay
movimiento de la inmunoglobulina en el organismo [16]. Esto Gltimo nos sugiere un
probable mecanismo de transporte o movilizacion de la IgG por estos receptores. La
presencia de los receptores  FcyRII y FeyRIIL, (CD32 y CD16 respectivamente) en
el epitelio intestinal y su papel como moléculas transportadoras no se ha sugerido, sin
embargo, no se puede despreciar la idea de que estos receptores de baja afinidad a la
IgG monomérica y que principalmente transportan complejos inmunes, pudiesen
participar como transportadores de la IgG o complejos inmunes de IgG presentes en
intestino del raton adulto. En el roedor neonato se ha demostrado que se transportan
complejos inmunes en el lumen intestinal de la madre al feto hacia torrente sanguineo
[16],[72]. En el raton adulto estos receptores, debido a que se co expresan y actiian
sinérgicamente [28], pueden ser los encargados del transporte epitelial de la IgG a nivel
intestinal, por lo que en este trabajo se analiz6 su probable funcidn transportadora.

Para detectar los receptores FcyRs se realizd inmuno-histoquimica con peroxidasa en
intestinos de neonato (como control positivo) y en adulto, encontrdndose reactividad
en epitelio intestinal en neonatos y en adultos no inmunizados e inmunizados. Lo
anterior confirma su presencia no solo en las células de la estirpe inmune sino también
en otros tipos celulares, lo que también sugiere una funcion a ese nivel. Cuando se
realizaron las pruebas de inmunofluorescencia y citometria de estos receptores y de la
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IgG, los resultados eran consistentes con la presencia de estas moléculas y su co-
localizacion. Ademads, por citometria de flujo se observé un aumento en la frecuencia
de células positivas a [gG y FcyRII o con FcyRIII con la inmunizacion con CrylAc i.p.

No hay reportes previos de la deteccion de dichos receptores en epitelio intestinal de
raton adulto, si bien se ha reportado previamente que el receptor FcyRII (CD32)
interviene en el movimiento de la IgG [16]. En este trabajo no solo se detecta la co-
expresion de los receptores FcyRII y FcyRIII en ratones no estimulados para producir
IgG. También se encontraron diferencias en la expresion de estos receptores, el FcyRII
(CD32) es mas abundante en el intestino grueso, pero en el intestino delgado no, y el
FCyRIII (CD16) tiene una abundancia en un rango de un 20-30% en ambos intestinos.
Su presencia explicaria el mecanismo de transporte de la IgG presente en las
secreciones intestinales detectadas en los ratones control o no inmunizados y la menor
proporcion de IgG detectada en el intestino grueso quizd sea debida por la mayor
cantidad de células que la captan y transportan por el FcyRII (CD32). La inmunizacién
con pCrylAc produce un incremento en la expresion de ambos receptores en el epitelio
intestinal, que ademas coincide con las grandes cantidades de IgG inducidas por la
inmunizacion, este hecho sugiere que la induccion de la inmunoglobulina va a la par
con la de sus receptores y que estos participan como sus moléculas transportadoras. El
considerable aumento del receptor FcyRIIl (CDI16), en ambos intestinos, y su
reconocida eficiencia en el transporte de complejos inmunes, aunado con la mayor
expresion epitelial del FcyRII (CD32) son evidencias de este probable mecanismo de
transporte de la IgG.

El ensayo de inhibicidn de la captacion de la IgG en el que se bloqueo con el anti-CD16
y anti-CD32, indica que la IgG se une a dichos receptores. Estas evidencias en conjunto
con las pruebas de transporte en cdmaras transwell, sugieren que efectivamente
participan en el transporte de la IgG en la mucosa intestinal de raton adulto. La
inhibicién del transporte de la IgG, cuando se utilizo la mezcla de ambos receptores,
afectd principalmente el paso desde la zona basal a la apical, caso contrario en el
neonato donde el transporte de los complejos inmunes de IgG se da de la zona apical a
la basal, y de manera individual el bloqueo de FcyRII (anti-CD32) produce mayor
inhibicién del paso de IgG de la zona basal a la zona apical. Sin embargo, el transporte
se ve aun mas inhibido cuando se bloquean los dos receptores, lo que indica un
sinergismo en el transporte. Las diferencias de expresion de ambas moléculas a nivel
intestinal, donde se observa un aumento de ambos en el intestino grueso y solo de
FcyRIII en el intestino grueso, es una evidencia mas de las diferencias fenotipicas entre
ambos intestinos, y quiza el aumento del transporte de la IgG desde la zona basal a la
apical indique el transporte de la IgG producida en los linfocitos IgG™ de la lamina
propia por la accion del antigeno y que posteriormente sea llevada hacia el lumen.

Otro resultado no reportado con anterioridad es la presencia de estos dos receptores en
las células epiteliales. Se sabe de su expresion en las células de la estirpe inmune y solo
hay un reporte previo de la presencia del FcyRIII (CD16) en el epitelio intestinal y que
participa en el transporte de complejos inmunes [16] o que el FcRn expresado en el
epitelio intestinal humano transporta complejos inmunes captados por las células
dendriticas mucosales [73]. Otros autores describen el reciclamiento de complejos
inmunes intactos en las células dendriticas [74]. Se postula que en la superficie celular,
el FcyRIIb (CD32) podria unirse a los complejos inmunes, ya una vez internalizados,
estos complejos pueden ser transferidos al FcRn en los endosomas y entonces ser
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retornados a la superficie celular, donde podrian ser liberados a un pH fisioldgico [32].
Este probable mecanismo de transporte de complejos inmunes IgG-antigeno por las
células dendriticas a nivel intestinal es considerado en humano, pero se comienza
relacionar a los otros receptores Fc para la IgG con respecto a su posible papel en su
transporte a nivel intestinal.

La presencia de los receptores FcyRII (CD32) y FcyRIII (CD16) en ratén, en todas las
pruebas de deteccion utilizadas en este trabajo es muy clara, se observa su presencia en
los organismos control y su aumento después de la inmunizacién. También se muestran
evidencias de su posible papel como transportadores a nivel intestinal. Muy
probablemente ambos receptores participan en el transporte de la IgG, como una
manera complementaria en el raton neonato y quiza como una unica forma de transporte
de la IgG a través del epitelio en el raton adulto que no tiene una induccion de IgG. Su
presencia en organismos adultos podria parecer ldgica, pues se sabe que en raton existe
una perdida de expresion o autoregulacion del FcRn en el destete [75]. En ratones el
FcRn tampoco es detectable en las vias aéreas altas y solo niveles bajos en las células
epiteliales alveolares [76]. Estos datos indican las diferencias entre especies y como es
el caso a nivel intestinal muy probablemente el FcyRII (CD32) vy el FcyRIII (CD16)
también podrian participar en el transporte de IgG a nivel pulmonar en el ratén.

Este trabajo no aclara la presencia de estos receptores en el endotelio, si bien no fue el
objetivo principal, su deteccion a nivel endotelial también sugeriria una via de
transporte mas de zonas mucosas a nivel sistémico. La inmuno deteccion en los lisados
epiteliales y la inmunoprecipitacion, comprueba que si estan unidos a nivel celular, son
evidencias que se suman a la muy probable funcidn de transportadores de la IgG a nivel
epitelial. Lo anterior indica que los mecanismos de expresion de la IgG y sus moléculas
transportadoras no solo involucran cambios en los linfocitos y las células epiteliales,
sino que el ambiente necesario para una respuesta mucosa diferente a IgA, que
involucra otros tipos celulares y que la respuesta para este isotipo es mas compleja que
la considerada respuesta tipica de I[gA mucosal.

El papel de la IgG en la proteccion de las mucosas ain esta por determinarse, sin
embargo se ha observado la prevencion de la infeccion vaginal o rectal del virus de VIH
por la administracion intravenosa de la IgG en Macaco rhesus [51];[77] y proteccion en
mucosas por la IgG e IgM contra el virus de influenza en ratones knockout de IgA
[52]; [78]. En nuestro laboratorio se observd que el reto en ratones inmunizados
intranasalmente con la coadministracion de pCrylAc y lisados de Naegleria fowlery se
obtiene un 100% de la proteccion y elevados niveles de IgA e IgG en suero, lavados
traqueo-pulmonares y nasales [48]. Ademas se ha demostrado que la administracion oral
de inmunoglobulinas produce proteccion contra la enteritis causada por rotavirus [79] y
otras infecciones [80];[81]. En estos reportes se considera que el aumento de la IgG en
el organismo, sin importar el origen (enddogeno o exogeno), es una alternativa
terapéutica importante para enfermedades donde aun la medicina moderna no tiene
herramientas adecuadas de manejo. Si consideramos que la pCry 1Ac induce aumento
en la produccion de IgG en las mucosas y que es un buen adyuvante en los modelos
utilizados, se puede considerar un buen candidato para inducir respuestas a patogenos
cuya respuesta inmune principal sea IgG y mejorar la calidad en la respuesta inmune
protectora, aunque no sea la forma clasica ya establecida. También la protoxina CrylAc
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puede ser utilizada como una herramienta para caracterizar la induccién de respuestas
intestinales IgG.

Finalmente, este reporte presenta aspectos no descritos del sistema inmune de mucosas,
como la caracterizacion de la poblacion de linfocitos B intraepiteliales y de lamina
propia del intestino grueso y las modificaciones que presenta cuando se induce una
respuesta dirigida hacia la alta produccion de IgG. Asimismo, se presentan evidencias
de la induccion del receptor FcRn en raton adulto y la presencia de los receptores
FcyRII/RIIL en epitelio intestinal y su papel como transportadores de la IgG en la
mucosa intestinal.
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CONCLUSIONES

La administracion intraperitoneal de la pCrylAc en ratones es un buen modelo de
induccion de respuesta mucosal de IgG, ya que induce una concentracion elevada de
IgG intestinal que ademas es especifica y local.

La induccion mucosal de IgG  produce a su vez expresion del receptor FcRn en el
intestino del ratén adulto.

Se demuestra que hay produccion basal de IgG a nivel intestinal.

La presencia basal de IgG indica que existe otro mecanismo de transporte de la IgG en
ratones adultos.

Se determind la presencia de los receptores FcyRII/RIII en epitelio intestinal de raton
adulto.

Se presentan evidencias de que los receptores FcyRII/RIII participan en el transporte de
la IgG en el epitelio intestinal.
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