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ABREVIATURA

oC Grados Celsius

ug Microgramos

ul Microlitros

ALP Fosfatasa alcalina

APC Aloficocianina

APC Antigen presenting cells (células presentadoras
de antigeno)

APN N-Aminopeptidasa

BSA Bovine serum albumin (alblmina de suero
bovino)

BT Bacillus thuringiensis

CT Toxina de colera

DTT Ditriotreitol

DME Dimetilformamida

E. coli Escherichia coli

EDTA Acido etilen diamino tetracético

FITC Isotiocinato de fluoresceina

GalNac N-acetil-d-galactosamina

GM1 Receptor gangliésido

GPI Glicofosfatidil inositol

h Hora

IFN y Interferon y

IL Interlucina

kDa Kilo Daltones

LT Linfocitos T

LT Toxina termolabil de E. coli

M Molar

min Minutos

mi Mililitro

mM Milimolar

Vil


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

NALT
ng
PBA
PBS

PCrylAc
PE
PECy5
pH

PKC

PM

PMA

PVDF
RIPA

rpm
RPMI

SDS-PAGE

T.A.
TCrylAc
TH1

TH2

TNF
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de poliacrilamida con

Toxina CrylAc

Son un subgrupo de células T CD4, participan
principalmente en la activacion de macrofagos y
a veces se denominan céluas T CD4
inflamatorias.

Son un subgrupo de células T CD4, participan
principalmente en la estimulacion de células B
para que produzcan anticuerpos y a menudo se
[laman células T CD4 auxiliares.

Factor de necrosis tumoral
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RESUMEN

Se han evaluado una gran variedad de estrategias para incrementar la respuesta
inmune en mucosas, entre las que se incluye el uso de adyuvantes mucosales, como
toxinas bacterianas. Las mas estudiadas son la toxina de célera (CT) y la toxina termolbil
E. coli (LT), sin embargo, a pesar de su potente actividad como adyuvante en mucosas,
el uso de CT y LT en humanos no es factible por su toxicidad; por lo que es muy
importante desarrollar y encontrar nuevos adyuvantes que sean eficaces y seguros. Se ha
reportado que las proteinas CrylAc de Bacillus thuringiensis, tienen una actividad potente
como inmundgeno y adyuvante mucosal, se ha observado que son capaces de unirse y
activar poblaciones de leucocitos totales de bazo, sin embargo, en la actualidad se
desconocen las bases celulares y moleculares del mecanismo adyuvante e inmunogénico
de las proteinas CrylAc en poblaciones aisladas de linfocitos T. Por lo tanto el objetivo del
presente trabajo fue determinar si las proteinas CrylAc, toxina y protoxina tienen la
capacidad de unirse y activar linfocitos T. Se realizaron ensayos in vitro en linfocitos
totales y en poblaciones de linfocitos T aislados de bazo, se estudio la cinética de union y
activacion de linfocitos y se analizé por citometria de flujo. Se evalué también, el efecto de
la activacion en la union de CrylAc a linfocitos T, se corrobor6 la union por microscopia
de fluorescencia y confocal y finalmente se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion y
“pblot” ligando para determinar la presencia de posibles receptores para las proteinas

CrylAc en linfocitos T.

Nuestros resultados muestran que las proteinas CrylAc (toxina y protoxina) tienen
la capacidad de inducir expresion CD69 en linfocitos T, indicando que pueden activar a
células T CD4 y CD8, ademas se observdé que las proteinas CrylAc se unen
presumiblemente a la membrana plasmatica de los linfocitos T de poblaciones CD4 y
CDS8. El estado de activacion de los linfocitos T, esta directamente relacionado con la
union de las proteinas CrylAc, ya que la union de las proteinas CrylAc tanto protoxina
como toxina, se favorece cuando las células T estan activadas. Estos resultados nos
sugirieron la existencia de un posible receptor de las proteinas CrylAc en células T, por lo
gue se realizaron ensayos de “Blot” ligando, en donde para la protoxina CrylAc se
encontraron 4 bandas de 150, 68, 63 y 45 kDa, mientras que para la toxina CrylAc se

encontraron 3 bandas con pesos moleculares de 68, 62 y 45 kDa.
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En este trabajo se encontr6 que las proteinas CrylAc inducen activacion de
linfocitos T CD4 y CD8, de manera gradual respecto al tiempo; la toxina presenta un
mayor porcentaje de activacibn en comparacion con la protoxina. De igual forma, las
proteinas CrylAc se unen a las subpoblaciones de linfocitos T de manera gradual, la
protoxina se une en menor proporcién en relacion a la toxina. La activaciéon de las
subpoblaciones de linfocitos T (CD4 y CD8) favorece la unién de las proteinas CrylAc y
se encontraron evidencias de un posible receptor para las proteinas CrylAc en linfocitos
T.
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INTRODUCCION

Sistema inmune

La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa contra los
microorganismos y esta compuesta principalmente de barreras fisicas y quimicas, como
epitelios; también se conforma de células fagociticas como macrofagos, granulocitos
(neutrdfilos, eosindfilos y basofilos) y linfocitos citoliticos naturales (NK), ademas de
proteinas sanguineas como las del complemento y otros mediadores de la inflamacion
(Abbas, 2006).

Una respuesta inmunitaria especifica, que confiere inmunidad protectora de por
vida a reinfecciones por el mismo agente patégeno (memoria inmunitaria) se conoce
como una respuesta inmunitaria adaptativa. Los linfocitos son las células que reconocen
los antigenos extrafios de manera especifica y responden contra ellos, por lo que
constituyen los mediadores de la respuesta inmunitaria humoral y celular. Los linfocitos B
son las Unicas células capaces de generar anticuerpos, reconocen a los microorganismos
extracelulares. Se diferencian en células plasméticas secretoras de anticuerpos, por lo
gue actian como mediadores de la inmunidad humoral. Los linfocitos T, son las células de
la inmunidad celular, reconocen a los antigenos de microorganismos intracelulares y
sirven para destruir estos microorganismos o las células infectadas. Los linfocitos T
constan de distintas subpoblaciones desde el punto de vista funcional, los cooperadores
(CD4) y los citotoxicos (CD8). A raiz de la estimulacion antigénica, los linfocitos
cooperadores segregan unas proteinas llamadas citocinas, cuyas funciones consisten en
poner en marcha la proliferacién y la diferenciacion de los propios linfocitos T y de activar
otras células como linfocitos B, macréfagos y otros leucocitos. Los linfocitos citotoxicos
destruyen células infectadas por virus y otros microorganismos intracelulares (Abbas, et
al., 2006).

La principal ruta de entrada de patégenos al organismo ocurre a través de
mucosas tales como las vias respiratorias, genitourinarias y gastrointestinales, por ello se
busca hacer mas eficiente la respuesta en el sistema inmune de mucosas (Neutra y
Kozlowski, 2006).
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El sistema inmune de mucosas tiene tres principales funciones: proteger las
mucosas contra invasiones potencialmente peligrosas, evitar la absorcion de antigenos
incluyendo proteinas extrafias derivadas de los alimentos ingeridos y microorganismos
comensales, y para prevenir el desarrollo de las respuestas inmunes potencialmente

dafinas a estos antigenos (Holmgren y Czerkinsky, 2005).

Adyuvantes vacunales

Para incrementar las respuestas inmunes en mucosas, se han evaluado una gran
variedad de estrategias entre las que se incluyen el uso de diferentes sistemas de entrega
de antigeno (Eldridge, et al., 1991, Michalek et al., 1994; Ryan et al., 2001; Eriksson et al.,
2002; Kang, et al., 2003) y el uso adyuvantes (Ryan et al., 2001 & O"Hagan 2001).

Los adyuvantes son sustancias que al ser coadministradas con un antigeno,
aumentan la magnitud de la respuesta inmune contra éste, respecto a aquella que se
obtendria cuando el antigeno se administra s6lo. La mayoria de los antigenos ocasionan
respuestas muy pobres cuando se administran solos, el descubrimiento y obtencion de
nuevos adyuvantes, como proteinas recombinantes y péptidos provenientes de
patégenos, es un &rea de creciente interés en el desarrollo de vacunas eficaces y
particularmente en las destinadas para uso humano (Hooper, 1991). Si bien, muchos
adyuvantes han sido eficaces para potenciar respuestas humorales, solo unos pocos
adyuvantes han mostrado ser buenos inductores de inmunidad celular (Elson y Ealding,
1984).

Los mecanismos generales de acciéon de los adyuvantes son: liberacion prolongada del
antigeno en semanas y meses; la generacién de inflamacién y activacion de células
presentadoras de antigeno como macrofagos; localizacion selectiva del antigeno en areas
timo dependientes; incremento de la captura y presentacién del antigeno por células
accesorias; estimulacion de células T cooperadoras, inespecificas o especificas, Thl o
Th2; estimulacion de la produccion de citocinas; estimulacion del cambio de isotipo de
inmunoblobulinas por linfocitos B; aumento de la maduracion de precursores de linfocitos

B o Ty la eliminacién de células supresores (Elson y Dertzbaugh, 1994).
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Adyuvantes de mucosas

Los adyuvantes de mucosas son sustancias que tienen la capacidad de ser
inmunomoduladores, poseen como caracteristica fundamental: la potenciacion de la
inmunogenicidad. Los adyuvantes, incorporados al antigeno, hacen mas efectiva la
respuesta inmune. Con su empleo se logra economia de antigeno y de tiempo, asi como
una produccién mayor de anticuerpos especificos (Morris et al., 1999). El uso de
adyuvantes es una estrategia para mejorar la induccion de respuestas inmunes en
mucosas. Existen pocos adyuvantes mucosos efectivos descritos, incluyendo el uso de
algunas toxinas bacterianas, DNA conteniendo CpG Yy diferentes citocinas y quimocinas
(Ryan et al., 2001; Holmgren et al., 2003).

Entre las toxinas bacterianas con actividad adyuvante en mucosas mas
estudiadas, se encuentran la toxina de colera (CT) y la toxina termolabil de E. coli (LT)
(Lycke et al., 1986,1991). Tanto CT como LT (Clements et al,. 1988) tienen potentes
efectos adyuvantes en mucosas, cuando se coadministran o se conjugan con proteinas
solubles que no son inmunogénicas. Sin embargo, a pesar de su potente actividad como
adyuvante en mucosas, el uso de CT y LT en humanos no es factible por su toxicidad y
altos costos de produccion. Recientemente se han desarrollado mutantes no téxicas que
mantienen parcialmente la adyuvanticidad por la ruta intranasal (Dickinson et al., 1995,
Yamamoto et al., 1997). Sin embargo, existe preocupacion acerca de la seguridad de la
aplicacion; ya que estas proteinas mantienen su capacidad de unirse a su receptor
gangliésido GM1, lo cual podria facilitar que las vacunas causaran dafio a los tejidos
neuronales. De hecho, se ha reportado que CT puede redirigir a las proteinas vacunales

hacia los tejidos neuronales mediante el bulbo olfatorio (Van Ginkel 2001).

En el desarrollo de vacunas mucosas e inmunoterapias, el enfoque actual esta
dirigido a encontrar formas mas eficaces de entrega de antigenos al sistema inmune de
mucosas Yy hacia el descubrimiento de adyuvantes de mucosas y sistémicos seguros, que
provean inmunidad protectora en estos sitios mucosos. En la actualidad, existen pocas
sustancias capaces de ejercer un potente efecto adyuvante en mucosas que sean
seguras para el humano. La obtencion de adyuvantes mucosales beneficiaria al manejo

de infecciones y en el disefio de vacunas (Rodriguez-Orozco 2003).
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Proteinas Cry

Un buen adyuvante mucoso es la protoxina y toxina CrylAc de Bacillus
thuringiensis (Bt). Bt es una bacteria Gram-positiva, aerobia estricta, que durante su ciclo
de vida presenta dos fases principales: la primera, crecimiento vegetativo, donde las
bacterias se duplican por biparticion, y la segunda, la fase de esporulacion, que consiste
en la diferenciacion de la bacteria a espora (Soberon, et al., 2007). A Bt se le caracteriza
por producir un cuerpo paraesporal conocido como cristal, durante su fase de
esporulacion, el cual es de naturaleza proteinica y tiene propiedades insecticidas. El
cristal proteinico estd constituido por proteinas denominadas &-endotoxinas también
conocidas como proteinas Cry (Soberon, et al., 2007). Las principales caracteristicas de
las proteinas Cry de Bt, son su alta resistencia a la protedlisis, su alto peso molecular, su
estabilidad en pH alcalino y el hecho de no ser toxicas para vertebrados e insectos no
blanco (Cote, et al., 1993).

Las proteinas Cry han sido utilizadas como plaguicidas biolégicos de forma masiva
desde hace muchos afios (Héfte, et al., 1989). Una caracteristica que distingue a las
toxinas Cry es su notable especificidad, y por lo tanto, son inofensivos para insectos no
blanco y vertebrados. Las toxinas Cry se utilizan en todo el mundo, para el control de
vectores de enfermedades humanas, control de plagas de insectos agricolas o en plantas
transgénicas (Bravo et al., 2005). Las proteinas Cry, son téxicas especialmente para los
siguientes Ordenes de insectos: Lepidoptera, Coledptera, Himendptera y Diptera (Bravo et
al., 2005; Schnepf et al., 1998).

Modo de accion:

Las toxinas Cry pertenecen al grupo de toxinas formadoras de poros y es
ampliamente aceptado que su efecto toxico (en insectos blanco), es debido a la formacion
de poros iénicos en la membrana de células epiteliales del intestino medio de insectos, lo
que conlleva a inflamacién y muerte celular. Estas proteinas son producidas como
protoxinas cristalinas (130 kDa) en los cuerpos paraesporales de BT, después de la
ingestion por las larvas de insectos susceptibles, los cristales de las protoxina Cry son
solubilizados y activados en el intestino medio del insecto, siendo procesadas
proteoliticamente por tripsina, generandose las toxinas de 65 kDa. Estas toxinas

reconocen proteinas receptoras en la membrana de células epiteliales del borde del
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intestino medio de los insectos (Hofmann et al., 1988; Van Rie et al., 1989; Van Rie,
Jansens et al., 1990). La unién con el receptor desencadena un cambio conformacional
en la toxina (Li et al., 1991), lo que le permite insertarse en la membrana de células del
intestino medio de insectos y formar poros liticos, que conduce finalmente a la muerte del

insecto (Knowles y Ellar, 1986).

Diferentes proteinas tales como cadherinas, N-aminopeptidasa (APN), y fosfatasa
alcalina (ALP) se han caracterizado como receptores de Cry en diferentes especies de
insectos (Jurat-Fuentes et al., 2004 y 2006; Knight et al., 1994; Vadlamudi et al., 1995).
Por lo tanto, la comprension de las bases moleculares de la interaccion de las toxinas Cry
con moléculas receptoras seria util no sélo para determinar su actividad como insecticida,
sino también para comprender las bases celulares y moleculares por las que ejercen un

efecto inmunogénico y adyuvante.

Las &6-endotoxinas de CrylAc, es la Unica familia de al menos 73 miembros de las
proteinas Cry, para las que se ha descrito tanto un receptor de membrana y su ligando.
Se ha identificado el receptor de CrylAc en el insecto Manduca sexta, como una
glicoproteina de 120 kDa que es una APN, y su ligando glicosilfosfatidil-inositol (GPI)
(Knight et al., 1994). Receptores de CrylAc en varios otros insectos lepidépteros también
se han demostrado ser aminopeptidasas N (Gill et al., 1995; Valaitis et al., 1995). Sin
embargo, hasta la fecha, no se han reportado receptores para las proteinas CrylAc en

vertebrados.

Protoxina CrylAc

Se ha reportado un aumento de la respuesta inmune contra hematies de carnero
provocado por cristales insecticidas de Bt (Prassad y Shetna, 1975), un afio mas tarde
estos mismos autores demostraron que estos cristales tenian actividad antitumoral en el
sarcoma ascitico de Yoshida, debido probablemente a un aumento de la respuesta de
defensa inespecifica en ratas tratadas con estos cristales. Se ha descrito, que la protoxina
CrylAc es un potente inmundgeno (Moreno—Fierros et al., 2000, 2002; Vazquez-Padron
et al.,, 1999a) y adyuvante mucosal, tan potente como la toxina de célera (Vazquez-
Padron et al., 1999b, Moreno-Fierros et al., 2003). Luego de coadministrar CrylAc con

albumina bobina y antigeno de superficie de hepatitis B se obtuvieron mayores titulos de
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anticuerpo IgA, 1IgG e IgM contra albamina bovina y contra antigeno de superficie de
Hepatitis B que cuando estos antigenos se administraron sin CrylAc, este efecto
adyuvante fue tan potente como el reportado para la toxina de célera. (Vazquez-Padron,
et al., 1999b). Los efectos inmunomoduladores de la protoxina CrylAc varian
dependiendo del compartimiento mucosal analizado, en general, se inducen respuestas
mezcladas Thl1l/Th2. La aplicacion intranasal de CrylAc favorece la induccion de
respuestas de citocinas tipo Th2 en linfocitos nasales (obtenidos del NALT y de pasajes
nasales) (Rodriguez-Monroy, 2008). Debido a estas propiedades se considera a la
protoxina CrylAc como un adyuvante por su capacidad de reforzar la respuesta inmune.
La protoxina CrylAc como adyuvante incrementa considerablemente la proteccion ante la
infeccion por Naegleria fowleri, (Rojas et al., 2004, 2007; Jarillo et al., 2008) y ademas, la
administracién de la protoxina CrylAc sola, también confiere proteccion en este modelo
de infeccion, sugiriendo que la protoxina tiene la capacidad de activar la respuesta inmune
innata como se ha descrito para otros adyuvantes (Lavelle 2005; Bromader 1991; Cox y
Coulter 1997).

Toxina CrylAc

La toxina CrylAc contiene ~1175 aminoé&cidos, estd compuesta de una region
NH,-terminal, la regién toxica y la region COOH. La region N-terminal estd organizada en
tres dominios que ha sido determinada por cristalografia de difraccibn de rayos-X
(Grochulski et al., 1995; Galitsky et al., 2001). El dominio |, es un paquete de siete alfa
hélices, involucrado en la formacién del poro. EI dominio II, formado por tres laminas beta
antiparalelas y representa la parte mas variable de la estructura en las toxinas Cry
(Sanankaranarayanan et al., 1996; Shimizu, 1996). El dominio Ill, esta formado por una (-
plegada y dos laminas B-antiparalelas. Los dominios Il y lll estan involucrados en la union
con el receptor (Burton et al., 1999). Cinco regiones muy conservadas, en la region central
de cada dominio, han sido identificado (Hofte, 1989). No hay duda, de que estos motivos
conservados juegan un papel importante en la funcién biolégica de estas proteinas; ya
gue las toxinas de diferente especificidad de insectos (CrylAa frente Cry3A) comparten

una conformacion similar (Li et al., 1991; Grochulski et al., 1995).
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Para definir la utilidad de la toxina y protoxina CrylAc como adyuvantes vacunales,
es necesario comprender las bases celulares y moleculares del mecanismo inmunogénico
y adyuvante. En células de vertebrado no se ha descrito la existencia de un receptor para
las proteinas CrylAc. Sin embargo, en base a los resultados en los que se ha encontrado
que la proteinas CrylAc in vitro son capaces de activar a macrofagos induciendo
expresion de moléculas coestimuladoras y citocinas proinflamatorias (Moreno-Fierros et
al., 2013) y a resultados en los que se ha observado que la estimulacion de leucocitos
induce la activacién de linfocitos en tiempos cortos (3 hrs), se ha sugerido que un receptor
pudiera estar involucrado en el reconocimiento de las proteinas CrylAc por estos tipos

celulares.
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ANTECEDENTES

En reportes previos, se demostré que la protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis
es un potente inmundgeno (Moreno—Fierros et al., 2000, 2002; Vazquez-Padron et al.,
1999a) y adyuvante mucosal (Vazquez-Padron et al., 1999b; Moreno-Fierros et al., 2003).
Previamente se evalud la inmunogenicidad mucosa y sistémica de la protoxina CrylAc
utiizando diferentes rutas de inmunizacién (oral, intranasal, rectal, vaginal, e
intraperitoneal) y se analizaron las respuestas en diferentes mucosas (intestinos, pulmon,
vagina) (Moreno-Fierros et al., 2000). Se ha comparado la inmunogenicidad de diferentes
protoxinas y toxinas Cry de la familia Cryl (Aa, Ab y Ac) y a la Cry3A, y se demostrd que
la inmunogenicidad de las proteinas Cry depende de la mitad amino terminal
correspondiente a la toxina (Guerrero et al., 2004, 2007; Guerrero and Moreno-Fierros
2007). Posteriormente se caracterizaron las propiedades inmunomoduladoras
particularmente de la protoxina CrylAc debido a que encontramos que resulté ser mas

inmunogénica que las otras proteinas (Guerrero et al., 2004).

Igualmente se han encontrado efectos adyuvantes protectores de la protoxina
CrylAc en tres modelos de infecciones parasitarias. Primero en un modelo murino de
meningoencefalitis amibiana primaria, encontramos que la protoxina CrylAc como
adyuvante, incrementa considerablemente la proteccion ante la infeccion por Naegleria
fowleri (Rojas et al., 2004, 2007: Jarillo et al., 2008; Carrasco-Yepez et al., 2010). En
virtud de que la administracion de la proteina CrylAc sola también confiere proteccion en
este modelo de infeccidn, se sugiere que esta proteina tiene la capacidad de activar la
respuesta inmune innata. Hemos encontrado que el pretratamiento con CrylAc
incrementa la sobrevida ante la infeccion en un modelo de malaria murino. (Legorreta-
Herrera et al., 2010).

En cuanto al efecto adyuvante de la protoxina CrylAc, en la respuesta de
anticuerpos hacia diferentes antigenos de diferente naturaleza (proteinas y polisacéridos),
se encontraron efectos adyuvantes en la respuesta de anticuerpos hacia el antigeno de
superficie de hepatitis B (Vazquez-Padrén et al.,, 1999%), péptidos de VIH (Esquivel y
Moreno-Fierros, 2005) y polisacaridos de pneumococos (Moreno-Fierros et al., 2003). Sin
embargo, no se ha estudiado si la toxina, al igual que la protoxina CrylAc funciona

también como adyuvante. De igual forma, se evalud si CrylAc tenia la capacidad de
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activar macrofagos y de estimular la produccién de citocinas; ya que uno de los
mecanismos por el que otras moléculas de origen microbiano ejercen su actividad
adyuvante, es induciendo la expresion de moléculas coestimuladoras en células
presentadoras de antigeno (Lavelle 2005; Bromader 1991; Cox and Coulter, 2001). Los
resultados sugieren que la actividad adyuvante que confiere esta proteina, podria
explicarse por su capacidad de incrementar la expresion de moléculas coestimuladoras
B7-1 y B7-2 en macrofagos, asi como de inducir la produccién de citocinas como TNF,
IL6, IFN y (Moreno-Fierros et al., 2013).

Los resultados y efectos anteriormente descritos, sugieren la existencia de
posibles receptores para las proteinas CrylAc en células de vertebrados, sin embargo, en
la actualidad so6lo se han reportado receptores para las proteinas CrylAc en insectos. Se
han reportado diferentes proteinas tales como cadherinas, APN, y ALP como receptores
de Cry en diferentes especies de insectos (Jurat-Fuentes et al., 2004 y 2006; Knight et al.,
1994; Vadlamudi et al., 1995).

Hasta el momento se desconocen las bases del mecanismo adyuvante e
inmunogénico de las proteinas CrylAc. En una tesis de licenciatura de 2011, Medina
mostré la union de las proteinas CrylAc a posibles receptores en un extracto de
leucocitos totales, menciona que la union de los posibles receptores depende de
carbohidratos (N-acetil galactosamina y N-acetil glucosamina). En este estudio, se
encontré que al estimular leucocitos totales de bazo con las proteinas CrylAc (protoxina y
toxina) se activa a diferentes proporciones de linfocitos T, B y macréfagos, sin embargo,
se desconoce si las proteinas CrylAc pueden activar de forma directa a poblaciones
purificadas de linfocitos T, es decir, en ausencia de células presentadoras de antigeno. No
se sabe si la unién de las proteinas CrylAc es dependiente de la activacion de estas

células o si son las proteinas CrylAc quienes las activan de forma directa.

En este trabajo se determind si la activacién de los linfocitos T ocurre de forma
directa por efecto de las proteinas CrylAc o so6lo a través de una célula presentadora de
antigeno; ya que los estudios que se han realizado, fueron en leucocitos totales de bazo.
Asi mismo, se caracteriz0 la cinética de unién y de activacion de los linfocitos T por efecto
de las proteinas CrylAc, se realizaron ensayos in vitro en linfocitos totales y en linfocitos

T purificados de bazo y se analiz6 por citometria de flujo. Se analiz6 también, el efecto de
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la activacion en la union de CrylAc a linfocitos T, se corrobor6 la union por microscopia
de fluorescencia y finalmente se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion y “Blot”
ligando para determinar la presencia de posibles receptores de estas proteinas en

linfocitos T.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los enfoques actuales para desarrollar vacunas efectivas estan dirigidos a encontrar
formas més eficientes de administracién de antigenos al sistema inmune y hacia el
descubrimiento de adyuvantes seguros que provean inmunidad. Los resultados de las
investigaciones indican que las protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis es una proteina
inmunogénica y adyuvante, que puede funcionar como acarreador vacunal y usada como
adyuvante puede incrementar la protecciobn en contra de tres modelos de infecciones
parasitarias; ademdas, que en poblaciones de leucocitos totales ejerce efectos
inmunomoduladores en linfocitos y macrofagos (en linfocitos induce activacion, e induce
y/o modifica la expresion de citocinas; en macrofagos incrementa la expresion de
moléculas coestimuladoras). Ademas, se ha reportado que las proteinas CrylAc son
seguras, no son toxicas para vertebrados; ya que no forma poros liticos como lo hace en
insectos blanco lo que finalmente conduce a la muerte del insecto, por lo tanto, la
administracién de las proteinas CrylAc en vertebrados es segura y son excelentes
candidatas para ser utilizadas como adyuvantes. Sin embargo, en la actualidad se
desconocen las bases celulares y moleculares del mecanismo adyuvante e inmunogénico
de las proteinas CrylAc en poblaciones purificadas de linfocitos T, no se sabe si la unién
de las proteinas CrylAc es dependiente de la activacion de estas células o si son las
proteinas CrylAc quienes las activan. En este trabajo se determind si la activacion de los
linfocitos T ocurre de forma directa por efecto de las proteinas CrylAc o sélo a través de
una célula presentadora de antigeno; ya que los estudios que se habian realizado,

fueron en leucocitos totales de bazo.
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JUSTIFICACION

Entre las propiedades que tienen las proteinas CrylAc, se ha reportado su
capacidad como adyuvante, sin embargo, no se ha caracterizado su mecanismo de
accion. Estudios previos indican que las proteinas CrylAc tienen la capacidad de activar y
unirse a linfocitos T, dichos estudios fueron realizados in vitro en suspensiones de
leucocitos totales de bazo. Por lo que, para caracterizar mejor los efectos y estudiar el
mecanismo de accién de la protoxina y toxina CrylAc, asi como para facilitar la
identificacion del posible receptor, es necesario determinar si la activacion de los linfocitos
T ocurre de forma directa por efecto de las proteinas CrylAc o sélo a través de una célula
presentadora de antigeno, caracterizar la cinética de unién y de activacion, determinar si
la union de la proteina CrylAc se favorece por la activacion de linfocitos T, asi como

identificar al posible o los posibles receptores de las proteinas CrylAc en células T.

HIPOTESIS

Nuestro grupo de investigacion demostré en trabajos previos, que las proteinas
CrylAc tienen la capacidad de activar y unirse a células T en extractos de leucocitos
totales, sin embargo, dicha unidn es aparentemente diferente entre la protoxina y toxina
CrylAc en subpoblaciones de linfocitos T, ademas se ha visto que ésta union sélo ocurre
parcialmente en poblaciones de linfocitos T, no en su totalidad. Estos datos sugieren, que
el estado de activacion de los linfocitos T influye en la union de las proteinas CrylAc, por

lo tanto nos planteamos las siguientes hipotesis:

I.  Launion de las proteinas CrylAc es dependiente del estado de activacion
de los linfocitos T.
II. La protoxina y toxina CrylAc son capaces de activar de forma directa a
linfocitos T.
lll.  La protoxina y toxina CrylAc activan en diferente proporcion a linfocitos T
CD4 vy CD8.

13


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el efecto de la toxina y protoxina CrylAc en la activacion de linfocitos T.

Objetivos particulares

Caracterizar la cinética de:

# Activacion de linfocitos T por efecto de las proteinas CrylAc
# Union de linfocitos T por efecto de las proteinas CrylAc.

Determinar si las proteinas CrylAc inducen la activacion de linfocitos T de forma

directa.

Determinar si las proteinas CrylAc se unen a linfocitos T, mediante microscopia

confocal y de fluorescencia.

Determinar si la unién de las proteinas CrylAc se favorece con la activacion de los

linfocitos T.

Identificar en linfocitos T el posible receptor de la toxina y la protoxina CrylAc por

ensayo de “Blot” ligando.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Estrategia experimental para determinar el efecto de las proteinas CrylAc en la

activacion y unién de linfocitos T, se presenta un diagrama de flujo (figura 1) que se

describe a continuacioén:

Obtencién y purificacién de las proteinas CrylAc de una cepa recombinante de
E.coli. Para los ensayos de citometria de flujo y microscopia de florescencia y

confocal, las proteinas fueron conjugadas con fluoresceina (FITC).

Para determinar si las proteinas CrylAc tienen la capacidad de activar de forma
directa a linfocitos T y unirse a la superficie celular de las mismas, se obtuvieron
las células T de un bazo de raton Balb/c, se incubo la suspension celular ajustada
a 1X10° células por ml, con las proteinas CrylAc (a una concentracion de 10
ug/millén de células/ml); teniendo 3 grupos experimentales: control (1X10° células
por ml), PCrylAc-FITC y TCrylAc-FITC, estos 3 grupos se incubaron a distintos
tiempos: 10 minutos, 1 hora y 3 horas, para obtener una cinética de activacion y
union; tanto de linfocitos totales, como de poblaciones aisladas de linfocitos T CD4
y T CD8. Transcurridos los distintos tiempos de incubacién, se cosecharon las
células y se incubaron con anticuerpos anti CD16/32 y se realizaron tinciones de
superficie celular con anticuerpos marcados con fluorocromos distintos a FITC
(anti CD4-PECy5, anti CD8-APC y anti CD69-PE). Las muestras fueron lavadas,
fijadas y posteriormente se analizaron mediante citometria de flujo para identificar
si las proteinas CrylAc tienen la capacidad para unirse y activar a poblaciones

totales de linfocitos totales y de poblaciones aisladas de linfocitos T CD4 y T CD8.

Para analizar si las proteinas CrylAc se unen a linfocitos T, se obtuvieron
linfocitos de bazo de raton, las suspension celular se ajusté a 1X10° células por ml
y se incubaron con las proteinas CrylAcconjugadas con FITC (a una
concentracion de 10 pg/millén de células/ml) teniendo el grupo control, PCrylAc-
FITC y TCrylAc-FITC; se incubaron durante 10 minutos, 1 hora y 3 horas.
Transcurrido los distintos tiempos de incubacion, se cosecharon las células y se
incubaron con anticuerpos anti CD16/32 y se realizaron tinciones de superficie

celular con anticuerpos con fluorocromos anti CD4-PECy5, anti CD8-APC y anti
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CD69-PE). Las muestras fueron lavadas, deshidratadas y montadas en
portaobjetos y posteriormente se analizaron por microscopia de fluorescencia y

confocal.

Para determinar si la union de las proteinas CrylAc tiene relacion con el estado de
activacion en los linfocitos T; se obtuvieron células de bazo de ratén, primero se
obtuvieron linfocitos totales y una porcion de ellas se aislé con perlas magnéticas
para obtener poblaciones de linfocitos T CD4 y T CD8 aisladas, las suspensiones
celulares se ajustaron a 1X10° células por ml y se incubaron con PMA —
lonomicina a una concentracion de 20 ng/ml y 1 mM respectivamente, que activan
de manera artificial a las células T, se dejaron incubar durante 3 horas.
Transcurrido el tiempo de incubacion se agregaron las proteinas CrylAc-FITC (10
pg/millon/ml) y se incub6 por 10 minutos, teniendo como grupos experimentales:
grupo control PMA — lonomicina, PCrylAc-FITC/PMA — lonomicina y TCrylAc-
FITC/IPMA — lonomicina con linfocitos totales y con poblaciones aisladas de
linfocitos T respectivamente. Se incubaron con anticuerpos anti CD16/32 y se
realizaron tinciones de superficie celular con anticuerpos con fluorocromos anti
CD4-PECYy5, anti CD8-APC y anti CD69-PE). Las muestras fueron lavadas, fijadas
y posteriormente se analizaron mediante citometria de flujo para identificar si la
activacion de las células T favorece la unién de las proteinas CrylAc. Este
procedimiento también se utiliz6 para analizar estas muestras mediante

microscopia de fluorescencia.

Para identificar al posible receptor al que se unen las proteinas CrylAc en los
linfocitos T, se hicieron ensayos de inmunoprecipitacion. Se obtuvieron los
linfocitos T y se aislaron con perlas magnéticas, la suspension celular se ajusté a
10 000 000 cel/100 pl y se incubd con las proteinas CrylAc (20 pg/millén) durante
1 hora; las células fueron lisadas con un detergente no i6nico. Una vez rotas las
células se pusieron a interactuar durante 1 hora con la proteina A (sefarosa) unida
a un anticuerpo IgG anti Cryl1Ac, se hicieron diversos lavados para eliminar restos
celulares no precipitados. Al precipitado se le agregd amortiguador de carga 6X-
DTT y se corrieron por electroforesis SDS-PAGE. Estos geles se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa para realizar ensayos de “Blot” ligando. Las proteinas

obtenidas por inmunoprecipitacion (posible receptor) se incubaron con las
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proteinas CrylAc (5 pg/pl), después se incubaron con suero de conejo anti toxina
y protoxina CrylAc durante 2 horas, y posteriormente se incuban con proteina A
peroxidada 1 hora, se revelan con sustrato de peréxido de hidrégeno con 4
cloronaftol, que revelaran las bandas y pesos moleculares del posible receptor.

- Cinética de activacion y unién Perlas magnéticas
- Localizacion de la unidn de las
proteinas Cry1lAc-FICT I

Obtencidn de linfocitos de bazo

Linfocitos

totales

Tincién con marcadores de superficie
anti CD4-PECy5, CD8-APC y CD69-PE

10 minutos

1 hora i .
3horas Inmunoprecipitacion

con proteinas CrylAc

Control  PCrylAc-FIT ~ TCrylAc FITC

¢La unién se favorece con la

e . ) SDS-PAGE
activacion de linfocitos T?

[ Transferencia a papel
PVDF

PMA/lonomicina 3 horas
Control
PCrylAc-FITC
TCry1Ac-FITC

“Blot” ligando

Microscopia
confocal y de
fluorescencia

Citometria de Flujo

Figura 1. Diagrama de flujo de la estrategia experimental.
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MATERIALES Y METODO

Produccion y obtencion de la protoxina y toxina CrylAc

La protoxina CrylAc se obtuvo de una cepa recombinante de E. coli JM103,
donada por el Dr. Donald Dean de la Universidad Estatal de Ohio (Columbus, EEUU),
ésta bacteria posee un plasmido que incluye el gen que codifica para la protoxina CrylAc.
E. coli fue crecida en 500 ml de medio Luria-Broth suplementado con antibiético
(ampicilina 100 pg/ml) a 37°C durante 48 h en agitacion constante (250 rpm), se
centrifugd a 10 000 rpm durante 15 min a 4°C, las bacterias sedimentadas fueron
resuspendidas en amortiguador de lisis (Tris 50 mM pH 8.0, EDTA 1 mM, adicionado con
sacarosa al 15% vy lisozima 2 mg/ml) durante 1h A 37°C. Los cristales de protoxina
CrylAc se obtuvieron al sonicar 5 ciclos de 5 min a 100 de amplitud en hielo, entre 17-20
Watts (se verificd al microscopia que las bacterias estuvieran rotas). Los cristales de la
protoxina CrylAc se solubilizaron en amortiguador de carbonatos 0.1M pH 9.6 mas DTT
(10mM), se centrifugd a 10 000 rpm durante 10 min a 4°C para eliminar los restos
celulares y se recuperé el sobrenadante (protoxina CrylAc). La purificacion de la
protoxina CrylAc se llevd a cabo mediante centrifugacién con filtros de exclusion

molecular de 100 kDa.

Para la obtencién de la toxina a partir de la protoxina, se llevé a cabo una digestion
con tripsina en una relacion de 1:20, se incubo durante 1 h a 37°C en agitacion (Burton,
1999), se inhibi6 la accion de proteasas con p-hidroximercurobenzoico (PMSF) 50 mM
(Research Organics). Los posibles remanentes de endotoxina contenidos en las proteinas
purificadas, se eliminan al pasar a las proteinas por una columna de polimixina
(antibiotico), la cual tiene la capacidad de union a la endotoxina de 5 mg/ml. Mediante
SDS-PAGE se verifico la pureza de las proteinas CrylAc y su concentracion se determino
utilizando el método de Bradford (Bradford, 1976).

Conjugado de las proteinas CrylAc

Se conjugaron las proteinas de CrylAc (toxina y protoxina) con FITC, para esto se
debi6 de tomar en cuenta la concentracion de la proteina, los mmol de las proteinas y de
FITC. Las cantidades requeridas para la conjugacion se calcularon con las siguientes

formulas:
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1. Calcular los mmol de FITC a conjugar para agregar a la reaccion:

lde FITC= (ml d o (mg de proteina)(mmol de proteina)(24 mmol de FITC)
e = (mide proteina) (ml de proteina)(mg de proteina)(mmol de proteina)

Ejemplo: Partiendo de una soluciéon de TCrylAc a una concentracion de 8.65
mg/ml tomando en cuenta el peso molecular de TCry y el volumen se calcularon
los milimoles de FITC que deberiamos agregar a la solucion de proteina para

realizar una conjugacion eficiente.

(8.65mg de TCry)(1 mmol de TCry)(24 mmol de FITC)
(1 ml TCry)(70000 kDa)(1 mmol de TCry)

(1 ml TCry) = 2.96x10~3 mmol de FITC

24 = Exceso molar recomendado de FITC para la proteina.

2. Célculo de ul de FITC para agregar a la solucion:

pl de FITC = (mmol FITC) (389 mg) (100 pl)

(2 mmol FITC) (1 mg)

(389 mg)(100 pl)
(1 mmol de FITC)(1mg)

(2.96x10~3mmol de FITC) = 115.36 pl de FITC

389 =PMde FITC

Se agrego6 FITC a la toxina y protoxina CrylAc y la mezcla de reaccion se incubo
durante 60 min a T.A. para cada proteina. En oscuridad total se removio el exceso de
fluorescencia en una columna de desalinizacién de Dextran, reconstituida con 25 ml de
PBS, se adicion0 la proteina conjugada con FITC en la columna y se dejo fluir en ella para
posteriormente recolectar las proteinas conjugadas con FITC en tubos de ensayo en
porciones de 0.5 ml. Se monitored el contenido de proteina midiendo la absorbancia, para
cada fraccion a 280 nm. Para comprobar la conjugacion de la protoxina y toxina CrylAc-
FITC, se corrié el conjugado en SDS-PAGE y se verificd en un transiluminador UV la
banda de fluorescencia, y se verificd que coincidiera con el PM esperado de 65 kDa para
toxina CrylAc-FITC y 130 kDa para protoxina CrylAc-FITC.
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Obtencidn de células linfoides de bazo

Para cada ensayo se obtuvo el bazo de un raton Balb/c, el bazo se macer6 sobre
organza con émbolos de plastico en 2 ml de RPMI adicionado con 10% de suero fetal
bovino, esta suspension celular se coloc6 en un tubo cénico de 15 ml, se llevé a un
volumen de 12 ml de RPMI, se centrifugé 10 min a 1500 rpm a 4°C y se recuperé la
pastilla. Para lisar las células eritroides, se agregaron 3 ml de amortiguador de lisis a 4°C
(cloruro de amonio 8.3 g/l en 0.01 M Tris-HCL) y se dej6 incubar 7 min a T.A., cumplido el
tiempo de lisis, se llevo a un volumen de 12 ml con PBS estéril frio a 4°C, se centrifugd 10
min a 1500 rpm a 4°C, y se recupero la pastilla. La pastilla se llevé a un volumen de 10 ml
de RPMI y se resuspendid. Para aislar las células adherentes (macréfagos) de linfocitos,
se colocé la muestra celular en una placa de cultivo de 12 pozos, 1 ml por pozo y se dej6
incubar por 30 min a 37°C en una atmosfera de CO, al 5%. Transcurrida la incubacién se
recuperoé el sobrenadante y se centrifugé 10 min a 1500 rpm a 4°C, se recupero la pastilla

y se resuspendié en 3 ml de RPMI, se diluy6 1:10 para conteo de células.

Purificacion de las poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8

Se obtuvieron células linfoides del bazo (como anteriormente se describid) y se
centrifugaron por 10 min a 1500 rpm a 4°C, se hizo una seleccion positiva para el
aislamiento de linfocitos T CD4, por lo que a la pastilla se le agregd 160 pl de
amortiguador de separacion de linfocitos (amortiguador de fosfatos salino 0.5% BSA pH
7.2) mas 40 pl de suspension de microperlas Microbeads MACS CD4 (Miltenyi Biotec), se
resuspendid y se incubd a 4°C durante 15 min, transcurrida la incubacién se agregd 10 ml
de amortiguador de separacion de linfocitos, se centrifugé por 10 min a 1500 rpm a 4°C,
se decanté el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 1 ml de amortiguador de
separacion. Se preparo el kit de aislamiento celular (MiniMACS), se puso la columna
sobre el iman (figura 2-a) y se lavd 3 veces con 3 volimenes con amortiguador de
separacion, posteriormente se le agregd la suspension celular a la columna y se
recolectaron en tubos conicos de 15 ml linfocitos T CD8 y B (figura 2-c). Para recuperar a
linfocitos T CD4 se quito la columna del iman y se le agreg6 3 volimenes de 3 ml, cada

muestra se diluy6 1:10 para el conteo celular.
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Figura 2. Aislamiento de linfocitos por seleccion positiva, usando perlas magnéticas conjugadas
a anticuerpos anti CD4. A) Montaje del equipo de aislamiento celular MiniMACS. B) Esquema del
proceso de aislamiento celular mediante seleccién positiva. C) Recuperacion de linfocitos T CD8.

Para el aislamiento de linfocitos CD8 de los linfocitos B se eliminan los linfocitos B
por seleccion positiva. Se centrifug6 el tubo que contiene a linfocitos T CD8 y B, durante
10 minutos a 1500 rpm a 4°C, se decantdé y se agregaron 10 pl de suspension de
microperlas MACS CD19 por cada 10 000 000 de células, més 90 ul de amortiguador de
separacion de linfocitos por cada 10 millones de células, se dejo incubar a 4°C durante 15
minutos, transcurrida la incubacion se agregé 10 ml de amortiguador de separacion de
linfocitos, se centrifugd por 10 min a 1500 rpm a 4°C, se resuspendio la pastilla en 1 ml de
amortiguador de separacion. Se lavo 3 veces con 3 volumenes con amortiguador de
separacion, posteriormente se le agregd la suspension celular y se recolectaron los
linfocitos T CD8.

Incubacion de la protoxina y toxina CrylAc—FITC con células linfoides totales y
con poblaciones purificadas de linfocitos T CD4 y CD8

Las células linfoides de bazo (linfocitos totales) y los linfocitos purificados
(poblaciones aisladas de linfocitos T CD4 y CD8), en el grupo control se incubaron
Gnicamente suspensiones celulares ajustadas a 1x10° cel/ml, en los grupos
experimentales, suspensiones ajustadas a 1x10° cel/ml se incubaron con la protoxina y
toxina CrylAc marcadas con FITC (10 pg/millén cel/ml). Los tres grupos se incubaron
durante 10 min, 1 h y 3 h. Después de cada incubacion, se cosecharon las células, se les
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agreg6 anti CD16/32 (1:100) y posteriormente se realizé la tincion de superficie con
anticuerpos marcados con fluorocromos distintos a FITC, anti CD69-PE (marcador de
activacion), anti CD4-PECy5 y anti CD8-APC con una dilucion 1:100. Se lavo y se fijaron
con paraformaldehido al 1%, se analizdé por citometria de flujo para caracterizar la

cinética de activacion y union de los linfocitos T, por las proteinas CrylAc.

Activacion de linfocitos T por PMA/lonomicina

Para determinar si el estado de activacion en linfocitos T influye en la unién de las
proteinas CrylAc, los linfocitos T CD4 y T CD8 se incubaron en suspensiones ajustadas a
1x10° cel/ml con ionomicina (1uM) y PMA (20 ng/ml), durante 3 h. Posterior a la
incubacion se les agrego la protoxina y toxina CrylAc marcadas con FITC (10 pg/millon
cel/ml) y se dejo incubar por 10 min. Se cosecharon las células, se les agregd anti
CD16/32 (1:100) y posteriormente se realizo la tincion de superficie con anticuerpos anti
CD69-PE (marcador de activacion), anti CD4-PECy5 y anti CD8-APC dilucion 1:100. Se
lavaron, se fij6 con paraformaldehido al 1% y se analizaron por citometria de flujo para
determinar si la unién de las proteinas CrylAc se favorece con la activacién de los

linfocitos T.

Localizacion de la union de la protoxina y toxina CrylAc-FITC a células linfoides
de bazo

Se obtuvo una suspension de células linfoides de bazo (método anteriormente
descrito), se incubaron en suspensiones ajustadas a 1x10° cel/ml con la protoxina y toxina
CrylAc marcadas con FITC (10 pg/millén cel/ml) durante 10 min, 1 h y 3 h. Se realizaron
también, grupos experimentales que fueron activados de forma artificial (método
anteriormente descrito), con ionomicina (1uM) y PMA (20 ng/ml) adicionados con las
proteinas CrylAc-FITC para determinar si la uniébn de CrylAc se favorece con la
activacion de los linfocitos, que se incubaron Unicamente durante 3 h. Las células se
cosecharon después de cada incubacion, se les agregd anti CD16/32 (1:100) para
bloguear los receptores Fc gamma Il y lll; posteriormente se realiz6 la tincion de superficie
con anticuerpos marcados con fluorocromos distintos a FITC, anti CD4-PECy5 y anti CD8-

APC con una dilucién 1:100 y se dejo incubar durante 30 min a 4°C, se lavo con PBA 'y se
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centrifugd 5 minutos a 1500 rpm a 4°C; se decantd y a la pastilla se le agregaron 300 pl
de paraformaldehido al 1%. Se hicieron 2 lavados con 1 ml de PBS vy se centrifugo
durante 5 min a 1500 rpm a 4°C, después se hicieron 3 lavados con 1 ml de agua
bidestilada, en el dltimo lavado se decanto y se adicionaron 100 uyl de agua peroxidada se
homogeniz6, se colocaron 30 ul en un porta objeto y se dej6 secar. Posteriormente se
cubrieron con tincion de Coplin por 3 min y 3 minutos méas con xilol, después se fijaron
con resina entellan, se guardaron en obscuridad a -20°C hasta su analisis en microscopia

confocal y de fluorescencia.

Identificacion de los posibles receptores para la protoxina y toxina CrylAc

Obtencidn de suero anti-protoxina y anti-toxina CrylAc

Se inmunizé un conejo para obtener anticuerpos especificos anti-PCrylAc y anti-
TCry1lAc, con una mezcla de protoxina y toxina CrylAc (500 pg) en 500 pl de adyuvante
completo de Freund en relacion 1:1 la primera aplicacion se distribuy6 en distintas partes
del cuerpo. Se inyectaron 5 inmunizaciones como refuerzos con adyuvante incompleto de
Freund utilizando la misma cantidad de las proteinas CrylAc en relacion 1:1. Los ultimos
3 refuerzos se realizaron con 300 yg de la protoxina y toxina CrylAc en una relacion de

1:1 con adyuvante incompleto de Freund.

Para la obtencion del suero de conejo, se realizaron dos sangrados en la oreja,
calentando con un foco de 100 Watts hasta dilatar las venas, posteriormente se realizé un
corte transversal vertiendo la sangre en un tubo conico de 15 ml. En el primer sangrado
se obtuvo 1 tubo de 10 ml y en el segundo sangrado se obtuvieron 2 tubos para un total
de 30 ml de sangre, la cual se dej6 coagular a temperatura ambiente, se despego el
coagulo de las paredes del tubo, se colectd el suero y se congel6 a -70 °C. Se probd la
especificidad realizando un “blot” ligando con toxina y protoxina para constatar la

presencia de los anticuerpos anti toxina CrylAc y anti protoxina CrylAc (figura 20).

Lisado de linfocitos

Linfocitos T CD4 y CD8 se lisaron para tener un patron general de proteinas a las

que se les pudiera unir las proteinas CrylAc. Se obtuvieron poblaciones purificadas de
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linfocitos TCD4 y CD8, se ajustaron suspensiones de 1X10° células/ml de cada tipo
celular. Se calcul6 el volumen de la pastilla y se hizo una relacion de 1:2, a la pastilla se le
agrego el doble de su volumen de inhibidor de proteasa Minicomplete 7X, se mezclo
homogéneamente y en seguida se agregd amortiguador de lisis RIPA (Tris-HCI 50 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Tritdn 100X 1%) en una relacion de 1:2, mezclar. Las
suspensiones celulares se sonicaron 3 ciclos de 10 seg en hielo, se verific al microscopio
que las células se hayan roto, siendo asi, se centrifugd durante 5 min a 10 000 rpm a 4°C,
se recuper0 el sobrenadante y se agregdé amortiguador de carga 6X. Se corrid un gel
SDS-PAGE, con los lisados de los linfocitos T CD4 y CD8, se tifié el gel con azul

Coomassie para revelar el patrén de bandas de proteinas, producto de la lisis celular.

Inmunoprecipitacion de toxina y protoxina CrylAc

El procedimiento de inmunoprecipitacién se muestra en la figura 3 y se describe a

continuacion:

Se obtuvieron poblaciones aisladas de linfocitos T CD4 y CD8.

2. A cada tipo celular se le agreg6 protoxina y, por otro lado toxina CrylAc en una
concentracion de 10 pg/1X10° de células en 100 ul de RPMI y se incub6 durante 1
hora a 37°C. Transcurrida la incubacion, se les agreg6 1 ml de PBS 1X estéril y se
centrifugd durante 5 min a 1500 rpm a 4°C, se decantd y se agregaron 100 ul de
inhibidor de proteasas (Mini complete 7X) mezclando cuidadosamente.

3. Posteriormente se le agregaron 100 pl de amortiguador RIPA (Tris HCI 50 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 1mM, Triton 100X 1%) y se mezcldé cuidadosamente. Se
sonico 5 ciclos de 10 seg cada uno y se verifico al microscopio que las células
estén rotas.

4. Previamente se puso a interactuar en agitacion moderada durante 20 min, al
anticuerpo especifico de la protoxina y toxina CrylAc (por separado) en una
dilucion de 1:100 en PBS 1X con 300 pl de la proteina A (resina).

5. Una vez rotas las células, se le agregd la suspension que contenia al anticuerpo
especifico de las proteinas CrylAc con la proteina A al tubo que contiene los
restos celulares.

6. Esta suspension se incubd en agitacion moderada durante 1 hora a 4°C, se

agregaron 100 pl de PBS 1X y se centrifugd por 1 min a 3000 rpm a 4°C, se
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recolectd el sobrenadante (primer lavado) y a la pastilla (precipitado = posible
receptor) se le agregé 1 ml de PBS 1X. Proceso de lavado: Se realiz6 con la
finalidad de eliminar los restos celulares.

7. Se centrifugd en las mismas condiciones el tubo que contiene la pastilla con el
posible receptor (1 min a 3000 rpm a 4°C), se recolecto el sobrenadante (lavado 2)
y la pastilla se le agregé 1 ml de PBS 1X. Se realizaron los lavados necesarios
hasta que la lectura de los mismos en un espectrofotometro a 280 nm fue igual o
menor a 0.005 de absorbancia, esto nos asegura la eliminacion de restos celulares
de la pastilla que contiene a nuestro receptor.

8. Para obtener las proteinas precipitadas se eluyo la pastilla con un amortiguador de
glicina-HCL pH 2.8, inmediatamente se le adiciondé TRIS 100 mM para neutralizar
y se dializ6. Las proteinas precipitadas pueden procesarse directamente de la
siguiente manera: a la pastilla (precipitado), se le agreg6 220 ul de PBS 1X y 80 pl
de amortiguador de carga 6X-DTT, se hirvieron las muestras a bafio maria durante
5 minutos, posteriormente se agitaron las muestras en un vortex 10 segundos y se
colocaron en hielo por 3 minutos, posteriormente se centrifugé durante 5 min a
1500 rpm a 4°C, se recolectd el sobrenadante cuidadosamente y se almaceno a -
80°C.
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Figura 3. Representacion grafica del procedimiento de inmunoprecipitacion, que se utilizé en la
busqueda del o de los posibles receptores para las proteinas CrylAc en linfocitos T.
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Transferencia de geles a membranas de PVDF

Se corrieron las muestras del extracto de linfocitos purificados T CD4 y CD8 en
geles SDS-PAGE, se corrieron 2 geles con muestras iguales, uno de ellos se tifié con azul
de Coomassie para verificar el patron de proteinas era adecuado; el otro, se utilizé para la
transferencia de las proteinas a papel polidifenilo (PDVF) para realizar posteriormente el
“pblot” ligando. En el cassette de transferencia se coloc6 como base una 1 fibra Scotch-
Brite, seguida de papel cartoncillo, papel filtro grueso Watman #3 doble, papel PDVF
hidratado con metanol, el gel SDS-PAGE, papel filtro, papel cartoncillo y por dltimo 1 fibra
y se cerr0 el cassette de transferencia. Se colocé el cassette en el equipo para
transferencia y se dej6 correr a 100 volts, 400 miliamperes durante 1 hora. Transcurrido el
tiempo de corrida, se coloc6 el papel de PDVF en colorante de rojo Ponceau (Rojo
Ponceau al 0.1%, acido acético al 5%) en agitacion ligera hasta que empiecen a tefiirse
bandas (para verificar que haya ocurrido la transferencia), el papel PDVF se dej6 secar a
temperatura ambiente y se cortaron los carriles en una tira, una vez que se tuvieron las
tiras, se destifieron con agua destilada y se realiz6 la inmunodeteccién mediante “Blot”

ligando.

“Blot” ligando

Se satur6 el papel de PVDF transferido, que contenia las proteinas
inmunoprecipitadas y de lisados totales de linfocitos CD4 o CD8, con 3 ml de leche al 6%
para los ensayos con PCrylAc y con 3 ml de albumina al 3% para ensayos con TCrylAc
en PBS-Tween 0.05%, toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se lavd 5 veces con PBS-
Tween, a las tiras se les agregd protoxina o toxina CrylAc en una concentracion de 5
pg/ul por tira y se dejé incubar durante 2 horas a 4°C en agitacion, se lavo 5 veces con
PBS-Tween, durante 2 horas se incubd con el anticuerpo primario (que obtuvimos del
suero de conejo, con anticuerpos anti protoxina y anti toxina Cry1Ac) en agitacion, se lavo
5 veces con PBS-Tween, se incubd con proteina A peroxidada 1:10000 en PBS-Tween
por 1 hora a 4°C, se lavd 5 veces con PBS-Tween, se reveld con solucién sustrato de
cromégeno (4-cloronaftol y agua peroxidada), hasta que aparecieron las bandas y se

detuvo la reaccién con PBS 1X.
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Analisis estadistico

Los datos fueron analizados usando el analisis de varianza de dos factores
(ANOVA) seguida por la prueba estadistica de T de Student. Se compararon los
porcentajes de activacion y union de células linfoides por las proteinas CrylAc. Los datos
fueron expresados como la media + el error estandar. Las diferencias fueron consideradas

estadisticamente significativas a p< 0.01.
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RESULTADOS

Obtencion de las proteinas CrylAc

Se obtuvo una produccién de protoxina y toxina CrylAc pura, esta pureza se
corroboré al correr un gel SDS-PAGE de acrilamida al 10% (figura 4-A) y se verifico que
las proteinas estuvieran libres de impurezas y con el peso molecular anteriormente
establecido de 130 kDa para la protoxina CrylAC y de 65 kDa para la toxina CrylAc
(Bravo et al., 2007).

MP PCry TCTy MP PCry TCTy

170 REL,

Figura 4. A) Gel SDS-PAGE de acrilamida al 10% tefiido con azul de Coomassie, donde se muestra
la pureza de las proteinas CrylAc obtenidas. B) Proteinas Cry1Ac conjugadas con FITC, gel de
poliacrilamida iluminada con luz ultravioleta.

En ambas imagenes de izquierda a derecha: Marcador de peso molecular (MP), protoxina Cry1Ac
de 130kDa (PCry) y toxina Cry1Ac de 65 kDa (TCry).
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Conjugado de toxina CrylAc-FITC

Se conjugaron las proteinas CrylAc, con el fluorocromo fluoresceina (FITC), para
confirmar que dicha conjugacion se realiz6 adecuadamente, se corrieron los conjugados
en un gel SDS-PAGE de acrilamida al 10%, se obtuvo la imagen en un fotodocumentador
de iluminacion ultravioleta (figura 4-B), dicha luz excita a FITC y la emisién de luz es

visible, para poder comprobar que la conjugacion fue apropiada.

NOTA: Desde este momento, nos referiremos como “Poblaciéon de linfocitos totales” a
la poblacion de linfocitos mezclados (linfocitos T CD4, CD8 vy linfocitos B) de bazo y como
“Poblaciones de linfocitos T purificados” a las poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8,

qgue fueron separadas con perlas magnéticas.

Activacion de linfocitos T

Las proteinas CrylAc inducen activacion en linfocitos T

Para cuantificar la activacion en linfocitos se utilizé el marcador CD69. La molécula
CD69 es una lectina tipo C, es un marcador de activacion temprana en linfocitos, esta
involucrada en la proliferacion de linfocitos y en la expresion de diferentes moléculas de
superficie (Janeway et al., 2000). En nuestros resultados observamos que, tanto la
protoxina como la toxina CrylAc, tienen la capacidad de activar a linfocitos T CD4 y CD8
tanto en poblaciones totales como en poblaciones purificadas, ya que se incrementé la
expresion de CD69 (figura 5, 6, 7 y 8), estos resultados sugieren que las proteinas CrylAc
si tienen la capacidad de activar a linfocitos T de forma directa. Sin embargo, existen
diferencias entre los efectos de la estimulacion con toxina y protoxina, siendo en general
mayores los efectos de la toxina CrylAc, estos efectos se muestran desde la figura 5 a la
8.
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Activacion en poblaciones totales de linfocitos T

Tanto la protoxina como la toxina CrylAc, tienen la capacidad de incrementar la
expresion de CD69 en linfocitos CD4 de poblaciones totales de linfocitos T, las proteinas
CrylAc aumentan la expresion de CD69 de manera gradual respecto al tiempo, siendo la
toxina CrylAc la que presenta mayores porcentajes de activacion comparada con la

protoxina CrylAc, estos resultados se muestran en la figura 5.

En la figura 5-A se muestran las gréaficas representativas de la activacion en
linfocitos T CD4, donde se observé que ocurre de manera gradual respecto al tiempo, a
las 3 horas se ve el mayor porcentaje de activacion tanto para la toxina como para la

protoxina, sin embargo, la toxina mostré mayor activaciéon comparada con la protoxina.

NOTA: En los “plots” en el eje X en este caso tenemos el marcador CD69 que nos
indica activacion, en el eje Y tenemos en el caso de la figura 5-A el marcador para células
CD4. La region R7 nos indica que es positivo para células T CD4 pero negativo para el
marcador CD69, la region R8 indica que es positiva para células T CD4 y para CD69, es
decir, que los linfocitos T CD4 de esa region estan activados, la region R9 indica que son
células negativas para CD4 y negativas para CD69, células que no son CD4 y no estan
activadas y la region R10, indica que son células negativas para células T CD4 pero

positivas para CD69.

En la figura 5-B se muestra una gréfica de barras confirmando las diferencias en la
activacion de las proteinas CrylAc respecto al control, la activacion es gradual respecto al
tiempo y la toxina tiene mayor efecto en la activacion. La figura 5-C muestra estos mismos
resultados graficados mediante la intensidad media de fluorescencia (IMF) indica las
células positivas para CD69, los resultados por IMF corroboran los resultados
anteriormente mencionados, donde la toxina presenté mayor activacion comparada con la

protoxina y la activacion es gradual.
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Activacion de poblaciones totales CD4
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Figura 5. Las proteinas Cryl1Ac inducen activacion en linfocitos totales T CD4. A) Cinética de
activacion de linfocitos T CD4 por las proteinas Cry1Ac. * Diferencia estadisticamente significativa
respecto al control. B) Grafica comparativa de los porcentajes de activacion y tiempo, negro =
control, azul = PCry1Ac, rojo = TCrylAc. C) Gréfica representativa de los indices medios de
fluorescencia en la activacion.
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En los ensayos realizados con las poblaciones de linfocitos T totales, también se observo

gue tanto la protoxina como la toxina CrylAc, tienen la capacidad de incrementar la
expresion CD69 en linfocitos CD8 (figura 6-A). Las proteinas CrylAc aumentaron la
expresion de CD69 de manera gradual respecto al tiempo (figura 6-B), esto nos indico
que, la activacion se da de manera gradual, siendo la toxina CrylAc la que induce

mayores porcentajes de activacion comparada con la protoxina CrylAc, los resultados se

muestran en la figura 6. Estos resultados mostraron una tendencia similar a la observada

en linfocitos CD4, aunque la activacion en linfocitos CD8 presentd porcentajes menores

en la expresion CD69, comparados con los obtenidos en linfocitos T CD4.

Activacion de poblaciones totales CD8
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Figura 6. Las proteinas Cry1Ac activan a linfocitos CD8 de poblaciones totales. A)
Cinética de activacion de linfocitos T CD8 por las proteinas Cry1lAc * Diferencia
estadisticamente significativa respecto al control. B) Gréafica que muestra los
porcentajes de activacion de células CD8, negro= control, azul = PCry1Ac, rojo =
TCry1Ac. C) Grafica que indica el indice medio de fluorescencia (MFI) en la activacion.

Activacion en poblaciones purificadas de linfocitos T CD4

En poblaciones purificadas de linfocitos T CD4 también hubo un aumento en la
expresion CD69 por efecto de las proteinas CrylAc, (figura 7). Aunque se observa que la
TCrylAc, presenta porcentajes mayores en la activacion respecto a los que obtuvo la
PCrylAc. Sin embargo, el efecto de activacion en linfocitos T purificados inducidos por

PCryAc y TCrylAc fue menor que en los totales.
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Activacion de poblaciones purificadas CD4
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Figura 7. Las proteinas CrylAc activan a linfocitos purificados CD4. A) Cinética de activacion de
linfocitos aislados con perlas magnéticas T CD4 por las proteinas Cry1Ac *Diferencia
estadisticamente significativa respecto al control. B) Grafica que muestra los porcentajes de
activacion de células CD4 purificadas, negro = control, azul = PCry1Ac, rojo = TCry1Ac. C) Gréafica
representativa que indica el indice medio de fluorescencia en la activacion CD4.
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Poblaciones de linfocitos T CD8 purificados

En poblaciones de linfocitos T CD8 purificados, se observé un discreto aumento en la
expresion CD69 con respecto al control (figura 8), por efecto de las proteinas CrylAc. Sin
embargo, existe un mayor porcentaje de activacion en los tratamientos con TCrylAc en
comparacion con la PCrylAc, este efecto se observo en linfocitos T CD4; aunque los
porcentajes de activacion son menores en linfocitos T CD8. El indice media de
fluorescencia (MFI) muestra la intensidad de FITC que se une a una célula T (figura 8-C).

Activacion de poblaciones purificadas CD8
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Figura 8. Las proteinas Cry1Ac activan a linfocitos purificados CD8. A) Cinética de
activacioén de linfocitos aislados con perlas magnéticas T CD8 por las proteinas CrylAc. *
Diferencia estadisticamente significativa respecto al control. B) Grafica que muestra los
porcentajes de activacion de células CD8, negro = control, azul = PCry1Ac, rojo = TCrylAc.

C) Gréfica que indica el indice medio de fluorescencia en la activacion CD8.

Resumiendo los resultados obtenidos en la activacion de linfocitos, tenemos que:

o Las proteinas CrylAc tienen la capacidad de activar a poblaciones de linfocitos T
CD4 vy la activacion en CD8 es muy discreta (no significativa) de manera gradual
conforme al tiempo. Esto pudiera sugerir que las proteinas CrylAc necesiten
células presentadoras de antigeno para inducir una mayor activacion.

0 La TCrylAc incrementé en mayor medida los porcentajes de expresion CD69
comparados con los obtenidos con la PCrylAc.

o Los efectos en la activacion, se observaron de manera similar tanto en
poblaciones totales de linfocitos, como en poblaciones purificadas, sin embargo,
en estas Ultimas los porcentajes de activacion fueron ligeramente menores

comparados con los obtenidos en las poblaciones totales de linfocitos.
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Unién de las proteinas CrylAc a linfocitos T

Las proteinas CrylAc se unen a poblaciones de linfocitos T

Anteriormente se ha descrito que las proteinas CrylAc tienen la capacidad de
unirse a poblaciones de leucocitos totales, por lo que, decidimos caracterizar la cinética
de unién de estas proteinas a poblaciones de linfocitos T aislados y poblaciones de
linfocitos totales.

Unién de las proteinas CrylAc a poblaciones de linfocitos totales

Las proteinas CrylAc se unieron a poblaciones totales de linfocitos T CD4, la
union ocurrid de manera gradual respecto al tiempo, siendo la TCrylAc la que presento
mayores porcentajes de unién (10 minutos - 14.68%; 1 hora — 22.8% y 3 hras - 40.28%)
en comparacion con la union obtenida con la PCrylAc (10 minutos — 11.5%; 1 hora —
13.28% y 3 hras - 16.84%), estos datos se muestran en la figura 9-A. En la figura 9-B se
muestran los histogramas de la figura 9-A, el desplazamiento a la derecha indica un
incremento en la activacion. La toxina muestra mayor efecto en la activacion comparada

con la protoxina.

Union de las proteinas CrylAc a linfocitos totales CD4
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Figura 9. Unién de las proteinas CrylAc a linfocitos T CD4 de poblaciones totales. A) Cinética de
union de las proteinas Cry1Ac a linfocitos CD4 * Diferencia estadisticamente significativa respecto
al control. B) Histogramas representativos de la union de linfocitos T CD4, la unién de TCry1Ac se
une en mayor porcentaje comparada con PCrylAc. C) Grafica que muestra los porcentajes de
unioén de células CD4, negro = control, azul = PCry1Ac, rojo = TCry1Ac. D) Gréfica que indica el
indice medio de fluorescencia en la union CD4.

Linfocitos T CD8

En poblaciones totales de linfocitos, las proteinas CrylAc tuvieron la capacidad de
unirse a linfocitos T CD8, la cinética de unién mostrd, que esta Ultima, ocurre de manera
gradual respecto al tiempo tanto con la protoxina (porcentajes de union. 10 min: 10.9%, 1
hora: 13.67%, 3 horas: 23.15%) como con la toxina Cry1Ac (porcentajes de union. 10 min:
16.75%, 1 hora: 23.08%, 3 horas: 51.89%) se muestra en la figura 10-A. La TCrylAc
presenta mayores porcentajes de union comparados con los obtenidos con la PCrylAc
(figura 10-B).
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Union de las proteinas CrylAc a linfocitos totales CD8
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Figura 10. Unién de las proteinas CrylAc a linfocitos T CD8 de poblaciones totales. A) Cinética de
unioén de las proteinas Cry1Ac a linfocitos CD8 * Diferencia estadisticamente significativa respecto
al control. B) Histogramas representativos de la union de linfocitos T CD8, la unién de TCry1Ac se
une en mayor porcentaje comparada con PCrylAc. C) Grafica que muestra los porcentajes de
unioén de células CD8, negro = control, azul = PCry1Ac, rojo = TCry1Ac. D) Gréfica que indica el
indice medio de fluorescencia en la union CD8.
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En poblaciones totales de linfocitos, las proteinas CrylAc tanto la protoxina como
la toxina, se unieron de manera gradual respecto al tiempo a poblaciones de linfocitos T
CD4 como CD8, siendo la toxina CrylAc la que presenta mayores porcentajes de union
en las 2 poblaciones celulares (T CD4 y CD8), en comparacion con la PCrylAc (figura 10-
C). Cabe mencionar que, la TCrylAc se uni6 preferentemente a los linfocitos CD8 que a
los CD4 (figura 9-C y 10-C); ya que los primeros presentan mayores porcentajes de union
con la TCrylAc.

Unién de las proteinas CrylAc a poblaciones purificadas de linfocitos

Linfocitos T CD4

Las proteinas CrylAc se unieron a poblaciones purificadas de linfocitos T CD4, la
union ocurre de manera gradual tanto con la PCrylAc como con la TCrylAc respecto al
tiempo, siendo esta Ultima la que presentd mayores porcentajes de unidbn en comparacion
con la PCrylAc, estos resultado se muestran en la figura 11. El desplazamiento hacia la
derecha en los histogramas de la figura 11-B indica la union de las proteinas CrylAc a
linfocitos T, de esta forma podemos corroborar los resultados de unién, donde se muestra
que la union de la toxina es mayor respecto a la protoxina en 10 min, 1 h y 3h.

Unién de las proteinas CrylAc a poblaciones purificadas de linfocitos T CD4
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Figura 11. Unién de las proteinas CrylAc a linfocitos T CD4 purificados. A) Cinética de union de
las proteinas Cry1Ac a linfocitos CD4 aislados * Diferencia estadisticamente significativa respecto
al control. B) Histogramas representativos de la union de linfocitos T CD4, la unién de TCrylAc se

une en mayor porcentaje comparada con PCrylAc. C) Grafica que muestra los porcentajes de
unioén de células CD8, negro = control, azul = PCry1Ac, rojo = TCry1Ac. D) Gréfica que indica el
indice medio de fluorescencia en la union CD4.

Linfocitos T CD8

En poblaciones purificadas de linfocitos, las proteinas CrylAc tuvieron la
capacidad de unirse a linfocitos T CD8, la cinética de unidén nos mostré que esta Ultima
ocurre de manera gradual respecto al tiempo tanto con la protoxina (porcentajes de union.
10 min: 36.81%, 1 hora: 44.11%, 3 horas: 63.24%) como con la toxina CrylAc
(porcentajes de unién. 10 min: 39.81%, 1 hora: 59.66%, 3 horas: 80.8%) estos resultados
se muestran en la figura 12-A. La TCrylAc presentd mayores porcentajes de union
comparados con los obtenidos con la PCrylAc (Figura 12-C). En la figura 12-B se
muestra claramente el desplazamiento de la toxina y protoxina a la derecha en los
histogramas, lo que indica que existe una clara union de las proteinas CrylAc a células T

respecto al control.
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Union de las proteinas CrylAc a poblaciones purificadas de linfocitos T CD8
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Figura 12. Unién de las proteinas Cry1Ac a linfocitos T CD8 de poblaciones purificadas. A)
Cinética de union de las proteinas Cry1Ac a linfocitos CD8 * Diferencia estadisticamente
significativa respecto al control. B) Histogramas representativos de la unién de linfocitos T CD8,
la unién de TCrylAc se une en mayor porcentaje comparada con PCry1Ac. C) Gréafica que
muestra los porcentajes de union de células CD8, negro = control, azul = PCry1Ac, rojo = TCrylAc.
D) Grafica que indica el indice medio de fluorescencia en la union CD8.
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En poblaciones purificadas de linfocitos T, las proteinas CrylAc se unieron a
poblaciones de linfocitos T CD4 como CD8, siendo la toxina CrylAc la que presento
mayores porcentajes de union en células T CD4 y CD8, en comparacion con la PCrylAc.
Cabe mencionar que, la TCrylAc fue mas afin a los linfocitos CD8 que a los CD4, ya que

los primeros presentaron mayores porcentajes de union con la TCrylAc.

Resumiendo los resultados obtenidos en la union de las proteinas CrylAc a linfocitos T,

tenemos que:

0 Las proteinas CrylAc, tanto la protoxina como la toxina se unieron a poblaciones
de linfocitos T CD4 y CD8.

0 La TCrylAc muestra porcentajes mayores de union comparados con los obtenidos
con la PCrylAc en las 2 poblaciones de linfocitos y que, la unién de la TcrylAc a
linfocitos CD8 comparada con la union a los CDA4.

o El efecto en la union son similares, tanto en poblaciones de linfocitos totales, como
en poblacion de linfocitos T aislados. Sin embargo, en poblaciones de linfocitos T
aislados, la union fue mayor comparada con la que se obtuvo en poblaciones de

linfocitos totales.

Cinética de union mediante microscopia de fluorescencia y confocal

Los resultados de citometria nos indicaron que las proteinas CrylAc fueron
capaces de unirse a poblaciones de linfocitos T aislados y totales; para localizar y
corroborar la unién de la toxina y la protoxina CrylAc a linfocitos T, realizamos el andlisis
por microscopia confocal y microscopia de fluorescencia, en donde se utilizd6 a las
proteinas CrylAc (protoxina y toxina) marcada con FITC y marcadores de superficie de
linfocitos T anti-CD4 y anti-CD8, para marcar a poblaciones de linfocitos CD4 y CD8,

respectivamente durante distintos tiempos (10 min, 1 hora y 3 horas).

Microscopia de Fluorescencia

Las células T purificadas fueron marcadas con anti CD4-PECy5 (naranja) y las

proteinas CrylAc con FITC (verde), durante distintos tiempos: 10 minutos, 1 hora y 3

43


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

horas; con el fin de corroborar la unién de estas proteinas a linfocitos T. En la imagen 13
podemos corroborar los resultados que obtuvimos en citometria, donde vemos que las
proteinas CrylAc (protoxina y toxina) se unieron posiblemente a la superficie de linfocitos
T; estos marcadores son marcadores de superficie, la sobrepocision de fluorocromos es
visible en la superficie de las células T y esta la interaccion de lifocitos T con las proteinas

T, aumento gradualmente conforme el tiempo (figura 13-A, By C).
A los 10 minutos se puede observar en la figura 13-A que la union fue poca
comparada con la que se muestra en la figura 13-C que es el tiempo de 3 horas, con este

estudio pudimos corroborar la interaccion de las proteinas CrylAc con los linfocitos TI.

NOTA: Por microscopia de fluorescencia no fue posible observar la unién de las proteinas

CrylAc a linfocitos T CD8-APC, por limitaciones técnicas del microscopio.

CrylAc —FITC CD4 — PECy5 Overlay

Control

Protoxina
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CrylAc —FITC CD4 - PECY5 Overlay n

Protoxina

Toxina

CrylAc - FITC CD4 - PECy5 Overlay

Control

Protoxina

Toxina

Figura 13. Interaccion de las proteinas Cry1Ac con linfocitos T, microscopia confocal. A) 10
minutos. B) 1 hora. C) 3 horas. La interaccion de las proteinas Cry1Ac con los linfocitos T
aumento respecto al tiempo, la TCry1Ac se unid mas en comparacion con la PCrylAc.

De izquierda a derecha: control y proteinas CrylAc marcadas con FITC en color verde, linfocitos
T CD4- PECy5 en color rojo y la sobreposicion (overlay) de los 2 anteriores.
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Microscopia Confocal

Las proteinas CrylAc fueron marcadas con FITC en verde, los linfocitos T CD4
con anti CD4-PECy5 en rosa, mientras que los linfocitos CD8 con anti CD8-APC en azul.
La unién ocurri6 de manera gradual respecto al tiempo, tanto con la toxina como con la
protoxina; en la sobreposicion (overlay) estos resultados corroboran el mismo efecto que
se mostré en la citometria de flujo, se muestran los dobles positivos para las 2 tinciones,
donde se vi6 claramente la unién de las proteinas a linfocitos T, suponemos que ésta

union se dié en la superficie de linfocitos T (figura 14).

NOTA: las imagenes en el microscopio confocal muestra varios planos o cortes de la
imagen (células), que nos da una imagen en 3D de las células, haciendo visible el
marcador toxina CrylAc-FITC y protoxina CrylAc-FITC, adherido a su posible receptor en

la superficie, no hay indicios de internalizacién de las proteinas CrylAc en las células T.

Linfocitos T CD8

Protoxina

PCrylAc - FITC CD8 - APC Overlay
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Toxina

TCrylAc - FITC CD8 - APC

9.91 um
g

Figura 14. Imagenes de microscopia de fluorescencia en donde vemos la interaccion de las
proteinas Cry1Ac con linfocitos T. Las proteinas CrylAc interactuaron con linfocitos T CD8. A)
Control B) 10 min C) 1 horay D) 3 horas. Posiblemente esta unién se de en la superficie,
corroboramos que la union ocurrié de forma gradual respecto al tiempo y que la TCry1Ac se unié
en mayor proporcion a linfocitos T CD8.
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Linfocitos CD4

B
B

PCrylAc - FITC CD4 - PECy5 Overlay

Toxina

TCrylAc - FITC CD4 - PECy5 Overlay

Figura 15. Imagenes de microscopia de fluorescencia en donde vemos la interaccion de las
proteinas Cry1Ac con linfocitos T. Las proteinas CrylAc interactuaron con linfocitos T CD4. A)
Control B) 10 min C) 1 hora 'y D) 3 horas. En las imagenes de microscopia confocal pudimos
corroborar que las proteinas interacttan con linfocitos T CD4 de manera gradual y la TCry1Ac se
unié en mayor proporcion a linfocitos T CD4.
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Relacién entre el estado de activacion de linfocitos T con la union de las proteinas
CrylAc

Los resultados obtenidos hasta el momento nos indicaron que, las proteinas
CrylAc (protoxina y toxina) fueron capaces de aumentar la expresion CD69 en células T,
en general, fueron capaces de activar y de unirse a poblaciones de linfocitos T CD4 y
CD8; sin embargo, no sabiamos si el estado de activacion de las células tenia algun tipo
de relacién con la union de las proteinas CrylAc. Por lo que se decidi6 investigar, si la
activacion artificial de los linfocitos T, favorecia o no, la union de las proteinas CrylAc a

este tipo celular.

Poblacién de linfocitos totales

Poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8, se activaron de forma artificial con
lonomicina y acaetato y miristato de forbol (PMA) y se pusieron a incubar con las proteina
CrylAc para poder estudiar, si la activacion tiene relacién con la union de estas proteinas,
tanto en poblaciones de linfocitos totales como en linfocitos T purificados, estos resultados

se compararon con grupos a los que, no se les indujo activacion.

En poblaciones de linfocitos totales, se vié claramente que existe una relacién
entre la activacion de los linfocitos con la union de las proteinas CrylAc, tanto en linfocitos
T CD4 como CD8. Los resultados de linfocitos CD4 muestran que la PcrylAc se unio un
3. 25% al control, mientras que al que se le indujo activacion se unié en un 41.89%; la
TcrylAc se unié un 6.24% al control, y cuando fue activado la unibn aumenta a un
80.88%. Para linfocitos CD8 un proceso similar ocurrié, la PCrylAc se unié un 4.87% al
control y un 64.78% al que estaba activado; mientras que la TcrylAc se uni6 un 6.82% al

control y un 87.88% al que se le activo artificialmente (figura 16).

Estos resultados indican que la activacion de poblaciones de linfocitos T CD4 y
CD8 favorecio la union de las proteinas CrylAc (protoxina y toxina) a estos tipos
celulares. Aunque cabe resaltar que, para la toxina ésta unién fue claramente mas

favorecida en comparacién con la protoxina CrylAc.

49


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

La activacion artificial favorecié la union de las proteinas CrylAc en
poblaciones totales de linfocitos

No Activados \[o] Activados
activados artificialmente activados artificialmente

Control Control
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Figura 16. La union de las proteinas Cry1Ac, se favorece con la activacion artificial de
linfocitos T de poblaciones totales. Linfocitos CD4 y CD8 mostraron un claro incremento en la
union de las proteinas CrylAc, cuando estas células fueron activadas, comparadas con la unién
que se obtuvo de los grupos controles donde la activacion era basal.

En poblaciones de linfocitos purificados T CD4 y CD8, se vio una clara relacion
entre la activacion de los linfocitos con la union de las proteinas CrylAc, tanto en linfocitos
T CD4 como CD8. Los resultados de linfocitos CD4 muestran que la PcrylAc se unio un
8.30% al control, mientras que al que se le indujo activacién se unié en un 49.64%; la
TcrylAc se unio un 12.92% al control, y cuando fue activado la unién aumenté a 79.34%.
mientras que para los linfocitos CD8 un proceso similar ocurrio, la PCrylAc se uni6 un
13.15% al control y un 64.25% al que estaba activado; mientras que la TcrylAc se unio
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21.71% al control y 82.44% al que se le activo artificialmente (figura 17). Estos resultados
indican que la activacién de poblaciones de linfocitos purificados CD4 y CD8 favorecio la
union de las proteinas CrylAc (protoxina y toxina) a estas poblaciones. Aunque cabe
resaltar que, para la toxina esta union fue claramente mas favorecida en comparacion con

la protoxina CrylAc.

La activacion artificial favorecié la union de las proteinas CrylAc en

poblaciones purificadas de linfocitos

No Activados No Activados
activados artificialmente activados artificialmente
Control Control |
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0.08Y ?03,0.070 D + 0.29 0.77% + 0.06 8110370.33% + 0.05
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Figura 17. La union de las proteinas Cry1Ac, se favorece con la activacion de linfocitos T
purificados. En el lado izquierdo se encuentran linfocitos T CD4 y en el derecho linfocitos CD8, en
ambos casos, hay un grupo control que no se activé previamente (activacion basal) y los grupos

activados artificialmente. En la regién doble positiva se muestra el porcentaje de células que estan
activadas y que se les uni6 Cry1Ac, en la comparacion de cada grupo podemos ver que en los
grupos no activados la unidn es relativamente baja, comparada con los grupos que estan
activados, a los que se les unié considerablemente Cry1Ac.
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Para corroborar los resultados obtenidos en los ensayos de citometria, sobre si el
estado de activacion en las células tiene relacion con la union de las proteinas CrylAc, se
realizaron ensayos de microscopia de fluorescencia, en donde se confirmd, que en
linfocitos T CD4 y CD8 la activacion artificial de linfocitos T, favorece la unién de las

proteinas CrylAc. En la figura 18 se muestran los resultados obtenidos para la protoxina
CrylAca3h.

La protoxina CrylAc se une a linfocitos T activados

La activacion favorece la unién de la protoxina Cry1Ac en linfocitos T

PCry1Ac — FITC CD4 - PECy5 Overlay

Figura 18. La activacion artificial favorece la union de la protoxina Cry1Ac a linfocitos T. de
izquierda a derecha: protoxina CrylAc marcada con FITC en color verde, linfocitos T CD4
marcados con PECy5 en color rojo y la sobrepocision de las 2 tinciones anteriores. A) Control,
células sin activar. B) Células sin activar incubadas 10 minutos con protoxina Cry1Ac, con una
discreta union. C) Células T activadas artificialmente, incubadas 10 minutos con PCry1Ac, se
muestra claramente que la union aumenta considerablemente en comparacion con la union del
grupo que no fue activado.
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La toxina CrylAc se une a linfocitos T activados

La activacion favorece la union de la toxina CrylAc en linfocitos T

TCrylAc — FITC CD4 — PECY5 Overlay

Figura 19. La activacion artificial favorece la unién de la toxina Cry1Ac a linfocitos T. La toxina
Cry1Ac marcada con FITC en color verde (izquierda), linfocitos T CD4 y CD8 marcados con PECy5 en
color rojo (centro) y a la derecha tenemos la sobreposicion de las 2 tinciones anteriores. A)
Control, solo células sin activar. B) Células sin activar incubadas 10 minutos con toxina Cryl1Ac, se
muestra que la union es poca cuando no estan activadas. C) Células T activadas artificialmente,
incubadas 10 minutos con TCry1Ac, se muestra claramente que la unién aumenta
considerablemente en comparacion con la unién del grupo que no fue activado (B).
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Identificacion del posible receptor de las proteinas CrylAc

Anteriormente se han descrito receptores especificos para las proteinas CrylAc en
insectos, se sabe que estas proteinas se unen a aminopeptidasas y e-cadherinas del
intestino medio de larvas de insectos Cry (Knight et al., 1994), sin embargo, no se han
descrito receptores de estas proteinas en mamiferos. Hasta el momento, con base a los
resultados previos, hemos visto que las proteinas CrylAc (protoxina y toxina) ejercen
efectos inmunomoduladores en linfocitos T y tienen la capacidad de unirse a este tipo
celular, por lo que se sugiere que pudiera existir un receptor para las proteinas CrylAc en

linfocitos T, y por lo cual, las proteinas pueden ejercer tales efectos.

Se obtuvieron anticuerpos especificos para las proteinas CrylAc, anti-toxina y anti-
protoxina, los anticuerpos contenidos en el suero reconocen casi en su totalidad a sus
proteinas correspondientes, dicha evaluacion se puedo verificar en la figura 20, donde se
muestra que el anticuerpo es efectivo en el reconocimiento de las proteinas CrylAc, ya
que se identificaron 2 bandas en el peso molecular que corresponde a la toxina de 65 kDa
y protoxina de 130 kDa (figura 20).

kDa PM. TCry PCry

150

100
5 -

50 «ipm

37

25

15

Figura 20. Inmunoblot que muestra la especificidad de los anticuerpos generados hacia las
proteinas CrylAc. De izquierda a derecha: PM = peso molecular, toxina Cry1Ac con una banda de
65 kDa, y la protoxina Cry1Ac con una banda de 130 kDa.
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Blot ligando de la protoxina CrylAc

El lisado de linfocitos nos muestra bandas de proteinas intracelulares vy
extracelulares, en las que se encuentra la banda de proteina de nuestro o nuestros
posibles receptores, las bandas precipitadas de los lisados de linfocitos T para la
protoxina CrylAc se muestran en la figura 21-A; se precipitaron 2 bandas de proteinas a
las que se le unié la protoxina con peso molecular de 72 y 58 kDa que se muestra en la
figura 21- B.

En los ensayos de Blot ligando, se transfirio a un papel PVDF (que esta cargado
positivamente) el SDS-PAGE de la inmunoprecipitacion, el papel con las proteinas
transferidas se bloqued con leche para evitar uniones inespecificas, se incub6 durante 2
horas con la protoxina CrylAc, se revel6 agregando un anticuerpo anti protoxina CrylAc y
después se le adiciond proteina A (se une a la region Fc de anticuerpos) peroxidada, la

reaccion colorimétrica se obtuvo al agregar el sustrato 4 cloronaftol y agua peroxidada.

En los resultados del “Blot” ligando de la protoxina CrylAc no se revel6 ninguna
banda de proteina que podria ser el receptor, estos resultados no indican la inexistencia
del mismo, ya que como se mostré anteriormente en la figura 21 B se inmunoprecipitaron
proteinas del posible receptor para la protoxina CrylAc. Debido a esto, se decidio revelar
con anticuerpo anti toxina CrylAc, en esta ocasioén, se obtuvieron bandas del posible
receptor para la protoxina CrylAc que se muestran en la figura 21 C, donde se revelaron

4 bandas de proteina con pesos moleculares de 150, 68, 63 y 45 kDa.
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Figura 21. Identificacion de posibles receptores para la Protoxina CrylAc. A) Lisado de linfocitos
T. B) Inmunoprecipitacion dende se revelaron 2 bandas con peso molecular de 72y 58 kDa. C) Blot
ligando * revelado con TCry1Ac, donde se revelaron 4 bandas de 150, 68, 63 y 45 kDa.

Blot ligando de la toxina CrylAc

En la figura 22-A muestra el lisado de linfocitos T, donde se observan
proteinas extracelulares. En la inmunoprecipitacion de linfocitos T tanto CD4 como CD8,

se precipitaron 2 bandas de proteinas a las que se le uni6 la toxina con peso molecular de

72 y 58 kDa que se muestran en la figura 22-B.
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En los ensayos de Blot ligando para la TCrylAc se revelaron 3 bandas de
proteina de los posibles receptores para la toxina CrylAc que se muestran en la imagen

22 C, con pesos moleculares de 68, 62 y 45 kDa
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Lisado de linfocitos T Inmunoprecipitacion Blot ligando

Figura 22. Identificacion de posibles receptores para la Toxina Cry1lAc. A) Lisado de linfocitos T.
B) Inmunoprecipitacion dende se revelaron 2 bandas con peso molecular de 72y 58 kDa. C) Blot
ligando donde se revelaron 3 bandas con pesos moleculares de 68, 62 y 45 kDa.
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DISCUSION

En diversos estudios se ha demostrado, que la protoxina CrylAc es un potente
adyuvante mucosal y sistémico (Vazquez-Padrén et al 1999 y Moreno-Fierros et al 2003),
sin embargo, se desconocen las bases celulares e inmunomoduladoras de dichos efectos,
por lo que nuestro estudio aporta una parte para dilucidar y entender mejor el mecanismo

por el cual las proteinas CrylAc ejercen efectos inmunogénicos y adyuvantes.

En los resultados obtenidos referentes a la activacion de linfocitos T por efecto de
las proteinas CrylAc, encontramos que, tanto la toxina como la protoxina, son capaces de
inducir expresion CD69 en linfocitos T CD4 y CD8 en poblaciones totales como en
poblaciones purificadas. La molécula CD69 es una lectina tipo C involucrada en la
proliferacion de linfocitos T (Janeway et al., 2000). Se encontr6 que en ambas
poblaciones celulares de linfocitos T (CD4 y CD8), la toxina CrylAc induce porcentajes
mayores de activacidbn comparados con la protoxina, estos datos son similares a los
encontrados anteriormente en una tesis de licenciatura (Medina, 2011), en donde la
activacion inducida por la toxina CrylAc en leucocitos totales de bazo es mayor a la
activacion provocada por la protoxina CrylAc. Datos publicados anteriormente sugieren
que la habilidad inmunogénica que poseen las proteinas Cry reside y depende de la mitad
NH,-terminal (la toxina) (Guerrero et al., 2004), cabe mencionar que la region NH,-
terminal de las proteinas CrylAc es la parte tdxica y esta suele ser resistente a la
protedlisis, estos datos apoyan nuestros resultados en donde la toxina CrylAc presenta
mayor activacion que la protoxina, ya que como se demostr6 anteriormente esta es
principalmente la region en donde reside la habilidad inmunogénica, ya que la toxina tiene

mMA&s expuesta esta region que la protoxina CrylAc.

Anteriormente se ha reportado en distintas ocasiones el efecto inmundgeno de las
proteinas CrylAc (Vazquez et al., 1999; Moreno-Fierros et al., 2000). Con el fin de
caracterizar tal efecto y conocer si estas proteinas son capaces de activar de forma
directa a linfocitos T, se realizaron experimentos de activacion con poblaciones totales de
linfocitos T y con poblaciones purificadas de linfocitos T CD4 y CD8, en ambos

experimentos, las proteinas CrylAc indujeron expresion de CD69.
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Se ha descrito que para que se dé la activacion de linfocitos T, se requiere de
células presentadoras de antigeno (APC), donde es necesario el despliegue del antigeno
peptidico en moléculas de histocompatibilidad (MHC) que se encuentran sobre la APC y
moléculas coestimuladoras (Abbas, 2006). La expresion de CD69 en células T CD4 y
CD8, indican que las proteinas CrylAc no son capaces de activar de forma directa a
linfocitos T (comparado con los resultados de activacion en presencia de APC), estas
proteinas necesiten de células presentadoras de antigeno para activar notablemente a
células T. Estas suposiciones estan apoyadas por el trabajo de Medina en 2011, ya que
cuando hay una mezcla de leucocitos totales (linfocitos T y B, y células presentadoras de
antigeno como macroéfagos) la activacion que se obtuvo fue mayor, comparada con la
obtenida en este trabajo; posiblemente debido a que los macréfagos estan actuando
como APC, presentando como antigeno a la proteinas CrylAc a los linfocitos T, y como
consecuencia de esta presentacion y coestimulacion, los linfocitos T se activaron. Se ha
reportado que otras moléculas de origen microbiano ejercen su actividad adyuvante
mediante la sobreexpresion de moléculas coestimuladoras en células presentadoras de
antigeno (Lavelle et al., 2004, Bromader et al., 1991; Cox, et al., 2001).

Como se menciond anteriormente, la activacion en poblaciones totales de linfocitos
es ligeramente mayor que en linfocitos T purificados, posiblemente debido a que los
linfocitos B estén actuando como célula presentadora de antigeno, (aunque cabe aclarar
que la funcion principal de las células B, es la produccién de anticuerpos cuando se
diferencian a células plasmaticas), presentando a las proteinas CrylAc a los linfocitos T.
En diversos estudios se ha reportado que las células dendriticas, macrofagos y linfocitos
B son las principales células presentadoras de antigeno (Villadangos, et al., 2001; Wang,
et al., 2001). Otros reportes indican que las células B, presentan antigenos a linfocitos T

cooperadores (CD4), iniciado una respuesta inmune humoral (Abbas, 2006).

En cuanto a los resultados que se obtuvieron en la unién de las proteinas CrylAc,
tenemos que, tanto la toxina como la protoxina, son capaces de unirse a linfocitos T CD4
y CD8. La toxina presenta mayor unién comparado con la protoxina CrylAc, tanto en
células purificadas como con linfocitos totales, pero vemos que esta unién no es
proporcional a la activacion, es decir, las proteinas CrylAc se unen a linfocitos T, sin
embargo, la activacion por expresién CD69 es baja, por lo que sugerimos para posteriores

estudios y caracterizacion del efecto adyuvante de las proteinas CrylAc, estudiar la
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activacion con distintos marcadores de activacion para linfocitos T, como CD25, CD26,
CD28 y CD30, entre otros (Janeway, 2000).

Por medio de microscopia confocal y de flourescencia, se encontrd que la toxina y
la protoxina CrylAc, se unen a la superficie celular de linfocitos T. Las imagenes
obtenidas mediante microscopia confocal a los 10 minutos, 1 hora y 3 horas, muestran
que no hay internalizacion de las proteinas CrylAc. Anteriormente se ha reportado la
union de la protoxina CrylAc a enterocitos de ratdén en cortes de intestino delgado por
inmunofluorescencia (Vazquez-Padron et al., 2000). En la tesis de Medina en 2011, se
demostré que tanto la protoxina como la toxina CrylAc se unen a leucocitos totales de
bazo (linfocitos y mielocitos) de raton. Este es el primer reporte de la unién de las
proteinas CrylAc a linfocitos T aislados de ratébn y ademds se comprobd la union

especifica a células de mamifero.

Los resultados indican que la unién de las proteinas CrylAc esta relacionada
directamente con el estado de activacion de linfocitos T, la unién de la protoxina y toxina
CrylAc se favorece cuando los linfocitos T estan activados. Se ha reportado que la
estimulacion antigénica de los linfocitos T que estaban en reposo, ocasiona que entren en
fase G1 del ciclo celular y se transforman en células mas grandes, su tamafio oscila entre
10 y 12 ym, aumenta el numero de organelos y la cantidad de &cido nucleico en el
citoplasma, y comienza la divisibn celular, esta serie de eventos es llamada
transformaciéon blastica y subsequentes divisiones mit6ticas son el resultado de la
proliferacion de clonas celulares que reconocen al antigeno que ocasioné la activacion
celular (Abbas, 1994). Creemos que el proceso de activacion desencadena vias alternas o
existe un cambio morfolégico y estructural (como lo menciona Abbas) que propician una

sobreexpresion de los “posibles receptores” de las proteinas CrylAc.

Para posteriores estudios sobre los efectos de las proteinas CrylAc en linfocitos
T, proponemos realizar ensayos sobre presentaciéon de antigeno: donde se estimule
previamente a células presentadoras de antigeno como macrofagos con protoxina y
toxina CrylAc, y posteriormente se pongan interactuar con linfocitos T, para caracterizar
el proceso de la presentacion de las proteinas CrylAc a las células T; también
proponemos realizar ensayos de proliferaciéon de linfocitos T (ensayos con radioactividad
como timidina tritiada o por ensayos con fluorocromos) para evaluar si las proteinas

CrlAc tiene efecto en su proliferacion y asi evaluar de una forma méas completa los
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efectos de las proteinas CrylAc en células T aisladas, asi como realizar el mismo analisis
que se propone en este trabajo, pero a tiempos mas largos. Hemos mencionado
anteriormente que la unién de las proteinas CrylAc esta directamente relacionada con el
estado de activacion de los linfocitos T, por lo que, proponemos realizar ensayos con
células previamente activadas por PMA/lonomicina, para poder caracterizar mejor los

efectos de las proteinas CrylAc en células T.

Este trabajo presenta evidencia que sugiere la presencia de receptores para la
toxina y la protoxina CrylAc en células T de ratén, debido a que estas proteinas tienen la
capacidad de inducir activacion de linfocitos T in vitro en tiempos cortos (10 min, 1 hray 3
hrs). Nuestros resultados demostraron que las proteinas CrylAc se unen a la membrana
de linfocitos T, posiblemente al unirse a su receptor putativo, y por medio de este,
creemos que las proteinas CrylAc ejercen efectos en la activacion de estas células. Es
importante destacar, que es el primer reporte que indica la existencia de receptores en
linfocitos T. En la actualidad se han descrito receptores de superficie para toxina CrylAc
en invertebrados. Estudios sobre el modo de accion de las toxinas CrylAc han revelado
que los ligandos con los que interactian son principalmente N aminopeptidasas y E
cadherinas que se localizan en la membrana epitelial del intestino medio de las larvas de
insectos susceptibles (Knight et al., 1994, Vadlamudi et al., 1995). También se ha
identificado el receptor de CrylAc en el insecto Manduca sexta como una N
aminopeptidasa, una glicoproteina de 120 kDa, curiosamente la union CrylAc-N
aminopeptidasa es inhibida por N-acetilgalactosamina (GalNAc), lo que sugiere que
CrylAc reconoce GalNAc en la N aminopeptidasa (Knight et al., 1994; Garczynski y
Adang, 1995; Sangadala et al., 1994). Receptores CrylAc en otros insectos lepidopteros

también se han demostrado ser N aminopeptidasas (Gill et al., 1995; Valaitis et a.l, 1995).

Ensayos de inmunoprecipitacion para la protoxina CrylAc, revelaron 2 bandas de
proteina con pesos moleculares de 72 y 58 kDa, sin embargo, en ensayos de Blot ligando
no se revelaron bandas, estos resultados no indican la inexistencia de receptores para la
protoxina CrlAc. Posiblemente durante los procesos de inmunoprecipitacion,
transferencia a papel PVDF y blot ligando, los receptores putativos se desnaturalizaron,
sufriendo cambios conformacionales en su forma nativa, por cambios bruscos de
temperatura y pH, imposibilitando el reconocimiento de la protoxina CrylAc. En cambio,

cuando este mismo Blot ligando se revel6 con toxina CrylAc, se revelaron 4 bandas de
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150, 68, 63 y 45 kDa, lo que pudiera sugerir que los receptores para las proteinas CrylAc
es el mismo para las 2, ya que de no ser asi, la toxina CrylAc no habria sido capaz de
reconocer el supuesto receptor de la protoxina CrylAc, pero probablemente esta unién se
da en distintos sitios del posible receptor. Medina sugirié que posiblemente la unién de las
proteinas CrylAc, se lleva a cabo en regiones distintas de las moléculas que las unen,
debido a que en sus resultados, ensayos de Blot ligando de leucocitos totales muestran
un mismo patrén de proteinas reveladas tanto para toxina como para protoxina CrylAc,
pero la unién de toxina es dependiente de carbohidratos mientras que para la protoxina

CrylAc no es asi.

En los ensayos de Blot ligando se revelaron 3 bandas a las que se uni6 la toxina
CrylAc, con pesos moleculares de 68, 62 y 45 kDa. En un estudio en Manduca sexta se
identificaron 4 bandas con un peso de 120 kDa que corresponde a una N aminopeptidasa,
2 bandas de 65 y 62 kDa de fosfatasa alcalina soluble y como proteina de membrana y
una mas de 42 KDa que corresponde a actina (McNall et al.,, 2003). Los pesos
encontrados en este estudio, son similares a los pesos moleculares reportados para
fosfatasa alcalina y actina, pero sugerimos ampliar este estudio mediante un analisis de

espectometria de masas para identificar a la o las proteinas receptoras.
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CONCLUSIONES

Las proteinas CrylAc, tanto la toxina como la protoxina, inducen expresiéon CD69
en linfocitos T, lo que indica que estas proteinas tienen la capacidad de activar
células linfoides. La toxina CrylAc activa en mayor proporcion a los linfocitos T,
comparada con la activacion producida por la protoxina CrylAc, esta ultima no
presenta activacion significativa en linfocitos T CD8, mientras que la toxina CrylAc

activa en mayor proporcion a linfocitos T CD4 que a linfocitos T CD8.

Las proteinas CrylAc tienen la capacidad de activar a linfocitos T CD4 y CD8, sin
embargo, la activacion por efecto de las proteinas CrylAc no es tan eficiente o es
muy discreta respecto a aquella que se obtuvo en ensayos de leucocitos totales en
presencia de células presentadoras de antigeno. Las proteinas CrylAc necesitan

de células presentadoras de antigeno para lograr expresion CD69 de linfocitos T.

La protoxina y toxina CrylAc se unen a poblaciones de linfocitos T CD4 y CDS8,
presumiblemente en la membrana plasmatica de estas poblaciones celulares. La
protoxina CrylAc se une en menor proporcién a linfocitos T comparada con la
union que mostro la toxina CrylAc, esta Ultima, se une mas a linfocitos CD8

comparada con la unién a linfocitos T CD4.

La union de las proteinas CrylAc se relaciona directamente con el estado de
activacion de linfocitos T, es decir, la uniéon de la toxina y protoxina CrylAc se

favorece cuando las células T estan activadas.

Los resultados sugieren la existencia de receptores para las proteinas CrylAc en
linfocitos T de bazo de raton. Se precipitaron 2 bandas para la protoxina CrylAc
con pesos moleculares de: 72 y 58 kDa. Mientras que para la toxina CrylAc se

revelaron 3 bandas con pesos moleculares de: 68, 62 y 45 kDa.
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