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Abreviaturas

Bt: Bacillus thuringiensis

Cy5: Cianina 5

DMEM: Medio esencial minimo de Dulbecco
Escherichia coli: E. coli

ERKZ1/2: Cinasa regulada por sefial extra celular 1/2
UE: Unidades de endotoxina

FACS: Seleccidn de células activadas por fluorescencia
FITC: Isotiocianato de fluoresceina

GM: Genéticamente modificado

HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil) piperazin-1-iletanosulfonico)
ICOS-L.: Ligando coestimulador inducible de células T
IMF: Intensidad media de fluorescencia

IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido

JNK: Cinasa c-Jun N-terminal

LPS: Lipopolisacarido

MAPKSs: Proteinas cinasas activadas por mitbgenos
MCP-1: Proteina quimio-atrayente de monocitos 1
MEKZ1/2: Proteina cinasa de ERK1/2

NF-xB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
NO: Oxido Nitrico

p: Fosforilado

p38: Proteina cinasa activada por estrés

PBS: Amortiguador salino de fosfatos

PE: Ficoeritrina

PE-Cy5: Ficoeritrina-Cianina 5.1

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PVDF: Difluoruro de polivinilideno

RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute
SDS-PAGE: Geles de poliacrilamida con SDS

SDS: Dodecil sulfato sédico

SFB: Suero fetal bovino

TBS-T: Amortiguador salino de Tris y Tween 20



Resumen

La protoxina CrylAc (pCrylAc) de Bacillus thuringiensis es un potente inmunogeno y adyuvante
de mucosas, que incrementa la respuesta de anticuerpos especificos en mucosas despues de ser
administrada por diferentes rutas de inmunizacion. Parte del mecanismo por el cual la pCrylAc
ejerce sus efectos inmunogénicos es activando células presentadoras de antigenos como los
macrofagos, a traves de la expresion de moléculas coestimuladoras y la produccién de citocinas.
Cuando la pCrylAc se procesa proteoliticamente con tripsina pierde aproximadamente 500
residuos de aminodacidos de su extremo C-terminal y unos 40 residuos en su extremo N-terminal
generandose la toxina. En estudios previos se ha mostrado que la toxina CrylAc (tCrylAc) también
es inmunogénica tanto a nivel sistémico como de mucosas y que la mitad N-terminal de la pCrylAc
(toxina) juega un papel muy importante en sus propiedades inmunogénicas. En este estudio,
examinamos si la tCrylAc era capaz de inducir la activacion de macréfagos y exploramos las vias
de sefializacion que pueden mediar este efecto. Observamos que tCrylAc indujo activacion de
macrofagos de cultivo primario y de la linea celular RAW 264.7, ya que provoco un incremento en
la expresion de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 e ICOS-L y un aumento en la
produccién de éxido nitrico (NO), la proteina quimio-atrayente de monocitos 1 (MCP-1) y la
citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-6. Al analizar el efecto de la tCrylAc en las proteinas
cinasas activadas por mitégenos (MAPKs) ERK1/2, INK y p38 y el factor de transcripcién nuclear-
kappa B (NF-kB) en las células RAW 264.7, encontramos que la tCrylAc indujo la fosforilacion
de las tres MAPKSs y promovié la translocacion nuclear del heterodimero p50 y p65 de NF-kB.
Observamos que p38 y ERK1/2 median los efectos inducidos por tCrylAc ya que no se indujo la
sobreexpresion de CD80 y la sobreproduccidon de la citocinas IL-6 y TNF-a provocada por tCrylAc
al pre-tratar las células con el inhibidor de la MAPK-p38 (SB203580), mientras que al pre-tratar
las células con el inhibidor de las MAPKs MEK1/2-ERK1/2 (PD98059) y luego estimularlas con
tCrylAc se observo un incremento de la expresion de ICOS-L y disminucion de la secrecién de
MCP-1, sugiriendo que ERK1/2 participa contraregulando la expresion de ICOS-L y la produccion
de MCP-1. Estos datos indican que tCrylAc induce la activacion de macréfagos y que este efecto
es mediado a través de las vias de las MAPKs y NF-kB. Aunque se observa que tCrylAc como
pCrylAc son capaces de activar los macrofagos a través de la sobreexpresién de moléculas
coestimuladoras y produccion de citocinas, existen diferencias en la intensidad y cinética de los
efectos de activacion.



Abstract

The CrylAc protoxin of Bacillus thuringiensis is a potent immunogen and mucosal adjuvant,
increasing the response of specific antibodies in different mucosal sites (intestine, lung and vagina)
after being administered by different routes of immunization (oral, intranasal, rectal, vaginal and
intraperitoneal). Part of the mechanism by which it exerts its immunogenic effects is through
activating antigen-presenting cells such as macrophages through the expression of costimulatory
molecules and production of cytokines. When the protoxin is proteolytically processed it loses its
C-terminal half and about 20 amino acid residues from its N-terminal part generating the toxin.
Previous studies shown that the CrylAc toxin is also immunogenic at both the mucosal and
systemic levels and that the N-terminal part (toxin) of the protoxin plays a very important role in
the immunological response generated by the protoxin. Herein, we examined whether the CrylAc
toxin promotes macrophage activation and explored the signaling pathways that may mediate this
effect. Treatment of primary and RAW 264.7 macrophages with the CrylAc toxin resulted in
upregulation of the costimulatory molecules CD80, CD86 and ICOS-L and enhanced production
of nitric oxide, the chemokine MCP-1 and the proinflammatory cytokines TNF-a and IL-6.
Remarkably, the CrylAc toxin induced phosphorylation of the mitogen-activated protein kinases
(MAPKSs) ERK1/2, JNK and p38 and promoted nuclear translocation of nuclear factor-kappa B
(NF-«xB) p50 and p65. p38 and ERK1/2 MAPKSs were involved in this effect, as indicated by the
CrylAc-induced upregulation of CD80 and IL-6 and TNF-a abrogation by the p38 MAPK inhibitor
SB203580. Furthermore, treatment the MEK1/2 kinase inhibitor PD98059 blocked increases in
MCP-1 secretion and augmented tCrylAc-induced ICOS-L upregulation. These data demonstrate
the capacity of the CrylAc toxin to induce macrophage activation via the MAPK and NF-xB
pathways.



1. Introduccién
1.1 Vacunas de mucosas

El cuerpo humano esta protegido de los agentes infecciosos, del estrés ambiental y de
lesiones en los tejidos debido a células y moléculas efectoras que constituyen el sistema inmune.
Cuando un organismo con un sistema inmune innato funcional se encuentra con estimulos nocivos,
la respuesta inmune se inicia en cuestion de minutos. Se desencadena la activacion de distintos
tipos celulares y mecanismos inmunes disefiados para detectar y eliminar al agente nocivo, asi

como reparar los tejidos dafiados y restablecer la homeostasis

La vacunacion es una de las estrategias de salud mas exitosas que se han implementado en
la prevencion de enfermedades y por tanto la mortalidad por enfermedades infecciosas en el mundo
entero. La base de la vacunacion es la induccion de la respuesta inmune, capaz de proveer

proteccién contra las infecciones (Lycke, 2012).

Las vacunas que inducen respuesta inmunoldgica en mucosas en comparacion con las
vacunas sistémicas pueden inducir una respuesta inmune protectora en los sitios donde invaden los
microorganismos, principalmente el tracto respiratorio, gastrointestinal y genitourinario,
provocando una respuesta inmune celular y humoral tanto a nivel sistémico como de mucosas. En
contraste, la vacunacion via subcutanea e intramuscular inducen una pobre respuesta inmune
protectora a nivel de mucosas. Asimismo, las vacunas de mucosas ofrecen otras ventajas como es
el bajo costo, la facil administracién lo que las hace practicas para la vacunacion masiva, ademas
de ser mas segura porque se evitan los riesgos asociados al uso de agujas hipodérmicas. Las vacunas
administradas por via oral no requieren una purificacion extensa, ya que el intestino presenta un
alto rango de tolerancia inducido por los antigenos provenientes de los alimentos y/o de la
microbiota intestinal, mientras que las vacunas inyectadas via parenteral, por ejemplo, tienen
niveles de endotoxina inaceptables ya que pasan directamente al torrente sanguineo (Guy, 2007,
Lawson et al., 2011; Lycke, 2012).

Los antigenos administrados por mucosas son en general poco inmunogénicos y tienden a
inducir tolerancia ya que el huésped se esfuerza por mantener la homeostasis de la mucosa. Es por

esto que muchos candidatos para vacunas en mucosas, que han demostrado ser eficaces en modelos
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animales, han fracasado con frecuencia en los ensayos clinicos. A pesar del éxito de la vacuna
atenuada de uso oral contra la poliomelitis utilizada hace mas de 50 afios, actualmente s6lo existen
unas pocas vacunas de mucosas comercialmente disponibles, como son: las vacunas vivas
atenuadas contra el virus de la influenza, rotavirus y Salmonella enterica subesp. enterica serovar
Typhi (el agente causal de la fiebre tifoidea), las dos vacunas orales contra Vibrio cholerae: la viva
atenuada y la no viva de células completas. Desafortunadamente, la estabilidad de las vacunas vivas
atenuadas sigue siendo un problema por sus posibles reacciones adversas, mientras que las células

enteras no vivas Yy los antigenos purificados son por lo general poco inmunogeénicos.

Asi que, dentro de las estrategias actuales para desarrollar vacunas mucosales efectivas se
encuentra la basqueda de formas de administracion de antigenos para activar el sistema inmune de
mucosas Yy el descubrimiento de adyuvantes de mucosas que sean seguros, no toxicos y que provean
inmunidad (Kweon, 2014; Lycke, 2012; Pasquale et al., 2015).

1.1.1 Adyuvantes

Un adyuvante es un componente en una vacuna gque puede potenciar o modular la respuesta
inmune hacia el antigeno con el cual se coadministra, aumentando la amplitud y la durabilidad de
la respuesta. Las propiedades ideales de un buen adyuvante son, no ser toxico en un amplio rango
de dosis, estimular fuertemente la inmunidad humoral y/o celular, proveer una buena memoria
inmunoldgica, no inducir autoinmunidad ni hipersensibilidad, no ser mutagénico, carcinogénico o
teratdgenico, no ser pirogénico y ser estable en un amplio rango de tiempo de almacenamiento,

temperatura y pH.

Con el uso de los adyuvantes se puede reducir la cantidad de antigeno contenido en las dosis
de vacunas individuales, ya que una mejora en la calidad de la respuesta inmune puede significar
menor dosis de la vacuna para lograr inmunidad. La combinacion en la reduccion de la dosis y el
ahorro de antigeno pueden tener importantes implicaciones para mejorar el suministro global de
vacunas. Los adyuvantes también pueden mejorar las respuestas inmunitarias en poblaciones donde
las respuestas a las vacunas son tipicamente reducidas, tales como los lactantes, los ancianos e

individuos inmunocomprometidos (Pasquale et al., 2015).



Los adyuvantes pueden actuar por varias vias del sistema inmune que no son excluyentes
unas de otras, con el objetivo de crear una efectiva interaccion entre la inmunidad innata y
adaptativa, logrando aumentar la respuesta inmune adaptativa y asi una memoria inmunoldgica
efectiva, por lo tanto muchas acciones se realizan sobre las células presentadoras de antigenos
(APC) (Guy, 2007; Rhee et al., 2012) (figura 1).

Adyuvante A \

I > ctivacion
ED Adyuvante B

Respuesta T,

Adyuvante C

Figura 1. Sitios de accion de un adyuvante en células presentadoras de antigenos. Para que una célula presentadora
de antigeno (APC) active una célula T colaboradoras (Tw) y por ende induzca una respuesta inmune adaptativa, es
necesario tres sefiales principalmente: La presentacién del antigeno a través de las moléculas de
histocompatibilidad (MHC), la induccién de sefiales de coestimulacion y la produccion de citocinas por parte de
las APCs. Los adyuvantes pueden actuar sobre una o la combinacién de las tres sefiales. Ya sea, siendo agonista
de receptores de las APCs, activandolas y favoreciendo el reconocimiento del antigeno, la produccion de moléculas
coestimuladoras y la produccion de citocinas (Adyuvante A); Favoreciendo directamente la eficiente presentacion
del antigeno a los linfocitos T (Adyuvante B) o incrementando la produccion de moléculas coestimuladoras y la
produccion de citocinas (Adyuvante C). Modificado y recuperado de (Guy, 2007).

Los adyuvantes pueden afectar la migracién, maduracion, presentacion del antigeno y la
expresion de moléculas coestimuladoras por parte de las células presentadoras de antigenos (APCs)
y estos eventos a su vez mejoran la respuesta de las células B y T hacia el antigeno. Al afectar la
sefial de iniciacion al sistema inmune innato, la eleccion de adyuvante puede dirigir el tipo de
respuesta inmune adaptativa al antigeno administrado (Pasquale et al., 2015), algunos promueven
preferencialmente la respuesta TH1 y otros los TH2, otros potencian la expresion de MHCI o
MHCII dirigiendo la respuesta hacia células TCD8" o TCD4" respectivamente. Otros adyuvantes
pueden actuar directamente sobre las células TCD4" o TCD8" induciendo su proliferacion y/o la

conversion en células de memoria (Rhee et al., 2012).



1.1.2 Adyuvantes de mucosas

Aunque existe una gran variedad de adyuvantes, no todos promueven una respuesta inmune
a nivel de mucosas, de hecho las formulaciones de aluminio que es el adyuvante méas usado en las
vacunas aplicadas a los seres humano que se encuentran en el mercado, es un inductor pobre de la
inmunidad en mucosas. Dentro de los adyuvantes de mucosas con mayor potencial se encuentran
las enterotoxinas bacterianas, los ligandos de TLR e inmunoestimulantes no dependientes de TLR
y nuevas pequefias moléculas que pueden ser derivadas de bacterias y hongos, o citocinas

recombinantes (Lawson et al., 2011).

En vista de que varias de las estrategias que se han desarrollado para aumentar la respuesta
del sistema inmune en mucosas, implican procedimientos laboriosos y costosos, y algunos de ellos
presentan riesgo de toxicidad, es necesario la busqueda y desarrollo de adyuvantes en mucosas que

sean efectivos, seguros y de bajos costos de produccion.

Las proteinas CrylAc de Bacillus thuringiensis (Bt), pudieran ser utilizadas como una
estrategia para incrementar la eficacia de las vacunas como inmunomodulador a nivel mucosal; ya
que presentan alta resistencia a protedlisis, son estables en pH alcalino, se han reportado que no
son toxicas en vertebrados y sus costos de produccion son bajos (Hofte and Whiteley, 1989;
McClintock JT, Schaffer CR, 1995).

1.2 Proteinas Cry de Bacillus thuringiensis
1.2.1. Bacillus thuringiensis

Bt es una bacteria aerébica gram-positiva que produce proteinas con propiedades
insecticidas como cuerpos de inclusion cristalinos en la etapa de crecimiento durante la fase de
esporulacion, conocidas como proteinas Cry y Cyt. Los cuerpos paraesporales producidos por la
Bt contienen muchas proteinas, con actividades distintas y pueden actuar de una manera sinérgica.
Ademas de las proteinas Cry y Cyt, Bt posee factores de virulencia, incluyendo alfa-exotoxinas,
beta-exotoxinas, quitinasas, proteina insecticida vegetativa (VIP), flagelina, enterotoxinas,
hemolisinas, fosfolipasas y proteinas de la cubierta de la espora bacteriana que también contribuyen
a la patogenicidad de Bt (Feitelson et al., 1992).



Bt fue descrito por primera vez por Shigetane Ishiwatari, en Japon, en 1901, cuando lo
asocié como un agente causal que debilitaba a los gusanos de seda (Bombyx mori). Luego fue
investigado por Ernest Berliner, en Alemania en 1911, cuando observo que un lote de polilla
mediterranea de la harina (Ephestia kuehniella), proveniente de la ciudad de Turingia en Alemania,
estaba infectado con este patdgeno, de ahi la denominacién de origen (Bacillus and Fern, 1940;
Bravo et al., 2013). En los afios 30, en Francia, se comienza a utilizar un producto comercial a base
de las esporas de Bt para controlar la plaga Illamada gusano barrenador europeo del maiz y en los
afios 50 se pone de manifiesto que el cristal que se halla en el interior de la célula es el responsable

de la actividad téxica en contra de los insectos.

La bacteria se puede encontrar en el suelo, granos o polvos de productos almacenados,
restos de hojas y coniferas, superficie de las plantas y en el interior los cadaveres de insectos. Esta
bacteria tiene mas de 58 serotipos, los cuales se clasifican segun sus antigenos flagelares. Todas
las subespecies en conjunto son eficaces contra un amplio espectro de insectos y nematodos; sin
embargo, cada cepa de Bt produce una toxina unica que es eficaz contra un grupo especifico de
insectos, por eso los productos comerciales de Bt han sido ampliamente utilizados para el control
de plagas en cultivos y contra mosquitos que son vectores de enfermedades humanas como Dengue
y Malaria (Bravo et al., 2011).

Las formulaciones agricolas que contienen Bt usadas contra insectos se han aplicado en
forma de pulverizacion y generalmente estan compuestos por una mezcla de esporas secas y las
proteinas cristalinas que se aplican en areas como las hojas y las raices, donde se alimentan los
insectos (Chattopadhyay et al., 2004). También se han utilizado en forma de polvos humectables,
liquidos concentrados, cebos, polvos, y anillos de liberacion prolongada. Pero el modo de
aplicacion transgénico de Bt, en el cual se expresa la toxina o modificados de la toxina Cry, ha

demostrado ser mas eficaz que la forma de pulverizacion (Chattopadhyay et al., 2016).

Las proteinas Cry son producidas como protoxinas cristalinas en los cuerpos parasporales
de la bacteria del suelo Bt. EI mecanismo por el cual las proteinas Cry ejercen su accion insecticida
ha sido ampliamente estudiado (Adang et al., 2014; Gill et al., 1992; Pardo-Ldpez et al., 2013;
Tabashnik et al., 2015; Zavala et al., 2011; Zhang et al., 2006). Después que las pCry cristalinas

son ingeridas por las larvas de insectos susceptibles, los cristales son solubilizados y procesados
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proteoliticamente por las proteasas del intestino medio del insecto, perdiendo la mitad C-terminal
de la proteina, generando asi las toxinas activa (tCry). Para matar a su insecto blanco, la toxina
activada se inserta en la membrana de las células apicales del intestino medio del insecto, lo cual
conduce a la formacién de un poro que permite el paso de iones y agua, provocando un desbalance
osmatico y finalmente la lisis celular, que lleva a la muerte del insecto (Bravo et al., 2004; Knowles
and Ellar, 1987; Pacheco et al., 2009; Pigott and Ellar, 2007; Tabashnik et al., 2015).

Dentro de las proteinas de union para las toxinas Cryl que se han identificado en los
insectos lepiddpteros, estan el receptor tipo cadherina (CADR), N- aminopeptidasa (APN) ancladas
a glicosilfosfatidilinositol (GPI), fosfatasa alcalina anclada a GPI (ALP), un glicoconjugado de
270 kDa y una proteina llamada P252 de 250 kDa (Pardo-Lépez et al., 2013; Pigott and Ellar, 2007,
Soberon et al., 2009).

Recientemente se ha documentado que también la protoxina Cry interactta con el intestino
medio de los insectos susceptibles, igualmente formando poros en la membrana conduciendo a la
muerte del insecto (Bravo et al., 2011; Soberén et al., 2016; Zavala et al., 2011).

1.2.1 Proteinas Cry

La protoxina Cry es una proteina de un peso de 130 kDa que después de ser procesada
proteoliticamente pierde aproximadamente 600 residuos de su extremo C-terminal y entre unos 20
y 50 residuos de su extremo N-terminal generando la toxina activa de 60 kDa (De Maagd et al.,
2001).

Hasta la fecha se han identificado mas de 700 secuencias de genes de tCry, que se
distribuyen en al menos 70 grupos que se clasifican en base a la homologia de su secuencia de
aminoacidos. Las toxinas que pertenecen a cada grupo comparten entre un 40-45% de identidad en
su secuencia de aminoacidos y se representan con un namero arabigo (Cryl, Cry2....Cry70). En
cada grupo las toxinas que comparten un 70% de identidad se agrupan asignandole una segunda
letra en mayuscula (CrylA, CrylB, etc), y una letra minuscula aquellas que presentan entre un
70% a 95% de identidad en su secuencia de aminoacidos (CrylAa, CrylAb, CrylAc, etc)
(Crickmore et al., 1998) .
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La tCry pertenece a la familia de las toxinas Cry de 3 dominios, de los cuales se han resuelto
por cristalografia al menos 7 estructuras, incluyendo CrylAa, CrylAc, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Ba,
Cry4Aa, Cry4Bay Cry8E (Derbyshire et al., 2001; Pardo-L0opez et al., 2013).

\"/|
2 }
M =4
I;:’J'\\}J:” & 5
Protoxina \ \3i‘/ viI
(pCry1Ac)
Piotsinas Eﬂr]_ﬁ/:l 130 kDa
CrylAc
Toxina
(tCry1Ac)
B 65 kDa

Figura 2. Estructura obtenida por difraccién de rayos x de la protoxina y toxina CrylAc donde se muestran en nimeros
romanos los 7 y 3 dominios que componen la protoxina y toxina respectivamente. Dominio I, IV y VI: a-hélices,
dominio II: prisma beta de tres hojas B antiparalelas, dominio III: sindwich B, dominio V y VII: barril beta tipo rollo.
La figura fue realizada con las coordenadas depositadas en el PDB para protoxina, con cddigo 4W8J y para toxina,
con cédigo 4ARX, utilizando el programa PyMOL. La tCrylAc con peso aproximado de 65 kDa se genera luego que
la protoxina de un peso de 130 kDa es procesada proteoliticamente.

Este grupo muestra una estructura tridimensional muy similar a pesar que comparte
aproximadamente un 20% de identidad entre sus secuencias. Estdn compuestas por tres dominios
(I, IT y III). El dominio I, esta compuesto por un haz de siete a-hélices, seis de las cuales rodean a
la hélice 5 y este dominio estd implicado en la insercion de la membrana, oligomerizacion de la
toxina y la formacion del poro litico durante su mecanismo de accion que ejerce sobre los insectos.
El dominio II, compuesto por un prisma beta de tres hojas B antiparalelas alrededor de un nucleo

hidrofobico con algunas regiones de asas expuestas, este dominio es menos conservado en su
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secuencia de aminoacidos y esta involucrado en el reconocimiento del receptor. EI dominio I11, es
un sandwich B, compuesto por dos hojas B antiparalelas. Tanto el dominio I como el dominio III
estan implicados en la especificidad al insecto por las interacciones especificas que se dan con las

diferentes proteinas del intestino del insecto (Derbyshire et al., 2001) (figura 2).

Recientemente se difracto la estructura cristalogréafica de la pCrylAc y muestra que en su
region N-terminal mantiene una estructura similar a lo dominios I, 11 y 111 que presenta latCrylAc,
y en la regién C-terminal, que es eliminada durante el procesamiento proteolitico, muestra 4
dominios. Los dominios IV y VI son alfa-hélices y los dominios V y VII tienen una conformacion
de barril beta tipo rollo (Evdokimov et al., 2014) (figura 2).

A pesar que las proteinas Cry de Bt son unos de los insecticidas mas usado para el control
de insectos, que constituye aproximadamente el 2% de los insecticidas en el mercado y se expresa
en plantas transgénicas de consumo humano, los efectos bioldgicos que pueden ejercer en células
de mamiferos han sido poco explorados, y aunque se han llegado considerar inocuas en humanos,
algunos estudios han mostrado que puede interactuar con células de mamiferos (Mesnage et al.,
2013; Rubio-Infante and Moreno-Fierros, 2016). Se ha observado que pCrylAc se une in situ al
epitelio intestinal de ratones e induce hiperpolarizacion transitoria del tejido mucoso (Vazquez-
Padron et al., 2000) . En otro estudio, en el que se evalud los efectos de las toxinas CrylAb y
CrylAc de Bt en la linea celular proveniente de células de rifibn de embrion humano 293; se
observo que CrylAb indujo muerte celular a una concentracion de 100 ppm (0.1 mg/mL), a
diferencias de CrylAc que no se observo efecto sobre esta linea celular. Sin embargo al usar ambas
toxinas de manera combinada se observé una reduccion de la activacién de las caspasas 3/7

inducida por el insecticida Roundup (Mesnage et al., 2013).

Por otro lado, nuestro grupo de investigacion ha reportado que las proteinas Cry son capaces de
interactuar con tipos celulares relevantes en la respuesta inmunolégica. Encontramos que la pCrylAc
es un potente inmunogeno y adyuvante de vacunas de mucosas y que unos de los mecanismos por
el cual ejerce su efecto inmunoestimulador es induciendo la activacion de APCs como los
macrofagos, a través de la expresion de moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 e induciendo la

produccion de citocinas proinflamatorias TNF-a, 11-6 y MCP-1 (Moreno-Fierros et al., 2013).
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1.3 Células presentadoras de antigenos

Las células dendriticas, macrofagos, células de Langerhans y células B, son conocidas
como APCs profesionales, ya que presentan a las células T péptidos antigénicos a través del

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (figura 1) (Blum et al., 2013).

Para la activacion de los linfocitos T, es necesario que las APC ademaés de la presentacion
del antigeno procesado a través del MHC, proporcionen una segunda sefial coestimuladora a través
de la expresion en su superficie de moléculas coestimuladoras principalmente de la familia B7, B7-
1(CD80) / B7-2(CD86) (Ceeraz et al., 2013; Chen and Flies, 2013; Podojil and Miller, 2013), y la
produccion de citocinas (Carreno and Collins, 2002), ya que sin estas 2 sefiales los linfocitos no
son funcionales, entrando en un estado conocido como anergia (South and Zealand, 1999).

1.4 Macrofagos

Los macrofagos son células fagociticas mononucleares y son parte de las células efectoras
que actian como una primera linea de defensa contra los microorganismos. Se encuentran
estratégicamente localizadas en todos los tejidos del cuerpo y juegan un papel critico en el sistema
inmune innato e inicio de la inmunidad adquirida actuando como APC, también participa en la
remodelacion de tejido y el mantenimiento de la homeostasis (reparacidn tisular, angiogénesis,

eliminacién de debris y células apoptoticas).

Anteriormente se pensaba que todos los macréfagos residentes de tejidos se originaban de
las células madre hematopoyeéticas localizadas en la medula dsea y que después de varias etapas de
diferenciacion los precursores de macrofagos eran liberados al torrente sanguineo como monocitos,
migrando a través de este y extravasando el endotelio, donde se diferenciarian a macréfagos. Sin
embargo, recientemente se ha descrito que los monocitos no son precursores directos para la
mayoria de los macrdfagos residentes del tejido en el estado basal. VVarios macrofagos residentes
en tejidos se establecen antes de nacer el individuo y se mantienen hasta la edad adulta y persisten
por proliferacion local (ejemplo, microglia cerebral, las células de Kupffer del higado, macréfagos
cardiacos y otros macrofagos que residen en los pulmones, el bazo, la médula 6sea, y la cavidad
peritoneal). Su generacion y mantenimiento son por lo tanto independiente de la hematopoyesis en

curso. Solo unas pocas poblaciones de macréfagos de tejido se derivan de monocitos en estado
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basal, como los macrofagos en el intestino y en la zona marginal esplénica. Mé&s bien, los monocitos
que se infiltran en los tejidos durante la inflamacion dan lugar a macrofagos “inflamatorios” (Pittet
etal., 2015).

Los macréfagos son abundantes en cada 6rgano del cuerpo, cada poblacion en los tejidos
tienen diferentes fisiologia y funcion en respuesta a las sefiales microambientales que le rodean,
como las citocinas y los metabolitos locales del tejido, que son importante para la regulacion,
mantenimiento y la especializacion funcional del tipo de macréfago. Tanto los macrofagos
residentes del tejido, como los macrofagos reclutados contribuyen a mantener la homeostasis
(Lavin et al., 2016).

1.4.1 Activacion de macrofagos

Los macrdfagos son células heterogéneas y versatiles que sufren cambios fenotipicos y
funcionales en respuesta a las sefiales del microambiente. Se caracterizan por la expresion de
receptores que reconocen sefiales inflamatorias que no se producen en los tejidos sanos, como son
los receptores de manosa (CD206), receptores tipo Scavenger, receptores de opsonina, que juegan
un papel importante en el proceso de union y fagocitosis de patégenos, mientras que los receptor
de reconocimiento de patrones (PRRs), tales como los receptores tipo Toll (TLR), receptores tipo
RIG-1 (RLRs), receptores de lectinas tipo C (CLR) o receptores tipo NOD (NLRs) identifican
componentes microbianos invariantes sobre la superficie de los patégenos, denominado patrones
asociados a patdégenos moleculares (PAMPs) y también reconocen moléculas liberadas por células

necroticas e inducen una respuesta inflamatoria “estéril” (Gordon and PI, 2014; Juhas et al., 2015).

Los estimulos a través de los PRRs movilizan un programa de sefializacion al nucleo e inicia
la activacion de mecanismos de transcripcion que alteran la expresion de genes para producir
"macrofagos activados™ que estan mejor dotados para eliminar la causa de su influjo y restaurar la
homeostasis (Hume, 2015; Juhas et al., 2015).

Dentro de las cascadas de sefializacion mejor caracterizadas estan las mediadas por los
TLRs que inducen la expresion de genes relacionados con la activacion inflamatoria dentro de
ellas: la del factor de transcripcion NF-xB, las MAPKSs vy el factor regulador de interferon (IRF),

resultando en la produccion de un gran namero de moléculas efectoras y mediadores asociados
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con respuestas antimicrobianas (como la expresidbn de moléculas coestimuladoras) e
inmunorreguladoras los cuales pueden estar implicados en eliminacién directa del patdgeno (como
los péptidos antimicrobianos y la produccidn de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno) y otros
que inducen una respuesta pro-inflamatoria, como es la produccion de citocinas y quimiocinas que
juegan un papel importante en la induccién de la inmunidad adaptativa y promueven el
reclutamiento de células inmunes. (Billack, 2006; Hume, 2015; Ivashkiv, 2011; Javadov et al.,
2014).

Aunque se han definido principalmente dos subpoblaciones de macrofagos dependiendo
de su estado de activacion: los macrdéfagos clasicamente activados/inflamatorios (M1) y los
macrofagos alternativamente activados/regenerativos (M2) (Hume, 2015), debido al aumento del
numero de ligandos inmunolégicos, receptores de reconocimientos, citocinas, programas de
sefializacion y genéticos que son los que controlan todos los aspectos de la activacion de las células
y definen sus funciones, varios autores plantean que los macréfagos no forman un subconjunto
estable, sino que responden a una combinacion de factores presentes en los tejidos. Asi que
sugieren una revision de este modelo de polarizacion de los macréfagos M1/M2, ya que es
demasiado bipolar cuando existen muchos estimulos que se combinan para determinar el fenotipo
de los macréfagos (Hume, 2015; Martinez and Gordon, 2014; Zanin et al., 2012)(Zanin et al.,
2012). Plantean que los niveles de activacion de una poblacion de macréfagos es como la rueda de
la fortuna donde los extremos de polarizacién de la funcion de los macrofagos pudieran definirse
como los macrofagos polarizados como M1y M2 sin embargo en el medio existe una mezcla de

macrofagos, que pueden coexistir en determinados momentos en diferentes estados (Hume, 2015).
Macrdéfagos clasicamente activados

El fenotipo M1 (pro-inflamatorio) surgen como resultado de la activacion clasica producida
por patdgenos bacterianos. Por ejemplo, a través de la estimulacion de receptores TLR inducida
por ligandos bacterianos como el LPS y algunas citocinas, principalmente interferon gamma (IFN-
y). Muestran una mayor capacidad para eliminar las infecciones causadas por bacterias, virus u
hongos, asi como células tumorales. También se caracterizan por una alta expresion de moléculas
coestimuladoras CD80/86 y MHC Il, que apunta a su capacidad para presentar antigenos a los

linfocitos T. Dentro de los mediadores que participan en la polarizacion hacia macr6fagos M1,

16



dependiente de TLR, se encuentran los factores de transcripcién NF-xB , proteina activadora 1
(AP-1), factor de secuencia de purina 1 (PU.1), CCAAT/potenciador de union de la proteina o
(C/EBP-a), transductor de sefial y activador de la transcripcion 1 (STAT1), asi como el factor
regulador de interferon 5 (IRF5) (Hume, 2015; Juhas et al., 2015; Martinez and Gordon, 2014).

Los macréfagos del fenotipo M1 estan estrechamente relacionados con la polarizacién TH1
y TH17 de la respuesta inmune y se caracterizan por la alta capacidad de producir citocinas
proinflamatorias tales como TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-23, quimiocinas (CCL5, CCL8, CXCL2
y CXCL4) vy la produccion de NO a través de la sintesis inducida de iNOS (Hume, 2015; Juhas et
al., 2015; Martinez and Gordon, 2014).

Macréfagos activados de manera alternativa

Los macréfagos del fenotipo M2 se caracterizan por una alta expresion de marcadores de
fagocitosis CD206 y/o CD163, cuya expresion es dependiente de IL-10. Juegan un papel
importante en la regulacion de la respuesta inmune a los parasitos y en las reacciones alérgicas.
Ademas, participan en la remodelacién tisular, la angiogénesis y pueden tener una influencia en la
progresion tumoral. También tienen propiedades anti-inflamatorias y la capacidad de inducir la

respuesta inmune TH2 y la produccion linfocitos T reguladores (Juhas et al., 2015)

En este proceso de activacion a macréfagos M2 estan involucradas citocinas tales como IL-
4, 1L-10, IL-13 e IL-33 y producen IL-10, TGF-p y el antagonista del receptor IL-1 (IL-1RA). A
diferencia de macréfagos M1, los M2 no muestran propiedades citotoxicas (Martinez and Gordon,
2014). Los Factores de transcripcidon que promueven la activacion de macréfagos M2 incluyen el
factor regulador de interferén 4 (IRF4), proteina de unién al “enhancer” CCAAT beta (CCAAT /
EBP-B), el factor 4 similar a Krippel (KLF4), el factor de transcripcion STAT6 y el
receptor activado por receptores activados de proliferador de peroxisomas (PPAR) (Juhas et al.,
2015).

En la literatura se han descrito 3 subpoblaciones de macr6fagos M2: Los M2a / Macréfagos
de “cicatrizacion de herida” inducidos por IL-4 y/o IL-13; M2b, desarrollados por ligandos de
TLRs con complejos inmunoestimulantes; M2c, cuando se exponen a un estimulo anti-inflamatorio

tal como los glucocorticoides, la IL-10 o TGF-B (Martinez and Gordon, 2014).
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1.4.1.1 Moléculas coestimuladoras

Los macrofagos, las DC y las células B activan las células del sistema inmune adquirido
actuando como APCs, presentando péptidos antigenicos a través del MHC y proporcionando una
segunda sefial coestimuladora a través de la expresion en su superficie de moléculas
coestimuladoras dentro de ellas las més estudiadas se encuentran la familia B7: B7-1(CD80)/ B7-
2(CD86), que inducen una regulacién positiva e interactan con el co-receptor CD28 expresada
en la superficie de la célula TCD4" y TCD8" (Chen and Flies, 2013; Mueller, 2000; Paterson et al.,
2009; South and Zealand, 1999) (figura 1).

Se conoce un segundo receptor para CD80 y CD86 en las células T, el antigeno-4 asociado
a linfocito T citotdxico (CTLA-4 0 CD152), que regula negativamente a las células T después de
activadas (Chen and Flies, 2013; Podojil and Miller, 2013). La coestimulacién es un potente
modulador de la sintesis de proteinas, el metabolismo, la progresion del ciclo celular, la apoptosis
y la diferenciacion en las células T (Podojil and Miller, 2013). Sin embargo la regulacion negativa
funciona para limitar, terminar y /o atenuar las respuestas de células T, las cuales parecen ser
especialmente importante para regular la tolerancia de células T y la autoinmunidad (Greenwald et
al., 2005).

CD80 y CD86, son miembros de la familia de los supergenes de la inmunoglobulina y son
codificados por genes separados (Hathcock et al., 1994). Ambas moléculas se unen a los receptores,
CD28y CTLA-4 con distintas cinética de expresion y afinidad. CD28 se expresa constitutivamente
en la superficie de las células T, al ser activado por su acoplamiento con CD80 o CD86. La APC
proporciona una potente sefial coestimuladora a las células T que resulta en la induccion de la
transcripcion IL-2, la expresién de CD25, y la entrada en el ciclo celular, ademas promueve la
produccién de citocinas para iniciar la diferenciacion y la expansion clonal de las células T, asi
como también optimiza las respuestas de las células T previamente activadas (Carreno and Collins,
2002).

En estudios in vitro, se observé que las células T de raton y humanas productoras de 1L-2,
no se activaron sin la coestimulacion de las B7, aun con la presentacion del péptido antigénico por

parte de las APC. Estas células T son llamadas anérgicas, porque son incapaces de producir IL-2
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al re-exponerse a la coestimulacion por las APC y el antigeno. Sin embargo, el estado de anergia
pudo ser revertida mediante la provision de IL-2 exdgeno (Chen and Flies, 2013).

Por otra parte, CTLA-4 no se encuentra expresado en las células T en reposo y es inducida
después de la activacion de células T atenuando la respuesta de las células T. Cuando se expresa
CTLA-4, la expresion de CD28 es inhibida posteriormente por endocitosis (Chen and Flies, 2013),
se inhibe la sintesis de IL-2 y la progresion a traves del ciclo celular y termina respuestas de células
T. CTLA-4 presenta mayor afinidad de receptor por CD80 y CD86 que CD28. La intensidad y
cinética expresion de CD80 y CD86 es modulada por el estado de activacion de la APC (Sharpe
and Freeman, 2002).

CD86 se expresa constitutivamente en monocitos/macréfagos y DC en reposo in vitro y es
sobreexpresado rapidamente después de la activacion. Por el contrario, CD80 muestra muy poca
expresion constitutiva y es sobreexpresada mas tarde que CD86. Se han encontrado muchos
factores que regulan la expresion de CD80 y CD86, incluyendo mitégenos, ligando de MHC clase
I1, ligando de CD40, y una variedad de citocinas. Curiosamente, IFN-y se ha demostrado que
aumentar la expresion CD86 y disminuye la expresion de CD80 en células de Langerhans (LC) y
en los macrofagos peritoneales. Por lo tanto, la expresion de CD80 y CD86 se pueden regular de

forma independiente por el mismo estimulo (Greenwald et al., 2005).

A pesar que las moléculas CD80 y CD86 son conocidas por sus funciones coestimuladoras
de células T, se sabe que pueden tener otras funciones sobre el sistema inmune. Al interactuar con
CD28 participa en el desarrollo y mantenimiento de las células T reguladoras TCD4" CD25" y su
papel en células T también puede contribuir a la regulacion por disminucion de la respuesta inmune.
Ademas estudios recientes indican que B7 puede transmitir sefiales supresoras en DC, seguida de
su interaccion con CTLA-4 (Greenwald et al., 2005).

En los ultimos afios se han identificados nuevos miembros de la familia B7, como son el
ligando ICOS-L (B7h, B7-H2, B7RP-1, LICOS, GL50, y CD275), PD-L1 (B7-H1), PD-L2 (B7-
DC), B7-H3, y B7-H4 (B7x / B7-S1) que se expresan en células APC, asi como en las células
dentro de los d6rganos no linfoides, proporcionando nuevos medios para la regulacion de la

activacion de células T y la tolerancia en los tejidos periféricos.
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ICOS-L se identifico como un homologo de la familia B7, y se expresa constitutivamente
en células B, DC y los macrdfagos. Se ha observado que se expresa también en un subconjunto de
células TCD3", células endoteliales y algunas células epiteliales en respuesta a las sefiales
inflamatorias. ICOS-L, es el ligando de ICOS, una moléculas que no se expresa en las células T
sin estimular, pero se induce rpidamente en las después del acoplamiento del TCR con el péptido
antigénico en las células T activadas (Ceeraz et al., 2013; Sharpe and Freeman, 2002).

CD28 e ICOS actian sinérgicamente para promover la activacion de las respuestas
efectoras de las células T, la activacion celular, la diferenciacion y las respuestas de las células B

dependientes de células T.

El mecanismo por el cual las APCs inducen la expresion de las moléculas coestimuladoras
ha sido muy poco estudiado. A pesar que se ha descrito que la sefializacion a través de NF-xB y
las MAPKSs es importante en la activacion de los macrofagos estimulados con LPS, estas vias son
insuficientes para inducir la sobreexpresion de las moléculas coestimuladoras en macréfagos y
células dendriticas. En un articulo publicado por Hoebe, et al, 2003, mostraron que los interferones
tipo I (IFN-I) son cruciales para la sobrexpresion de moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y
CD40, después que la células fueran estimuladas con LPS y dsRNA, dos adyuvantes ligando de
TLR4 y TLR3 respectivamente (Hoebe et al., 2003).

Los autores trabajaron con ratones que expresaban una version dominante negativa de TRIF
y ratones deficientes de TLR3, MyD88 y del receptor para los interferones tipo I (IFN-IR).
Mostraron que la via de sefializacion LPS—TLR4—TRIF—IRF—IFN-I, a través de un efecto
paracrino o autocrino de IRF-I en su receptor era critica para la induccion de la expresion de las
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86. Sugiriendo que la via dependiente de MyD88 inducida
por el LPS a través de TLR4, contribuye a la adyuvanticidad promoviendo una rapida activacion
de NF- kB y produccion de citocinas proinflamatorias. Y la via independiente de MyD88, media
la induccién de NF- kB con una cinética mas lenta e induce la expresion de genes que induce la

produccion de IFN y moléculas coestimuladoras. (Hoebe et al., 2003; Lien and Golenbock, 2003).
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1.4.1.2 Citocinas proinflamatorias

Los macrdfagos y linfocitos son los principales productores de citocinas, aunque también
se ha descrito que pueden ser producidas por leucocitos polimorfonucleares (PMN), células

endoteliales y epiteliales, adipocitos y tejido conectivo.

Las citocinas y quimiocinas son proteinas de bajo peso molecular que median la
comunicacion intercelular principalmente del sistema inmune. Cada proteina se une a un receptor
especifico de la superficie celular para generar una cascada de sefializacion que afecta la funcion
de las ceélulas. Ellas orquestan una variedad de procesos que van desde la regulacion de la
inflamacion local y sistémica a la proliferacion celular, el metabolismo, la quimiotaxis, la
reparacion de tejidos y organizan la siguiente fase de defensa del hospedero (Duque and
Descoteaux, 2014).

Las citocinas son esenciales para la funcion de los macréfagos, median el
desencadenamiento de una respuesta inmune efectiva, unen la inmunidad innata y la inmunidad
adaptativa e influencia el microambiente del macréfago, lo que define el subtipo de macréfagos en

inflamatorio o antinflamatorio.

Cuando un macrofago es activado por un antigeno inflamatorio, secretan citocinas
denominadas citocinas proinflamatorias como la IL-1p, IL-6, IL-12, TNF-a, y la quimiocina
CXCLS8 (antes conocida como IL-8), y aunque los monocitos y los macr6fagos son su principal
fuente, también son producidas por linfocitos activados, células endoteliales y fibroblastos. Otras
citocinas suprimen la actividad inflamatoria y son llamadas citocinas anti-inflamatorias como la
IL-4, 1L-10, IL-13 que junto al factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) suprimen la
produccion de IL-1 y TNF-a lo que permite regular la intensidad del efecto antinflamatorio
(Dinarello, 2000; Duque and Descoteaux, 2014).
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TNF-a:

El factor de necrosis tumoral es una glicoproteina de 185 aminoéacidos que fue descrita
inicialmente por su habilidad de inducir necrosis en ciertos tumores. Es estimulada en la fase aguda
de la respuesta inmune y una de la primeras citocinas liberadas en respuesta a un patdégeno siendo
capaz de ejercer su efecto en muchos 6rganos. En el hipotalamo, el TNF estimula la secrecion de
la hormona de liberacion de corticotropina, suprime el apetito e induce la fiebre. TNF induce la
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular, lo cual es propicio para la infiltracion de
linfocitos, monocitos y neutrofilos. Junto con IL-17, induce la expresion quimiocinas CXCL1,
MCP-1y CCL5 que incrementa la migracion de neutréfilos y también puede aumentar la expresion
de moléculas de adhesion celular que facilitan la diapédesis (Duque and Descoteaux, 2014).

IL-6:

La IL-6 es una proteina glicosilada de 21-28 kDa que tiene funciones proinflamatorias y
antinflamatorias que afecta varios procesos de la inmunidad, reparacion de tejido y metabolismo.
Promueve la diferenciacion de las células B a células plasmaéticas, activa las células T citotdxicas
y regula la homeostasis 6sea. Al igual que TNF-a ¢ IL-1p es un pirdgeno endogeno que promueve

la fiebre y la produccion de proteinas de fase aguda de higado (Duque and Descoteaux, 2014).

El complejo receptor de IL-6 que media las actividades bioldgicas, consiste en la IL-6 unida
a su receptor IL-6R (también designado CD126 o gp80) y dos moléculas de gp130 (CD130) que
conduce a la transduccion de sefial de IL-6, que incluye la activacion de JAK/STAT, ERK, y la

cascada de sefializacion de PI3K (Scheller et al., 2011).
Quimiocina MCP-1:

Las quimiocinas (citocinas quimiotécticas) son pequefias proteinas de union a heparina que
constituyen una gran familia de péptidos (60-100 aminoacidos) estructuralmente relacionados con
las citocinas, cuya funcion principal es regular trafico celular. Las células que expresan los
receptores para la quimiocina migran de manera dirigida a lo largo gradiente de ligando quimico
conocido como el gradiente de quimiocinas. Esto permite que las células se mueven hacia altas

concentraciones locales de quimiocinas (Deshmane et al., 2009).
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Las quimiocinas también se agrupan en dos subfamilias funcionales: quimiocinas
inflamatorias y homeostaticas. Las quimiocinas inflamatorias controlan el reclutamiento de
leucocitos en el sitio de inflamacion y tejido dafiado, mientras que las quimiocinas homeostaticas
cumplen funciones de mantenimiento tales como la navegacion leucocitos hacia y dentro de los

organos linfoides secundarios, asi como en la médula 6sea y el timo durante la hematopoyesis.

La proteina-1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1/ CCL2) es un miembro de la familia
de quimiocinas C-C, y un factor quimiotactico potente para monocitos. En humanos se compone
de 76 aminoacidos y es 13 kDa de tamafio. Es producida principalmente por monocitos/
macrofagos, sin embargo la produce también otros tipos celulares, como las células endoteliales,
fibroblastos, células epiteliales, del musculo liso, mesangiales, astrocitos, y células microgliales.

MCP-1 recluta y dirige el movimiento de leucocitos, ademas es importante en la respuesta
inmune antiviral. En la circulacion periférica y en los tejidos, regula la migracion de células
asesinas naturales (NK) y la infiltracion de monocitos y linfocitos T de memoria. Ademas varias
evidencia indican que MCP-1 participa en inmunidad de células T, ya que la expresion de MCP-1
se asocia con el desarrollo de una respuesta polarizada hacia TH2 y un aumento en la secrecion de
IL-4 por las células T (Deshmane et al., 2009).

1.4.1.3 Nitritos

EI NO es un gas simple liberado por la conversion del aminoacido L-arginina en L-citrulina,
por accion de la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS). Ademas de la L-arginina como sustrato, se
requiere de la presencia de calmodulina (CaM) y de 4 cofactores: flavin mononucleétido (FMN),
flavin adenina dinucledtido (FAD), tetrahidrobloptenina (TBH) y de nicotinamida adenina
dinucleotidofosfato (NADPH). Puede ser metabolizado a otras especies reactivas de nitrégeno rio
abajo, mientras que la citrulina puede ser reutilizada para una eficiente sintesis de NO a través del
ciclo de citrulina-NO. Los productos finales del NO "in vivo" son: nitrito (NO2) y nitrato (NO3),
asi que el mejor indice de NO total es la suma de ambos productos, debido a que la proporcion
relativa de cada uno de ellos dentro de una misma muestra resulta variable y la relacion de

nitrito/nitrato puede ser medida a través de sistemas colorimetricos.
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Es un importante mediador citotdxico proinflamatorio que defiende el huésped frente a
varios patdgenos mediante la inactivacion y la destruccion de agentes infecciosos, juega un papel
importante en numerosos procesos del sistema inmune, ademas de otros procesos bioldgicos como
son la relajacion muscular y la regulacion de la presion arterial por vasodilatacion, también esta
implicado en la funcion renal, la neurotransmision, la respiracion, la funcion gastrointestinal y

cicatrizacion de heridas (Hematoldgicas, 1998).

El NO se genera enzimaticamente por la mayoria de las células del cuerpo. Aungue es una
caracteristica propia de las células del sistema inmune, también se genera en otras células que
participan en las reacciones inmunes (tales como células endoteliales, células epiteliales, células
musculares lisas vasculares, fibroblastos, queratinocitos, condrocitos, hepatocitos, células

mesangiales y células de Schwann) (Bogdan, 2001).

Se han descrito tres isoformas de la familia de la enzima NOS: NOS inducible o tipo Il
(iINOS), la NOS endotelial o tipo 111 (eNOS), y NOS neuronal (nNOS) o tipo I. (Higham et al.,
2010). Todas las isoformas conocidas de NOS se saben que operan en el sistema inmune. Sin
embargo la nNOS y eNOS son constitutiva y dependientes de calcio y se expresan principalmente
en las neuronas y las células endoteliales respectivamente. La iNOS es independiente de calcio y
es inducible en diferentes tipos celulares principalmente macr6fagos, hepatocitos, neutréfilos,
masculo liso, endotelio en respuesta a diferentes estimulos inmunolégicos tales como: los ligandos
de TLR vy citocinas inflamatorias, incluyendo IFN-y. (Hematoldgicas, 1998; Macmicking et al.,
1997).

Dependiendo de la citocina o estimulo microbiano y el tipo de células, diferentes vias de
sefializacion rio arriba estan involucrados en la expresion de iNOS, por ejemplo, JAK1, JAK2 y
tirosina cinasa TYK2; proteina cinasa serina/treonina proto-oncogen RAF-1; las MAPKs p38,
ERK1/2 y JNK; la proteina cinasa C (PKC); proteinas fosfatasas 1 (PPP1C) y proteinas fosfatasas
(PP2A) o inhibir: por ejemplo, foinositol 3-cinasas (PI3K) y proteinas tirosin fosfatasas. NO por si
mismo ejerce un efecto bifasico sobre la transcripcidn de iNOS, pues a bajas concentraciones (por
ejemplo, en el inicio de la estimulacion de macrdéfagos por citocinas) activa el factor de

transcripcion NF-xB e induce la expresion de iNOS (retroalimentacion positiva). Las
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concentraciones altas tienen el efecto contrario, lo que puede ayudar a prevenir la sobreproduccion
NO (Bogdan, 2001).

1.4.1.4 Via de senalizacion de las MAPKs

Los macréfagos son mediadores cruciales de la respuesta inflamatoria y expresan varias
PRRs, y aunque los mecanismos de sefializacion asociados a estos receptores varian, muchos PRRs
activan tanto las MAPKSs y el factor de transcripcion NF-«kB , que son cruciales para la generacion

de respuestas inmunes (Rao, 2001).

Las MAPKSs son una familia altamente conservada de proteinas cinasas serina/treonina y
tienen diferentes efectos en la traduccion inducida por la estimulacion fisioldgica de los PRRs,
asegurando una correcta respuestas a través de la fosforilacion de una gama de sustratos rio abajo,
que incluyen factores de transcripcion, proteinas del citoesqueleto y otras proteinas de sefializacion
gue son componentes claves en procesos como proliferacion, diferenciacion, motilidad, respuesta
al estrés, apoptosis y supervivencia, que aseguran una mejora en la inmunidad antimicrobiana e

inicia la respuesta inmune innata.

Las MAPKSs convencionales incluyen la cinasa regulada por la sefial extracelular 1y 2
(ERK1/2 o0 p44/42), las cinasas N-terminales 1-3 (JNK1-3)/cinasas activadas por estrés c-Jun
(SAPK1A, 1B, 1C), las isoformas p38 (p38a, B, vy 8) y ERK5 y todas ellas han sido ampliamente
estudiado en el contexto de la inmunidad innata (Arthur & Ley, 2013a). Las MAPKSs atipicas
menos estudiadas incluyen la cinasa tipo Nemo (NLK), ERK3/4 y ERK7/8.

Cada cascada es iniciada por sefiales extracelulares especifica que conduce a la activacion
de una MAPK cinasa cinasa (MAP3K, MAPKKK), que son normalmente activadas por
interacciones con una pequefia GTPasa y/o fosforilacion por proteina cinasas rio abajo de
receptores de la superficie celular. La MAPKKK fosforila y activa directamente a una MAPK
cinasa (MAP2K, MAPKK), que a su vez activa la MAPK por fosforilacion dual de un tripéptido
conservado Thr-X-Tyr (donde X representa cualquier aminoacido). Una vez activada, la MAPK
fosforila diversos sustratos en el citosol y/o el nacleo para lograr cambios en la funcién de las
proteinas y la expresion genética que ejecutan la respuesta biologica (Morrison et al., 2014; Peti
and Page, 2013) (figura 3).
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Figura 3. Diagrama de las vias de las MAPKSs. Las MAPKSs son una familia altamente conservada de proteinas cinasas
serina / treonina. Las MAPKKKSs son activadas por una gran variedad de estimulos extracelulares que incluyen
mitdgenos, citocinas, factores de crecimiento y estrés ambientales a través de mecanismos dependientes e
independientes de receptores. Las MAPKKK luego fosforilan y activan una MAPK cinasa rio abajo, las MAPKK, que
a su vez fosforila y activa las MAPKS. La activacion de MAPKSs conduce a la fosforilacion y activacion de las proteinas
MAPKAPKSs. Estas MAPKAPKSs funcionan para amplificar la sefial y mediar la amplia gama de procesos biol6gicos
regulados por las diferentes MAPK. Figura modificada y recuperada de
https://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=science-pathways-mapk.

Para todos los modulos de MAPKS, se han identificado proteinas de andamiajes que
contribuyen a la sefializacion MAPK mediante el aumento de la concentracion local de los
componentes de la via, proporcionando la localizacion de los sitios celulares especificos para los
sustratos y la regulacion espacio-temporal de la activacion de la cascada. Dentro de las proteinas

de andamiaje implicadas en la cascada de sefializacién de las MAPKSs incluyen KSR y MP1 para

26




el mddulo de ERK; JIP1, JIP2, JIP3, JIP4 para JNK; y JIP2, JIP4, y OSM para p38 (Morrison et
al., 2014).

Los miembros de la familia ERK poseen un motivo de activacion TEY y se puede subdividir
en dos grupos: las ERKSs clasicas, que son ERK1 y ERK2 y las ERKs més grandes, ERK5, que

contienen una secuencia mas extendida en su extremo C-terminal.

ERK1y ERK 2 son activados principalmente por factores de crecimiento y mitdgenos que
inducen el crecimiento y la diferenciacion celular y son regulados por receptores de la superficie
celular, tales como receptores de tirosina cinasas (RTK), receptores acoplados a proteina G
(GPCR), también conocidos como receptores de siete dominios transmembranales (7TM),
integrinas, asi como las pequefias GTPasas Ras y RAP. Las MAPKK para ERK1 y ERK2 son
MEK1y MEK2 y estas a su vez son activadas por las MAPKKK que incluyen a los miembros de
la familia Raf, Mos, y TPL2 (Morrison, 2012; Morrison et al., 2014).

En cuanto al resto de las MAPKs se sabe menos acerca de su regulacion y funcion
fisiologica. Se ha descrito que ERKS es activado por MKKS5, que a su vez es activado por MEKK?2
0 MEKKA3. Se ha sugerido que la cinasa activada por p21 1 (PAK1) funciona rio arriba de ERK3
y ERK4, mientras ERK7 (también conocido como ERKS8 en los seres humanos) se activa a si

misma después de oligomerizarse.

Los miembros de la familia JNK tienen tres isoformas (JNK1, JINK2 y JNK3) que contiene
un motivo de activacion constituido por TPY, y son activadas por MKK4 y MKK?7 y estas cinasas
son activadas a su vez por MEKK1y MEKK4 (MAPKKS), y MLK2 MLK3, ASK1, TAKL,y TPL2
(MAPKKK). La cascada sefializacion de JNK frecuentemente involucra a la familia de GTPasas
Rho, Cdc42 y Rac. JNK juega un importante papel en la apoptosis, inflamacion, produccién de
citocinas, metabolismo y responde a tensiones del medio ambiente (radiacion, calor, estrés
oxidativo ionizante, y dafio en el ADN), citocinas inflamatorias, asi como factores de crecimiento
(Morrison et al., 2014).

Lo miembros de la familia p38 comprenden cuatro isoformas (p38a, p38p, y p38y p389),
poseen un motivo de activacion TGY que se activan por MKK3 y MKK6 (MAPKKS), gue son
activadas por MLK2 MLK3 y MEKK, TAK1,y TAOl1y TAO2. Al igual que los mddulos de JNK,
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p38 se activan fuertemente por sefiales de estrés ambiental y citocinas inflamatorias.
La activacion de p38 contribuye a la inflamacion, apoptosis, la diferenciacion celular y la
regulacién del ciclo celular y dentro de los sustratos mas importante rio abajo en su sefializacion
se encuentra las cinasas MK2/3, PRAK, MSK1 y MSK2, asi como diversos factores de

transcripcion .

Existen varias cinasas que se activan rio abajo de las MAPKSs, que incluyen la proteina
cinasa S6 ribosomal (RSK), la cinasa activada por mitdgeno y estrés (MSK), la cinasa que
interacciona con las MAPKs (MNK) y la proteina quinasa activada por MAPK (MAPKAPK).
Algunas de estas cinasas también regulan la expresion de genes a través de la fosforilacion de
histonas y proteinas reguladoras de la transcripcion (Arthur and Ley, 2013).

1.4.1.5 Via de sefalizacion del factor de transcripcion NF-kB

NF-xkB es un complejo proteico que controla la transcripcion del ADN. Es un mediador
critico de la activacion de los macrdfagos y las respuestas inflamatorias, que se encuentra en la
mayoria de tipos de células animales y esta implicado en la respuesta celular frente a estimulos
como el estrés, citocinas radiacién ultravioleta, y antigenos bacterianos o virales (Juhas et al.,
2015). Juega un papel clave en la regulacion de la respuesta inmune celular ya que pertenece a la
categoria de los factores de transcripcion primarios de “accion rapida”, ya que estan presentes en
las células en un estado inactivo y que no requieren una nueva sintesis de proteinas para ser
activados. (Ahmed et al., 2015) .

La cascada de sefializacion de NF-xB consiste basicamente en moléculas receptoras y

adaptadores de la sefializacion del receptor proximal; el complejo de IKK; proteinas IkB; y dimeros

de NF-xB (Hayden and Ghosh, 2008) (figura 4).

La familia NF-xB de factores de transcripcion se compone de cinco miembros, p50, p52,
p65 (RelA), c-Rel, y RelB, codificada por NFKB1, NFKB2, RELA, REL, y RELB,
respectivamente, que comparten homologia estructural en sus extremos N-terminal conocido como
dominio de homologia Rel (RHD) responsable de la union al ADN vy la formacion de homo y/o
heterodimeros estables. Sin embargo, el dominio de activacion de la transcripcion (TAD) necesario

para la regulacion positiva de la expresion de genes solo esta presente en p65, c-Rel, y RelB y no
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estd presentes en p50 y p52 por lo que estos pueden reprimir la transcripcion a no ser que se
encuentren asociado con miembros de la familia NF-kB que contiene TAD o unidos a otras
proteinas capaces del reclutamiento del coactivador. La union constitutiva de homodimeros de p50
0 p52 a sitios kappa B en los promotores de NF-KB pudieran actuar como un verificador
transactivador de NF-kB hasta que sea desplazado por dimeros transcripcionalmente competente

de NF-xB (Hayden and Ghosh, 2008).

La sefializacion de NF-kB esta estrechamente controlada por proteinas inhibidoras que
contienen repeticiones de anquirina, las IkBs (IkBa, IkBf y IkBg) o los precursores de pS0 y p52,

Ilamados p105 y p100, respectivamente.

En células inactivas, el factor NF-kB (mas abundantemente formado por el heterodimero
p50/p65) se encuentra en el citoplasma como un precursor inactivo que forma un complejo con una
de las tres proteinas inhibidoras IkB o las proteinas precursoras p100 y p105. La activacion de NF-
kB se inicia con la disociacion de NF-kB de las proteinas IkB, mediada tanto por la fosforilacion,
ubiquitinacion y degradacion proteasomal de las IkB inducida por el complejo IkB cinasa (IKK),
0 por escision proteolitica inducida del dominio repeticion de anquirina de p105 y p100 (Ahmed et
al., 2015; Hayden et al., 2006).

Con la degradacion de IkB, el dimero de NF-«B es libre de entrar en el ndcleo donde se une
a secuencias dianas en las regiones promotoras y activar la expresion de los genes especificos que
tienen cerca sitios de union de ADN para NF-«xB. La activacion de estos genes por NF-kB entonces
induce una respuesta fisioldgica, como por ejemplo, una respuesta inflamatoria o inmune, una
respuesta de supervivencia celular o de proliferacién celular (Modo and Colonial, 2011;
Tergaonkar, 2006). EI complejo IKK esta formado por un heterodimero de las subunidades
cataliticas de cinasas IKKa/IKK1 e IKKB/IKK2 y por una proteina reguladora Illamada NEMO
(modulador esencial NF-xB) /IKKy (Oeckinghaus et al., 2011).
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Figura 4. Vias candnicas y no canénicas de la activacién de NF-xB. En condiciones de homeostasis, los dimeros de
NF-xB se encuentran en el citoplasma unidos a las proteinas inhibitorias IxB, Después de un estimulo, las proteinas
IxBs son fosforiladas, marcadas por ubiquitinacion y degradadas, liberando a los dimeros de NF-xB que pueden
translocarse al nucleo. En la via candnica (A), IkBa es fosforilada de una manera dependiente de IKK y NEMO, lo
que da como resultado la translocacion nuclear de principalmente heterodimeros que contienen p50/p65. La via no
candnica (B), implica la fosforilacion mediada por IKKa a p100 asociada con RelB, lo que conduce al procesamiento
parcial de p100 y la generacion de complejos p52-RelB que son transcripcionalmente activos.

Figura recuperada de Nature Immunology (2011)doi:10.1038/ni.2065.
http://www.nature.com/ni/journal/v12/n8/fig_tab/ni.2065_F1.html.

A diferencia de la via candnica, que depende de la activacion y degradacion de IxB mediada
por NEMO-IKK para la translocacion nuclear del complejo de p50/RelA (p65), la ruta no candnica
de NF-kB se inicia por la activacion del complejo p52/RelB. En la via no candnica, depende del

procesamiento de p100 a p52 mediado por la cinasa inductora de NF-xB (NIK). La activacion de
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NIK sobre el ligando del receptor induce la fosforilacion y el posterior procesamiento proteosomal
de la proteina precursora de NF-kB2 de pl100 a subunidad p52 madura a través de una via
IKK1/IKKa dependiente. Entonces la p52 dimeriza con RelB para aparecer como RelB: p52
nuclear con actividad de union al ADN para regular una clase distinta de genes. La via no candnica
es activada por un subconjunto de miembros de la super familia de TNFR, mientras que la via
candnica es activado por una gama mas amplia y la superposicién de los receptores (Hayden and
Ghosh, 2008).

NF-kB responde a una amplia variedad de estimulos en todos los tipos de celulares. Muchos
productos bacterianos asi como la estimulacion de una gran variedad de receptores de la superficie
celular inducen la activacion de NF-«kB, asi como también cambios rapidos en la expresion genica.
Debido a la amplia gama de contribuciones de NF-«B, las células crearon mecanismos reguladores
selectivos para asegurar la activacion de s6lo un subconjunto de genes en respuesta a un estimulo
definido. Aunque la activacion de NF-kB se inicia por su translocacion nuclear inducible y la union
a los motivos de ADN correspondientes, un nimero de diferentes eventos de regulacion estan
involucrados para diferencial la activacion de los genes diana. Como son la regulacion diferencial
de ubiquitinacion, la formacion de diferentes homo y heterodimeros dentro de los cinco miembros
de la familia NF-«B, las modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion y la acetilacion
de las proteinas NF-kB, la cinética y duracion de la activacion de la funcion de transcripcion NF-

kB, alteraciones epigenéticas de cromatinas, entre otros (Ahmed et al., 2015).

Se ha descrito en la literatura factores de transcripcion que cooperan con NF-xB para la
transcripcion de genes especificos. Por ejemplo, la formacion del complejo NF-kB /AP-1 conduce

a la activacion de ambos factores de transcripcion (Oeckinghaus et al., 2011).
2. Antecedentes

La mayoria de los agentes infecciosos penetran al organismo a través de las superficies de
mucosas gastrointestinales, respiratorias y genitourinarias, por lo que se requiere desarrollar
estrategias de vacunacion que induzcan respuestas inmunes protectoras en los sitios mucosos donde
invaden los patdgenos (Lawson et al., 2011). Los enfoques actuales para desarrollar vacunas de

mucosas efectivas y/o inmunoterapias estan dirigidas a encontrar formas mas eficientes de
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administracion de antigenos al sistema inmune de mucosas y hacia la basqueda de adyuvantes que

sean seguro y que provean inmunidad. (Lycke, 2012; Pavot et al., 2012).

Dentro los adyuvantes de mucosas mas estudiados a nivel experimental se encuentran la
toxina del célera (CT) y la termolabil de Escherichia coli (TL) (Clements et al., 1988; Lycke,
2005), sin embargo se ha observado que estas presentan riesgos de toxicidad (George-chandy et
al., 2001; Holmgren and Czerkinsky, 2005; Neutra and Kozlowski, 2006). Aungue, para reducir su
toxicidad, se han desarrollado mutantes no toxicas de CT y TL que mantienen parcialmente la
adyuvanticidad (Connell, 2007; Lycke, 2005; Yamamoto et al., 2000). Sin embargo existe
preocupacion acerca de la seguridad de la aplicacion intranasal de estds mutantes no toxicas, asi
como de las subnidades B de ambas enterotdxinas, ya que estas proteinas mantienen su capacidad
de unirse a su receptor el gangliésido GM1 (Connell, 2007), lo cual podria facilitar que las vacunas
se dirigieran a los tejidos neuronales (van Ginkel et al., 2000). Incluso una vacuna de aplicacion
nasal contra la influenza que se administraba en humanos con una baja dosis de TL fue retirada del
mercado porque provocaba paralisis facial (Eriksson et al., 2003).

En la busquedas de adyuvantes alternativos y considerando que las proteinas Cry se han
reportado como no toxicas en vertebrados (Hofte et al., 1989; McClintock JT, Schaffer CR, 1995),
nuestro grupo se propuso estudiar las propiedades inmunoldgicas de las proteinas CrylAc, y
demostré que la pCrylAc de Bt es un potente inmundgeno tanto a nivel sistémico como de mucosas
(Moreno-Fierros et al., 2000; Moreno-Fierros et al., 2002; Vazquez-Padron et al., 1999) y un
adyuvante de mucosas (Esquivel-Perez and Moreno-Fierros, 2005; Vazquez et al., 1999), que
aumenta la inmunogenicidad a nivel de mucosas y a nivel sistémico, después de ser administrado
por diferentes rutas de inmunizacion (via oral, intranasal, rectal, vaginal, e intraperitoneal) y
analizar las respuestas en diferentes sitios de mucosas (intestinos, pulmon, vagina) (Leticia
Moreno-Fierros et al., 2000). También se observdé que como adyuvante puede incrementar la
proteccion en contra de cuatro modelos murinos de infecciones como meningoencefalitis amebiana
(Rojas-Hernandez et al., 2004), malaria (Legorreta-Herrera et al., 2010), cisticercosis (Ibarra-
Moreno et al., 2014) y brucelosis (Gonzalez-Gonzalez et al., 2015). Lo que sugiere que esta
proteina puede ser utilizada como una estrategia para incrementar la eficacia de las vacunas como

inmunomodulador a nivel de mucosas.
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El mecanismo por el cual las proteinas Cry ejercen su actividad bioinsecticida ha sido
ampliamente caracterizado. Se ha documentado que tanto la protoxina como la toxina Cry
interacttan con el intestino medio de los insectos susceptibles, formando poros en la membrana,
conduciendo a la muerte del insecto a través de un desequilibrio osmotico (Bravo et al., 2011;
Soberon et al., 2016; Zavala et al., 2011). Sin embargo los efectos bioldgicos que pueden ejercer
sobre células de mamiferos han sido muy poco estudiados (Mesnage et al., 2013; Moreno-Fierros
et al., 2013b; Rubio-Infante and Moreno-Fierros, 2016).

Caracterizando las propiedades inmunomoduladoras de la pCrylAc y en virtud de que
varios adyuvantes de origen microbiano ejercen parte de su actividad a través de la expresion de
moléculas coestimuladores y la produccién de citocinas por parte de células presentadoras de
antigeno (Lavelle, 2005; Williams et al., 1999), se evaluo si la pCrylAc era capaz de activar los
macrofagos e inducir estos efectos. Se demostré que pCrylAc es capaz de activar macrofagos
murinos de cultivos primarios y de la linea celular RAW 264.7 en ensayo in vivo e in vitro,
induciendo la expresion de moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86 y la sobreproduccion
de citocinas proinflamatorias IL-6, TNF-a y la quimiocina MCP-1. Se observo que al administrar
pCrylAc por via intranasal e intraperitoneal en ratones BALB/c, se induce una respuesta de
activacion en macrofagos de diferentes sitios sistémicos y mucosos como peritoneo, bazo, nédulos
linfaticos mesentéricos, 0 en pulmon y lavados traqueoalveolares. Asi mismo, los ensayos in vitro
con células adherentes obtenidas de diferentes mucosas, mostraron que esta proteina era capaz de
inducir la expresion de moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 e inducir la produccion de
citocinas proinflamatorias TNF-a, 11-6 y MCP-1, obteniendo en varios casos efectos comparables
a los obtenidos con el lipopolisacarido (LPS). Mediante el uso de inhibidores de MAPKS se sugiri6
la participacion de las vias de las MAPKs ERK1/2 y p38 en la sobrexpresion de las moléculas

coestimuladoras y la produccidn de citocinas inducidas por pCry1lAc (Moreno-Fierros et al., 2013).

Conociendo que la toxina Cry se genera a partir del procesamiento proteolitico de la
protoxina y como una estrategia para determinar que implicacion tendria la mitad N-terminal de la
estructura de la pCrylAc (que corresponde a la estructura y secuencia de la tCrylAc), en las
propiedades inmunoldgicas de la proteina se estudiaron comparativamente los efectos

inmunogénicos de las diferentes familias de protoxinas y toxinas Cry: Cryl (Aa, Aby 1Ac) y la
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proteina Cry3A. Se observé que las tCrylA fueron capaces de incrementar la respuesta de
anticuerpos tanto en el suero como en el intestino delgado, el intestino grueso y en los lavados
traqueo-pulmonales después de administrarse via intraperitoneal e intranasal, es decir que la
tCrylAc también es inmunogénica como la pCrylAc, tanto a nivel sistémico como mucosal. Se
observd, que después de realizar ensayos de inhibicion de la reactividad de anticuerpos anti
protoxina por competencia con toxina Cry, se encontrd que gran parte de los anticuerpos que se
generaban hacia la pCrylAc iban dirigidos a la region de la toxina. Lo que sugeria que la region
que corresponde a latCrylAc en la pCrylAc, es importante en los efectos inmunoldgicos inducidos

por la pCrylAc (Guerrero et al., 2004).

Para continuar caracterizando el mecanismo inmunomodulador de la pCrylAc, y
conociendo la importancia que juega la toxina en las propiedades inmunoldgicas de la protoxina,
consideramos importante determinar si la tCrylAc ejercia un efecto directo en las células del
sistema inmune y llevar a cabo estudios dirigidos para comprender cuales son las bases celulares
que favorecen tales efectos. Asi que en este proyecto nos propusimos determinar si la tCrylAc
también era capaz de inducir la activacion de macréfagos a través de los mismos mecanismos que

habiamos observado con la pCrylAc.

Por lo tanto, en este trabajo primero determinamos si tCrylAc era capaz de inducir la
activacion de macrdfagos, mediante la expresion de moléculas coestimuladoras (CD80 y CD86), e
inducir la produccion de citocinas inflamatorias en macréfagos murinos de cultivo primario, asi
como de la linea celular RAW 264.7. Como un parametro adicional de activacién se analizo la

produccion de nitrito en las células RAW 264.7 estimuladas con tCrylAc.

Varios estudios han descrito el papel de las vias de NF-xB y las MAPKSs, como mediadores
critico de la activacion de los macrofagos y las respuestas inflamatorias (Hayden et al., 2006). Para
contribuir a dilucidar las vias de transduccidn de sefiales activadas por tCrylAc, se evalud la
participacion de las MAPKSs sobre los efectos inducidos por tCrylAc, asi que se analiz6 por
Western blot las formas fosforiladas de las cinasas ERK1/2, INK y p38 y las translocacion al nucleo
del heterodimero p50 y p65 en macréfagos de la linea celular RAW 264.7 estimulados con tCrylAc

0 LPS (utilizado como control positivo de la activacion de macréfagos).
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A continuacién, para determinar si la activacion inducida por toxina fue mediada a través
de las vias de MAPK, las células RAW 264.7 se pre-trataron con inhibidores de MEK1/2-ERK1/2,
JNK 'y p38 (PD98059, SP600125 y SB203580, respectivamente, y después se analizé la expresion

de la moléculas coestimuladoras y la produccion de citocinas proinflamatorias.

Las células dendriticas se les reconocen como las APCs por excelencia, sin embargo los
estudios reportados por nuestro laboratorio sobre los efectos que ejerce la pCrylAc en APCs,
fueron realizados en macrofagos. En vista que unos de los objetivos del presente proyecto era
determinar si la tCrylAc era capaz inducir la activacion de APCs de manera similar como lo hace
la pCrylAc, en el presente trabajo se decidid trabajar con macréfagos, para poder establecer una

comparacion entre ambas proteinas.
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3. Hipétesis

La toxina CrylAc de Bt induce la activacién de macréfagos murinos que resulta en la expresion
moléculas coestimuladoras, la produccion de citocinas y la activacion de la via de las MAPKs y el

factor de transcripcion NF-xB.

4. Objetivos
4.1 Objetivo general

- Determinar si latCrylAc induce la activacion de macrofagos e identificar las vias de sefializacion
que pueden estar participando.

4.2 Objetivos especificos

- Determinar si la tCrylAc induce la activacion de macréfagos de cultivo primario y de la linea
celular RAW 264.7.

- Determinar si la tCrylAc induce la activacion de las MAPKs (ERK1/2, p38 y JNK) y el factor de
transcripcion NF-xB en macréfagos RAW 264.7.

-Evaluar si las MAPKs median los efectos inducidos por la tCrylAc en los macréfagos RAW
264.7.
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5. Materiales y métodos
5.1 Obtencion de tCrylAc recombinante.

La pCrylAc recombinante fue purificada a partir de cultivos de Escherichia coli (E. coli)
JM103 (pOS9300). La cepa recombinante se hizo crecer en medio de cultivo Luria Bertani (LB)
con 50 pg/mL de Ampicilina. La produccion de CrylAc se indujo con 1 mM Isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG). Una vez inducida y sobreexpresada la proteina, las células se
cosecharon por centrifugacion y resupendieron en amortiguador TE (50 mM Tris-HCI-50 mM
EDTA) pH 8 y posteriormente se sonicaron (Fisher Sonic Dismembrator Model 300) 3 veces por
5 min en hielo; los cuerpos de inclusién fueron recuperados por centrifugacion a 10,000 g por 10
min; y la pastilla fue lavada 2 veces con amortiguador TE, 2 veces con 0.5 M de NaCl, una vez con
0.5 M de NaCl-1% Tritén X-100, una vez 0.5 M de NaCl, y una vez con agua destilada fria. El
botén obtenido (pCrylAc) fue solubilizado en amortiguador de carbonatos, pH, 9.6 con 10 mM
DTT, a 37-C durante 1 hora y posteriormente activado con tripsina (1:20 w/w) durante 1 h a 37°C
(Burton et al., 1999). ElI material no solubilizado fue separado por centrifugacion a 10,000 g
durante 10 min, y tCrylAc fue almacenada a 4°C, posteriormente fue examinada en gel de
poliacrilamida al 10% con SDS. Una vez obtenida la tCrylAc se elimina los restos de endotoxina
al pasar la proteina por una columna de Polimixina (Affi-Prep® Polymyxin Matriz BIO-RAD 156-
0010). Se verificd la ausencia restos de endotoxina con el kit de deteccion de endotoxina “E-
TOXATE” (Limulus amebocyte lysate) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) encontrdndose niveles
por debajo de 0.1 UE/mL. La concentracion de la proteina fue determinada por el método de
Bradford.

5.2 Obtencion macréfagos de bazo.

Se obtuvieron células mononucleares de bazo de raton BALB/c hembras de 6 a 8 semanas
de edad. Los ratones fueron sacrificados con éter, posteriormente se le extrajo el bazo y se disgregd
con una tela de organza estéril, la suspension de células se filtr6 con 8 mL de RPMI-1640
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB). Posteriormente los eritrocitos se lisaron con un
amortiguador de lisis y se lavaron las células con medio RPMI-1640 suplementado con 10% de
SFB, 2 mM L-Glutamina, 20 mM HEPES, 5 mM 2-B-mercaptoetanol, 1% aminoécidos no
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esenciales y antibiotico (100 U/mL de ampicilina, 100 pg/mL de estreptomicina). Se cultivaron
durante 2 horas a 37°C y 5% CO: en placas de cultivo de 6 pozos para permitir que los macréfagos

se adhieran.

Las células adherentes fueron recuperadas y lavadas con medio RPMI-1640 suplementado
con SFB al 10%. Se verifico por citometria de flujo que fueran positivas a marcadores de
macrdfagos como F4/80 y CD11b.

5.3 Linea celular de macrofagos RAW 264.7.

Los macrdfagos de la linea celular RAW 264.7 (Mouse leukaemic monocyte macrophage
cell line) se hicieron crecer en medio DMEM (Medio Esencial Minimo de Dulbecco),
suplementado con 10% SFB y antibidticos (100 U/mL de ampicilina, 100 pg/mL de

estreptomicina), a 37°C en una atmosfera humidificada de 5% CO..
5.4. Curva de concentracion de CrylAc

Para determinar la concentracion a la cual la tCrylAc es capaz de inducir la expresién de
las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86, 1x10° de células adherentes de bazos enriquecidas
de macrofagos fueron cultivadas en medio RPMI-1640 suplementados con 10% de SFB en placas
de 12 pozos y estimuladas con concentraciones de 0.5, 2.5, 5, 10 y 20 pg/mL de tCrylAc o0 3 pg/mL
de LPS en 1 mL de medio RPMI durante 24 horas. Los macrofagos de la linea celular RAW 264.7
fueron cultivados a una concentracion de 1x10° células en 1mL de DEMEN suplementado con
10% de SFB y estimulados con concentraciones de 2.5, 5, 10 y 20 pg/mL de tCrylAc o 3 ug/mL
de LPS durante 24 horas. Luego fueron despegadas con un raspador (scrapers) y lavadas para

posteriormente tefiirlas.
5.5 Determinacion de la expresion de CD80, CD86 por citometria de flujo.

La suspension de células adherentes de bazo y los macréfagos RAW 264.7 fueron
recuperados por centrifugacion a 377 g durante 5 minutos a 4°C. Antes de tefiirlas, para evitar la
union no especifica de inmunoglobulinas, las células fueron incubadas con 1 pg/mL de CD16/32

(FeyII/ITIR) en 0.5% albumina-amortiguador fosfato salino (PBS). Posteriormente las celulas
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fueron tefiidas con un anticuerpo monoclonal marcado con un fluorocromos (CD86-FITC, CD80-
PECy5, ICOS-L-PE) e incubadas en la oscuridad durante 30 minutos. Las células fueron lavadas
con 0.5% albumina-PBS y fijadas con 400 pL de 1% paraformaldehido-PBS. Las intensidades de
fluorescencia (IMF) fueron analizadas usando un Citdmetro “FACS Calibur” (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA) y BD Cell Quest Pro v.5.1.1 software leyendo 30000 eventos. Las IMF de las
células marcadas con los anticuerpos monoclonales especificos, fueron calculadas y comparadas
con las células no estimuladas sin tefir. Los datos obtenidos del Citdmetro de flujo fueron

analizados con el programa FlowJo 7.6.
5.6 Determinacion de citocinas.

Los sobrenadantes de las células sin tratar y estimuladas con 20 pg/mL tCrylAc o 3 pg/mL
LPS fueron recuperados. Los niveles, TNF-a, MCP-1 e IL-6, IFN-y, e IL-10 se calcularon
utilizando el Kit “Cytometric Bead Array Mouse Inflammation”, siguiendo el protocolo y las
instrucciones para la determinacién de citocinas recomendada por el fabricante, excepto que la
curva estandar se empez6 una concentracion de 0.625 pg/mL para poder determinar
concentraciones inferiores a la curva recomendada por el fabricante. Las IMF fueron determinadas
utilizando el Citdmetro “FACS Calibur” y el software CB BDA.

5.7 Determinacioén de nitritos

La produccion éxido nitroso por los macrofagos se determind por la acumulacion de nitrito
en el medio y fue calculado a través del kit “Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay” basado en la
reaccion de Griess, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se recuperaron los sobrenadantes de
1x108 de células RAW 264.7 no tratadas y las estimuladas con 20 pg/mL de tCrylAc o 3 pg/mL
de LPS en 1 mL de medio DMEM sin rojo de fenol. El medio se mezcl6 con un volumen igual de
reactivo de Griess. Las concentraciones de nitrito se determinaron por comparacion de soluciones
estandar de nitrito de sodio preparado en medio de cultivo celular incluido en el kit y leido a
densidad 6ptica de 550.
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5.8 Condiciones de cultivo para el analisis por Western blot

Unos de los objetivos de nuestro trabajo era caracterizar la participacion de las MAPKs y
el factor de transcripcion NF-kB en los macrofagos estimulados con la tCrylAc, con este fin
decidimos trabajar con la linea celular RAW 264.7 que ha sido ampliamente utilizada en estudios
para la determinacion de vias de sefializaciéon inducidas en macréfagos. Ademas de las ventajas
que implica trabajar con una linea celular como es el manejo de un cultivo homogéneo, con
morfologia y composicion uniformes, obtener con facilidad un numero elevado de réplicas idéntica
y el control preciso del medio ambiente, esta linea presenta el mismo haplotipo de los ratones
BALB/c que es el modelo que nosotros hemos utilizado y reportado en estudios anteriores para la

determinacion de los efectos de las proteinas Cry en células de mamiferos.

Las MAPKSs son enzimas que responden al estrés fisico y quimico, participan en el control
de la supervivencia y adaptacion de las células y estan implicadas en procesos de crecimiento,
diferenciacion y apoptosis. ERK1/2 se han relacionado preferentemente con procesos de
proliferacion y diferenciacion, y JNK y p38 se han relacionado més con respuestas a estrés como

inflamacion y apoptosis.

Para el mantenimiento y supervivencia de los macrofagos, las células RAW 264.7 se
cultivaron de forma rutinaria en DMEM suplementado con 10% FBS. Sin embargo para determinar
la influencia de la concentracion de SFB en el medio y la activacion de las MAPKS, las células se
incubaron durante 12 horas con medio DMEM con concentraciones de 0, 2.5, 5y 10% de SFB y
luego se determinaron las formas fosforiladas de las MAPKs (p-ERK1/2, p-JNK y p-p38) por
Western Blot. Observamos una relacion directa entre la concentracion de SFB y la fosforilacion de
las MAPKSs sin cambio aparente en el fenotipo de las células donde las células cultivadas sin SFB,
la activacién basal de ERK1/2 era minima sin embargo la fosforilacién basal de p38 se encontraba
constitutivamente activa. Asi que durante nuestros ensayos para determinar si tCrylAc inducia la
activacion de MAPK, se ayunaron las células durante aproximadamente 12 horas del estimulo con
5% de FBS durante 12 horas.
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5.9 Determinacién de la activacion de las MAPKSs por Western blot

Dado que el proceso de la fosforilacion de las MAPKSs puede ser transitorio se realiz6 una
curso temporal donde 3x10° células de macr6fagos RAW 264.7 se cultivaron en 1 mL de medio
DMEM suplementado con 5% de FBS y se estimularon con 20 pug/mL de tCrylAc o 3 pg/mL de
LPS durante 5, 15, 30 y 60 minutos. Las células se recuperaron con un raspador y se lavaron una
vez con PBS frio, a continuacion se resuspendieron en un buffer de lisis compuesto por 50mM
HEPES pH 7.0, 250mM NaCl, 5mM EDTA, 0.1% Nonidet P-40, ImM PMSF, 0.5mM DTT, 5mM
fluoruro de sodio y 0.5mM ortovanadato de sodio, aprotinina (5 pg/mL) y leupeptina (5 pg/mL),
se incubaron 30 minutos a 4°C, se centrifugaron a 377 g durante 5 minutos. El sobrenadante se
recuper0 y se almacen6 inmediatamente a -70°C hasta su analisis. La concentracion de proteina se
determind por el método de Lowry modificado (Lowry et al., 1951). Los extractos de células fue
separado en un gel de poliacrilamida al 10% (40 pg-60 pg de proteina por carril) y transferido a
una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF). La membrana se bloqued con una solucién
de leche al 5% toda la noche a 4°C y posteriormente se incubo con anticuerpos policlonal de cabra
anti-raton de las MAPKSs p38, p-p38, ERK1/2 y p-ERK1/2, INK y p-JNK todos de Cell Signalling
en unadilucién 1: 1000 en Tween 20/TBS (TBS-T) toda la noche a 4°C. Se lavaron las membranas
con TBS-T y se incubaron con un anticuerpo secundario de proteina A peroxidada. Las bandas
fueron reveladas usando WesternSure™ ECL Substrate de LI-COR Biosciences, y detectadas LI-
COR C-DiGit Chemiluminescence Western Blot Scanner. El analisis de la intensidad de las bandas

fue cuantificado por densitometria utilizando el software para el “C-DiGit Blot Scanner”.
5.10 Pretratamiento de las células RAW 264.7 con inhibidores de las MAPKs

Para determinar si la activacion de los macréfagos inducida por tCrylAc a través de la
expresion de CD80, CD86 e ICOS-L o la produccion de las citocinas proinflamatorias TNF-a., IL-
6 y la quimiocina MCP-1 fue mediada a través de una via de las MAPKSs, 1x10° de macrdfagos
RAW 264.7 se pre-trataron durante 60 minutos con inhibidores especificos de las MAPK: 10 uM
de PD98059 (inhibidor especifico para MEK1/2-ERK1/2), 5 uM de SP600125 (inhibidor de JNK)
y 10 uM de SB203580 (inhibidor de p38). Posteriormente se trataron con 20 pg/mL de tCrylAc o
3 pg/mL de LPS en 1 mL de medio DMEM vy se cultivaron durante 24 horas a 37°C en una
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atmosfera humidificada de 5% CO.. Las células se cosecharon y se tifieron para el analisis por
citometria de flujo, y los sobrenadantes se recuperaron para el anlisis de citocinas.

5.11 Determinacion de NF-kB en el ndcleo por Western blot utilizando el sistema
"ODYSSEY"

Para determinar si la tCryAc induce la activacion de NF-xB y por ende su translocacion al
nicleo, 3x10° células RAW 264.7 se cultivaron en placas de 6 pozos en medio DMEM
suplementado con 5% de FBS, luego se estimularon con 20 pg/mL de tCrylAc o 3 pg/mL de LPS
durante 1 hora; culminado este tiempo las células se lavaron con PBS y se recuperaron con 1 mL

de PBS frio con un raspador, para luego ser cosechadas por centrifugacion a 377 g, 10 minutos.

Los extractos nucleares se obtuvieron al re-suspender las células en un buffer hipotdnico
(10 mM HEPES, pH 7.9, 1.5 mM MgClz, 10 mM KCI, 0.2 mM PMSF, 0.5 mM DTT, 10 mg/mL
aprotinina) y se incubaron por 15 minutos. Se lisaron adicionando 0.1% Nonidet P-40 y se agitaron
en vortex durante 10 segundos. Los ndcleos se obtuvieron luego de centrifugar la muestra a 1677
g por 1 minuto y se re-suspendieron en un buffer hipertonico compuesto por 20 mM HEPES, pH
7.9, 25% glicerol, 400 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 1mM NaF, 1mM
ortovanadato de sodio. Ambos lisados de citoplasma y nucleo se guardaron inmediatamente a -

70°C hasta su posterior analisis.

Los lisados de nucleo y citoplasma de las células no tratadas y tratadas con 20 pg/mL de
tCrylAc, se separaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% y transfirieron a una
membrana de PVDF. La membrana se blogue6 con una solucion de leche al 5% toda la noche a
4°C. Luego se incubd durante 2 horas con el anticuerpo primario (anti-actina, anti- histona 4, o anti
anti-p50 y anti-p65 NF-xB) en una dilucion 1:1000. Las transferencias se lavaron 4 veces con TBS-
T y se incubaron con IgG anti-conejo marcado con IRDye 800CW (verde) a una dilucién 1:20,000
e 1gG anti-cabra marcado con Cy5 (rojo) en una dilucién 1:5000, como anticuerpos secundarios.
Las membranas se lavaron con PBS vy las proteinas se analizaron mediante "Sistema Odyssey

Infrared Imaging” (LI-COR, Lincoln, NE) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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5.12 Ensayos de fluorescencia para la deteccién de NF-kB.

Un total de 5x10* células RAW 264.7 fueron tratadas con 20 pg/mL de tCrylAc o 3 pug/mL
de LPS en 200 pL DMEM suplementado con 10% SFB en laminillas Lab-Tek de 8 pozos y se
incubaron durante 1 hora a 37°C, a continuacion, los macrofagos se lavaron con PBS y se fijaron
con paraformaldehido al 4% en PBS durante 25 minutos. Las células se lavaron con PBS y se
permeabilizaron con 0.1% Triton X-100 en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las
células se lavaron nuevamente y bloquearon con albumina al 1% durante 20 minutos. Las
subunidades de NF-kB se visualizaron por incubacidn con un anticuerpo primario especifico contra
p50 o p65 durante 1 hora, luego se incubaron con un anticuerpo secundario marcado con Cy5
durante 1 hora a temperatura ambiente. EI ADN nuclear se tifié con TO-PRO 3. Al final se lavaron
las células, se dejaron secar, los portaobjetos se montaron en Vectashield, cubierto con un
cubreobjetos de vidrio, y se examind bajo un microscopio Confocal Leica TCS/SP2 con 63x de

objetivos.
5.13 Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los niveles de citocinas, moléculas coestimuladoras y analisis de
densitometria se realizd con el programa GraphPad Prism (GraphPad version 5.03, San Diego,
California, EE.UU). Las diferencias significativas entre los grupos fueron analizadas por la prueba
U de Mann Whitney o la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con una correccion post hoc con
la prueba de comparaciones mdultiples de Dunn. Los valores de p <0,05 fue considerado

significativo.
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6. Resultados

6.1 La tCrylAc induce sobreexpresion de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 en

macrdéfagos de cultivo primario.

Para evaluar si la tCrylAc era capaz de activar macrdéfagos a través de expresion de
moléculas coestimuladoras, las células adherentes de bazo enriquecidas de macrofagos fueron
estimuladas a concentraciones de 0.5, 2.5, 5, 10 y 20 pg/mL de tCrylAc o 3 pg/mL de LPS en
1x108 células en 1 mL de medio. Después de 24 horas de incubacion las células fueron despegadas

y se determind la expresion de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86.
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Figura 5. Efectos de la tCrylAc y LPS sobre la expresion de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 en

células adherentes de bazo. Se cultivaron 1x10° células/mL con 0,5, 2,5, 5, 10 y 20 pg/mL de tCrylAc (barras
azules) 0 3 ug/mL de LPS (barra gris) durante 24 horas. Las células se recuperaron y fueron tefiidas con anticuerpos
CD80-PECy5 y CD86-FITC para su analisis por FACS. Se muestran los histogramas representativos de la

expresién de CD80 y CD86 habiendo escogido previamente la poblacién CD11b" (pertenecientes a la poblacién
de macréfagos). Los graficos de barras representan los media de los valores de las intensidades media de
fluorescencia (IMF) de experimentos independientes, *p<0.05 contra el grupo control. Los datos se analizaron
mediante una prueba no paramétrica (U de Mann Whitney).
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Observamos que la tCrylAc induce la sobreexpresion de CD80 y CD86 desde
concentraciones de 0.5 pg/mL (0.87x10® M) en células adherentes de bazo enriquecidas de
macrofagos y los valores de intensidad media de fluorescencia fueron similares a los obtenidos
cuando las células fueron estimuladas con LPS. Asi mismo, tCrylAc como el LPS inducen mayor
sobreexpresion de CD80 que de CD86, alcanzando valores promedio de IMF cercanos a 100. Por
otro lado, observamos diferencias estadisticamente significativas en la sobreexpresion de CD80
inducidas en todas la concentraciones evaluadas de tCrylAc, a diferencias de la expresion de CD86
que no se observa diferencias significantivas en células tratadas con dosis superiores a 5 pg/mL
(8.73 x10® M), a pesar que los valores de intensidad media se mantuvieron similares a los
alcanzados con LPS (figura 5).

6.2 LatCrylAc induce la secrecion de citocinas proinflamatorias IL-6, TNF-a en macrofagos

de cultivo primario

Se determind si la tCrylAc inducia la produccion de citocinas proinflamatorias 1L-6 y TNF-
a en los sobrenadantes de cultivos de macrofagos de bazo que fueron tratados o no tratados con la
tCrylAc o LPS durante 24 horas. Tanto tCrylAc como LPS indujeron significativamente la
secrecion de TNF-a y IL-6, en comparacion con las células control no estimuladas (p <0.05) (figura
6). Lo que indica junto con la capacidad de la tCrylAc de inducir la expresion de las moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86, que la tCrylAc es capaz de inducir la activacion de macréfagos

de cultivo primario.

También se evalud la concentracion de la quimiocina MCP-1, IFN-y, 11L-10 y nitritos en
sobrenadantes de las células de cultivo primario sin tratar y tratada con tCrylAc, sin embargo en
el caso de MCP-1 no se observaron cambios significativos en las concentraciones de estas
moléculas entre las células estimuladas con respecto a las no tratadas y en el caso de IFN-y, IIL-
10 y nitritos, no se encontraron concentraciones medibles de estas citocinas en los sobrenadantes

de las células (Datos no mostrados).
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Figura 6. Efectos de la tCrylAc en la produccion de citocinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-a en macréfagos de bazo.
Se determinaron los niveles de citocinas IL-6 y TNF-a en los sobrenadantes de los macrofagos de bazo no tratados
(control) y estimulados durante 24 horas con tCrylAc (5 ug/mL) o LPS (3 pg/mL). Los niveles de citocinas pro-
inflamatorias fueron evaluados por citometria de flujo utilizando un kit de Biobeads BD. Las graficas barras muestran
la media de los valores de la concentracién de citocinas expresada en pg/mL de experimentos independientes, *p <0.05
con respecto al control. Los datos fueron analizados por una prueba no paramétrica ANOVA de una via (Kruskal-
Wallis) seguido por el test post hoc de Dunn.

6.3 La tCrylAc induce la expresion de moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 en la linea

celular de macr6fagos RAW 264.7

Para determinar que vias de sefializacion podian estar participando en los efectos inducidos
por la tCrylAc en la activacién de macrofagos, se decidid trabajar con la linea celular de
macrofagos RAW 264.7, sin embargo antes se requeria determinar si la tCry activaba los
macrofagos de esta linea celular ejerciendo los mismos efectos que se habia observado que inducian
en los macrdfagos de cultivo primario. Primero se necesitd determinar las concentraciones de
tCry1Ac necesaria para inducir la expresion de las moléculas coestimuladoras y la produccion de
citocinas proinflamatorias. Asi que las células RAW 264.7 fueron estimuladas con diferentes
concentraciones (2.5, 5, 10 y 20 pg/mL) de tCrylAc o 3 pg/mL de LPS en 1x10° células/mL de
DMEM. Después de 24 horas de incubacion, las celulas se centrifugaron a 377 g durante 5 minutos
y se tifieron con anticuerpos especificos marcados con diferentes fluorocromos (anti CD80-Cys5,
anti CD86-FITC y ICOS-L-PE) y se analizaron por citometria de flujo (figura 7).
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Figura 7. Efectos de la tCrylAc y LPS en la expresion de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y ICOS-

L en células de la linea RAW 264.7. Las células (1.0 x 106 células/mL) se estimularon con diferentes dosis de
tCrylAc (2,5, 5, 10 y 20 pg/mL; barras azules) o 3 pg/mL LPS (barra gris) durante 24 horas. Posteriormente se
recuperaron y se tifieron para su analisis por FACS. Se muestran los histogramas representativos de la expresion
de CD80, CD86 y ICOS-L. Los graficos de barras representan la media de los valores de las intensidades media
de fluorescencia (IMF) de experimentos independientes, *p<0.05 contra el grupo control. Los datos se analizaron
mediante una prueba no paramétrica (U de Mann Whitney).

La tCrylAc también es capaz de activar las células RAW 264.7, ya que indujo un
incremento sobre la superficie de las células de las moléculas CD80, CD86 y ICOS-L. A pesar
que se observa una tendencia a aumentar la expresion de las moléculas coestimuladoras
dependiente de la dosis desde que se estimula las células con 5 pg de tCrylAc, se necesita una
mayor concentracion de tCrylAc (20 pg/mL) para lograr una diferencia estadisticamente
significativa sobre el control no estimulado (figura 7). La necesidad de esta concentracion mas alta
necesaria para inducir la activacion de los macrofagos RAW 264.7 puede ser por la elevada tasa
de crecimiento y estrés que las lineas celulares normalmente sufren durante el cultivo. También
observamos que en condiciones basales, la expresion de CD80 era considerablemente mayor en las

células RAW 264.7 (IMF = 150) que en los macrdfagos de cultivo primario (IMF = 40), lo que
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sugiere que CD80 se encuentra constitutivamente expresada en la linea celular de RAW 264.7,
como se ha reportado anteriormente (Moreno-Fierros et al., 2013).

En vista de estos resultados, entonces decidimos realizar nuestros siguientes ensayos en
células RAW 264.7 estimulando a las células con una concentracion de 20 pg/mL (34.9 x108 M)
de tCrylAc, que es la concentracion que provocd una activacion significativa en la expresion de

las moléculas coestimuladoras.

A pesar gque se ha reportado que la pCrylAc es capaz de inducir la expresion de moléculas
coestimuladoras en células de cultivo primario de bazo y de la linea celular de macréfagos RAW
265.7 desde concentraciones de 5 pg/mL (3.97x10® moles/L) (Moreno-Fierros et al., 2013a), es
necesario hacer estos experimentos en conjunto ambas proteinas (tCrylAc y pCrylAc) para

establecer una comparacion mas real entre ellas.

6.4 La tCrylAc induce la secrecion de citocinas proinflamatorias IL-6, TNF-a y MCP-1 y
aumenta la produccion de nitritos en los macréfagos RAW 264.7.

Se determing la produccién de citocinas proinflamatorias y nitritos de los sobrenadantes de
los cultivos de células RAW 264.7 tratadas y no tratadas con la tCrylAc o LPS durante 24 horas.
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Figura 8. Efectos de la tCrylAc en la produccidn de citocinas pro-inflamatorias y nitritos en células RAW 264.7.
Se determinaron los niveles de citocinas IL-6, TNF-o. y MCP-1 (A) Yy nitritos (B) en los sobrenadantes de los
macréfagos RAW 264.7 no tratados (control) y estimulados durante 24 horas con tCrylAc (20 ug/mL) o LPS (3
pg/mL). Los niveles de citocinas pro-inflamatorias fueron evaluados por citometria de flujo utilizando un kit de
Biobeads BD, y los nitritos se midieron usando un ensayo de Griess. Las graficas barras muestran la media de la
concentracion en pg/mL de experimentos independientes, *p <0.05 con respecto al control. Los datos fueron
analizados por una prueba no paramétrica, ANOVA de una via (Kruskal-Wallis) seguido por el test post hoc de
Dunn.
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Ambos, la tCrylAc y el LPS indujeron significativamente la secrecion de TNF-a, IL-6 y
MCP-1 y la produccion de NO, en comparacion con las células control no estimuladas (p <0,05)

(figura 8), que apoya aun mas la capacidad de la tCrylAc para activar macrofagos.
6.5 La tCrylAc induce la fosforilacion de las MAPKs p38, INK y ERK1/2.

Para determinar si las MAPKs ERK1/2, INK y p38 estaban involucradas en la activacion
de macrofagos inducidos por la tCrylAc, las células RAW 264.7 se lisaron despues de 5, 15, 30 y
60 minutos de estimuladas con 20 pg/mL de tCrylAc o 3 pug/mL de LPS, posteriormente los

lisados se analizaron por Western blot.
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Figura 9. La tCry1Ac induce la fosforilacion de las MAPKs ERK1/2, p38 y JNK. A) Western blot representativo
de lisados de células RAW 264.7 sin tratar y tratadas con 20 pug/mL de tCrylAc o 3 pg/mL LPS en medio DMEM
durante 5, 15, 30 y 60 minutos. Los niveles de ERK1 / 2, p38, y JNK fosforilados (p) se detectaron usando
anticuerpos especificos para p-ERK1/2 y ERK1/2, p-p38 y p38, y p-JINK y JNK. B). Las gréaficas de barra muestran
la cuantificacion por densitométrica de las bandas de Western de tres experimentos independientes y se expresan

. ., . . &
como la media de la proporcion de los valores fosforilados /no fosforilados con respecto al control, *p <0.05,y p
<0.01. Los datos se analizaron mediante una prueba no paramétrica (U de Mann Whitney).
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Como se muestra en la figura 9, tanto la tCrylAc como el LPS inducen la fosforilacién de
ERKZ1/2 fosforilacion. Sin embargo, el tiempo en que promueven la activacion es distinto, por
ejemplo en el caso de la tCrylAc, la activacion aumenta con el tiempo y alcanza un maximo
después de 1 hora del estimulo, mientras que en el caso de LPS, despues de los primeros 5 minutos
de la activacion se inicia un descenso lentamente de la fosforilacion de ERK1/2. Del mismo modo,
tCrylAc y LPS inducen un aumento en la fosforilacion de p38, pero la tCrylAc induce la
fosforilacion de p38 mas rapido (15 min) que el LPS (30 min), de igual manera el tiempo en que
se observa la activacion de JNK inducida por la tCrylAc y el LPS es notablemente diferente, ya
que la activacion de JNK inducida por la tCrylAc tard6 casi una hora, pero en el caso de LPS,

ocurre dentro de los 15 minutos.

La tCrylAc como el LPS, inducen la fosforilacion de las cinasas ERK1/2, p38 y JNK, lo
que sugiere que estas MAPKSs estan involucrados en los procesos de activacion inducidas por

ambas moléculas en macréfagos RAW 264.7.

6.6 La sobreexpresién de CD80 inducida por la tCryAc en las células RAW 264.7 disminuye
por el inhibidor de p38.

Con el fin de determinar si las vias de las MAPKSs participaban en la expresion de las
moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y ICOS-L inducidas por las tCrylAc, se evalud la
expresion de estas moléculas coestimuladoras cuando las células fueron estimuladas con tCrylAc
0 LPS en presencia de los inhibidores de MAPKs: MEK1/2-ERK1/2 (PD-098059), JNK
(SP600125) y p38 (SB203580). Como se muestra en la figura 10, la sobreexpresion de CD80
inducida por la tCrylAc y LPS, disminuyé con el inhibidor de p38 (SB203580), mientras que al
pre-tratar las células con el inhibidor de MEK1/2-ERK1/2 se observé un incremento en la
sobreexpresion de ICOS-L. Por lo tanto, de manera similar a LPS, tCrylAc induce la expresion de
CD80 principalmente a través de la via MAPK p38 en las células RAW 264.7. Este resultado
también nos sugiere que la activacion de INK y ERK1/2 inducida por tCrylAc no ocurre rio arriba
de la activacion inducida hacia p38, que puede ser de manera paralela o rio abajo de esta via y que
su contribucion a la sobre la expresion de CD80 es muy poco en comparacion con la que proviene
de la via de p38. A diferencia de la sobrexpresion de CD80, la sobreexpresion de CD86 inducida

por tCrylAc o el LPS no fueron afectados por los inhibidores de las MAPKSs utilizados.
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Figura. 10. Efectos de los inhibidores especificos de las MAPKs ERK1/2, p38 y JNK en la sobresobrexpresion de la
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 e ICOS-L inducidas por tCrylAc o LPS en los macroéfagos RAW 264.7. Las
células se dejaron sin tratar (-) o se trataron previamente (+) durante 1 hora con inhibidores de MEK1/2-ERK1/2
(PD098059), JNK (SP600125) y p38 (SB203580), posteriormente se estimularon con la tCrylAc (20 ug/mL/1x10°
células /mL) o LPS (3 ug/mL/1x108 células/mL) y se cultivaron durante 24 horas a 37°C. Se muestran los histogramas
representativos de FACS de CD80, CD86 y ICOS-L. Las gréficas de barra muestran la media de las intensidades medias
de fluorescencia (IMF) de la poblacion total de experimentos independientes. *p <0.05 con respecto al control. Los datos
fueron analizados por una prueba no paramétrica, ANOVA de una via (Kruskal-Wallis) seguido por el test post hoc de
Dunn.

6.7 La sobreproduccion de IL-6, TNF-o. en macréfagos RAW 264.7 es inhibida al utilizar el
inhibidor especifico de la MAPK p38.

Para determinar si el aumento en la produccion de citocinas proinflamatorias inducidas por
la tCrylAc estaba mediada por la via de las MAPKS, los sobrenadantes de las células RAW 264.7
que fueron pre-tratadas durante una hora con inhibidores de las MAPKs: MEK1/2-ERK1/2 (PD-
098059), JNK (SP600125 y p38 (SB203580) y luego estimuladas con la tCrylAc o LPS durante
24 horas fueron recolectados. Posteriormente se determind la concentracion de las citocinas
proinflamatorias de IL-6, TNF-a y la quimiocina MCP-1 y se compard con las células estimuladas

con tCrylAc sin el uso de inhibidores.
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Nuestros resultados sugieren que la produccion de IL-6, MCP-1 y TNF-a inducidos por
tCrylAc fue diferente manera por la via de las MAPKSs. La produccion de IL-6 y TNF-a inducida
por la tCrylAc o el LPS se redujo principalmente por el inhibidor de p38, lo que indica que esta

via media la sobreproduccion de 11-6 y TNF-a inducida por tCryl Ac (figura 11).

La células pre-tratadas con el inhibidor de MEK1/2-ERK1/2 disminuyd la sobre produccién
de MCP-1 inducida por tCrylAc y el LPS, lo que indica que la via de la MAPK ERK1/2 esta

implicada en la producciéon de MCP-1 en macrofagos estimulados con la tCrylAc y LPS.
6.8 La tCrylAc induce las translocacion nuclear de las subunidades p65 y p50 de NF-kB

El factor de transcripcion NF-«B se localiza de manera basal en el citoplasma formado por
un complejo proteico de manera mas abundante por el heterodimero p50 y p65 y la proteina
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inhibidora IxB. La activacion de NF-«xB se inicia con la degradacion de IxkB, que deja libre el
complejo NF-xB para entrar al nucleo, donde se une a secuencias especificas en regiones

promotoras de sus genes blancos e iniciar la transcripcion.

Para determinar si la via de sefializacion de NF-«xB estaba involucrada en la activacion de
los macréfagos inducidos por la tCrylAc se analizo la translocacion nuclear de las subunidades
p50 y p65 por Western blot, identificando la presencia de estas subunidades en la fraccion nuclear
y fraccion de proteinas citoplasmaticas de células RAW 264.7 estimuladas y no estimuladas con la
tCrylAc. Nuestros resultados indicaron que como el LPS, la estimulacion con la tCrylAc también
promueve la translocacion nuclear de la subunidad p65 de NF-kB (Fig.12 A). En contraste, no se
observa un aumento de las concentraciones de p50 con respecto a las células sin estimular en el
nucleo, pero si una concentracion basal de p50, lo que sugiere la posibilidad que al coexistir estas

dos proteinas en el ndcleo, estén forme el heterodimero p50/p65.

También se observé por microscopia confocal (figura 12B) un incremento de las
subunidades p50 y p65 en el ndcleo en las células estimuladas con la tCrylAc o LPS. Lo que estos
resultados nos indican que el factor de transcripcion NF-«xB esta implicado en los efectos inducidos

de la tCrylAc de activacion de los macréfagos.

Nucleo Citoplasma

Control tCry1Ac LPS Control tCry1Ac LPS

0.0139

600
. " [ pes B pes
° O pso N O pso a
] S
T o T
v £ 4004 00093 £ £ 4004
L3 c3
2% . g%
. L]
-ﬁ o b '8 - .
85 2004 . 03 204
3 al
0 . 04
Control tCrylAc LPS Control tCrylAc LPS

53



Mock

tCry1Ac

LPS

Nucleo Merge Nomarski

p50 Nucleo Merge Nomarski

Mock

tCry1Ac

LPS

Figura 12. LatCrylAc promueve la translocacion nuclear de NF-kB en los macrofagos RAW 264.7. A) Las células se trataron
con 20 pg/mL de tCrylAc o 3 ug/mL de LPS y se cultivaron durante 1 hora a 370C, se separd las fracciones nucleares y
citosolicas. Se realiz6 un inmunoblot con anticuerpos especificos anti-p50 y anti p65; los anticuerpos anti-actina y anti-
histonas se utilizaron como controles internos para las fracciones citoplasmaticas y nucleares, respectivamente. Se muestra
un Western blot para las fracciones nucleares y citoplasmaticas, respectivamente y un grafico de barra donde se muestra el
andlisis densitométrico del Western blot de NF-xB p50 y p65. Los valores fueron normalizados a histona 4 (H4) o actina de
las fracciones nucleares y citoplasmaticas, respectivamente. B) tCrylAc promueve la translocacion nuclear de NF-kB en las
células RAW 264.7 observado por un ensayo de fluorescencia. Los macréfagos se dejaron sin tratar o se trataron con tCrylAc
0 LPS (5x10° células/200pL) durante 1 hora. tCrylAc se tifio con fluoresceina (verde), y el ADN nuclear se tifié con TO-
PRO 3 (azul). Las diapositivas fueron observadas por microscopia confocal. Barra de escala: 20 pm.

7. Discusion

Las proteinas CrylAc se han utilizado ampliamente como biopesticidas (Sansinenea, 2012),
y se expresan como toxinas truncadas y/o modificadas en plantas transgénicas para el consumo
humano y animal. Sin embargo, sus efectos en los mamiferos no ha sido completamente evaluado,
y la mayoria de los estudios se han centrado principalmente en evaluar la seguridad y la toxicidad
de la proteina (Rubio-Infante and Moreno-Fierros, 2016) .

Previamente, nuestro grupo de investigacion reportd que la pCrylAc es un potente

inmuno6geno y adyuvante de vacunas de mucosas y que unos de los mecanismos por la cual ejercer
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su efecto inmunoestimulador es a través de la activacion de macréfagos. Se observé que era capaz
de inducir la expresion de moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 e inducir la produccion de
citocinas proinflamatorias TNF-a, 11-6 y MCP-1 después de administrar la pCrylAc por via
intranasal e intraperitoneal en ratones BALB/c y evaluar la respuesta en diferentes sitios de

mucosas (Moreno-Fierros et al., 2013).

Al determinar las coordenadas cristalograficas de la pCrylAc (Evdokimov et al., 2014), se
observo que presentan 7 dominios en su estructura, de los cuales los dominios I, Il 'y 11 coinciden
con los tres dominios estructurales que conforman a la tCrylAc, es decir, que la tCrylAc constituye
la mitad de la region N-terminal en la secuencia y estructura de la pCrylAc (figura 13). En un
estudio previo, se observo que la mitad N- terminal de pCry1A era importante en las propiedades
inmunogénicas de la proteina, ya que la mayoria de los anticuerpos inducidos en suero en ratones
inmunizados con pCrylAc estaban dirigidos hacia la region de la toxina (Guerrero et al., 2004), lo
que sugiere que la toxina es importante en la capacidad de la protoxina de activar macréfagos. En
este trabajo, se muestra por primera vez que la tCrylAc también es capaz de activar los macréfagos
a traves de inducir la sobreexpresion de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86, la
sobreproduccidn de citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-6, la quimiocina MCP-1y la produccién
del NO.

Aunque tanto tCrylAc como pCrylAc son capaces de activar los macréfagos, se observan
diferencias en los efectos por los cuales llevan a cabo la activacién. En primera instancia, aunque
observamos que con 0.5 pg/mL la tCrylAc induce la expresion de CD80 en cultivo primario se
necesita una concentracion de 20 pg/mL (34.9 x10® moles/L) para inducir la expresion de las
moléculas coestimuladoras en macr6fagos RAW 264.7, lo que representa 9 veces mas la
concentracion molar minima que se ha reportado que necesita la pCrylAc para inducir la activacion
de los macréfagos RAW 264.7 que es de 3.97x10® moles/L (5 pg/mL). Al ser la pCrylAc una
proteina de mayor tamarfio (con aproximadamente 507 residuos de mas que la tCrylAc), se podria
pensar que esta proteina contiene en su estructura mayor cantidad epitopes necesario para inducir
una respuesta y por lo tanto se necesitaria menor concentracion de esta proteina con respecto a la
tCry1Ac para inducir la activacion de macrofagos y posiblemente para ejercer su accion adyuvante.

Aunque seria necesario validarlo a través de los ensayos correspondientes, de la misma manera que
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seria interesante determinar en qué parte de las estructuras de las proteinas Cry se encuentran los

epitopes inmunogénicos y protectores.

En un trabajo previo de nuestro grupo, se sugirié la participacion de la via de las MAPKs
en la sobreexpresion de las moléculas coestimuladoras y produccion de citocinas proinflamatorias
inducidas por la pCrylAc en macrofagos de la linea celular RAW 264.7, ya que se observo una
inhibicion parcial de los efectos inducidos por la pCrylAc después de haber pre-tratado las células
con los inhibidores de las MAPKs MEK1/2- ERK1/2 y p38 (Moreno-Fierros et al., 2013b). Sin
embargo, no se evalu6 si la pCrylAc inducia la fosforilacién de las MAPKs por Western blot,
como se ha realizado en el presente estudio con la tCrylAc, donde se demostrd que la estimulacion
de las células RAW 264.7 con tCrylAc indujo la fosforilacion de las cinasas ERK1/2, p38 y JINK
y promovio la translocacion nuclear de las subunidades p50 y p65 de NF-kxB. Ademas nuestros
datos indican también la participacion de las vias de MAPK en la activacion de macrofagos de la

linea celular RAW 264.7 al utilizar inhibidores especificos de esta via.

Observamos que p38 y ERK1/2 son las cinasas que median principalmente los efectos
inducidos por tCrylAc en macrofagos RAW 264.7 al pre-tratar las células con los inhibidores
especificos de las MAPKS, donde la sobreexpresion de CD80 y la produccion de citocinas IL-6 y
TNF-a fueron reducidas significativamente por el inhibidor de p38 (SB203580), mientras que el
inhibidor de MEK1/2-ERK1/2 aument0 la sobreexpresion de ICOS-L y la produccién de MCP-1.
Sin embargo las tres MAPKs ERK1/2, INK y p38 median los efectos inducidos por pCrylAc en
macrofagos, donde ERK1/2 media la sobrexpresion de CD80, CD86 y producciéon de MCP-1, INK
media la sobreproduccion de TNF-a y MCP-1 'y p38 participa en la sobrexpresién de CD86 y la
produccion de las citocinas proinflamatorias IL-6, TNF-a y la quimiocina MCP-1 (Tabla 1). Lo
que nos indica, que a pesar que la tCrylAc es importante como parte de la estructura de pCrylAc
en su mecanismo inmunogénico, la mitad C-terminal de la pCrylAc (Dominios 1V, V, VI, VII) o

la proteina total de pCrylAc es importante en su mecanismo inmunoestimulador.

Al comparar la magnitud de los efectos de activacion inducidos por tCrylAc con el LPS
(una molécula que ha sido ampliamente caracterizada por su habilidad de activar los macréfagos,
e inducir las vias de las MAPKSs y el factor de transcripcion NF-kB) (Rao, 2001; Tada et al., 2013),

observamos que la tCrylAc induce la sobrexpresion de CD80 y CD86 y la produccidn de citocinas
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proinflamatorias en los macréfagos a niveles similares a los alcanzados con el LPS. Sin embargo,
cuando comparamos la fosforilacion ERK1/2, p38 y JNK inducidas por LPS o tCrylAc,
observamos que muestran diferente tiempos de activacion y magnitud en la respuesta, lo que
sugiere que estas moléculas pueden estar actuando por diferentes mecanismos de activacion (figura
9).

Nuestro resultados que muestran la participacion de las MAPKs y NF-kB en los efectos
relacionados con la activacion de macrofagos inducida por tCrylAc, coinciden con lo ya descrito,
en que diversos efectos inducidos durante la activacion de los macrofagos estan mediados por las
vias MAPKs y NF-kB (Arthur and Ley, 2013; Jeffrey et al., 2007) y ademas que las vias de MAPK
activan las subunidades p50/p65 de NF-xB (Guha and Mackman, 2001); el cual es necesario para
la transcripcion de muchas citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1, IL-6, y IL-8 (Blackwell
and Christman, 1997; Dinarello, 2000).

Los mecanismos moleculares que regulan la expresion de las moléculas coestimuladoras
CD80 y CD86 no han sido completamente caracterizados. Aunque se sabe que la via de IRF3y la
produccidn de los IFN-1 son cruciales para la sobrexpresion de moléculas coestimuladoras CD80,
CD86 y CD40, en células estimuladas con LPS; varios estudios describen la participacion de la
via de las MAPKs en la expresion de las moléculas coestimuladoras al utilizar inhibidores
especificos de esta via (Nakahara et al., 2006). Por ejemplo, que la expresion de CD80 inducida
por LPS es mediada a través de JNK en células monociticas (Lim et al., 2005), y que JNK y p38
estan implicadas en la expresion de CD80 y CD86 inducida por LPS en DCs humanas (Nakahara
et al., 2004). Ademas, se ha establecido claramente que la via p38 de las MAPKSs regula la
produccion de citocinas proinflamatorias tales como IL-1B, TNF-o ¢ IL-6 (Adams et al., 2001;
Ashwell, 2006; Clark, 2009). Sin embargo, nuestros resultados sugieren que p38 esta implicado
principalmente en la sobreexpresion de CD80 y la produccion de IL-6 y TNF-a en los macréfagos

estimulados con tCrylAc y el LPS.

Aunque en este trabajo se sugiere que la activacion de las MAPKSs inducidas por tCrylAc
esta relacionada con la respuesta inflamatoria en macrofagos, es sabido que las cinasas ERK1/2,

JNK 'y p38 son enzimas que también modulan varios eventos celulares, responden a stress fisico
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y quimicos y estan involucradas en otros procesos celulares como crecimiento, diferenciacion,
inflamacién y la apoptosis (Arthur and Ley, 2013; Plotnikov et al., 2011).

Por otro lado, también se ha descrito que las toxinas Cry induce la activacion de la MAPK
en otros sistemas, como los insectos, como un mecanismo de defensa y resistencia hacia las
proteinas Cry (Cancino-Rodezno et al., 2013; Canton et al., 2015; Guo et al., 2015; Qiu et al.,
2017). Enun estudio in vivo se observo que las toxinas CrylAb y Cryl1Aa induce la fosforilacion
de la MAPK p38 en las células del intestino medio de Manduca sexta y Aedes aegypti,
respectivamente, y el silenciamiento del gen de p38 provocd que ambas especies de insecto se
hicieran mas sensible a la accion de la toxina Cry, lo que sugeria que esta via estaba involucrada

en la defensa de los insectos contra las toxinas Cry (Cancino-Rodezno et al., 2013).

Figura 13. Superposicién de las estructuras de la pCrylAc (verde) y la tCrylAc (azul). La figura fue realizada con
las coordenadas cristalograficas depositadas en el PDB para pCrylAc, con codigo 4W8J y para tCrylAc, con
cdédigo 4ARX, utilizando el programa PyMOL.
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Tabla 1. Comparacion de los efectos inducidos por pCrylc y tCrylAc en macrdfagos RAW 264.7

tCry1Ac pCry1Ac
Moléculas coestimuladoras 20 pg 5 ug
Efecto de los inhibidores de las MAPKs
en la expresion de las moléculas CDBO (p38) CD80 (ERK1/2)
h P CD86 (ERK1/2, p38)
coetimuladoras
Efecto de inhibidores de las MAPKs en la IL-6 (p38) IL-6 (p38)
d ion de citocinas proinflamatorias TNF-a (p38) TNF-a (38, JNK)
produccio P MCP-1 (ERK1/2) | MCP-1 (ERK1/2, p38, JNK)

La pCrylAc es capaz de inducir la activacion de macrofagos a una concentracion de 5 pg/mL, sin embargo la tCrylAc
necesita una concentracion de 20 pg/mL para inducir la expresién de las moléculas estimuladoras en macr6fagos RAW
264.7. Las MAPKs ERK1/2, JNK y p38 median los efectos inducidos por pCrylAc en macr6fagos RAW 264.7, sin
embargo la cinasa JNK no parece participar en la expresion de las moléculas coestimuladoras ni la produccién de
citocinas inducidos por tCrylAc.
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8. Conclusiones

LatCrylAc induce la activacion de macr6fagos murinos de bazo y de la linea celular RAW
264.7 resultando en la sobrexpresion de moléculas coestimuladoras CD80 y CD86, la produccion
de nitritos, las citocinas proinflamatorias IL-6, TNF-a y la quimiocina MCP-1; y estos efectos son
mediados por la via de las MAPKS ERK1/2 y p38.

La tCrylAc induce los mismos efectos que la pCrylAc como resultado de la activacion de
macrofagos, sin embargo existen diferencias en la concentracion de proteinas necesaria y las vias

de sefializacion que median estos efectos (figura 14).
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Figura 14. Efectos de tCrylAc en macrofagos RAW 264.7. (A). La tCrylAc induce la activacion de los macrofagos que
resulta en la sobrexpresién de moléculas coestimuladoras CD80, CD86 e ICOS-L, la produccién de nitritos, la citocinas
proinflamatorias 1L-6, TNF-a y la quimiocinas MCP-1, ademas activa la via de las MAPKSs e induce la translocacion al
nlcleo de NF-kB en macréfagos RAW 264.7. (B) Las MAPKs ERK1/2 y p38 median los efectos inducidos por la tCrylAc
en macrofagos RAW 264.7 ya que al pre-tratar las células con el inhibidor de p38 (SB203580) disminuye la sobreexpresién
de CD80 y la produccién de las citocinas TNF-o e IL-6 inducidas por tCryAc, y al pretratarlas con el inhibidor de MEK1/2-
ERK1/2 aumenta la sobreexpresion de ICOS-L y disminuye la produccion de MCP-1. Sin embargo JNK no parece mediar en

los efectos inducidos por tCrylAc analizados en este proyecto.
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9. Perspectivas

Nuestros resultados indican la capacidad de tCrylAc para activar los macréfagos a traves
de las vias de MAPKSs y el factor de transcripcion NF-«B, lo que contribuye a la comprension de
las bases moleculares por la cual llevan a cabo sus efectos inmunoestimuladores. Sin embargo,
nuestros resultados también instan la necesidad de una evaluacion més profunda a través de
estudios adicionales, para determinar si la tCrylAc induce la activacion de vias de sefializacion en
otros tipos celulares como la mucosa intestinal, considerando que las proteinas Cry se expresan
actualmente en cultivos genéticamente modificados (GM) como el maiz y la berenjena, que se
utilizan para consumo humano (McClintock JT, Schaffer CR, 1995; Rubio-Infante and Moreno-
Fierros, 2016).

Asi mismo, es importante tener en cuenta que en este estudio se utilizé una tCrylAc
purificada, por lo que no se puede asumir que los efectos observados de activacion seran similares
a los inducidos por las proteinas expresadas en GM en las que las toxinas estan truncadas o
modificada; por lo tanto, los efectos de cada una de estas proteinas modificadas deben ser evaluados
en los mamiferos y los organismos no diana, ya que como resultados de estas modificaciones, las
propiedades inmunoldgicas de CrylAc también pueden modificarse (Rubio-Infante and Moreno-
Fierros, 2016).

Aunqgue en nuestro trabajo nos enfocamos en el papel de las MAPKSs y NF-kB como parte
de la caracterizacién de las vias de sefializacidn, no descartamos evaluar otras rutas que se han
descrito que participan en la produccion de citocinas proinflamatorias, como es la via de
JAK/STAT (Murray, 2007; Schindler et al., 2007) y las asociadas a los receptores tipo NOD
(NLRs). También las relacionadas a la expresion de moléculas coestimuladoras, lo que seria muy
interesante ya que han sido menos estudiadas, como es la via dependiente de TRIF, asociadas a los
TLRs (Hoebe et al., 2003; Lien and Golenbock, 2003). Igualmente seria interesante ver la
participacion de otras moléculas relacionada con la regulacién como las fosfatasas MKP. Por otra
parte, aln se necesitan estudios futuros para determinar como esta proteina es reconocida por las
celulas de mamiferos, asi como realizar una exploracion mas amplia del perfil de citocinas

inducidas.
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The Cry1Ac toxin from Bacillus thuringiensis is used commercially as a bio-insecticide and is expressed
in transgenic plants that are used for human and animal consumption. Although it was originally con-
sidered innocuous for mammals, the Cry1Ac toxin is not inert and has the ability to induce mucosal
and systemic immunogenicity. Herein, we examined whether the Cry1Ac toxin promotes macrophage
activation and explored the signalling pathways that may mediate this effect. Treatment of primary and
RAW264.7 macrophages with the Cry1Ac toxin resulted in upregulation of the costimulatory molecules

Key WordS: L CD80, CD86 and ICOS-L and enhanced production of nitric oxide, the chemokine MCP-1 and the proin-
Bacillus thuringiensis ) . .

CrylAc toxin flammatory cytokines TNF-a and IL-6. Remarkably, the Cry1Ac toxin induced phosphorylation of the
Macrophage activation mitogen-activated protein kinases (MAPKs) ERK1/2, JNK and p38 and promoted nuclear translocation
MAPK pathways of nuclear factor-kappa B (NF-kB) p50 and p65. p38 and ERK1/2 MAPKs were involved in this effect, as

indicated by the Cry1Ac-induced upregulation of CD80 and IL-6 and TNF-« abrogation by the p38 MAPK
inhibitor SB203580. Furthermore, treatment the MEK1/2 kinase inhibitor PD98059 blocked increases
in MCP-1 secretion and augmented Cry1Ac-induced ICOS-L upregulation. These data demonstrate the

capacity of the Cry1Ac toxin to induce macrophage activation via the MAPK and NF-kB pathways.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Cry proteins are produced as crystalline inactive protoxins in
parasporal bodies by the Bacillus thuringiensis (Bt) soil bacterium.
Upon ingestion by susceptible insect larvae, the crystals are sol-
ubilized in the midgut and proteolytically processed by trypsin,
generating the active Cry toxin. The Bt bacterium, spores, protox-
ins, toxins or Bt transgenic plants have been used commercially as
bioinsecticides (Sansinenea, 2012). There are some spray products
that contain the crystal protoxin, whereas in genetically modified
(GM) plants, the Cry proteins are expressed in soluble form as tox-
ins or modified Cry toxins, for example in maize, tomato, soybean,
eggplant and rice.

Despite being regarded as innocuous to mammals, the Bt Cry1Ac
toxin does interact with mammalian cells (Mesnage et al., 2013;
Rubio-Infante and Moreno-Fierros, 2016). Cry1Ac protoxin is a
potent immunogen (Moreno-Fierros et al., 2002, 2000; Vazquez-
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E-mail addresses: lemofi@unam.mx, draleticiamorenofierros@yahoo.com
(L. Moreno-Fierros).
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1357-2725/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Padron et al, 1999), a mucosal adjuvant (Esquivel-Pérez and
Moreno-Fierros, 2005; Vazquez et al., 1999) and can even func-
tion as a vaccine carrier (Moreno-Fierros et al, 2003). As an
adjuvant, it enhanced protection in four murine infection mod-
els, specifically amoebic meningoencephalitis (Rojas-Hernandez
et al., 2004), malaria (Legorreta-Herrera et al., 2010), cysticerco-
sis (Ibarra-Moreno et al., 2014) and brucellosis (Gonzalez-Gonzalez
etal., 2015). When Cry1Ac protoxin was administered intranasally
and intraperitoneally to mice, it increased the expression of the
costimulatory molecules CD80 and CD86, the chemokine MCP-1,
and the proinflammatory cytokines TNF-a and IL-6 in adherent
cells from different mucosal sites. Interestingly, in several cases,
the effects of Cry1Ac protoxin were comparable to those obtained
with lipopolysaccharide (LPS) (Moreno-Fierros et al.,2013).In toxin
form, Cry1Ac has also been reported to be a good systemic and
mucosal immunogen (Guerrero et al., 2004), but other than this,
nothing is known about its effects on the immune system.

The mechanism by which Cry proteins exert their insecticidal
activity in target insects has been extensively characterized. Indeed,
it has been documented that activated Cry toxin interacts with the
midgut epithelium of susceptible insects to form pores in the mem-
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brane that lead to the killing of specific insect targets via osmotic
shock (Bravo et al., 2011; Zavala et al., 2011). In contrast, the direct
biological effects of Cry proteins in mammalian cells have been
rarely explored, but it has been argued that Cry1Ab and Cry1Ac
do not appear to be inert in human fibroblasts and exert certain
combinatory actions (Mesnage et al., 2013).

In view of the described immunogenic properties of Cry1Ac and
knowing that it is expressed in the form of a toxin in transgenic
plants for human consumption (Rubio-Infante and Moreno-Fierros,
2016), we considered it important to determine if Cry1Ac exerts
direct effects in immune system cells and to perform studies aimed
at understanding the cellular bases of such effects.

Therefore, in this work, we first determined whether Cry1Ac
toxin was able to induce macrophage activation; thus, the upreg-
ulation of costimulatory molecules (CD80 and CD86), and the
production of inflammatory cytokines were evaluated by flow
cytometry in primary murine macrophages as well as in RAW264.7
cells. Next, to elucidate the signal transduction pathways activated
by this toxin, we analysed by Western blot the phosphorylated
forms of the extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2), c-
Jun N-terminal kinase (JNK) and mitogen-activated protein kinase
(p38) in RAW264.7 cells stimulated with Cry1Ac toxin or LPS
(used as a positive control of macrophage activation). We selected
RAW264.7 cells because they exhibited Cry1Ac-induced activation
and because this cell line has been widely used to characterize
MAPK pathways after stimulation with other toxins or to evaluate
novel anti-inflammatory compounds (Cho et al., 2011; Schnitzler
et al., 2007). Thereafter, to determine whether the toxin-induced
activation was mediated through MAPK pathways, we pretreated
RAW264.7 cells with signalling inhibitors of Mitogen-activated
protein kinase 1/2 (MEK1/2)-ERK1/2, JNK and p38 (PD98059,
SP600125 and SB203580, respectively) and then analysed costim-
ulatory molecules and cytokines.

As an additional activation parameter, we examined nitrite pro-
duction in RAW264.7 cells stimulated with Cry1Ac toxin. Finally,
given that several studies have reported the activation of NF-kB
triggered by MAPKs as a critical mediator of macrophage activa-
tion and inflammatory responses (Hayden et al., 2006), and as our
findings showed the participation of MAPKs in the Cry1Ac-induced
activation of macrophage RAW264.7 cells, we also examined
whether Cry1Ac toxin induced nuclear translocation of the p50 and
p65 subunits.

Our results show the capacity of CrylAc toxin to induce
macrophage activation by provoking the upregulation of costim-
ulatory molecules B7.1 (CD80) and B7.2 (CD86) and promoting
proinflammatory cytokine production in RAW264.7 macrophages,
and we demonstrated that these effects are mediated via the acti-
vation of MAPKs (ERK1/2, JNK and p38) and NF-kB pathways.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Foetal bovine serum (FBS) and L-glutamine, 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES),
2-B-mercaptoethanol, and essential amino acids were obtained
from GIBCO Life Technologies (Grand Island, NY, USA). CD16/32
(FcyIl/IIIR), CD86- Fluorescein isothiocyanate (FITC), CD80
Phycoerythrin-Cyanin 5.1 (PE-Cy5), Inducible T-cell co-stimulator
ligand- Phycoerythrin (ICOS-L-PE), F4/80, CD11c and CD11c-
Cyanine 5 (Cy5) fluorochrome-labelled monoclonal antibodies
and a Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit were
obtained from BD Biosciences (San José CA, USA). A Nitrate/Nitrite
Colorimetric Assay Kit was purchased from Cayman Chemical
Company, (Michigan, USA). Rabbit anti-non-phosphorylated or

phosphorylated (p-) ERK1/2, p38, JNK and p65 NF-kB antibodies
were obtained from Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
USA). Actin, histone 4 or p50 NF-kB antibodies were obtained
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies were from Thermo
Scientific Pierce (Rockford, IL.61105 USA). Secondary antibody
anti-rabbit IgG labelled with IRDye800 was purchased from LiCor
Biosciences (LiCor, Lincoln, NE, USA), and anti-goat IgG-Cy5 from
Jackson ImmunoResearch (West Grove, PE, USA), polymixin B
resin (Affi-Prep Polymyxin Resin) was obtained from Bio-Rad
(Hercules, CA, USA). Vectashield was purchased from Vector
Laboratories (Burlingame, CA, USA). Enhanced chemiluminescence
was obtained from Amersham Life Sciences (Buckinghamshire,
UK). Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640) medium,
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), LPS (E. coli, serotype
0111:B4), an “E-TOXATE” Kit, penicillin, streptomycin, PD98059,
SP600125, SB203580, Nonidet P-40, aprotinin, leupeptin, phenyl-
methylsulfonyl fluoride, dithiothreitol, Tween 20 and all other
chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

2.2. Recombinant Cry1Ac toxin protein

Recombinant Cry1Ac protoxin was purified from IPTG-induced
E. coli JM103 (Pos900) cultures as previously described (Rojas-
Hernandez et al., 2004). Protoxin was solubilized, and toxin
activation with trypsin was carried out as previously described
(Guerrero et al., 2004). Cry1Ac toxin purity was analysed by sodium
dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)
and Coomassie blue staining. Endotoxin contamination in the puri-
fied Cry1Ac toxin was tested using the “E-TOXATE” kit following
the manufacturer’s instructions, and levels were found to be below
0.1 EU/mL. The purified proteins were passed through a polymyxin
column to remove any possible endotoxin remnants.

2.3. Animals

The BALB/c female mice used in this study were 6-8 weeks old.
These mice were housed in filter-top cages and were provided with
sterile food (2019 Teklad Global 19% Protein Extruded Rodent Diet;
Harlan Laboratories Inc. Indianapolis, IN) and water ad libitum at
the FES Iztacala, Universidad Nacional Auténoma de México animal
house facility in accordance with institutional and national official
guidelines, NOM-062-Z00-199, for the use and care of laboratory
animals.

2.4. Spleen macrophages

Mononuclear cells were obtained from the spleens of Balb/c
mice. Subsequently, non-adherent cells were obtained as described
previously (Moreno-Fierros et al., 2013; Zhang et al., 2008).
The splenocytes were cultured with RPMI-1640 medium supple-
mented with 10% FBS, 2mM L-glutamine, 20 mM HEPES, 5 mM
2-B-mercaptoethanol, 1% essential amino acids and antibiotics
(100 U/mL ampicillin, 100 pg/mL streptomycin) for 2 h at 37 °Cand
5% CO, in 6-well culture plates to allow macrophages to adhere.
The adherent cells were recovered with a cell scraper.

2.5. Macrophage RAW264.7

The RAW264.7 macrophage cell line (monocyte chemoattrac-
tant leukaemic mouse macrophage cell line) was grown in DMEM
medium supplemented with 10% FBS and antibiotics (100 U/mL
ampicillin, 100 p.g/mL streptomycin) at 37 °C with 5% CO».
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2.6. Evaluation of distinct Cry1Ac toxin doses on macrophage
activation

To determine the concentration at which the Cry1Ac toxin was
able to induce the upregulation of costimulatory molecules CD80
and CD86 in adherent macrophage-enriched spleen cells or in
RAW264.7 cells, cells were cultured at a density of 1 x 106 cells/mL
in supplemented RPMI-1640 or DMEM medium, respectively, in
12-well plates and stimulated with different amounts (0.5, 2.5, 5,
10 and 20 pg) of Cry1Ac toxin or 3 pg of LPS in 1 mL of medium
for 24 h. After incubation, the adherent cells were harvested and
washed once with medium, and the expression of costimulatory
molecules CD80 and CD86 was evaluated by flow cytometry.

2.7. Flow cytometry

Adherent spleen cells and RAW264.7 macrophages (1 x 106
cells/mL) were harvested by centrifugation at 400g for 5min at
4°C, and the pellets were suspended and stained as described
previously (Rodriguez-Monroy et al., 2007). Non-specific binding
was prevented with CD16/32 as described (Moreno-Fierros et al.,
2013). The cells were then incubated in the dark for 30 min at room
temperature with 20 pL of the following properly diluted mono-
clonal antibodies: CD86-FITC, CD80-PECy5 and ICOS-L-PE. The cells
were washed with 0.5% Bovine serum albumin/Phosphate-buffered
saline (BSA/PBS) and suspended in 0.4 mL of 1% paraformaldehyde
in PBS. The fluorescence intensities were analysed using a FACSCal-
ibur flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) and BD
Cell Quest Pro-software V.5.1.1, reading 30,000 events. The average
fluorescence intensity of the labelled cells with specific monoclonal
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antibodies was calculated and compared with the appropriate iso-
type control antibody. The data obtained from flow cytometry were
analysed with FlowJo 7.6 software.

2.8. Cytokine measurements

The supernatants of the untreated cells and cells stimulated
with 20 pg/mL toxin or 3 ug/mL LPS were recovered. The levels
of TNF-a, MCP-1 (CCL2) and IL-6 were measured using the CBA
Mouse Inflammation Kit according to the manufacturer’s instruc-
tions with the following modifications: all steps were performed
in microtubes, and we started the standard curve at a concentra-
tion of 0.625 pg/mL to determine concentrations below the curve
recommended by the manufacturer. Fluorescence intensities were
measured using a FACSCalibur cytometer and CB BDA software.

2.9. Nitrite assay

Macrophage nitrite production was determined by measuring
the accumulation of nitrite in the medium with a Nitrate/Nitrite
Colorimetric Assay Kit based on the Griess reaction, following the
manufactureris instructions. The supernatants of untreated 1 x 106
RAW?264.7 cells and cells stimulated with 20 p.g of toxin and 3 g of
LPS in 1 mL of DMEM medium without phenol red were recovered.
The medium was mixed with an equal volume of Griess reagent.
Nitrite concentrations were determined by comparison with stan-
dard solutions of sodium nitrite at OD550 prepared in cell culture
medium supplied in the kit.

2.10. Pretreatment of RAW264.7 cells with inhibitors of MAPKs

To examine whether CrylAc-induced macrophage activation
(upregulated expression of CD80, CD86 and ICOS-L) or pro-
duction of proinflammatory cytokines (TNF-«, IL-6 and MCP-1)
was mediated through MAPK pathways, we pre-treated the
RAW264.7 macrophages with specific signalling inhibitors: 10 uM
PD98059 (MEK1/2-ERK1/2-specific inhibitor), 5uM SP600125
(JNK-inhibitor) and 10 M SB203580 (inhibitor of p38) for 60 min
(Cho et al., 2011). Cells were subsequently treated with Cry1Ac
toxin (20 wg/1 x 108 cells/mL of DMEM) or LPS (3 g/l x 10°
cells/mL of DMEM) and were cultivated for 24 h at 37 °Cin a humid-
ified atmosphere containing 5% CO,. The cells were harvested and
stained for a flow cytometry analysis, and the supernatants were
recovered for cytokine analysis.

2.11. Culture conditions for western blot analysis

MAPK assays were performed with RAW264.7 macrophages
because this allowed us to work with a homogeneous population of
cells. The RAW264.7 cells were routinely cultured in DMEM supple-
mented with 10% FBS. To determine if Cry1Ac toxin induced MAPK
activation, we serum-fasted the cells before stimulation with 5%
FBS for 12 h because we observed that the amount of FBS in the
medium correlated with the basal activation of ERK1/2, as this
MAPK is involved in proliferation and differentiation processes.
We elected to use 5% FBS because in cells cultured without FBS
(total serum starving), basal ERK1/2 activation was minimal and
phosphorylated p38 was constitutively active (data not shown).

2.12. Western blot analysis to evaluate MAPK activation

Given that the MAPK phosphorylation process can be tran-
sient, a kinetics assay was performed in which 3 x 105 RAW264.7
macrophage cells were cultivated in 1 mL of DMEM supplemented
with 5% FBS and stimulated with 20 p.g/mL Cry1Ac toxin or 3 pg/mL
LPS for 5,15, 30 and 60 min. The cells were recovered with a scraper

and washed once with PBS, then were lysed as described previously
(Cho et al., 2011). The supernatant was collected and immedi-
ately stored at —70°C until the analysis. The protein concentration
was determined using the modified Lowry method (Lowry et al.,
1951). The cell extracts (40-60 g of protein/lane) were separated
by SDS-PAGE (10%) and transferred onto polyvinylidene difluo-
ride membranes. After blocking (5% skim milk), the membranes
were probed with specific primary antibodies (polyclonal goat anti-
mouse p38 kinase, p-p38 kinase, ERK1/2, p-ERK1/2, JNK kinases
and p-JNK kinase) at a 1:1000 dilution followed by incubation with
a secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase. The
bands were revealed using ECL™ Substrate Western Sure (LI-COR
Biosciences) and detected using a LI-COR C-digit Chemilumines-
cence Western Blot Scanner. The intensity of bands was quantified
by densitometry using C-Digit Blot Scanner software.

2.13. Western blot to detect NF-«B in the nucleus using the
ODYSSEY infrared imaging system

RAW264.7 cells were cultured in 6-well plates (3 x 10° cells/mL)
in supplemented DMEM medium with 5% FBS and then stimulated
with 20 pg/mL Cry1Ac toxin or 3 pg/mLLPS for 1, 1.30 and 2 h; cells
were then washed once with PBS, recovered with a scraper in 1 mL
of cold PBS, and pelleted by centrifugation. Nuclear extracts were
prepared as described previously (Choi et al., 2008). Both cytoplasm
and nuclear lysates were immediately stored at —70°C until the
analysis. Lysates were electroblotted onto a polyvinylidene difluo-
ride membrane following separation on a 10% SDS-polyacrylamide
gel. Then, the Western blot analysis was performed employing a
conventional procedure using primary antibodies (anti-actin, anti-
histone 4, anti-p50 NF-kB or anti-p65 NF-kB) at a 1:1000 dilution.
Blots were washed 4 times with Tris-buffered saline/Tween 20
(TBS-T) and incubated with anti-rabbit IgG labelled with IRDye
800CW (green)ata 1:20000 dilution and anti-goat IgG labelled with
Cy5 (red) at a 1:5000 dilution as secondary antibodies. The mem-
branes were washed with PBS, and proteins were analysed using an
Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR, Lincoln, NE) according
to the manufacturer’s instructions.

2.14. Fluorescence assays for NF-«B detection

A total of 5x 10* RAW264.7 cells/200 wL of DMEM supple-
mented with 10% FBS plated on Lab-Tek slides were treated with
20 pg/mL Cry1Ac toxin and 3 pg/mL LPS and incubated for 1h at
37°C. Macrophages were then washed with PBS and fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS for 25 min. The cells were washed with
PBS and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for 15 min at
room temperature.

The NF-kB subunits were visualized by incubation with a
specific anti-p50 or p65 primary antibody for 1 h followed by incu-
bation with a Cy5-labelled secondary antibody for 1h at room
temperature. Nuclear DNA was stained with TO-PRO 3. Slides were
mounted with Vectashield, covered with a glass coverslip, and
examined under a Leica TCS/SP2 confocal microscope with a 63X
objective.

2.15. Statistical analysis

A statistical analysis of cytokine levels, costimulatory molecules
and densitometry analysis was performed with the PRISM com-
puter program (GraphPad 5.03, San Diego, CA, USA). Significant
differences between groups were tested by a one-way non-
parametric analysis of variance (Kruskal-Wallis followed by Dunn
post-hoc test) or the Mann Whitney U test. A p value <0.05 was
considered significant.
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3. Results

3.1. CrylAc toxin induces the expression of costimulatory
molecules CD80 and CD86 on primary cultured macrophages and
RAW264.7 macrophages

Cry1Ac toxin at a dose of 0.5 pg/mL upregulated CD80 and CD86
in in vitro-stimulated macrophages and adherent macrophage-
enriched spleen cells. The mean values of the fluorescence
intensities were similar to those attained when cells were stim-
ulated with LPS. Although there were no statistically significant
differences in the expression of CD86 between cells treated with
Cry1Ac toxin doses higher than 5 pg/mL and untreated controls,
the average values still remained close to those obtained with LPS
(Fig. 1).

Cry1Ac toxin was also able to activate RAW264.7 cells and
induced an increase in the surface expression of CD80, CD86
and ICOS-L. However, it took a higher concentration of Cry1Ac
toxin (20 wg/mL) to achieve a statistically significant difference
over the unstimulated control, even though a dose-dependent
trend was evident (Fig. 2). The need for a higher dose to induce
RAW264.7 activation may be explained by the constant growth
and stress that cell lines normally suffer during culture. Indeed,
under basal conditions, the expression of CD80 was considerably
higher in RAW264.7 cells (MFI = 150) than in primary macrophages
(MFI=40). To further study the effects of CrylAc toxin on the
secretion of pro-inflammatory cytokines and to determine whether
MAPK pathways were involved in CrylAc-induced macrophage
activation, we decided to use RAW264.7 cells to obtain a homo-
geneous cellular population, and in addition we decided to use a
concentration of 20 wg/mL Cry1Ac toxin, which elicited significant
activation.

3.2. CrylAc-induced production of IL-6, TNF-a and MCP-1 and
the increased production of nitrites in RAW264.7 macrophages

The secretion of proinflammatory cytokines and nitrite produc-
tion was tested in the supernatants of RAW264.7 cells treated with
Cry1Ac toxin or LPS or left untreated for 24 h. Both Cry1Ac toxin and
LPS significantly induced the secretion of TNF-q, IL-6 and MCP-1 as
well as nitric oxide production compared to control unstimulated
cells (p<0.05) (Fig. 3), which further supports the ability of Cry1Ac
toxin to activate macrophages.

3.3. CrylAc toxin induces phosphorylation of the MAPKs p38, JNK
and ERK1/2

To determine if the MAPKs ERK1/2, JNK and p38 are involved
in Cry1Ac-induced macrophage activation, RAW264.7 cells stimu-
lated with 20 pg/mL Cry1Ac toxin or 3 wg/mL LPS were collected at
different time points, and their lysates were analysed by Western
blot.

As shown in Fig. 4, both Cry1Ac toxin and LPS induce ERK1/2
phosphorylation. However, in the case of Cry1Ac toxin, activation
increases over time and reaches a maximum after 1h, whereas in
the case of LPS, activation started to slowly decline after the first
5 min. Likewise, Cry1Ac toxin and LPS trigger p38 phosphorylation,
but activation occurs more rapidly with Cry1Ac toxin (15 min) than
with LPS (30 min). The kinetics of JNK activation induced by Cry1Ac
toxin and LPS are strikingly different. It required almost an hour to
achieve JNK activation with Cry1Ac toxin, but in the case of LPS,
activation occurred within 15 min. Thus, the activation of MAPKs
induced upon incubation with LPS or Cry1Ac exhibits distinct kinet-
ics. The Cry1Ac-induced activation of ERK1/2, p38 and JNK kinases

suggests that these MAPKs are involved in the activation processes
induced by Cry1Ac toxin in RAW264.7 macrophages.

3.4. CrylAc toxin induces nuclear translocation of p65 and p50
NF-«kB

To determine whether the NF-kB signalling pathway was
involved in Cry1Ac-induced macrophage activation, we examined
the nuclear translocation of the p50 and p65 subunits via Western
blot detection of nuclear and cytoplasmic protein fractions from
stimulated and non-stimulated RAW264.7 cells. Our results indi-
cated that, comparable to LPS, stimulation with Cry1Ac toxin also
promotes the nuclear translocation of NF-kB p65 (Fig. 5A).

We also observed by confocal microscopy (Fig. 5B) the pres-
ence of p50 and p65 subunits in the nuclei of cells stimulated
with either Cry1Ac toxin or LPS; in contrast, scant labelling was
detected in the nuclei of the untreated control. These results indi-
cate that transcription factor NF-kB is involved in the effects of
Cry1Ac toxin-induced activation on macrophages. However, LPS
induces the nuclear translocation of p65 with different kinetics
compared to those induced by Cry1Ac toxin, as a decrease in the
levels of p50 and p65 in the nuclei were observed after 1.30h of
stimulation, possibly due to regulatory effects as has been previ-
ously reported (Kwon et al., 2015; Tada et al., 2013).

3.5. CrylAc-induced upregulation of CD80 on RAW264.7 cells is
inhibited by the p38 inhibitor

To determine whether MAPK pathways were involved in the
Cry1Ac-induced upregulation of CD80, CD86 and ICOS-L, we evalu-
ated the expression of these costimulatory molecules when cells
were stimulated with CrylAc toxin or LPS in the presence of
the MAPK inhibitors against MEK1/2-ERK1/2 (PD-098059), JNK
(SP600125) and p38 (SB203580).

As shown in Fig. 6, the overexpression of CD80 that was
induced by both CrylAc toxin and LPS was blocked by the
p38 inhibitor (SB203580), whereas the JNK and MEK1/2-ERK1/2
inhibitors exerted no significant effects. Thus, similar to LPS, Cry1Ac
toxin induces the expression of CD80 mainly via the MAPK p38
pathway in RAW264.7 cells. This result also suggests that the
observed activation of JNK and ERK1/2 does not occur upstream
of p38 but rather in parallel or downstream of this pathway, and
the contribution of JNK and ERK1/2 to CD80 up-regulation is very
low compared to the contribution of the p38 pathway. In contrast
to the upregulation of CD80, the higher levels of CD86 obtained
with Cry1Ac toxin and LPS stimulation were not affected by any of
the MAPK inhibitors used.

3.6. CrylAc-induced production of IL-6, TNF-o and MCP-1 in
RAW264. 7 macrophages are primarily inhibited by the p38
inhibitor

To determine if the increased production of proinflammatory
cytokines induced by Cry1Ac toxin was mediated by MAPK path-
ways, TNF-a, IL-6 and MCP-1 contents were evaluated in the
supernatants of RAW264.7 cells that were treated with Cry1Ac
toxin or LPS along with MAPK inhibitors against MEK1/2-ERK1/2
(PD-098059), JNK (SP600125) and p38 (SB203580) and compared
to proinflammatory cytokine contents of cells stimulated with
Cry1Ac in the absence of inhibitors.

Our results suggested that the production of IL-6, MCP-1 and
TNF-a was differentially mediated through distinct MAPK path-
ways. The production of IL-6 and TNF-a upon Cry1Ac toxin or LPS
treatment was primarily inhibited by the p38 inhibitor because the
levels of these cytokines decreased significantly in its presence,
which indicates that this pathway mediates the Cry1Ac-induced
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overproduction of IL-6 and TNF-a observed with LPS stimulation
(Fig. 7).

In MEK1/2-ERK1/2 inhibitor-pretreated cells subsequently
stimulated with Cry1Ac toxin or LPS, IL-6 and MCP-1 production
was partially inhibited. Finally, the LPS-induced production of MCP-
1 was inhibited by the JNK inhibitor, indicating that ERK1/2 is
involved in the production of MCP-1 in macrophages stimulated
with Cry1Ac toxin and JNK is involved in the overproduction of
MCP-1 in LPS-stimulated macrophages (Fig. 7).

4. Discussion

Cry1Ac protein has been used extensively as a biopesticide
(Sansinenea, 2012), and it is expressed as a truncated toxin in
transgenic plants for human and animal consumption. However,
its effects in mammals have not been fully evaluated, and efforts
have been centred around evaluating safety and potential toxicity
(Rubio-Infante and Moreno-Fierros, 2015). Our research group has
previously reported that Cry1Ac is immunogenic (Guerrero et al.,
2004). In this work, we show for the first time that Cry1Ac toxin is
able to induce macrophage activation by promoting the upregula-
tion of the costimulatory molecules CD80 and CD86 and inducing

overproduction of the proinflammatory cytokines TNF-a and IL-6,
the MCP-1 chemokine and nitric oxide. Moreover, it was demon-
strated that stimulation with Cry1Acin RAW264.7 cells induced the
phosphorylation of ERK1/2, p38 and JNK kinases and promoted the
nuclear translocation of the p50 and p65 NF-kB subunits. Further-
more, our data indicate the participation of the MAPK pathways
in Cry1Ac-induced macrophage activation, as the upregulation of
CD80 and the production of cytokines were significantly abrogated
by the p38 inhibitor SB203580, while the MEK1/2 MAPK inhibitor
PD98059 increased the production of MCP-1.

We compared the magnitude of the activation effects elicited
by Cry1Ac toxin with those of LPS. The ability of the LPS endotoxin
to activate macrophages has been broadly characterized, and its
activation effects are known to be mediated by MAPKs (Rao, 2001;
Tada et al., 2013).

Notably, we found that Cry1Ac toxin upregulated CD80 and
CD86 and induced cytokine production in macrophages at similar
levels to those attained with LPS. However, when the phosphory-
lation of ERK1/2, p38 and JNK and the nuclear translocation of the
p50 and p65 NF-kB subunits induced by stimulation with Cry1Ac
toxin or LPS were compared, we noticed that they exhibited differ-
ent activation kinetics, distinct response magnitudes and dissimilar
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Fig. 6. Effects of specific MAPK inhibitors on Cry1Ac- or LPS-induced upregulation of CD80 and CD86 and ICOS-L in RAW264.7 macrophages. Cells were left untreated (—) or
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the Materials and Methods. Representative FACS histograms of CD80, CD86 and ICOS-L are shown. Scatter dot plots show individual data of independent experiments. Values
shown in bar plots are the means expressed as the mean fluorescence intensities (MFI) of the total population. Significant differences were assessed by a non-parametric
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effects with MAPK inhibitors. Together, these results suggest inde-
pendent activation mechanisms.

Concurrent with the present results showing the participation
of MAPKs and NF-kB in the effects related to Cry1Ac-induced acti-
vation, various effects induced during macrophage activation are
mediated by the MAPK and NF-kB pathways (Arthur and Ley, 2013;
Jeffrey et al., 2007). It is also known that MAPK pathways acti-
vate NF-kB (p50/p65) transcription factors (Guha and Mackman,
2001), which is necessary for the transcription of many proinflam-
matory cytokines such as TNF-a, IL-1, IL-6, and IL-8 (Blackwell and
Christman, 1997; Dinarello, 2000).

In a previous study, our group demonstrated that CrylAc
protoxin was also capable of activating macrophages, while the
participation of NF-kB transcription factors and MAPKs was sug-
gested based on the upregulation of costimulatory molecules and
proinflammatory cytokine production as well as partial inhibition
of the effects induced by pretreatment with MEK1/2, ERK1/2 and
p38 MAPK inhibitors (Moreno-Fierros et al., 2013). However, the
induction of phosphorylated MAPKs was not evaluated by West-
ern blot, as was performed in the present study with Cry1Ac toxin.
Moreover, it is important to note that although both Cry1Ac toxin
and protoxin are able to activate macrophages, there are subtle dif-
ferences in their effects; for example, p38 is primarily involved in
toxin-induced activation effects.

On the other hand, the molecular mechanisms regulating the
expression of the costimulatory molecules CD80 and CD86 have
not been fully characterized, but some evidence also suggests MAPK
pathway participation. LPS-induced CD80 expression is mediated
through JNK activation in monocytic cells (Lim et al., 2005), and
JNK MAPK and p38 MAPK are involved in LPS-induced CD80 and
CD86 expression in human DCs (Nakahara et al., 2004). Further-
more, it has been clearly established that p38 MAPK is one of the
kinase pathways that regulates the production of proinflamma-
tory cytokine such as IL-13, TNF-a and IL-6 (Adams et al., 2001;
Ashwell, 2006; Clark, 2009). In contrast, our results suggest that
ERK1/2 is involved in the overexpression of CD86, and the produc-

tion of MCP-1 in macrophages is stimulated by Cry1Ac toxin, while
JNK is involved in the overproduction of MCP-1 in LPS-stimulated
macrophages, suggesting that Cry1Ac toxin and LPS act differen-
tially on the production of MCP-1.

Although in the present work the CrylAc-induced activation
of MAPK induced in macrophages was related to proinflammatory
responses, ERK1/2, JNK and p38 kinases are enzymes that also mod-
ulate various cellular events and responses to physical and chemical
stress and are involved in growth processes, stress, differentiation,
inflammation and apoptosis (Arthur and Ley, 2013; Plotnikov et al.,
2011).

Altogether, the present findings indicate the capacity of Cry1Ac
toxin to activate macrophages via MAPK pathways, contributing to
our understanding of the molecular bases underlying its immunos-
timulatory mechanisms. However, our results also urge the need
for a deeper evaluation in further studies, to determine whether
MAPKs activation might be also provoked in other cellular types
particularly at the intestinal mucosa. We consider it important
because GM crops producing these toxins are currently considered
safe (McClintock and Schaffer, 1995; Rubio-Infante and Moreno-
Fierros, 2016), and in particular, Cry1Ac is currently expressed in
GM plants such as maize and eggplant, which are used for human
consumption. Furthermore, exposure to Bt toxins is also expected
to occur through food contamination. We assume that the food
consumed by the mice used in the present study did not contain sig-
nificant traces of Cry1Acderived from transgenic plants because the
sera from non-immunized mice did not exhibit significant levels of
anti-Cry1Ac antibodies (data not shown), and we know that these
proteins are highly immunogenic when administered via mucosal
routes (Guerrero et al., 2004).

To determine whether the in vitro doses used in the present
study are related to potential GM crop exposure required to induce
biological effects, we made the following speculative estimations.
In the assays performed with primary culture spleen macrophages,
it was observed that Cry1Ac toxin could induce the upregulation of
costimulatory molecules starting at concentrations of 0.5 pg/mL,
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Fig. 7. Cry1Ac toxin increases levels of the proinflammatory cytokines TNF-a and
IL-6 via the p38 MAPK pathway and MCP-1 via ERK1/2 pathway in RAW264.7
macrophages. Cells were untreated (control) or pretreated for 1h with the fol-
lowing MAPK signalling inhibitors: MEK1/2-ERK1/2 (10 wM PD98059), JNK (5 uM
SP600125) and p38 (10 wM SB203580). The cells were subsequently stimulated
with Cry1Ac toxin (20 pg/1 x 106 cells/mL) or LPS (3 pg/1 x 108 cells/mL) and cul-
tured for 24 h at 37°C. Supernatants were collected, and proinflammatory cytokine
levels were assessed by flow cytometry. Scatter dot plots present the individual
data of independent experiments. The values shown in the bar plots are the means
expressed in pg/mL. Significant differences were assessed by a non-parametric
Kruskal-Wallis one-way ANOVA test followed by Dunn’s post hoc test. Inserted
numbers indicate significant differences expressed as p values.

which is equivalent to 0.5ppm. This concentration represents
approximately less than 0.5% of the dose used in toxicological stud-
ies performed with Cry1Ac toxins in mice (EPA, 1995; Spencer,
1996), in which no evidence of toxic effects was found. However,
it is rather difficult to make a precise toxicological evaluation of
transgenic plants expressing Cry toxins or to estimate how much
of this protein could be taken up after being consumed by animals
or humans because the expression levels and the Cry protein con-
tents in transgenic insect-resistant plants such as maize may vary
between tissues within plants and between plants grown under
different environmental conditions (Center for Environmental Risk
Assessment, 2011; Székacs and Darvas, 2013). Nevertheless, the
highest reported protein concentration of Cry1Ac in GM plant tis-
sue was 626.8 +141.62 ng/g of fresh weight, and the expression
of CrylAc in the grains of the corn Zea mays was estimated to

be 36.0-42.8 ng/g of dry weight, which is 0.0036%-0.0043% of the
total protein content (Center for Environmental Risk Assessment,
2011). Therefore, if we consider that an estimated dose of Cry1Ac
of approximately 0.2-2 mg/kg is required to achieve a biological
effect, given that an immunostimulatory effect in mice can be
elicited with doses of 5-50 g of Cry1Ac per 25-g mouse adminis-
tered via the intranasal route (Guerrero et al., 2004; Moreno-Fierros
et al., 2013) and the expression of Cry1Ac in the grains of the corn
Zea mays was estimated to be 36.0-42.8 ng/g, then it would be
sufficient for an individual weighing 60 kg to exhibit an immunos-
timulatory effect via the intranasal route with 0.28-2.79 g of corn.
However, eating this amount of corn containing the Cry1Ac toxin
would not be expected to produce an immunostimulatory effect
because higher antigen doses are usually required to induce a sig-
nificant immune response by the oral route than by the intranasal
route. Therefore, the potential immunological effects of each trans-
genic plant should be directly evaluated by the oral route.

Conversely, it is important to note that in this study we used
purified native Cry1Ac toxin, so we cannot assume that the activa-
tion effects observed will be similar to those induced by proteins
expressed in transgenic plants in which the toxin is truncated or
modified; therefore, the effects of each of these modified proteins
should be evaluated in mammals and non-target organisms. As
a result of these modifications, the immunological properties of
Cry1Ac may also be modified (Rubio-Infante and Moreno-Fierros,
2016).

Furthermore, future studies are still needed to determine how
this protein is recognized by mammalian cells as well as to explore
other signalling pathways that might be implicated in the effects
induced by Cry1Ac toxin and to perform a wider scan of the induced
cytokine profile.

5. Conclusion

CrylAc toxin is able to activate macrophages through the
upregulation of costimulatory molecules and the production of
proinflammatory cytokines IL-6 and TNF-a, chemokine MCP-1, and
nitrites, and these effects are mediated by MAPK pathways and the
transcription factor NF-kB.
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