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RESUMEN 
 
 

 “Efecto de la inmunización intraperitoneal con la protoxina Cry1Ac en el 
patrón de citocinas inducido en linfocitos de distintos compartimentos de 

mucosas en ratones BALB/c” 
 
 

 En el sistema inmune de mucosa se producen una gran variedad de 

moléculas de la respuesta inmune, que incluyen anticuerpos, citocinas, quimiocinas 

y sus receptores que participan en las respuestas tanto innata como adquirida y en 

su regulación. Su presencia genera un microambiente que determina los tipos de 

respuesta (humoral y/o celular). Debido a que las superficies de las mucosas 

constituyen la principal ruta de entrada de los agentes infecciosos, es necesario 

desarrollar estrategias capaces de generar la expresión de éstas moléculas 

protectoras en los sitios adecuados para conferir protección.  

 

 Diversos estudios han demostrado que la protoxina Cry1Ac (pCry1Ac) de 

Bacillus thuringiensis es inmunogénica y presenta efectos adyuvantes en la 

respuesta de anticuerpos, sin embargo, se desconoce el mecanismo de acción 

celular por el cual confiere estos efectos y en virtud de que la mayoría de los 

agentes adyuvantes ejercen su actividad a través de la inducción y regulación de 

citocinas, en el presente trabajo nos planteamos caracterizar el efecto de la pCry1Ac 

en la inducción de citocinas en linfocitos de diversos compartimentos de mucosas.  

 

 Se encontró que pCry1Ac induce o modifica la expresión de citocinas, se 

observó que los linfocitos de mucosas producen constitutivamente mRNA’s de 

citocinas como IL-4 e IFN-γ, mientras que los linfocitos estimulados in vitro presentan 

un perfil de citocinas complejo y de diferente intensidad dependiendo de los 

compartimentos analizados, lo que complementa la caracterización de la 

compartamentalización del sistema inmune intestinal y confirma que la mucosa 

presenta una regulación compleja. 

 

 De manera interesante se observó que pCry1Ac induce la expresión de 

citocinas reguladoras IL-10 y TGF-β, los cuales participan en el equilibrio de la 
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respuesta inmune e impiden la inflamación y el daño a tejido, lo que sugiere que 

pCry1Ac induce la producción de células efectoras/reguladoras en las mucosas.  

 

 Los ensayos de proliferación que surgieron como parte complementaria del 

trabajo indican que pCry1Ac induce proliferación sugiriendo que esta protoxina actúa 

como un  mitógeno.  
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ABSTRACT 
 

pCry1Ac intraperitoneal immunization effect in the lymphocyte cytokine 
pattern induced in different mucosal compartment in BALB/c mice 

 
 

A great variety of molecules are produced in the mucosal immune system, like 

antibodies, cytokines, chemokines and their receptors that regulate and participate in 

the innate and acquired immune system. The presence of these molecules generates 

a microenvironment that determines the immune type response (humoral and 

cellular). Because mucosal surfaces are the main rout of entry of infectious agents, 

strategies in the induction of protective molecules in these sites are necessary. 

 

Several studies have demonstrated that the protoxin Cry1Ac (pCry1Ac) of 

Bacillus thuriengiensis has adjuvant and immunogenic effects in the humoral immune 

response however the cellular mechanism is unknown and the fact that most 

adjuvant activity is through induction and regulation of cytokines, we characterized 

the effect of pCry1Ac in cytokines production by lymphocyte in different mucosal 

compartments. 

 

We found that cytokine expression is induced or modified by pCry1Ac, 

mucosal lymphocytes express constitutively IL-4 and IFN-γ mRNA´s in vitro, 
stimulated lymphocytes express a different complex cytokine profile depending of the 

site analyzed, and this complements the characterization of the GALT and supports 

the idea of a complex regulation of the mucosal tissue. 

 

Interestingly, pCry1Ac induces expression of regulatory cytokines such as IL-

10 and TGF-β these cytokines are involved in the immune response balance and 

have anti-inflammatory properties which in turn protect from tissue damage. 

 

Proliferation assays reveled that pCry1Ac induces proliferation, suggesting 

that this protoxin Cry1Ac acts like a mitogen.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 

La mayoría de los agentes infecciosos penetran al organismo a través de las 

superficies mucosas de los tractos gastrointestinales, respiratorios y genitourinarios, 

por lo que se requiere desarrollar estrategias de vacunación que induzcan respuestas 

inmunes protectoras en los sitios mucosos donde invaden los patógenos (Eriksson y 

Holmgren 2002).  

 

Aunque las diferentes superficies mucosas están íntimamente comunicadas 

existen evidencias de que existe alto grado de compartamentalización dentro del 

sistema inmune asociado a mucosas (Brandtzaeg 1999). Ya que en varios estudios 

se ha observado que la magnitud y especificidad de la respuesta generada son 

variables en los distintos sitios mucosos y dependen de la ruta de inmunización y de 

la naturaleza del antígeno utilizado (Hopkins et al. 1995, Kantele et al. 1998, Vázquez 

et al. 1999, Moreno-Fierros et al. 2000, 2002, 2003, Esquivel, et al. 2005). 

 

La organización y regulación de la inmunidad en mucosas es más compleja de lo 

que inicialmente se pensó, por lo que el diseño racional de vacunas depende de la 

disponibilidad de mayor información acerca de las compartamentalización regional de 

la función del sistema inmune en mucosas.  

 
Para tratar de dilucidar como lograr inducir y regular las respuestas inmunes 

protectoras en los sitios adecuados, dependiendo de los sitios de infección de los 

diferentes patógenos; hacen falta más estudios que tomen en consideración las 

diferencias regionales del sistema inmune de mucosas. Por lo que se requieren 

estudios funcionales que evalúen en linfocitos de distintos compartimentos mucosos 

las respuestas inmunes efectoras.  

 

Por lo tanto en este trabajo se analizó la producción de citocinas en linfocitos de 

diferentes compartimentos de mucosas en condiciones basales y después de 

estimular in vitro o in vivo mediante inmunización, utilizando como inmunógeno a la 

protoxina Cry1Ac de Bacillus thuringiensis, una proteína inmunogénica que tiene 

propiedades adyuvantes, pero se desconoce el mecanismo por el que ejerce estos 

efectos. 
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Antes de presentar los antecedentes directos del presente trabajo a continuación 

se describen brevemente algunos conceptos generales de: 1) la organización del 

sistema inmune en mucosas, 2) los efectos de las citocinas y 3) los efectos de las de 

las proteínas Cry de Bacillus thuringiensis.  

 
1) LA ORGANIZACIÓN DEL SISTEMA INMUNE EN MUCOSAS 

 
Una persona durante su vida se enfrenta a cientos de agentes infecciosos 

diferentes y una de las principales rutas de entrada son las mucosas. En condiciones 

normales, el sistema inmune (SI) es capaz de proteger contra una amplia variedad de 

agentes infecciosos (bacterias, hongos, parásitos y virus) de forma rápida y efectiva 

frente a estos agentes potencialmente patógenos. Para ello es capaz de reconocer a 

los componentes del agente patógeno e iniciar una serie de respuestas encaminadas 

a eliminarlo y cuyas características fundamentales son la especificidad y la memoria. 

 

Las mucosas juegan un papel muy importante en la defensa inmunológica, ya 

que un gran número de agentes patógenos utilizan a las mucosas como vía de 

entrada al organismo (Sánchez-Vizcaino, et al. 1981). En la entrada de antígenos 

(Ag) intervienen barreras inespecíficas como el ácido gástrico, el moco, las enzimas 

digestivas y el peristaltismo así como por las estructuras físicas, el sistema común de 

mucosas protege mediante el propio epitelio y por mecanismos inmunológicos 

inespecíficos en el tracto gastrointestinal, así como por la barrera inmunológica 

constituida por la IgA e IgM secretoras (IgAs e IgMs). La misión principal del sistema 

inmune es reconocer a las moléculas extrañas y dirigir un ataque concertado contra 

ellas (Mayer, 2000). 

 

El tejido linfoide asociado a las mucosas (mucosa-associated-lymphoid tissue, 

MALT) forma parte del sistema inmune y junto con las glándulas exocrinas (McGhee 

et al. 1999); es el encargado de proteger las mucosas del ataque de los agentes 

patógenos, tanto en una respuesta primaria como secundaria. Esta formado por 

nódulos de tejido linfoide que, según su localización, se denominan: Tejido linfoide 

asociado al intestino (gut-associated-lymphoid tissue, GALT) y tejido linfoide asociado 

a bronquios (bronchus-associated-lymphoid tissue, BALT); que incluye folículos 

linfoides de los bronquios y tejido linfoide asociado a la nasofaringe (nasal-associated 

lymphoid tissue, NALT) (McGhee et al. 1999; Fujimura, 2000). El sistema inmune 
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común de mucosas a su vez se divide en sitios inductores, en donde el antígeno se 

localiza, endocita, procesa y presenta a los linfocitos T y B; y en sitios efectores 

donde ocurre la secreción de anticuerpos y las respuestas de células T efectoras 

(McGhee et al. 1999a; Czerkinsky et al. 1999). 

 

En cuanto a su organización el sistema inmune asociado a las mucosas puede 

dividirse en tres compartimentos: 

1) Agregados linfoides organizados como las placas de Peyer (PP)  

2) Tejido linfoide difuso (lamina propia, LP) y  

3) Linfocitos intraepiteliales (IEL).  

 El principal tejido linfoide que se ha estudiado son las PP que se localizan en el 

intestino delgado. 

 Las placas de Peyer del intestino delgado se han considerado la parte más 

importante del tejido linfoide organizado del sistema inmune y el sitio inductor de la 

mucosa intestinal. Son permeables a la entrada de antígenos y son las responsables 

de la regulación de la respuesta inmune frente a antígenos alimentarios y bacterianos. 

Las PP contienen una región en forma de domo que se encuentra altamente 

enriquecida por linfocitos, macrófagos, células dendríticas y células plasmáticas. Este 

tejido se encuentra recubierto por el epitelio, que contiene un folículo asociado al 

epitelio y a las células M, son altamente especializados para la absorción y transporte 

de antígenos intactos (proteínas, bacterias, virus y pequeños parásitos) hacia el tejido 

linfoide inferior. Por debajo del domo de las PP los diferentes folículos contienen 

centros germinales donde ocurre la división de células B. Las áreas de células T son 

adyacentes a los folículos y proporcionan funcionalidad a los linfocitos T citotóxicos 

CTL) y células Th que apoyan a las respuestas de IgA. Dentro de estos sitios 

inductivos también se encuentran las células presentadoras de antígeno (macrófagos, 

células dendríticas y linfocitos B) (Sabbaj et a.l 1997). Los linfocitos en la proximidad 

de la superficie basal de las células M son principalmente células T CD8+. Existen 

también células T CD4+ que cuando se activan migran a los ganglios linfáticos y al 

conducto torácico. Los linfocitos de las PP expresan integrina α4β7 en su superficie, 

que es el ligando de la adresina vascular específica del intestino MAdCAM-1 y las 

células T y B migran a través del endotelio hacia la lámina propia. 
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 La respuesta inmune frente a antígenos requiere de un sistema inmune capaz 

de reconocer y responder frente a los antígenos de la luz intestinal, por lo que, las 

células linfoides del tracto gastrointestinal comprenden la población de linfocitos más 

abundante en los mamíferos, estos linfocitos a lo largo del tracto intestinal constituyen 

el 20% del total en el organismo (Sanz, 2001) Estas células están ubicadas en 

compartimentos incluyendo los folículos linfoides (PP) y en tejido difuso como son: el 

epitelio y la lámina propia de las mucosas Brandtzaeg, et al. 1999; Guy-Grand, et al. 
2002), los cuales se diferencian en su ubicación anatómica, fenotipo y función 

(Resendiz-Albor, 2000). El intestino delgado (ID) e intestino grueso (IG) difieren en la 

adsorción de nutrientes y bacterias luminares a los que tienen contacto, dichas 

diferencias podrían explicar la especialización regional. 

 

Linfocitos de la lámina propia (LPL). Distintas células linfocitarias conforman la 

lámina propia, incluyendo a las células dendríticas, a los macrófagos y a los linfocitos 

B y T (LPL). Estos últimos se encuentran por debajo de la membrana basal, los LPL 

(aproximadamente 1/3) son TCRαβ CD4+ y CD8+. En la lámina propia también se 

encuentran células productoras de IgA, IgG e IgM. Los macrófagos y células 

dendríticas participan en la presentación de antígenos in situ (Fig. 1).  

 

Linfocitos intraepiteliales (IEL), forman una extensa población de linfocitos T con 

características propias, se ubican sobre la membrana basal del epitelio intestinal, 

intercalados con los enterocitos. Son las primeras células inmunocompetentes en 

encontrar antígenos por la vía oral y se cree que son capaces de diferenciar entre 

antígenos inocuos y patógenos. Son linfocitos de mediano tamaño la mayoría tienen 

fenotipo CD3+CD8+ (70-90%) y expresan el receptor de células T TCRαβ+ y una 

proporción <30% son TCRγδ y fenotipo CD4-CD8- o CD4-CD8+. Carecen de 

marcadores CD5, CD6, CD28 y existe un pequeño grupo de células CD3- CD7+ no T 

que tampoco son NK (Arranz y Garrote, 2006) (Fig. 1). 

 

Algunas IEL migran directamente desde la medula ósea al epitelio intestinal, 

pero la mayoría son células recirculantes que cruzan la membrana basal epitelial 

desde la lámina propia. Comparados con las células T periféricas los IEL precisan de 

una vía alternativa de activación en la que interviene el complejo CD2/LFA-3 y 

carecen de marcadores CD25 o MHC-II. Muchas son células de memoria CD45RO o 
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se encuentran semi-activadas, y pueden expresar Ki67 que es un marcador de 

células en mitosis. La expresión de moléculas de adhesión como LFA-

1(CD11a/CD18) o VLA-4 (CD29) es baja, aunque más del 90% expresan la integrina 

αEβ7 y algunas expresan VLA-1 (integrina β1), implicadas en la fijación de estas 

células al epitelio. 

 

A pesar de estar en contacto constante con antígenos por la vía oral, los IEL 

expresan un repertorio restringido de genes de la región V del TCR y por tanto, su 

capacidad de reconocimiento antigénico es restringida. Por otra parte los enterocitos 

expresan moléculas MHC-II haciendo imposible la interacción con IEL CD8+, sin 

embargo, estas células pueden reconocer moléculas no-polimorficas similares a las 

MHC-I (CD1). De esta forma, las células de memoria (CD45RO) podrían participar en 

el reconocimiento limitado de antígenos. 

 

La actividad proliferativa de los IEL en respuesta a mitógenos convencionales de 

células T, IL-2 y anticuerpos anti-CD, es débil. Su capacidad citotóxica es también 

baja y no expresan marcadores asociados a células citotóxicas o NK (CD11a, CD16, 

CD56).  

 
Figura 1. Ubicación de los linfocitos intraepiteliales (IEL) y linfocitos de lámina propia 

(LPL) en la mucosa intestinal. 
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Linfocitos Th1 Th2 y Th3/Tr. Los linfocitos T tienen diversas funciones y se 

agrupan en dos subpoblaciones diferentes: los linfocitos T CD8+ que tienen una 

función principalmente citotóxicas (Tc) y destruyen células infectadas por agentes 

intracelulares; mientras los linfocitos CD4+ interactúan con células B y fagocitos 

mononucleares y se denominan células T cooperadoras (células Th, de helper), y 

actúan como cooperadoras e inductoras de la respuesta inmune. 

 

Los linfocitos producen moléculas de diversa naturaleza que se denominan de 

un modo general mediadores solubles de la inmunidad; los principales son los 

anticuerpos y las citocinas, pero además producen diferentes sustancias séricas 

como el complemento, que actúa en procesos inflamatorios. 

 

La clasificación de los linfocitos en clonas Th1 y Th2 responde a una concepción 

funcional de producción de ciertas citocinas por similitud con el sistema murino, pero 

en humanos no existen marcadores fenotípicos que puedan diferenciar bien estas 

poblaciones por lo que se emplean diferentes modelos de estudio que no siempre 

conducen a los mismos datos. La regulación y el balance entre la respuesta inmune y 

la respuesta IgE se  denominaron por Mosmann y Sadd “desviación inmune celular”, 

al observar una desviación de los linfocitos Th0 cooperadores hacia Th1 o Th2 

(Mosmann y Sadd, 1986). El sistema inmune esta expuesto a múltiples antígenos de 

diversos tipos, sobre todo a través del tracto gastrointestinal, el cual, esta en contacto 

con abundantes cantidades de antígeno frente a los que usa distintas estrategias para 

defender al organismo, sin embargo, actualmente son poco conocidos los 

mecanismos de desviación inmune que afectan a la mucosa intestinal y que inducen 

la producción de IgA y disminución de la producción de IgE. También, existen 

mecanismos implicados en la tolerancia oral (Hanson, et al. 1998; Halstensen,1997; 

Simecka, 1998). 

 

Las células T cooperadoras (Th) y T citotóxicas regulan la respuesta inmune de 

mucosas. Estudios sobre la producción de citocinas por las células Th han aportado 

evidencia directa de la existencia de subpoblaciones diferentes que pueden tener un 

precursor común (Th0). Las células Th1 producen selectivamente IL-2, IFN-γ y TNF-β, 

mientras que las células Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Estos diferentes 

patrones de secreción de citocinas contribuyen a presentar marcadas diferencias en 
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la función de células Th. La población de Th1 esta implicada en la inmunidad mediada 

por células, mientras que la Th2 es más efectiva en la regulación y soporte de la 

respuesta de células B (Mosmann y Coffman, 1989).  

 

La producción de IL-4 o IL-13 es responsable del cambio de fenotipo de 

linfocitos B; estas interleucinas las pueden producir diversas células como: linfocitos 

T, eosinófilos y mastocitos: La síntesis de interleucinas IL-4/IFN-γ producidas durante 

la primera fase de contacto con un antígeno es esencial para la respuesta inmune 

subsiguiente, se conoce que la reacción cruzada entre los linfocitos Th1 y Th2, 

células que recíprocamente se inhiben las unas a las otras. Hoy se sabe que las 

células presentadoras de antígeno segregan IL-12, en respuesta a IFN-γ lo que 

provoca que las células Th0 se diferencien hacia Th1, que son células productoras de 

grandes cantidades de IL-2 e IFN-γ, que a su vez provocan la activación de los 

macrófagos. Por el contrario, las células presentadoras de antígeno en ausencia de 

IL-12, pero con IL-10 promueven el paso de Th0 a Th2 productoras de IL-4, IL-5, IL-

10, responsables de la respuesta de tipo humoral. Las dosis elevadas de IL-4 no solo 

inducen el cambio de fenotipo de los linfocitos B inmaduros a células productoras de 

Ig’s, sino que previenen a los linfocitos T de producir IFN-γ  inducida por IL-12 al 

disminuir en ellos la expresión de la subunidad b2 de la IL-12. 

 

Algunos estudios sobre la producción de citocinas en las células Th han 

aportado evidencia directa de la existencia de dos subpoblaciones diferentes que 

pueden tener un precursor común (Th0). Las trabajos de Mosmann, en las 80's 

permitieron identificar 2 subpoblaciones de linfocitos Th, distinguibles entres si por los 

patrones de producción de citocinas. El describió que las células Th1 producían 

selectivamente IL-2, IFN-γ, IL-3 y factor estimulante de colonias de granulocitos y 

monocitos (GM-CSF), mientras que las células Th2 producían IL-4, IL-6, IL-10, IL-3, 

IL-5, IL-13 y GMCSF. Las células Th1 se reconocieron como las mediadoras de la 

inmunidad celular, mientras que una respuesta de tipo Th2 se acompaña de un 

incremento en la función de las células B (Rojas-Espinosa, 2001). 

 

Estos diferentes patrones de secreción de citocinas contribuyen a marcadas 

diferencias en la función de las células Th. La subpoblación Th1 esta implicada en la 

inmunidad mediada por células, mientras que la Th2 es más efectiva en la regulación 
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y soporte de la respuesta de células B (Mosmann y Coffman, 1989). También se 

pueden agrupar en dos grandes categorías: las que participan en mecanismos de 

inflamación y daño tisular y las que estimulan la hemopoyesis. Pueden dividirse en 

aquellas involucradas en mecanismos inespecíficos (naturales) de inmunidad; en las 

que regulan la activación, crecimiento y diferenciación de células linfoides y en las 

que participan en procesos específicos de inflamación. 

 

Desde el punto de vista de su participación en mecanismos de daño tisular, las 

citocinas que participan en la inmunidad natural conducen a las células efectoras de 

la inflamación, primordialmente macrófagos y linfocitos T citotóxicos, a reaccionar en 

forma inespecífica en respuesta hacia un antígeno, con participación mínima o nula 

de anticuerpos específicos. 

 

Las células Th2 producen primordialmente las citocinas que regulan la 

inflamación con especificidad inmunológica, en la que participan los anticuerpos como 

principales protagonistas. En el curso de una respuesta inmunológica se activan 

ambos tipos de células pero tiende a existir predominio de una de las dos formas de 

respuesta, ya que uno y otro tipo de células producen citocinas que mutuamente 

pueden inhibir sus funciones: el interferón y, producto de células Th1 inhibe a las 

células Th2, mientras que la IL-10, producida por las células Th2, inhibe la función de 

las células Th1. Cuando se pierde el balance entre la actividad de uno y otro tipo de 

células, estos circuitos inhibitorios determinan que exista predominio franco de uno de 

los dos tipos de respuesta. Desde el punto de vista inmunológico, la forma de 

presentación clínica, así como la gravedad de algunas enfermedades, parecerían 

estar definidas por el tipo de células que predominan. En otras enfermedades 

infecciosas y en la autoinmunidad, parece tan importante el papel del balance entre 

las células Th1 y Th2, que se vislumbra su manipulación como herramienta 

terapéutica a muy corto plazo. 

 

Las células T reguladoras (Tr o Th3) se caracterizan por secretar niveles 

elevados de IL-10 y TGF-β, con escasa secreción de IL-2, y ausencia de IL-4, es 

decir, no son Th1 ni Th2, inhiben la producción de IgE (regulada por IL-4) sin afectar 

la producción de IgG2a modulada por IFN-γ (Rojas-Espinosa, 2001). Se sabe que a 
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tiempos cortos la IL-10 es necesaria para controlar la inflamación (Foussat, et al. 
2003) 

 

Linfocitos Th3, a nivel de la mucosa oral parece existir esta tercera vía de 

desviación del sistema inmune. En ella predomina la síntesis de IgA en detrimento de 

la IgG (IgG1 e IgG3), típica de la respuesta inmune tipo Th1. Por otra parte, el 

anticuerpo más importante en la defensa frente a los parásitos es la IgE. Las 

interleucinas IL-4 e IL-5, procedentes de los linfocitos Th2, son importantes en la 

reacción inmune mediada por IgE, pero también inducen la producción de IgA. Muy 

probablemente la discriminación entre respuesta frente a parásitos o frente a 

antígenos alimentarios incluya mecanismos de regulación cruzada similares a los 

conocidos para las respuestas Th1/Th2. Los linfocitos T productores de TGF-β o 

linfocitos Th3, pueden ser las células que promueven la síntesis de IgA en la mucosa. 

El factor TGF-β inhibe la producción de IgE inducida por IL-4; y el IFN-γ, producidos 

por Th1y en conjunto también con el TGF-β inhiben la producción de esta IgE 

(Lorente, et al. 1998). 

 
2) PAPEL DE LAS CITOCINAS 

Las citocinas son péptidos o glicoproteínas con peso molecular de 5-70 000 

daltones (Da), que actúan como moléculas de señalización a muy baja concentración 

(picomoles ó fentomoles) y como mediadores de reacciones infecciosas e 

inflamatorias. Muchas citocinas ejercen su acción localmente, sin embargo, las de 

mayor importancia clínica actúan a nivel sistémico con efectos pleiotrópicos (efecto 

sobre diversos tipos celulares) (Velázquez, 2001) 

 

 Estos mediadores modulan las reacciones inmunológicas, así coma la 

participación de otras células y sistemas durante el curso de una respuesta 

inmunitaria. A pesar de que son muchas y muy diversas las proteínas que se 

designan coma citocinas, comparten ciertas propiedades que les permiten agruparse 

como tales y que son las siguientes: 

1) se producen durante la fase efectora de la inmunidad, específica o 

inespecífica, desencadenan mecanismos inflamatorios y de autoregulación; 

2) su secreción se autolimita y es de corta duración; 

3) diversos tipos celulares pueden producir muchas citocinas individuales; 
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4) pueden actuar sobre distintas células u órganos blanco  

5) pueden tener diversos efectos sobre una misma célula blanco 

6) sus efectos pueden ser redundantes, es decir, varias citocinas pueden tener 

el mismo efecto sobre las mismas células 

7) con frecuencia influyen en la síntesis y en los efectos de otras citocinas 

8) análogamente a otras hormonas proteicas, sus efectos se inician cuando son 

captadas por un receptor específico en la membrana de las células blanco 

9) la expresión de dichos receptores se regula por diversas señales, incluyendo 

a otras citocinas 

10) la mayoría de las respuestas a citocinas implican la biosíntesis de novo de 

mRNA y proteínas, 

11) para muchas células blanco, las citocinas actúan como reguladores de la 

división celular, es decir, coma factores de crecimiento (Velásquez, 2001). 

  

 Las citocinas son mensajeros químicos u hormonas extremadamente potentes, 

a pesar de que actúan a concentraciones muy bajas. Son muy específicas, actúan 

sobre la célula diana gracias a su afinidad por los receptores de membrana.  

 

La actuación de las citocinas es semejante a las de las hormonas, y están 

implicadas en la respuesta inmune innata o natural mediante la activación de los 

macrófagos y de las células NK induciendo procesos inflamatorios y quimiotácticos, 

así como en la respuesta inmune adquirida, tanto humoral como celular, actuando 

sobre los linfocitos T y los linfocitos B y facilitando la comunicación entre las 

diferentes poblaciones celulares (Velásquez, 2001). 

 

Durante la respuesta inmune las citocinas transmiten señales a los diferentes 

tipos celulares; entre los principales tipos de citocinas se encuentran los interferones 

(IFN) que evitan la diseminación de algunas infecciones víricas, las interleucinas (IL) 

que fundamentalmente inducen la diferenciación y multiplicación de algunas células, 

los factores estimulantes de las colonias (CSF) que intervienen en la diferenciación y 

multiplicación de las células madre de la medula ósea, los factores de necrosis 

tumoral (TNF) o el factor transformador del crecimiento (TGF). 
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El análisis y cuantificación de las citocinas ha Ilegado a ser un procedimiento 

obligado en la investigación (Carson y Vignali, 2002). 

 

Dentro de las citocinas producidas por las células Th1, el IFN-γ desempeña un 

papel importante por ser la citocina con mayor capacidad activadora de macrófagos. 

Los macrófagos parasitados por microorganismos responden al efecto del IFN-γ 

produciendo TNF-α que es un promotor de la síntesis de oxido nítrico mediante la 

síntesis de la oxido nítrico sintasa inducible (iNOS). El -NO es un metabolito toxico 

para los microorganismos intracelulares. 

 

La IL-4 se identificó por primera vez en 1982 y se le asigno la capacidad de 

inducir proliferación en las células B. La mayor fuente de esta interleucinas son las 

células T cooperadoras cuando se estimulan por un antígeno, aunque también se 

produce por las células T CD4+, CD8+, CD4-CD8-, y células NK. Su producción se 

puede suprimir por la presencia del TGF-β. Es un importante regulador del desarrollo 

de timocitos (Smith, 1986); induce la diferenciación de células dendríticas 

(Kronenberg, 1991). Además ejerce un papel decisivo en la coordinación de la 

respuesta inmune y en la fisiología del intestino, ya que puede inducir respuestas 

inmunes protectoras contra parásitos particularmente helmintos (Kruse, 1993); tiene 

un papel importante en la regulación de la producción de anticuerpos, en la 

hematopoyesis, en la inflamación, y en el desarrollo de respuestas inmunes en las 

células T efectoras (Velásquez, 2001). 

Respuesta citocina Función principal 

Th1 IFN-γ Diferenciación de células T citotóxicas. Inhibe la función de Th2. 
Favorece la producción de IgG2a por Lc B. 

 IL-2 Induce la proliferación de células T citotóxicas. 

Th2 IL-3 Activa progenitores hematopoyeticos. 

 IL-4 Promueve el crecimiento de células B, la expresión de VCAM-1, 
en endotelios, inhibe la función de Th1 al bloquear RIL-2 y la 
producción de IFN-y. Induce CD8 sobre CD4, aumenta la 
actividad citotóxica y en células B la producción de IgG1. 

 IL-6 Promueve la diferenciación de células B, inhibe la función de Th1.

Th3 IL-10 Promueve el crecimiento de células T, inhibe la producción de 
IFN-γ. 

 TGF-β Regulador del sistema inmune. 

 

Tabla 1. Citocinas y sus principales funciones. 
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La IL-10, se identificó inicialmente como un factor producido por clonas de 

células T cooperadoras tipo-2 (Th2) con capacidad de inhibir la producción de 

citocinas tipo Th1 cuando estas eran estimuladas por antígenos. También la producen 

monocitos/macrófagos, linfocitos B, queratinocitos y otros varios tipos celulares. Es la 

citocina inmunosupresora por excelencia, inhibe la síntesis de muchas otras citocinas, 

como eI IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-12, y la expresión de MHC-II y moléculas de adhesión 

en monocitos. También tiene efectos antiproliferativos sobre muchos tipos celulares. 

La IL-10 ejerce además múltiples actividades inmunomoduladoras. Regula las 

funciones mediadas por linfocitos B induciendo la síntesis de IgG. 

 

El TGF-β, factor de crecimiento transformante beta es un potente regulador del 

sistema inmune, de la proliferación y diferenciación celular y de la síntesis de la matriz 

extracelular. El TGF-β pertenece a una familia de 5 proteínas que se caracterizó 

inicialmente por su capacidad de promover el crecimiento de células normales, puede 

inhibir la producción de IL-4. 

 

3) LOS EFECTOS DE LAS DE LAS PROTEÍNAS Cry DE Bacillus thuringiensis 
 Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva del suelo que produce 

cuerpos de inclusión paraesporales compuestos por una o mas δ-endotoxinas 

conocidas como proteínas Cry o Cyt (Cannon, 1996) que se encuentran en la 

naturaleza en forma de cristales, como protoxinas solubles y como toxinas insolubles 

y son el mayor bactericida utilizado como bioinsecticida. Las protoxinas son las 

subunidades de los cristales y cuando se tratan con proteasas similares a la tripsina 

se vuelven tóxicas para invertebrados. Las protoxinas Cry1Ac (pCry1Ac) tienen alto 

peso molecular (100-140 kDa) y son solubles a pH alcalino. En contraste, las toxinas 

pCry1Ac tienen peso molecular moderado (70 kDa), son resistentes a proteólisis y 

estables a pH extremos (Hofte y Whiteley, 1989; Knowles, et al. 1991). Las proteínas 

Cry tienen actividad entomopatogénica de gran importancia económica, por lo cual, 

se han expresado en vectores como E.coli y otros para incrementar su producción y 

estudiar su funcionalidad, patogenicidad-hospedero y su aplicación industrial como 

bioinsecticida. La expresión en E. coli JM103 (pOS9300) es un buen sistema para la 

expresión del gen de pCry1Ac de B. thuringiensis var. kurstaky HD73, ya que la 

cantidad producida es considerablemente mayor (284 µg/ml; 48% de las proteínas 
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totales) que la del hospedero natural (58 µg/ml; 51% de las proteínas totales) (Ge, et 

al.1990). 

 

Estructura de las toxinas Cry. La protoxina Cry1Ac presenta cinco dominios 

conservados comunes en la mayoría de las proteínas Cry (Crickmore, et aI, 1998), el 

dominio C-terminal que se encuentra en la mayoría de protoxinas no forma parte de la 

toxina activa (esta región es digerida por proteasas en el intestino medio del insecto), 

pero se cree que desempeña un papel fundamental en la formación del cristal 

(Schnepf, et al. 1998), mientras que los tres dominios del extremo N-terminal 

constituyen la forma activa de Cry1Ac. El dominio I que se localiza en la porción N-

terminal consiste de siete α-hélices y esta involucrado en la inserción a la membrana 

y en la formación del poro. El dominio II llamado "β-prisma", con tres pliegues 

simétricos consta de tres β-plegadas, esta involucrado en la toxicidad a insectos. El 

dominio III localizado en el C-terminal esta formado por dos β-plegadas antiparalelas 

y es importante para la especificidad al insecto. Lee (et al. 1999) sugiere que Cry1Ac 

se una al receptor, vía dos dominios diferentes. Los residuos en el dominio III podrían 

tener un papel importante en la unión inicial al receptor, y el dominio II podría ser el 

responsable de la unión secundaria e irreversible. Actualmente, existen tres 

receptores putativos para la toxina Cry1Ac que se han identificado como una N-

aminopeptidasa (APN) de 120 kDa (Denolf, et al. 1997; Gill, et al. 1995; Knight, et al. 
1994), una N-aminopeptidasa (APN) de 96 kDa (Shitomi, et al. 2006) y una proteína 

similar a caderina de 210 kDa. (Valaitis, et al. 1995 y 1997. Francis, et al. 1997). 

Estudios recientes del dominio III de pCry1Ac demostraron que tiene propiedades de 

lectina la cual se une a un azúcar N-acetilgalactosamina (GaINAc) (De Maagd, et al. 
1999; Burton, et aI. 1999). 

 

Mecanismo de acción en invertebrados. La toxina produce sus efectos 

patológicos por la formación de poros líticos en la membrana de células epiteliales en 

el intestino medio del insecto. Las toxinas de la clase Cry1, que son activas contra 

Lepidópteros, están formadas por protoxinas de 120-130 kDa, las cuales son solubles 

en el pH alcalino del intestino medio de los Lepidópteros. Después de la 

solubilización, el procesamiento por proteasas intestinales resulta en una toxina 

relativamente estable de 60 a 70 kDa. En insectos susceptibles, la toxina madura se 

une al epitelio intestinal y forma poros en la membrana, que resultan en la lisis de las 
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células epiteliales y eventualmente en la muerte del insecto (Knowles y Dow, 1993). 

Cada paso de este mecanismo se puede modular por un insecto en particular y 

además por la especificidad de la toxina. La solubilización de las protoxinas (la 

proteína aparece en forma de cristales, antes de la activación por proteasas 

intestinales) en el C-terminal depende del pH alcalino intestinal que presentan los 

dípteros y lepidópteros. 

 

ANTECEDENTES 

 Protoxina Cry1Ac (pCry1Ac) en vertebrados. Las proteínas Cry se han 

estudiado ampliamente desde hace mucho tiempo para evaluar su actividad 

bioensecticida pero sus propiedades inmunológicas en vertebrados han sido poco 

estudiadas a pesar de la homología de B. thuringiensis con la especie patógena de B. 
cereus (Zahner, et al. 1989). También se ha sugerido que la actividad antitumoral de 

estas proteínas contra el sarcoma de Yoshida posiblemente se deba a su capacidad 

de incrementar la inmunidad general (Prasad y Shethna, 1975). 

 

Mayes el al, (1989), realizaron estudios de toxicidad presentados por la US 

Environmental Protection Agency en donde probaron preparados de B. thuringiensis 

que contenían altas concentraciones de proteínas Cry y encontraron que estos no 

presentaban efectos adversos sobre ratas y ratones de laboratorio y no inducían 

inflamación intestinal cuando se administraban de forma oral. 

  
 Por estudios previos de Vázquez-Padrón y Moreno-Fierros, se sabe que la 

protoxina Cry1Ac (pCry1Ac) recombinante, clonada a partir de B. thuringiensis es 

altamente inmunogénica y posee efectos adyuvantes tanto a nivel sistémico como de 

mucosas; al menos tan potentes como los de la toxina del cólera (CT). Vázquez-

Padrón, et al. 1999 demostraron que mediante una inmunización sistémica a ratones 

y conejos con la pCry1Ac coadministrada con el adyuvante completo de Freund se 

inducían altas respuestas de anticuerpos en suero. En estudios posteriores se 

demostró que la pCry1Ac en sus formas soluble y cristalina administrada oral (o) e 

intraperitonealmente (ip) (Vázquez-Padrón, et al. 1999) intranasal (in) y rectal (r) 

(Moreno-Fierros, et al. 2000) induce altas respuestas de anticuerpos a nivel intestinal 

y sistémico. Por la vía ip las dos formas de la pCry1Ac indujeron altas respuestas de 

anticuerpos en suero, intestino delgado y grueso, sin embargo por la vía oral ambas 
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formas indujeron respuestas sistémicas pero solo la forma soluble indujo respuesta 

inmune en mucosas. Los títulos de anticuerpos en suero fueron mayores a los 

producidos por la toxina del cólera (CT). Además, por las vías in y r se indujeron altas 

respuestas de anticuerpos en suero y en las diferentes secreciones vaginales, 

intestinales y de tracto respiratorio; aunque, el isotipo y la magnitud de las respuestas 

varia dependiendo de la ruta y de la secreción analizada. Las rutas in e ip indujeron 

mayores respuestas que por la ruta rectal. 

 

La coadministración IP y O de la pCry1Ac con albúmina sérica bovina (BSA) y 

el antígeno de superficie de Ia hepatitis B (HBsAg) aumenta principalmente Ia 

respuesta de IgG sérica e intestinal. Los efectos adyuvantes de la pCry1Ac se 

compararon con los producidos por la CT considerada como el más potente 

inmunógeno y adyuvante de mucosas. En general la pCry1Ac presenta más efectos 

adyuvantes sobre la respuesta anti-BSA. Por otra parte se ha demostrado que 

cuando la CT se coadministra con proteínas solubles no inmunogénicas incrementa la 

respuesta de IgA en mucosas y de IgG sistémica, sin embargo, en otros estudios se 

ha encontrado que los efectos adyuvantes de la CT (Wilson, et al. 1990) y de la 

pCry1Ac (Vázquez-Padrón, et al. 1999) no son universales ya que sus propiedades 

adyuvantes dependen de la ruta de inmunización, del antígeno coadministrado, y del 

sitio analizado.  
 

En el 2005, Resendiz-Albor determinó diferencias en linfocitos intraepiteliales y 

de lamina propia de ambos intestinos, al determinar las poblaciones de linfocitos 

presentes encontró la presencia de una gran proporción de linfocitos B y linfocitos 

CD8+TCRαβ+ en LPL de IG, mientras que en el ID se encontraba una gran 

proporción de linfocitos T CD4+ TCRαβ+. Además, analizó la presencia de células T 

que espontáneamente producían IL-2, IFN-γ e IL-4, aunque para IL-10 encontró una 

baja expresión; además encontró diferencias en la producción de estas citocinas en 

los diferentes compartimentos (IEL y LPL ambos intestinos), 
 

La mayoría de los agentes infecciosos penetran al organismo a través de las 

superficies mucosas del tracto gastrointestinal, respiratorio y genitourinario, por lo 

que se requiere desarrollar estrategias de vacunación que induzcan respuestas 

inmunes protectoras en los sitios mucosos donde invaden los patógenos. Sin 
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embargo la organización y regulación de la inmunidad en mucosas es más compleja 

de lo que inicialmente se pensó, ya que está altamente compartamentalizada por lo 

que para tratar de dilucidar como lograr inducir y regular las respuestas inmunes 

protectoras en los sitios adecuados dependiendo de los sitios de infección de los 

diferentes patógenos hacen falta mucho más estudios, que tomen en consideración 

las diferencias regionales del sistema inmune de mucosas. Por lo tanto es importante 

evaluar en linfocitos de distintos compartimentos mucosos las respuestas inmunes 

efectoras.  
 

Es importante estudiar nuevos adyuvantes capaces de estimular la respuesta 

inmune en mucosas, que no sean tóxicos para humanos, que sean estables y de 

bajos costos que puedan aplicarse por vías mucosas. Las proteínas Cry1Ac de 

Bacillus thuringiensis: reúnen estas características; ya que presentan alta resistencia 

a proteólisis, son estables en pH alcalino, no son tóxicas en vertebrados y sus costos 

de producción son bajos. Además en reportes previos del laboratorio hemos 

demostrado que la protoxina Cry1Ac recombinante es altamente inmunogénica y 

posee efectos adyuvantes tan potentes como los de la toxina del cólera tanto a nivel 

mucoso como sistémico. Además hemos encontrado también que la pCry1Ac tiene 

un papel adyuvante protector en un modelo de meningoencefalitis amibiana primaria 

en ratón. Para definir la utilidad de pCry1Ac como adyuvante vacunal es necesario 

comprender cuales son las bases celulares del mecanismo inmunogénico y 

adyuvante de pCry1Ac en las superficies mucosas  yy  tomando en cuenta que la 

mayoría de los adyuvantes ejercen al menos parte de su actividad adyuvante a través 

de la inducción de citocinas, pretendimos tratar de comprender las bases celulares 

del mecanismo inmunogénico y adyuvante de pCry1Ac, en este trabajo para 

contribuir al conocimiento de la descripción y función del sistema inmunitario de las 

mucosas, realizamos la caracterización de los efectos inmunomoduladores de 

pCry1Ac en linfocitos aislados de diferentes compartimentos de mucosas analizando 

el patrón de citocinas inducido por la estimulación con pCry1Ac como una forma de 

evaluar las respuestas funcionales de los linfocitos. 

 

Las citocinas producidas durante la respuesta inmune transmiten señales entre 

diferentes tipos celulares y actúan como mediadores de la respuesta inmune, así 

mismo, el microambiente que producen estas citocinas es importante para establecer 
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el tipo de respuesta que induce la pCry1Ac; ya que las citocinas de tipo Th1 son 

importantes promotores de la respuesta inmune mediada por células, mientras que 

las citocinas Th2 inducen una respuesta mediada por anticuerpos (Trinchieri, 1994); 

además, como parte de la respuesta contra Ag es necesaria la participación de estas 

citocinas, las cuales son producidas principalmente por linfocitos T y juegan un papel 

muy importante en la fase de activación de células T y pueden regular el crecimiento 

y diferenciación de diferentes poblaciones de linfocitos (De Zubiria, 2000).  

 

Por lo tanto en este trabajo consideramos importante analizar el patrón de 

citocinas inducido por pCry1Ac, para establecer el tipo de respuesta inducido en los 

diferentes compartimentos de mucosas  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
Las citocinas producidas durante la respuesta inmune transmiten señales entre 

diferentes tipos celulares y actúan como mediadores de la respuesta inmune, así 

mismo, el microambiente que producen estas citocinas es importante para establecer 

el tipo de respuesta que induce la pCry1Ac; ya que las citocinas de tipo Th1 son 

importantes promotores de la respuesta inmune mediada por células, mientras que 

las citocinas Th2 inducen una respuesta mediada por anticuerpos (Trinchieri, 1994); 

además, como parte de la respuesta contra Ag es necesaria la participación de estas 

citocinas, las cuales son producidas principalmente por linfocitos T y juegan un papel 

muy importante en la fase de activación de células T y pueden regular el crecimiento 

y diferenciación de diferentes poblaciones de linfocitos (De Zubiria, 2000).  

 

Por lo tanto en este trabajo consideramos importante analizar el patrón de 

citocinas inducido por pCry1Ac, para establecer el tipo de respuesta inducido en los 

diferentes compartimentos de mucosas  
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ANTECEDENTES 
 Protoxina Cry1Ac (pCry1Ac) en vertebrados. Las proteínas Cry se han 

estudiado ampliamente desde hace mucho tiempo para evaluar su actividad 

bioensecticida pero sus propiedades inmunológicas en vertebrados han sido poco 

estudiadas a pesar de la homología de B. thuringiensis con la especie patógena de B. 

cereus (Zahner, et al. 1989). También se ha sugerido que la actividad antitumoral de 

estas proteínas contra el sarcoma de Yoshida posiblemente se deba a su capacidad 

de incrementar la inmunidad general (Prasad y Shethna, 1975). 

 

Mayes el al, (1989), realizaron estudios de toxicidad presentados por la US 

Environmental Protection Agency en donde probaron preparados de B. thuringiensis 

que contenían altas concentraciones de proteínas Cry y encontraron que estos no 

presentaban efectos adversos sobre ratas y ratones de laboratorio y no inducían 

inflamación intestinal cuando se administraban de forma oral. 

  

 Por estudios previos de Vázquez-Padrón y Moreno-Fierros, se sabe que la 

protoxina Cry1Ac (pCry1Ac) recombinante, clonada a partir de B. thuringiensis es 

altamente inmunogénica y posee efectos adyuvantes tanto a nivel sistémico como de 

mucosas; al menos tan potentes como los de la toxina del cólera (CT). Vázquez-

Padrón, et al. 1999 demostraron que mediante una inmunización sistémica a ratones 

y conejos con la pCry1Ac coadministrada con el adyuvante completo de Freund se 

inducían altas respuestas de anticuerpos en suero. En estudios posteriores se 

demostró que la pCry1Ac en sus formas soluble y cristalina administrada oral (o) e 

intraperitonealmente (ip) (Vázquez-Padrón, et al. 1999) intranasal (in) y rectal (r) 

(Moreno-Fierros, et al. 2000) induce altas respuestas de anticuerpos a nivel intestinal 

y sistémico. Por la vía ip las dos formas de la pCry1Ac indujeron altas respuestas de 

anticuerpos en suero, intestino delgado y grueso, sin embargo por la vía oral ambas 

formas indujeron respuestas sistémicas pero solo la forma soluble indujo respuesta 

inmune en mucosas. Los títulos de anticuerpos en suero fueron mayores a los 

producidos por la toxina del cólera (CT). Además, por las vías in y r se indujeron altas 

respuestas de anticuerpos en suero y en las diferentes secreciones vaginales, 

intestinales y de tracto respiratorio; aunque, el isotipo y la magnitud de las respuestas 

varia dependiendo de la ruta y de la secreción analizada. Las rutas in e ip indujeron 

mayores respuestas que por la ruta rectal. 

 14
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La coadministración IP y O de la pCry1Ac con albúmina sérica bovina (BSA) y 

el antígeno de superficie de Ia hepatitis B (HBsAg) aumenta principalmente Ia 

respuesta de IgG sérica e intestinal. Los efectos adyuvantes de la pCry1Ac se 

compararon con los producidos por la CT considerada como el más potente 

inmunógeno y adyuvante de mucosas. En general la pCry1Ac presenta más efectos 

adyuvantes sobre la respuesta anti-BSA. Por otra parte se ha demostrado que 

cuando la CT se coadministra con proteínas solubles no inmunogénicas incrementa la 

respuesta de IgA en mucosas y de IgG sistémica, sin embargo, en otros estudios se 

ha encontrado que los efectos adyuvantes de la CT (Wilson, et al. 1990) y de la 

pCry1Ac (Vázquez-Padrón, et al. 1999) no son universales ya que sus propiedades 

adyuvantes dependen de la ruta de inmunización, del antígeno coadministrado, y del 

sitio analizado.  
 

En el 2005, Resendiz-Albor determinó diferencias en linfocitos intraepiteliales y 

de lamina propia de ambos intestinos, al determinar las poblaciones de linfocitos 

presentes encontró la presencia de una gran proporción de linfocitos B y linfocitos 

CD8+TCRαβ+ en LPL de IG, mientras que en el ID se encontraba una gran 

proporción de linfocitos T CD4+ TCRαβ+. Además, analizó la presencia de células T 

que espontáneamente producían IL-2, IFN-γ e IL-4, aunque para IL-10 encontró una 

baja expresión; además encontró diferencias en la producción de estas citocinas en 

los diferentes compartimentos (IEL y LPL ambos intestinos), 
 

La mayoría de los agentes infecciosos penetran al organismo a través de las 

superficies mucosas del tracto gastrointestinal, respiratorio y genitourinario, por lo 

que se requiere desarrollar estrategias de vacunación que induzcan respuestas 

inmunes protectoras en los sitios mucosos donde invaden los patógenos. Sin 

embargo la organización y regulación de la inmunidad en mucosas es más compleja 

de lo que inicialmente se pensó, ya que está altamente compartamentalizada por lo 

que para tratar de dilucidar como lograr inducir y regular las respuestas inmunes 

protectoras en los sitios adecuados dependiendo de los sitios de infección de los 

diferentes patógenos hacen falta mucho más estudios, que tomen en consideración 

las diferencias regionales del sistema inmune de mucosas. Por lo tanto es importante 

 15

Neevia docConverter 5.1



 
ANTECEDENTES

evaluar en linfocitos de distintos compartimentos mucosos las respuestas inmunes 

efectoras.  
 

Es importante estudiar nuevos adyuvantes capaces de estimular la respuesta 

inmune en mucosas, que no sean tóxicos para humanos, que sean estables y de 

bajos costos que puedan aplicarse por vías mucosas. Las proteínas Cry1Ac de 

Bacillus thuringiensis: reúnen estas características; ya que presentan alta resistencia 

a proteólisis, son estables en pH alcalino, no son tóxicas en vertebrados y sus costos 

de producción son bajos. Además en reportes previos del laboratorio hemos 

demostrado que la protoxina Cry1Ac recombinante es altamente inmunogénica y 

posee efectos adyuvantes tan potentes como los de la toxina del cólera tanto a nivel 

mucoso como sistémico. Además hemos encontrado también que la pCry1Ac tiene 

un papel adyuvante protector en un modelo de meningoencefalitis amibiana primaria 

en ratón. Para definir la utilidad de pCry1Ac como adyuvante vacunal es necesario 

comprender cuales son las bases celulares del mecanismo inmunogénico y 

adyuvante de pCry1Ac en las superficies mucosas  yy  tomando en cuenta que la 

mayoría de los adyuvantes ejercen al menos parte de su actividad adyuvante a través 

de la inducción de citocinas, pretendimos tratar de comprender las bases celulares 

del mecanismo inmunogénico y adyuvante de pCry1Ac, en este trabajo para 

contribuir al conocimiento de la descripción y función del sistema inmunitario de las 

mucosas, realizamos la caracterización de los efectos inmunomoduladores de 

pCry1Ac en linfocitos aislados de diferentes compartimentos de mucosas analizando 

el patrón de citocinas inducido por la estimulación con pCry1Ac como una forma de 

evaluar las respuestas funcionales de los linfocitos. 

 16
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OBJETIVO GENERAL 

Determinar si la protoxina Cry1Ac de Bacillus thuringiensis induce o modifica el 

patrón de citocinas en linfocitos de distintos compartimentos de mucosa  mediante 

RT-PCR. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Aislar y determinar las poblaciones de linfocitos presentes en cada uno de los sitios 

de estudio en animales control e inmunizados i.p. con pCry1Ac. 

2. Analizar la expresión semicuantitativa de mRNA’s de citocinas constitutivas e 

inducidas por pCry1Ac en linfocitos de distintos compartimentos, mediante RT-PCR. 

2.1. Determinar la expresión constitutiva de citocinas en linfocitos de distintos 

compartimentos de mucosas. 

2.2. Determinar si el tratamiento in vivo con la pCry1Ac induce o modifica el patrón 

de citocinas en linfocitos en distintos compartimentos de mucosas. 

2.3. Determinar la producción de citocinas que es inducido tras un estimulo in vitro 

con pCry1Ac en linfocitos de animales no inmunizados. 

2.4. Determinar que patrón de citocinas induce el estimulo in vitro con pCry1Ac en 

linfocitos de animales previamente inmunizados. 

 

Objetivo complementario 

Determinar in vitro la presencia de proliferación celular en distintos 

compartimentos de mucosas, en ausencia y presencia de un estimulo o re-estimulo 

con la pCry1Ac. 

 

HIPOTESIS 

 

La inmunización intraperitoneal con la protoxina Cry1Ac modificará la expresión 

de citocinas Th1 (IFN−γ) Th2 (IL-4) e inmunomoduladoras (IL-10 y TGF-β), producidas 

principalmente por células T, generando un microambiente diferente para las células 

residentes en cada uno de los diversos sitios de las mucosas, lo que les permitirá 

responder de manera diferencial en cada compartimento, según el efecto de las 

citocinas que se expresen. 
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3. METODOLOGÍA 

 

3.1. Producción y Purificación de la pCry1Ac a partir de E. coli 
La protoxina Cry1Ac se obtuvo a partir de una cepa recombinante de E. coli 

JM103 (pOS4201) donada por el Dr. Donald Dean de la Ohio State University 

(Columbus, EEUU), el cultivo se mantuvo en agitación constante a 37°C durante 48 h 

en medio Luria-Bertani (LB) al cual se le adicionó ampicilina (50 µg/ml) y Kanamicina 

(30 µg/ml). La síntesis de pCry1Ac se indujo con 300µl isopropil β-D-

tiogalactopiranósido (IPTG) 1 mM por litro manteniendo el cultivo en agitación a 37°C 

hasta que la absorbancia a 540 nm (A540) de una muestra del cultivo fue de 0.5-1.0, 

en ese momento se cosecharon las bacterias por centrifugación a 12,000 rpm por 20 

min a 4°C, la pastilla resultante se lavó dos veces con 50 ml de buffer TE (Tris-HCI 50 

mM, EDTA 10 mM, pH 8.0). Posteriormente se incubaron a 37°C durante 1 h con 4 

mg de lisozima y se sonicaron (Fisher Sonic Dismembrator modelo 300) durante 5 

min por tres ocasiones mientras se mantenían en hielo, para promover la ruptura de 

las bacterias y liberar los cuerpos de inclusión que se recuperaron por centrifugación 

a 10,000 rpm por 20 min a 4°C, se resuspendió la pastilla en 50 ml de NaCI 0.5 M y 

Tritón X-1 00 1 %, se centrifugó a 10 000 rpm por 15 min a 4°C, se resuspendió la 

pastilla en 50 ml de NaCI 0.5 M y Tritón X-100 al 1% se centrifugó a 10,000 rpm por 

15min a 4° C, nuevamente se resuspendió la pastilla en 50 ml de NaCl 0.5 M, se 

centrifugó a 10,000 rpm por 15 min a 4°C, y se resuspendió en 30ml de H2O estéril 

fría, se centrifugó a 10,000 rpm por 15 min a 4°C, se solubilizó la pastilla en 10 ml de 

buffer de carbonatos 0.1 M pH 9.6 y 50 µI de mercaptoetanol 30 min a 37oC en 

agitación, por último se centrifugó a 10,000 rpm 15 min a 4°C, se recupero el 

sobrenadante y se almacenó a 4°C y la concentración de proteínas se determinó por 

el método de Bradford (1976) mediante una curva tipo de proteínas empleando 

albúmina sérica bovina como estándar y se calculó la concentración de proteínas 

(0.05<A620<0.5). Las muestras problema se analizaran por duplicado. 

 

3.2. Análisis de la pureza de la proteína 

La pureza se determinó mediante una electroforesis en un gel de SDS-PAGE 

(Laemmli, 1970) para separar la proteína en función de su tamaño. Las muestras de 

la pCry1Ac se sometieron a electroforesis SDS-PAGE, en condiciones reductoras que 

le confirieron carga negativa permitiendo su separación en una matriz de 
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poliacrilamida cuando se aplica un campo eléctrico. Se utilizó el sistema de 

electroforesis Miniprotean II (Bio-Rad), con geles de SDS-poliacrilamida de dos fases: 

un gel concentrador (stacking) de baja porcentaje de acrilamida (5%), que distribuyó 

las proteínas de las muestras antes de su separación, y un gel separador (running) 

con un mayor porcentaje de acrilamida 10% (acrilamida mezcla 30%, buffer Tris-HCI 

pH 8.8, SDS 0.1%, persulfato de amonio10%, TEMED), que separó las proteínas en 

función de su peso molecular. 

 

Se realizó una mezcla de la muestra de proteínas con el buffer de carga 2X 

que contenía 250 mM Tris-HCI (pH 8.0), 50% glicerol, 10% SDS, 0.05 azul de 

bromofenol, 2% DTT, 1 mM 13-mercaptoetanol (Sigma). Se hirvió la mezcla durante 5 

min y se dejo enfriar por 5 min antes de cargar 10 µl por pozo, en el gel se cargo 

también un marcador de peso molecular preteñido de BioRad para determinar el peso 

de la proteína (albúmina sérica bovina 68000; ovoalbumina; anhidrasa carbónica 

29000; 13-galactosidasa 18400 y lisozima 14300 kDa). La electroforesis vertical se 

realizo empleando el tampón de corrida de Laemmli (25 mM Tris.HCI, 192 mM glicina, 

0.1%  SDS en agua MilliQ). Se prepararon geles de 80x73x0.75 mm con 

poliacrilamida al 10%, se montaron en una cámara de electroforesis (Mini-Protean II, 

Bio-Rad) conectada a una fuente de poder (Bio-Rad, Modelo 1000/500). Se inició la 

electroforesis a 90 V y aproximadamente después de 30 min, hasta que el colorante 

indicador llegó a 0.5 cm del extremo inferior del gel separador. El gel se colocó en un 

recipiente con colorante (0.259 de azul de Coomassie R-250, 125 ml de metanol, 50 

ml de ácido acético glaciar, 325 ml de H2O) por toda la noche, se lavaron con solución 

desteñidora rápida (45% de metanol, 45% de H2O, 10% ácido acético) por 25 min. 

Las imágenes de los geles teñidos se capturaron en un digitalizador de imágenes 

(Alpha Imagen) para determinar la presencia de una banda de proteína y el peso de 

la pCry1Ac. 

 

3.3. Ruta y esquema de inmunización 

La inmunización se realizó en ratones hembra de 8-10 semanas que fueron 

mantenidos libres de pirógenos, con agua y alimento (Lab diet 5015, OMI Nutrition 

International) y microchips como material de cama. Las inmunizaciones se realizaron 

vía intraperitoneal (i.p.) con 50 µg de pCry1Ac en 0.1 ml de PBS por ratón, cada 7 
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días por tres veces consecutivas y 7 días posteriores a la última inmunización se 

sacrificaron. 

 

3.4. Obtención de linfocitos de distintos compartimentos de mucosas 

Se siguieron distintos protocolos para la obtención de linfocitos de distintos 

compartimentos según el tejido del cual se extrajeron: 

 

3.4.1. Obtención de linfocitos de bazo 

A los individuos sacrificados se les extirpó completamente el bazo (B), que se 

colocó una caja de Petri con 10 ml de media RPMI-1640 se tamizo en una rejilla 

metálica de 5 x 5 cm con una abertura de 1 mm y se disgregara con el émbolo de una 

jeringa para separar los componentes celulares y se recuperó la suspensión celular, 

que se filtro en tela de organza de 10 x 10 cm con una abertura de 1 mm el filtrado se 

recuperó en tubos cónicos de 15 ml. La suspensión celular se dejo reposar por 10 min 

a 4°C, al cabo de los cuales se recuperó el sobrenadante por decantación y se 

eliminaron los eritrocitos (la pastilla roja). El sobrenadante se centrifugó a 2500 rpm a 

4oC por 10 min y la pastilla celular se resuspendió en 4 ml de Percoll al 40% con 200 

µl de suero fetal bovino (FBS). 

 

3.4.2. Obtención de linfocitos de placas de Peyer (PP) 

Se extirpó el intestino tanto grueso (IG) como el delgado (ID) de este último se 

removieron cuidadosamente las placas de Peyer (PP) y se colocaron en cajas Petri 

con 5 ml de medio RPMI-1640; posteriormente se tamizaron en una rejilla de metal de 

5x5 cm con una abertura de malla de 1 mm y se disgregaron con el émbolo de una 

jeringa, la suspensión celular se filtró con organza de 10 x 10 cm con una abertura de 

1 mm y recuperó en tubos cónicos de 15 ml. Se centrifugó la muestra a 2500 rpm por 

10 min a 4°C, se removió el sobrenadante y la pastilla resultante se resuspendió en 4 

ml de Percoll al 40% con 200 µI de FBS. 

 

3.4.3. Obtención de linfocitos intraepiteliales de intestino grueso, delgado y 

tracto genital (TRF) 

Una vez obtenidos los intestinos se lavaron con 5 ml de RPMI-1640 

desechando el contenido intestinal, se expuso el lumen y se colocan en tubos cónicos 

de 50 ml con RPMI+EDTA+DTT 10 ml por intestino, para vagina se empleo integro el 
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aparato reproductor femenino, una vez extraídas se cortaron en dos extremos para 

exponer la mucosa, los tejidos se incubaron por 30 min a 37°C en agitación para 

obtener los linfocitos intraepiteliales, adicionalmente se agregaron 200 µI de suero por 

intestino para mantener vivos los linfocitos. Los tubos se mantuvieron en agitación a 

300 rpm durante la incubación, la suspensión celular (liquido obtenido) se filtró con 

organza de 5X5 cm con malla de 1 mm en un tubo cónico de 50 ml y se centrifugaron 

a 2500 rpm a 4°C por 10 min para obtener una pastilla que se sometió a gradiente de 

Percoll como se indica posteriormente. 

 

3.4.4. Obtención de linfocitos de lámina propia de intestino grueso, delgado y 

tracto genital (TRF) 

Posterior a la obtención de linfocitos intaepiteliales, los intestinos se colocaron 

en cajas Petri con medio RPMI-1640 en donde se lavaron para eliminar el exceso de 

EDTA, los intestinos lavados se colocaron de nuevo en tubos cónicos de 50 ml con 10 

ml de colagenasa (colagenasa 13.3 mg, RPMI-1640 100 ml, 200 µl suero a pH 7.4), 

se incubaron nuevamente por 30 min a 37°C en agitación constante para obtener los 

linfocitos de la lámina propia. Una vez transcurrida la incubación se extrajeron los 

intestinos y se lavaron con RPMI-1640 la suspensión celular (liquido obtenido) se filtró 

con fibra de vidrio y se recupero en un tubo cónico de 50 ml, se adicionaron 200 µl de 

suero y se centrifugó a 2500 rpm a 4°C por 10 min para obtener una pastilla que se 

sometió a gradiente de Percoll. 

Nota: Para las muestras del TRF aunque se realizaron obtención de ambos 

linfocitos, intraepiteliales y de lamina propia, estos se reunieron en una sola muestra 

debido a su bajo número de células. 

 

3.5. Gradientes de separación de linfocitos 

Las muestras resuspendidas en 4ml de Percoll al 40% se colocaron en tubos 

cónicos de 15 ml que contenían 4 ml de Percoll al 75% y se centrifugaran a 2500 rpm 

por 25 min. Se recuperó la interfase por aspiración con una pipeta Pasteur y se 

coloco en tubos cónicos que contenían 200 µl de suero y se Ilevaron a 10 ml con 

medio RPMI-1640, se centrifugaron inmediatamente a 2500 rpm  4°C por 10 min, se 

desechó el sobrenadante y se agregaron 200 µl de suero por muestra y 1 ml de 

medio RPMI-1640. 
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3.6. Conteo y viabilidad celular 

Para conocer el número de células obtenidas se realizaron conteos celulares 

en cámara de Neubauer, se resuspendieron perfectamente las muestras y se tomó 

una alícuota de 10 µI que se mezcló con 10 µI de azul Tripano para obtener el 

número de células viables. El azul tripano es un colorante vital que penetra en la 

célula cuando estas presentan la membrana dañada (células no viable) y permanece 

en el exterior en células viables. Las células vivas (células brillantes) que se 

observaron en el microscopio, se contaron y se les aplico la formula siguiente: 

 

 

 

 

El resultado se empleó para determinar el # de células/mL y finalmente estas 

se ajustaron a 1 x106 o 5x106 células por mililitro, según el requerimiento. 

 Nota: Solo se emplearon los valores de células viables para el ajuste. 

 

3.7. Citometría de flujo 

Para el análisis de inmunoflourescencia FAC's se emplearon anticuerpos 

monoclonales (Becton Dickinson Tecnologies) αCD3-FITC, αCD3-PerCP, αCD45RO-

PE, αCD4-FITC, αCD8-PE, como control de isotipos para determinar la 

autoflorescencia se emplearon IgG2a-PE e IgG2b-FITC. Para realizar la tinción se 

centrifugaron 500,000 células a 2500 rpm por 10 min a 4°C, para posteriormente 

decantar el sobrenadante y obtener una pastilla celular, los anticuerpos utilizados se 

diluyeron a una concentración de 0.2 µg/1X106 células en PBA (PBS adicionado con 

1% de Albúmina) para favorecer la tinción, se incubaron por 30 min a 4°C en 

oscuridad, se lavaron con 1 mL de PBA para eliminar los anticuerpos no adheridos, 

se centrifugaron a 2500 rpm 10 min a 4°C y se fijaron con 300 µl de paraformaldehido 

al 4% disuelto en PBS. 

 

El análisis de citometría de flujo se realizó utilizando la combinación de 2 o 3 

fluorocromos por muestra en un citómetro FAC's Calibur (Becton Dickinson) equipado 

con un láser de argón. Se adquirieron 100,000 eventos por muestra y se 

determinaron las poblaciones celulares positivas a cada uno de los marcadores 

empleados con respecto al grupo control de isotipo. Los datos se analizaron con el 
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programa CellQuestPro (Becton Dickinson), el programa calculó los porcentajes de 

células positivas y negativas a cada marcador de acuerdo a la intensidad de 

fluorescencia relativa. Los datos obtenidos se realizaron por triplicado. Se calculó la 

proporción de CD4/CD8 para determinar una posible redistribución de las poblaciones 

celulares, ya que una disminución de los radios de CD4/CD8 se presenta en los 

procesos inflamatorios agudos y severos e involucra una extravasación masiva de los 

linfocitos a los tejidos inflamados y a los órganos linfoides secundarios asociados. 

 

3.8. Cultivos celulares y estimulación in vitro 

Para la estimulación (ratones no inmunizados) y re-estimulación in vitro 

(ratones previamente inmunizados) se ajustaron las células a una concentración de 

1X106 células/ml de medio RPMI-1640 estéril y se colocaron en placas de cultivo de 

24 pozos, un mililitro por pozo, para obtener cinco pozos por muestra; se les agregó a 

cada pozo 10 µg de pCry1Ac para estimular o re-estimular las células según el caso y 

se incubaron en condiciones de esterilidad por cuatro horas a 37°C con 5% de CO2. 

 

3.9. Extracción RNA total de linfocitos 

El RNA total se utilizó para determinar los efectos en la transcripción de las 

citocinas en los diferentes compartimentos de mucosas al inmunizar vía i.p. con 50 µg 

de pCry1Ac. Se obtuvieron muestras celulares de cinco individuos, para obtener un 

total de 5x106 células de cada grupo de muestras: no inmunizados (Control), 

inmunizados (Cry i.p.), cultivos estimulados (Control+Cry) y re-estimulados (Cry 

i.p.+Cry) in vitro se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min se les agregó 1 ml de 

PBS para lavar las células y eliminar los restos del medio de cultivo que pudieran 

interferir con la extracción y se centrifugaron nuevamente a 1500 rpm durante 10 min; 

a cada pastilla linfocitaria de distintos compartimentos (5X106 células/ml) se les 

realizó una extracción del RNA de acuerdo a las especificaciones del kit de extracción 

AquaPure RNA Blood (BIO-RAD). El procedimiento consistió en lisar las células 

agregando 900 µI de RBL Lysis Solution a la pastilla celular, se mezcló suavemente 

para homogenizar, se centrifugó 20 seg a 9,000 rpm, se removió el sobrenadante 

dejando aproximadamente de 10-20 µI de solución para resuspender la muestra, se 

mezclo en vortex para homogenizar, se agregaron 300 µI de RNA Solution y 100 µI 

de Protein-DNA precipitation Solution para permitir la disociación completa de los 

complejos nucleoproteicos, se mezcló suavemente varias veces; las muestras se 
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mantienen en hielo por 5 min, transcurridos los cuales se centrifugaron a 9,000 rpm 

por 3 min, las proteínas y el DNA se precipitan, mientras que el RNA permanece en la 

fase acuosa que se colectó en tubos nuevos que contenían 300 µl de isopropanol al 

100% y se mezclaron suavemente hasta que se homogenizó, se centrifugaron a 

9,000 rpm durante 3 min, después de esta centrifugación se dejó secar la pastilla 

translucida de 10-15 min para después hidratarla con 5 µl  de RNA Hydratation 

Solution que contiene inhibidor de RNAsas, dejando hidratar por 30 min en hielo y 

finalmente se almacena a -70°C hasta su uso. 

 

Toda la técnica se realizó en condiciones RNase-free (trabajar con guantes, 

autoclavear el material y preparar las soluciones necesarias con H20 DEPC*) para 

evitar la degradación del RNA. 

 

Nota: H20 DEPC: agua libre de RNasas: realizar una dilución 1/500-1/100 de 

DEPC (dietilpirocarbonato, Sigma) en agua milliQ, en una campana de flujo laminar, 

agitar de 4 a 16 horas con un agitador magnético y autoclavear dos veces para 

inactivar los restos de DEPC.  

Nota: DEPC es un agente carcinógeno, por este motivo es necesario utilizar 

guantes y trabajar en una campana de flujo. 

 

3.10. Determinación de la concentración y pureza del RNA 

La concentración y pureza del RNA se determinó mediante la lectura 

espectrofotométrica a 260 y 280 nm. Se puede determinar la concentración de los 

ácidos nucleicos, considerando que 1 unidad de absorción a 260 nm equivalente 50 

µg de DNA de doble cadena por ml y a 40 µg de RNA por ml, mediante las siguientes 

formulas: 

 

[RNA]= A260 nm x [(40 µg RNA/ml)/1 A260 nm ] x 1 x D 

 

Donde, 1= paso de luz de la cubeta en cm (normalmente 1 cm) 

D =factor de dilución 

A260nm= absorbancia a 260 nm 
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La relación entre A260nm /A280nm permite determinar la calidad (pureza) de 

los ácidos nucleicos. Se considera que el RNA puro tiene una relación de 2, y 

consideramos un buen grado de pureza el intervalo de relaciones comprendidas entre 

1.2 y 2 (Sambrook, et al., 1989). La concentración del RNA total se calculó realizando 

diluciones de 5 µI de RNA en 1 ml de H2O DEPC en cubetas de cuarzo y se leyeron 

las muestras en un espectrofotómetro UV a OD260 y OD280 nm y se calculo el radio 

de las muestras, los radios óptimos se consideraron por arriba de 1.2. 

 

La determinación de la integridad del RNA total se realizó por electroforesis de 

una alícuota de 5µI en gel de agarosa al 1% con amortiguador de corrida [(0.25% 

(p/v) azul de bromofenol, 0.25% (p/v) xilen cianol, 30% (p/v) glicerol), el gel se tiñó 

con bromuro de etidio (0.5 µg/ml) y preparó con TE (Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM, 

pH 8.0) como disolvente], se realizó la corrida de electroforesis a 90V, 100 mA por 30 

min, las imágenes se analizaron con luz UV y con un fotodocumentador Kodak 

System 120, una vez asegurada la integridad de la muestra se realizaron alícuotas y 

se almacenó a -70° C, hasta su posterior utilización. 

 

3.11. Determinación de citocinas por PCR reverso semicuantitativo  

Para que la defensa contra el antígeno (Ag) se inicie de manera eficaz es 

necesaria la participación de las citocinas, que son producidas principalmente por 

linfocitos T y juegan un papel muy importante en la fase de activación de la respuesta 

dependiente de células T y pueden regular el crecimiento y diferenciación de 

diferentes poblaciones de linfocitos (De Zubiria, 2000). Su acción depende del 

momento de su liberación, del lugar en el que actúan, de la presencia de otros 

elementos competitivos o sinérgicos, de la densidad de sus receptores y de la 

capacidad de respuesta de ese tejido a cada citocina (Sánchez, et al. 2005). 

 

Para estimar de forma semicuantitativa la abundancia relativa de los transcritos 

de diferentes mRNA's de citocinas se utilizó una mezcla de PCR de un paso 

SuperScript First-Strand (Invitrogen) a partir de 3 µg de RNA total se empleó 1 µl de 

oligo dT (12-15) 1.5 mM de acuerdo con las recomendaciones de manufactura del 

producto la reacción de PCR se realizó a un volumen final de 25 µl, con una mezcla 

de Buffer de reacción 2X, 1.5 mM MgCI2, 2 mM dNTPs, 1 U Taq Platinum DNA 
polymerase, 5 U transcriptasa reversa (todos de Invitrogen).  

Neevia docConverter 5.1



 

 

3. METODOLOGÍA 

27

Mediante una búsqueda bibliográfica se seleccionaron los cebadores 

(amplificadores) empleados, se utilizó como referencia a un control interno (βactina), 

las secuencias de los oligonucleotidos que se utilizaron son las siguientes: 

 

Gen  Secuencia (5’-3’) 
Amplicón 

(pb) 
Referencia 

β-actina Sentido TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA C   348 Ulett,  2000 

 Antisentido TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G   

IFN-γ Sentido AGC GGC TGA CTG AAC TCA GAT TGT AG  243 Murray, 1998 

 Antisentido GTC ACA GTT TTC AGC TGT ATA GGG   

IL-4 Sentido CGA AGA ACA CCA CAG AGA GTG AGC T 180 Murray, 1998 

 Antisentido GAC TCA TTC ATG GTG CAG CTT ATC G   

IL-10 Sentido ACC TGG TAG AAG TGA TGC CCC AGG CA  237 Ulett,  2000 

 Antisentido CTA TGC AGT TGA TGA AGA TGT CAA A   

TGF-β Sentido  GCC CTT CCT GCT CCT CAT 195 Okamura, 2004 

 Antisentido TTG GCA TGG TAG CCC TTG   

 

Tabla 2. Secuencias empleadas como cebadares para la amplificación por PCR. 

 
La transcripción reversa y la amplificación por PCR se realizaron en un solo 

paso, utilizando cebadores específicos para amplificar el mRNA de cada citocina. En 

cada corrida se amplificaban simultáneamente los mRNAs correspondientes al gen 

constitutivo β-Actina (control interno) y al gen de interés, pudiéndose normalizar las 

señales obtenidas en cada caso. Las cebadores se resuspendían en agua milliQ para 

que tuvieran una concentración final de 50 µM cada uno. 

 

Se preparo una mezcla que contenía todos los componentes necesarios para la 

reacción, a excepción de los RNAs moldes. Se preparaba una cantidad de mezcla 

correspondiente a n+1 reacciones, siendo n el numero de muestras a analizar, se 

emplearon 3 µg de RNA molde a cada tubo, de manera que las reacciones tuvieran 

lugar en un volumen final de 25 µI ajustados con H2O tratada con DEPC, las 

reacciones se mezclaron y se mantuvieron en hielo hasta el momento de que fueran 

Ilevadas al termociclador (Eppendorf, Mastercycler gradient) y proceder a la reacción 

de PCR reverso, utilizando el siguiente programa: 

• Transcripción reversa: 60 minutos a 42°C. 

• Inactivación de la transcriptasa reversa y activación de las DNA polimerasas: 5 

minutos a 95°C. 
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• Reacción de PCR: 

-Desnaturalización: 1 minuto a 94°C. 

-Alineación: 1 minuto a 56°C. 

-Extensión: 1 minuto a 72°C. 

Por 30 ciclos 

 

Las amplicones (productos de la amplificación) se resolvieron en un gel de 

agarosa al 1.2% y se tiñeron con bromuro de etidio, las imágenes se analizaron con 

luz UV y con un fotodocumentador Kodak System 120, el tamaño e intensidad de las 

bandas se cuantificó usando el programa Kodak Digital Science ID. 

 

3.12. Ensayos de proliferación  

La prueba de proliferación de linfocitos indica la presencia de un mitógeno o la 

presencia de células específicas que responden a un antígeno in vitro y se utiliza para 

evaluar la inmunidad celular (Ramayo, et al, 2005). En el presente trabajo se comparó 

la proliferación celular obtenidos con el método de CFSE (carboxifluoresceindiacetato 

succinimidil ester) y el kit de proliferación celular AlamarBLUETM, empleando 

condiciones de esterilidad y linfocitos obtenidos de LPL ID, IEL ID, IEL IG y bazo.  

 

3.12.1. Ensayo de proliferación mediante kit ALAMARBLUE 

El componente principal del ensayo es el resazurin y se basa en reacciones 

Redox en la cuál al ser metabolizado el resazurin a resorufin mediante el metabolismo 

celular se transforma en un reactivo fluorescente, esta transformación solo puede 

ocurrir en células vivas y se Ilevó acabo al aplicar únicamente al reactivo del kit 

AlamarBlue (Biosurce) al cultivo celular y medir las densidades ópticas (excitación = 

530-570 nm, emisión = 590-620 nm). Las células vivas pueden reducir fácilmente este 

reactivo no toxico y el aumento que resulta de la intensidad de fluorescencia se puede 

detectar en un espectrofotometro o lector de ELISAS. Las células no viables no tienen 

capacidad metabólica y no producen la transformación del resazurin, mientras que la 

intensidad de fluorescencia observada en el ensayo es una medida confiable de las 

células viables. El reactivo es compatible con la mayoría de medios de cultivo 

comerciales. Se realizo la lectura de las muestras en un lector de ELISA que se 

mantuvo en esterilidad a 620nm para determinar la oxidación y a 540nm determinar la 

reducción.  
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Se ajustaron los linfocitos obtenidos a una concentración de 1X106 células en 

medio RPMI-1640 adicionado con 10% de SFB y antibióticos (Antibac 1µl/mL), se 

sembraron 100 µI de cada suspensión celular en pIacas de 96 pozos para obtener un 

volumen celular de 100,000 células por pozo se sembraron 6 pozos de cada muestra 

y se le agregaron 100 µI de AlamarBlue TM por pozo al 4% en buffer de fosfatos se 

resuspendieron y se mantuvieron en condiciones de esterilidad por 18 horas a 37°C 

con 0.5% de CO2 durante las cuales se realizaron lecturas a intervalos de (0, 2, 4, 11, 

18, 21, 23, 40 y 44 horas) a una OD de 620 y 540 nm. 

 

De la misma manera como indica el protocolo se utilizaron pozos en los cuales 

se agregó únicamente medio de cultivo así como otros que contenían el reactivo y 

medio de cultivo, para ser empleados como controles internos. 

 

La transformación del resazurin y la proliferación se determinó mediante la 

ecuación: 

 

En donde: 

λ1 = 540nm λ2=620nm 

(εox) λ1  = 47,619 

(εox) λ2 = 34, 798 

(εRED) λ1 = 104,395 

(εRED) λ2= 5,494 

Aλ1 = lectura de absorbancia de la muestra problema a 540nm 

Aλ2 = lectura de absorbancia de la muestra problema a 620 nm 

A'λ1 = lectura de absorbancia del control negativo a 540nm 

A'λ2 = lectura de absorbancia del control negativo a 620nm 

Los resultados obtenidos se graficaron para determinar la presencia de 

proliferación celular a diferentes tiempos de estimulo in vitro, con 10 µg de 

pCry1Ac/millón de células. 

Neevia docConverter 5.1



 

 

3. METODOLOGÍA 

30

 

3.12.2. Ensayo de proliferación mediante tinción (CFSE) 

La tinción con carboxifluoresceinsuccinimidil ester (CFSE) permite hacer un 

seguimiento de la proliferación celular (Parish, 1999). El carboxifluoresceindiacetato 

succinimidil ester (CFDA-SE) es una molécula no fluorescente que atraviesa la 

membrana plasmática por transporte pasivo y se acumula en el citoplasma. Las 

esterasas intracelulares presentes en el citoplasma de las células viables procesan 

los grupos carboxilo del CFDA-SE, convirtiéndolo en CFSE que es una molécula 

fluorescente, el CFSE no puede atravesar la membrana plasmática, por lo que queda 

retenido en el interior de la célula. Cuando las células teñidas con CFSE se dividen, el 

colorante se hereda de manera equitativa a las células hijas, por lo que, la intensidad 

de la fluorescencia se reduce a la mitad en cada generación como consecuencia de la 

proliferación celular (Fig. 2), pudiéndose analizar mediante citometría de flujo 

(Hollemweguer, J. E. Ernst, D. Guenther, C., 2002) 

 

 

Figura 2. Principio de la tinción con CFSE. A) El CFSE se acumula en el interior 

de las células y se reduce a la mitad tras cada división celular, B) por lo que esta 

perdida en la fluorescencia se puede monitorear en un citómetro de flujo. (Imagen 

tomada catalogo BD Biosciences Pharmingen, 2002) 

 

Se Ajustaron las células a 1 X 106 células y se resuspendieron en 2 ml de PBS 

estéril se les añadieron 2 µI de CFSE 5 mM por cada ml de PBS (concentración final 

de 10 µM), se incubaron durante 10 minutos a 37°C para permitir la incorporación del 
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CFSE, moviendo los tubos cada 2-3 minutos para hacer uniforme la tinción, 

posteriormente se añadieron 5 volúmenes de medio RPMI-1640 frío para detener la 

tinción y se lavaron tres veces con PBS. Se centrifugaron a 2000 rpm 10 min a 4°C y 

se decantaron conservando la pastilla celular, se agregaron 2 ml de medio RPMI-

1640 atemperado y se sembraron en placas de cultivo de 24 pozos que se 

mantuvieron a 37°C durante 3 días, transcurridos los cuales, se recuperaron las 

células y se resuspendieron en 1 ml de PBS para lavar, se centrifugaron a 2000 rpm 

por 10 min, se recuperó la pastilla celular y se fijó con 300 µl de paraformaldehido al 

4% y se mantuvieron a 4°C hasta analizar las muestras en un citómetro de flujo FACS 

Calibur (Becton Dickinson) con el programa Cell Quest Pro. 

 

Se calculó el índice de estimulación de acuerdo a la siguiente formula para 

ambos técnicas.  

 

 

 

3.13. Análisis Estadístico 

Dado que la cepa de ratones empleados es singénica los resultados se 

analizaron mediante una prueba de varianza de t para muestras pareadas para 

determinar las diferencias estadísticamente significativas se empleó el software 

GraphPad Prisma 3.0 con una significancia estadística menor al 0.05% (p<0.05%). 
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4. RESULTADOS 
4.1. Obtención de pCry1Ac. 
La pCry1Ac se purificó a partir de un litro de medio LB con E. coli JM103 del 

cual obtuvimos un rendimiento de 50mg de la pCry1Ac. El peso molecular de la 

pCry1Ac purificada (133 KDa) coincidió con el esperado (Adang, et al., 1985) (Fig. 3). 

La proteína se guardó en alícuotas y se mantuvo en buffer de carbonatos para 

solubilizarla, la proteína se utilizó en un periodo no mayor a 6 meses para asegurar su 

integridad. 

 

 

 

 

 
Figura 3. Electroforesis en SDS-PAGE de 

pCry1Ac purificada. Carril 1, marcadores de peso 

molecular. Carril 2, pCry1Ac (4 µg). 

 

 

 
4.2. Efecto de la administración Intraperitoneal de la pCry1Ac modifica las 
proporciones celulares en los distintos compartimentos  
Para realizar una mejor apreciación de los resultados, una vez asegurada la 

viabilidad celular se analizaron las poblaciones celulares de cada uno de los sitios: 

linfocitos intraepiteliales de intestino delgado (IEL ID) e intraepiteliales de intestino 

grueso (IEL IG), linfocitos de lamina propia de intestino delgado (LPL ID) e intestino 

grueso (LPL IG), placas de Peyer (PP), bazo y tracto reproductor femenino (V), por 

citometría de flujo, se observaron diferencias fenotípicas en las poblaciones de 

linfocitos de distintos compartimentos y se observaron algunos cambios en las 

proporciones de linfocitos por efecto de la inmunización 

con la pCry1Ac (Datos no mostrados).  

 
Figura 4. Prueba de viabilidad y conteo celular para linfocitos, 

las células brillantes corresponden a las células vivas. 

 

4.3. Efecto de la administración Intraperitoneal de la 
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pCry1Ac en la cantidad de RNA obtenido. 
 Al determinar la integridad del RNA total obtenido mediante la extracción con el 

kit AquaPure se realizó una electroforesis en gel de agarosa de acuerdo con la 

metodología descrita (figura 5), ya que las bandas observables no presentaban 

deterioro y se visualizó el RNA ribosomal como un indicio de la presencia de mRNA.  

 

 
Figura 5. Electroforesis en gel de Agarosa al 1.5% para determinar la integridad 

del RNA total obtenido en los distintos compartimentos. bazo, placas de Peyer 

(PP), linfocitos de lámina propia de intestino delgado (LPL ID), linfocitos 

intraepiteliales de intestino delgado (IEL ID), linfocitos de lamina propia de 

intestino grueso (LPL IG), linfocitos intraepiteliales de intestino grueso (IEL IG). 

 

Al cuantificar los niveles de RNA total que obteníamos de muestras de cada uno 

de los sitios analizados encontramos una expresión diferencial en las concentraciones 

de mRNA total obtenido en muestras con un número idéntico de células, en los que 

se observó un drástico incremento en las concentraciones cuando las células se 

mantuvieron en cultivo y se estimulan (células de animales no inmunizados e 

incubadas en presencia 10µg de pCry1Ac) o cuando se re-estimularon in vitro 

(linfocitos de animales inmunizados 3 veces i.p. y mantenidos en cultivo con 10µg de 

pCry1Ac). Se observó que los linfocitos de ratones inmunizados que se re-

estimularon con pCry1Ac expresaron altas concentraciones de RNA, los mayores 

incrementos se observaron en LPL del ID, IEL de IG y bazo, en donde los 

incrementos variaban de 2 a 4 veces más (Figura 6). 
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G 

 
   

Figura 6. Gráficas de concentraciones de RNA total obtenido de 5X106 células 

de (A) linfocitos intraepiteliales de intestino delgado (B) linfocitos intraepiteliales de 

intestino grueso, (C) linfocitos de lamina propia de intestino delgado (D) linfocitos 

de lamina propia de intestino grueso, (E) bazo, (F) placas de Peyer y (G) Tracto 

reproductor femenino, de animales control, inmunizados por tres ocasiones i.p. 

con 50 µg de pCry1Ac (Cry i.p.), de linfocitos control incubados en presencia de 

10µg de pCry1Ac (Control+Cry) y de linfocitos obtenidos de animales inmunizados 

y re-estimulados in vitro con 10µg de pCry1Ac (Cry i.p.+Cry), se presentan los 

resultados de 3 experimentos independientes de 5 animales por grupo. Los 

asteriscos representan las diferencias significativas al comparar con el control y 

los grupos experimentales con una p<0.05 (GraphPad Prisma 3.0.) 

 
4.4. El efecto de la administración de la pCry1Ac en los perfiles de citocinas 

(Th1, Th2, Tr). 
Para determinar la respuesta de citocinas constitutiva e inducida por la 

inmunización o el estimulo con pCry1Ac se realizó PCR reverso, para establecer las 

diferencias en la expresión de mRNA's de varias citocinas Th1, Th2 y/o Tr. 

 

4.4.1. Perfil de citocinas inducidos por pCry1Ac detectado por PCR Reverso 

 Se analizó por PCR reverso la expresión del mRNA específico para IL-4, (Th2), 

IFN-γ (Th1) y TGF-β e IL-10 (Tr) en linfocitos de cada uno de Los distintos sitios 

analizados (bazo, placas de Peyer, vagina y linfocitos intraepiteliales y de lamina 

propia de ambos intestinos). El IFN-γ se detectó en todos los sitios analizados 

excepto en el TRF donde las concentraciones fueron muy bajas cuando se inmunizó 

con pCry1Ac y cuando los linfocitos se reestimularon in vitro. Se observó una 

A)  Linfocitos intraepiteliales de intestino 
delgado (IEL ID) 

B)  Linfocitos intraepiteliales de intestino 
grueso (IEL IG) 

C)  Linfocitos de lámina propia de 
intestino delgado (LPL ID) 

D)  Linfocitos de lámina propia de 
intestino grueso (LPL IG) 

E)  Bazo 
F)  Placas de Peyer (PP) 
G)  Tracto reproductor femenino (TRF) 
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expresión de ambos tipos de citocinas Th1 (IFN-γ) y Th2 (IL-4) y la inducción de la 

citocinas IL-10 (Figura 7). 

 
Figura 7. Corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1.5% de los 

amplicones obtenidos por PCR reverso para las diferentes citocinas. A) 
Muestras de linfocitos de ratón control (C) e inmunizado con pCry1Ac (Cry), B) 
muestras de  linfocitos estimulación (E) y re-estimulados (RE) in vitro. Datos 

representativos de tres experimentos independientes de 5 animales por grupo. 

 
4.4.2. Citocinas inducidas por pCry1Ac en linfocitos intraepiteliales (IEL) de 

ambos intestinos 
En IEL se ubican sobre la membrana basal del epitelio intestinal y se cree que 

son capaces de diferenciar entre antígenos inocuos y patógenos.  

 

En IEL ID (intestino delgado) los linfocitos de animales control expresaron 

mRNA’s de IL-4, IFN-γ y no se detectaron niveles basales de IL-10 y TGF-β. Cuando 

los linfocitos control se sometieron a un estímulo in vitro con la pCry1Ac se 

incrementaron los niveles de expresión de IL-4, IFN-γ y se detectó la presencia de los 

mensajeros de TGF-β e IL-10 (figura 8A). Mientras que en los linfocitos de animales 

previamente inmunizados la expresión de IL-4 e IFN-γ fue similar a los controles sin 

estimulo, mientras que IL-10 y TGF-β presentaron niveles bajos a diferencia de los 

controles. Cuando los linfocitos se estimularon in vitro con pCry1Ac se incrementaron 

drásticamente los niveles de expresión de IL-4, IL-10 y se observó un incremento 
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significativo de IFN-γ, mientras que TGF-β no se modificó después del re-estimulo 

(figura 8 B). 
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Figura 8. Perfil de citocinas de linfocitos intraepiteliales de intestino delgado (IEL 

ID) obtenidos a partir del análisis densitométrico de los productos de RT-PCR de 

las citocinas IL-4, IFN-γ, IL-10 y TGF-β A) Muestras de linfocitos de ratón Control y 

linfocitos estimulados in vitro por 4 horas con 10 µg de pCry1Ac (Control+Cry), B) 

linfocitos de animales inmunizados (Cry i.p.), y re-estimulados con 10 µg de 

pCry1Ac por 4 horas (Cry i.p.+Cry). Se expresan los datos de tres experimentos 

independientes con una n=5 animales por grupo, los asteriscos representan las 

diferencias significativas al comparar el control y los grupos experimentales con 

una p<0.05 (GraphPad Prisma 3.0.) 
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En el caso de linfocitos intraepiteliales de intestino grueso (IEL IG) se encontró 

que los linfocitos de animales control  expresaban mRNA’s de IL-4, IFN-γ e IL-10,  

cuando estos linfocitos control se estimularon in vitro con pCry1Ac se incrementaron 

los niveles de expresión de IL-4, IFN-γ e IL-10 y se detectó la expresión de TGF-β que 

originalmente no se producía, este efecto es interesante, ya que las citocinas IL-10 y 

TGF-β participan como reguladoras de la respuesta inmune (figura 9 A). Por otro lado, 

en linfocitos obtenidos de animales después de tres inmunizaciones se detectó la 

expresión de las 4 citocinas analizadas (IL-4, IL-10, IFN-γ y TGF-β) en niveles 

basales; cuando estas células se re-estimularon in vitro con pCry1Ac se 

incrementaron los niveles de expresión de IL-4, IFN-γ e IL-10 mientras que el TGF-β 

disminuyó ligeramente su expresión (figura 9 B).  

 

 En general se observó un incremento similar en la expresión de citocinas por 

efecto del estimulo in vitro con pCry1Ac en todos los sitios analizados al estimular y 

re-estimular (Fig. 8 y 9). 
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Figura 9. Perfil de citocinas de linfocitos intraepiteliales de intestino grueso (IEL 

IG) obtenidos a partir del análisis densitométrico de los productos de RT-PCR de 

las citocinas IL-4, IFN-γ, IL-10 y TGF-β analizadas por PCR reverso. En A) 

muestras de linfocitos de ratón Control y linfocitos estimulados in vitro por 4 horas 

con 10 µg de pCry1Ac (Control+Cry), B) linfocitos de animales inmunizados (Cry 

i.p.), y re-estimulados con 10 µg de pCry1Ac por 4 horas (Cry i.p.+Cry). Se 

expresan los datos de tres experimentos independientes con una n=5 animales 

por grupo, los asteriscos representan las diferencias significativas al comparar con 

el control y los grupos experimentales con una p<0.05 (GraphPad Prisma 3.0.). 

 

 Para determinar el efecto total de la pCry1Ac en cada tratamiento y en ambos 

intestinos se compararon las magnitudes de la expresión de los mRNA’s de citocinas 

entre IEL de ambos intestinos y el mayor efecto de pCry1Ac se encontró en IEL de ID  
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en donde la magnitud de la respuesta fue más elevada al momento de estimular o re-

estimular a los linfocitos in vitro. Aunque, ambas respuestas son distintas en los 

grupos control e inmunizados, ya que se observa que la estimulación no induce la 

expresión de IL-10 en IEL ID, mientras que en los linfocitos obtenidos de animales 

previamente inmunizados pero re-estimulados la expresión de esta citocina (IL-10) se 

incrementa considerablemente posterior al re-estimulo. En linfocitos de IEL de ID la 

IL-4 es la citocina que se incrementó más en este sitio por efecto de la estimulación in 
vitro y que el re-estimulo aunque induce que se incremente su expresión no lo hace 

en la misma magnitud. La pCry1Ac induce la producción de IL-10 y TGF-β in vivo 

(inmunizado) e in vitro (figura 10A). En el caso de IG se observaron ligeros 

incrementos, sin embargo, la inducción de respuesta de citocinas por efecto de la 

pCry1Ac en todos los casos, inmunizados o estimulados in vitro, lleva a la producción 

de TGF-β que no se detectó en linfocitos de animales control no estimulados (figura 

10B).  
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Figura 10. Perfil de citocinas de linfocitos intraepiteliales de intestino delgado y grueso (IEL ID 

e IEL IG) obtenidos a partir del análisis densitométrico de los productos de RT-PCR de las 

citocinas IL-4, IFN-γ, IL-10 y TGF-β. A) Muestras de linfocitos de ratón Control y linfocitos 

estimulados in vitro por 4 horas con 10 µg de pCry1Ac (Control+Cry), B) linfocitos de 

animales inmunizados (Cry i.p.), y re-estimulados con 10 µg de pCry1Ac por 4 horas (Cry 

i.p.+Cry). Se expresan los datos de tres experimentos independientes con una n=5 animales 

por grupo, los asteriscos representan las diferencias significativas al comparar con el control y 

ϕ las diferencias entre grupos experimentales con una p<0.05 (GraphPad Prisma 3.0.).  
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4.4.3. Citocinas inducidas por pCry1Ac en linfocitos de lámina propia (LPL) de 
ambos intestinos 
 En lamina propia de intestino delgado los linfocitos control presentan una 

producción constitutiva de mRNA’s para IL-4, IFN-γ e IL-10; cuando estas células se  

sometieron a un estímulo in vitro con 10 µg de pCry1Ac incrementaron los niveles de 

expresión de IFN-γ e IL-10 y se detectó la presencia de TGF-β (figura 11A), mientras 

que desapareció la expresión de IL-4. Por otra parte, en linfocitos de animales 

previamente inmunizados se detectaron IL-4, IFN-γ, IL-10 y TGF-β; cuando se 

estimularon con pCry1Ac estas células se abatió la producción de IL-10, mientras los 

niveles de IL-4, IFN-γ y TGF-β no se incrementaron significativamente (figura 11A). En 

la lamina propia del intestino grueso los linfocitos expresan constitutivamente IL-4, 

IFN-γ, IL-10 y TGF-β y posteriormente cuando se estimularon in vitro con pCry1Ac los 

niveles de expresión de IL-4, IFN-γ e IL-10 se incrementaron, con excepción del TGF-

β que conservó el mismo nivel de expresión del mRNA de esta citocina (figura 11 A). 

En los linfocitos de animales inmunizados se observó que los mRNA’s de las citocinas 

IL-4, IFN-γ, IL-10 y TGF-β se expresaron de manera muy similar a los controles, 

cuando se re-estimularon se incrementaron los niveles de expresión de IL-4, IFN-γ e 

IL-10 y se redujo la expresión de TGF-β (figura 11 A)  

 

Al comparar la intensidad en las respuestas de citocinas entre ambos intestinos 

se observó que la pCry1Ac tiene un mayor efecto en la LPL de ID en el grupo de 

animales inmunizados y estimulados, ya que los niveles de expresión de citocinas en 

este sitio son más altos que los observados en IG. Las respuestas de IL-4 son 

variables en magnitud entre ambos tejidos; en los controles, inmunizados y 

estimulados. Se debe de hacer notar que IL-4 no se expresa en el ID del grupo de 

ratones estimulados y si se expresa cuando se re-estimularon o en linfocitos de 

ratones previamente inmunizados con pCry1Ac. En el caso de IL-10 se detectaron 

niveles más altos en ID, sin embargo esta citocina no se expresó en las células de 

animales inmunizados cuando se re-estimularon in vitro, mientras que en el caso de 

los linfocitos control y estimulados con pCry1Ac se detectó el valor más alto de todos 

los sitios de estudio. En el caso de TGF-β las respuestas en los cuatro grupos fueron 

similares en ambos intestinos no se detectó en los controles de ID y su bajo nivel en 

animales inmunizados. En los linfocitos del intestino grueso de los animales control e 

inmunizados se detectaron efectos potentes de la pCry1Ac cuando estas células se 
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estimularon in vitro se elevó la expresión de los mRNA’s para IL4, IFN-γ, e IL-10. 

Cabe destacar que aunque se elevaron los niveles de IL-4 e IFN-γ no se detectaron 

incrementos significativos en linfocitos de LPL ID por efecto del estimulo con 

pCry1Ac. En contraste, en el IG al estimular a los linfocitos con la pCry1Ac se 

incrementa de manera significativa la expresión de IL-4, la IL-10 parece ser una de 

las citocinas más sensibles al estimulo de la pCry1Ac en los linfocitos de LPL de 

animales control, ya que se incrementa su producción después del estimulo in vitro, 

en el caso del TGF-β se observó posteriormente a la inmunización en ID y de manera 

constitutiva en IG y se detectó un incremento ligero posterior a los estímulos in vitro 

con la pCry1Ac. (Figura 11B). 
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Figura 11. Perfil de citocinas obtenido a partir del análisis densitométrico de los 

productos de RT-PCR de linfocitos de lamina propia de ambos intestinos A) LPL ID y 

B) LPL IG para medir la expresión de citocinas IL-4, IFN-γ, IL-10 y TGF-β analizadas 

por densitometría en RT-PCR. Muestras de linfocitos de ratón Control y linfocitos de 

animales control y estimulados in vitro por 4 horas con 10 µg de pCry1Ac 

(Control+Cry), linfocitos de animales inmunizados (Cry i.p.), y linfocitos de animales 

previamente inmunizados y re-estimulados con 10 µg de pCry1Ac por 4 horas (Cry i.p 

+Cry). Se expresan los datos de tres experimentos independientes con una n=5 

animales por grupo, los asteriscos representan las diferencias significativas al 

comparar con el control y ϕ las diferencias entre grupos experimentales con una 

p<0.05 (GraphPad Prisma 3.0.). 
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4.4.4. Citocinas inducidas por pCry1Ac en placas de Peyer (PP) y tracto 
reproductor femenino (TRF) 
 En PP, se detectó que de manera constitutiva, los linfocitos de animales control 

expresan mRNA’s de IL-4, IFN-γ e IL-10 los cuales se incrementaron cuando se  

estimularon con pCry1Ac y no se detectó la presencia de TGF-β (figura 12). En el 

caso de linfocitos obtenidos de animales inmunizados i.p. se detectó la presencia de 

mRNA’s para IL-4, IFN-γ y TGF-β; pero no se encontró la presencia de IL-10; al re-

estimular estas células in vitro con pCry1Ac se incrementó ligeramente la producción 

de IL-4 e IFN-γ, se detectó la producción de mRNA de IL-10, pero disminuye la 

producción de TGF-β   (figura 12). 

  

 La respuesta más intensa se presentó en los linfocitos de animales control y 

estimulados con pCry1Ac ya que es en este tratamiento en el cual se detectaron las 

respuestas más elevadas de citocinas, pero cabe destacar que en este sitio no se 

expresó la citocina TGF-β. También es importante hacer notar que los linfocitos de 

animales inmunizados previamente no expresaron IL-10, aunque esta citocina se 

incremento drásticamente en los linfocitos de animales control que se estimularon con 

pCry1Ac in vitro (figura 12). 

 
 Figura 12. Perfil de citocinas obtenidos por densitometría de los 

productos de RT-PCR en linfocitos de placas Peyer (PP) para medir la 

expresión relativa de citocinas IL-4, IFN-γ, IL-10 y TGF-β analizadas por RT-

PCR. Muestras de linfocitos de ratón Control y linfocitos control y estimulados in 

vitro por 4 horas con 10 µg de pCry1Ac (Control+Cry), linfocitos de animales 

inmunizados (Cry i.p.), y animales inmunizados y re-estimulados con 10 µg de 
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pCry1Ac por 4 horas (Cry i.p.+Cry). Se expresan los datos de tres experimentos 

independientes con una n=5 animales por grupo, los asteriscos representan las 

diferencias significativas al comparar con el control y ϕ las diferencias entre 

grupos experimentales con una p<0.05 (GraphPad Prisma 3.0). 

 

En el tracto reproductor femenino de los animales control se produce IFN-γ e IL-

10 y TGF-β de forma constitutiva, cuando se estimularon estas células con pCry1Ac 

se induce la expresión de IL-4, disminuye la producción de IFN-γ, se pierde la 

producción basal de IL-10 y se mantiene constante la producción de TGF-β (figura 

13). En linfocitos de animales inmunizados i.p. se detectó la presencia de IL-4, IFN-γ, 

TGF-β y ausencia de IL-10; mientras que la estimulación induce una alta expresión de 

IL-10 antes de ser estimulados no se detectaba, así como el incremento de IL-4, 

disminución de IFN-γ y una ligera disminución del nivel de TGF-β (figura 13). 

 

 En tracto reproductor femenino (TRF) entre tratamientos se observó un efecto 

moderado de pCry1Ac en linfocitos control e incluso un efecto regulador en la 

producción de algunas citocinas, ya que los linfocitos control producen IL-10 

constitutivamente, el cual se abatió en los animales inmunizados y en los 

estimulados, pero se observó una alta producción de esta citocina en células re-

estimulas que provenían de animales inmunizados; en todos los casos se observó un 

nivel bajo de TGF-β. Es importante hacer notar que los linfocitos de animales 

inmunizados expresaron altos niveles de IL-4 e IL-10 cuando fueron re-estimulados 

con la pCry1Ac (Figura 13). 

 

 

 

Neevia docConverter 5.1



 

 

4. RESULTADOS 

47

 
Figura 13. Perfil de citocinas de obtenido por densitometría de los productos 

de RT-PCR en linfocitos obtenidos del tracto reproductor femenino (TRF), para 

medir la expresión de citocinas IL-4, IFN-γ, IL-10 y TGF-β. Muestras de linfocitos 

de ratón Control y linfocitos estimulados in vitro por 4 horas con 10 µg de 

pCry1Ac (Control+Cry), linfocitos de animales inmunizados (Cry i.p.), y re-

estimulados con 10 µg de pCry1Ac por 4 horas (Cry i.p.+Cry ). Se expresan los 

datos de tres experimentos independientes con una n=5 animales por grupo, los 

asteriscos representan las diferencias significativas al comparar con el control y 

ϕ las diferencias entre grupos experimentales con una p<0.05 (GraphPad 

Prisma 3.0.). 

 

4.4.5. Citocinas inducidas por pCry1Ac en bazo  

  El bazo es el órgano encargado de filtrar la sangre, es rico en linfocitos B y T, 

es un órgano que puede proporcionar información del efecto general que se observa 

por la protoxina, en este sitio se encontró que los linfocitos de animales control 

constitutivamente expresaron IL-4, IFN-γ e IL-10, pero no expresaron RNA mensajero 

para TGF-β, el estimulo indujo en cultivo un incremento en la producción de IL-4, IFN-

γ e IL-10 y se detectó la presencia de TGF-β1 (figura 14). En linfocitos de los animales 

que previamente se inmunizaron i.p. se encontró la presencia de IL-4, IFN-γ, IL-10 y 

TGF−β, las cuales se incrementaron posteriormente al estimulo (figura 14).  

  

 En las células de bazo del grupo control no se detectó la expresión de TFG-β y 

la inmunización o el estimulo in vitro con la pCry1Ac indujo su expresión. Aunque el 

estimulo y re-estimulo incrementaron la producción de citocinas el efecto más potente 

se observa en los linfocitos control que se estimulan in vitro con pCry1Ac (figura 14). 
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Figura 14. Perfil de citocinas obtenidos por densitometría de los productos de 

RT-PCR en linfocitos obtenidos de bazo, para medir la expresión de las 

citocinas IL-4, IFN-γ, IL-10 y TGF-β. Muestras de linfocitos de ratón Control y 

linfocitos estimulados in vitro por 4 horas con 10 µg de pCry1Ac (Control+Cry), 

linfocitos de animales inmunizados (Cry i.p.), y re-estimulados con 10 µg de 

pCry1Ac por 4 horas (Cry i.p.+Cry)). Se expresan los datos de tres 

experimentos independientes con una n=5 animales por grupo, los asteriscos 

representan las diferencias significativas al comparar el control y ϕ las 

diferencias entre grupos experimentales con una p<0.05 (GraphPad Prisma 

3.0). 

 

 4.5. Proliferación celular inducida por pCry1Ac en cultivos in vitro 

Debido a que los resultados obtenidos indicaban incrementos en las 

concentraciones de RNA total por efecto de la pCry1Ac se propuso que era posible 

que la protoxina incrementara la proliferación celular, lo que generaría un mayor 

número de células después de la incubación por 4 horas con la protoxina Cry1Ac, ya 

que en los grupos, tanto control como inmunizados se incrementaron los niveles de 

RNA posteriormente al estímulo in vitro con 10 µg de pCry1Ac/1x106 células linfoides. 

La técnica seleccionada para determinar la proliferación celular fue mediante el kit de 

proliferación AlamarBlue que se basa en la incorporación y transformación mediante 

la actividad metabólica de un reactivo colorimétrico, se cultivaron linfocitos de 

animales control e inmunizados con y sin estímulo, se sembraron 10000, 100000 y 

500000 linfocitos por pozo y los índices de proliferación obtenidos fueron similares 

independientemente del número de células empleadas, por lo que se presentan los 
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resultados de 100,000 células. Las graficas de los índices de Estimulación (IE) fueron 

muy parecidas a los datos obtenidos para las concentraciones de RNA total. 

 

En el caso de los linfocitos obtenidos de LPL de ID los Índices de estimulación 

fueron similares entre los linfocitos control y los linfocitos de animales inmunizados 

(figura 15) y fueron estadísticamente diferentes a los de los linfocitos estimulados o 

re-estimulados con 10 µg de pCry1Ac. Estas diferencias se observaron a partir de las 

2 horas. A las 11 horas los linfocitos re-estimulados alcanzaron el máximo de 

proliferación del sistema y los porcentajes de proliferación en ese momento resultaron 

estadísticamente diferentes a los controles, a los linfocitos estimulados y a los 

linfocitos de animales inmunizados (figura 15). Los porcentajes de proliferación se 

incrementaron con el tiempo; a las 4 horas fueron de 26.56% en los linfocitos de los 

animales control, en los linfocitos estimulados fueron de 51.54%, 23.95% en los 

linfocitos de los animales inmunizados y 41.710% en los linfocitos re-estimulados. No 

se encontraron diferencias significativas en la proliferación entre linfocitos estimulados 

y re-estimulados a lo largo de todo el ensayo. Así mismo, no se observaron 

diferencias significativas entre linfocitos control e inmunizados que se mantuvieron 

solo con medio, la proliferación se evaluo hasta las 44 horas, el porcentaje máximo de 

proliferación alcanzada fue de 82.32% y se obtuvo en los linfocitos re-estimulados, 

con el tiempo se observó que disminuyeron las diferencias y a las 40 horas las células 

estimuladas y re-estimuladas dejaron de proliferar.  

 
 

Figura 15. Gráfica de proliferación celular de linfocitos obtenidos de lamina 

propia de intestino delgado (LPL ID) de ratones control y de ratones después de 
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tres inmunizaciones i.p. con pCry1Ac y estimulados o re-estimulados in vitro con 

10 µg pCry1Ac /1X106 células. Los asteriscos representan las diferencias 

significativas entre los grupos estimulados in vitro. GraphPad Prisma 3.0 (p<0.5). 

Datos de dos experimentos independientes con seis pozos por grupo.  

 

En los linfocitos obtenidos de bazo, los niveles de proliferación en linfocitos 

estimulados y re-estimulados se mantuvieron similares hasta las 4 horas con un 

65.51% y un 67.17% respectivamente. No se observaron diferencias significativas 

entre ambos grupos de linfocitos mantenidos con medio; ni entre linfocitos 

estimulados o re-estimulados. El cultivo se mantuvo hasta las 44 horas en donde se 

detectaron los niveles máximos de proliferación de 55.42% para linfocitos de animales 

control, 73.9% para linfocitos de animales inmunizados, a partir de las 20 horas se 

alcanzó un 100% de proliferación en linfocitos estimulados y 90.16% para linfocitos 

re-estimulados y no se encontraron diferencias significativas en la proliferación de 

células cultivadas solo con medio o los grupos estimulados in vitro con pCry1Ac 

(Figura 16). 

 

Este efecto en la proliferación celular se repitió en el resto de sitios analizados 

y los datos obtenidos se muestran en el Anexo 1. 

 
 
Figura 16. Proliferación de linfocitos obtenidos de bazo de ratones control y de 

ratones después de tres inmunizaciones i.p. con pCry1Ac y linfocitos estimulados 

o re-estimulados con 10 µg de pCry1Ac/1X106 células. Los asteriscos representan 

las diferencias significativas entre los grupos estimulados in vitro. GraphPad 
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Prisma 3.0 (p<0.5). Datos de dos experimentos independientes con seis pozos por 

grupo. 

 
4.5.1. Ensayo de proliferación mediante tinción con CFSE 
Para corroborar la presencia de proliferación se realizó una nueva prueba con el 

ensayo de proliferación de CFSE a las 4 horas de cultivo, el ensayo se determinó 

mediante citometría de flujo y se analizaron los resultados a partir de los histogramas 

obtenidos en los cuales se analizó el desplazamiento de los linfocitos teñidos con 

CFSE al tiempo cero (líneas de color morado), de los linfocitos que se mantuvieron en 

cultivo con medio (líneas negras) y de los linfocitos que se estimularon o re-

estimularon in vitro con 10 µg de pCry1Ac (líneas rojas). 

 

A) LPL ID Control estimulado pCry1Ac 

 
B) LPL ID Inmunizado re- estimulado pCry1Ac 

 
 

Figura 17 Gráfica de proliferación celular empleando el ensayo de CFSE de 

cultivos de linfocitos obtenidos de animales control e inmunizados y estimulados 

in vitro por 72 horas A) linfocitos control y estimulados con pCry1Ac por 72 horas 
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B) linfocitos de animales inmunizados y re-estimulados pon pCry1Ac por 72 

horas. Se presentan los histogramas representativos de tres mediciones 

independientes. 

 

En la tabla 3 se muestran los resultados del efecto de la pCry1Ac sobre la 

proliferación de distintos tejidos a diferentes tiempos analizados por la técnica de 

Alamar Blue y CFSE. Cuando se utilizó pCry1Ac como un agente estimulante y se 

calcularon las diferencias en los índices de estimulación (IE) para cada grupo a las 4, 

44 y 72 horas. Encontramos que a las 4 horas las células de todos los tejidos 

proliferaron. Los índices de proliferación más elevados fueron el bazo y las células 

que menos proliferaron fueron los linfocitos de la LPL de ID (68.44%); mientras que 

los linfocitos de animales inmunizados y re-estimulados con la pCry1Ac el sitio con 

mayor proliferación fue la LPL de ID (92.54%) y las células que menos proliferaron 

fueron LPL de IG e IEL de ID (44.07 y 61.55 %) respectivamente.  

  

 A las 44 horas las células sin inmunizar (control) presentaron índices de 

proliferación de 85.11-171.59%; y que fueron las células de bazo las que más 

proliferaron, mientras que las que menos proliferaron fueron las de IEL IG. En el caso 

de linfocitos de animales inmunizados los IE oscilaron entre 61.72-155.34% y fueron 

las células de LPL ID las que más proliferaron y las que menos proliferaron fueron las 

de LPL de IG. 

 

 A las 72 horas la proliferación se midió con la técnica de CFSE, aunque los 

resultados no son comparables con la técnica de Alamar Blue, los linfocitos control 

que más proliferaron por acción de la pCry1Ac fueron los de IEL IG, por otro lado los 

linfocitos provenientes de animales inmunizados que más proliferaron fueron los de 

IEL de ID.  

 

 Los linfocitos de LPL IG proliferaron menos que los de animales control a todos 

los tiempos, los índices de estimulación en bazo fueron menores en linfocitos re-

estimulados que en linfocitos estimulados. 
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 4 horas  44 horas  72 horas  

 
Contrl 
+Cry 

Inmun 
+Cry 

Contrl 
+Cry 

Inmun 
+Cry 

Contrl 
+Cry 

Inmun 
+Cry 

       
IEL ID 93.9 61.6 96.6 130.6 112.2 130.0 
IEL IG 72.4 80.4 85.1 140.0 74.2 115.5 
LPL ID 68.4 92.5 101.8 155.3 84.2 87.6 
LPL IG 93.6 44.1 114.6 61.7 138.7 84.6 
Bazo 100.0 84.8 171.6 141.0 100.0 100.0 
 

Tabla 3 índices de Estimulación (IE) para cada sitio analizado y método de 

evaluación de la linfoproliferación in vitro. Valores obtenidos con la técnica de 

proliferación AlamarBlue a las 4 y 44 horas pos-estimulación y con la técnica de 

proliferación CFSE a las 72 horas pos-estimulación. 

 

Al comparar las gráficas obtenidas de la cantidad de RNA total y la proliferación se 

encontró que ambas graficas presentan la misma tendencia  (figura 18). 

 

 
Figura 18. Análisis comparativo entre A) cantidades de mRNA de 5X106 células 

y B) proliferación celular (IE) de 1X105 células después de un estimulo por 4 

horas con 10 µg de pCry1Ac. Los asteriscos representan las diferencias 

significativas al comparar el control y los grupos experimentales con una p<0.05 

(GraphPad Prisma 3.0). 
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5. DISCUSION 

 Debido a sus características inmunogénicas y adyuvantes a nivel sistémico y 

de mucosas, la pCry1Ac representa un excelente candidato adyuvante para activar la 

respuesta inmune en las mucosas a nivel celular. Las concentraciones obtenidas a 

partir de E. coli (50mg) hacen de ella un excelente modelo experimental de bajos 

costos de producción y fácil obtención. 

 

 5.1. El efecto de la administración de la pCry1Ac en los perfiles de citocinas 

El número de linfocitos y los fenotipos encontrados fueron consistentes con lo 

descrito anteriormente y con los estudios histológicos realizados en el laboratorio 

(Reséndiz-Albor, et al. 2005). Al analizar las características funcionales y fenotípicas 

de ambos intestinos por citometría de flujo Reséndiz-Albor, et al. (2005) detectaron la 

presencia de células T que espontáneamente producían IL-2, IFN-γ e IL-4 tanto en 

linfocitos IEL como de LPL en ambos intestinos, sin embargo, se encontraron 

diferencias marcadas en los perfiles de citocinas entre intestino delgado y grueso, ya 

que para linfocitos intraepiteliales de intestino delgado (IEL ID) se observó que un 

96% de células T producen IL-2, un 10% producían IL-4, mientras que para linfocitos 

intraepiteliales de intestino grueso (IEL IG), un 46% producían IL-2 y no se 

encontraron células T productoras de IL-4. Para linfocitos de lamina propia de 

intestino delgado (LPL ID) se detectó que el 21% producían IFN-γ, 51% IL-4 y aunque 

los linfocitos intraepiteliales de intestino grueso (LPL IG) 6-8% de células produjeron 

IFN-γ y un 55% produjeron IL-4, mientras que los niveles de IL-10 se detectaron en 

muy baja proporción en todos los casos. Las marcadas diferencias fenotípicas y 

funcionales existentes en los linfocitos de los diferentes compartimentos intestinales y 

las modificaciones en las proporciones celulares (datos no mostrados) al inmunizar 

con la pCry1Ac, nos hicieron suponer que la protoxina podría tener efecto en los 

perfiles de citocinas, ya que estas son indicadores de los rasgos diferenciales y 

funcionales distintivos en las poblaciones de linfocitos que residen en los 

compartimentos intestinales. Además, se ha reportado que la pCry1Ac induce altas 

respuestas de anticuerpos a nivel intestinal y sistémico (Vázquez-Padrón, et al. 1999; 

Moreno-Fierros, et al. 2000) y se conoce que la respuesta Th2 es más efectiva en la 

regulación de la respuesta de células B (Mosmann y Coffman, 1989),  

 

La citometría de flujo solo permite analizar la proporción de células de un 

fenotipo particular que produce una determinada citocina, mientras que el análisis de 
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citocinas por RT-PCR permite la cuantificación de citocinas en linfocitos totales de un 

compartimento, dando una idea del microambiente de citocinas más que el tipo 

celular que las produce, por lo que en este trabajo se decidió analizar las citocinas 

IFN-γ (Τh1), IL-4, IL-10 (Th2) y TGF-β (Tr) por RT-PCR. Se analizó la expresión de 

estas citocinas en linfocitos de distintos compartimentos de mucosas y en bazo. Se 

evaluó la expresión constitutiva en animales control, y la expresión inducida por 

pCry1Ac en los linfocitos de animales inmunizados, además de la producción de 

citocinas producidas después de cuatro horas del estimulo in vitro. Actualmente, se 

sabe que las citocinas desempeñan un papel importante en la regulación del sistema 

inmune de un organismo, median la respuesta protectora contra patógenos y la 

supresión de respuestas inflamatorias que pueden ocasionar daño no deseado a los 

tejidos. La capacidad de analizar la respuesta de citocinas en humanos y modelos 

experimentales como el ratón ha sido vital para el entendimiento de las respuestas 

efectoras y reguladoras ocurridas durante una infección o en enfermedades 

autoinmunes (Godornes, et al. 2007) y la capacidad de una proteína para modular la 

producción de citocinas puede tener relevancia terapéutica.  

 

Se empleo este tiempo de estimulación debido a que en un reporte previo 

Carol y cols. (1998) mostraron que la incubación por cuatro horas con un estimulo 

policlonal usando cycloheximida (CHX 100 µg/ml) es suficiente para la óptima 

activación de las células in vitro, encontrando que el número de las células secretoras 

de IFN-γ inducidas por el estimulo se incremento por la activación policlonal in vitro, 

tanto en IEL como LPL de intestino delgado. Nosotros observamos que las células de 

estos compartimentos (IEL y LPL) cuando se estimularon por cuatro horas con 10 

µg/mL de pCry1Ac modificaron la expresión de citocinas se modificó en respuesta al 

estimulo y que en IEL de ID se incrementó fuertemente la producción de IL-4, 

mientras que en IEL de IG solo se observan diferencias en animales inmunizados y 

re-estimulados (Cry i.p. +Cry) con respecto al control; así mismo el perfil de IL-10 no 

es el mismo entre ID e IG (Fig. 10), y en células de animales control y estimulados  

(Crontrol+Cry) es donde se observa principalmente un incremento en la expresión de 

IFN-γ. Por otra parte en LPL de ambos intestinos el perfil de citocinas varia 

dependiendo si los linfocitos provienen de ID o IG, destacando el abatimiento de IL-4 

en linfocitos control y estimulados in vitro (Control+Cry) y de IL-10 en linfocitos 

inmunizados y re-estimulados (Cry i.p.+Cry) (Fig. 11A). 
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Observamos que el patrón de citocinas que se detectó fue complejo ya que 

existe una intensidad de expresión de citocinas diferente dependiendo del 

compartimento analizado (Fig. 10, 11, 12, 13 y 14), así como la producción 

espontánea de las mismas en diversos sitios de mucosas, sin embargo, la producción 

espontánea ha sido poco descrita y estudiada, debido a su complejidad.  

 

Las células T CD4+ son las principales productoras de citocinas, regulan la 

respuesta inmune y se han clasificado según las citocinas que secretan, así las 

células Th1 se sabe secretan principalmente IL-2 e IFN-γ y las células Th2 que 

secretan IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-10 (Caballero, 1998), en las mucosas también 

existe un tercer tipo de citocinas, las células T reguladoras (Tr). La activación de las 

células T para producir estas citocinas, genera un microambiente que se considera 

como el factor más importante para promover la diferenciación de células T vírgenes 

(O'Garra, A, 1998 y Abbas, A. K., et al. 1996)  a Th1, Th2 o Tr,  

 

En este trabajo nos propusimos conocer el microambiente de citocinas que se 

genera por el estimulo o la inmunización con la pCry1Ac y detectamos la expresión 

del IFN-γ en todos los tejidos analizados, es una citocina que se produce 

espontáneamente en los diversos sitios de mucosas y su expresión se incrementó 

después del estímulo in vitro con la pCry1Ac (Anexo-2); esta observación se ha 

descrito en algunos estudios que afirman que el interferón γ (IFN-γ) se expresa 

constitutivamente por linfocitos intraepiteliales y de lamina propia en humano 

(Kontakou, 1994 y Quiding, 1991, Carol, 1998) o en células totales de ambos 

intestinos, (Al-Dawoud, 1992). El IFN-γ es una citocina importante en las mucosas ya 

que controla funciones fisiológicas básicas del epitelio intestinal, incluso la secreción y 

consumo de electrolitos (Holmgren, 1989. Sollid, 1987) y el transporte potencialmente 

protector de IL-6, el IFN-γ posee propiedades proinflamatorias y su síntesis y acción 

se controlan estrictamente (Trinchieri, 1985). 

 

En células de animales control después del estimulo con la pCry1Ac se 

incrementa marcadamente la producción de IL-4 en LPL IG, PP IEL ID (Fig. 10-12) e 

IL-10 en LPL ID e IG (Fig. 11), mientras que la expresión del IFN-γ se incrementó en 

menor magnitud que estas dos citocinas (IL-4, IL-10) en todos los sitios analizados 

(Fig10-14), lo que indicaría una respuesta tipo Th2. Pero en nuestros experimentos 

observamos que existe expresión constitutiva de IL-4 e IFN-γ entremezcladas en 
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linfocitos de un mismo sitio, indicando la existencia de patrones de citocinas Th1/Th2 

mezclados (Fig 10-14) y no polarizados en las mucosas. La expresión de citocinas es 

diferente dependiendo del sitio de estudio. La expresión espontánea de citocinas se 

ha descrito previamente en los linfocitos provenientes de mucosas, por ejemplo Carol, 

en 1998, encontró la presencia espontánea de células secretoras (SC) de IL-4 e IFN-γ 

en linfocitos de intestino delgado y grueso del humano; en IEL de duodeno se 

demostró que secreta IFN-γ espontáneamente en un 3.6 % y en LPL el 1.9 %, 

mientras que para IL-4 en IEL el 1.3 % y en LPL el 0.7 % y los comparó con células 

mononucleares de sangre periférica. Este autor detectó en sangre números muy 

bajos de SC que espontáneamente producen IFN-γ y ausencia de SC que 

espontáneamente producen IL-4. También observó que en muestras de colon, sólo el 

0.2 % de IEL y LPL secretaron IFN-γ en estado basal, y el 0.1 % secretó IL-4.  

 

En nuestro análisis se encontró la presencia de IFN-γ en todos los casos a 

niveles basales, tanto en los linfocitos control como el de animales inmunizados 

además, observamos que los niveles se incrementan de forma variable cuando se 

estimulan in vitro con pCry1Ac dependiendo del sitio. En general en todos los sitios 

analizados se detectó de forma constitutiva IFN-γ y al estimular in vitro con la pCry1Ac 

lo que nos indica la presencia de células Th1, mientras que IL-4 se detectó en todos 

los sitios a excepción del TRF (Fig. 13), y el estimulo in vitro incrementó su expresión 

de forma variable en todos los casos a excepción de LPL de ID, en donde posterior al 

estimulo no se detectó esta citocina, la producción de esta citocina indicaría una 

respuesta Th2. Aunque se detectó la presencia espontánea de IFN-γ, en todos los 

sitios analizados, los niveles de expresión fueron ligeramente menores a los de IL-4. 

La producción de IL-4 y/o IFN-γ producida en la primera fase de contacto con un 

antígeno es esencial para la respuesta inmune subsiguiente, y es bien conocida la 

regulación cruzada entre los linfocitos Th1 y Th2, que recíprocamente se inhiben la 

una a la otra. El incremento en la producción de IL-4 no solo induce el cambio de 

fenotipo de los linfocitos B inmaduros a células productoras de anticuerpos, sino que 

previenen a los linfocitos T de producir IFN-γ inducida por IL-12 al disminuir en ellos la 

expresión de la unidad β2 para IL-12 (Velásquez, 2001). Por otra parte, las células 

presentadoras de antígeno, en ausencia de IL-12, pero con IL-10 promueven el paso 

de Th0 a Th2 productoras de IL-4, IL-5, IL-10, responsables de respuestas de tipo 

humoral. La presencia una respuesta mezclada Th1/Th2 se puede explicar por la 
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posible presencia de más de una población de células productoras de estas citocinas. 

Estos resultados y los nuestros confirman que los linfocitos intraepiteliales y de lámina 

propia intestinales espontáneamente secretan IFN-γ y/o IL-4 y que la secreción basal 

de estas citocinas  probablemente esta implicada en la homoeostasis normal de la 

mucosa intestinal. 

 

Como se estableció en los experimentos realizados por Moreno-Fierros, 2000 

la inmunización intraperitoneal con pCry1Ac induce altas respuestas de IgG, IgA e 

IgM en intestino delgado y grueso, aunque se sabe que la magnitud de la respuesta 

depende de la ruta de inmunización usada; y se ha descrito que la ruta i.p. es una 

buena ruta para inducir respuesta inmune humoral. Por lo que debe de existir una 

población celular que incremente la respuesta humoral mediante la producción de IL-

4 y otra población que active la respuesta celular (células productoras de IFN-γ). Carol 

en 1998, mediante ELISPOT encontró que la proporción de células secretoras de IL-4 

fue considerablemente más alta entre linfocitos de duodeno (ID) que entre linfocitos 

de colón (IG) para IEL. Lo que explicaría la menor expresión de IFN-γ en relación a la 

IL-4, en los sitios analizados y los incrementos en los niveles de IFN-γ que promueven 

la diferenciación de las células Th0 hacia Th1 y a su vez, provocan la activación de 

los macrófagos.  

 

En varios sitios encontramos un notable incremento en la producción de IL-10 

al estimular in vitro o al inmunizar con la pCry1Ac. En nuestro estudio detectamos la 

expresión basal de IL-10 en LPL de ambos intestinos, PP TRF y bazo (Fig. 12, 13 y 

14), sin embargo después de la estimulación y la inmunización encontramos que los 

niveles de esta citocina se incrementaban. Es probable que los incrementos en la 

expresión de IL-10 que detectamos en algunos sitios como LPL IG, PP y bazo 

(Fig.11, 12 y 14 respectivamente) posterior a la estimulación con pCry1Ac genere una 

respuesta de tipo Th2 ya que esta citocina es la principal molécula que regula la 

síntesis de IFN-γ (Powrie, 1993). Se ha descrito que los linfocitos obtenidos de LPL 

son muy activos y expresan predominantemente un fenotipo Th2 (Abreu-Martin, MT y 

Targan, SR, 1996). En nuestro estudio detectamos la expresión basal de IL-10 en 

LPL de ambos intestinos, PP TRF y bazo, sin embargo después de la estimulación y 

la inmunización los niveles de esta citocina se incrementaban. 
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Se ha descrito que en animales deficientes de IL-10 con fondo genético 

BALB/c, el IFN-γ se expresa de forma constitutiva en IEL de ID (Wang, et al., 2004), 

como parte de la respuesta innata y adquirida; en la enfermedad inflamatoria del 

intestino que ocurre en estos ratones deficientes de IL-10, lo que indica el papel 

fisiológico principal de IL-10 es prevenir el desarrollo de la inflamación intestinal. Este 

papel también lo describió Foussat, (et al. 2003) quien asegura que a tiempos cortos 

la IL-10 es necesaria para controlar la inflamación. Esta regulación de la inflamación 

por parte de la IL-10 podría explicar la ausencia de inflamación presente en tejidos de 

animales inmunizados con pCry1Ac, ya que en el laboratorio en diversas ocasiones 

se han realizado cortes histológicos de cada uno de los sitios que aquí se estudiaron 

y hasta el momento no se ha observado inflamación al igual que los datos observados 

por Mayes el al, (1989) en donde se reporta que las proteínas Cry no inducen 

inflamación intestinal cuando se administraban de forma oral. Así mismo, el 

incremento de IL-10 en este trabajo después de cuatro horas de estímulo in vitro en 

linfocitos de diferentes tejidos sugiere que esta citocina podría controlar la inflamación 

o explicar la ausencia de inflamación. 

 

Carol y cols. (1998) afirman que la expresión inducible de citocinas en 

presencia de un estimulo refleja la respuesta in vivo, lo que se observó en los 

animales después de tres inmunizaciones con pCry1Ac. Observamos que la 

producción de citocinas fue similar al grupo control, sin embargo, en muchos de los 

sitios se detectó la producción de TGF-β que antes no se detectaba (Fig. 10-12 y 14).  

Esta citocina es una proteína reguladora del sistema inmune, de la proliferación y la 

diferenciación celular. Muy probablemente la discriminación entre respuesta frente a 

parásitos o frente a antígenos alimentarios o extraños involucre un mecanismo de 

regulación cruzada similar a los conocidos para las respuestas Th1/Th2, por lo que a 

nivel de la mucosa se sugiere la existencia de una tercera vía del sistema inmune, los 

linfocitos T reguladores, productores de TGF-β o linfocitos Th3, que pueden ser las 

células que promueven la síntesis de anticuerpos en la mucosa. Aunado a la 

presencia de IL-10 la expresión del TGF-β en los animales inmunizados y estimulados 

nos indica una posible respuesta reguladora. Se sabe que el TGF-β inhibe la síntesis 

del IFN-γ, producido por los Th1, más aún, se ha demostrado que el TGF-β, producido 

por los linfocitos Th3, inhibe la formación de IgE inducida por IL-4 (Lorente, 2001), 

hasta el momento no se ha detectado IgE en los sitios de mucosas al inmunizar con 

pCry1Ac (Datos en prensa). Actualmente se sabe que las células T reguladoras (Tr) 
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secretan altas concentraciones de IL-10 y TGF-β en modelos in vivo (Foussat, et al.. 

2003), con escasa secreción de IL-2, y ausencia de IL-4, es decir, no son Th1 ni Th2, 

y no  afectan la producción de IgG2a (regulada por IFN-γ) (Rojas-Espinosa, 2001). El 

proceso de producción de células T reguladoras aún es desconocido, pero es 

particularmente importante en las mucosas, ya que su respuesta en estos tejidos 

representaría el balance entre dos procesos independientes, la respuesta T 

reguladora y la respuesta inmunogénica Th1/Th2 (Strober y Kelsall, 1998). Lorente 

(2001), asegura que las células efectoras mas potentes son IELs, ya que producen un 

microambiente intestinal local, mismo que puede ser de utilidad para dirigir las 

propiedades efectoras y reguladoras, ya que se ha descrito que en oposición a Th1 y 

Th2, puede ser responsable de la tolerancia debido a la producción de TGF-β1 que 

disminuye las citocinas inflamatorias y promueve la producción de IgA, a la cual se le 

atribuyen la protección de las mucosas  (Abbas, 1998). 

 

 Adicionalmente, los incrementos de citocinas en linfocitos estimulados o re-

estimulados después de cuatro horas nos indican una rápida respuesta a la pCry1Ac, 

y ya que la pCry1Ac es resistente a la proteólisis (Hofte y Whiteley, 1989; Knowles, et 
al., 1991) es muy posible que exista un receptor para dicha proteína. Estas 

características se han observado en superantígenos que son potentes inductores de 

una amplia variedad de citocinas incluyendo TNF-α, IFN-γ, IL-2, estos superantígenos 

se unen a moléculas clase II en células presentadoras de antígeno y no requieren el 

procesamiento o proteolisis del péptido (Sperber, et al. 1995). 

 

El amplio espectro de los efectos inmunobiológicos mediado por estas 

citocinas indica la heterogeneidad funcional que puede existir dentro de las 

poblaciones celulares en las mucosas. A fin de mantener la integridad del epitelio 

intestinal, el sistema inmune asociado al intestino debe desarrollar respuestas 

eficientes contra microorganismos patógenos y prevenir la sensibilización a antígenos 

de alimento y flora microbiana común. Las citocinas producidas de manera local por 

linfocitos T probablemente desempeñan papeles críticos en la compleja regulación de 

las respuestas inmunes y no inmunes a nivel intestinal. (Carol, et al. 1998). El órgano 

linfoide más grande en el cuerpo es el intestino, pero es también el más complejo. 

(Abreu-Martin, MT y Targan, SR, 1996). Los linfocitos T intestinales secretan citocinas 

que posiblemente desempeñan un papel crítico en la regulación de la respuesta 
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inmune; las diferencias (Fig. 10, 11 y 12) pueden deberse a la presencia de una 

microflora distinta y diferente función fisiológica en cada uno de ellos.  

 

 Las discrepancias en la producción de citocinas encontradas en este trabajo 

con lo descrito por Resendiz-Albor (2005) y otros trabajos pueden deberse a 

diferentes métodos, ya que en este estudio se analizó la producción de citocinas del 

total de linfocitos obtenidos de cada sitio y está bien establecido que existen 

diferencias en las proporciones de linfocitos de distintos tipos en los diferentes 

compartimentos intestinales, así también se observó que posterior a las tres 

inmunizaciones se incrementaron los porcentajes de células tanto CD4+ como CD8+, 

en varios compartimentos (datos no mostrados), y en la literatura se ha descrito por 

Bailey, et al. (1994) un alto número de células CD4+ en la lámina propia y que células 

CD8+ se encontraron tanto en IEL y LPL, pero al remover células CD4+ o CD8+ de 

las suspensiones de linfocitos intestinales IEL como LPL, resulta en la disminución en 

el número de células secretoras de IFN-γ y/o IL-4, tanto en IEL como LPL, y la 

depleción de ambos (CD4+ y CD8+) produce la desaparición de células secretoras, 

indicando que las células secretoras de citocinas en intestino son células T tanto CD4 

como CD8 (Carol, 1998), por lo que sugieren que los linfocitos CD8 son la fuente 

principal de IFN-γ en IEL, mientras que en LPL el IFN-γ se sintetiza principalmente por 

linfocitos CD4 y que el IFN-γ no se secreta exclusivamente por las células CD4 sino 

también parcialmente por los linfocitos CD8.  

 

  En el bazo, encontramos producción de citocinas tanto de manera constitutiva 

(IL-4, IL-10, IFN-γ) como inducidas por la pCry1Ac (TGF-β), sin embargo, en la 

literatura se ha descrito la expresión de citocinas, en Godornes (2007) quienes 

reportan niveles basales de IFN-γ, IL-2 e IL-10 en esplenocitos cultivados con por RT-

PCR en tiempo real. Igualmente, Lage, 2006 encontró en bazo de perros sanos la 

expresión de TNF-α, IL-12 e IL-10 no así de IL-4 e IFN-γ, sin embargo los autores no 

discuten la presencia de citocinas encontradas de forma constitutiva. 

 

 

5.2. Efecto de la administración Intraperitoneal de la pCry1Ac en la cantidad de 

mRNA total  

La mayor parte del RNA de una célula (85-90%) es ribosómico, y su elevada 

concentración se debe a su función y al grado de síntesis de proteinas. Por tanto el 
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índice de RNA:DNA se puede considerar como un indicador del grado de actividad 

metabólica de la célula. Este índice se ha empleado por muchos autores para la 

estimación de la condición nutricional y el crecimiento de algunos organismos 

(Buckley, 1984). En investigaciones que se realizan en cultivo se pueden controlar los 

principales factores que afectan al índice, sin embargo, en el medio existe una gran 

variedad de factores de crecimiento que pueden influir sobre la relación de RNA, pero 

se conoce muy poco sobre ellos, sin embargo, la presencia de sustancias 

contaminantes a antígenos, pueden afectar sus concentraciones. 

 

Encontramos marcadas diferencias en las concentración de mRNA total de 

células mantenidas en cultivo, en los que se observa un incremento drástico en las 

concentraciones de RNA total cuando las células eran estimuladas in vitro por 4 

horas, principalmente en linfocitos de ratones inmunizados y re-estimulados con 10 

µg de la pCry1Ac, los mayores incrementos se observan en LPL de ID, IEL de IG y 

bazo. Este elevado incremento en las concentraciones de RNA solo puede deberse a 

una modificación en el estado de activación celular y/o a la síntesis de proteínas y 

almacenaje de mRNA’s  para llevar acabo la división celular (proliferación) inducida 

por la pCry1Ac. 

 

Las diferencias en la cantidad de mRNA que produce una célula es 

modificable, debido a que no todas las proteínas se necesitan siempre, en todos los 

tejidos o en las mismas cantidades. Por tanto, los seres vivos han desarrollado 

sistemas para controlar la cantidad de cada proteína que sintetiza la célula, a este 

sistema se le conoce como "economía domestica". El sistema mas habitual regula la 

cantidad de mRNA que se produce, esta cantidad de RNA que produce un gen en un 

momento especifico depende de la facilidad con que la RNA polimerasa puede unirse 

al promotor e iniciar la copia (Cabrejos, et al. 2001). 

 

5.3. Proliferación celular al administrar Cry1Ac 

La inmunidad de tipo celular, constituye un mecanismo fundamental para la 

defensa del organismo. Esta respuesta, mediada por linfocitos T, es esencial para la 

protección contra patógenos intracelulares: virus, algunas bacterias, hongos y 

protozoarios (Margni, 1996; Tizard, 1984; Werner, 1983). Debido a la importancia que 

tiene la acción de los linfocitos T en la defensa del organismo, se han desarrollado 

pruebas inmunológicas que permiten evaluar su funcionalidad, ya que existen 
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factores provocados por infecciones de microorganismos, que pueden llegar a afectar 

la respuesta inmune e incluso comprometer la vida de un organismo (Ramayo, et al. 
2005). 

 

Se analizó la proliferación in vitro que induce la pCry1Ac debido a los 

incrementos en las concentraciones de RNA total y como un elemento para evaluar la 

efectividad de los mecanismos inmunes de los diversos tipos celulares presentes en 

las muestras obtenidas (B, T, NK). Las células obtenidas que se analizaron por 

citometría de flujo (datos no mostrados), contenían distintos tipos celulares, los 

cuales, se emplearon como fuente de células para la estimulación y re-estimulación in 
vitro con pCry1Ac, para determinar si la pCry1Ac actúa como un mitógeno, medimos 

la proliferación in vitro dado que es la prueba mas utilizada y se basa en que ciertas 

lectinas, como concanavalina A, se unen a residuos hidrocarbonados de 

glucoproteinas de superficie de Los linfocitos T, estimulando su proliferación policlonal 

(Barta, 1981 y 1993; Felsburg, 1994; Margni, 1996; Tizard, 1984, Werner, 1983). 

pCry1Ac podría tener actividad de mitógeno ya que se ha descrito (Burton, et al. 
1999) que Cry1Ac presenta una similitud estructural a la lectina que contribuye al 

reconocimiento de estos residuos hidrocarbonados. La posición de los aminoácidos 

Asn506, Gln509 y Tyr513 adyacentes a la región beta-16 del dominio III de algunas 

proteinas Cry favorece la interacción de proteinas solubles a la interacción con 

proteinas que unen carbohidratos, por lo que se le atribuye una función estructural 

similar a lectinas (Burton, et al. 1999). Estos autores también sugieren que la 

digestión enzimática ocurrida por las proteasas puede generar varias isoformas de la 

toxina brindándoles una función similar a lectinas, debido a la estructura 

conformacional de diversas proteinas Cry. 

 

En este trabajo utilizamos dos tipos de ensayo para analizar la proliferación 

celular, sin embargo, los resultados con ambas pruebas de proliferación no son 

comparables entre si, ya que como se ha observado con anterioridad (Ramayo, 

2005), Los índices de proliferación dependen del tipo de técnica empleada, sin 

embargo, Los resultados muestran que en todos los sitos analizados (IEL ID, IEL IG, 

LPL ID, LPL IG, bazo y PP) se induce proliferación celular, al establecer los índices 

de proliferación o índice de estimulación (IE) se elimina la proliferación debida a los 

factores de crecimiento del medio de cultivo.  
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 La mayoría de las observaciones indican que la estimulación con un mitógeno 

ocurre fundamentalmente sobre los linfocitos T (Bohnlein et al. 1989; y Wimer, 1997), 

aunque, se plantea que las poblaciones de linfocitos B también se estimulan a 

proliferar y diferenciarse, en menor proporción (Utsinger et al. 1977), No obstante, se 

considera que la proliferación y diferenciación de los linfocitos B necesita, en ultima 

instancia, de la presencia de subpoblaciones de linfocitos T cooperadores que serian 

estimulados por el mitógeno (Clement, Dagg, Lehmeyer y Kiyotaki, 1983). 

 

 Es importante mencionar que en este trabajo detectamos proliferación en 

células como la LP donde se considera que la mayoría de los linfocitos son efectores 

y han perdido la capacidad de proliferar, sin embargo se ha descrito que en estos 

sitios efectores existe proliferación de linfocitos, por ejemplo, después de la activación 

de células aisladas de la lámina propia se demostró que estas células fueron capaces 

de proliferar. (Bailey, et al. 1994). 

 

Existe otro reporte en el que se describió la proliferación celular en monocitos 

de humano al estimular estas células con concentraciones variables de pCry1Ac y un 

lisado de 1x104 células de S. pyogenes y se observó que la mayor proliferación se 

presentaba al cultivar estos monocitos con el lisado y 12.5 µg/mL de Cry1Ac. El autor 

atribuye al efecto de la pCry1Ac en estas células al estallido respiratorio, por lo que 

esta protoxina potencia la proliferación de células inmunocompetentes de una manera 

más poderosa que cuando solo se administra el patógeno (Rodríguez-Orozco, 2006). 

Las concentraciones empleadas coinciden con las que nosotros empleamos, sin 

embargo consideramos que el efecto de pCry1Ac involucra a un mayor espectro de 

células inmunes, no solo monocitos ya que al inmunizar se ha observado que se 

modifican diversas poblaciones celulares como son: células CD4+, CD8+ y células B 

(datos no mostrados). 

 

Por otra parte en el presente trabajo se empleó una mexcla de células 

linfocitarias para la prueba de proliferación, lo que nos permitió evaluar los procesos 

de cooperación celular (como la presentación de antígeno). Los resultados sugieren 

que estos procesos no se afectaron, ya que de haberse presentado algún tipo de 

deficiencias de tipo celular no habría proliferación celular (Barta, 1993; Felsburg, 

1994; Margni, 1996; Werner, 1983) y esta resultaría en la perdida de proliferación 

(anergia), que se conoce son inducida por agentes patógenos y toxinas, que dañan la 
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respuesta inmune celular (Gregory, 1998, Martinez-Moreno, et al. 1995; Mosmann, 

1983). Además, de que el empleo de linfocitos purificados por gradiente de 

centrifugación, no permite reproducir mejor las condiciones y procesos que ocurren in 
vivo. 

 

Los resultados obtenidos para las concentraciones de RNA total concuerdan 

con los Índices de proliferación a las 4 horas de estímulo, pero no se debe descartar 

que puede existir un estado de activación diferente al basal cuando las células se 

estimularon con el antígeno (pCry1Ac). 

 

 5.4. Relación entre la producción de citocinas y la proliferación 

 En los últimos años se ha establecido una relación entre la proliferación celular 

y la producción de citocinas (Bird, et al. 1998 y Gett, et al 1998). Mientras que la 

producción de IFN-γ puede estimular la división de células, la expresión de IL-4 se 

detecta solamente posterior a por lo menos tres ciclos de división (Bird, et al. 1998). 

 

En el presente trabajo se presupone una regulación que no es Th1/Th2 ya que 

se encontró la presencia de IL-4 e IFN-γ, y la presencia de IL-4 y TGF-β inducen la 

proliferación de monocitos y nosotros detectamos proliferación celular en bazo, LPL 

ambos intestinos y en IEL de ambos intestinos (Fig. 15, 16 y anexo-1). 

  

También, se ha estudiado la presencia de bajos niveles de proliferación de 

linfocitos T en pacientes con cáncer cervico uterino que se sugiere se debe a la 

presencia de citocinas inmunosupresoras como TGF-β1 e IL-10, sin embargo, 

suponemos que este efecto depende de la concentración de ambas citocinas y la 

presencia y equilibrio en el microambiente, ya que aunque nosotros detectamos IL-10 

y bajos niveles de TGF-β1, estos niveles no fueron suficientes para inhibir la 

proliferación o las células que se están dividiendo no son células T, sino monocitos o 

células B productoras de anticuerpos en expansión clonal. 

 

 Bailey, (et al. 1994), describió una tendencia a producir IL-4 más que IL-2 en 

células de lámina propia murina, en algunas líneas de células T específicas de 

antígeno también se encontró que producen tanto IL-4 como IL-2 (Harriman, et al. 
1992). Así mismo, los cultivos primarios de células T murinas, aisladas de tejidos 

Neevia docConverter 5.1



 

 

5. DISCUSIÓN

66 

linfoide sólidos que drenan sitios de mucosas, secretaron IL-4 antes que IL-2 después 

de la activación con el antígeno o mitogeno (James, 1990 y Daynes, 1990) 

 

 Aunque las determinaciones de citocinas son complicadas, se ha descrito que 

la mayor acumulación de mRNA IL-2, IL-4 e IL-5 se ha encontrada a tiempos cortos 

en células activadas de la lamina propia, comparadas con células de bazo (James, et 
al. 1990).  

 

 Además, la inducción in vivo de células T a producir citocinas particulares se 

describió en ratones infectados por Leishmania spp., y se reportó que las respuestas 

que implican IL-4 tienen que ver con la susceptibilidad a la enfermedad. (Heinzel, et al 
1989, Belosovic, 1989 y Sadick, 1990). El transcrito de mRNA de IL-4 se detectó en 

todos los tejidos estudiados, pero el PCR punto final no permitió mostrar diferencias 

en las concentraciones. (Bailey, et al. 1994). 

 

 Los patrones de citocinas producidos por células T activadas al parecer no son 

azarosos y pueden variar en diferentes ambientes. Tales diferencias pueden 

atribuirse a un predominio de las subpoblaciones diferentes de células T virgenes o 

de memoria o de los efectos inductivos y reguladores de poblaciones diferentes de 

células accesorias locales y pueden ser relevantes para el éxito de una respuesta 

inmune (Bailey, et al. 1994). Los tipos de células presentes en los sitios en el cuales 

el antígeno se detecta tienen gran importancia en la determinación del tipo de 

respuesta producida. 

 

Vázquez-Padrón, et al. 2000, asegura que el encontrar anticuerpos específicos 

contra pCry1Ac después de la inmunización en diferentes sitios linfoides como las PP, 

(nódulos linfáticos mesentéricos) MLN y LPL de ratones inmunizados por la vía 

intragástrica e intraperitoneal, es una evidencia de que los linfocitos B activados por la 

pCry1Ac en las PP migran a los MLN, mediante el ducto torácico y finalmente a la 

lamina propia intestinal. 

 

 Los linfocitos intraepiteliales (IEL) de ratón y humano se han caracterizado y se 

sabe poseen diferencias fenotipicas y funcionales entre ambos intestinos (Lefrancois, 

1991 and Lundqvist et al., 1995). La heterogeneidad funcional y fenotípica se ha 

caracterizado en linfocitos T de la lamina propia (LPL) murina (Boll and Reimann, 
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1995) y se caracterizaron las diferencias fenotípicas y funcionales en poblaciones de 

linfocitos de la lamina propia (LPL) de ambos intestinos fue caracterizada por 

Reséndiz-Albor (2005). Asimismo, los resultados obtenidos en respuestas humorales 

sustentan la compartamentalización del sistema inmune en sitios inductores y 

efectores (Moreno-Fierros, 1999; Brandtzaeg, 1999; Kantele 1998), las diferencias en 

la expresión de citocinas encontradas en el presente trabajo como respuesta al 

estímulo in vivo e in vitro con pCry1Ac apoyan la compartamentalización de las 

mucosas, ya que los linfocitos obtenidos de distintos compartimentos responden a la 

estimulación in vitro produciendo citocinas con diferente intensidad y diferente perfil. 

 

 Por otra parte, los tejidos reproductivos parecen jugar un papel importante en 

la regulación de la respuesta inmune en las mucosas reproductivas. En ese sentido, 

el sistema reproductor se parecería a los tejidos “inmuno privilegiados” como el ojo, a 

esta condición se le denomina inmunosupresión (Real-Navarrete, 2000), pero el 

sistema inmune debe defender a los tejidos y órganos ante una infección, dilucida los 

mecanismos reguladores de protección, se ha reportado que el TGF-β es producido 

de forma local y estratégica en el útero del ratón y eliminan células claves en el 

reconocimiento antigénico (los linfocitos T) induciendo su muerte (Díaz, et al. 1996), 

por esta ruta se conoce que pCry1Ac induce respuesta humoral que es 

predominantemente IgM, seguida de IgA e IgG, estos datos son importantes ya que la 

inducción de respuesta inmune humoral y celular en la mucosa genital es 

trascendente para prevenir infecciones virales y bacterianas de transmisión sexual 

(Moreno-Fierros, 1999). 

 

 Existen numerosas evidencias de que las células T de las mucosas son 

diferentes a las células T sistémicas (Bailey, et al. 1994), nuestros resultados 

confirman esta aseveración al proporcionar pruebas adicionales que apoyan la 

compartimentalización regional del sistema inmunológico intestinal al referir diversos 

niveles de expresión de citocinas en compartimentos de mucosas y sistémicos (Fig. 

10-14). La inducción de inmunomodulación de la respuesta inmune de mucosas es 

deseable para prevenir una gran variedad de infecciones (Moreno-Fierros, et al. 
2000), sin embargo, el mecanismo por el cual los antígenos inducen la producción 

citocinas aun es confuso, pero puede estar relacionado con diferencias en exigencias 

de activación (Sperber, et al. 1995). 
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 Finalmente, referimos que la producción de citocinas en distintos 

compartimentos es marcadamente diversa y puede ser el reflejo de diferencias 

significativas en exigencias de activación, nuestros datos apoyan el concepto que los 

perfiles de las citocinas inducidos por la interacción de células T y monocitos pueden 

ser dependientes del modo de la activación de la célula T como afirman Sperber y 

cols. (1995).  
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6. CONCLUSIONES 

• pCry1Ac induce y/o modifica la producción de citocinas producidas 

constitutivamente. 
 

• En todos los sitios analizados se observó la expresión constitutiva de los 

mensajeros de IL-4 (a excepción de TRF) e IFN-γ, sugiriendo la importancia de 

estas citocinas en las mucosas. 
 

• Se observó que por la estimulación in vitro con pCry1Ac se eleva la expresión 

del mensajero para IL-4, más que la de IFN-γ (en varios compartimentos de 

mucosas: IEL ID, LPL IG, PP, bazo). 
 

• pCry1Ac promueve y modifica los patrones de citocinas (Th1/Th2) de manera 

compleja dependiendo del compartimiento que se estudie en las mucosas. 
 

• Se observó que la pCry1Ac induce la expresión de IL-10 en IEL-ID. 
 

• Los resultados por PCR reverso en la LP-ID muestran la presencia del 

mensajero para IL-10 al inmunizar con pCry1Ac y correlaciona con los datos 

obtenidos anteriormente por citometría, indicando que la IL-10 proviene de 

linfocitos T CD4+. 
 

• Detectamos que aunque los efectos inmunomoduladores de pCry1Ac varían en 

los linfocitos obtenidos de distintos compartimentos mucosos, en general 

observamos inducción de las citocinas reguladoras IL-10 y TGF-β. 
 

• Se observó que el TGF-β se expresa constitutivamente en LPL-IG y TRF y que 

la pCry1Ac induce su expresión en LPL-ID, IEL-IG, IEL ID y en PP; manifestando 

la presencia de una respuesta Th3 en las mucosas. 
 

• La expresión de citocinas más compleja se detectó en los linfocitos del TRF, lo 

que confirma una compleja respuesta en este compartimento. 
 

• La proteína pCry1Ac es capaz de de inducir proliferación en células linfoides, de 

manera similar a un mitógeno. 
 

• Los resultados obtenidos sugieren la existencia de un posible receptor para 

pCry1Ac en células del sistema inmune, dado los rápidos efectos observados in 
vitro. 
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ANEXO-1 
 

 Proliferación celular encontrada en los distintos compartimentos de mucosas 
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Figura A1. Gráficas de proliferación celular de linfocitos obtenidos de lamina propia de 

intestinos delgado y de linfocitos intraepiteliales de ambos intestinos de ratones control 

y de ratones después de tres inmunizaciones i.p. con pCry1Ac y estimulados o re-

estimulados in vitro con 10 µg pCry1Ac /1X106 células.  
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Datos de citometría de flujo obtenidos con la prueba de CFSE para determinar la 

proliferación celular en los distintos compartimentos de mucosas. 

 
 

A)   IEL ID Control estimulado Cry 

 

B)     IEL ID Inmunizado re- estimulado Cry 

 
 

C) LPL ID Control estimulado Cry 

 

D) LPL ID Inmunizado re- estimulado Cry 
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E) IEL IG Control estimulado Cry 

 

F) Inmunizado re- estimulado Cry 

 
 

 
G) LPL IG Control estimulado Cry 

 

H) LPL IG Inmunizado re- estimulado Cry 

 

 
 

 

 

Figura A2. Gráfica de proliferación mediante CFSE de cultivos celulares de linfocitos 

obtenidos de animales control e inmunizados y estimulados in vitro por 72 horas A) IEL ID 

Control estimulado con pCry1Ac, B) IEL ID Inmunizado re-estimulado pCry1Ac,  C) LPL ID 

Control estimulado con pCry1Ac,  D) LPL ID Inmunizado re-estimulado pCry1Ac  E) IEL IG 

Control estimulado pCry1Ac,  F) Inmunizado re-estimulado pCry1Ac,  G) LPL IG Control 

estimulado pCry1Ac;  H) LPL IG Inmunizado re-estimulado pCry1Ac Se presentan los 

histogramas representativos de tres mediciones independientes. 
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ANEXO-2 
 
Graficas que muestran la producción de citocinas por tejido analizado. 
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