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RESUMEN

“Efecto de la inmunizacion intraperitoneal con la protoxina CrylAc en el
patrén 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 SusS receptores que participan en las respuestas tanto innata como adquirida y en
su regulacion. 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 expresion de éstas moléculas

protectoras en los sitios adecuados para conferir proteccion.

Diversos estudios han demostrado que la protoxina CrylAc (pCrylAc) de
Bacillus thuringiensis es inmunogénica y presenta efectos adyuvantes en la
respuesta de anticuerpos, sin embargo, se desconoce el mecanismo de accion
celular por el cual confiere estos efectos y en virtud de que la mayoria de los
agentes adyuvantes ejercen su actividad a través de la induccion y regulacion de
citocinas, en el presente trabajo nos planteamos caracterizar el efecto de la pCrylAc

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

Se encontré que pCrylAc induce o modifica la expresién de citocinas, se
observé que los linfocitos de mucosas producen constitutivamente mRNA’s de
citocinas como IL-4 e IFN-y, mientras que los linfocitos estimulados /17 vitro presentan
un perfil de citocinas complejo y de diferente intensidad dependiendo de los
compartimentos analizados, lo que complementa la caracterizacion de la
compartamentalizacion del sistema inmune intestinal y confirma que la mucosa

presenta una regulacion compleja.

De manera interesante se observd que pCrylAc induce la expresion de

citocinas reguladoras IL-10 y TGF-B, los cuales participan en el equilibrio de la



respuesta inmune e impiden la inflamacion y el dafio a tejido, lo que sugiere que

pCrylAc induce la produccién de células efectoras/reguladoras en las mucosas.

Los ensayos de proliferacion que surgieron como parte complementaria del
trabajo indican que pCrylAc induce proliferacion sugiriendo que esta protoxina actua

como un mitégeno.



ABSTRACT

pCrylAc 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 CrylAc (pCrylAc) 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 pCrylAc in cytokines production by lymphocyte in different mucosal

compartments.

We found that cytokine expression is induced or modified by pCrylAc,
mucosal lymphocytes express constitutively IL-4 and IFN-y mRNA’s /n 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, pCrylAc induces expression of regulatory cytokines such as IL-
10 and TGF-B 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 pCrylAc induces proliferation, suggesting

that this protoxin CrylAc acts like a mitogen.
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1. INTRODUCION

1. INTRODUCCION

La mayoria 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 vacunacion que induzcan respuestas
inmunes protectoras en los sitios mucosos donde invaden los patogenos (Eriksson y
Holmgren 2002).

Aunque las diferentes superficies mucosas estdn intimamente comunicadas
existen evidencias de que existe alto grado de compartamentalizacién 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 inmunizacion y de
la naturaleza del antigeno utilizado (Hopkins et a/. 1995, Kantele et al. 1998, Vazquez
et al. 1999, Moreno-Fierros et al. 2000, 2002, 2003, Esquivel, et al. 2005).

La organizacion y regulacion de la inmunidad en mucosas es mas compleja de lo
que inicialmente se penso, por lo que el disefio racional de vacunas depende de la
disponibilidad de mayor informacion acerca de las compartamentalizacion regional de

la funcidn 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 infeccion de los
diferentes patdgenos; hacen falta mas estudios que tomen en consideracion las
diferencias regionales del sistema inmune de mucosas. Por lo que se requieren
estudios funcionales que evallen en linfocitos de distintos compartimentos mucosos

las respuestas inmunes efectoras.

Por lo tanto en este trabajo se analizé la produccion de citocinas en linfocitos de
diferentes compartimentos de mucosas en condiciones basales y después de
estimular /n vitro o in vivo mediante inmunizacién, utilizando como inmundogeno a la
protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis, una proteina inmunogénica que tiene
propiedades adyuvantes, pero se desconoce el mecanismo por el que ejerce estos
efectos.




1. INTRODUCION

Antes de presentar los antecedentes directos del presente trabajo a continuacion
se describen brevemente algunos conceptos generales de: 1) la organizacién del
sistema inmune en mucosas, 2) los efectos de las citocinas y 3) los efectos de las de
las proteinas Cry de Bacillus thuringiensis.

1) LA ORGANIZACION 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 (Sl) es capaz de proteger contra una amplia variedad de
agentes infecciosos (bacterias, hongos, parasitos y virus) de forma rapida y efectiva
frente a estos agentes potencialmente patdégenos. Para ello es capaz de reconocer a
los componentes del agente patdgeno e iniciar una serie de respuestas encaminadas

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

Las mucosas juegan un papel muy importante en la defensa inmunoldgica, ya
gue un gran namero de agentes patdgenos utilizan a las mucosas como via de
entrada al organismo (Sanchez-Vizcaino, et al. 1981). En la entrada de antigenos
(Ag) intervienen barreras inespecificas como el acido gastrico, el moco, las enzimas
digestivas y el peristaltismo asi como por las estructuras fisicas, el sistema comun de
mucosas protege mediante el propio epitelio y por mecanismos inmunolégicos
inespecificos en el tracto gastrointestinal, asi como por la barrera inmunoldgica
constituida por la IgA e IgM secretoras (IgAs e IgMs). La mision principal del sistema
inmune es reconocer a las moléculas extrafias 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 glandulas exocrinas (McGhee
et al. 1999); es el encargado de proteger las mucosas del ataque de los agentes
patdgenos, tanto en una respuesta primaria como secundaria. Esta formado por
nédulos de tejido linfoide que, segun su localizacion, 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 foliculos
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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comun de mucosas a su vez se divide en sitios inductores, en donde el antigeno se
localiza, endocita, procesa y presenta a los linfocitos T y B; y en sitios efectores
donde ocurre la secrecion de anticuerpos y las respuestas de células T efectoras
(McGhee et al. 1999a; Czerkinsky et al. 1999).

En cuanto a su organizacion 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 mas
importante del tejido linfoide organizado del sistema inmune y el sitio inductor de la
mucosa intestinal. Son permeables a la entrada de antigenos y son las responsables
de la regulacién de la respuesta inmune frente a antigenos alimentarios y bacterianos.
Las PP contienen una region en forma de domo que se encuentra altamente
enriquecida por linfocitos, macrofagos, células dendriticas y células plasméaticas. Este
tejido se encuentra recubierto por el epitelio, que contiene un foliculo asociado al
epitelio y a las células M, son altamente especializados para la absorcion y transporte
de antigenos intactos (proteinas, bacterias, virus y pequefios parasitos) hacia el tejido
linfoide inferior. Por debajo del domo de las PP los diferentes foliculos contienen
centros germinales donde ocurre la divisién de células B. Las areas de células T son
adyacentes a los foliculos y proporcionan funcionalidad a los linfocitos T citotéxicos
CTL) y células Th que apoyan a las respuestas de IgA. Dentro de estos sitios
inductivos también se encuentran las células presentadoras de antigeno (macréfagos,
células dendriticas y linfocitos B) (Sabbaj et a./ 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 linfaticos y al
conducto toracico. Los linfocitos de las PP expresan integrina a4p7 en su superficie,
gue es el ligando de la adresina vascular especifica del intestino MAdCAM-1 vy las

células T y B migran a través del endotelio hacia la ldmina propia.
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La respuesta inmune frente a antigenos requiere de un sistema inmune capaz
de reconocer y responder frente a los antigenos de la luz intestinal, por lo que, las
células linfoides del tracto gastrointestinal comprenden la poblacion de linfocitos mas
abundante en los mamiferos, estos linfocitos a lo largo del tracto intestinal constituyen
el 20% del total en el organismo (Sanz, 2001) Estas células estan ubicadas en
compartimentos incluyendo los foliculos linfoides (PP) y en tejido difuso como son: el
epitelio y la lamina propia de las mucosas Brandtzaeg, et a/. 1999; Guy-Grand, et al.
2002), los cuales se diferencian en su ubicacion anatdémica, fenotipo y funcion
(Resendiz-Albor, 2000). El intestino delgado (ID) e intestino grueso (IG) difieren en la
adsorcion de nutrientes y bacterias luminares a los que tienen contacto, dichas

diferencias podrian explicar la especializacion regional.

Linfocitos de la lamina propia (LPL). Distintas células linfocitarias conforman la
lamina propia, incluyendo a las células dendriticas, a los macréfagos y a los linfocitos
By T (LPL). Estos ultimos se encuentran por debajo de la membrana basal, los LPL
(aproximadamente 1/3) son TCRaf CD4+ y CD8+. En la ldmina propia también se
encuentran células productoras de IgA, IgG e IgM. Los macréfagos y células
dendriticas participan en la presentacion de antigenos /1 situ (Fig. 1).

Linfocitos intraepiteliales (IEL), forman una extensa poblacion de linfocitos T con
caracteristicas propias, se ubican sobre la membrana basal del epitelio intestinal,
intercalados con los enterocitos. Son las primeras células inmunocompetentes en
encontrar antigenos por la via oral y se cree que son capaces de diferenciar entre
antigenos inocuos y patégenos. Son linfocitos de mediano tamafio la mayoria tienen
fenotipo CD3+CD8+ (70-90%) y expresan el receptor de células T TCRap+ y una
proporcion <30% son TCRyd y fenotipo CD4-CD8- o CD4-CD8+. Carecen de
marcadores CD5, CD6, CD28 y existe un pequeiio grupo de células CD3- CD7+ no T
gue tampoco son NK (Arranz y Garrote, 2006) (Fig. 1).

Algunas IEL migran directamente desde la medula Osea al epitelio intestinal,
pero la mayoria son células recirculantes que cruzan la membrana basal epitelial
desde la ldmina propia. Comparados con las células T periféricas los IEL precisan de
una via alternativa de activaciéon en la que interviene el complejo CD2/LFA-3 y
carecen de marcadores CD25 o MHC-II. Muchas son células de memoria CD45R0 o
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se encuentran semi-activadas, y pueden expresar Ki67 que es un marcador de
células en mitosis. La expresion de moléculas de adhesibn como LFA-
1(CD11a/CD18) o VLA-4 (CD29) es baja, aunque mas del 90% expresan la integrina
oEB7 y algunas expresan VLA-1 (integrina 1), implicadas en la fijacion de estas

células al epitelio.

A pesar de estar en contacto constante con antigenos por la via oral, los IEL
expresan un repertorio restringido de genes de la region 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 interaccién con IEL CD8+, sin
embargo, estas células pueden reconocer moléculas no-polimorficas similares a las
MHC-1 (CD1). De esta forma, las células de memoria (CD45R0) podrian participar en

el reconocimiento limitado de antigenos.

La actividad proliferativa de los IEL en respuesta a mitdgenos convencionales de
células T, IL-2 y anticuerpos anti-CD, es débil. Su capacidad citotoxica es también
baja y no expresan marcadores asociados a células citotoxicas o NK (CD11a, CD16,
CD56).

—1EL

“LPL
. 1

lumen intestinal

celulas celulas M
epiteliales 1

---------

venula @ .

poscapilar ,‘\,

\9;}] - cireulacién -
.../

linfaticos

.
dueto torasico

Figura 1. Ubicacion de los linfocitos intraepiteliales (IEL) y linfocitos de lamina propia

(LPL) en la mucosa intestinal.
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Linfocitos Thl ThZ2 y Th3/Tr. Los linfocitos T tienen diversas funciones y se
agrupan en dos subpoblaciones diferentes: los linfocitos T CD8+ que tienen una
funcién principalmente citotéxicas (Tc) y destruyen células infectadas por agentes
intracelulares; mientras los linfocitos CD4+ interactian con células B y fagocitos
mononucleares y se denominan células T cooperadoras (células Th, de helper), y

actuan 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 ademas producen diferentes sustancias seéricas

como el complemento, que actda en procesos inflamatorios.

La clasificacion de los linfocitos en clonas Thl y Th2 responde a una concepcion
funcional de produccion de ciertas citocinas por similitud con el sistema murino, pero
en humanos no existen marcadores fenotipicos que puedan diferenciar bien estas
poblaciones por lo que se emplean diferentes modelos de estudio que no siempre
conducen a los mismos datos. La regulacion y el balance entre la respuesta inmune y
la respuesta IgE se denominaron por Mosmann y Sadd “desviacion inmune celular”,
al observar una desviacion de los linfocitos ThO cooperadores hacia Thl o Th2
(Mosmann y Sadd, 1986). El sistema inmune esta expuesto a multiples antigenos de
diversos tipos, sobre todo a traves del tracto gastrointestinal, el cual, esta en contacto
con abundantes cantidades de antigeno frente a los que usa distintas estrategias para
defender al organismo, sin embargo, actualmente son poco conocidos los
mecanismos de desviacion inmune que afectan a la mucosa intestinal y que inducen
la produccion de IgA y disminucién de la produccién de IgE. También, existen
mecanismos implicados en la tolerancia oral (Hanson, et a/. 1998; Halstensen,1997;
Simecka, 1998).

Las células T cooperadoras (Th) y T citotoxicas regulan la respuesta inmune de
mucosas. Estudios sobre la produccion de citocinas por las células Th han aportado
evidencia directa de la existencia de subpoblaciones diferentes que pueden tener un
precursor comun (ThO0). Las células Thl producen selectivamente IL-2, IFN-y y TNF-p,
mientras que las células Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Estos diferentes

patrones de secrecion de citocinas contribuyen a presentar marcadas diferencias en
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la funcion de células Th. La poblacion de Thl esta implicada en la inmunidad mediada
por células, mientras que la Th2 es mas efectiva en la regulaciéon y soporte de la

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

La produccion 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, eosinofilos y mastocitos: La sintesis de interleucinas IL-4/IFN-y producidas durante
la primera fase de contacto con un antigeno es esencial para la respuesta inmune
subsiguiente, se conoce que la reaccion cruzada entre los linfocitos Thl y Th2,
células que reciprocamente se inhiben las unas a las otras. Hoy se sabe que las
células presentadoras de antigeno segregan IL-12, en respuesta a IFN-y lo que
provoca que las células ThO se diferencien hacia Thl, que son células productoras de
grandes cantidades de IL-2 e IFN-y, que a su vez provocan la activacion de los
macrofagos. Por el contrario, las células presentadoras de antigeno en ausencia de
IL-12, pero con IL-10 promueven el paso de ThO 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-y inducida por IL-12 al

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

Algunos estudios sobre la produccién de citocinas en las células Th han
aportado evidencia directa de la existencia de dos subpoblaciones diferentes que
pueden tener un precursor comun (ThQ). Las trabajos de Mosmann, en las 80's
permitieron identificar 2 subpoblaciones de linfocitos Th, distinguibles entres si por los
patrones de produccion de citocinas. El describio que las células Thl producian
selectivamente IL-2, IFN-y, IL-3 y factor estimulante de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF), mientras que las células Th2 producian IL-4, IL-6, IL-10, IL-3,
IL-5, IL-13 y GMCSF. Las células Thl se reconocieron como las mediadoras de la
inmunidad celular, mientras que una respuesta de tipo Th2 se acompafa de un

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

Estos diferentes patrones de secrecidn de citocinas contribuyen a marcadas
diferencias en la funcion de las células Th. La subpoblacion Thl esta implicada en la

inmunidad mediada por células, mientras que la Th2 es mas efectiva en la regulacion
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y soporte de la respuesta de células B (Mosmann y Coffman, 1989). También se
pueden agrupar en dos grandes categorias: las que participan en mecanismos de
inflamacion y dafio tisular y las que estimulan la hemopoyesis. Pueden dividirse en
aquellas involucradas en mecanismos inespecificos (naturales) de inmunidad; en las
qgue regulan la activacion, crecimiento y diferenciacion de células linfoides y en las

gue participan en procesos especificos de inflamacion.

Desde el punto de vista de su participacion en mecanismos de dafio tisular, las
citocinas que participan en la inmunidad natural conducen a las células efectoras de
la inflamacion, primordialmente macrofagos y linfocitos T citotéxicos, a reaccionar en
forma inespecifica en respuesta hacia un antigeno, con participacion minima o nula

de anticuerpos especificos.

Las ceélulas Th2 producen primordialmente las citocinas que regulan la
inflamacion con especificidad inmunoldgica, en la que participan los anticuerpos como
principales protagonistas. En el curso de una respuesta inmunologica 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 interferon y, producto de células Thl inhibe a las
células Th2, mientras que la IL-10, producida por las células Th2, inhibe la funcion de
las células Thl. 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 inmunoldgico, la forma de
presentacion clinica, asi como la gravedad de algunas enfermedades, parecerian
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 Thl y Th2, que se vislumbra su manipulacion 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-B, con escasa secrecion de IL-2, y ausencia de IL-4, es
decir, no son Thl ni Th2, inhiben la produccién de IgE (regulada por IL-4) sin afectar

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

Linfocitos Th3, a nivel de la mucosa oral parece existir esta tercera via de
desviacion del sistema inmune. En ella predomina la sintesis de IgA en detrimento de
la 1gG (IgG1l e 1gG3), tipica de la respuesta inmune tipo Thl. Por otra parte, el
anticuerpo mas importante en la defensa frente a los parasitos es la IgE. Las
interleucinas IL-4 e IL-5, procedentes de los linfocitos Th2, son importantes en la
reaccion inmune mediada por IgE, pero también inducen la produccion de IgA. Muy
probablemente la discriminacion entre respuesta frente a parasitos o frente a
antigenos alimentarios incluya mecanismos de regulacién cruzada similares a los
conocidos para las respuestas Th1l/Th2. Los linfocitos T productores de TGF- o
linfocitos Th3, pueden ser las células que promueven la sintesis de IgA en la mucosa.
El factor TGF-B inhibe la produccién de IgE inducida por IL-4; y el IFN-y, producidos
por Thly en conjunto también con el TGF-B inhiben la produccion de esta IgE
(Lorente, et al. 1998).

2Z) PAPEL DE LAS CITOCINAS

Las citocinas son péptidos o glicoproteinas con peso molecular de 5-70 000
daltones (Da), que actuan como moléculas de sefalizacion a muy baja concentracion
(picomoles 6 fentomoles) y como mediadores de reacciones infecciosas e
inflamatorias. Muchas citocinas ejercen su accién localmente, sin embargo, las de
mayor importancia clinica actian a nivel sistémico con efectos pleiotropicos (efecto

sobre diversos tipos celulares) (Velazquez, 2001)

Estos mediadores modulan las reacciones inmunolégicas, asi coma la
participacion de otras células y sistemas durante el curso de una respuesta
inmunitaria. A pesar de que son muchas y muy diversas las proteinas 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, especifica o
inespecifica, desencadenan mecanismos inflamatorios y de autoregulacion;
2) su secrecion se autolimita y es de corta duracion;

3) diversos tipos celulares pueden producir muchas citocinas individuales;
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4) pueden actuar sobre distintas células u 6rganos 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 sintesis y en los efectos de otras citocinas

8) analogamente a otras hormonas proteicas, sus efectos se inician cuando son
captadas por un receptor especifico en la membrana de las células blanco

9) la expresion de dichos receptores se regula por diversas sefales, incluyendo
a otras citocinas

10) la mayoria de las respuestas a citocinas implican la biosintesis de novo de
MRNA y proteinas,

11) para muchas células blanco, las citocinas actian como reguladores de la
division celular, es decir, coma factores de crecimiento (Veldsquez, 2001).

Las citocinas son mensajeros quimicos u hormonas extremadamente potentes,
a pesar de que actian a concentraciones muy bajas. Son muy especificas, actian

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

La actuacion de las citocinas es semejante a las de las hormonas, y estan
implicadas en la respuesta inmune innata o natural mediante la activacion de los
macrofagos y de las células NK induciendo procesos inflamatorios y quimiotacticos,
asi como en la respuesta inmune adquirida, tanto humoral como celular, actuando
sobre los linfocitos T y los linfocitos B y facilitando la comunicacién entre las
diferentes poblaciones celulares (Velasquez, 2001).

Durante la respuesta inmune las citocinas transmiten sefiales a los diferentes
tipos celulares; entre los principales tipos de citocinas se encuentran los interferones
(IFN) que evitan la diseminacion de algunas infecciones viricas, las interleucinas (IL)
que fundamentalmente inducen la diferenciacién y multiplicacion de algunas células,
los factores estimulantes de las colonias (CSF) que intervienen en la diferenciacion y
multiplicacion de las células madre de la medula Osea, los factores de necrosis

tumoral (TNF) o el factor transformador del crecimiento (TGF).
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El andlisis y cuantificacion de las citocinas ha llegado a ser un procedimiento

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

Dentro de las citocinas producidas por las células Thl, el IFN-y desempeiia un
papel importante por ser la citocina con mayor capacidad activadora de macréfagos.
Los macrofagos parasitados por microorganismos responden al efecto del IFN-y
produciendo TNF-a que es un promotor de la sintesis de oxido nitrico mediante la
sintesis de la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS). El -NO es un metabolito toxico

para los microorganismos intracelulares.

La IL-4 se identific6 por primera vez en 1982 y se le asigno la capacidad de
inducir proliferacién en las células B. La mayor fuente de esta interleucinas son las
células T cooperadoras cuando se estimulan por un antigeno, aunque también se
produce por las células T CD4+, CD8+, CD4-CD8-, y células NK. Su produccién se
puede suprimir por la presencia del TGF-B. Es un importante regulador del desarrollo
de timocitos (Smith, 1986); induce la diferenciacion de células dendriticas
(Kronenberg, 1991). Ademas ejerce un papel decisivo en la coordinacion de la
respuesta inmune y en la fisiologia del intestino, ya que puede inducir respuestas
inmunes protectoras contra parasitos particularmente helmintos (Kruse, 1993); tiene
un papel importante en la regulacion de la produccion de anticuerpos, en la
hematopoyesis, en la inflamacion, y en el desarrollo de respuestas inmunes en las

células T efectoras (Velasquez, 2001).

Respuesta | citocina Funcion principal
Thl IFN-y Diferenciacion de células T citotoxicas. Inhibe la funcion de Th2.
Favorece la produccion de IgG2a por Lc B.
IL-2 Induce la proliferacion de células T citotoxicas.
Th2 IL-3 Activa progenitores hematopoyeticos.
IL-4 Promueve el crecimiento de células B, la expresion de VCAM-1,

en endotelios, inhibe la funciébn de Thl al bloquear RIL-2 y la
produccion de IFN-y. Induce CD8 sobre CD4, aumenta la
actividad citotoxica y en células B la produccion de IgG1.

IL-6 Promueve la diferenciacion de células B, inhibe la funcién de Th1.
Th3 IL-10 Promueve el crecimiento de células T, inhibe la produccion de
IFN-y.

TGF-B Regulador del sistema inmune.

Tabla 1. Citocinas y sus principales funciones.
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La IL-10, se identificd inicialmente como un factor producido por clonas de
células T cooperadoras tipo-2 (Th2) con capacidad de inhibir la produccién de
citocinas tipo Th1l cuando estas eran estimuladas por antigenos. También la producen
monocitos/macréfagos, linfocitos B, queratinocitos y otros varios tipos celulares. Es la
citocina inmunosupresora por excelencia, inhibe la sintesis de muchas otras citocinas,
como el IFN-y, TNF-qa, IL-2, IL-12, y la expresion de MHC-Il y moléculas de adhesion
en monocitos. También tiene efectos antiproliferativos sobre muchos tipos celulares.
La IL-10 ejerce ademas multiples actividades inmunomoduladoras. Regula las

funciones mediadas por linfocitos B induciendo la sintesis de IgG.

El TGF-B, factor de crecimiento transformante beta es un potente regulador del
sistema inmune, de la proliferacion y diferenciacion celular y de la sintesis de la matriz
extracelular. EI TGF-B pertenece a una familia de 5 proteinas que se caracterizo
inicialmente por su capacidad de promover el crecimiento de células normales, puede

inhibir la produccion de IL-4.

3) LOS EFECTOS DE LAS DE LAS PROTEINAS Cry DE Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva del suelo que produce
cuerpos de inclusién paraesporales compuestos por una o0 mas J-endotoxinas
conocidas como proteinas 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 toxicas para invertebrados. Las protoxinas CrylAc (pCrylAc) tienen alto
peso molecular (100-140 kDa) y son solubles a pH alcalino. En contraste, las toxinas
pCrylAc tienen peso molecular moderado (70 kDa), son resistentes a protedlisis y
estables a pH extremos (Hofte y Whiteley, 1989; Knowles, ef a/. 1991). Las proteinas
Cry tienen actividad entomopatogénica de gran importancia econdémica, por lo cual,
se han expresado en vectores como E.col/y otros para incrementar su produccion y
estudiar su funcionalidad, patogenicidad-hospedero y su aplicacion industrial como
bioinsecticida. La expresion en E. coli IM103 (pOS9300) es un buen sistema para la
expresion del gen de pCrylAc de B. thuringiensis var. kurstaky HD73, ya que la

cantidad producida es considerablemente mayor (284 ug/ml; 48% de las proteinas
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totales) que la del hospedero natural (58 ug/ml; 51% de las proteinas totales) (Ge, et
al1990).

Estructura de las toxinas Cry. La protoxina CrylAc presenta cinco dominios
conservados comunes en la mayoria de las proteinas Cry (Crickmore, et al, 1998), el
dominio C-terminal que se encuentra en la mayoria de protoxinas no forma parte de la
toxina activa (esta region es digerida por proteasas en el intestino medio del insecto),
pero se cree que desempefia un papel fundamental en la formacion del cristal
(Schnepf, et al 1998), mientras que los tres dominios del extremo N-terminal
constituyen la forma activa de CrylAc. El dominio | que se localiza en la porcion N-
terminal consiste de siete a-hélices y esta involucrado en la insercién a la membrana
y en la formacion del poro. El dominio Il llamado "B-prisma"“, con tres pliegues
simétricos consta de tres B-plegadas, esta involucrado en la toxicidad a insectos. El
dominio Il localizado en el C-terminal esta formado por dos B-plegadas antiparalelas
y es importante para la especificidad al insecto. Lee (et al. 1999) sugiere que CrylAc
se una al receptor, via dos dominios diferentes. Los residuos en el dominio Ill podrian
tener un papel importante en la union inicial al receptor, y el dominio Il podria ser el
responsable de la unién secundaria e irreversible. Actualmente, existen tres
receptores putativos para la toxina CrylAc 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 a/. 2006) y una proteina
similar a caderina de 210 kDa. (Valaitis, et a/ 1995 y 1997. Francis, et al. 1997).
Estudios recientes del dominio Il de pCrylAc demostraron que tiene propiedades de
lectina la cual se une a un azucar N-acetilgalactosamina (GalNAc) (De Maagd, et al.
1999; Burton, et al. 1999).

Mecanismo de accién en invertebrados. La toxina produce sus efectos
patolégicos por la formacion de poros liticos en la membrana de células epiteliales en
el intestino medio del insecto. Las toxinas de la clase Cryl, que son activas contra
Lepidopteros, estan formadas por protoxinas de 120-130 kDa, las cuales son solubles
en el pH alcalino del intestino medio de los Lepidopteros. Después de la
solubilizacion, 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

13




1. INTRODUCION

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
ademas por la especificidad de la toxina. La solubilizacion de las protoxinas (la
proteina aparece en forma de cristales, antes de la activacibn por proteasas
intestinales) en el C-terminal depende del pH alcalino intestinal que presentan los

dipteros y lepidopteros.

ANTECEDENTES

Protoxina CrylAc (pCrylAc) en vertebrados. Las proteinas Cry se han
estudiado ampliamente desde hace mucho tiempo para evaluar su actividad
bioensecticida pero sus propiedades inmunolégicas en vertebrados han sido poco
estudiadas a pesar de la homologia de B. thuringiensis con la especie patégena de B.
cereus (Zahner, et al. 1989). También se ha sugerido que la actividad antitumoral de
estas proteinas contra el sarcoma de Yoshida posiblemente se deba a su capacidad

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

Mayes e/ al, (1989), realizaron estudios de toxicidad presentados por la US
Environmental Protection Agency en donde probaron preparados de B. thuringiensis
gue contenian altas concentraciones de proteinas Cry y encontraron que estos no
presentaban efectos adversos sobre ratas y ratones de laboratorio y no inducian

inflamacion intestinal cuando se administraban de forma oral.

Por estudios previos de Vazquez-Padréon y Moreno-Fierros, se sabe que la
protoxina CrylAc (pCrylAc) 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 célera (CT). Vazquez-
Padrén, et al. 1999 demostraron que mediante una inmunizacion sistémica a ratones
y conejos con la pCrylAc coadministrada con el adyuvante completo de Freund se
inducian altas respuestas de anticuerpos en suero. En estudios posteriores se
demostré que la pCrylAc en sus formas soluble y cristalina administrada oral (0) e
intraperitonealmente (ip) (Vazquez-Padrén, 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 via ip las dos formas de la pCrylAc indujeron altas respuestas de

anticuerpos en suero, intestino delgado y grueso, sin embargo por la via oral ambas
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formas indujeron respuestas sistémicas pero solo la forma soluble indujo respuesta
inmune en mucosas. Los titulos de anticuerpos en suero fueron mayores a los
producidos por la toxina del célera (CT). Ademas, por las vias 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 secrecién analizada. Las rutas in e ip indujeron

mayores respuestas que por la ruta rectal.

La coadministracion IP y O de la pCrylAc con albumina sérica bovina (BSA) y
el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) aumenta principalmente la
respuesta de IgG sérica e intestinal. Los efectos adyuvantes de la pCrylAc se
compararon con los producidos por la CT considerada como el mas potente
inmundgeno y adyuvante de mucosas. En general la pCrylAc presenta mas efectos
adyuvantes sobre la respuesta anti-BSA. Por otra parte se ha demostrado que
cuando la CT se coadministra con proteinas 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 a/. 1990) y de la
pCrylAc (Vazquez-Padréon, et a/. 1999) no son universales ya que sus propiedades
adyuvantes dependen de la ruta de inmunizacién, del antigeno coadministrado, y del

sitio analizado.

En el 2005, Resendiz-Albor determind diferencias en linfocitos intraepiteliales y
de lamina propia de ambos intestinos, al determinar las poblaciones de linfocitos
presentes encontrg la presencia de una gran proporcion de linfocitos B y linfocitos
CD8+TCRap+ en LPL de IG, mientras que en el ID se encontraba una gran
proporcion de linfocitos T CD4+ TCRaf+. Ademas, analiz6 la presencia de células T
gue espontaneamente producian IL-2, IFN-y e IL-4, aunque para IL-10 encontré una
baja expresion; ademas encontré diferencias en la produccién de estas citocinas en

los diferentes compartimentos (IEL y LPL ambos intestinos),

La mayoria de los agentes infecciosos penetran al organismo a través de las
superficies mucosas del tracto gastrointestinal, respiratorio y genitourinario, por lo
gue se requiere desarrollar estrategias de vacunacion que induzcan respuestas

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

15




1. INTRODUCION

embargo la organizacion y regulacion de la inmunidad en mucosas es mas compleja
de lo que inicialmente se pensd, ya que esta altamente compartamentalizada por lo
gue para tratar de dilucidar como lograr inducir y regular las respuestas inmunes
protectoras en los sitios adecuados dependiendo de los sitios de infeccion de los
diferentes patdgenos hacen falta mucho mas estudios, que tomen en consideracion
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 téxicos para humanos, que sean estables y de
bajos costos que puedan aplicarse por vias mucosas. Las proteinas CrylAc de
Bacillus thuringiensis. relnen estas caracteristicas; ya que presentan alta resistencia
a protedlisis, son estables en pH alcalino, no son téxicas en vertebrados y sus costos
de produccion son bajos. Ademas en reportes previos del laboratorio hemos
demostrado que la protoxina CrylAc recombinante es altamente inmunogénica y
posee efectos adyuvantes tan potentes como los de la toxina del célera tanto a nivel
mucoso como sistémico. Ademas hemos encontrado también que la pCrylAc tiene
un papel adyuvante protector en un modelo de meningoencefalitis amibiana primaria
en raton. Para definir la utilidad de pCrylAc como adyuvante vacunal es necesario
comprender cuales son las bases celulares del mecanismo inmunogénico y
adyuvante de pCrylAc en las superficies mucosas y tomando en cuenta que la
mayoria de los adyuvantes ejercen al menos parte de su actividad adyuvante a través
de la induccion de citocinas, pretendimos tratar de comprender las bases celulares
del mecanismo inmunogénico y adyuvante de pCrylAc, en este trabajo para
contribuir al conocimiento de la descripcion y funcion del sistema inmunitario de las
mucosas, realizamos la caracterizacion de los efectos inmunomoduladores de
pCrylAc en linfocitos aislados de diferentes compartimentos de mucosas analizando
el patrén de citocinas inducido por la estimulacion con pCrylAc como una forma de

evaluar las respuestas funcionales de los linfocitos.
Las citocinas producidas durante la respuesta inmune transmiten sefiales entre

diferentes tipos celulares y actian como mediadores de la respuesta inmune, asi

mismo, el microambiente que producen estas citocinas es importante para establecer
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el tipo de respuesta que induce la pCrylAc; ya que las citocinas de tipo Thl son
importantes promotores de la respuesta inmune mediada por células, mientras que
las citocinas Th2 inducen una respuesta mediada por anticuerpos (Trinchieri, 1994);
ademas, como parte de la respuesta contra Ag es necesaria la participacién de estas
citocinas, las cuales son producidas principalmente por linfocitos T y juegan un papel
muy importante en la fase de activacion de células T y pueden regular el crecimiento

y diferenciacion de diferentes poblaciones de linfocitos (De Zubiria, 2000).
Por lo tanto en este trabajo consideramos importante analizar el patron de

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

diferentes compartimentos de mucosas
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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diferentes compartimentos de mucosas
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ANTECEDENTES

ANTECEDENTES

Protoxina CrylAc (pCrylAc) en vertebrados. Las proteinas Cry se han
estudiado ampliamente desde hace mucho tiempo para evaluar su actividad
bioensecticida pero sus propiedades inmunoldgicas en vertebrados han sido poco
estudiadas a pesar de la homologia de B. thuringiensis con la especie patégena de B.
cereus (Zahner, et al. 1989). También se ha sugerido que la actividad antitumoral de
estas proteinas 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 contenian altas concentraciones de proteinas Cry y encontraron que estos no
presentaban efectos adversos sobre ratas y ratones de laboratorio y no inducian

inflamacion intestinal cuando se administraban de forma oral.

Por estudios previos de Vazquez-Padron y Moreno-Fierros, se sabe que la
protoxina CrylAc (pCrylAc) 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 célera (CT). Vazquez-
Padrén, et al. 1999 demostraron que mediante una inmunizacion sistémica a ratones
y conejos con la pCrylAc coadministrada con el adyuvante completo de Freund se
inducian altas respuestas de anticuerpos en suero. En estudios posteriores se
demostré que la pCrylAc en sus formas soluble y cristalina administrada oral (0) e
intraperitonealmente (ip) (Vazquez-Padron, 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 via ip las dos formas de la pCrylAc indujeron altas respuestas de
anticuerpos en suero, intestino delgado y grueso, sin embargo por la via oral ambas
formas indujeron respuestas sistémicas pero solo la forma soluble indujo respuesta
inmune en mucosas. Los titulos de anticuerpos en suero fueron mayores a los
producidos por la toxina del célera (CT). Ademas, por las vias 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 secrecion analizada. Las rutas in e ip indujeron

mayores respuestas que por la ruta rectal.
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La coadministracion IP y O de la pCrylAc con albumina sérica bovina (BSA) y
el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) aumenta principalmente la
respuesta de IgG sérica e intestinal. Los efectos adyuvantes de la pCrylAc se
compararon con los producidos por la CT considerada como el mas potente
inmundgeno y adyuvante de mucosas. En general la pCrylAc presenta mas efectos
adyuvantes sobre la respuesta anti-BSA. Por otra parte se ha demostrado que
cuando la CT se coadministra con proteinas 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
pCrylAc (Vazquez-Padrén, et al. 1999) no son universales ya que sus propiedades
adyuvantes dependen de la ruta de inmunizacién, del antigeno coadministrado, y del

sitio analizado.

En el 2005, Resendiz-Albor determiné diferencias en linfocitos intraepiteliales y
de lamina propia de ambos intestinos, al determinar las poblaciones de linfocitos
presentes encontrg la presencia de una gran proporciéon de linfocitos B y linfocitos
CD8+TCRap+ en LPL de IG, mientras que en el ID se encontraba una gran
proporcion de linfocitos T CD4+ TCRap+. Ademas, analiz6 la presencia de células T
que espontaneamente producian IL-2, IFN-y e IL-4, aunque para IL-10 encontré una
baja expresion; ademas encontré diferencias en la produccién de estas citocinas en

los diferentes compartimentos (IEL y LPL ambos intestinos),

La mayoria de los agentes infecciosos penetran al organismo a través de las
superficies mucosas del tracto gastrointestinal, respiratorio y genitourinario, por lo
gue se requiere desarrollar estrategias de vacunacién que induzcan respuestas
inmunes protectoras en los sitios mucosos donde invaden los patdgenos. Sin
embargo la organizacion y regulacion de la inmunidad en mucosas es mas compleja
de lo que inicialmente se pensd, ya que esta altamente compartamentalizada por lo
gue para tratar de dilucidar como lograr inducir y regular las respuestas inmunes
protectoras en los sitios adecuados dependiendo de los sitios de infeccion de los
diferentes patdgenos hacen falta mucho mas estudios, que tomen en consideracion

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

15



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 toxicos para humanos, que sean estables y de
bajos costos que puedan aplicarse por vias mucosas. Las proteinas CrylAc de
Bacillus thuringiensis: relinen estas caracteristicas; ya que presentan alta resistencia
a protedlisis, son estables en pH alcalino, no son téxicas en vertebrados y sus costos
de produccion son bajos. Ademéas en reportes previos del laboratorio hemos
demostrado que la protoxina CrylAc recombinante es altamente inmunogénica y
posee efectos adyuvantes tan potentes como los de la toxina del célera tanto a nivel
mucoso como sistémico. Ademas hemos encontrado también que la pCrylAc tiene
un papel adyuvante protector en un modelo de meningoencefalitis amibiana primaria
en raton. Para definir la utilidad de pCrylAc como adyuvante vacunal es necesario
comprender cuales son las bases celulares del mecanismo inmunogénico Yy
adyuvante de pCrylAc en las superficies mucosas y tomando en cuenta que la
mayoria de los adyuvantes ejercen al menos parte de su actividad adyuvante a través
de la induccidn de citocinas, pretendimos tratar de comprender las bases celulares
del mecanismo inmunogénico y adyuvante de pCrylAc, en este trabajo para
contribuir al conocimiento de la descripcion y funcidén del sistema inmunitario de las
mucosas, realizamos la caracterizacion de los efectos inmunomoduladores de
pCrylAc en linfocitos aislados de diferentes compartimentos de mucosas analizando
el patron de citocinas inducido por la estimulacion con pCrylAc como una forma de

evaluar las respuestas funcionales de los linfocitos.
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OBJETIVO GENERAL
Determinar si la protoxina CrylAc de Bacillus thuringiensis induce o modifica el
patron 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 pCrylAc.
2. Analizar la expresion semicuantitativa de mRNA's de citocinas constitutivas e
inducidas por pCrylAc en linfocitos de distintos compartimentos, mediante RT-PCR.
2.1. Determinar la expresién constitutiva de citocinas en linfocitos de distintos
compartimentos de mucosas.
2.2. Determinar si el tratamiento /n7 vivo con la pCrylAc induce o modifica el patron
de citocinas en linfocitos en distintos compartimentos de mucosas.
2.3. Determinar la produccion de citocinas que es inducido tras un estimulo /in vitro
con pCrylAc en linfocitos de animales no inmunizados.
2.4. Determinar que patron de citocinas induce el estimulo /n vitro con pCrylAc en

linfocitos de animales previamente inmunizados.

Objetivo complementario
Determinar /n vitro la presencia de proliferacion celular en distintos
compartimentos de mucosas, en ausencia y presencia de un estimulo o re-estimulo

con la pCrylAc.

HIPOTESIS

La inmunizacion intraperitoneal con la protoxina CrylAc modificara la expresion
de citocinas Thl (IFN—-y) Th2 (IL-4) e inmunomoduladoras (IL-10 y TGF-f), 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 permitira
responder de manera diferencial en cada compartimento, segun el efecto de las

citocinas que se expresen.
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3. METODOLOGIA

3.1. Produccién y Purificacion de la pCrylAc a partir de E. colf

La protoxina CrylAc 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 agitacion constante a 37°C durante 48 h
en medio Luria-Bertani (LB) al cual se le adicion6 ampicilina (50 pg/ml) y Kanamicina
(30 ug/ml). La sintesis de pCrylAc se indujo con 300ul isopropil B-D-
tiogalactopiranésido (IPTG) 1 mM por litro manteniendo el cultivo en agitacién 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 centrifugacion a 12,000 rpm por 20
min a 4°C, la pastilla resultante se lavo 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 mantenian en hielo, para promover la ruptura de
las bacterias y liberar los cuerpos de inclusion que se recuperaron por centrifugacion
a 10,000 rpm por 20 min a 4°C, se resuspendio la pastilla en 50 ml de NaCl 0.5 M y
Triton X-1 00 1 %, se centrifugé a 10 000 rpm por 15 min a 4°C, se resuspendio la
pastilla en 50 ml de NaCl 0.5 M y Tritébn X-100 al 1% se centrifug6é a 10,000 rpm por
15min a 4° C, nuevamente se resuspendio la pastilla en 50 ml de NaCl 0.5 M, se
centrifugd a 10,000 rpm por 15 min a 4°C, y se resuspendié en 30ml de H,O estéril
fria, se centrifugd a 10,000 rpm por 15 min a 4°C, se solubilizé la pastilla en 10 ml de
buffer de carbonatos 0.1 M pH 9.6 y 50 ul de mercaptoetanol 30 min a 37°C en
agitacion, por ultimo se centrifug6é a 10,000 rpm 15 min a 4°C, se recupero el
sobrenadante y se almaceno a 4°C y la concentracion de proteinas se determiné por
el método de Bradford (1976) mediante una curva tipo de proteinas empleando
albumina sérica bovina como estandar y se calculé la concentracion de proteinas

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

3.2. Analisis de la pureza de la proteina

La pureza se determiné mediante una electroforesis en un gel de SDS-PAGE
(Laemmli, 1970) para separar la proteina en funcion de su tamafio. Las muestras de
la pCrylAc se sometieron a electroforesis SDS-PAGE, en condiciones reductoras que

le confirieron carga negativa permitiendo su separacibn en una matriz de
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poliacrilamida cuando se aplica un campo eléctrico. Se utiliz6 el sistema de
electroforesis Miniprotean Il (Bio-Rad), con geles de SDS-poliacrilamida de dos fases:
un gel concentrador (stacking) de baja porcentaje de acrilamida (5%), que distribuy6
las proteinas de las muestras antes de su separacion, 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 separé las proteinas en

funcién de su peso molecular.

Se realizd una mezcla de la muestra de proteinas con el buffer de carga 2X
gue contenia 250 mM Tris-HCI (pH 8.0), 50% glicerol, 10% SDS, 0.05 azul de
bromofenol, 2% DTT, 1 mM 13-mercaptoetanol (Sigma). Se hirvié la mezcla durante 5
min y se dejo enfriar por 5 min antes de cargar 10 ul por pozo, en el gel se cargo
también un marcador de peso molecular pretefiido de BioRad para determinar el peso
de la proteina (albumina sérica bovina 68000; ovoalbumina; anhidrasa carbdnica
29000; 13-galactosidasa 18400 y lisozima 14300 kDa). La electroforesis vertical se
realizo empleando el tampon 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 cadmara de electroforesis (Mini-Protean Il,
Bio-Rad) conectada a una fuente de poder (Bio-Rad, Modelo 1000/500). Se inici6 la
electroforesis a 90 V y aproximadamente después de 30 min, hasta que el colorante
indicador llegé a 0.5 cm del extremo inferior del gel separador. El gel se coloc6 en un
recipiente con colorante (0.259 de azul de Coomassie R-250, 125 ml de metanol, 50
ml de acido acético glaciar, 325 ml de H,O) por toda la noche, se lavaron con solucion
destefidora rapida (45% de metanol, 45% de H,O, 10% &cido acético) por 25 min.
Las imagenes de los geles tefiidos se capturaron en un digitalizador de imagenes
(Alpha Imagen) para determinar la presencia de una banda de proteina y el peso de

la pCrylAc.

3.3. Ruta y esquema de inmunizacion

La inmunizacién se realiz6 en ratones hembra de 8-10 semanas que fueron
mantenidos libres de pirégenos, con agua y alimento (Lab diet 5015, OMI Nutrition
International) y microchips como material de cama. Las inmunizaciones se realizaron

via intraperitoneal (i.p.) con 50 pug de pCrylAc en 0.1 ml de PBS por raton, cada 7
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dias por tres veces consecutivas y 7 dias posteriores a la ultima inmunizacion se

sacrificaron.

3.4. Obtencion de linfocitos de distintos compartimentos de mucosas
Se siguieron distintos protocolos para la obtencion de linfocitos de distintos

compartimentos segun el tejido del cual se extrajeron:

3.4.1. Obtencién de linfocitos de bazo

A los individuos sacrificados se les extirpé completamente el bazo (B), que se
colocdé una caja de Petri con 10 ml de media RPMI-1640 se tamizo en una rejilla
metalica 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 recuperé la suspension celular,
gue se filtro en tela de organza de 10 x 10 cm con una abertura de 1 mm el filtrado se
recuperé en tubos conicos de 15 ml. La suspension celular se dejo reposar por 10 min
a 4°C, al cabo de los cuales se recuperd el sobrenadante por decantacion y se
eliminaron los eritrocitos (la pastilla roja). El sobrenadante se centrifugd a 2500 rpm a
4°C por 10 min y la pastilla celular se resuspendié en 4 ml de Percoll al 40% con 200

ul de suero fetal bovino (FBS).

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

Se extirp6 el intestino tanto grueso (IG) como el delgado (ID) de este ultimo 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 c¢cm con una abertura de malla de 1 mm y se disgregaron con el émbolo de una
jeringa, la suspensién celular se filtré6 con organza de 10 x 10 cm con una abertura de
1 mm y recuperd en tubos conicos de 15 ml. Se centrifugd la muestra a 2500 rpm por
10 min a 4°C, se removi6 el sobrenadante y la pastilla resultante se resuspendio en 4
ml de Percoll al 40% con 200 nul de FBS.

3.4.3. Obtencién 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 conicos

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 extraidas se cortaron en dos extremos para
exponer la mucosa, los tejidos se incubaron por 30 min a 37°C en agitacién para
obtener los linfocitos intraepiteliales, adicionalmente se agregaron 200 ul de suero por
intestino para mantener vivos los linfocitos. Los tubos se mantuvieron en agitacion a
300 rpm durante la incubacion, la suspension celular (liquido obtenido) se filtré con
organza de 5X5 cm con malla de 1 mm en un tubo cénico de 50 ml y se centrifugaron
a 2500 rpm a 4°C por 10 min para obtener una pastilla que se sometio a gradiente de

Percoll como se indica posteriormente.

3.4.4. Obtencion de linfocitos de ldmina propia de intestino grueso, delgado y
tracto genital (TRF)

Posterior a la obtencién 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 conicos de 50 ml con 10
ml de colagenasa (colagenasa 13.3 mg, RPMI-1640 100 ml, 200 ul suero a pH 7.4),
se incubaron nuevamente por 30 min a 37°C en agitacion constante para obtener los
linfocitos de la lamina propia. Una vez transcurrida la incubacion se extrajeron los
intestinos y se lavaron con RPMI-1640 la suspensién celular (liquido obtenido) se filtrd
con fibra de vidrio y se recupero en un tubo conico de 50 ml, se adicionaron 200 ul de
suero y se centrifugd a 2500 rpm a 4°C por 10 min para obtener una pastilla que se
sometié a gradiente de Percoll.

Nota: Para las muestras del TRF aunque se realizaron obtencion de ambos
linfocitos, intraepiteliales y de lamina propia, estos se reunieron en una sola muestra

debido a su bajo nimero de células.

3.5. Gradientes de separacién de linfocitos

Las muestras resuspendidas en 4ml de Percoll al 40% se colocaron en tubos
conicos de 15 ml que contenian 4 ml de Percoll al 75% y se centrifugaran a 2500 rpm
por 25 min. Se recupero la interfase por aspiracibn con una pipeta Pasteur y se
coloco en tubos coénicos que contenian 200 ul de suero y se llevaron a 10 ml con
medio RPMI-1640, se centrifugaron inmediatamente a 2500 rpm 4°C por 10 min, se
desechd el sobrenadante y se agregaron 200 ul de suero por muestra y 1 ml de
medio RPMI-1640.
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3.6. Conteo y viabilidad celular

Para conocer el numero de células obtenidas se realizaron conteos celulares
en camara de Neubauer, se resuspendieron perfectamente las muestras y se tomé
una alicuota de 10 pul que se mezclé con 10 ul de azul Tripano para obtener el
namero de células viables. El azul tripano es un colorante vital que penetra en la
célula cuando estas presentan la membrana dafiada (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:

Mumero de celulas vivas = # de celulas/ml de

mUestra

Superficie de recuento {mm) X profundidad (mm) X

El resultado se empled para determinar el # de células/mL y finalmente estas
se ajustaron a 1 x10° o 5x10° células por mililitro, segtn el requerimiento.

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

3.7. Citometria de flujo

Para el analisis de inmunoflourescencia FAC's se emplearon anticuerpos
monoclonales (Becton Dickinson Tecnologies) aCD3-FITC, aCD3-PerCP, aCD45R0O-
PE, oCD4-FITC, oCD8-PE, como control de isotipos para determinar la
autoflorescencia se emplearon IgG2a-PE e IgG2b-FITC. Para realizar la tincién 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 concentracién de 0.2 ng/1X10° células en PBA (PBS adicionado con
1% de Albumina) para favorecer la tincion, 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 ul de paraformaldehido
al 4% disuelto en PBS.

El andlisis de citometria de flujo se realizé utilizando la combinacién de 2 o 3
fluorocromos por muestra en un citbmetro FAC's Calibur (Becton Dickinson) equipado
con un laser de argén. 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 calculé 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 calcul6 la
proporcion de CD4/CD8 para determinar una posible redistribucion de las poblaciones
celulares, ya que una disminucion de los radios de CD4/CD8 se presenta en los
procesos inflamatorios agudos y severos e involucra una extravasacion masiva de los

linfocitos a los tejidos inflamados y a los 6rganos linfoides secundarios asociados.

3.8. Cultivos celulares y estimulacién in vitro

Para la estimulacién (ratones no inmunizados) y re-estimulacion in vitro
(ratones previamente inmunizados) se ajustaron las células a una concentracion de
1X10° 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 agrego a
cada pozo 10 ug de pCrylAc para estimular o re-estimular las células segun el caso y

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

3.9. Extraccion RNA total de linfocitos

El RNA total se utilizd para determinar los efectos en la transcripcion de las
citocinas en los diferentes compartimentos de mucosas al inmunizar via i.p. con 50 ug
de pCrylAc. Se obtuvieron muestras celulares de cinco individuos, para obtener un
total de 5x10° células de cada grupo de muestras: no inmunizados (Control),
inmunizados (Cry i.p.), cultivos estimulados (Control+Cry) y re-estimulados (Cry
I.p.+Cry) /n vitro se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min se les agregé 1 ml de
PBS para lavar las células y eliminar los restos del medio de cultivo que pudieran
interferir con la extraccion y se centrifugaron nuevamente a 1500 rpm durante 10 min;
a cada pastilla linfocitaria de distintos compartimentos (5X10° células/ml) se les
realizd una extraccion del RNA de acuerdo a las especificaciones del kit de extraccion
AquaPure RNA Blood (BIO-RAD). El procedimiento consistio en lisar las células
agregando 900 ul de RBL Lysis Solution a la pastilla celular, se mezcldé suavemente
para homogenizar, se centrifugd 20 seg a 9,000 rpm, se removio el sobrenadante
dejando aproximadamente de 10-20 ul de solucion para resuspender la muestra, se
mezclo en vortex para homogenizar, se agregaron 300 ul de RNA Solution'y 100 pl
de Protein-DNA precipitation Solution para permitir la disociacion completa de los

complejos nucleoproteicos, se mezclé 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 proteinas y el DNA se precipitan, mientras que el RNA permanece en la
fase acuosa que se colectd en tubos nuevos que contenian 300 ul de isopropanol al
100% y se mezclaron suavemente hasta que se homogenizé, se centrifugaron a
9,000 rpm durante 3 min, después de esta centrifugacion se dejé secar la pastilla
translucida de 10-15 min para después hidratarla con 5 ul 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 realizé en condiciones RNase-free (trabajar con guantes,
autoclavear el material y preparar las soluciones necesarias con H,0 DEPC*) para

evitar la degradacion del RNA.

Nota: H20 DEPC: agua libre de RNasas: realizar una dilucion 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 carcinégeno, por este motivo es necesario utilizar

guantes y trabajar en una campana de flujo.

3.10. Determinacion de la concentracion y pureza del RNA

La concentracion y pureza del RNA se determin6 mediante la lectura
espectrofotométrica a 260 y 280 nm. Se puede determinar la concentracion de los
acidos nucleicos, considerando que 1 unidad de absorcion a 260 nm equivalente 50
ug de DNA de doble cadena por ml y a 40 ug de RNA por ml, mediante las siguientes

formulas:
[RNA]= A260 nm x [(40 ung RNA/ml)/1 A260 nm ] x1xD
Donde, 1= paso de luz de la cubeta en cm (normalmente 1 cm)

D =factor de dilucién

A260nm= absorbancia a 260 nm
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La relacion entre A260nm /A280nm permite determinar la calidad (pureza) de
los &cidos nucleicos. Se considera que el RNA puro tiene una relaciéon de 2, y
consideramos un buen grado de pureza el intervalo de relaciones comprendidas entre
1.2 y 2 (Sambrook, et al, 1989). La concentracion del RNA total se calculé realizando
diluciones de 5 ul de RNA en 1 ml de H,O DEPC en cubetas de cuarzo y se leyeron
las muestras en un espectrofotometro UV a OD260 y OD280 nm y se calculo el radio

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

La determinacion de la integridad del RNA total se realiz6 por electroforesis de
una alicuota de 5ul 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 tifid
con bromuro de etidio (0.5 ug/ml) y preparé con TE (Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM,
pH 8.0) como disolvente], se realizé la corrida de electroforesis a 90V, 100 mA por 30
min, las imagenes se analizaron con luz UV y con un fotodocumentador Kodak
System 120, una vez asegurada la integridad de la muestra se realizaron alicuotas y

se almaceno a -70° C, hasta su posterior utilizacion.

3.11. Determinacién de citocinas por PCR reverso semicuantitativo

Para que la defensa contra el antigeno (Ag) se inicie de manera eficaz es
necesaria la participacion de las citocinas, que son producidas principalmente por
linfocitos T y juegan un papel muy importante en la fase de activacion de la respuesta
dependiente de células T y pueden regular el crecimiento y diferenciacion de
diferentes poblaciones de linfocitos (De Zubiria, 2000). Su accion depende del
momento de su liberacion, del lugar en el que actdan, de la presencia de otros
elementos competitivos o0 sinérgicos, de la densidad de sus receptores y de la

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

Para estimar de forma semicuantitativa la abundancia relativa de los transcritos
de diferentes mMRNA's de citocinas se utiliz6 una mezcla de PCR de un paso
SuperScript First-Strand (Invitrogen) a partir de 3 ng de RNA total se emple6 1 ul de
oligo dT (1215 1.5 mM de acuerdo con las recomendaciones de manufactura del
producto la reaccion de PCR se realiz6 a un volumen final de 25 ul, con una mezcla
de Buffer de reaccion 2X, 1.5 mM MgCl,, 2 mM dNT7Ps, 1 U Taq Platinum DNA

polymerase, 5 U transcriptasa reversa (todos de Invitrogen).
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Mediante una busqueda bibliografica se seleccionaron los cebadores
(amplificadores) empleados, se utilizd como referencia a un control interno (Bactina),

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

. Amplicon .
Gen Secuencia (5'-3) Referencia
(pb)

B-actina Sentido TGG AAT CCT GTG GCATCC ATG AAAC 348 Ulett, 2000
Antisentido TAA AAC GCA GCT CAG TAACAG TCC G

IFN-y Sentido AGC GGC TGA CTG AAC TCA GAT TGT AG 243 Murray, 1998
Antisentido GTC ACAGTT TTC AGC TGT ATA GGG

IL-4 Sentido CGA AGAACACCACAGAGAGTGAGCT 180 Murray, 1998
Antisentido GACTCATTCATG GTG CAG CTT ATCG

IL-10 Sentido ACC TGG TAG AAG TGA TGC CCC AGG CA 237 Ulett, 2000
Antisentido CTATGC AGT TGATGA AGATGT CAA A

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

Antisentido TTG GCATGG TAG CCCTTG

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

La transcripcion reversa y la amplificacion por PCR se realizaron en un solo
paso, utilizando cebadores especificos para amplificar el mMRNA de cada citocina. En
cada corrida se amplificaban simultaneamente los mMRNAs correspondientes al gen
constitutivo B-Actina (control interno) y al gen de interés, pudiéndose normalizar las
sefiales obtenidas en cada caso. Las cebadores se resuspendian en agua milliQ para

que tuvieran una concentracion final de 50 uM cada uno.

Se preparo una mezcla que contenia todos los componentes necesarios para la
reaccion, a excepcion 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 ug de RNA molde a cada tubo, de manera que las reacciones tuvieran
lugar en un volumen final de 25 ul ajustados con H,O tratada con DEPC, las
reacciones se mezclaron y se mantuvieron en hielo hasta el momento de que fueran
llevadas al termociclador (Eppendorf, Mastercycler gradient) y proceder a la reaccién
de PCR reverso, utilizando el siguiente programa:

e Transcripcion reversa: 60 minutos a 42°C.
¢ Inactivacion de la transcriptasa reversa y activacion de las DNA polimerasas: 5

minutos a 95°C.
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e Reaccion de PCR:
-Desnaturalizacion: 1 minuto a 94°C.
-Alineacion: 1 minuto a 56°C.
-Extension: 1 minuto a 72°C.

Por 30 ciclos

Las amplicones (productos de la amplificacion) se resolvieron en un gel de
agarosa al 1.2% y se tifieron con bromuro de etidio, las imagenes se analizaron con
luz UV y con un fotodocumentador Kodak System 120, el tamafio e intensidad de las

bandas se cuantificé usando el programa Kodak Digital Science ID.

3.12. Ensayos de proliferacién

La prueba de proliferacion de linfocitos indica la presencia de un mitégeno o la
presencia de células especificas que responden a un antigeno /n vitroy se utiliza para
evaluar la inmunidad celular (Ramayo, et a/, 2005). En el presente trabajo se comparo
la proliferacion celular obtenidos con el método de CFSE (carboxifluoresceindiacetato
succinimidil ester) y el kit de proliferacion celular AlamarBLUE™, empleando

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

3.12.1. Ensayo de proliferacién mediante kit ALAMARBLUE

El componente principal del ensayo es el resazurin y se basa en reacciones
Redox en la cudl al ser metabolizado el resazurin a resorufin mediante el metabolismo
celular se transforma en un reactivo fluorescente, esta transformacion solo puede
ocurrir en células vivas y se llevd acabo al aplicar unicamente al reactivo del kit
AlamarBlue (Biosurce) al cultivo celular y medir las densidades opticas (excitacion =
530-570 nm, emision = 590-620 nm). Las células vivas pueden reducir facilmente 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 metabdlica y no producen la transformacion 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 mayoria 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 oxidacion y a 540nm determinar la

reduccion.
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Se ajustaron los linfocitos obtenidos a una concentracién de 1X10° células en
medio RPMI-1640 adicionado con 10% de SFB y antibidticos (Antibac 1ul/mL), se
sembraron 100 ul de cada suspension celular en placas 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 pl de AlamarBlue ™ 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 CO; 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 agreg6 Unicamente medio de cultivo asi como otros que contenian el reactivo y

medio de cultivo, para ser empleados como controles internos.

La transformacion del resazurin y la proliferacion se determiné mediante la

ecuacion:

(2o 2z B2 — (2 o0x) M A
(srep) Az A M — (erep) M A

X 100

En donde:

Al =540nm A2=620nm

(eox) A1 =47,619

(c0x) A2 = 34, 798

(¢rep) AL = 104,395

(erep) A2= 5,494

AAL1 = lectura de absorbancia de la muestra problema a 540nm

A2 = lectura de absorbancia de la muestra problema a 620 nm

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

A'A2 = lectura de absorbancia del control negativo a 620nm

Los resultados obtenidos se graficaron para determinar la presencia de
proliferacion celular a diferentes tiempos de estimulo in vitro, con 10 ug de

pCrylAc/millon de células.
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3.12.2. Ensayo de proliferacién mediante tincién (CFSE)

La tinciobn con carboxifluoresceinsuccinimidil ester (CFSE) permite hacer un
seguimiento de la proliferacion celular (Parish, 1999). El carboxifluoresceindiacetato
succinimidil ester (CFDA-SE) es una molécula no fluorescente que atraviesa la
membrana plasmatica 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 plasmatica, por lo que queda
retenido en el interior de la célula. Cuando las células tefiidas 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 generacion como consecuencia de la
proliferacion celular (Fig. 2), pudiéndose analizar mediante citometria de flujo
(Hollemweguer, J. E. Ernst, D. Guenther, C., 2002)
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Figura 2. Principio de la tincién con CFSE. A) El CFSE se acumula en el interior
de las células y se reduce a la mitad tras cada division celular, B) por lo que esta
perdida en la fluorescencia se puede monitorear en un citometro de flujo. (Imagen

tomada catalogo BD Biosciences Pharmingen, 2002)

Se Ajustaron las células a 1 X 10° células y se resuspendieron en 2 ml de PBS
estéril se les afadieron 2 ul de CFSE 5 mM por cada ml de PBS (concentracion final

de 10 uM), se incubaron durante 10 minutos a 37°C para permitir la incorporacién del
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CFSE, moviendo los tubos cada 2-3 minutos para hacer uniforme la tincion,
posteriormente se afiadieron 5 volumenes de medio RPMI-1640 frio para detener la
tincion 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 dias, 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 recupero la pastilla celular y se fijo con 300 ul de paraformaldehido al
4% y se mantuvieron a 4°C hasta analizar las muestras en un citdmetro de flujo FACS
Calibur (Becton Dickinson) con el programa Cell Quest Pro.

Se calculdé el indice de estimulacion de acuerdo a la siguiente formula para

ambos técnicas.

" Media de la muestra - Media de los controles neeatives X 100 %
Meda de controles positives - Media de los controles negativos

3.13. Analisis Estadistico

Dado que la cepa de ratones empleados es singénica los resultados se
analizaron mediante una prueba de varianza de ¢ para muestras pareadas para
determinar las diferencias estadisticamente significativas se emple6é el software

GraphPad Prisma 3.0 con una significancia estadistica menor al 0.05% (p<0.05%).
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencion de pCry1Ac.

La pCrylAc se purificd a partir de un litro de medio LB con E. co/i IM103 del
cual obtuvimos un rendimiento de 50mg de la pCrylAc. El peso molecular de la
pCrylAc purificada (133 KDa) coincidié con el esperado (Adang, et al., 1985) (Fig. 3).
La proteina se guardd en alicuotas y se mantuvo en buffer de carbonatos para
solubilizarla, la proteina se utilizé en un periodo no mayor a 6 meses para asegurar su

integridad.

KD Carril1 Carril 2

250

150 s— 4+— 133 kKD
100

[L]

50
Figura 3. Electroforesis en SDS-PAGE de

I pCrylAc purificada. Carril 1, marcadores de peso

molecular. Carril 2, pCry1lAc (4 ug).
2

4.2. Efecto de la administracion Intraperitoneal de la pCrylAc modifica las

proporciones celulares en los distintos compartimentos

Para realizar una mejor apreciacion 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 I1G), 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
citometria de flujo, se observaron diferencias fenotipicas en las poblaciones de
linfocitos de distintos compartimentos y se observaron algunos cambios en las

+y Proporciones de linfocitos por efecto de la inmunizacion

R A . iy (s
il 8 g A ¢ | con la pCrylAc (Datos no mostrados).
a | N -\I\. ? l
. 0O \i#
$il Ao 7" | Figura 4. Prueba de viabilidad y conteo celular para linfocitos,
[ 1 . |
bt L || las celulas brillantes corresponden a las células vivas.
» .0(' ST p' i
W 1; b
b o WY 4.3 Efecto de la administracion Intraperitoneal de la
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PCry1Ac en la cantidad de RNA obtenido.
Al determinar la integridad del RNA total obtenido mediante la extraccion con el
kit AquaPure se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa de acuerdo con la
metodologia descrita (figura 5), ya que las bandas observables no presentaban

deterioro y se visualizo el RNA ribosomal como un indicio de la presencia de mRNA.

12 3 4 5 6

—> .y 1-Bazo

RNA 2.-PP
ribosomal
' b e e ey W WS a.LPLID
i
4.-1ELID
mRNA 5-LPLIG
6.-IELIG
S

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 lamina 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 obteniamos de muestras de cada uno
de los sitios analizados encontramos una expresion diferencial en las concentraciones
de mRNA total obtenido en muestras con un nimero idéntico de células, en los que
se observo un drastico incremento en las concentraciones cuando las células se
mantuvieron en cultivo y se estimulan (células de animales no inmunizados e
incubadas en presencia 10ug de pCrylAc) o cuando se re-estimularon /in vitro
(linfocitos de animales inmunizados 3 veces i.p. y mantenidos en cultivo con 10ug de
pCrylAc). Se observdé que los linfocitos de ratones inmunizados que se re-
estimularon con pCrylAc 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 mas (Figura 6).

33




4. RESULTADOS

A
ty 2000
3 [ELID
3
'81500—
=]
Q
;1000—
0 #
T e
2 500
g "
£ o4
Control Control+Cry Cryip. Cryi.p.+Cry

C
SO0 -
o fPL 7
=
‘a 3000 |
% 2000 "
v
g
% 1000
2 B —_ _

o Control Contrel+Cry Cry Lp. Cry Lp,+Cry
E
¥ 2000
3 BAZO
Sy
‘8 1500 _
% 0
™ 1000 — =
3

%
3 500 - T 4
X T -
2 =
Control Control+Cry Cryi.p. Cryi.p.+Cry
Continda.......

oY)

no
=1
=3
(=1

1500 —

—

=3

[=3

=3
1

o

=]

=3
1

ng RNA 5X10% Céiulas

=1
|

[ELIG i

Control Control+Cry Cryip. Cryip.+Cry

- ~ny

[ (=3

S

S S
1

1000

ng RNA 5X10¢ Células U
o
>
S

~o
=3
=3
<

LPLIG

Control Control+Cry Cryi.p. Crylp.+Cry

—
w
=3
(=1
|

ng RNA 5X10% Células T
& S
A1 (=Y
| |

Placas de PEYE'."
* s

Control Control+Cry Cryi.p. Cry l.p.+Cry

34



4. RESULTADOS

no
oS
oS
oS

TRF Vagina

A) Linfocitos intraepiteliales de intestino
delgado (IEL ID)

B) Linfocitos intraepiteliales de intestino
grueso (IEL 1G)

C) Linfocitos de lamina propia de

1000 — intestino delgado (LPL ID)
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E) Bazo
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Figura 6. Gréficas de concentraciones de RNA total obtenido de 5X10° 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 ug de pCrylAc (Cry i.p.), de linfocitos control incubados en presencia de
10ug de pCrylAc (Control+Cry) y de linfocitos obtenidos de animales inmunizados
y re-estimulados /n vitro con 10ug de pCrylAc (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 administracion de la pCrylAc en los perfiles de citocinas

(Th1, Th2, Tr).
Para determinar la respuesta de citocinas constitutiva e inducida por la
inmunizacion o el estimulo con pCrylAc se realiz6 PCR reverso, para establecer las

diferencias en la expresion de mRNA's de varias citocinas Thl, Th2 y/o Tr.

4.4.1. Perfil de citocinas inducidos por pCrylAc detectado por PCR Reverso

Se analizo por PCR reverso la expresion del mRNA especifico para IL-4, (Th2),
IFN-y (Thl) y TGF- 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-y se detectd en todos los sitios analizados
excepto en el TRF donde las concentraciones fueron muy bajas cuando se inmunizé

con pCrylAc y cuando los linfocitos se reestimularon /n vitro. Se observd una
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expresion de ambos tipos de citocinas Thl (IFN-y) y Th2 (IL-4) y la induccion de la
citocinas IL-10 (Figura 7).
IDE IDL IGE IGL Bazo PP TRF
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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 raton control (C) e inmunizado con pCrylAc (Cry), B)
muestras de linfocitos estimulacion (E) y re-estimulados (RE) /n vitro. Datos

representativos de tres experimentos independientes de 5 animales por grupo.

4.4.2. Citocinas inducidas por pCrylAc 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 antigenos inocuos y patégenos.

En IEL ID (intestino delgado) los linfocitos de animales control expresaron
MRNA'’s de IL-4, IFN-y y no se detectaron niveles basales de IL-10 y TGF-B. Cuando
los linfocitos control se sometieron a un estimulo /7 vitro con la pCrylAc se
incrementaron los niveles de expresion de IL-4, IFN-y y se detecté la presencia de los
mensajeros de TGF-f e IL-10 (figura 8A). Mientras que en los linfocitos de animales
previamente inmunizados la expresion de IL-4 e IFN-y fue similar a los controles sin
estimulo, mientras que IL-10 y TGF-B presentaron niveles bajos a diferencia de los
controles. Cuando los linfocitos se estimularon /17 vitro con pCrylAc se incrementaron

drasticamente los niveles de expresion de IL-4, IL-10 y se observé un incremento
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significativo de IFN-y, mientras que TGF-f no se modific6 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 analisis densitométrico de los productos de RT-PCR de

las citocinas IL-4, IFN-y, IL-10 y TGF-B A) Muestras de linfocitos de ratéon Controly

linfocitos estimulados /7 vitro por 4 horas con 10 ug de pCrylAc (Control+Cry), B)

linfocitos de animales inmunizados (Cry i.p.), y re-estimulados con 10 pg de

pCrylAc 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 I1G) se encontro
que los linfocitos de animales control expresaban mRNA's de IL-4, IFN-y e IL-10,
cuando estos linfocitos control se estimularon /n vitro con pCrylAc se incrementaron
los niveles de expresion de IL-4, IFN-y e IL-10 y se detecto la expresion de TGF- que
originalmente no se producia, este efecto es interesante, ya que las citocinas IL-10 y
TGF-p participan como reguladoras de la respuesta inmune (figura 9 A). Por otro lado,
en linfocitos obtenidos de animales después de tres inmunizaciones se detect6 la
expresion de las 4 citocinas analizadas (IL-4, IL-10, IFN-y y TGF-B) en niveles
basales; cuando estas células se re-estimularon /n vitro con pCrylAc se
incrementaron los niveles de expresion de IL-4, IFN-y e IL-10 mientras que el TGF-$

disminuyo ligeramente su expresion (figura 9 B).
En general se observo un incremento similar en la expresion de citocinas por

efecto del estimulo /n vitro con pCrylAc en todos los sitios analizados al estimular y

re-estimular (Fig. 8y 9).
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Figura 9. Perfil de citocinas de linfocitos intraepiteliales de intestino grueso (IEL
IG) obtenidos a partir del analisis densitométrico de los productos de RT-PCR de
las citocinas IL-4, IFN-y, IL-10 y TGF-B analizadas por PCR reverso. En A)
muestras de linfocitos de raton Controly linfocitos estimulados /n vitro por 4 horas
con 10 ug de pCrylAc (Control+Cry), B) linfocitos de animales inmunizados (Cry
i.p.), y re-estimulados con 10 pg de pCrylAc por 4 horas (Cry i.p.+Cry). Se
expresan los datos de tres experimentos independientes con una n7=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 pCrylAc en cada tratamiento y en ambos
intestinos se compararon las magnitudes de la expresion de los mMRNA'’s de citocinas

entre IEL de ambos intestinos y el mayor efecto de pCrylAc se encontréd en IEL de ID
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en donde la magnitud de la respuesta fue mas elevada al momento de estimular o re-
estimular a los linfocitos /n vitro. Aunque, ambas respuestas son distintas en los
grupos control e inmunizados, ya que se observa que la estimulacién no induce la
expresion de IL-10 en /EL /D, mientras que en los linfocitos obtenidos de animales
previamente inmunizados pero re-estimulados la expresion 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 incrementd mas en este sitio por efecto de la estimulacion /in
vitro y que el re-estimulo aunque induce que se incremente su expresion no lo hace
en la misma magnitud. La pCrylAc induce la produccion de IL-10 y TGF-B in vivo
(inmunizado) e /n wvitro (figura 10A). En el caso de IG se observaron ligeros
incrementos, sin embargo, la induccion de respuesta de citocinas por efecto de la
pCrylAc en todos los casos, inmunizados o estimulados /n vitro, lleva a la produccion
de TGF-B que no se detecto 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 andlisis densitométrico de los productos de RT-PCR de las
citocinas IL-4, IFN-y, IL-10 y TGF-B. A) Muestras de linfocitos de raton Control y linfocitos
estimulados /n vitro por 4 horas con 10 pg de pCrylAc (Control+Cry), B) linfocitos de
animales inmunizados (Cry i.p.), y re-estimulados con 10 ug de pCrylAc 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

¢ las diferencias entre grupos experimentales con una p<0.05 (GraphPad Prisma 3.0.).
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4.4.3. Citocinas inducidas por pCrylAc en linfocitos de lamina propia (LPL) de
ambos intestinos

En lamina propia de intestino delgado los linfocitos control presentan una
produccion constitutiva de mRNA’s para IL-4, IFN-y e IL-10; cuando estas células se
sometieron a un estimulo /n vitro con 10 ug de pCrylAc incrementaron los niveles de
expresion de IFN-y e IL-10 y se detectd la presencia de TGF-f (figura 11A), mientras
gue desaparecio la expresion de IL-4. Por otra parte, en linfocitos de animales
previamente inmunizados se detectaron IL-4, IFN-y, IL-10 y TGF-B; cuando se
estimularon con pCrylAc estas células se abati6 la produccién de IL-10, mientras los
niveles de IL-4, IFN-y y TGF-$ no se incrementaron significativamente (figura 11A). En
la lamina propia del intestino grueso los linfocitos expresan constitutivamente IL-4,
IFN-y, IL-10 y TGF-B y posteriormente cuando se estimularon /17 vitro con pCrylAc los
niveles de expresion de IL-4, IFN-y e IL-10 se incrementaron, con excepcion del TGF-
B que conservo el mismo nivel de expresion del mMRNA de esta citocina (figura 11 A).
En los linfocitos de animales inmunizados se observd que los mRNA's de las citocinas
IL-4, IFN-y, IL-10 y TGF-B se expresaron de manera muy similar a los controles,
cuando se re-estimularon se incrementaron los niveles de expresion de IL-4, IFN-y e

IL-10 y se redujo la expresion de TGF-B (figura 11 A)

Al comparar la intensidad en las respuestas de citocinas entre ambos intestinos
se observo que la pCrylAc tiene un mayor efecto en la LPL de ID en el grupo de
animales inmunizados y estimulados, ya que los niveles de expresion de citocinas en
este sitio son mas 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 pCrylAc. En el caso de IL-10 se detectaron
niveles mas altos en ID, sin embargo esta citocina no se expresé en las células de
animales inmunizados cuando se re-estimularon /n vitro, mientras que en el caso de
los linfocitos control y estimulados con pCrylAc se detecto el valor mas alto de todos
los sitios de estudio. En el caso de TGF-B las respuestas en los cuatro grupos fueron
similares en ambos intestinos no se detectd 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 pCrylAc cuando estas células se
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estimularon /n vitro se elevo la expresion de los mRNA'’s para IL4, IFN-y, e IL-10.
Cabe destacar que aunque se elevaron los niveles de IL-4 e IFN-y no se detectaron
incrementos significativos en linfocitos de LPL ID por efecto del estimulo con
pCrylAc. En contraste, en el IG al estimular a los linfocitos con la pCrylAc se
incrementa de manera significativa la expresion de IL-4, la IL-10 parece ser una de
las citocinas mas sensibles al estimulo de la pCrylAc en los linfocitos de LPL de
animales control, ya que se incrementa su produccion después del estimulo /n vitro,
en el caso del TGF-B se observé posteriormente a la inmunizacion en ID y de manera
constitutiva en IG y se detecté un incremento ligero posterior a los estimulos /in vitro

con la pCrylAc. (Figura 11B).
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Figura 11. Perfil de citocinas obtenido a partir del andlisis 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 expresion de citocinas IL-4, IFN-y, IL-10 y TGF-B analizadas
por densitometria en RT-PCR. Muestras de linfocitos de raton Control y linfocitos de
animales control y estimulados /7 wvitro por 4 horas con 10 pg de pCrylAc
(Control+Cry), linfocitos de animales inmunizados (Cry ip.), y linfocitos de animales
previamente inmunizados y re-estimulados con 10 ug de pCrylAc por 4 horas (Cry i.p
+Cr)). Se expresan los datos de tres experimentos independientes con una =5
animales por grupo, los asteriscos representan las diferencias significativas al
comparar con el control y ¢ las diferencias entre grupos experimentales con una
p<0.05 (GraphPad Prisma 3.0.).
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4.4.4. Citocinas inducidas por pCrylAc en placas de Peyer (PP) y tracto
reproductor femenino (TRF)

En PP, se detectdé que de manera constitutiva, los linfocitos de animales control
expresan mMRNA'’s de IL-4, IFN-y e IL-10 los cuales se incrementaron cuando se
estimularon con pCrylAc y no se detecto la presencia de TGF-B (figura 12). En el
caso de linfocitos obtenidos de animales inmunizados i.p. se detecto la presencia de
MRNA'’s para IL-4, IFN-y y TGF-B; pero no se encontré la presencia de IL-10; al re-
estimular estas células in vitro con pCrylAc se incremento6 ligeramente la produccion
de IL-4 e IFN-y, se detectd la produccibn de mRNA de IL-10, pero disminuye la
produccion de TGF-B (figura 12).

La respuesta mas intensa se presentd en los linfocitos de animales control y
estimulados con pCrylAc ya que es en este tratamiento en el cual se detectaron las
respuestas mas elevadas de citocinas, pero cabe destacar que en este sitio no se
expreso la citocina TGF-B. También es importante hacer notar que los linfocitos de
animales inmunizados previamente no expresaron IL-10, aunque esta citocina se
incremento drasticamente en los linfocitos de animales control que se estimularon con

pCrylAc /n vitro (figura 12).
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Figura 12. Perfil de citocinas obtenidos por densitometria de los
productos de RT-PCR en linfocitos de placas Peyer (PP) para medir la
expresion relativa de citocinas IL-4, IFN-y, IL-10 y TGF-B analizadas por RT-
PCR. Muestras de linfocitos de raton Controly linfocitos control y estimulados /n
vitro por 4 horas con 10 ug de pCrylAc (Control/+Cry), linfocitos de animales

inmunizados (Cry ip.), y animales inmunizados y re-estimulados con 10 nug de
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pCrylAc por 4 horas (Cry i.p.+Cr)). Se expresan los datos de tres experimentos
independientes con una 77=5 animales por grupo, los asteriscos representan las
diferencias significativas al comparar con el control y ¢ 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-y e IL-
10 y TGF-B de forma constitutiva, cuando se estimularon estas células con pCrylAc
se induce la expresion de IL-4, disminuye la produccion de IFN-y, se pierde la
produccion basal de IL-10 y se mantiene constante la produccion de TGF- (figura
13). En linfocitos de animales inmunizados i.p. se detecto la presencia de IL-4, IFN-y,
TGF-B y ausencia de IL-10; mientras que la estimulacion induce una alta expresion de
IL-10 antes de ser estimulados no se detectaba, asi como el incremento de IL-4,

disminucion de IFN-y y una ligera disminucion del nivel de TGF-f (figura 13).

En tracto reproductor femenino (TRF) entre tratamientos se observo un efecto
moderado de pCrylAc en linfocitos control e incluso un efecto regulador en la
produccion de algunas citocinas, ya que los linfocitos control producen IL-10
constitutivamente, el cual se abati6 en los animales inmunizados y en los
estimulados, pero se observd una alta produccion de esta citocina en células re-
estimulas que provenian de animales inmunizados; en todos los casos se observo un
nivel bajo de TGF-B. 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 pCry1lAc (Figura 13).
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Figura 13. Perfil de citocinas de obtenido por densitometria de los productos
de RT-PCR en linfocitos obtenidos del tracto reproductor femenino (TRF), para
medir la expresion de citocinas IL-4, IFN-y, IL-10 y TGF-B. Muestras de linfocitos
de ratébn Contro/ y linfocitos estimulados /in vitro por 4 horas con 10 pg de
pCrylAc (Control/+Cry), linfocitos de animales inmunizados (Cry ip.), y re-
estimulados con 10 pg de pCrylAc por 4 horas (Cry L.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
¢ las diferencias entre grupos experimentales con una p<0.05 (GraphPad
Prisma 3.0.).

4.4.5. Citocinas inducidas por pCry1lAc en bazo

El bazo es el 6érgano encargado de filtrar la sangre, es rico en linfocitos By T,
es un organo que puede proporcionar informacion del efecto general que se observa
por la protoxina, en este sitio se encontré6 que los linfocitos de animales control
constitutivamente expresaron IL-4, IFN-y e IL-10, pero no expresaron RNA mensajero
para TGF-B, el estimulo indujo en cultivo un incremento en la produccion de IL-4, IFN-
v e IL-10 y se detecto la presencia de TGF-B1 (figura 14). En linfocitos de los animales
gue previamente se inmunizaron i.p. se encontro la presencia de IL-4, IFN-y, IL-10 y

TGF-B, las cuales se incrementaron posteriormente al estimulo (figura 14).

En las células de bazo del grupo control no se detecto la expresion de TFG-B y
la inmunizacion o el estimulo /n vitro con la pCrylAc indujo su expresion. Aunque el
estimulo y re-estimulo incrementaron la produccion de citocinas el efecto mas potente

se observa en los linfocitos control que se estimulan /7 vitro con pCrylAc (figura 14).
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Figura 14. Perfil de citocinas obtenidos por densitometria de los productos de
RT-PCR en linfocitos obtenidos de bazo, para medir la expresion de las
citocinas IL-4, IFN-y, IL-10 y TGF-B. Muestras de linfocitos de raton Control y
linfocitos estimulados /n vitro por 4 horas con 10 pg de pCrylAc (Control+Cry),
linfocitos de animales inmunizados (Cry Lp.), y re-estimulados con 10 pg de
pCrylAc por 4 horas (Cry ip.+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 ¢ las
diferencias entre grupos experimentales con una p<0.05 (GraphPad Prisma
3.0).

4.5. Proliferacion celular inducida por pCrylAc en cultivos in vitro

Debido a que los resultados obtenidos indicaban incrementos en las
concentraciones de RNA total por efecto de la pCrylAc se propuso que era posible
gue la protoxina incrementara la proliferacién celular, lo que generaria un mayor
namero de células después de la incubacién por 4 horas con la protoxina CrylAc, ya
gue en los grupos, tanto control como inmunizados se incrementaron los niveles de
RNA posteriormente al estimulo in vitro con 10 pg de pCry1Ac/1x10° células linfoides.
La técnica seleccionada para determinar la proliferacion celular fue mediante el kit de
proliferacion AlamarBlue que se basa en la incorporacién y transformacion mediante
la actividad metabdlica de un reactivo colorimétrico, se cultivaron linfocitos de
animales control e inmunizados con y sin estimulo, se sembraron 10000, 100000 y
500000 linfocitos por pozo y los indices de proliferacion obtenidos fueron similares

independientemente del numero de células empleadas, por lo que se presentan los
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resultados de 100,000 células. Las graficas de los indices de Estimulacion (/E) 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 indices de estimulacion
fueron similares entre los linfocitos control y los linfocitos de animales inmunizados
(figura 15) y fueron estadisticamente diferentes a los de los linfocitos estimulados o
re-estimulados con 10 ug de pCrylAc. Estas diferencias se observaron a partir de las
2 horas. A las 11 horas los linfocitos re-estimulados alcanzaron el maximo de
proliferacion del sistema y los porcentajes de proliferacion en ese momento resultaron
estadisticamente diferentes a los controles, a los linfocitos estimulados y a los
linfocitos de animales inmunizados (figura 15). Los porcentajes de proliferacion 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 proliferacion entre linfocitos estimulados
y re-estimulados a lo largo de todo el ensayo. Asi mismo, no se observaron
diferencias significativas entre linfocitos control e inmunizados que se mantuvieron
solo con medio, la proliferacion se evaluo hasta las 44 horas, el porcentaje maximo de
proliferacion alcanzada fue de 82.32% y se obtuvo en los linfocitos re-estimulados,
con el tiempo se observé que disminuyeron las diferencias y a las 40 horas las células

estimuladas y re-estimuladas dejaron de proliferar.

LPLID

* *

120

100

—

o0
=
1

% profiferacion
(]
]

40 7
20
I:I T T T T T T T
2 4 11 18 21 23 a0 44
= =M= = Control horas
i Caritrol+Cry
= =O= = Cryi.p.

ey Q.p 4y

Figura 15. Gréfica de proliferacion 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 pCrylAc y estimulados o re-estimulados in vitro con
10 pg pCrylAc /1X10° células. Los asteriscos representan las diferencias
significativas entre los grupos estimulados /n 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 proliferacion 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 maximos de proliferacion de 55.42% para linfocitos de animales
control, 73.9% para linfocitos de animales inmunizados, a partir de las 20 horas se
alcanzé un 100% de proliferacion en linfocitos estimulados y 90.16% para linfocitos
re-estimulados y no se encontraron diferencias significativas en la proliferacion de
células cultivadas solo con medio o los grupos estimulados /n vitro con pCrylAc
(Figura 16).

Este efecto en la proliferacion celular se repitié en el resto de sitios analizados
y los datos obtenidos se muestran en el Anexo 1.
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Figura 16. Proliferacion de linfocitos obtenidos de bazo de ratones control y de
ratones después de tres inmunizaciones i.p. con pCrylAc y linfocitos estimulados
o re-estimulados con 10 pg de pCry1Ac/1X10° células. Los asteriscos representan

las diferencias significativas entre los grupos estimulados /n 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 proliferacion mediante tincion con CFSE

Para corroborar la presencia de proliferacion se realizé una nueva prueba con el
ensayo de proliferacion de CFSE a las 4 horas de cultivo, el ensayo se determind
mediante citometria de flujo y se analizaron los resultados a partir de los histogramas
obtenidos en los cuales se analizé el desplazamiento de los linfocitos teflidos con
CFSE al tiempo cero (lineas de color morado), de los linfocitos que se mantuvieron en

cultivo con medio (lineas negras) y de los linfocitos que se estimularon o re-

estimularon /n vitro con 10 pg de pCrylAc (lineas rojas).
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Figura 17 Gréafica de proliferacion celular empleando el ensayo de CFSE de
cultivos de linfocitos obtenidos de animales control e inmunizados y estimulados

/n vitro por 72 horas A) linfocitos control y estimulados con pCrylAc por 72 horas
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B) linfocitos de animales inmunizados y re-estimulados pon pCrylAc por 72
horas. Se presentan los histogramas representativos de tres mediciones

independientes.

En la tabla 3 se muestran los resultados del efecto de la pCrylAc sobre la
proliferacion de distintos tejidos a diferentes tiempos analizados por la técnica de
Alamar Blue y CFSE. Cuando se utilizd pCrylAc como un agente estimulante y se
calcularon las diferencias en los indices de estimulacion (/E) para cada grupo a las 4,
44 y 72 horas. Encontramos que a las 4 horas las células de todos los tejidos
proliferaron. Los indices de proliferacion mas elevados fueron el bazo y las células
gue menos proliferaron fueron los linfocitos de la LPL de ID (68.44%); mientras que
los linfocitos de animales inmunizados y re-estimulados con la pCrylAc el sitio con
mayor proliferacion 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 indices de
proliferacion de 85.11-171.59%; y que fueron las células de bazo las que mas
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 mas proliferaron y las que menos proliferaron fueron las
de LPL de IG.

A las 72 horas la proliferacién se midié con la técnica de CFSE, aunque los
resultados no son comparables con la técnica de Alamar Blue, los linfocitos control
gue mas proliferaron por accién de la pCrylAc fueron los de IEL IG, por otro lado los
linfocitos provenientes de animales inmunizados que mas proliferaron fueron los de
IEL de ID.

Los linfocitos de LPL IG proliferaron menos que los de animales control a todos

los tiempos, los indices de estimulaciéon en bazo fueron menores en linfocitos re-

estimulados que en linfocitos estimulados.
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4 horas 44 horas 72 horas
Contrl Inmun Contrl Inmun Contrl Inmun
+Cry +Cry +Cry +Cry +Cry +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 indices de Estimulacién (/E) para cada sitio analizado y método de
evaluacion de la linfoproliferacion in vitro. Valores obtenidos con la técnica de

proliferacion AlamarBlue a las 4 y 44 horas pos-estimulacion y con la técnica de

proliferacion CFSE a las 72 horas pos-estimulacion.

Al comparar las gréaficas obtenidas de la cantidad de RNA total y la proliferacion se

encontré que ambas graficas presentan la misma tendencia (figura 18).
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Figura 18. Analisis comparativo entre A) cantidades de mRNA de 5X10° células
y B) proliferacion celular (/E) de 1X10° células después de un estimulo por 4
horas con 10 pg de pCrylAc. Los asteriscos representan las diferencias

significativas al comparar el control y los grupos experimentales con una p<0.05
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5. DISCUSION
Debido a sus caracteristicas inmunogénicas y adyuvantes a nivel sistémico y
de mucosas, la pCrylAc 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 produccion y facil obtencion.

5.1. El efecto de la administracién de la pCrylAc en los perfiles de citocinas

El numero de linfocitos y los fenotipos encontrados fueron consistentes con lo
descrito anteriormente y con los estudios histologicos realizados en el laboratorio
(Reséndiz-Albor, et al. 2005). Al analizar las caracteristicas funcionales y fenotipicas
de ambos intestinos por citometria de flujo Reséndiz-Albor, et al. (2005) detectaron la
presencia de células T que espontaneamente producian IL-2, IFN-y 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
gue para linfocitos intraepiteliales de intestino delgado (IEL ID) se observo que un
96% de células T producen IL-2, un 10% producian IL-4, mientras que para linfocitos
intraepiteliales de intestino grueso (IEL 1G), un 46% producian IL-2 y no se
encontraron células T productoras de IL-4. Para linfocitos de lamina propia de
intestino delgado (LPL ID) se detecto que el 21% producian IFN-y, 51% IL-4 y aunque
los linfocitos intraepiteliales de intestino grueso (LPL IG) 6-8% de células produjeron
IFN-y y un 55% produjeron IL-4, mientras que los niveles de IL-10 se detectaron en
muy baja proporcion en todos los casos. Las marcadas diferencias fenotipicas 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 pCrylAc, nos hicieron suponer que la protoxina podria 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. Ademas, se ha reportado que la pCrylAc induce altas
respuestas de anticuerpos a nivel intestinal y sistémico (Vazquez-Padron, et al. 1999;
Moreno-Fierros, et al. 2000) y se conoce que la respuesta Th2 es mas efectiva en la

regulacion de la respuesta de células B (Mosmann y Coffman, 1989),

La citometria de flujo solo permite analizar la proporcion de células de un

fenotipo particular que produce una determinada citocina, mientras que el analisis de
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citocinas por RT-PCR permite la cuantificacion de citocinas en linfocitos totales de un
compartimento, dando una idea del microambiente de citocinas mas que el tipo
celular que las produce, por lo que en este trabajo se decidié analizar las citocinas
IFN-y (Th1), IL-4, IL-10 (Th2) y TGF-B (Tr) por RT-PCR. Se analizd la expresion de
estas citocinas en linfocitos de distintos compartimentos de mucosas y en bazo. Se
evalu6 la expresion constitutiva en animales control, y la expresion inducida por
pCrylAc en los linfocitos de animales inmunizados, ademas de la produccion de
citocinas producidas después de cuatro horas del estimulo /n vitro. Actualmente, se
sabe que las citocinas desempefian un papel importante en la regulacion del sistema
inmune de un organismo, median la respuesta protectora contra patdgenos y la
supresion de respuestas inflamatorias que pueden ocasionar dafio no deseado a los
tejidos. La capacidad de analizar la respuesta de citocinas en humanos y modelos
experimentales como el ratdn ha sido vital para el entendimiento de las respuestas
efectoras y reguladoras ocurridas durante una infeccion o en enfermedades
autoinmunes (Godornes, et al. 2007) y la capacidad de una proteina para modular la

produccion de citocinas puede tener relevancia terapéutica.

Se empleo este tiempo de estimulacion debido a que en un reporte previo
Carol y cols. (1998) mostraron que la incubacion por cuatro horas con un estimulo
policlonal usando cycloheximida (CHX 100 ug/ml) es suficiente para la optima
activacion de las células /n vitro, encontrando que el numero de las células secretoras
de IFN-y inducidas por el estimulo se incremento por la activacion policlonal /7 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
ug/mL de pCrylAc modificaron la expresion de citocinas se modificé en respuesta al
estimulo y que en IEL de ID se incrementd fuertemente la produccion 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; asi 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 expresion de
IFN-y. 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 /n 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 patron de citocinas que se detectdé fue complejo ya que
existe una intensidad de expresion de citocinas diferente dependiendo del
compartimento analizado (Fig. 10, 11, 12, 13 y 14), asi como la produccion
espontanea de las mismas en diversos sitios de mucosas, sin embargo, la produccion

espontanea 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 segun las citocinas que secretan, asi las
células Thl se sabe secretan principalmente IL-2 e IFN-y 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 activacion de las
células T para producir estas citocinas, genera un microambiente que se considera
como el factor mas importante para promover la diferenciacion de células T virgenes
(O'Garra, A, 1998 y Abbas, A. K., efal. 1996) a Thl, Th2 o Tr,

En este trabajo nos propusimos conocer el microambiente de citocinas que se
genera por el estimulo o la inmunizacion con la pCrylAc y detectamos la expresion
del IFN-y en todos los tejidos analizados, es una citocina que se produce
espontaneamente en los diversos sitios de mucosas y su expresion se incremento
después del estimulo /n vitro con la pCrylAc (Anexo-2); esta observacion se ha
descrito en algunos estudios que afirman que el interferon y (IFN-y) 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-y es una citocina importante en las mucosas ya
gue controla funciones fisiolégicas basicas del epitelio intestinal, incluso la secrecién y
consumo de electrolitos (Holmgren, 1989. Sollid, 1987) y el transporte potencialmente
protector de IL-6, el IFN-y posee propiedades proinflamatorias y su sintesis y accién

se controlan estrictamente (Trinchieri, 1985).

En células de animales control después del estimulo con la pCrylAc se
incrementa marcadamente la produccion 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 expresion del IFN-y se incrementd en
menor magnitud que estas dos citocinas (IL-4, IL-10) en todos los sitios analizados
(Fig10-14), lo que indicaria una respuesta tipo Th2. Pero en nuestros experimentos

observamos que existe expresion constitutiva de IL-4 e IFN-y 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 expresion de citocinas es
diferente dependiendo del sitio de estudio. La expresion espontanea de citocinas se
ha descrito previamente en los linfocitos provenientes de mucosas, por ejemplo Carol,
en 1998, encontré la presencia espontdnea de células secretoras (SC) de IL-4 e IFN-y
en linfocitos de intestino delgado y grueso del humano; en IEL de duodeno se
demostré que secreta IFN-y espontaneamente 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 comparo6 con células
mononucleares de sangre periférica. Este autor detectd en sangre numeros muy
bajos de SC que espontaneamente producen IFN-yy ausencia de SC que
espontaneamente producen IL-4. También observo que en muestras de colon, sélo el

0.2 % de IEL y LPL secretaron IFN-y en estado basal, y el 0.1 % secreto IL-4.

En nuestro analisis se encontré la presencia de IFN-y en todos los casos a
niveles basales, tanto en los linfocitos control como el de animales inmunizados
ademas, observamos que los niveles se incrementan de forma variable cuando se
estimulan /n vitro con pCrylAc dependiendo del sitio. En general en todos los sitios
analizados se detectd de forma constitutiva IFN-y y al estimular /7 vitro con la pCrylAc
lo que nos indica la presencia de células Thl, mientras que IL-4 se detectd en todos
los sitios a excepcion del TRF (Fig. 13), y el estimulo /n vitro increment6 su expresion
de forma variable en todos los casos a excepcion de LPL de ID, en donde posterior al
estimulo no se detectd esta citocina, la produccion de esta citocina indicaria una
respuesta Th2. Aunque se detecto la presencia espontanea de IFN-y, en todos los
sitios analizados, los niveles de expresion fueron ligeramente menores a los de IL-4.
La produccion de IL-4 y/o IFN-y producida en la primera fase de contacto con un
antigeno es esencial para la respuesta inmune subsiguiente, y es bien conocida la
regulacion cruzada entre los linfocitos Thl y Th2, que reciprocamente se inhiben la
una a la otra. El incremento en la produccion 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-y inducida por IL-12 al disminuir en ellos la
expresion de la unidad B2 para IL-12 (Velasquez, 2001). Por otra parte, las células
presentadoras de antigeno, en ausencia de IL-12, pero con IL-10 promueven el paso
de ThO a Th2 productoras de IL-4, IL-5, IL-10, responsables de respuestas de tipo

humoral. La presencia una respuesta mezclada Th1l/Th2 se puede explicar por la
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posible presencia de mas de una poblacién de células productoras de estas citocinas.
Estos resultados y los nuestros confirman que los linfocitos intraepiteliales y de lamina
propia intestinales espontaneamente secretan IFN-y y/o IL-4 y que la secrecion basal
de estas citocinas probablemente esta implicada en la homoeostasis normal de la

mucosa intestinal.

Como se establecié en los experimentos realizados por Moreno-Fierros, 2000
la inmunizacién intraperitoneal con pCrylAc 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 inmunizacién 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
poblacién celular que incremente la respuesta humoral mediante la produccion de IL-
4 y otra poblacion que active la respuesta celular (células productoras de IFN-y). Carol
en 1998, mediante ELISPOT encontré que la proporcion de células secretoras de IL-4
fue considerablemente mas alta entre linfocitos de duodeno (ID) que entre linfocitos
de coldn (IG) para IEL. Lo que explicaria la menor expresion de IFN-y en relacion a la
IL-4, en los sitios analizados y los incrementos en los niveles de IFN-y que promueven
la diferenciacion de las células ThO hacia Thl y a su vez, provocan la activacion de

los macrofagos.

En varios sitios encontramos un notable incremento en la produccion de IL-10
al estimular /n vitro o al inmunizar con la pCrylAc. En nuestro estudio detectamos la
expresion basal de IL-10 en LPL de ambos intestinos, PP TRF y bazo (Fig. 12, 13y
14), sin embargo después de la estimulacion y la inmunizacion encontramos que los
niveles de esta citocina se incrementaban. Es probable que los incrementos en la
expresion de IL-10 que detectamos en algunos sitios como LPL IG, PP y bazo
(Fig.11, 12 y 14 respectivamente) posterior a la estimulacion con pCrylAc genere una
respuesta de tipo Th2 ya que esta citocina es la principal molécula que regula la
sintesis de IFN-y (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 expresion basal de IL-10 en
LPL de ambos intestinos, PP TRF y bazo, sin embargo después de la estimulaciéon y

la inmunizacion 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-y 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
fisiologico principal de IL-10 es prevenir el desarrollo de la inflamacion intestinal. Este
papel también lo describié Foussat, (et a/. 2003) quien asegura que a tiempos cortos
la IL-10 es necesaria para controlar la inflamacion. Esta regulacion de la inflamacion
por parte de la IL-10 podria explicar la ausencia de inflamacion presente en tejidos de
animales inmunizados con pCrylAc, ya que en el laboratorio en diversas ocasiones
se han realizado cortes histologicos de cada uno de los sitios que aqui se estudiaron
y hasta el momento no se ha observado inflamacion al igual que los datos observados
por Mayes e/ al, (1989) en donde se reporta que las proteinas Cry no inducen
inflamacion intestinal cuando se administraban de forma oral. Asi mismo, el
incremento de IL-10 en este trabajo después de cuatro horas de estimulo in vitro en
linfocitos de diferentes tejidos sugiere que esta citocina podria controlar la inflamacion

o explicar la ausencia de inflamacion.

Carol y cols. (1998) afirman que la expresion inducible de citocinas en
presencia de un estimulo refleja la respuesta /7 vivo, lo que se observo en los
animales después de tres inmunizaciones con pCrylAc. Observamos que la
produccion de citocinas fue similar al grupo control, sin embargo, en muchos de los
sitios se detectd la produccion de TGF-B que antes no se detectaba (Fig. 10-12 y 14).
Esta citocina es una proteina reguladora del sistema inmune, de la proliferacion y la
diferenciacion celular. Muy probablemente la discriminacion entre respuesta frente a
parasitos o frente a antigenos alimentarios o extrafios involucre un mecanismo de
regulacion 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 via del sistema inmune, los
linfocitos T reguladores, productores de TGF-$ o linfocitos Th3, que pueden ser las
células que promueven la sintesis de anticuerpos en la mucosa. Aunado a la
presencia de IL-10 la expresion del TGF-f en los animales inmunizados y estimulados
nos indica una posible respuesta reguladora. Se sabe que el TGF-p inhibe la sintesis
del IFN-y, producido por los Thl, mas aun, se ha demostrado que el TGF-, producido
por los linfocitos Th3, inhibe la formacion de IgE inducida por IL-4 (Lorente, 2001),
hasta el momento no se ha detectado IgE en los sitios de mucosas al inmunizar con

pCrylAc (Datos en prensa). Actualmente se sabe que las células T reguladoras (Tr)
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secretan altas concentraciones de IL-10 y TGF-B en modelos /n vivo (Foussat, ef al..
2003), con escasa secrecion de IL-2, y ausencia de IL-4, es decir, no son Thl ni Th2,
y no afectan la producciéon de IgG2a (regulada por IFN-y) (Rojas-Espinosa, 2001). El
proceso de produccién de células T reguladoras aun es desconocido, pero es
particularmente importante en las mucosas, ya que su respuesta en estos tejidos
representaria 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 oposicién a Thly
Th2, puede ser responsable de la tolerancia debido a la produccion de TGF-f1 que
disminuye las citocinas inflamatorias y promueve la produccion de IgA, a la cual se le

atribuyen la proteccion de las mucosas (Abbas, 1998).

Adicionalmente, los incrementos de citocinas en linfocitos estimulados o re-
estimulados después de cuatro horas nos indican una rapida respuesta a la pCrylAc,
y ya que la pCrylAc es resistente a la protedlisis (Hofte y Whiteley, 1989; Knowles, et
al, 1991) es muy posible que exista un receptor para dicha proteina. Estas
caracteristicas se han observado en superantigenos que son potentes inductores de
una amplia variedad de citocinas incluyendo TNF-a, IFN-y, IL-2, estos superantigenos
se unen a moléculas clase Il en células presentadoras de antigeno y no requieren el

procesamiento o proteolisis del péptido (Sperber, et al. 1995).

El amplio espectro de los efectos inmunobiolégicos 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 patdégenos y prevenir la sensibilizacion a antigenos
de alimento y flora microbiana comdn. Las citocinas producidas de manera local por
linfocitos T probablemente desempefian papeles criticos en la compleja regulacién de
las respuestas inmunes y no inmunes a nivel intestinal. (Carol, et a/. 1998). El 6rgano
linfoide mas grande en el cuerpo es el intestino, pero es también el mas complejo.
(Abreu-Martin, MT y Targan, SR, 1996). Los linfocitos T intestinales secretan citocinas

gue posiblemente desempefian un papel critico en la regulacién 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 funcion fisiol6gica en cada uno de ellos.

Las discrepancias en la produccién 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 analiz6 la produccién de citocinas del
total de linfocitos obtenidos de cada sitio y estd bien establecido que existen
diferencias en las proporciones de linfocitos de distintos tipos en los diferentes
compartimentos intestinales, asi también se observd 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, ef al. (1994) un alto nimero de células CD4+ en la lamina 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 disminucién en
el nimero de células secretoras de IFN-y y/o IL-4, tanto en IEL como LPL, y la
deplecién de ambos (CD4+ y CD8+) produce la desaparicion 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-y en IEL, mientras que en LPL el IFN-y se sintetiza principalmente por
linfocitos CD4 y que el IFN-y no se secreta exclusivamente por las células CD4 sino

también parcialmente por los linfocitos CD8.

En el bazo, encontramos produccion de citocinas tanto de manera constitutiva
(IL-4, IL-10, IFN-y) como inducidas por la pCrylAc (TGF-B), sin embargo, en la
literatura se ha descrito la expresién de citocinas, en Godornes (2007) quienes
reportan niveles basales de IFN-y, IL-2 e IL-10 en esplenocitos cultivados con por RT-
PCR en tiempo real. Igualmente, Lage, 2006 encontré en bazo de perros sanos la
expresion de TNF-a, IL-12 e IL-10 no asi de IL-4 e IFN-y, sin embargo los autores no

discuten la presencia de citocinas encontradas de forma constitutiva.

5.2. Efecto de la administracion Intraperitoneal de la pCry1Ac en la cantidad de
mMRNA total
La mayor parte del RNA de una célula (85-90%) es ribosémico, y su elevada

concentracion se debe a su funcion y al grado de sintesis de proteinas. Por tanto el
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indice de RNA:DNA se puede considerar como un indicador del grado de actividad
metabodlica de la célula. Este indice se ha empleado por muchos autores para la
estimacion de la condicién 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 indice, sin embargo, en el medio existe una gran
variedad de factores de crecimiento que pueden influir sobre la relacion de RNA, pero
se conoce muy poco sobre ellos, sin embargo, la presencia de sustancias

contaminantes a antigenos, pueden afectar sus concentraciones.

Encontramos marcadas diferencias en las concentracion de mRNA total de
células mantenidas en cultivo, en los que se observa un incremento drastico 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
ug de la pCrylAc, 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 modificacion en el estado de activacién celular y/o a la sintesis de proteinas y
almacenaje de mRNA’s para llevar acabo la division celular (proliferacién) inducida
por la pCrylAc.

Las diferencias en la cantidad de mRNA que produce una célula es
modificable, debido a que no todas las proteinas 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 proteina que sintetiza la célula, a este
sistema se le conoce como "economia 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. Proliferacién celular al administrar CrylAc

La inmunidad de tipo celular, constituye un mecanismo fundamental para la
defensa del organismo. Esta respuesta, mediada por linfocitos T, es esencial para la
proteccion contra patdgenos intracelulares: virus, algunas bacterias, hongos y
protozoarios (Margni, 1996; Tizard, 1984; Werner, 1983). Debido a la importancia que
tiene la accién de los linfocitos T en la defensa del organismo, se han desarrollado

pruebas inmunologicas que permiten evaluar su funcionalidad, ya que existen

62




5. DISCUSION

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 analizé la proliferacion /n vitro que induce la pCrylAc 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 ceélulas obtenidas que se analizaron por
citometria de flujo (datos no mostrados), contenian distintos tipos celulares, los
cuales, se emplearon como fuente de células para la estimulacion y re-estimulacion /in
vitro con pCrylAc, para determinar si la pCrylAc actia como un mitdgeno, medimos
la proliferacion /n 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 proliferacién policlonal
(Barta, 1981 y 1993; Felsburg, 1994; Margni, 1996; Tizard, 1984, Werner, 1983).
pCrylAc podria tener actividad de mitdégeno ya que se ha descrito (Burton, et al.
1999) que CrylAc presenta una similitud estructural a la lectina que contribuye al
reconocimiento de estos residuos hidrocarbonados. La posicion de los aminoacidos
Asn506, GIn509 y Tyr513 adyacentes a la region beta-16 del dominio Ill de algunas
proteinas Cry favorece la interaccion de proteinas solubles a la interaccion con
proteinas que unen carbohidratos, por lo que se le atribuye una funcién estructural
similar a lectinas (Burton, et al/ 1999). Estos autores también sugieren que la
digestién enzimatica ocurrida por las proteasas puede generar varias isoformas de la
toxina brindandoles una funcion similar a lectinas, debido a la estructura

conformacional de diversas proteinas Cry.

En este trabajo utilizamos dos tipos de ensayo para analizar la proliferacion
celular, sin embargo, los resultados con ambas pruebas de proliferacibn no son
comparables entre si, ya que como se ha observado con anterioridad (Ramayo,
2005), Los indices de proliferacion 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 proliferacién celular, al establecer los indices
de proliferacion o indice de estimulacién (/E) se elimina la proliferacion debida a los

factores de crecimiento del medio de cultivo.
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La mayoria de las observaciones indican que la estimulacion con un mitégeno
ocurre fundamentalmente sobre los linfocitos T (Bohnlein ef a/. 1989; y Wimer, 1997),
aunque, se plantea que las poblaciones de linfocitos B también se estimulan a
proliferar y diferenciarse, en menor proporcion (Utsinger et a/. 1977), No obstante, se
considera que la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B necesita, en ultima
instancia, de la presencia de subpoblaciones de linfocitos T cooperadores que serian

estimulados por el mitdgeno (Clement, Dagg, Lehmeyer y Kiyotaki, 1983).

Es importante mencionar que en este trabajo detectamos proliferacion en
células como la LP donde se considera que la mayoria de los linfocitos son efectores
y han perdido la capacidad de proliferar, sin embargo se ha descrito que en estos
sitios efectores existe proliferacion de linfocitos, por ejemplo, después de la activacion
de células aisladas de la lamina propia se demostré que estas células fueron capaces

de proliferar. (Bailey, et al. 1994).

Existe otro reporte en el que se describi6 la proliferacion celular en monocitos
de humano al estimular estas células con concentraciones variables de pCrylAc y un
lisado de 1x10* células de S. pyogenesy se observé que la mayor proliferacién se
presentaba al cultivar estos monocitos con el lisado y 12.5 ug/mL de CrylAc. El autor
atribuye al efecto de la pCrylAc en estas células al estallido respiratorio, por lo que
esta protoxina potencia la proliferacion de células inmunocompetentes de una manera
mas poderosa que cuando solo se administra el patégeno (Rodriguez-Orozco, 2006).
Las concentraciones empleadas coinciden con las que nosotros empleamos, sin
embargo consideramos que el efecto de pCrylAc 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 emple6 una mexcla de células
linfocitarias para la prueba de proliferacion, lo que nos permitié evaluar los procesos
de cooperacion celular (como la presentacién de antigeno). Los resultados sugieren
gue estos procesos no se afectaron, ya que de haberse presentado algun tipo de
deficiencias de tipo celular no habria proliferacion celular (Barta, 1993; Felsburg,
1994; Margni, 1996; Werner, 1983) y esta resultaria en la perdida de proliferacién

(anergia), que se conoce son inducida por agentes patdogenos y toxinas, que dafian la
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respuesta inmune celular (Gregory, 1998, Martinez-Moreno, et al/. 1995; Mosmann,
1983). Ademas, de que el empleo de linfocitos purificados por gradiente de
centrifugacion, no permite reproducir mejor las condiciones y procesos que ocurren in

vivo.

Los resultados obtenidos para las concentraciones de RNA total concuerdan
con los indices de proliferacion a las 4 horas de estimulo, pero no se debe descartar
que puede existir un estado de activacion diferente al basal cuando las células se

estimularon con el antigeno (pCrylAc).

5.4. Relacion entre la produccion de citocinas y la proliferacion

En los ultimos afios se ha establecido una relacién entre la proliferacion celular
y la producciéon de citocinas (Bird, et al. 1998 y Gett, et a/ 1998). Mientras que la
produccion de IFN-y puede estimular la division de células, la expresion de IL-4 se

detecta solamente posterior a por lo menos tres ciclos de division (Bird, ef al. 1998).

En el presente trabajo se presupone una regulaciéon que no es Th1l/Th2 ya que
se encontrd la presencia de IL-4 e IFN-y, y la presencia de IL-4 y TGF- inducen la
proliferacion de monocitos y nosotros detectamos proliferacion 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 proliferacion de
linfocitos T en pacientes con cancer cervico uterino que se sugiere se debe a la
presencia de citocinas inmunosupresoras como TGF-f1 e IL-10, sin embargo,
suponemos que este efecto depende de la concentracion de ambas citocinas y la
presencia y equilibrio en el microambiente, ya que aunque nosotros detectamos IL-10
y bajos niveles de TGF-B1, estos niveles no fueron suficientes para inhibir la
proliferacion o las células que se estan dividiendo no son células T, sino monocitos o

células B productoras de anticuerpos en expansion clonal.

Bailey, (et al 1994), describié una tendencia a producir IL-4 mas que IL-2 en
células de lamina propia murina, en algunas lineas de células T especificas de
antigeno también se encontré que producen tanto IL-4 como IL-2 (Harriman, et a.

1992). Asi mismo, los cultivos primarios de células T murinas, aisladas de tejidos
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linfoide solidos que drenan sitios de mucosas, secretaron IL-4 antes que IL-2 después

de la activacion con el antigeno o mitogeno (James, 1990 y Daynes, 1990)

Aunque las determinaciones de citocinas son complicadas, se ha descrito que
la mayor acumulacion 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).

Ademas, la induccién /n vivo de células T a producir citocinas particulares se
describié en ratones infectados por Leishmania spp., y se reportd que las respuestas
gue implican IL-4 tienen que ver con la susceptibilidad a la enfermedad. (Heinzel, et a/
1989, Belosovic, 1989 y Sadick, 1990). El transcrito de mRNA de IL-4 se detect6 en
todos los tejidos estudiados, pero el PCR punto final no permiti6 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 antigeno se detecta tienen gran importancia en la determinacion del tipo de

respuesta producida.

Vazquez-Padron, et al. 2000, asegura que el encontrar anticuerpos especificos
contra pCrylAc después de la inmunizacion en diferentes sitios linfoides como las PP,
(nédulos linfaticos mesentéricos) MLN y LPL de ratones inmunizados por la via
intragdastrica e intraperitoneal, es una evidencia de que los linfocitos B activados por la
pCrylAc en las PP migran a los MLN, mediante el ducto torécico y finalmente a la

lamina propia intestinal.

Los linfocitos intraepiteliales (IEL) de raton 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 fenotipica 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 fenotipicas 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 compartamentalizacion del sistema inmune en sitios inductores y
efectores (Moreno-Fierros, 1999; Brandtzaeg, 1999; Kantele 1998), las diferencias en
la expresién de citocinas encontradas en el presente trabajo como respuesta al
estimulo /n vivo e in vitro con pCrylAc apoyan la compartamentalizaciéon de las
mucosas, ya que los linfocitos obtenidos de distintos compartimentos responden a la

estimulacién /n vitro produciendo citocinas con diferente intensidad y diferente perfil.

Por otra parte, los tejidos reproductivos parecen jugar un papel importante en
la regulacién de la respuesta inmune en las mucosas reproductivas. En ese sentido,
el sistema reproductor se pareceria a los tejidos “inmuno privilegiados” como el ojo, a
esta condicion se le denomina inmunosupresion (Real-Navarrete, 2000), pero el
sistema inmune debe defender a los tejidos y 6rganos ante una infeccién, dilucida los
mecanismos reguladores de proteccion, se ha reportado que el TGF-f es producido
de forma local y estratégica en el Gtero del ratdén y eliminan células claves en el
reconocimiento antigénico (los linfocitos T) induciendo su muerte (Diaz, et al. 1996),
por esta ruta se conoce que pCrylAc induce respuesta humoral que es
predominantemente IgM, seguida de IgA e IgG, estos datos son importantes ya que la
induccion de respuesta inmune humoral y celular en la mucosa genital es
trascendente para prevenir infecciones virales y bacterianas de transmisién sexual
(Moreno-Fierros, 1999).

Existen numerosas evidencias de que las células T de las mucosas son
diferentes a las células T sistémicas (Bailey, et a/ 1994), nuestros resultados
confirman esta aseveracion al proporcionar pruebas adicionales que apoyan la
compartimentalizacion regional del sistema inmunoldgico intestinal al referir diversos
niveles de expresion de citocinas en compartimentos de mucosas y sistémicos (Fig.
10-14). La induccion de inmunomodulacién 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 antigenos inducen la produccion
citocinas aun es confuso, pero puede estar relacionado con diferencias en exigencias

de activaciéon (Sperber, et al. 1995).
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Finalmente, referimos que la produccion de citocinas en distintos
compartimentos es marcadamente diversa y puede ser el reflejo de diferencias
significativas en exigencias de activacion, nuestros datos apoyan el concepto que los
perfiles de las citocinas inducidos por la interaccion de células T y monocitos pueden
ser dependientes del modo de la activacion de la célula T como afirman Sperber y
cols. (1995).
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6. CONCLUSIONES
e pCrylAc induce y/o modifica la produccion de citocinas producidas

constitutivamente.

e En todos los sitios analizados se observé la expresién constitutiva de los
mensajeros de IL-4 (a excepcion de TRF) e IFN-y, sugiriendo la importancia de

estas citocinas en las mucosas.

e Se observé que por la estimulacidon /n vitro con pCrylAc se eleva la expresion
del mensajero para IL-4, m&s que la de IFN-y (en varios compartimentos de
mucosas: IEL ID, LPL IG, PP, bazo).

e pCrylAc promueve y modifica los patrones de citocinas (Th1/Th2) de manera
compleja dependiendo del compartimiento que se estudie en las mucosas.

e Se observé que la pCrylAc induce la expresion de IL-10 en IEL-ID.

e Los resultados por PCR reverso en la LP-ID muestran la presencia del
mensajero para IL-10 al inmunizar con pCrylAc y correlaciona con los datos
obtenidos anteriormente por citometria, indicando que la IL-10 proviene de
linfocitos T CD4+.

e Detectamos que aunque los efectos inmunomoduladores de pCrylAc varian en
los linfocitos obtenidos de distintos compartimentos mucosos, en general

observamos induccion de las citocinas reguladoras IL-10 y TGF-p.

e Se observo que el TGF-p se expresa constitutivamente en LPL-IG y TRF y que
la pCrylAc induce su expresion en LPL-ID, IEL-IG, IEL ID y en PP; manifestando

la presencia de una respuesta Th3 en las mucosas.

e La expresion de citocinas mas compleja se detectd en los linfocitos del TRF, lo

gue confirma una compleja respuesta en este compartimento.

e La proteina pCrylAc es capaz de de inducir proliferacion en células linfoides, de

manera similar a un mitégeno.

e Los resultados obtenidos sugieren la existencia de un posible receptor para
pCrylAc en células del sistema inmune, dado los rapidos efectos observados /7

vitro.
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ANEXO-1

Proliferacion celular encontrada en los distintos compartimentos de mucosas
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Figura Al. Gréficas de proliferacion 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 pCrylAc y estimulados o re-

estimulados /n vitro con 10 pg pCrylAc /1X10° células.
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Datos de citometria de flujo obtenidos con la prueba de CFSE para determinar la

proliferacion celular en los distintos compartimentos de mucosas.
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Figura A2. Grafica de proliferacion 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 pCrylAc, B) IEL ID Inmunizado re-estimulado pCrylAc, C) LPL ID
Control estimulado con pCrylAc, D) LPL ID Inmunizado re-estimulado pCrylAc E) IEL IG
Control estimulado pCrylAc, F) Inmunizado re-estimulado pCrylAc, G) LPL IG Control
estimulado pCrylAc; H) LPL IG Inmunizado re-estimulado pCrylAc Se presentan los

histogramas representativos de tres mediciones independientes.
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ANEXO-2

IFN-y

@ Control
ECryi.p

|| @Crontrol+Cry
OCryi.p.+Cry

< ™ N - o
’uI19B-0/euld011d ugisaidxa

Graficas que muestran la produccion de citocinas por tejido analizado.

LPLIG IEL ID IEL IG PP TRF Bazo

LPL ID

IL-4

O Control
1 ECryi.p.

@ Control+Cry
1/ OCryi.p.+Cry

© v <« ® ~ o o
euljoe-q/euld011o ugisaldxa

LPLIG IEL ID IEL IG PP TRF Bazo

LPLID

L

IL

m.vVJN, _m
O L
— X+

Sagoao

S ak-la

[ONONON®)

OomOonoO
<t [9V) o [ce) (o] < N o
- d

BUI19B-q/euld01l0 ugisaldxa

LPLIG IEL ID IEL IG PP TRF Bazo

LPL ID

78



tocina/b-actina

7z

expresion ci

ANEXO-z

TGF-B
3 T@control
ECryi.p.
dControl+Cry
2 4 OCryi.p.+Cry
LPL ID LPL IG IEL ID IEL IG Bazo

79



	Portada
	Abreviaturas
	Resumen
	Índice
	1. Introducción
	2. Objetivos
	3. Metodología
	4. Resultados
	6. Conclusiones
	Referencias
	Anexo 1

