UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRABO

~ACTIVIDAD ADYUVANTE DE LOS CRISTALES Y LAS

PROTEINAS DE BACILLUS THURINGIENSIS GM.1

VAR, AIZAWAL EFECTO SOBRE LA RESPUESTA
INMUNE HUMORAL Y CELULAR

TESIS QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA
OBTENER El, GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS
CON ESPECIALIDAD EN INMUNCBICLOGIA

PRESENTA:
G.B.P. MAXIMO FUGENIO ROMAN CALDERON

MONTERREY, N. L. JULIO DE 1997






LT

1111111111



UNIN ERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

ACTIVIDAD ADYUVANTE DE LOS CRISTALES Y LAS
PROTEINAS DE BACILLUS THURINGIENSIS GM-1
VAR AIZAWAI EFECTO SOBRE LA RESPUESTA

INMUNE HUMORAL Y CELULAR

TESIS QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA
OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS
CON ESPECIALIDAD EN INMUNOBIOLOGIA

PRESENTA:
Q.B.P. MAXIMO EUGENIO ROMAN CALDERON

MONTERRLY. N. L. JULIO DE 1997



/M
25320

FCH
/77 ?
K¢

FONDO TESIS

e~ 30 O



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

ACTIVIDAD ADYUVANTE DE LOS CRISTALES ¥ LAS PROTEINAS DE BACILLUS
THURINGIENSIS CM -1 VAR, AIZAWAL EFECTO SOBRE LA RESPUESTA INMUNE
HUMORAL ¥ CELULAR

TESIS QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN INMUNOBIOLOGIA

PRESENTA

Q.B.P. MAXIMO EUGENIO ROMAN CALDERON

MONTIERREY. N L. JULI0 DE 1997



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCJAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

ONO
B
VEUTATLS )
\r

ACTIVIDAD ADYUVANTE DE LOS CRISTALES ¥ LAS PROTEINAS DF BACILLUS
THYRINGLIENSIS CH-T VAR, AZAWAL EFECTO SUBRE LA RESPUESTA INMUNE
HUMORAL ¥ CELULAR

|
COMISION DE APROBA\CION DE TESIS /
”
/ M‘ﬁ\?

Dra. Cristina Rodriguez Padilla ]
Director Z /
Dr. Reyes S. Tamez Guerra \\ /‘b
Co-Director \ / L

(>

Dr. Luis J. Galan Wong
Co-Director

Dra. Juha Verde Star 777‘*;}4— Chorttm G
Subdirectora de Postgrado /

MONTERREY. H.L. 90L90 DE 1957



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

ACTIVIDAD ADYUVANTE DE LOS CRISTALES ¥ LAS PROTEINAS DE BACILLUS
THYRINCIENSIS CM -1 VAR, AIZAWAL EFELTO SOBRE LA RESPUESTA INMUNE
HUMORAL ¥V CELULAR

COMISION DE EXAMEN

a
Dra. Cristina Rodriguez Padilla ¢/ W Q

Presidente
y LY

Dr. Reyes S. Tamez Guerra

Secretario - 5 \ )

Dr. Luis J. Galdn Wong
Vocal

WONTERREY. H.4L. JULIO DE 1997



YO HE OFENDIDO A DIOS Y AL HOMBRE
PORQUE MI TRABAJO NO ALCANZO LA CALIDAD
QUE DEBIO

Leonardo da Viner



DEDICATORIA

A DIOS, SIEMPRE PRESENTE
QUIEN ME HA PERMITIDO
SER LO QUE SOY Y ESTAR

DONDE ESTOY.
A LA MEMORIA DE Ml MADRE
ANTONIA CALDERON ACUNA
TE AMARE SIEMPRE.
A M| ESPOSA
GUADALUPE CANAMAR R.

A QUIEN AMO Y RESPETO,
JUNTOS LOGRAREMOS
TODAS NUESTRAS METAS.

A MIS HIJOS

GISELLE, DAVID Y GERARDO
SON EL MOTOR Y LA FUERZA
QUE MUEVE NUESTRO HOGAR,

LOS AMO.
A Ml PADRE
MAXIMO ROMAN M.
SIEMPRE AUSENTE,
TAMBIEN TE AMO.
A MIS HERMANOS

LEONEL Y CRISTINA
ESPERO QUE LA HERIDA
DE LA DISTANCIA
ALGUN DIA CICATRICE.
POR EL AMOR CON EL
CUAL CRECIMOS.



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Cristina Rodriguez, sus ideas y consejos siempre oportunos, en el
desarrollo del presente trabajo. Maestra siempre agradecido por permitirme
compartir el éxito y momentos dificiles en el laboratorio.

Al Dr. Reyes S. Tamez Guerra, maestro brillante, ejemplo a seguir, gracias por
permitirme ser parte del laboratorio.

Al Dr. Luis Galan Wong, maestro de gran corazon, gracias por las
oportunidades que siempre me ha brindado.

A la Dra. Julia Verde Star, por el apoyo que recibi en la realizacion de mis
estudios y de la presente investigacion

Al Dr. Mario Rocha, por su amistad siempre sincera.

Al Ing. Orel Dario Garcia, realmente la oportunidad que me brindo me permitié
continuar con mis estudios, muchas gracias.

Al Dr. Juan M. Alcocer Gonzélez, por sus ideas chispeantes y su amistad.

Al CONACYT, por la beca que me otorgaron para la realizacion de la maestria
y culminacion del presente trabajo.

Al M.C. Enrique Ramirez Bon, por su ayuda en la preparacion del material
histologico.

A mis amigos del laboratorio de Biologia molecular, Dr. Beniito Pereyra y MC.
Magda Iracheta, por su amistad, consejos, experiencia y material compartido
en el presente trabajo.

A mis comparieros y amigos del laboratorio de Inmunologia, Leonardo, Pepe,
Laurita, Juanny, Arturo. La maestra Yola, Belmontes, Esther, Perita, La
comadre Bertha y Betty Reyna por su amistad siempre sincera.

A mis companeros y amigos del laboratorio de Virologia, M.C. Pablo Zapafa, y
Q.B.P. Ma. Antonieta Lara, por su amistad y material que siempre hemos
compartimos.



EL PRESENTE TRABAJO SE DESARROLLO EN EL
LABORATORIO DE INMUNOLOGIA Y VIROLOGIA
DEL DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E
INMUNOLOGIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
BIOLOGICAS, DE LA UNIVERSIDAD AUTOGNOMA
DE NUEVO LEON, BAJO LA DIRECCION DE LA
DRA. CRISTINA RODRiGUEZ PADILLA.



JNDICE DEL CONTENIDO

= Ubicacion

= Indice de figuras y graficas
= |ndice de tablas

w Abreviaturas

= Resumen.

& Summary

= [ntroduccion.

= Antecedentes.
» Adyuvantes No Bacterianos.
» Compuestos de Aluminic.
» El Adyuvante Incompleto de Freund.
> Los Liposomas.
> Complejos Inmunoestimulantes (ISCOM).
> Adyuvantes Sintéticos.

¥ Adyuvantes Mediadores del Hospedero.

» Adyuvantes Bacterianos.
> El Adyuvante Completo de Freund.
> El Lipopolisacarido o Endotoxina Bacteriana.

¥ Bacillus thuringiensis.
> La Clasificaciéon de B.i.

> | a Purificacion de los Cristales (6-endotoxina) de B.{.

> | as Proteinas del Cristal de B.L.

> |La Estructura de las Proteinas del Cristal de B.{.

> Actividades Toxicas y el Modo de Accion de
las 8-Endotoxinas de B.t.

> El Receptor en la Membrana Epitelial y el Modo
de Accion de la Toxina.

» Otras Actividades Bioldgicas de B.{.

s Hipétesis.

= Objetivos.
& |mportancia.

= Materiales y Metodos.
1. Obtencién de la Cepa.

ii

pag.

vi
vii

viii

—-—

OO OO O bW

12
13

16

17
22
25

26
27

28



2. Antigenos, 28
3. Anticuerpos. 28
4. Produccién de los Cristales. 29
5. Obtencion de fos Cristales. 29
6. Purificacién de 1os Cristales. 29
6.1 Procesamiento de la Muestra de Cristales para
Microscopia Electronica de Barrido. 30
7. Solubilizacién de los Cristales.
> Método L. 30
> Método Il. 30
> Método Il 30
8. Digestion Enzimatica de la Proteina Solubilizada.
A. Digestién con Tripsina. 31
B. Digestion con Papaina. 31
9. Determinacidn de la Concentracion de Proteina. 31
10.Determinacion del Peso Molecular SDS-PAGE. 32
11.Western Blot (Inmunoelectrotransferencia). 32
12.Determinacion del Efecto de los Cristales y las Proteinas
en la Inmunidad Humoral. 33
12.1 Método de Cunningham y Szenberg de 1968. 34
122 Ajuste de las Células Formadoras de Placa a un
Milion de Células de Bazo. 34
12.3 Tincion de los Nucleos con cristal Violeta y
Enumeracién en la Camara de Neubauer. 35
12.4 Determinacion de la Viabilidad Celular por el Método
de Azul Tripan. 35

13. Cultivo de las Células de Bazo para la Obtencion y
Caracterizacion de los Anticuerpos Producidos por las Cé-

lulas Plasmaticas. 36
13.1 Elisa Indirecto Dependiente de Antigeno para la
Captura de Clase 36
14. Estimulacion de la inmunidad Celular con las Proteinas de
GM-1. Prueba de Hipersensibilidad en Ratones Balb/c. 37
14.1 Caracterizacidén Morfolégica de las Poblaciones
Celulares Infiltrantes en la Inflamacion. 38

= Resultados
I. Purificacion de los Cristales . 39

Il. Obtencion y Caracterizacidén de las Proteinas del Cristal 40

vee



[1l.Efecto de los Cristales y las Proteinas del Cristal de
B.t. GM-1 sobre la Respuesta Humoral

de Anticuerpos.

IV.Actividad de las Proteinas del Cristal de B.£ GM-1 Sobre

la Respuesta Inmune Celular.

= Discusiones.
= Conclusiones.
& Perspectivas

= |iteratura Consultada.

= Apéndice de Soluciones y Reactivos.

iv

44

20

55
58
59
60
74



-

h a4

INDICE DE FIGURAS Y GRAFICAS

fig. graf. pag.

Estructura Atémica de la Toxina de B.t. CrylllA. 1 19
Las Esporas y los Cristales de GM-1. 2 39
Los Cristales de GM-1 al Microscopio Electréonico

de Barrido. 3 39
Electroforesis de las proteinas del cristal de GM-1. 4 41
Inmunoelectrotransferencia de las proteinas de

GM-1 con anti-CrylA(b). 5 41
Inmunoelectrotransferencia de las proteinas de

GM-1 con anti-CrylA(c). 6 42
Inmunoelectrotransferencia de las proteinas de

GM-1 con anti-CrylllA. 7 42
Inmunoelectrotransferencia de las proteinas de

GM-1 con anti-CryllIC. 8 43
Inmunoelectrotransferencia de las proteinas de

GM-1 con a-Ofp. 9 43
Célula formadora de placa litica anti E.C. 10 44
Intoxicacién de los ratones Balb/c con L.P.S 11 17
Reaccién de inflamacion en un raton Balb/c. 12 51
Corte histologico del coginete plantar de un ratén

Balb/c 3 h. después del reto antigénico con GM-1. 13 52
Corte histolégico del coginete plantar de un raton

Balb/c 3 h. después del reto con solucién salina. 14 52
Corte histologico del coginete plantar de un ratdn

Balb/c 24 h. después del reto antigénico con GM-1 15 53
Corte histologico del coginete plantar de un ratdn

Balb/c 48 h. después del reto antigénico con GM-1 16 53

Corte histologico del coginete plantar de un ratén
Balb/c 3 h. después del reto antigénico, mostrando
el infiltrado de leuceocitos polimorfonucleares 17 54

Efecto en el # de C.F.P. anti-E.C. de GM-1, L.P.S.

yA.SB. 1 46
Actividad de los cristales y las proteinas de GM-1

sobre el # de C.F.P. anti-E.C. 2 47
Anticuerpos secretados por las células de bazo. 3 49
Respuesta inflamatoria a la proteina de GM-1 de

los ratones Balb/c. 4 50

Respuesta inflamatoria especifica a la prateina
de GM-1 en ratones Balb/c. 5 51



L 2 28 b Jb b 4

INDICE DE TABLAS

# de Tabla
Clasificacion de las Cepas de B.L. 1
Genes y Proteinas del Cristal Insecticida de B.t. 2
Nomenclatura Actual de las Proteinas del Cristal
de B.t. 3
Protocolo para el Método de Lowry. 4
Esgquema de Inmunizacién de Ratones Balb/c con
los Cristales y las Proteinas de GM-1. D
Protocolo de Sensibilizacion de Ratones Balb/c.
con las Proteinas de GM-1 para la Induccion de
una Reaccion de Inflamacion. 6
Rendimiento Proteico de los Cristales de GM-1 Puri-
ficados en el Sistema Fosfato-Polietilenglicol. 7
Viabilidad de las Células de Bazo de Raton Balb/c 8
Efecto de los Cristales de GM-1 Sobre el # de C.F.P.
anti-E.C, 9
Efecto de las Proteinas de GM-1 Sobre el # de C.F.P.
anti-E.C. Dosis de 0.1 mg/kg. 10
Efecto de las Proteinas de GM-1 Sabre el # de C.F.P.
anti-E.C. Dosis de 1.0 mg/kg. 11
Efecto de las Proteinas de GM-1 Sobre €l # de C.F.P.
anti-E.C. Dosis de 2.5 mg/kg. 12
Soluciones para la Preparacion de Geles SDS-PAGE. 13
Poder de Resolucion de la Poliacrilamida en
SDS-PAGE. 14

vi

pag.
11
20

21
31

33

38

40
45

45

43

48

49
78

79



Ab.
BSA
aOtp

A.C.F.
A.LLF.
B.t
Bti.
cel/ml
C.F.P.
cm.
CO,
Cry
cry
col.
CsClI
E.G
EDTA

ed.

Fig.

C
GM-11#t
GM-CSF

graf.

H

h.

HCI

HD-

HIV

hps

lg. (A, M, G)
IL- (1,2)
INF- (7,B)
IP
ISCOM
kDa

LPS
L-121
mA.
mg/mi

ABREVIATURAS

anticuerpos.

albumina sérica bovina.

anticuerpos anti-polipéptido sintético
de la proteina de B.{. var. thuringiensis
Adyuvante completo de Freund
Adyuvante incompleto de Freund
Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis var. israelensis
células/mililitro.

células formadoras de placa.
centimetro (s).

diéxido de carbono.

proteinas de cristal

genes del cristal

colaboradores

cloruro de cesio

eritrocitos de carnero

acido etilen-diamino-tetracético sal de
sodio

editores

figura.

grado (s) Centigrados

proteina de GM-1 digerida con tripsina
factor estimulante de la colonia de
granufocitos y macrofagos

grafica

antigeno flagelar

hora (s)

acido clorhidrico

Howard Dulmage-

virus de la inmunodeficiencia humana
proteinas de choque térmico
inmunoglobulina (A, M, G,).
Interleucina (uno, dos)

Interferén- gama, beta

intraperitoneal

Complejo inmunoestimulante
kilodaltones

lipopolisacarido

polimero plurénico L-121

miliamperes

miligrémos por mililitro

vii



mg/kg
min.
MDP
ml.
MNC
Mr.
mM
NaBr
NaOH
NaCl
NBT

miligramo por kilogramo
minutos
muramildipéptido
mililitro (s)

molar

membrana de nitrocelulosa
peso molecular relativo
milimolar

bromuro de sodio
hidroxido de sodio
cloruro de sodio
nitroazul de tetrazolium
nanogramao

nanémetro

New York

numero

antigeno somatico

logaritmo negativo de la concentracion de
iones de Hidrégeno

solucidn salina fosfato
polietilen glicol

paginas

positivo

por ciento

microgramos

microliiros

alfa

beta

gama

delta

electroforesis en gel de poliacrilamida
solucién salina fosfato
proteinas del cristal insecticida

fosfolipasa C especifica de
fosfatidilinositolfosfato

revoluciones por minuto

formulacién adyuvante sintética-1
segundos

serotipo

lauril sulfato sal de sodio

factor de crecimiento transformante beta
tosilienilalanilclorometano

unidades por mililitro

variedad

voltios

viil



RESUMEN

Es de suma importancia la busgueda de proteinas con capacidad adyuvante que
estimulen selectivamente la respuesta inmune mejorando la inmunogenicidad de
ciertos antigenos, En el presente trabajo, se describe una nueva actividad
bioldgica de Bacillus thuringiensis, la actividad adyuvante de [as proteinas del
cristal de B.f. GM-1 var. aizawai. Se determinaren y caracterizaron las proteinas
del cristal, que incrementan selectivamente el namero de células formadoras de
placa (C.F.P.) liticas contra eritrocitos de carnero (E.C.) en ratones Balb/c. Los
cristales, se purificaron en un sistema acuoso bifasico, formado de polietilenglicol-
fosfato, con un rendimiento de hasta un 35% de proteina. Se encontro, que los
cristales estan formados por una proteina (protoxina) con un peso molecular
relativo (Mr) de 130 kDa. La solubilizacién de los cristales en NaOH-Glicina a
pH10, produjo una proteina con un Mr de 98 kDa y la digestién enzimatica con
tripsina, una proteina principal con un Mr de 62 kDa daltones. Estas proteinas
fueron reconocidas por los anticuerpos anti-CrylA(b) y anti-CrylA(c), y de ninguna
manera por los anticuerpas anti-CrylllA, anti-CryllIC y anti-a-Otp. Se determinoé el
efecto adyuvante para las tres proteinas, encontrando incrementos maximos en el
namero de C.F.P. de 62% con 0.1 mg/kg de cristales completos aplicados 24 h.
despues que el antigeno : 104% con 2.5 mg/kg de la proteina solubilizada a pH
10, aplicada 24 h. después que &l antigeno y la maxima respuesta que se obtuvo
fue de 143% cuando se administré 2.5 mg/kg de la proteina digerida con tripsina
al mismo tiempo que el antigeno. Asi mismo se encontré, que can este Ultimo
tratamiento se incrementd notablemente la producciéon de anticuerpos de las
subclases [gG1, 1gG2a, 1gG3, en menor proporcion los de 1gG2b e IgA vy de
ninguna manera los de IgM. Por otro lado, se enconird que la proteina de 62 kd.
induce una reacciéon de inflamacion aguda que tiene su maxima respuesta a las 3
h., después de haber recibido el reto antigénico, con una abundante infiltracion de
células polimorfonucleares en el sitio donde se depositd el antigeno. Se observo
que esta respuesta fue especifica de la proteina del cristal y no persistid a las 24 y
48 h, o que indica que no se trata aparentemenie de una reaccion de
hipersensibilidad retardada.

ix



SUMMARY

It is of sum importance the search of proteins with adyuvant capacity that stimulate
selectively the inmune response to improve the immunogenicity of certain
antigens. In the present work, a new biclogical activity of Bacillus thuringiensis, the
adjuvant activity of the proteins of the crystals of B.t. GM-1 var. aizawai were
determined and characterized, that selectively increase the number of plaque
former cells (C.F.P.) against sheep eritrocites (E.C.) in Balb/c mouses. The
crystals, were purified in a biphasic water system, formed of polietilenglycol-
phosphate, with a 35% of efficient proteic. It was found by polyacrylamide
electrophoresis under reducing conditions, that the crystals are formed by a
protein (protoxin) with a molecular relative weight (Mr) of 130 kDa. The
solubilization of the crystals in NaOH-Glycin at pH10, produced a protein with a Mr
de 98 kDa and the enzimatic digestion with tripsin, a principal protein with a Mr of
62 kDa. Those proteins were recognized by the antibodies of the proteins from the
crystals, anti-CrylA(a) and anti-CrylA(c), but not the antibodies anti-CrylllA, anti-
CryllIC and anti-a—Otp. The adyuvant effect was determined for the three protein
treatments of GM-1, finding the maximum increasement in the number of C.F.P.
of 62% with 0.1 mg/kg of complete crystals applied 24 h. after the antigen; 104%
with 2.5 mg/kg of the solubilizated protein at pH10, added 24 h. after the antigen
and the maximum response that was obtained was of 143 % when managing 2.5
mg/kg of the protein tripsin digested at the same time that the antigen. Of equal
manner, it was found, that with the last treatment the antibodies production of the
subclases IgG1, 1gG2a, 1gG3 were intensively increased and minor proportion
IgG2b and IgA, but in no way the IgM antibodies. On the other hand, It was also
found that the protein of 62 kDa induces a reaction of harsh inflammation that has
their maxim response at the 3 h., after receiving the antigenic challenge, with
abundant polymorfonuclears infiltration cells in the site where the antigen was
deposited, it was observed that this response was specific of the crystal protein
and did not persist at the 24 and 48 h, which indicates that aparently it is not a
delayed hipersensibility reaction.



INTRODUCCION

Una de las estrategias que se siguen para el desarrollo de vacunas en humanos
y animales es el uso de sustancias adyuvantes para mejorar la respuesta inmune a
antigenos no inmunogénicos.

Los adyuvantes de vacunas se pueden definir como compuestos que actian
inespecificamente al aumentar la respuesta especifica de un antigeno de poca o
ninguna inmunogenicidad. El modo de accion sobre las celulas del sistema
inmunolégico varia entre las diferentes sustancias y para otras es todavia un misterio
{Warren y Chedid. 1988). Se han encontrado diferentes tipos de productos de diversos
origenes, que tienen actividad inmunomoduladora, algunos son de origen mineral
como los compuestos de aluminio, estimuladores de la respuesta humoral vy
ampliamente usados en vacunas en humanos pero no siempre eficaces {Danveporr y col,,
1968). Otros adyuvantes son mediadores enddgenos del hospedero, como interleucina-
1 (IL-1) e interleucina-2 (IL-2) (Nunberg v col.1989, Staruch y Wood, 1983). También se han
utilizado moléculas que actuan como acarreadores de el antigeno, tales como los
liposomas, los cuales son vesiculas compuestas de fosfolipidos y colesterol y tienden a
activar la respuesta inmune celular hacia un antigeno (A4#lison y Gregoriadis, 1974).

Los adyuvantes deben de presentar las siguientes caracteristicas para el
antigeno: estimular la produccion de anticuerpos isoprotectivos del tipo 1gG2a en el
ratéon e IgG1 en primates . los del tipo IgE deben de ser evitados, aunque pueden
confribuir a la proteccion contra algunos parasitos, deben de estimular la inmunidad
mediada por células, como: activacidon de linfocitos T cooperadores, linfocifos T
citotoxicos y macréfagos y estimular la produccién de citoquinas tales como Interferon-
y, Interleucina 1 y 2 y factor estimulante de la colonia de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF). Dentro de los efectos indeseables para un adyuvante, encontramos que no
deben de producir reaccion en el sitio de la inyeccion, ser pirogénicos, o inducir artritis
(altison y Byars, 1991).

Se ha reportado que. algunos microorganismos, particularmente bacterias y/o
moleculas derivadas, son potentes estimuladoras de la inmunidad humoral y celular. El
Lipopolisacarido ( LPS ), derivado de la pared celular de bacterias gram negativas;
muramil dipéptido ( MDP ) y dimicolato de threalosa ( TDM ) procedentes de la pared
celular de micobacterias son tres excelentes ejemplos de sustancias adyuvantes, los
que tienen la desventaja de ser altamente toxicos en sus formas crudas para ser
usados en humanos ( Barren v Chedid, 1988).

Bacillus thuringiensis, es un bacilo, esporurado, que produce diversos tipos
de toxinas y enzimas (referido por Lambert y Peferoen, 1992), la bacteria se caracteriza
primeramente por producir un cristal parasporal o é-endotoxina de naturaleza proteica,
cuya principal actividad biologica es la toxicidad hacia diferentes ordenes de insectos



susceptibles, plagas agricolas y vectores de enfermedades en el humano (Hofte y
Whiteley. 1989).

Los cristales proteicos, pueden estar formados de una 0 varias proteinas cristal
insecticidas (PCl), cuya caracteristica principal en el control biolégico es que son
selectivas, atoxicas para mamiferos, lo que los hace seguros y generalmente no
ocasionan resistencia (4ronson y col., 1986).

En base a la comparacidn de las secuencias de aminoacidos de las diferentes
proteinas del cristal y al espectro de actividad, fueron inicialmente establecidos seis
grupos téxicos en relacidon con sus insectos blancos (Kafie y Whiteley, 1989; Feitelson v col.
71992), sin embargo, recientemente Lorence y Quintero, hicieron una revision de las
proteinas Cryy Cyt producidas por B.t. {Lorence-Quifiones y Quintero-Ramirez., 1966), €N donde
se reconocen 15 grupos y un numero indeterminado de proteinas no clasificadas
ademas de las proteinas Cyt, de igual manera, la lista de estas toxinas es tambien
reportada en internet (Crickmore, 1966) la cual se basa exclusivamente en la similitud de [a
secuencia de los aminoacidos y no en el aspecto toxico (tabla #3). Una de las
caracteristicas de estas toxinas, es la especificidad gue presentan, dependiente de la
presencia de receptores especificos (Vadlamudi y col., 1993) en la membrana del intestino
medio del insecto susceptible y cuya afinidad de union esta correlacionada con Ia
toxicidad (Vun Riey: col. 1990).

Otras actividades biologicas han sido encontradas para estas toxinas, como son:
incremento en la respuesta inmune humoral (Prasad y Shetna, 1975); actividad antitumoral
(Prasad y Shetna, 1976 : Rodrigue=-Padilla, 1996) sinergismo, al incrementar la actividad de
drogas antitumorales (1okovamay coi, 1991) y la activacion de macrofagos peritoneales
murino, con la produccion de Oxido Nitrico y TNF-a (Gémez-Fiores y col., 1997).

Dentro de las exoenzimas y exotoxinas producidas por la bacteria, encontramas
una fosfolipasa C, exoenzima, la cual estimula linfocitos T  (7aguchi y col, 1980). La p-
exotoxina, también conocida como factor mosca o thuringiesina, es un nucledtido
toxico producido por algunos aislados, que interfiere con la sintesis de DNA de
vertebrados e invertebrados, es de efectos teratogénicos, y su ausencia en cualquier
formutacion con la d—endotoxina es un requisito. Recientemente, fue reportado un
meétodo sencillo para su deteccion (drevalo y Galdn-Wong, 1994).

El propdsito del presente trabajo fue evaluar el posible efecto adyuvante de los
cristales y las proteinas (protoxina y toxina) de B.t. GM-1 sobre la respuesta inmune
humoral esto es, incremento en los niveles de anticuerpos hacia un antigeno
(incremento en el numero de C.F.P. anti-E.C.) y sobre la respuesta inmune celular,
esto es, produccion de una reaccion de hipersensibilidad retardada en ratones Balb/c,
ya que actualmente no se cuenta con una sustancias que resulte sin efectos téxicos a
adversos en humanos, que estimule la respuesta especifica a antigenos no
inmunogénicos, ©0 gque active cualguier mecanismo citotdoxicos especificos de
antigenos tumorales o parasitos intracelulares.



ANTECEDENTES

Debido a que las actuales estrategias de vacunacidn obtienen por
tecnologia de ingenieria genética, antigenos recombinantes (Amon y Horwitz,
1992) que resultan ser de poca inmunocgenicidad, el uso de adyuvantes es una
alternativa para producir una respuesta abundante y protectora. Para algunos
patégenos, la inmunidad mediada por células resultaria mejor que una
inmunidad humoral, para otros, una proteccion local a nivel de mucosa puede
ser mejor que una inmunidad sistemica (Lise y Audibert, 1989), por lo que es
importante lograr el tipo de respuesta adecuada para cada microorganismo.

Existen una amplia variedad de sustancias, de diversos origenes, que
tienen la propiedad de estimular el sistema inmune, las gue han podido
agruparse de acuerdo a su origen €n no bacterianos, mediadores del
hospedero y bacterianos y (Warren y Chedid, 1988).

ADYUVANTES NO BACTERIANOS

Algunos compuestos de aluminio, el adyuvante incompleio de Freund y
los liposomas son algunos tipos de adyuvantes importanies de este grupo.

LOS COMPUESTOS DE ALUMINIO.

Las sales de aluminio { Sulfato de Aluminio, Hidréxido de Aluminio y
Fosfato de Aluminio) son utilizadas para precipitar o absorber antigenos y
particulas virales, lo que forma una vacuna (Edelfman, 1980). Los adyuvantes
de aluminio incrementan los anticuerpos al antigeno, pero, la inmunidad celular
es poca o deficiente. esto hace que la potencia de la vacuna dependa de la
capacidad inmunogénica del antigeno (Bomford, 1984). Un ejemplo donde un
adyuvante de aluminio funciona como incrementador de la respuesta de
anticuerpos, es con la toxina diftérica (Glenny y col., 1926), sin embargo, en
1968, Davenport y col., encontraron que antigenos purificados del virus de la
influenza absorbidos con fosfato de aluminio fue incapaz de funcionar como una
vacuna en humanos. Otra desventaja de los compuestas de aluminio, es la
inestabilidad de las formulas vacunales al ser liofilizadas, necesitando
refrigeracion para su transporte (Warren y Chedid, 1988 ).

EL ADYUVANTE INCOMPLETO DE FREUND ( AIF )

El AlF, consiste de una emulsion de agua y aceite mineral mas el
antigeno. El agente emulsionante puede ser Lanolina o Arlacel A y a diferencia
del adyuvante completo de Freund, carece de micobacterias (Bach, 1984). La
emuision afecta [a manera en que el antfgend es presentado a las células del
sistema inmune, ya que forma un deposito en ei sitio de la inyeccion, 10 que trae



una lenta y continua liberacion del antigeno (Hebert, 1968). El AlF, ha sido
exitosamente usado en veterinaria con antigencs virales (Edelman, 1980); no
obstante, su uso en humanos no esta autorizado, ya que se ha encontrado que
las emulsiones de aceite producen granulomas locales (Ogunuki y col., 1966),
ademas, de que se ha observado que pueden favorecer el desarrollo de
tumores en ratones (Murray y col., 1972).

LOS LIPOSOMAS

Son vesiculas artificiales compuestas de bicapas de fosfolipidos vy
colesterol, las que pueden ser unilamelares, multilamelares y de diferentes
tamafios. Cuando las vesiculas se forman, cualquier soluto soluble en agua
quedara atrapado en el espacio acuosos interliposomal, compuestos
liposclubles van a ser incorporados en la membrana lipidica. Cualesquier
sustancia con determinada solubilidad, carga elécirica, tamafo u otras
caracteristicas estructurales, puede ser incorporada en los liposomas sin afectar
su formacion (Gregoriadis, 1985; 1990). Debido a su naturaleza hidrofobica son
buenos candidatos como adyuvantes (Warren y Chedid, 1988), dependiendo
ésta, del numero de capas, carga, compaosicion, método de preparacion asi
come la ruta de inoculacion (Alison y Gregonadis, 1974; Gregoradis, 1976;
Heath y col., 1976; Tyrrell y col., 1976; Kramp y col., 1982; Shek y col.,, 1983;
Van Rooijen y col., 1983).

Un antigeno que es atrapado en un liposoma estimula la inmunidad
humoral, debido en gran parte gue el sistema funciona como un deposito ( al
igual que los compuestos de aluminio y las emulsiones de aceite) que esta
supliendo constantemente al macréfago de antigeno libre o atrapado
(Gregonadis, 1990). La inmunogenicidad de un antigeno libre o atrapado puede
ser drasticamente mejorada en algunos casos a fravés de la administracion de
liposomas junto con otros adyuvantes (Manabe y col, 1989). Asi, una
formulaciéon vacunal para mejorar la respuesta a un antigeno recombinante (
R32 tet32 ) del esporozoito de PFlasmodium falciparum fue desarrollada,
encontrando que la mejor respuesta se obtuvo con el antigeno atrapado en
liposomas conteniendo lipido A y absarbido a aluminio (Richards y cof., 1988).

Una gran cantidad de antigenos de diversos origenes han sido atrapados
en los liposomas con el objeto de mejorar su inmunogenicidad (Gregonadis,
7990). .

COMPLEJOS INMUNQOESTIMULANTES (ISCOM)

Morein, y col. en 1984, describieron un complejo inmunoestimulante
llamado "ISCOM" en el cual proteinas de la membrana viral son presentadas en
una forma multimérica a las células inmunocompetentes. La matriz del iscom es
el glicosido Quil A, extraido de la corteza de del arbol de Molina, Quillgja



saponaria. Las saponinas forman micelas a una concentracion critica de 0.03%,
teniendo una region hidrofdbica accesible que interactua con las proteinas de
membrana (Morein y col, 1987 ). Las proteinas de membrana de algun tipo de
virus envuelto incorporadas en iscom, resultan altamente inmunogénicas e
inducen una respuesta de anticuerpos aun a proteinas consideradas pobres
inmunogenicamente (Osterhaus y col., 1985; Lovgren y Morein, 1997).

ADYUVANTES SINTETICOS

Una formulacién adyuvante sintética ( SAF-1 ) fue desarrollada por
Allison y Byars en 1986, la cual consiste de un analogo sintético atéxico del
muramildipéptido en una emulsion de escualeno-polimero plurénico L-121. La
funcion dei andlogo del muramildipéptido es inducir la expresion de genes del
complejo de histocompatibilidad; las microesferas de escualeno, sirven para
concentrar el antigeno en la superficie y el polimero L-121, el cual presenta una
regién hidrofébica, que interactua con el escualeno y dos regiones hidrofilicas
que sirven para estabilizar la proteina antigénica (Aflison y Byars, 1990, 1991).

SAF-1 ha sido utilizado exitosamente con diferentes tipos de antigenos
virales y de tumor en animales experimentales y sus propiedades han sido
comparadas con otros tipos de adyuvantes (Kenney y col., 1989; Allison y
Byars, 1990) resuitando una sustancia sintética prometedora en el desarrollo de
vacunas.

ADYUVANTES MEDIADORES DEL HOSPEDERO

Se han descrito dos moléculas endogenas que presentan actividad
adyuvante cuando se administran con el antigeno. Estas son la Interleucina-1
IL-1 ) y la Interleucina-2 ( IL-2 ). Se pueden producir grandes cantidades de
estas dos moléculas, ya que la clonacién de sus genes (Lomedico, y col., 1984,
Taniguchi y col., 1984) lo permite. En 1983, Staruch y Wood demostraron que la
IL-1 incrementd " in vivo " la respuesta secundaria de anticuerpos en ratones a
un antigeno proteico. Por ofro lado, en 1989, Nunberg y col. encontraron que la
administracion sistemica diaria de IL-2 junto con virus inactivados de la rabia
puede incrementar la potencia de la vacuna en ratones singénicos al menos 25
veces, sugiriendo que la |IL-2 actua incrementando [a respuesta inmune celular
a la vacuna. A pesar de estas propiedades adyuvantes reportadas para la IL-1
y la IL-2, en 1988, Warren y Chedid citaron que la IL1 purificada recombinante
induce fiebre y mediadores de la inflamacion, 1o que hace a la molécula tdxica
para ser usada como adyuvante en humanos.

ADYUVANTES BACTERIANOS

Exotoxinas, endotoxinas, asi como moléculas estructurales de la pared
celular de diferentes especies de bacterias, son potentes sustancias que activan
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la respuesta inmune celular, ademas de incrementar los niveles de anticuerpos
especificos del antigeno.

EL ADYUVANTE COMPLETO DE FREUND

E! adyuvante completo de Freund ( ACF ), fue desarrollada en 1937. Es
el adyuvante mas potente conocido, esta formulado igual que el ALF., pero
ademas contiene micobacterias muertas suspendidas en la emulsién. Este
adyuvante es excelente para estimular la respuesta celular (Warren y Chedid,
1988) y a! igual que el AlF, es muy toxico para su usoc en humanos, debido a
que los componentes micobacteriales inducen reacciones de hipersensibiiidad
retardada o granulomas (Male y col., 1987), sin olvidar los posibles efectos no
deseados de los aceites (Allison y Byars, 1990).

Dos moléculas de la pared celular de micobacterias son las responsables
de modular la respuesta inmune. Una de ellas es el derivado de peptidoglicano
conocido como " factor cuerda " o dimicolato de threalosa, aislado por Ellouz y
col.,, en 1974, En 1977, Saito y col., demostraron que el factor cuerda
incrementa la funcién fagocitica de las células del sistema reticuloendotelial en
ratones. La otra molécula es el muramildipeptido { MDP ) o N-acetilmuramil - L -
alanil - D - isoglutamina. Cuande los MDP's son administrados con un antigeno
purificado de un agente infeccioso, aumentan la respuesta de anticuerpos al
antigeno, asi como a una amplia variedad de péptidos sintéticos (McLaughiin y
col., 1980).

EL LIPOPOLISACARIDO O ENDOTOXINA BACTERIANA

Los lipopolisacaridos ( LPS ), de bacterias gram negativas, son
moléculas-anfipaticas polianiénicas, con actividad adyuvante para la inmunidad
humoral y celular (Johnson y col., 1956, Ohta y col., 1982). Si se administran
con el antigeno producen una respuesta especifica, si son administrados solos
producen una respuesta policlonal (Seppala y Makela, 1984). El principal
problema de usar LPS como adyuvante en vacunas humanas, es su toxicidad,
aun en pequenas cantidades. La remocién quimica de un grupo fosfato de la
porcién lipidica, resutia en una molécula de monosfosforil lipido A, la cual
retiene la actividad adyuvante pero es menos toxica, como se observd en
embriones de pollo (Ribi y col., 1984). Chiller y col. en 1973, habian sugerido
gue el lipido A es la molécula responsable de la actividad adyuvante del LPS.

Diversos mecanismos de accion contribuyen probablemente a la
actividad del LPS, ya sea que actlie como mitdgeno policlonal de linfocitos B
independientemente de la actividad de células T (Gery y col,, 1972), a nivel de
macréfagos favoreciendo la presentacion del ‘antigeno (Ziegler, y col., 1984) o



en otras células, donde promueve la secrecion de Interleucina 1 (Sfaruch y
Wood, 1983).

Bacillus thuringiensis (B.t) es una bacteria con actividad bio-
insecticida en una proteina cristalina que produce durante su ciclo de vida.
Este cristal intracelular varia en forma, bipiramidal, (Negamatsu y col., 1984),
tnangular, (Rodrigues-Padilla y Col 1990); rectangular, (Galdn-Wong y col 1990);
irregular, (Ohba y Azawa, 1989); redondos, (Orduz, ¥ col. 1992), factor que no influye
en su espectro toxico (Lilley y col.. Haider y Mahmood, 1990); rango de hospedero
(Hofie y col 1988); y especificidad hacia las diferentes especies de insectos
blancos (Juquet v col . 1987).

Los genes de las toxinas del cristal parasporal son codificados en
grandes megaplasmidos (Lereclus v col, 1982) Y una misma cepa puede tener
mas de una toxina en su cristal, con un rango de hospedero para mas de un
orden de insecto (Yamamoro y McLaughlin 19881; Cheuny Hammock 1985). ®

LA CLASIFICACION DE B.t.

En 1962, de Barjac y Boneffoi establecieron un sistema de clasificacién
para diferentes especies de bacilos entomopatégenos productores de cristal
en base a la reaccion de los antigenos flagelares (*“H”), describiendo 6 grupos
serologicos pertenecientes a la especie de B.f.. Actualmente, éste es el
sistema oficial de clasificacidn manejado por el Instituto Pasteur de Paris,
Francia (Lecader. 199+4), que agrupa a 50 grupos serolégicos con 63
serovariedades diferentes (Thiery y Frachon, 1996) (tabla #1).

Otros sistemas de clasificacion han sido propuestos de igual manera
que el de Barjac y Bonnefei. En 1965, Norris y Burges proponen que la
comparacian entre {as caracteristicas bioquimicas, el patrén electroforético de
esterasas asi como el estudio serologico de los antigenos “H” pudieran llevar
a un mejor conocimiento, distribucion y epidemiologia (epizotias) de la
bacteria, sin embargo, los autores no pudieron diferenciar los grupos
serolégicos galleria y aizawai en base al patron de esterasa. De igual manera,
en 1990, deBarnac y Frachon demuestran que no existe correlacion entre los
grupos serologicos y las caracteristicas bioguimicas, por lo que muchas
serovariedades no pueden ser distinguidas en base a este caracter. En 1982
Sekijima y Ono, proponen gque los antigenos somaticos termoestables ("O")
pudieran ser usados como parametros para agrupar las especies de B.L.
Usando la técnica de aglutinacion en tubo de células vegetativas, agruparon
12 grupos serolégicos “H' en 13 grupos serologico “O", no pudiendo
establecer diferencia entre las vanedades kurstaki, gallenae y aizawai, asi
como alesti y darmstadiensis que pertenegen a diferentes serotipos “H". En
1984, de Lucca describe un método para agrupar 28 serovariedades de B.t.
en base a la reactividad con 12 diferentes lectinas de origen vegetal y animal.



El estudio demuestra que 10 de las 28 serovariedades fueron individualizadas
por su habilidad para aglutinar con las diferentes lectinas, lo indica una
limitante del método en establecer un sistema clarc en la clasificacion de la
bacteria.

Publicaciones recientes sobre la identificacion y clasificacion de B.t. en
base a los antigenos flagelares “H" han sido reportadas. En 1989, Ohba vy
Aizawa reportaron 2 nuevas serovariedades pertenecientes al  grupo
serologico 3, por lo que los subfactores antigénicos para alesti y kurstaki (de
Barjac y Frachon [994) cambiaron, las dos nuevas serovariedades son toxicas
para tres especies de lepiddpteros y no para mosquitos y mosca doméstica y
fueron identificadas por sus antigenos “H” como 3a:3d sub-especie
sumiyoshiensis y 3a:3d:3e sub-especie fukuokaensis. En 1990, Rodriguez-
Padilla y col. describieron la variedad neoieonensis como el serotipo H-24, la
primera cepa internacional reportada en México la cual se caracteriza por
presentar un cristal inusual de forma triangular y que actuaimente esta
clasificada como H24a:24b (Lecader, 1994). En 1992, Orduz y col. reportan un
nuevo serotipo de B.t. aislado en Colombia correspondiente al antigeno H-30
y nombrado como la variedad medellin. En 1994, Juarez-Perez vy col.
reportaron el serotipo H-32 aislado de muestras de suelo de Cameroon.
Ultimamente, en 1994, Lee y col. describieron las variedades coranensis (H-
25); leesis (H-33), y konkukian (H-34) todas en base a sus antigenos
flagelares. El método utilizado en la identificacion y clasificacion en base a
estos antigenos "H" fue recientemente publicado (Rodriguez-Padilla y col., 1996),
comao un método sencillo, sensible, barato y reproducible en la clasificacion de
la bacteria.

LA PURIFICACION DE LOS CRISTALES (S-ENDOTOXINA) DE B.t.

B.t. es un bacilo, gram (+), esporulado, flagelado, descrito por Berliner en
1911. La bacteria de distribucidon mundial, es un habitante natural del suelo y
de ambientes relacionado con insectarios (Dulmage y Aizawa, 1982 ), donde la
bacteria persiste a las condiciones adversas del medio ambiente por largos
periodos de tiempo en forma de espora. Cuando las esporas germinan se
produce células vegetativas que por divisibn celular se multiplican,
restaurando su ciclo de vida y si las condiciones del microambiente le son
desfavorables se sintetiza nuevamente la espora dentro de un saco o
esporangio. La bacteria se separd del genero Bacillus cereus, porgue al
mismo tiempo que se produce la espora, un nimero limitado de proteinas que
se cristalizan en posicién parasporal aparecen, las que se liberan al medio
ambiente junto con la espora cuando la pared celular se degrada. Si estos
cristales toxicos son ingeridos por las larvas de un insecto susceptible, le
producen la muerte.



El disponer de preparaciones de cristales libres de espora ha
favarecido el conocimiento de las unidades de proteinas que los compoenen,
la secuenciacion de aminoacidos, asi como la clonacion y manipulacién de
genes para la produccidn de proteinas quimeras y plantas transgénicas mas
resistentes a las plagas, cuyaproduccion en el campo esta siendo llevada a
cabo en paises industrializados (Fox, 1995).

Han sido reportados diversos métodos de purificacion de cristales,
todos ellos encaminados primeramente en conocer las diferentes PCI que los
forman.Un método sencillo, rapido, de bajo costo, que permite la purificacion
de grandes volimenes de cristales, es el fermado por un sistema acuso
bifasico a base de polietilenglico-fosfatos, método que tiene su origen en el
frabajo de Sacks y Alderton de 1961, el que fue utllizado para separar ias
esporas de diversas especies de bacilos de las células vegetativas y restos
celulares. El sistema utiliza polietilenglicol 4000 en una solucidn compuesta de
dos sales de fosfato de potasio. La fase superior es de palietilenglicol, el cual
concentra las esporas y la fase inferior es de fosfatos, el que concentra en la
interfase las celulas vegetativas y restos celulares.

En 1966, Pendieton y Morrison, describieron un sistema acuso de dos
fases con tetracloruro de carbono como la fase organica, para separar los
cristales de las esporas de B.[.. El método tiene el inconveniente de que se
debe de reducir la carga de esporas presente en el complejo por flotacién,
antes de (a separacion en el sistema organico. Un afo después, en 1967,
Goodman y col. describieron un sistema acuoso bifasico polimero-polimero a
base de polietilenglicol 6000 y Dextran sulfato de sodio 500, este sistema
rinde hasta 250 mg de cristales con una pureza del 99.94% a partir de una
pasta humeda de 10 g del complejo, con un rendimiento del 2.5 %.

Recientemente, en 1994, Guereca y col. describieron las
caracteristicas de un sistema acuso bifasico sal-polimero a base de
polietilenglicol y sales de fosfato de potasio dibasica y monobdsica en relacién
3:1, que permiten la separacion de esporas y cristales de B.t. HD-1y otras 9
cepas, reportando un rendimiento del 42% de cristales puros, en donde las
condiciones de centrifugacion son criticas en la particién. La pureza de los
cristales obtenida es de casi un 100%, la cual se juzgé ademas, por el patron
electroforético de las proteinas del cristal de las diferentes cepas utilizadas en
el estudio.

Otros métodos de purificacion, en base a la formacion de gradientes de
centrifugacion han sido descritos. En 1972, Fast reporta un procedimiento en
base a la formacion de gradientes de centrifugacion con cloruro de cesio
(CsCl). En 1975, Sharpe y col., describen otro método de centrifugacion el
cual utiliza gradientes lineales de 1.0 a 1.4 g/cm® de renografin-agua. Sin
embargo, en ambas técnicas el rendimiento que se obtiene de cristales puros



es bajo y el volumen de muestra que se procesa €3 minimo, ademas [a
agregacion de esporas y crisfales es un problema que siempre se presento en
ambos métodos.

En 1978, Ang y Nickerson, describieron un metodo de centrifugacion
para la purificacion de los cristales de B.t. var. thuringiensis y kurstaki HD-1
por gradientes zonales de Bromuro de sodio (NaBr). Este método permite la
purificacion de grandes volumenes de muestra, con un rendimiento de entre
un 15% a un 20% de cristales puros.

En 1989, Zhu y col., utilizaron gradientes Ludox de centrifugacion para
la purificacion de los cristales de 4 cepas de B.{.. Los gradientes se forman
con dos concentraciones diferentes de silica gel y de 2 a 5 ml de extracto
crudo de esporas y cristales. Las muestra son agitadas vigorosamente varias
veces para producir espuma y permitir la eliminacion de un exceso de espora
por flotacién. El meétodo permitié la separacion de los cristales “‘conteniendo
menos del 1% de esporas y de entre 5 a 10 mg de cristales puros se
obtuvieron a partir de 100 ml de cultivo. La pureza se demostrd también, por
electrofaresis en geles de poliacrilamida.

En 1980, Rao y Shethna describieron un método de alto rendimiento
que permite la purificacion de los cristales por sedimentacion, con una pureza
de un 83% a un 99% y entre un 5% a un 60 % de rendimiento en [a
recuperacion, dependiendo de la variedad de B.t. en el proceso. El método se
fundamenta en la propiedad que tienen los cristales de agregarse en soluciéon
acuosa bajo condiciones controladas de salinidad.

Una técnica que utiliza cromatografia en columna ha sido utilizada en la
purificacion a pesar de la naturaleza cristalina de la é-endotoxina. En 1994,
Murly y col. describieron una técnica rapida y sencilla para separar 10s
cristales de las esporas y restos celulares de B.t. var. kurstaki y yunnanensis.
El método utilizé una columna con una matriz de intercambio iénico de
Carboxi Metil-Celulosa la cual retiene los cristales. El metodo permite obtener
cristales con una pureza superior al 98% , la cual se juzgd por microscopia y
electroforesis en geles de poliacrilamida. El rendimiento en la recuperacion de
los cristales varid entre un 14% a un 25% para cada una de las cepas
respectivamente.

De todas las técnicas descritas anteriormente, la que resulte mejor va a ser la
que mejor se adapte a las condiciones y necesidades del laboratorio asi
como de la pureza y cantidad de cristales requeridos para la investigacion que
se este desarroliando
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Tabla# 1

CLASIFICACION DE CEPAS DE Bacillus thuringiensis DE ACUERDO

AL SEROTIPO FLAGELAR *“H”
(1. Thiery y E. Frachon, 1996)

ANTIGENO PRIMERA MENCION Y/0O PRIMERA DESCRIPCION
FLAGELAR SERQVARIEDAD CODIGO VALIDA

| thuringiensis THU Berliner, 1915 | Heimpel & Angus, 1958

2 fimtimus FIN Heimpel & Angus, 1958

3a 3¢ alests ALE Toumanofl & Vago, 1951 . Heimpel & Angus, {958
3a.3b, 3¢ Aurstaki KLR de Barjac & Lemille 970

3a.3d st oshiensis SUM Ohba & Aizawa, 19389

3a,3d, 3e Srknokaensis FUK Ohba & A1zawa, 1989

4a,4b S0HA 50T Ishwwata, 1905 . Heumpet & Angus, 1958

dadc Aummae KEN Bonnefor & de Barjac, 1963

3a3b galleriae GAL Shuetsova, 1959 | de Barjac & Bonnefor, 1962
5a5c canadensis CAN de Banjae & Bonneloy, 1972

6 entomocidis ENT Heimpel & Angus, 1958

7 atzanar AlZ Bonnzio1 & de Barjac, 1963

8a.8b morrisoni MOR Bonnefor & de Barjac, | 963

8a 3¢ osrrimae OST Gaixin Ketian, Minghua & Xingmin. 1975

Bb,2d nigeriensts NIG Weiser and Prasertphon, 1984

9 tolvworth TOL Norris, 1964 | de Barjac & Bonnefor, 1968

10a,10B darmstadiensis DAR Krieg, de Barjac & Bonnefoi, 1968

1Ca,l0¢ fondrina LON Arantes y col (no publicado)

Ia, b toumanoffi TOU Krieg 1969

(lz, He Syushuenses KYUu Ohba and Aizawa, 1979

12 thompsom THO de Barjac & Thompson, (970

13 pokistans PAK de Barjac, Cosmac Dumanoir, Shaik & Viviani, 1977
14 1seaeliensis ISR de Barjac, 1978

15 dakata DAK De Lucca, Simonson & Larson, 1979

16 ndiana IND De Lucca, Simonson & Larson, 1979

17 loliokuensis TOH Ohba, Ajzawa & Shimizu, 1981

182, 18b Kuniamotoensis KUM Ohba, Ono, Aizawa & lwanami, 1981

18a, 18¢ \ 0500 YQs Lee H H (no publicado)

19 1ochigiensts TOC Ohba, Ono, Aizawa & |wanami, 1981

200, 206 \UIRORENSLS YUN Wan-Yu. Q1-Fang, Xve-Ping & You-Wes, 1979
20a, 20¢ pundicheriensis PON Rajagopalan el al (no publicado)

21 colmer: CcOoL De Lucea, Palmgren & de Barjac, 1984

22 shandongiensis SHA Ying, Jie & Xichang, 1986

23 Japonensis JAP Ohba & Atzawa, )986

243, 24b neoleonensts NEO Rodnguez-Padillay col , 1988

24a, 24c novosibirsk NOV Burtseva, Kalmikova y col., (no publicado)

25 COreangusts COR LeeH H elatl., 1994

26 silo SIL de Barjac & Lecadet (no publicado)

27 mexicanens:s MEX Rodniguez-Padilla & Galan-Wong, 1988 (no publicado)
28a, 28b monterrey MON Rodrguez-Padilla & Galan-Wong, 1938 (no publicado)
28a, 28¢ segathesan JEG Lee L H (no publicado)

29 amagiensts AMA Ohba (no publicado)

30 medelitn MED Orduz, Rojas, Comea, Mantaya y de Barjac. 1992
31 roguchim TOG Hodirev (no publicado)

32 cameroun CAM Jacquemard, 1990, Juarez-Perez el al.,(no publicado)
33 feests LEE LeeH H etal, 1994

34 konkukian KON LeeH H elal, 1994

33 seoullensis SEO Shim {no publicado)

36 malay siensis MAL Ho (no publicade)

37 andatousiensis AND Santiago-Alvarez y col. (no publicado)

38 oswaldocrics oswW Rabinovitch y col (no publicado)

39 brasiliens:s BRA Rabmnoviteh ¢ col {ne publicado)

40 huazhongensts HUA Yu Zinw (no publicado)

4] saoncheon SO0 Lee H H (no publicada)

42 nnghongieases N Rong Sen Li (no publicado)

43 gunangiensis GUl Rong Sen L (no publicado)

44 higo HIG Ohba (no publicado)

45 raskildiensis ROS Hinnnschen & Hansen (no publicado)

46 champaists CHA Champaisang, 1994
47 wrapisiostensis WRA Lone, 1995

43 balearica BAL Inarte Garcia, 1995

49 muu MUJ Park, 1995

50 VAITENSLS NAV Inarte Garcia, 1995
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LAS PROTEINAS DEL CRISTAL DE B.t..

Diversas soluciones para la solubilizacion de ios cristales han sido
descritas, todas ellas con el mismo principio, que simula a las condiciones de
pH alcalino que ocurren en el intestino medio de las larvas de insecto.

Debido al gran numero de aislados descritos (tabla #1) y al hecho de
que todos ellos son cristaliferos, diferentes variantes en ias soluciones de
solubilizacion se han reportado, ya que un método puede ser efectivo para
los cristales de una cepa pero inefectivo con los de otra ( 4ronson, 1995 ).

La solubilizacion de los cristales liberan una protoxina, esta es una
proteina que varia de tamano dependiendo de la especie de B.f. de que se
trate (tabla #2). La inmediata digestion de la protoxina por una enzima
(simulando las condiciones del intestino del insecto) genera una o mas
proteinas de un peso molecular menor. La enzima mas utilizada in vitro en la
transformacion de la protoxina a toxina es la Tripsina, recientemente, una
molécula con una gran similitud con esta ha sido aislada del intestino medio
de larvas de insecto (Milne y Kaplan. 1993), las proteasas de los jugos intestinales
de larvas de insectos son también utilizadas en la solubilizacion y digestién
(Tojoy aizawa, 1983).

En 1979, Bulla y col. utilizaron una solucion alcalina de NaOH 1N, pH
12, por 5 horas, para la solubilizacion de los cristales de B.t. var. kurstaki (
cepa aislada de Dipel), determinaron el pesa molecular por cromatografia de
filtracion con Sephadex G-100 y SDS-PAGE y concluyeron que los cristales
estan compuestos por una toxina de 68 kDa daltones, con actividad para
M.sexta. Sin embargo, en 1981, Yamamoto y MclLauglhin, aislaron por
cromatografia en columna con Sephacryl S-300 dos proteinas (toxinas) de
B.t. kurstaki HD-1. Los cristales fueron solubilizados con una solucién de
NaOH pH10 y B-mercaptoetanol al 2% como agente reductor, estimaron por
SDS-PAGE el peso molecular de las dos proteinas P; y P, como de 135 kDa y
65 kDa respectivamente. P, retuvo la toxicidad hacia larvas T. ni y P, fué
toxica ademas para larvas del sequndo instar de Aedes taeniorhynchus.

En 1983, Tojo y Aizawa, Utilizaron un sistema daoble alcalino, para la
solubilizacion de tos cristales de HD-1 var. kurstaki. El sistema consistio
primeramente de una solucion de Glicina-NaOH 0.1 M pH10.2, 10 mM de
ditiotreitol; las proteinas solubles fueron precipitadas con acido acético 2 M. a
un pH 4.5. La resolubilizacion del precipitado fue llevado a cabo en una
solucion de Carbonato-NaOH 0.1 M., pH10.2, con proteasas del intestino de
B. mon. Este sistema generé una proteina toxica de 59 kDa y otra proteina
de menor peso sin efecto sobre B.mori , encontraron también una proteina de
120 kDa antes de el tratamiento enzimatico que retiene su toxicidad para las
larvas del gusano de seda.
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Nagamatsu y col., en 1984, abtuvieron una solubilizacion completa de
los cristales de B.t. var. dendrolimus cuando estos fueron calentados a
ebullicién por 2 minutos en una solucion 64 mM. de Tris-HCI pH 6.7, 1% SDS,
0.5% de ditiotritol. El sistema generd una protoxina con un Mr. de 145 kDa
con toxicidad para B. mori.

Debido a que no todos los cristales son totalmente solubilizados bajo
los protocolos antes mencionados, quizas porgue algun factor intrinseco a la
misma naturaleza de las proteinas cristalinas pudiera estar involucrado en la
solubilidad. A este respecto, en 1995, Aronson encontrg suficiente evidencia
que le sugirid que en la composicidn de las proteinas del cristal de B.t. aizawai
HD133, hay un factor que afecta la solubilidad y toxicidad, HD-133 produce
inclusiones cristalinas que contienen tres diferentes protoxinas, CrylA(b),
CrylC y CrylD. Con experimentos de transformacion con los genes que
codifican para estas proteinas, demostré que la presencia del gen crylA(b)
como parte de el grupo de proteinas que componen HD-133, favorece la
solubilidad y toxicidad y su ausencia favorece la resistencia a la solubilizacion.

LA ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS CRISTAL DE B.t.

En 1989, Bietlot y col. describieron un protocolo, con el cual obtuvieron
el fragmento toxico (toxina) directamente de los cristales purificados de B.L
var. kurstaki HD-73. Encontraron en geles de poliacrilamida una sola proteina
(banda) de 66 kDa bajo condiciones reductoras y no reductoras, después de
que los cristales fueron tratados en una solucién de Caps 0.1M pH 10.5, con
img/ml de Tripsina Pancreatica Bovina tratada con  TPCK
(tosilfenilalanilciorometano). La proteina solubilizada fue dializada utilizando
un poro de exclusion de 50 kDa, para eliminar las proteinas de menor tamafio.
Determinaron la estructura secundaria de la toxina de 66 kDa por
Espectroscopia de Raman, encontrando que esta farmada por un 20% de
proteinas a-helices, un 35% de proteinas -plegadas y un 45 % de proteinas
desordenadas.

Choma T.C. y col. en 1980, Utilizaron el mismo sistema de
solubilizacion y digestion con Tripsina que Bietlot y col. para determinar la
estructura de la protoxina y toxina de B.t var. kurstaki HD-73. Mediante
condiciones reductoras con p-mercaptoetanol. encontraron que cuando la
protoxina de 130 kDa es digerida con Tripsina se degrada la region carboxilo
terminal, generandose 7 cortes que producen pequerios péptidos de 10 kDa, y
finalmente se obtiene una toxina de 67 kDa que corresponde a la region
amino terminal de la protoxina y es resistente a protedlisis adicional con
Tripsina. Esta toxina fue cortada con papaina en dos fragmentos, uno de de
34.5 kDa aminoterminal que corresponde " a la regidn conservada de la
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molécula y otro de 32.3 kDa carboxilo terminal que corresponde a la region
hipervariable.

En 1991, Convents y col. determinaron que el fragmento toxico de la
toxina CrylC esta compuesto por dos dominios estructurales que
corresponden a la fraccidon aminoterminal de la proteina

Recientemente, en 1995, Grochulski y col. reportaron la estructura
tridimensional de la proteina de 65 kDa. CrylA(a) de B.f. kurstaki HD-1. La
proteina globular esta formada de 3 dominios. El dominio |, comprende los
residuos de aa. 33 al 2563 y esta formado por 8 a-hélices; el dominio I,
comprende los residuos de aa. 265 al 461 y esta formado de 3 laminas B-
plegadas antiparalelas y 2 a-hélices cortas, los residuos 365 al 371 de este
dominio forman un “afillo” el cual es altamente flexible y pudiera ser el
responsable de la union al receptor ; el dominio lll, comprende los residuos
de aa. 463 hasta el 609 y esta formado por 2 laminas antiparalelas [-
sandwich altamente retorcidas con una lamina adicional B-plegada externa
formada por los residuos de aa. 254 a el 264. La proteina contiene 16 puentes
de sal entre aa. cuya funcién probablemente sea la de proteger la toxina
durante la solubifizacidén y activacion en el intestino de el insecto. A pH
alcalino, los residuos de aspartato y glutamato, se cargan negativamente; los
de arginina y lisina, positivamente y los de histidina, se mantienen sin carga;
esto trae como consecuencia que la mayor parte de la proteina tiene una
carga positiva, aungue parte del dominio | es parcialmente negativo. Esta
carga eléctrica basica de (a toxina juega un papel importante en la unién con
el receptor. Los autores también reportaron que en sistemas artificiales de
membrana, la toxina es capaz de formar poros o ¢canales cationicos selectivos,
pero de una manera diferente a como o hace Cry llIA.

En 1986, Herrnstadt y col., de Mycogen Co. de San Diego California,
E.U.A. aislaron una cepa de B.t. tOxica para larvas del escarabajo colorado de
la papa y otras especies de Coledpteros. Los cristales de forma rectangular,
producen una toxina de 64,000 daitones cuando son tratados directamente en
condiciones alcalinas con SDS y no se genera ningun fragmento téxico de
menor peso molecular cuando esfa proteina solubilizada es tratada con
diferentes enzimas. Por otro lado, no se encontré ninguna relacién antigénica
se encontrd entre esta proteina y las de HD-1 y HD-73 las cuales son toxicas
para Lepiddpteros.

Han sido reportado otros aislados toxicos para Coledpteros ademas de
la variedad san diego, los cuales producen una &-endotoxina con peso
molecular similar (tabla # 2) . En 1991, Liy col. determinaron ia estructura
atbmica de la toxina CrylllA de B.L var. ftenebrionis especifica para
Coledpteros (fig. # 1). Encontraron que la toxina esta formada de tres
dominios que son determinantes en la actividad biologica de la molécula y
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constituyen parte de la base de su funcién insecticida. Cuatro puentes de sal
. entre cada uno de los tres dominios estan involucrados en /a solubilidad de los
cristales a pH alcalino. La activacion proteolitica de la protoxina por las
proteasas intestinales de las larvas del insecto remueven 50 aa. de la porcion
amino terminal, permitiendo una region conservada carboxilo terminal. El
dominio Il estd compuesto por las laminas B-plegadas 1, 2 y 3, las que
pudieran estar involucrados en la union de la toxina al receptor. Al dominio Il
se le ha relacionado en la estabilidad estructural y la integridad de la toxina.
En el dominio |, las a-hélices del son las responsables de la formacién de
poros en la superficie de la membrana, esto ultimo es confirmado por Gazit y
Shai, en 1993 y 1995, quienes encontraron que la region o-5 del bloque |
corresponde a una regién conservada de 23 aa. Ademas sugieren, que a-5
tiene una localizacion transmembranal por lo que es la responsable de formar
el poro en la membrana del epitelio del insecto y el segmento a—7 es un
segmento gue inicia la union del dominio | en la membrana.

Fig # 1. Estructura atomica de la toxina de B.lL var.
terebnonis, CrylllA.

Dorueio 1. amino termina), de 290 aa. compuesto de 7 a-
he «ces

Docwnio 1. del 291 al 500 aa. compuesto de 3 B-plegadas
anbparalelas. Conectores 1. Il y Il

Dominio ). carboxilo terminal, del 501 al 644 aa. es un
“sandwich” de 2 B-plegadas antiparalelas

Recientemente. en1996, Wu y Dean encontraron que tres conectores
o plegamiento (I, li, lil) en el dominio |l son las estructuras involucradas en la
union de la toxina al receptor, ademas el tercer conector pudiera estar
involucrado en la insercién de las proteinas de la toxina en la bicapa lipidica
de la membrana, en el epitelio del intestino del insecto,
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ACTIVIDADES TOXICAS Y EL MODO DE ACCION DE LAS &
ENDOTOXINAS DE B.t.

Las toxinas que producen las diversas variedades de B.f. varian en
tamafo (27-140 kDa), afinidad y especificidad. Seis grupos toxicos fueron
establecidos en base a los genes que producen las toxinas, con relacion a su
insecto bianco para los tres ordenes de insectos susceptibles: lepiddpteros,
dipteros y coledpteros, ademas de huevecillos de nematodos (tabla # 2). Sin
embargo, ofras actividades tbxicas para invertebrados has sido reportadas
ademas de las consideradas anteriormente (Lorence y Quintero, 1996), A este
respecto, en 1985, el trabajo de Bottjer y col. confirmé que los cristales de B.¢.
var. israeliensis (Bli) y kurstaki afect6 la viabilidad de los huevecillos del
nematodo Trichostrongylus colubriformis y no observaron efecto tdxico en
larvas del 3er. instar y adultos. Este mismo ano, Bone y col. encontraron que
la actividad toxica de Bfi sobre los huevos de T.colubriformis se encuentra en
un precipitado insoluble de los cristales solubilizados a pH de 10.5. Un ano
después, los mismos autores encuentraron que una proteina de los cristales
solubilizados de Bti con un Mr. de 1510 daltones, es la responsable de la
actividad ovicida sobre nematodos, ademas esta actividad toxica se ve
incrementada cuando los cristales son tratados con 10 pg de Tripsina por 72
horas a 37°C (Borne y Botyjer, 1988). En 1989, Meadows y col. reportaron que los
huevecillos y larvas del nematodo Trichostrongylus colubriformis son
susceptibles a un LD,, de 0.21 yg/ml de toxina de B.t var. morisoni, no
determinando el tamafno de la proteina responsable de esta toxicidad.

Por otro lado, en 1992, Drummond y col. reportaron en un ensayo
pretiminar la actividad toxica de diversas cepas de B.t. sobre adultos del piojo
de las ovejas Damalinia ovis (Phthiraptera:Mallophaga). Encontraron que 8
cepas de la variedad kurstaki y una de |a variedad thuringiensis resultaron ser
altamente téxicas (>75%) incluyendo un aislado nativo el cual causo 97+3%
de mortalidad ¢on una LC, de 0.13 mg.

Recientemente, en 1994, Hodgman y col. encontraron que los cristales
purificados de B.t. libres de B-exotoxina fueron toxicos a una concentracion de
10 pg/ml, para larvas de Musca domestica, siendo el primer reporte de la
actividad toxica de la $-endotoxina hacia mosca domestica.

Estos reportes incrementan el potencial biotecnolbgico y desarrollo de
B.t. el cual pudiera estar encaminado a la busqueda de nuevos aislados con
nuevos espectros de toxicidad o actividad biolégica o bien el mejoramiento por
ingenieria genética de las toxinas ya existentes que pudieran ampliar el rango
de insectos susceptibles.
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El conocimiento de la estructura molecular de las toxinas y sus
receptores en la célula epitelial del intestino del insecto ayudara a entender
porque hay proteinas atoxicas (Ohba y Aizawa 1985,1988; Rodrigue=-Padilla y col.. 1990,
Galan-Wong v col., 1990) contra algunas de las especies de insectos que ya han
sido reportadas como blanco; también en el mejoramiento de la toxicidad y
espectro toxico de las toxinas ya existentes, ademas, ayudara posiblemente a
entender los mecanismos de susceptibilidad y resistencia que desarrollen
algunos insectos contra las diferentes toxinas reportadas.

EL. RECEPTOR EN LA MEMBRANA EPITELIAL Y EL MODO DE ACCION
DE LA TOXINA.

Cuando una larva de insecto susceptible ingiere los cristales
Lepidoptero-especifico CrylA, estos se solubilizan en el pH alcalino del
intestino. Esto trae como consecuencia la liberacion de una protoxina, la cual
es inmediatamente activada por proteasas intestinales en una toxina, que se
va a unir sobre un receptor especifica en la superficie de las células epiteliales
del intestino medio (Van Rie 1990), los sintomas de intoxicacién son observados
aproximadamente a los 30 minutos después de la ingestion, estos incluyen:
un cese en la alimentacion, paralisis del intestino, vémito, diarreas, faita de
movimiento y finalmente la muerte de la larva (Himeno, 1987). La interaccién
toxina-receptor produce la formacion de poros en la membrana celular
mediante la insercion de parte de la toxina en la bicapa lipidica (Prince, 1990),
Este poro pude ser selectivo para aniones y cationes (Himeno, 1987, Knowles y col,
1989), lo que trae como consecuencia desestabilizacidn del balance osmotico y
la lisis celular (Mathavan y col. 1989). Los cambios ultraestructurales que ocurren
durante la intoxicacion incluyen; hinchamiento de células columnares,
desintegracion de microvellosidades apicales, deformacion del plegamiento
basal y finalmente, las células globo inducen alargamiento de la cavidad
global y del interespacio del plegamiento basal. (Himeno 1987).

Diversos estudios de la interaccion de la §—-endotoxina con las células
del intestino de diferentes especies de larvas de insectos, de importancia
agricola se han realizado, entre los que encontramas el realizado en 1987, por
Jaguet y col. quienes reportaron que Heliothis virescens fué mas susceptible
a los cristales purificados de B.t. kenyae y B.t. kurstaki que a los cristales de
B.t. mormsoni, danmstadiensis e israeliensis. Posteriormente en 1988,
Hofmann y col. reportaron que la inferaccidn de [a §-endotoxina recombinante
y nativa de diferentes especies de B.f. con la membrana del intestino de P.
brassicae y M. sexta requiere de la presencia de sitios de unidn de alta
afinidad y que esta interaccion pudiera estar involucrada en la toxicidad de
B.t. con sus insectos blances. En 1989, Van Rie y Col. reportaron que las
toxinas recombinantes de tres variedades de B.L, fueron altamente toxicas
para M. sexta y no para H. virescens, encontrando evidencia suficiente de
que la toxicidad en el insecto susceptible es determinada por sitios de union
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de alta afinidad en la membrana de las células epiteliales del intestino y que la
diferencia en el espectro insecticida con respecto a H. virecens es también
determinada por la afinidad de unién de la toxina con los sitios en (a
membrana celular.

En 1990, Wolfersberger reporto la presencia de sitios de union de alta
afinidad en vesiculas de membrana del intestino de Lymantria dispar con las
toxinas de B.i. HD-73, cry I1A(c) y HD-19, crylA(b). en donde HD-19 fue 400
veces mas toxica que HD-73. Por estudios de competencia entre ambas
toxinas se demostro que HD-73 fue 10 veces mas afin en la union a las
vesiculas, no existiendo una correlacion entre la afinidad de unién y la
toxicidad. En cambid, Van Rie y col., en 1990, reportaron por experimentos de
union a membrana y toxicidad, que tres diferentes PCl's lepidoptero-
especificas, Cry IA(a), CrylC y CrylE presentaron diferentes patrones de
toxicidad contra M.sexta, S. littoralis y H.virescens, existiendo una correlacion
entre la toxicidad y la union de los PCl's a sitios de alta afinidad en las
vesiculas' de membrana de cada especie. Los autores sugieren, que la
presencia de diferentes receptores en la membrana epitelial de las diferentes
especies de insectos, determinan la especificidad de los PCl's. Esta idea fue
apoyada por Oddou, y col, en 1991, quienes aislaron, identificaron y
caracterizaron parcialmente tres proteinas receptoras (glicoproteinas) de el
intestino de H.virescens que especificamente se unen a tres diferentes PCl's
de B.f. Las toxinas CrylA(a) y CrylA(b) de Bt. kurstaki HD-1 se unen a una
misma proteina de 170 kDa. La toxina CrylA(c) de B.t. HD-73 se une a dos
proteinas receptor, una de 120 kDa y otra de 140 kDa.

En 1995, Cowles y col. demostraron por experimentos en monocapa
(“overlay”) que proteinas de 170, 140, 120, 90, 75, 60 y 50 kDa. del intestino
de H.virescens se unen a la toxina de CrylA(c) y por union a fase soélida,
demostraron, que un grupo de estas proteinas contiene proteinas de union de
alta afinidad con la toxina. E! receptor de 120 kDa. de H. virescens, fue
recientemente clonado. Este receptor es altamente especifico para la toxina
CrylA(c) y presenta alta homologia con los receptores aminopeptisa N de
procariotes y eucariotes (Gifl y col, 1995). En 1993, Denolof y ¢ol. reportaron que
existe una correlacion entre la union de los PCl's CrylA(b), CrylA(c), CrylD,
CrylE con su receptor y la toxicidad. Demostraron la presencia de dos
diferentes receptores en el intestino medio del insecto Ostrinia nubilalis, y por
estudios de competencia encontraron que hay diferencias en la afinidad de
estas toxinas por los diferentes receptores y su toxicidad.

En 1991, Ge y col. reportaron que la especificidad de la é-endotoxina
puede ser determinada por factores extrinsecos, tales como, el pH del
intestino de el insecto, proteasas, receptores y factores intrinsecos como, la
estructura de la toxina, dominios funcionales, dominios de uniéon y dominios
citoliticos dentro de la regidn toxica de la profeina. Reportaron, la localizacion
de los dominios que confieren la especificidad a la toxina de CrylA{c) para

18



H.virescens y T.ni, PCl que resulta ser 10 veces mas idxica para estos
insectos, que CrylA(b). Tres dominios estan involucrados en la especificidad
hacia H. virescens, uno comprende los residuos de aa 335-450, asociados
con la actividad téxica; otro comprende los residuos de aa. 335-615 los que
son requeridos en la especificidad, y uno mas, que comprende los residuos
450-612, involucrados también en la especificidad.

En 1992, Lee y col. determinaron que la especificidad de la toxina
CrylA(a) que se une a las vesiculas de membrana, en el receptor de B. mori,
esta determinada por un grupo de residuos de aa., del 332 al 450, que
incluyen la porcidn aminoterminal de la regién hipervariable de la proteina.

En 1994, Estrada y Ferre reportaron que las toxinas CrylA (a,b y ¢)
fueron 10 veces mas toxicas contra larvas neonatas de Trichoplusia ni, que
las toxinas CrylB y CrylD, las cuales mostraron baja susceptibilidad.
Demostraron una correlacién entre la toxicidad y la unidn de los PCl’s en el
epitelio del intestino de | insecto, encontrando ademas, que CrylA(b) vy
CrylA(c) tienen alta afinidad por el mismo sitio de unién en las vesiculas de
membrana, mientras que CrylA(a), se une a un sitio diferente. Por otro lado,
indujeron resistencia especifica en larvas de T.ni a la toxina de CrylA(b).

Se ha encontrado evidencia suficiente de que el receptor que
interacciona con la toxina en la superficie de la membrana del insecto tiene
residuos de carbohidratos (Knowles y col. 1994). Recientemente, Knight y col.
(1994,1995), reportaron y posteriormente clonaron la glicoproteina receptor
para CrylA(c) en la membrana de Manduca sexta, como una metaloproteasa
con actividad de aminopeptidasa N. Esta misma glicoproteina fue aislada e
identificada en 1994, por Sangadala y col. de la membrana del intestino medio
de M. sexia. como una proteina de 120 KDa. Esta proteina difiere en tamario
de una proteina de 210 KDa reportada en 1993, por Vadlamudi-R K. y col. y
en 1994, por Mantinez-Ramirez y col. aislada de intestino medio de M. sexta
la cual se une a la toxina CrylA. Estudios in vifro tambiéh han mostrado, que
en el escarabajo Tenibrio molitor, la toxina del cristal de B.f. CrylllA se une a
una proteina receptora de 144 KDa ( Beifiore, 1994 ).

19



Tabla #2

Genes y Proteinas del Cristal Insecticida de Bacillus thuringiensis
(Adaptado de Hofte y Whiteley 1989 y Feitelson y col., 1992 )

Tipo de gene o Sub-especie y/o Hospedero N° de Masa molecular
Proteina cepa aminoacidos en de la proteina
{a proteina (Protoxina)
crylA(a) kurstaki HD-1 Lepidoptero 1,176 133.2
dlizawal
sotto
entomocidus
crylA(b) berliner 1715 Lepiddptero 1.155 131.0
kurstaki HD-1
aizawai IPL-7
kurstaki NRD-12
aizawai [C-1
crylA(c) kurstaki HD-73 Lepidaptero 1,178 133.3
crylB thuringiensis HD-2 Lepidoptero 1,207 138.0
entomacidus HD-110
crylC entomocidus 601 Lepidoptero 1,189 1348
aizawai HD-137
entomocidus HD-110
crylD aizawai HD-68 Lepidoptero 1,165 132.5
CrylE Lepiddptero 133.2
CrylF Lepidoptero +133.6
CrylG Lepiddptero 130.0
cryllA kurstaki HD-263 Lepiddptero/Diptero 633 70.9
kurstaki HD-1
cryliB kurstaki HD-1 Lepidoptero 633 70.8
crylllA san diego Coleéptero 644 731
tenebrionis
EG2158
CrylliB Coledptero 74.3
Cryllic Colet6ptero 129.4
CrylllD Coledptero 73.0
cry(VA israeliensis Diptero 1,180 1344
crylVB israeliensis Diptero 1,136 127.8
crylVC israeliensis Diptero 675 77.8
crylVD israeliensis Diptero 643 724
CryV Lepidoptero/Coleoptero 81.2
CryVA(a) Nematodos
CryVA(b) Nematodos
CryVIA Nematodos
CryVIB Nematodos
cytA israeliensis Diptero/Citotoxica 248 274
mortrisoni PG-14
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Tabla #

3

Nomenclatura Actual de las Proteinas del Cristal de Bacillus thuringiensis

Nomenclatura Nomenclatura Clave de Nomenclatura| Nomenclatura Clave de
Actual anterior acceso al Gen Actual anterior acceso al Gen

Bank Bank
[__CyiAa | CrylA@ | _Mii250_[ICyaC___JCnilD | X59797 |
Cry1Ab CryiA(b) [ " M13898__[JCryaA_~_ " ICrylVA _ """ [T ¥00423_" |
[ Cylac | 6&!7\@:1_1__@1_170_69___Ciyfg____ CyvB [ D X07423
T CyiAd [T CniAwW) [ T M73250__[[CbAa :f_qyyﬁ(_al ~ | Lofoes |
T CyiAe T[Ty [ Wess2 [leysab  TopVA®) | L0726
[~ CiyiBa T CryiB __ " _Xo6711_"fleysB_ " "~ "7 15725 |

Cry1Bb ET5 132020 Cry6A CryVIA L07022
[ __Coifc " Cyib) | _7Zabda2__|ICoeB__ICoNiB 7| 107024
| __CwiCa CyiC_ | X07518  ||Cry7Aa __ [CnllliC | M64478

CrylCb | CryIC(b) _T__ M97880 [[Cry7Ab  [Cylicb | U04367
F__(_Er_}ﬁﬁa__—r—_—c_rﬁﬁ__ X54160  [[Cy8A " [enylliE [ U04364 |
LI Gt D] N PRB | 2 222511 )|[CysB _[CnylliG [ 1 U04365 |
| CiyiEa [ Onie_ | - Xeases_[[cnBC__ JCnliE | Uo43e6 |
Cry1Eb CrylE(b) M73253 JICrysA — IemyG | X58120 |

T T CryiFa |« CyiF [ “Me3897 [lcndB  _ ICnyix [ D X75019
T CytFfb T [T PRAD | 722512 |[CysC [CyiH | 2 737527 |
T oe)Ga: X D1 1 PrA " T| Z22510 [lcysD  [Nfai T T D85560 |
T CryiGb | | | CwHZ “'"‘:‘;cmgﬁ' JCmyive T [ mi2662 |
[ CniHa _ | TPac " [ 722513 [iCy11A _ fCoylD | M31737
| Cnyidb _ J T " | U35780__[ICryi1B _  Jeg8O_ | O X86902 __
| Critla | CnyV_ | Xe2821_[[Cy12A CnpVvB- | 107027 |
| __Coytib.  f _ CnyVv | _MUO7842 l|Cryi3A _|GyvC | | L07023 |
[ _Cryle T ETA " | 132018 {{CyfdA fenVD" 11 13955
| Cnwb_ (| Uu31s27  LCryiSA 34kDaa | M76442
| __CmiK _L 28801 )ICryt6A _ _ jebn31 | 7 X94146_ _|
Gyl f CwE2 [ ___lCmyl7A __ [cbni2 L EHC)IN |
%__QQZA?_ " Cryia_~ | “m31783 JlCryt8A __ fCnyBP1 | O X99049 |

[ Cry2Ab | CriB | M23724  [ICytlAa  [CytA X03182
" Cn2Ac | cwiiC T [ D X57252  |[CytiAb [:Ytin """"""" X98793 |
| Cny3A | " CymiA [ m22a72 ficytiB 1 T U3719%6__

|~ Cry3Ba CrylliB X17123_ |[Cy2A " CyiB 214147
T Cry38b | CylliB2 | Ms9794” ||~~~ T T T

Neil Crickmore. Septiembre de 1996
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OTRAS ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE B.t.

Ademas de las actividades toxicas de las PCI'S para diferentes
ordenes de insectos, se han reportado efectos sobre la respuesta inmune
humoral, asi como toxicidad sobre células tumorales.

En 1975, Prasad y Shethna reportaron que los cristales de B.f. var
thuringiensis, incrementaron en ratas los niveles de anticuerpos en circulacion
contra eritrocitos de carnero (E.C.).Observaron que a una dosis de 2.5 mg/kg
de cristales administrados 24 horas después que el antigeno, los titulos de
anticuerpos hemaglutinantes y hemoliticos se incrementaron respectivamente,
hasta 10,240 y 12,760 unidades/m!. contra 320 y 1553 unidades/ml. en las
ratas controles no tratadas con los cristales. Los autores encontraron que el
incremento en la produccion de anticuerpos es de ambas clases de
inmunoglobulinas, IgM e IgG y ademas observaron que los anticuerpos de la
clase IgG tienen mayor capacidad hemolitica en las ratas tratadas con los
cristales que en los controles.

En 1976, Prasad y Shethna, mencionan que dentro de otras actividades
biolégicas de B.{ se encuentra la actividad antitumor contra Sarcoma Ascitico
de Yosida y Sarcoma de Yosida . Ellos encontraron que los cristales inhiben el
crecimiento de fumores avanzados y que ademas, inducen proteccion en los
animales tratados contra el nuevo reto de células tumorales, desarrollandose
una memoria inmunologica, De igual manera, la inmunidad hacia el tumor
pudo ser transferida adoptivamente en ratas singénicas normales a través de
el suero y linfocitos de ratas libres de tumor tratadas con los cristales. En una
previa publicacion de estos mismos autores, en 1975., reportaron que la
actividad antitumoral e insecticida de los cristales de B.t. var. thuringienisis
esta en una proteina obtenida por digestion alcalina con NaOH 1M por 15
horas. La proteina fué purificada por cromatografia de DEAE-Celulosa y
Shepadex G-200, determinandose un peso molecular de entre 13,000 y
13,300 daltones.

B.t. var. israeliensis (Bfi), produce diversas toxinas en sus cristales,
una de ellas, con un peso molecular de 25-27 kDa, mata mosquitos y moscas
negras. En 1983, Thomas y Ellar reportaron que los cristales solubilizados de
Bti a pH 10.5, generan una proteina de 28,000 daltones. El solubilizado tuvo
efecto citolitico y citopatico en diferentes lineas celulares de insectos dipteros
y lepiddpteros. Ellos también observaron, el efecto en fibroblastos de raton,
linfocitos primarios de cobayo y tres lineas celulares de carcinoma epiteleal de
raton. Ademas el solubilizado en alcali causo la hemolisis de eritrocitos de
diferentes especies incluyendo humanas. La muerte de ratones Balb/c fué
inducida con la administracion intravenosa de 15 a 30 ug de las proteinas
solubilizadas y no oralmente.
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En 1989, Knowles y col. determinaron que el efecto citolitico de la
toxina de 27 kDa de Bti ocurre a través de la formacion de canales en
bicapas lipidicas artificiales selectivas para cationes K' y Na', en un
mecanismo de lisis osmoética. Este mismo ano, Yokoyama y col. reportaron
que la proteina de Bti de 25 kDa inhibi6 el crecimiento in-vitro de células de
leucemia murina L1210 a una dosis de 0.9 pg/mi y cuando combinaron la
proteina, purificada por DEAE-celulosa, con bleomicina a una dosis no toxica
de 0.7ug/ml, el efecto citotoxico de |a bleomicina fue incrementado 6.4 veces,
un efecto menor se observo con el extracto crudo de la proteina solubilizada.
Posteriormente en 1991, encontraron que la proteina de 25 kDa de Bfi actoa
sinérgicamente potenciando el efecto téxico de la bleomicina en tumores
solidos in vivo en ratones. De las diferentes drogas probadas en combinacion
con fa toxina de B, contra diferentes linea tumorales, el efecto se observo en
la regresion del Carcinoma de Ehrlich al combinar 2.0 mg/kg/dia de
bleomicina y 0.3 mg/kg/dia de Bti. Un efecto similar se encontré al combinar
las mismas dosis de bleomicina y Bt/ contra el tumor B16.

Recientemente, en 1986, Rodriguez-Padilla encontro que una proteina
de 20 kDa. de los cristales de B.t. var. thuringrensis, tiene actividad cifotdxica
in vitro hacia 11 lineas de células tumorales humanas. Encontrd que la linea
mas sensible es un linfoma histiocitico U-237 (15 pg/mi), y la linea mas
resistente es un glioblastoma de 400 pug/ml. El mecanismo citotdxico sobre las
células tumorales no esta del todo claro, pero éste posiblemente ocurre por
lisis celular o Apoptosis (4ggarwal v Rodriguez Padilla, 1996). Recientemente, se ha
reportado que esta proteina es capaz de activar la produccién de Interferon-y
y oxido nitrico en macrofagos peritoneales de ratas (Gomez-Flores y col., 1997).

Diversas cepas de B.f, producen una exoenzima durante la fase
logaritmica de crecimiento con actividad sabre el fosfatidilinositol, fosfolipido
de membrana que sirve como ancla de algunas proteinas de membrana. En
1980, Taguchi y col.. aistaron y purificaron una fosfolipasa C de cultivos de
B.t. con una actividad de 312 U/ml y con un peso molecular aproximado de
23,000 daltones. Esta enzima hidroliza especificamente fosfatidilinositol,
produciendo mensajeros intracelulares que activan genes especificos.

En 1992, Sarafov y col. reportaron la fosfolipasa C de B.f kustaki
especifica de fosfatidilinositol (PIPLC) tiene efecto en células de carcinoma
espinocelular. Los autores encontraron hasta un 64% de inhibicion in vitro, de
el crecimiento de una linea celular de carcinoma Sofia IC, al cocultivar las
células con Q.11 U/ml. de PIPLC. El efecto fué observado al tercer dia de el
cultivo. Los resultados encontrados in vivo, con hamster fueron también
relevantes. Encontraron hasta un 29% de inhibicién de el crecimiento de el
tumor en animales que recibieron 4.9 U/PIPLT/kg., sin metastasis en higado y
bazo. Cabe destacar. que los autores observaron, que los animales que
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recibieron PIPLC, el tumor presentaba degeneracion vacuolar, regiones
necréticas y abundante infilirado de tejido linfoide, asi como un incremento de
las cuentas linfocitarias de sangre periférica de hasta un 78%.

Recientemente, Rahman y col. (1995), encontraron una nueva actividad
inmunomoduladora en la PIPLC de B.f, la cual promueve la generacion de
linfocitos T citotoxicos especificos de aloantigeno, en un cultivo mixto de
linfocitos. El mecanismo por el cual el PIPLC genera los linfocitos citotoxicos
posiblemente sea a través de la generacion de un segundo mensajero
intracelular del fosfatidilinositol que acelera el incremento del Ca® intracelufar.
o bien por la generacién de una sefial coestimulatoria que ceopera con una
senal mediada por la IL-2.
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HIPOTESIS

Los cristales purificados de Baciflus thuringiensis GM-1 var. aizawai incrementan
la respuesta inmune humoral contra eritrocitos de carnero (E.C.) y estimulan la

respuesta inmune celular.
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OBJETIVOS

1) Obtencién, purificacion y caracterizacién de los cristales de B.t. GM-1, asi
como las proteinas que los componen.

2) Medir el efecto de los cristales y sus proteinas sobre la respuesta inmune
humoral, enumerando células formadoras de placas hemoliticas contra
eritracitos de carnero (E.C.) en ratones Balb/c.

3) Determinar la clase y subclase de anticuerpos que se producen por la accion
de las proteinas del cristal de GM-1.

4) Medir el efecto de los cristales de GM-1 sobre la respuesta inmune celular,

induciendo una reaccion de hipersensibilidad en cojinete plantar de ratones
Balb/c.
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IMPORTANCIA

En nuestro pais, existen importantes problemas a resolver en el area de salud.
Enfermedades infecciosas en donde un agente etiologico esta involucrado,
afectan principaimente la poblacién socioecondémica media-baja y baja. De toda
esta gama de enfermedades, la tuberculosis, enfermedades diarréicas agudas,
fiebre de tifoidea, salmonelosis, shigelosis, paludismo, herpes, hepatitis A y
hepatitis B, HIV, asi comao cancer cérvico-uterino son algunos de los trastorno que
afectan la poblacion y que se caracterizan porque un microorganismo esta
involucrado.

Para combatir esta problematica, los ceniros de salud utilizan diferentes
aiternativas, como son la utilizaciéon de farmacos y vacunas como un mecanismo
de prevencion, la que resulta la mejor opcion, pero antes de que el individuo se
infecte.

Para el desarrollo de una vacuna se necesita algunas veces contar con una
sustancia adyuvante que estimule a el antigeno despertar la respuesta inmune
especifica local o sistémica que permita eliminar al microbio agente causal de la
enfermedad. Actualmente en el mundo no se cuenta con una sustancia adyuvanie
que estimule selectivamente la respuesta inmune celular y humoral y que ademas
no sea toxica en humanos al ser usada con la vacuna. Algunas foxinas
bacterianas que tiene este efecto como el LPS, y el MDP resultan ser toxicos y
pirogénicos, efectos adversos que no permiten su uso en humanos. El
conocimiento de la naturaleza atoxica de las proteinas (Cry) de los cristales de
Bacillus thunngtensis para mamiferos y el hombre y la importancia de poder
contar con un adyuvante que carezca de efectos toxicos caolaterales perjudiciales,
hacen de la §-endotoxina producida por esta bacteria un fuerte candidato, que
pudiera resultar ser una sustancia Util en el desarrollo de vacunas para ser usada
en humanos.

27



MATERIALES Y METODOS

. OBTENCION DE LA CEPA.

La cepa de Bacillus thuringiensis. GM-1 identificada como var. aizawai
serotipo H-7 (Lecadet, 1994) fue proporcionada de la colecciéon del Laboratorio
de Inmunologia y Virologia de la F.C.B., de la U AN.L..
La cepa singénica de ratones Balb/c fue obtenida del bioterio del Laboratorio
de Inmunologia y Virologia de fa F.C.B., de la U.AN.L..

ANTIGENOS.

e Eritrocitos de carnero ( SRBC ) al 20 % en solucién de
Alsever’s de 2 0 mas semanas de edad.

e Cristales completos de GM-1. Diferentes concentraciones.
(0.1 mg/kg, 1.0 mg/ka y 2.5 mg/kg).

e Proteina soluble de los cristales de GM-1. Diferentes
concentraciones (0.1 mg/kg, 1.0 mg/kg y 2.5 mg/kg).

« Proteinas digeridas con Tripsina (Tripsinadas) de GM-1,
Diferentes concentraciones (0.1 mg/kg, 1.0 mglkg y 2.5
mg/kg).

e Albumina sérica bovina (BSA).

» Lipopolisacarido de Salmonella thyphymutium (Sigma L7261)

ANTICUERPOS:

e Anticuerpo policlonal de congjo anti-Cry-IA(b) (obtenido a
partir de la fraccion tdxica recombinante de B.t var
thurningiensis).

s Aniicuerpo policlonal de conejo anti-CrylA(c) y anti-CryllIC
obtenidos a partir de la purificacién de las fracciones toxicas
en geles de poliacrilamida de las & endotoxinas de HD-73 y
GM-33 respectivamente.

¢ Anticuemo policlonal de conejo anti-Cryll|A obtenido a partir
de la purificacion de la fraccion téxica en geles de
poliacrilamida de la 8 endotoxina de B.L. var. tenebriones.

e Todos los anti-Cry fueron gentilmente proporcionados por el
laboratorio de Biologia Molecutar, F.C.B., U AN.L.

e El anticuerpo policlonal de conejo w-Opt fue obtenido a partir
de un péptido sintético de la proteina de 20 Kd de B.t. var
thuringiensis y proporcionado por el Or. B: Aggarwal.
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e Anticuerpos monoclonal de cabra anti-ratén: IgG1, IgG2a,
lgG2b, 1gG3, IgA e IgM, (Sigma Chemical Co. Kit 1ISO2 #
073H-4810).

o Conjugado anti-igG de conegjo -Fosfatasa Alcalina, y anti-lgG
de cabra-Fosfatasa Alcalina (Sigma Chemical Co. A8025 y
A7650 respectivamente).

4. PRODUCCION DE LOS CRISTALES.

Los cristales fueron producidos creciendo las bacterias en agar nutritivo en
botellas, con una superficie de 22 por 23 cm. a pH 7 e incubadas por 72 h. a 96 h.
a 30 °C. Se determin6 la presencia de esporas y cristales y escasas células
vegetativas, al tedir un frotis con cristal vicleta (ver apéndice) y su posterior
observacion al microscopio optico.

5. OBTENCION DE LOS CRISTALES.

El complejo de esporas y cristales crecidos en el agar nutritivo, fue
cosechado de acuerdo al metodo de Delafield y col., en 1968, de la siguiente
manera:

El crecimiento de cada botella fue obtenido con 50 mls. de una solucién de
lavado 1 M (ver apéndice). Los cristales y esporas ( }a muestra ), fueron lavados 2
veces con la misma solucion, una vez con solucién de lavado 0.1 M. y una vez
con Tritén X-100, 0.01%. y finalmente una vez con agua destilada estéril pH 7.

La pasta cremosa de cristales y esporas se mantuvo en un volumen
minimo de agua destilada estéril pH 7 hasta su purificacion. Esta muestra no se
debe de congelar ya que esto dificulta la purificacion, ademas, durante los
lavados, se centrifugé cada vez a 10,000 rpm/10 min a 4°C.

6. PURIFICACION DE LOS CRISTALES.

Los cristales fueron purificados en un sistema acuoso bifasico, en base a
los trabajos de Sacks y Alderton en 1961; Goodman y col. en 1967 y de Guereca
y col. en 1994 y adaptado en nuestro laboratorio de la siguiente manera:

11.18 gr. de polietilenglicol 3350 (PG) y 34.1 ml. de solucién de fosfatos
1M (ver apéndice} se agregaron en un tubo de centrifuga de 50 mils., el que se
agité vigorosamente para solubilizar el PG.,. Después que se formaron 2 fases,
se mezciaron 5 ml. de la muestra en el tubo y se centrifugé a 1060 rpm por 3 min.
Los cristales libres de esporas fueron concentrados en la interfase del sistema y
son cosechados cuidadosamente con una pipeta Pasteur. Se tifieron con cristal
violeta y se observé al microscopio dptice .Si persiste (a presencia de espora, el
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proceso se repite una vez mas o las que sean necesarios hasta no observar
esporas contaminantes. Los cristales son lavados 2 veces con agua destilada pH
7 esteril, centrifugando a 10,000 rpm por 10 min. Opcionalmente se hizo una
observacion de los cristales al microscopio electronico de barrido para confirmar
su pureza. Finalmente los cristaies fueron concentrados en un volumen minimo
de agua destilada estéril, liofilizados y congelados a - 20 °C hasta su uso.

6.1 PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA DE CRISTALES PARA
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.

Brevemente: Se colocé en una base de aluminio 0 porta muestra, una gota de
cristales purificados y una gota de fotoflo 200 Kodak como agente dispersante.
Esta muestra de dejo secar a temperatura ambiente, y fue después recubierta con
oro al 100% en un recubridor ionico Balzers SCD040. La muestra se observd en
un micrascopio electrénico de barrido Leica S440 a 10kv de energia.

7. SOLUBILIZACION DE LOS CRISTALES.

La solubilizacion de los cristales se hizo de acuerdo a Prasad y Shetna
1974, con una modificacién en los tiempos de hidrdlisis y a Nagamatsu y col.
1984, de la siguiente manera:

> Metodo I. (Prasad y Shetna)

De 1 a4 mg/ml. de cristales se disolvieron en 1 mi. de NaOH 0.01M.-Glicina 0.1M
pH10. Estos se agitaron con una barra magnética por 3 h.,

> Metodo Ii. (Prasad y Shetna)

De 1 a 4 mg/mil. de cristales se disolvieron en 1 ml. de NaOH 0.1M.-Glicina 0.1M
pH12. La suspension se agitd con una barra magnética por 5 h.

> Metodo Ill {(Nagamatsu y col.)

De 1 2 4 mg/ml. de cristales se disolvieron en 1 ml. de solucién de solubilizado
(N) (ver apendice). Los cristales fueron mezclados en un agitador mecanico (S/P
S8223-1) y después calentados en un bafo de agua a ebullicién por 3 min.

En los tres métodos, después de solubilizar, se eliminé el material no
disuelto por centrifugacion a 10,000 rpm por 20 min. Las proteinas en solucion
fueron dializadas contra 81 vol. de amortiguador de fosfatos 0.02 M, pH7.2, a 4°C.
y después fueron colectadas en volimenes de 1 ml., liofilizadas y congeladas a -
70°C hasta su uso.
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8. DIGESTION ENZIMATICA DE LA PROTEINA SOLUBILIZADA

A. La digestidn se llevod a cabo con Tripsina de acuerdo a Jaguet y col., 1987, de
la siguiente manera:1 mg. de Tripsina (Sigma Chemical Co. # T0646) se
disolvio en amortiguador PBS pH8.2. Enseguida, 1 mg de proteina
solubilizada por el método | fue digerida con 500 ug de Tripsina por %2 h.. La
proteina asi digerida , fue liofilizada y congelada a -70°C. hasta su uso,
la actividad de la Tripsina fue eliminada con PMSF a una concentracion final de
1mM (ver apéndice).

B. La digestion enzimatica con papaina se llevo a cabo de acuerdo a Choma y
col.,, 1990, de la siguiente manera:1 mg. de proteina solubilizada por el
metodo 1l se digirié con 200 pg. de papaina (Sigma P-3125). La mezcla se
incubo por 10 s. a temperatura ambiente e inmediatamente después la
actividad enzimatica se elimind con 100mM de EDTA de concentracion final. La
proteina asi digerida , fue liofilizada y congelada a -70°C. hasta su uso

9. DETERMINACION DE LA CONCENTRACICN DE PROTEINA.

Se realizo por el método de Lowry y col.,1951. Se preparé una linea de
regresion utilizando un estandar de BSA de 0.5 mg/ml de concentracion inicial. Al
mismo tiempo que se prepararon los estandares, se prepararon las muestras
problema, haciendo diluciones apropiadas de ambos, de tal manera que las
lecturas de absorvancia de los problemas caigan dentro de las lecturas de los
estandares y poder extrapolar en la linea de regresion, al momento de calcular la
concentracion de proteina desconocida para los problemas. El método se hizo con
el siguiente protocolo:

Tabla #4
Protocolo para la determinacion cuantitativa de proteinas por el método de
Lowry. Linea de regresion con un estandar de BSA de 0.5 mg/ml.

Tubo ml. de Std. ml. de H,O ml. de NaOH 1N. | Concentracion
en mg/ml.

1 - 0.5 0.5 -

2 0.1 0.4 0.5 . 0.05

3 0.2 0.3 0.5 0.1

4 0.3 0.2 0.5 0.15

5 0.4 0.1 0.5 0.2

8 0.5 - ; 05 25
Problema 0.5 m!. ?
dilucién apropiada
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Se calentaron todos los tubos a ebullicion por 5 minutos y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente. Después se le agregd a cada tubo 2.5 ml de reactivo C
(ver apéndice), se agitdé rapidamente, y se dejé reposar por 10 minutos,
posteriormente a cada tubo se le adiciond 0.5 mi. del reacfivo de Folin Ciocalteu
1N, agitandose rapidamente y se dejé reposar por %2 hora.

Todos los tubos se prepararon por duplicado, y se les determind la absorvancia
de luz visible a 750 nm. en un espectrofotometro Beckman DU 650.

10. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR.
SDS-PAGE

La determinacion del peso molecular de la(s) proteina (s) de los cristales,
se hizo por corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida con SDS, al
comparar con estandares de peso molecular conocidos, de acuerdo a Laemmeli
de 1970.

El criterio de seleccion de la matriz de poliacrilamida (% del gel) y los
volumenes de reactivos utilizados en la preparacion de los geles se hizo en base
alas tablas # 13 y # 14 (ver apéndice).

Brevemente: se preparo un gel concentrador al 4-5% y un separador al 12% o al
15%. Se colocaron entre 1 a 5 ug de proteina (concentracion final) en los carriles,
para posteriormente aplicar 20 mA de corriente constante, durante 2 horas. La
electroforesis se llevd a cabo en una camara Novex X Cell |l. Se utilizaron
marcadores de peso molecular conacido en el gel como controles. Al final del
corrimiento el gel se tifio con azul comassie por 1 hora y se destifio con solucién
para la decoloracion de geles # | por una hora y con la solucion # |l, foda Ja
noche (ver apéndice).

11. WESTERN BLOT (INMUNOELECTROTRANSFERENCIA)

Con el fin de caracterizar las proteinas del cristal de GM-1, se realizaron
pruebas de western blot para conocer la similitud y diferencia con las proteinas de
los cristales de otras variedades de B.L.. Para esto se utilizaron los anticuerpos
anti-CrylA(b); anti-CrylA(c), anti- CrylllA, anti-CryllIC y anti-a-Otp, bajo el
siguiente protocolo:

Se colocd el gel de poliacrilamida sobre una membrana de nitrocelulosa MNC
(Bio-Rad) , previamente lavada con solucion de transferencia (ver apéndice).
Ambos fueron protegidos por dos hojas de papel filtro de tamafio apropiado en
forma de “sandwich” y colocados dentro del cartucho de transferencia.

El cartucho, se introdujo en la camara de transferencia Novex X Cell i, la cual se
rellenéd con la solucion de transferencia y se aplicaron 100 mA. de corriente
constante toda la noche (14 horas). Se colocd la MNC en direccion hacia el

32



electrodo negativo (rojo), de no ser asi, la transferencia no se fleva a cabo en
direccion hacia la nitrocelulosa.

Después de finalizar la corrida, se obtuvo la MNC evitando tocarla con los dedos,
y se tifo con rojo Ponceau . Inmediatamente después, se lavo la membrana con
agua destilada hasta eliminar todo el colorante, para proceder a la
inmunodeteccion bajo el siguiente metodo:

Se lavé la membrana 2 veces con TBS-Tween20 0.05% (ver apéndice) por 10
min, posteriormente, se bloqueo la MNC 1 vez con TBS-Tween20 al 2% por 10
min, . El primer anticuerpo que se agregd a la MNC (anti-CrylA(b); Cry-1A(c);
CrylllA, CwylliIC y «-Otp). se incubd por 1 h. a temperatura ambiente, el
conjugado (anti-lgG de conejo-Fosfatasa Alcalina, diluido 1:10,000), se incubd por
1 hr., el substratc BCIP y NBT (Pierce Inmunopure 34071), se agregé e incubo
aproximadamente de 5 a 10 minutos hasta que se desarrollé un color azul
marron. Finalmente la reaccion enzima-substrato se detuvo con agua destilada.

12, DETERMINACION DE EL EFECTO DE LOS CRISTALES Y LAS
PROTEINAS EN LA INMUNIDAD HUMORAL.

10 Ratones Balb/c se inmunizaron con 0.2 ml. de E.C. al 20 %, por via
intraperitoneal ( IP ) al dia cero, 7 de los 10 ratones fueron inmunizados con los
cristales (los 3 restantes se usaron como control), lo mismo se hize con la
proteina solubilizada y las digeridas con tripsina a diferentes dosis y tiempas con
respecto a la administracion del antigeno, en base a la siguiente tabla:

Tabla #5
Esquema de inmunizacion de ratones Balb/c con los
cristales y las proteinas de GM-1

*DOSIS

«Tiempo
Dia

0.1 mg/kg

1.0 mg/kg

2.5 mg/kg

*Via

18

o

1P

23

8

0

<

"

-24

“%

-48

“

&

|

“

<t

* mgfkg de peso del raton
% Tiempo de admunistracion de los cristales con respecto al antigeno
% Via de tnmunizacion intraperitoneal (1 P.)

Se obtuvieron las células de bazo al quinte dia con respecto al antigeno, y se
determind el nimero de ceélulas formadoras de placas hemgliticas de acuerdo al
método de Jerne y Nordin de 1963, modificado por Cunningham y Szenberg en
1968.
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12.1 METODO DE CUNNINGHAM Y SZENBERG DE 1968.

Los 10 ratones inmunizados (7 tratados y 3 controles) fueron sacrificados y los
bazos de cada uno de ellos fueron obtenidos individual y asépticamente en
solucion de Hank's (ver apéndice). Las células de bazo fueron obtenidas al
transfundir estos con 5 0 6 ml. de solucion de Hank's utilizando aguja de 26 X V%",
las cuales fueron mantenidas todo el tiempo en un baro de hielo, lavadas una vez
con Hank's y concentradas al centrifugar suavemente a 1000 r.p.m. por 10 min.
Después, las células fueron suspendidas en un volumen de 2 a 3 ml. {solucién
madre), contadas en un hemacitdmetro, visualizando los nucleos al tefirlos con
una solucion de cristal violeta (ver apéndice). También se determiné la viabilidad
celular por el método de Azul Tripan ( Azul Tripan al 0.4% Sigma Chemical Co.
T8154). Las células linfoides de cada bazo fueron ajustadas a una concentracion
de 2X10° en 300ul de solucién de Hank's en un tubo de 13 x 50 estéril, se les
adicioné 120 ul de eritrocitos de carnero {antigenc) ajustados al 12-15% en
Hank's. y 120 ul de complemento de Cobayo absorbido con el antigeno, diluido
1:2. Inmediatamente después, las camaras de Cunninham (3 por cada
bazo/raton) fueron llenadas con 110 pul de la suspencion de células, antigeno y
complemento y selladas con parafina. Todas las camaras, se incuban a 37 °C/ 1
hora, para después enumerar visuaimente las placas hemoliticas. Las placas
dudosas, o con la presencia de antefactos, no se tomaron en cuenta.

12.2 AJUSTE DE LAS CELULAS FORMADORAS DE PLACA A UN
MILLON DE CELULAS DE BAZO.

1. Primero se calcula el niUmero de células en la camara, de la
siguiente manera :
A
v=(2)c
B

Endonde: Y= # de célufas en fa camara
A= # de células que se utilizan en el experimento
B= Volumen de solucién que contiene a las
células de bazo, E.C. y complemento + el
volumen de solucién que se agregd con las
células.
C= Volumen agregado a la camara.

2. Después se ajusta el # de C.F.P. contadas en la camara a
un millén de células de bazo, con fa siguiente formula :
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C F.P/10° Cel. Bazo = (%E—)Z

En donde: X=#C.F.P. contadas enla camara
Y=# de células en la camara
Z=10° células de bazo

12.3 TINCION DE LOS NUCLEO_S CON CRISTAL VIOLETAY
ENUMERACION EN LA CAMARA DE NEWBAUER.

Se hizo una dilucién 1:20 de las células de bazo en un tubo de 13x50 mm, Para
esto se agreggaron 190 pl. de cristal violeta (ver apéndice) y 10 pl. de la
suspencion madre de células de bazo. Esta suspencion se agité suavemente y se
dejoé reposar por 3-5 min. Después se colocd una alicuota en la camara de
Newbauer y se contaron las células en los cuadros de las esquinas, utilizando el
objetivo de 10X.

La cantidad total de céiulas por ml. se determina en base a la siguiente formula:

B z > S R
Célu!a%%b’or ml. = #total de células <4 x dilucién x 10* I

12.4 DETERMINAClON DE LA VIABILIDAD CELULAR POR EL
METODO  DE AZUL TRIPAN.

Para ilevar a cabo esta prueba, se colocaron en un tubo de 13 x 50, 50 ul de azul
tripan (Sigma Chemical Co. T8154) y 50 pl de una dilucién 1:10 de las células de
bazo (dilucion final de 1:20). Después de agitar suavemente la suspencién. Se
colocd una alicuota en la camara de Newbauer. Se contaron las células al
microscopio utilizando el objetivo de 10X, presentes en los cuadros de las
esquinas, cada uno contienen 16 cuadros que representan 0.1 mm®, Las células
vivas excluyen (no se colorean) el colorante, las células muertas tifien su nicieo
de azul marrdén. Se tuvo el cuidado de no dejar pasar mas de 10 min. en contar
las células, ya que el azul tripan en este tiempo tine células vivas y muerias.
Finalmente se determiné la viabilidad celular en base a la siguiente formula:

% de Viabilidad = Total de células vivas X ml
Total de células vivas y muertas X ml.

1%
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13. CULTIVO DE LAS 'CELULAS DE BAZO PARA LA OBTENCION Y
CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPQS PRODUCIDOS POR LAS

CELULAS PLASMATICAS.

Las células de los bazos no utilizadas para las pruebas de Cunninham fueron
transferidas asépticamente a botellas individuales de cultivo de células con RPMI,
adicionado con 8% de suero fetal bovino, a una densidad de 1 x 10° células x mis.
Agqui fueron cultivadas por 48 horas en una incubadora (Lab Line Imperial {l) a 37
°C, con una atmésfera del 5% de CO,y 10 libras/min de aire. Después de la
incubacion los sobrenadantes fueron cosechados a 3000 rpm por 15 min a 4°C.,
los cuales fueron concentrados por deshidratacion con azucar de cana granulado
a 4°C, hasia un volumen final aproximado de 3-5 ml. en una membrana de
dialisis de poro apropiado. Los sobrenadantes de los cultivos concentrados,
fueron después dializados contra 80 volimenes de PBS pH 7.2. a 4°C,
separados en volumenes de 0.5 ml. y congelados a -70°C hasta su uso.

13.1 ELISA INDIRECTO DEPENDIENTE DE ANTIGENO PARA LA
CAPTURA DECLASE.

Se cubrid una placa de 96 pozos (Costar, Vinilo 2596) con 100 ul. de una dilucion
1:80 de E.C. al 1.0%, en las siguientes coordenadas:
1. Para el tratamiento |, las repeticiones en las
columnas 1ala®, delasfilas AalaC.
2. Para ¢! tratamiento Il, las repeficiones en las
columnas7ala12ydelasfilas AalaC.
3. Para el tratamiento Ill, las repeticiones en las
columnas 1alabydelasfilasEalaG.
4. Las columnas 1 a la 12 de la fila D, se cubrieron con
100 ul. de gelatina (Sigma Chemical Co. G-7765)
con una concentracion de 0.1 mg/ml.

La placa, se incubd por 4 dias a 4°C, este tiempo de incubacién permitid una mejor
adhesion de los E.C. a la fase solida. Despugs, la placa se lavd 3 veces con 150l
de solucién de lavado (ver apéndice). Los sitios de adhesion no especificos fueron
bloqueados con 100 pl. de BSA al 1.5%, incubando por 2 h. a temperatura
ambiente, lavo 3 veces, se agregaron 100 ul. de los sobrenadantes del cultivo de
las células del bazo (anticuerpo secretado), bajo el siguiente protocolo:
e Para el fratamiento |, el sohrenadante de las
células estimuladas con las proteinas
tripsinadas de GM-1.
o Para el tratamiento ll, el sobrenadante de las
células estimuladas solo con el arsitigeno
(E.C.).
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¢ Para el tratamiento Ill, el sobrenadante de las
células de un ratén normal (no estimuladao).

La placa se incubd a 4°C, toda la noche, se lavé 3 veces y se agregaron 100 pl.
de fos diferentes anticuerpos de cabra, anti-ratén, (Sigma Chemicat Co. Kit 1ISO2,
073H-4810) diluides 1:1000, bajo el siguiente protocolo:
e lascolumnastiy7,delasflasAalaGyAa
la D, el anticuerpo anti- IgG1.
o lascolumnas2y 8 delasflasAalaGyAa
la D, el anticuerpo anti- IgG2a.
» Lascolumnas3y9 delasflasAalaGyAa
la D, el anticuerpo anti- IgG2b.
e« Lascolumnas4y 10, delasfilasAalaGyA
a la D, el anticuerpo anti-igG3.
e Lascolumnas5y 1t delasfilasAalaGyA
ala D, el anticuerpo anti-lgA.
e lascolumnas6y 12, delasfilasAalaGyA
ala D, el anticuerpo anti-lgM.

La placa se incubo por 1 h. a temperatura ambiente y se lavd 3 veces.
Posteriormente se agregaron 100 pl. del conjugado anti-IgG de Cabra -Fosfatasa
Alcalina (Sigma Chemical Co., A7650) diluido 1:30,000. La placa con el
conjugado se incubd a temperatura ambiente por 1 h. se lavé 3 veces.
Posteriormente se agregaron 100 pl. del substrato (a2 una concentracién de 2.0
mg/m! en solucién de substrato - ver apéndice -). Ademas, 100 pl. de substrato en
las coordenadas H 1-4 sirvieron como blanco para calibrar el espectrofotometro.
La placa se incubé a 30-37°C. por % hora en la obscuridad. Cuando se observo
un color amarilio verdoso se agregaron 50 ul. de NaOH 3N. para detener ia
reaccion enzimatica. Finalmente se determind la absorvancia a 405 nm en un
microlector de Elisa, Biotek Instrument EL 311.

14. ESTIMULACION DE LA INMUNIDAD CELULAR CON LAS PROTEINAS
DE GM-1. PRUEBA DE HIPERSENSIBILIDAD EN RATONES BALBI/C.

Los ratones (por triplicado para cada dosis) fueron sensibilizados en la base de la

cola utilizando diferentes dosis de las proteinas tripsinadas de GM-1 bajo el
siguiente protocolo:
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Tabla #6
Protocolo de sensibilizacion de ratones Balb/c con las proteinas tripsinadas
de GM-1 para la induccion de una reaccion de inflamacion.

Dosis de N° de Inyecciones Intervalo de entre
Sensibilizacion aplicadas cada inyeccién (dias)
cero cero cero
50 ug 1 cero
100 ug 2 7
150 pg 3 7
200 ug 2 7
300 ug 4 7
400 ug 4 7

Los ratones fueron retados al séptimo dia después de la ultima dosis de
sensibilizacién con 25 pg de proteina de GM-1 en 25 pul de solucion satina, en el
cojinete plantar de la pata derecha y sclamente con solucion salina (25 ul) en la
pata izquierda (contro) negativo). Un grupo de 5 ratones fueron retados con 25 pg
de BSA en 25 pi de solucion salina en vez de las proteinas de GM-1. La reaccion
de inflamacién fue medida con un Bernier a las 3, 24 y 48 horas despues del refo.

141 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LA(S)
POBLACIONE(S) CELULARE(S) INFILTRANTES EN LA
INFLAMACION.

Las Piezas de tejido (cojinete plantar) fueron fijadas en una solucion de PBS-
Formalina neutra al 10% por 6 a 12 horas. Las piezas se procesaron por
histologia (deshidratacion en diferentes alcoholes) y finalmente se incrustaron en
parafina. Posteriormente. se procesaron los cories al microtomo, de 6 a 8 um de
grosor los que fueron montados en un portaobjeto desgrasado. Los cortes se
tineron posteriormente con Hematoxilina y Eosina, para ser observados finalmente
al microscopio optico a baja y mediana resolucion.
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RESULTADOS

l. PURIFICACION DE LOS CRISTALES EN EL SISTEMA BIFASICO DE
POLIETILENGLICOL - FOSFATOS 1M

Se produjeron los cristales de B.t. GM-1 en agar nutritivo y después que fueron
purificados en el sistema bifasico fosfatos-P.G., se obtuvo un rendimiento proteico de
un 20% a un 35% (tabla # 7) con respecto al complejo de esporas y cristales. La pureza
de éstos se determind por examen de las muestras al microscopio optico (fig # 2),
microscopio electrénico de barrido (fig. # 3) y por analisis electroforético en geles de
poliacrilamida, encontrandose que los cristales producen aparentemente una sola
proteina (una banda) al ser solubilizados (fig. # 4, carriles 2, 6 y 7) con un Mr de 130
kDaa.

Fig. # 2. Fotomncrograﬁa de microscopio optico), tincién

simple con cristal violeta de B8.t. GM-1 mostrandos esporas y cristales
antes de su purificacion en-el sistema bifasico. Circulos=Cristales;
Cuadros=Esporas. 1000X.

Fi g # 3 Fotomucrograf’a de mlcroscoplo electrémco de bamdo de
B t. GM-1, mostrando los cnstales purificados libres de espora
después de pasar el complejo espora-cnstal por el sistema bifasico.
7000X.



Tabla #7

Rendimiento proteico obtenido de los cristales de GM-1 al ser purificados en el
sistema acuosos bifdsico de fosfatos-polietilenglicol.

Complejo Espora Cristal 2217 24.33 42,33
Cristales Puros 7.83 8.3 8.83
Rendimiento % 35.32 34.31 20.86

1l OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS DEL CRISTAL
DE Bacillus thuringiensis GM-1.

La solubllizacion de los cristales de GM-1 en NaOH-glicina a pH 10 por 3 h.,
generd una proteina con un Mr. de 98 kDa (Fig. # 4, carril # 3), en cambio, el
tratamiento. a pH 12 por 5 h, no produjo ninguna banda en ¢l gel de poliacrilamida (no
mostrado) después de haber llevado a cabo la electroforesis. El traiamiento enzimatico
con fripsina aplicado a la proteina solubilizada produjo una proteina principal con un
Mr de 62 kDa., y dos aparentes proteinas con un Mr de 64 y 59 kDa. (Fig. # 4, carril #
4).

Por otro lado, |a solubilizacion de los cristales con 64 mM de Tris-base generd
igualmente una proteina con un Mr. de 130 KDa. (Fig. # 4 carril # 6 y 7) y la digestion
de esta proteina con papaina produjo una proteina con un Mr. de 62 kDa (Fig. # 4
carriles 9 y 10).

El analisis antigénico de las proteinas del cristal reveld por Western Blot

reaccion cruzada con los anticuerpos CrylA(b) y CrylA(c) (fig. 5 y 6), y ninguna reaccion
se obtuvo con los anticuerpos CrylllA, CryllIC y aOtp (fig. 7, 8y 9).
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Fig. #4. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS al 12% de las Proteinas del
Cristal de GM-1 con diferentes tratamientos.

Carnl 1: marcadores de peso molecular. Carril 2. protoxina de GM-1 solubilizada con buffer
de muestra para electroforesis (ver apéndice). Carrl 3: proteina del cristal solubilizada con
NaOH 0 01M, pH10.2 Carril 4 Proteinas del Cristal solubilizadas con NaOH digeridas con
500 pg/mg de Tnpsina (Sigma Chemical Co. T-0646. Tripsina 1340 Unidades/mg;
Quimiotnpsina 3.5 Unidades/mg) Camil:5 y 8 BSA, Carril:6 y 7 Solubilizado de GM-1 Tris 64
mM , Carrl 9 y 10: Digestion de la proteina solubilzada con Tris 64 mM con Papaina
(relacion 5:1).

Fig. #5. Western Blot de las proteinas del cristal de GM-1 contra el
anticuerpo anti-CrylA(b).

Cariles: 1:GM-1/Solubilizado con Trsma base 64 mM, 2: GM-1
solubilizado con NaOH y digerido con 500 pg, de tripsina, 3: Cristal de
B.t. var thunngeensis, solubilizado en buffer de muestra para
electroforests (control (+)), 4 BSA (control (-)).
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Fig. #6. Westem Blot de las proteinas del cristal de GM-1 contra el
anticuerpo anti-CrylA(c).

Carriles. 1.GM-1/Solubilizado con Trisma base 64 mM, 21 GM-1
solubilizado con NaOH y digendo con 500 pg, de tripsina, 3: Cristal de
Bacilfus thunngiensis var. thunngiensis, solubilizado en buffer de muestra
para electroforesis (control (+)), 4.BSA (control (-)).

-

Fig. #7. Westem Blot de las p
anticuerpo anti-CrylllA.

Camiles" 1: BSA (control (-)); 2:B.t var. tenebrionis;; 3: GM-1/Solubilizado
con Tnsma base 64 mM; 4: GM-1 solubilizado con NaOH y digenido con
500 pg. de tripsina.

S - :
roteinas del cristal de GM-1 contra el




o~ ’
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Fig. #8. Westem Blot de las proteinas del cnstal de GM-1 conira el
anticuerpo anti-CryllIC.

Carrilgs: 1: BSA (control (-)); 2. 8.t var monterrey GM-33; 3. GM-
1/Solubilizado con Trnisma base 64 mM; 4: GM-1 solubilizado con NaOH
y digerido con 500 ug, de tripsina.

Fig. #9. Westem Blot de las proteinas del cristal de GM-1 contra el anti-

cuerpo aOtp.

Carriles:1: BSA (control(-)); 2: Proteina del cristal de B.t  var.
thunngiensis 3' GM-1 solubilizado con Trisma base 64 mM.; 4:. GM-1
solubilizado con NaOH y digerido con 500 pg, de tripsina
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III EFECTO DE LOS CRISTALES Y LAS PROTEINAS DEL CRISTAL DE Bacillus
thuringiensis GM-1 SOBRE LA RESPUESTA HUMORAL DE ANTICUERPOS.
EFECTO SOBRE EL NUMERO DE CELULAS FORMADORAS DE PLACA EN
RATONES BALB/c.

Se determind la viabilidad de las células de bazo en los experimentos,
registrandose un promedio de 87.6+5.1% células viables por bazo, en 8 ratones
evaluados (tabla #8).

Cuando los ratones fueron tratados a diferentes dosis y tiempos con los cristales
completos, se encontré que a una dosis de 1.0 mg/kg, 48 horas antes del estimulo con
el antigeno y con una dosis 0.1 mg/kg, 24 horas después que se aplicé el antigeno, se
incrementaron el # de C.F.P. (Fig. #10) en un 48% y un 62 % respectivamente, con
una significancia estadistica del 0.05%. Por otro lado, no se observo ningln efecto
cuando los ratones fueron tratados con 2.5 mg/kg (tabla #9).
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Flgura #10 Fotomucrograﬁa de una celula formadora de placa litica de ratén
Balb/c ant+E C .

Al centro puede observarse una célula plasmatica y la ausencia de eritrocitos
a su alrededor como resultado de la lisis por accién del complemento
{aumento 100X).
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Tabla# 8

PORCIENTO DE VIABILIDAD PROMEDIO OBTENIDO CON LAS
CELULAS DE BAZO DE RATONES BALB/C

“Raton #:4 Total de Célulasiml::- % de Viabilidad

1 43.2 ! 83.7
2 9.4 l; 93.6
3 16.2 88.8
4 | 198 86.8
5 [ 13.8 81.1
6 21.8 93.5
7 17.4 81.6
8 21.8 91.7
Total *87.6+ 6.1
*MediaxDesv. Estd
Tabla#9

EFECTO DE LOS CRISTALES COMPLETOS DE GM-1 SOBRE EL NUMERO DE
CELULAS FORMADORAS DE PLACAS DE RATONES BALB/c ANTI-E.C.

CELULAS FORMADORAS DE PLACA/10". CELULAS DE BAZO
po de Administracién

Tratamiento -48 -24 0 +24 +48 +72 Control
Horas Haras Horas | Horas Horas Haras

0.1mg/kg 1633+113  888=355 12551536 *1677+908 | 14881484 | 1085t395 | 10381675
lncremento en % 48 -14 18 | 62 43 5 0

1.0 mg/kg *2386=690 2199101 [ 1919£108 | 18712479 | 16261647 | 1602651 | 1608651
Incremento en % 48 37 19 16 1 0 0

2.5 mg/kg ND 1182-417 | 11164278 | 1153451 ND ND 9911326
Incremento en % | 19 13 16 Q

MediatDesviacion Estandar
*p20.05 Distribucion “U” Mann Whitney

Al comparar el efecto que tienen tres diferentes dosis (0.1, 1.0 y 2.5 mg/kg) de la
proteina de GM-1 solubilizada a pH 10 (GM-1/s), con respecto a L.P.S. y BSA, 24 horas
después del estimulo con el antigeno, se encontré que L.P.S incrementd a respuesta
de células formadoras de placa liticas en un 62% mas que GM-1/s (grafica #1, barra
roja), no obstante, el incremento en la respuesta con GM-1/s fue de un 104%(grafica
#1, barra amarilla) en cambio, BSA no presento ningun efecto en la respuesta (grafica
#1, barra negra) todo esto a una dosis de 2.5 mg/kg para las tres sustancias
comparadas.



Posteriormente, cuando se determin6é el efecto que tienen las proteinas
solubilizadas y digeridas con tripsina (GM-1/s-t) se encontrd:

1. Que el tratamiento de 0.1 mg/kg 48 horas antes y 24 horas después, incrementd en
un 81 % y 124 % la respuesta con respecto al control, con una significancia
estadistica del 0.05% (tabla #10).

2. Con el tratamiento de 1.0 mg/kg, 48 horas antes de el estimulo con el antigeno, se
obtuvo un incremento en |a respuesta de un 135%, la cual es mas significativa que
con 0.1 mg/kg. No obstante, en los demas tiempos, la respuesta no tuvo diferencia
significativa con respecto al control (tabla #11).

3. El tratamiento con 2.5 mg/kg, permitié un incremento de un 86% en (a respuesta 48
horas antes, el cual es significativo con respecto al control. La mayor respuesta con
esta dosis se logro obtener cuando las proteinas se inocularon al mismo tiempao que
el antigeno, los E.C., con un 143% de incremento en la respuesta (tabla #12).

Los resultados obtenidos, nos indican que el mejor efecto se logré con la proteina
solubilizada y digerida con tripsina, esto es, el efecto de los cristales y/o las proteinas
incrementaron notablemente el # de de placas liticas a medida que la proteina del
cristal en |os tratamientos era la de menor peso molecular (grafica #2, -Digerido-).

M2 5 mg/kg
HO.1 mg/kg ||
M1mgky ||
O02.5 mg/kg
B25 mg/kg

% C.F.P./10 Células de Bazo

GM-1 GM-1 GM-1 BSA

Sustancia

Grafica #1. EBfecto en el # de celulas formadaras de placa anti-E.C. de ratones
Balb/ al aplicar 24 horas después gue el antigeno trés dasis diferentes de fa proteina
del cristal solupitzada en NaOH-Ghana pH10 de GM-1, lipopolisacarido (LPS) y
albumina sénca povina (BSA). '
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% Incremento del # de C.F.P./‘l& cel. de Bazo

Figura #11. Fotografia que muestra el estado de intoxicacion de los
ratones Balb/c al ser tratados can L P S y ninguna intoxicacion aparente al
ser fratados con la proteina de GM-1.

Los ratones a y b, fueron tratados con 2.5 mg/kg de LP S por via
intraperitoneal. Obseérvese |os sintomas de diarrea, piloereccion y fotofabia.
Uno de los ratones en el experimento murid a fas 48 haras después de
recibir el tratamiento.

El raton c, fue tratado con 2.5 mg/kg de proteina de GM-1 por la misma
via.

160-.

Completo Soluble Digerido

Tipos de Proteinas

Gréfica # 2. Actividad de los Cristales y las Proteinas de Bacillus thuringiensis GM-
1 Administradas a Diferentes Tiempos. Efecto Sobre el # Celulas Formadoras de Placa
en Ratones Balb/c,

17



Tabla # 10

Efecto de las proteinas del cristal de Bacillus thuringiensis GM-1/s digeridas con Tripsina
sobre Ja respuesta inmune humoral de ratones Balb/c

B 5 > : : oL 3 w 7 b : ST 3 5 ,.
Proteinas de’'GM-1/ti Celulas Formadorasde.Placa/105Gélulas de Bazog.i}
0 malkg S O N
Tiempo de aplicacién
respecto al antigeno Tratados No Tratados Diferencia en %
48 horas antes * 25274655 1573677 61
24 horas antes 15044940 1573677 -4
Al mismo tiempo 23481220 15731677 49
24 horas después * 3527+£1598 15731677 124

Las proteina GM-1/s fue digerida con 300 pg/mg de Tripsina (Sigma T0646) por Y4 hora a temperatura ambiente
*Media +desviacién estandar
#p20.03 Distribucion "U" Mann W hitnes

Tabla # 11

Efecto de las proteinas del cristal de Bacillus thuringiensis GM-1/s digeridas con Tripsina
sobre la respuesta inmune humoral de ratones Balb/c

| Tiempo de aplicacion I
respecto ai antigenc Tratados No Tratados .3« Diferencia en %
48 horas antes *3064=1373 13024282 135
24 horas antes 1576642 13022282 21
Al mismo tiempo 1589=710 13024282 22
24 horas después 16222237 1302+282 25

La proteina GM-1/s fue digerida con S ug/mg de Tripsina por 2 h a temperatura amoiente
&M edia + desviacion estandar
*p20.03 Distribucion ~U” Mann Whimey
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Tabla # 12
Efecto de las proteinas del cristal de Bacillus thuringiensis GM-1/s digeridas con Tripsina
sobre la respuesta inmune humoral de ratones Balb/c

e Z 23 G 2
Proteinas de “*dCélulas,Formadoras de Placa/10® Céiufas de Bazo 4.
DS mgneiel e, B RS T 5 Cremg
Tiempo de aplicacion
respecto al antigeno Tratados No Tratados Diferencia en %
48 horas antes *25861956 1387701 86
24 horas antes 1978+1025 1387701 43
Al mismo tiempo *3373+956 13872701 143
24 horas después 12024303 1387701 -13

La proteina GM-1/s fuc digenda con SB0 pg/mg de Tripsina por % h. a temperatura ambiente
® \edia * desviacion estandar
#p20.05 Distribucion “U™ Mann W himey

Al investigar si se produce alguna diferencia en la clase o sub-clase de los
anticuerpos producidos por las células plasmaticas de los ratones estimulados con la
proteina de GM-1 digerida con tripsina, a una dosis de 2.5 mg/kg aplicada al mismo
tiempo que el antigeno, en relacion con los ratones no estimulados, encontramos que
no hay diferencia estadistica significativa en la concentracion del anticuerpo IgM en
ambos grupos, sin embargo, se encontrd un marcado incremento (o = 0.05), en la
concentracion de anticuepo 19G1, 1gG2a, e IgG3 y en menor proporcidon 1gG2b € IgA en
los ratones tratados con la proteina de GM-1, a diferencia de los inmunizados
solamente con los E.C. (grafica #3).

1.8
16
14 |
g 124
1=
§ 1J
< 08 B Ag+GM-1T
S s N Ag
0,4 BSin Ag
O Control
0,2

gG1 19G2a 1gG2b 1gG3 lgA IgM
Clase y Sub-Clase del Anticuerpo

Grafica #3. Anticuerpos Secretados Por las Células de Bazo al ser Estimuladas
con 1a 2.5 ma/kg de la Proteina Tnpsimzada de GM-1, administrada al mismo tiempo
que el antigeno E.C..

«= 0.05% Mann Whitney
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IV. ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS DEL CRISTAL DE Bacillus thuringiensis
GM-1 SOBRE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR. RESPUESTA
DE HIPERSENSIBILIDAD EN RATONES BALB/c.

Para producir una reaccién de inflamacién en ratones Balb/c, se evaluaron 6
diferentes dosis para la sensibilizacidén y una dosis para el reto con las proteinas
tripsinadas de GM-1. Después se midi¢ la respuesta de hipersensibilidad a diferentes
tiempos. Se enconird, que GM-1 induce una inflamacion pura en el cojinete plantar,
superior a 1.6 mm de didmetro 3 h. después del reto (fig. # 12a; grafica # 4), con una
fuerte infiltracion de leucocitos polimorfonucleares, como se juzgo en la observacion
micrascopica (fig # 13y 17ab , c).

No se encontré diferencia significativa en la inflamacion inducida con las
diferentes dosis de sensibilizacién probadas en este tiempo, (¢>0.05%, grafica. #4). Por
otro lado, se obhservd, que la magnitud de la inflamacion disminuye significativamente a
las 24 h., aunque el infiltrado de células persiste, pero en una menor intensidad
(gréficas # 4 y 5; fig. #158) y con una tendencia de Ia inflamacion a desaparecer a las
48 h. (graficas # 4 y 5) asi como las células en el infiltrado (fig. #16). Se encontrdo que
los ratones sensibilizados con la proteina de GM-1 tripsinada y retados con solucion
salina estéril, a las tres horas después del reto, ademas de que no ocurrié inflamacion
del cojinete plantar, no se observoé infiltracion celular (fig.#14)

Se demostré que la reaccion de inflamacion es especifica de el antigeno, ya que
en los ratones que fueron sensibilizados con la proteina de GM-1 y posteriormente
retados con BSA no ocurre una inflamacion, incluso a las 3 horas, que es el tiempo de
maxima respuesta observado (grafica #5).

2
1.8
3 W No Sencibilizado ||
8 % M50 pg
: ~ ; W 100 pg |
E 4 , 150 pg
e 1,2 D200 g i
© -~ M 300 ug
§ 1 £ E400 g -
.6 ;
£ 08 5
L) =
T 08 b
0.4 y 2
0.2 g .
€
0 A 3 i
0 horas 3 horas 24 horas 48 horas
Tiempo

Grafica #4. Respuesta Inflamatoria en Ratones Balb/c al ser Sensibilizados con
Diferentes Dosis de & Proteina Trpsinzada de GM-1. Refo con 25 ug de fa
Proteina Tnpsinada o= GM-1 en el Copnele Plantar.
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Grafica #5. Respuesta inflamatoria Especifica de Antigeno en Ratones Balb/c.
Sensibilizacion con 200 ug de las Proteinas de GM-1. Reto con 25 ug de la
Proteina Tnpsinada en el Cojinete Plantar.

Figura # 12. Reaccién de Inflamacion en Ratones Balb/c Después de ser
Retados con 25 pg de la Proteina Trpsinada en el Cojinete Plantar.
Sensibilizacion con : 200ug de Proteina de GM-1 por la Base de la Cola.
Lectura a las 3 horas despues del reto :a = 25ug GM-1; = b Sol. Salina.

1020119192
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Figura # 13. Fotografia del Cojinete Plantar de un Ratén Balb/c Después
de ser Sensibilizados con 200 pg de la Proteina de GM-1. y Posteriormente
Retados con 25 ug de la Proteina Tripsinada Corte Histolégico, 3 h. Después
del Reto, Tincién con Hematoxilina y Eosina. Obsérvese la abundancia de
células presentes en el tejido conectivo durante la inflamacioén aguda (Flechas).
250X de aumento.

‘ . BT . ‘93~: . & 25
Figura # 14. Fotografia del Coynete Plantar de un Ratén Balb/c Después
de ser Sensibilizado con 200 ug de la Proteina de GM-1 y Posteniormente
Retados con 25 ul de solucion satina. (CONTROL NEGATIVO).

Corte histolégico. 3 h. Después del Reto. Tincion con Hematoxilina y Eosina.
Obsérvese la ausencia de celulas inflamatonas presentes en el tejido
conecivo.

400X de aumento
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Figura # 15. Fotografia del Cojinete Plantar de un Raton Balb/c Después de
ser Sensibilizado con 200ug de la Proteina de GM-1 y Posteriormente Retados
con 25 ug de la Proteina Tnpsinada. Corte histolégico, 24 h. Después del Reto.
Tincion con Hematoxilina y Eosina.

Observese |a escasa presencia de células en el tejido conectivo con respecto a
la fig #13 (Flechas).

400X de aumento.

Sensibllizados con 200 pg de la Proteina de GM-1 y Posteriormente Retado con
25 4g de la Proteina Trpsinada. Corte histologico, 48 h. después del reta. Tincion
con Hematoxilina y Eosina.

Obsérvese la ausencia de células en el tejido conectivo.

400X de aumento



Figura # 17. Fotografia del Cojinete Piantar de un Ratén Bafb/c Después de ser
sensibilizados con 200 pg de la Proteina de GM-1 y Posteriormente Retado con
25 ug de la Proteina Tripsinada. Corte Histolégico, 3 h. Después del Reto. Tincion
con Hematoxilina y Eosina. Obsérvese la presencia de células con el nucleo en
banda, tipico de un leucocito polimorfonuciear (Neutrofilo) -Flecha Azul-

A=600X, B y C=1200X de aumento




DISCUSIONES

Diferentes métodos de purificacion de cristales y esporas de B.f. han sido
reportados, dentro de los cuales destacan los que uiilizan las propiedades de
flotacion y sedimentacidon de esporas y cristales en gradientes de centrifugacién
con sales inorganicas (Fuast, 1972 Ang v Nickerson., 1978) y los que se basan en los
diferentes coeficientes de particion de las esporas y los cristales en sistemas
acuosos bifasicos a base de polietilenglicol y sales de fosfato de potasio (Goodman
yceol., 1967 ; Guerecay col.. 1994).

Ambos métodos, son igualmente efectivos en obtener cristales con una
pureza superior al 95%. Sin embargo, con gradientes de centrifugacién con NaBr,
se obtiene un rendimiento de un 15% a un 20% de cristales puros {4dng y
Nickerson., 1978), en cambio, en el presente trabajo se encontrd, que el sistema
bifasico a base de polietilenglicol tubo un rendimiento en Ja purificacion de
cristales de entre un 20% a un 35% de proteinas con respecto al complejo espora-
cristal original. Este resultado, es semejante al 42% de rendimiento maximo
reportado por Guereca y col. en 1994 para este mismo sistema bifasico a base de
polietilenglicol. Ademas, el sistema bifasico presenta la ventaja de ser adaptado
en el laboratorio para purificar grandes volimenes de complejo espora cristal, en
tiempos cortos, sin requerir de centrifugas con rotores especiales y de altos
costos, como lo repertd Ang y Nickerson.

Los resuitados obtenidos al caracterizar las proteinas que ferman el cristal
de GM-1, nos indican que las condiciones de solubilizacion, tales como el pH y
tiempo, asi como la digestion enzimatica, determinaron el numero y tamafio de las
proteinas que se obtienen del cristal. La solubilizacién de los cristales de GM-1,
con NaOH-Glicina a pH12, por 5 horas, no generd ninguna banda en los geles de
poliacrilamida al 12% y 15%, este resultado difiere de lo encontrado por Bulla y
col., en 1979, quienes determinaron una proteina de 68 kDa en las cristales de
B.t. kurstaki, solubilizados bajo estas mismas condiciones. Sin embargo, la
solubilizacion de los cristales de GM-1 en la misma solucién, pero a pH10 por 3
horas, produjo un banda de 98 kDa de peso molecular relativo (Mr). Esta proteina
difiere en tamario de la protoxina de 130 kDa encontrada para la misma cepa de
GM-1, la cual se obtiene cuando los cristales se solubilizan en una solucion de tris
SDS y B-mercaptoetanol a pH 1.0, calentados en bano maria a ebullicion por 3
min. Esta proteina de 130 kDa, conocida con el nombre de protoxina, corresponde
en tamano con la protoxina de 131 kDa reportada para B.t. var. aizawai, cepa
IPL-7, referida por Hoffte y Witeley en 1989 (Tabla #2). Asi misma, estos autores
reportan que la protoxina de B.f, aizawai presenia los genes que codifican para
las proteinas CrylA(a) y CrylA(b), lo cual de acuerdo a nuestros resultados
corresponde en parte a lo encontrado en las proteinas de GM-1, reconocidas por
los anticuerpos CrylA(b) y CrylA(c). Esto nos indica que nuestra proteina (GM-1)
comparte en el cristal con el serotipo aizawai, al cual pertenece serologicamente,
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parte de su composicion proteica. Para confirmar realmente si GM-1 presenta los
genes crylA(a), crylA(b) o crylA{c) y conocer en cual radica la actividad
adyuvante, sera necesario aislar los plasmidos que codifican para el cristal de
GM-1 y confirmarlo mediante estudios de hibridacion, clonacion y expresion.

Cuando se determind la capacidad adyuvante que tienen los cristales y las
proteinas solubilizadas y tripsinadas de 98 y 62 kDa de B.f .respectivamente, . en
ratones Balb/c, encontramos gque el incremento en el # de C.F.P. anti-E.C. ocurre
en uh rango que va del 60% al 140 % con respecto al control, con diferentes dosis
de toxina que van del 0.1 a 2.5 mg/kg de peso del raién. Estos resultados son
semejantes a lo encontrado por Prasad y Shetna en 1975, quienes reportaron que
los cristales de B.tL var. thuringiensis incrementan los niveles de anticuerpos
hemaglutinantes y hemoliticos contra E.C. en ratas. De acuerdo con lo publicado
por diversos autores, diferentes productos de origen bacteriano (toxinas, MDP,
LPS, hps,) resultan ser potentes estimuladores de la respuesta inmune ( Barrios y
col, 1994 ; Bowen ycol.,, 1994 : Petrovy col, 1994 ; Kahn y col., 1994), lo que hace de
estas sustancias, fuertes prospectos de adyuvantes para vacunas.

El incremento maximo en el # de placas liticas reportade en este trabajo
ocurre cuando se aplican 2.5 mg/kg de proteina tripsinada al mismo tiempo que el
antigeno, en cambio Prasad y Shetna (1975) lo reportaron con esta misma dosis,
24 h. después que el estimulo antigénico. Sin embargo, ho encontramos efecto
alguno al administrar la proteina tripsinada a esta dosis y en este tiempo, pero si
se observo un incremento considerable con la proteina (graf. # 2, barra azul -
soluble-), el cual es de 104% de incremento en el # de C.F.P., este efecto resulté
superior al efecto abservado con BSA. pero menor al que produjo el LPS que fue
superior al 160%. Este resultado era de esperarse, ya que la cepa de raton Balb/c
es altamente respondedora a LPS, ademas, es conocido el efecto sobre la
respuesta humoral y celular que presenta esta molécula, la cual ha sido reportada
como un mitégeno de linfocitos B, que induce [a producciéon de citoquinas tales
coma : interferén gama (INF-y), factor de necrosis de tumor alfa (TNF-o), factor
estimulador de la colonia de granulocito-macrofago (GM-CSF), interleucina 1 alfa
(IL-1-w) e interleucina 6 (IL-6) (Lise y. Audibert, 1989 ; Petrov y col.,i99¢), ademas,
interleucina 4 (IL-4) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) (Siesenkotten
¥ Radbruch, 1995).

Actualmente, es bién conocido el efecto que tienen ciertas citoguinas para
inducir el cambio (“Switch™) de isotipo de inmunoglobulina por un linfocito B migM”.
Para antigenos timo dependientes, 3 lifocinas secretadas por linfocitos T de raton
son primordiales en inducir el cambio de clase de inmunoglobulina in vifro: INF-y,
producida por lifocitos T,1. induce el cambio a los isotipas lgG2a e IgG3 ;IL-4
producida por linfocitos T.2. induce el cambio a IgG1 e IgE y el TGF-§ induce el
cambio a IgG2b e IgA (snzrer Mond 1993). EN el presente trabajo, se encontrd que las
proteinas digeridas con ftripsina, producen en una respuesta primaria de



anticuerpos in vivo, un incremento significativo de anticuerpos especificos de E.C.
en los isotipos 19G1, 1gG23a, , IgG3 y en menor proporcidon 1gG2b e IgA, pero no
los de IgM. Estos resultados nos hacen suponer que esta proteina pudieran
estimular simultaneamente poblaciones de linfocitos T,1 y T,2. A este respecio,
los procesos de control de la respuesta inmune indican que una respuesta T,,1
inhibe la respuesta T,2 y viceversa (amo, 993), por 1o que, la respuesta observada
con GM-1 en el cambio e incremento de isoiipo de Ig's no corresponderia a una
respuesta regulada por este mecanismo, ya la proteina tripsinada de GM-1
incrementa todos los isotipos de IgG's e IgA. Sin embargo, otras células ho
linfoides producen también éstas citoquinas (suapper y Mond, 1993) y otros productos de
la activacion de linfocitos T, tales como la IL-10 (oword y 0 Garra, 1992), IL-12 (Trinchiers y
Scon 1994) € [L-13 (Zurawski y de 1705 1994) también determinan el cambio de Ig’s y pudiera
este ser un mecanismo que explique el incremento en los isotipos de IgG's e IgA
por la proteina de GM-1, o bien que la proteina tuviera un efecto de manera
directa o indirecta en una activacion policlonal de los linfocitos B. Finalmente, este
resultado obienido en una respuesta primaria de anticuerpos, resulta interesante y
nos permite plantearnos la necesidad de estudiar mas cuidadosamente el efecto
que tiene esta proteina en inducir el cambio de isotipo de anticuerpos en la
respuesta de linfocitos B.

Por otro lada, una reaccion de hipersensibilidad retardada involucra una
respuesta inmune mediada por celulas y se caracteriza por que se presenta en un
periodo de tiempo que sobrepasa las 12 h., con la presencia de eritema,
induracién y algunas veces edema y eczema, en donde la principales células en
el sitio donde se encuentra el antigeno son linfocitos, monocitos y macréfagos (g
sy col. 1993). En el presente trabajo se encontrd, que las proteinas digeridas con
tripsina provocan una reaccion de inflamacion (hipersensibilidad) que tiene su
maxima respuesta a las 3 h.. independientemente de la dosis de antigeno
utilizada en la sensibilizacién de los ratones. Se observo, que la respuesta
inflamatoria es mediada principalmente por el arribo de leucocitos
polimorfonucleares al sitio del antigeno y no persiste a las 24 o 48 h. después.
Este resultado nos demuestra que esta proteina por si sola no ejerce un efecto de
hipersensibilidad retardada, fenomeno que esta mediado por linfocitos Tu1
(romagnani, 1992). PEFO NO se descarta la posibilidad de que linfocitos T,,1 activados por
la proteina de GM-1, sean los responsables de provocar la migracion de los
polimorfonucleares al sitio de [a inflamacién.



CONCLUSIONES

1.- Con el sistema acuoso bifasico se obtuvo el mejor rendimiento, de hasta un
35% en la purificacion de los cristales de GM-1.

2.- Los cristales de GM-1 estan formados, aparentemente por una proteina anica
(protoxina) de 130 kDa de peso molecular relafivo (Mr).

3.- La digestion enzimatica con papaina y tripsina de la protoxina y la proteina
solubilizada a pH10, genera una toxina can un Mr. de 62 kDa.

4.- Las proteinas del cristal de GM-1, son recohocidas por los anticuerpos
CrylA(a) y la CrylA(b), pero no por los anticuerpos CrylllA, CryllIC y a-Otp.

5.- El mejor efecto adyuvante encontrado, fue de 143% en el # de C.F.P. anti-
E.C., con respecto al control cuando se inocularon por via LP., 2.5 mg/kg de
la proteina digerida con tripsina al mismo tiempo que el antigeno.

6.- Se incrementaron notablemente los anticuerpos especificas para el antigeno,
de las subclases 1gG1, 1gG2a e IgG3 y en menor proporcion 1gG2b e IgA,

7.- Las prateinas del cristal digeridas con tripsina inducen una reaccion de
hipersensibilidad que tiene su maxima respuesta a las 3 h. y estd mediada
por leucocitos polimorfonucleares.



PERSPECTIVAS

El presente trabajo cumple con los objetivos propuestos y confirma la hipbtesis
planteada, de que los cristales, pero mas notablemente las proteinas del cristal
de B.t. GM-1 son capaces de incrementar la respuesta de anticuerpos a un
antigeno, en este caso E C.. Esto pudiera significar el uso potencial de estas
proteinas en el desarrollo de vacunas, al incrementar la respuesta a antigenos de
poca inmunogenicidad. Sin embargo, para cualquier tipo de aplicacién
biotecnoloégica en este aspecto, se requiere mas informacion del efecto que
gjercen fas proteinas sobre el sistema inmune por lo que se proponen las
siguientes perspectivas :

1. Establecer el efecto adyuvante de las proteinas de GM-1 sobre
ofros antigenos timodependientes de baja inmunogenicidad
diferentes a los E.C.

2. Analizar el papel de los liposomas o Iscom como “vehiculos de
transporte” de las proteinas de GiM-1.

3. Determinar la funcion de los linfociios T, en el reclutamiento
de leucocitos polimorfonucleares en las reacciones de
hipersensibilidad.

4. Establecer el patron de citoquinas Ty1 y T,2 en los tejidos
donde se inocula el antigeno, asi como en sangre periférica,
como posibles mecanismaos de estimulacion de la inmunidad
humoral y celular.

5. Realizar estudios de dosis/respuesta con las proteinas del
cristal de GM-1, para  determinar probables  efectos
citotéxicos, tanto in vitro como in vivo.

6. Determinar si las proteinas de GM-1 combinadas con un
antigeno de la linea celular tumoral L-5178Y en un sistema
acarreador de liposomas, e¢jercen algun efecto que se
manifieste por regresion del tumor o incremento en el tiempo
de vida, en un modelo experimental con ratones Balb/c.

7. Aislar los plasmidos y clonar los genes que codifican para las
proteinas del cristal de GM-1, y establecer la actividad
adyuvante en la proteina recombinante.
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APENDICE DE SOLUCIONES Y REACTIVOS

I. Produccion de los cristales

1. Solucion de Lavado 1 (pH7.0)

O KH,PO, 0.1M
B K,H PO, 0.1M
[ NaCl 1.0M
B Triton X-100 0.01%

2. Solucién de Lavado 2 (pH7.0}
B A partir de la solucién de lavade 1 se prepara una solucién
0.2 M de NaCl gue contenga 0.01% de Tritén X-100.
l. Purificacién de los Cristales

1. Solucion de Fosfatos 3M

E K,HPO, 1.76 moles
B KH,PO, 1.24 moles
4 Nota: A partir de esta sofucién 3 M. se prepara por dilucién la solucion

™.

2. Polyetilenglicol 3350 (Sigma Chem. Co. P3640)
= Se toman 11.18 g del polvo,
Se agregan en un tubo de centrifuga de 50 mi.

1Y)

Ill. Solubilizacion de los cristales

1. Solucion inhibidora de protesas de Serina (Tripsina)
(Fenilmetiisuifonil fluoruro, Sigma # 7626)

B PMSF (P.M. 174.2) 10 mM.,
Etanol absoluto
& Utilizar en la muestra a una concentracion final de 1 mM.

find

[1l§

2. Solucién de Solubilizado N

E Trizma base 64 mM
E SDS 1%

= B-mercaptoetanol - 0.05%
£ pH sin ajustar 10.0

IV. Determinacion de Proteinas
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1. Reactivo A

0 Na,CO, 5%
2. Reactivo B

3 CuSQ,*5H,0 0.5%

[ Tartrato de Sodio y Potasio 1%

0 Elsulfato de cobre se disuelve en la solucion de Tartrato

3. Reactivo C
A 50 mis. de reactivo A agregar 2 mls. de reactivo B

[0 Prepararse antes de hacerse la prueba.

4, Reactivo D
B Reactivo de Fofin Ciocalteu 1ml.
B Agua bidestilada 1 ml

V. Electroforesis de poliacrifamida con SDS

1. Acritamida Mix;

Acrilamida (PM 71.08) 60 g
&2 Bis acrilamida (PM 154.2) 1649
2 Agua bidestilada 200 ml.

B La solucion es estable por mas de 3 meses en un frasco oscuro a

4°C.

¢ Precaucion: la acrilamida es neurotoxica y debe de manejarse con

cuidado

2. Solucion del gel pH 8.8

B8 Tris (PM 121.1) 36.39

Agua bidestilada 150 ml.

2 ajustar el pH con HCI

agregar agua bidestilada hasta 200 ml.

La solucion es estable por mas de 3 meses en un frasco oscuro a
4°C,

3. Sojucion del gel pH 6.8

Tris (PM 121.1) 6.0g
Agua bidestilada 80 ml.

Ajustar el pH con Hel _
Agregar agua bidestilada hasta 100 ml.

W B W W

76



0 La solucion es estable por mas de 3 meses en un frasco oscuro a

4°C.
4. SDS 10%
(h SDS 10 g.
3 Agua bidestilada 100 mil.

[0 Almacenar a temperatura ambiente por 6 meses.

5. Persuifato de amonio 10%
1 Persulfato de amonio 1.0g.
7 Agua bidestilada 1.0 ml.
3 Usar en fresco, no almacenario.

7. Solucion de cornmiento pH 8.8 (10X)

[ Glicina (PM 75.15) 144 g
B Tris (PM 121.1) 3029
B sDS8 1049

2 Agua bidestilada 600 mi.
& Una vez disueltas las sales, aforar a un litro.

sy

Utilizar una solucidon 1X para el corrimiento la cual debe de
presentar un pH de 8.8 sin ajustarse.

8. Solucion de Tincion. {Azul Coomassie Brillante R 250)

2 Azul Coomassie R 0.0625 g.
3 Metanol 100 ml
Agitar hasta disolver entonces agregar
Acido acético 17.5 ml

Agua bidestilada hasta completar 250 ml.
Almacenar a Temperatura ambiente por 6 meses

g L g (3

8. Solucién para el tratamiento de las muestras (2X)

2 Tris (PM121.1) 045¢g
Z 8Ds 12g

% Glicerol 6.0 ml.
5 B-mercaptoetanol 3.0ml
£ Agua bidestilada 21 mi.

Agregar 1 parte de buffer y 1 parte de la muestra en un tubo
eppendorf y calentar a bano maria a ebullicion por 3 min.

9. Solucidnes de decoloracion de geles:
9.1 Solucién |
2 Metanol 400 ml
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B Ac. Acético 70 mi
0 H,O bidestilada hasta 1 it

9.2 Solucion ff

[7 Ac Acético 70 m
) Metanol 50 mli
3 H,0 bidestilada hasta 1 It

Ambas soluciones | y Il se almacenan indefinidamente a temperatura
ambiente.

Vi Soluciones para la Prueba de Cunninhan

1. Solucién de Alsever's

g Glucosa 205¢
B Citrato de Sodio 2 H20 80g
& Acido Citrico H20 0.559
NaCl 429
B Agua bidestilada 11
E pH final 6.1-6.5
2. Solucion Salina de Hank’s
& NaCl 80g
E CaCl, 02g
E MgSO, 0.2¢g
C KCI 049
B KH,PO, 0.1g
E NaHCO, 1279
= Glucesa 20g
€ Agua bidestilada 11t
3. Tincién de Nucleos con Cristal Violeta 0.1%
2 Cristal Violeta 014q
2 Acido Citrico 214
£ Agua destilada 100 m}
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Tabla# 13
SOLUCIONES PARA GELES DE ELECTROFORESIS
SDS-POLIACRILAMIDA.

T
H,0
AcrilamidaMix 30%
Tris 1.5M (pH8.8)
SDS 10%

PSA 10%

TEMED

8%

H,0

Acritamida Mix 30%
Tris 1.5M (pH8.8)
SDS 10%

PSA 10%

TEMED

10%

H0

Acrilamida Mix 30%
Tris 1.5M (pH8.8)
SDS 10%

PSA 10%

TEMED

12%

H,O

Acrilamida Mix 30%
Tris 1.5M (pH8.8)
SDS 10%

PSA 10%

TEMED

15%

H,O

Acrilamida Mix 30%
Tris 1.5M (pH8.8)
3SDS 10%

PSA 10%

TEMED
Concentrador
H,O

Acrilamida Mix 30%
Tris 1.5M (pH6.8)
SDS 10%

PSA 10%

Sml | 10 mi| 156ml | 20m] | 25ml | 30ml | 40mi | 50ml
27 53 8.0 106 | 133 | 59 | 2414 | 265
10 20 3.0 40 50 6.0 8.0 10.0
13 25 38 S0 6.3 75 0.0 | 125

005 | 0.1 015 | 02 025 | 03 0.4 05

0.05 ] Q.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5

0004 | 0008 | 0012 | 0016 | 002 | 0024 | 0032 | 004 |

S5mi | 10 ml | 15ml | 20ml | 25ml | 30ml | 40m! | 50mi
23 46 7.0 93 116 | 139 | 186 [ 232
13 27 40 53 67 8.0 107 | 134
1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 75 100 [ 125
005 | 01 015 | 02 0.25 03 04 E
005 | 0.1 0.5 | 02 0.25 0.3 0.4 0.5

0.003 | 0.006 | 0.009 | 0072 | 0.015 | 0.018 | 0.024 | 0.03

Smi (10ml | 15ml | 20mf | 25m1 | 30md | 40m] | 50mI
20 40 58 7.9 99 113 | 158 20
17 33 b 6.7 8.3 10,0 133 16.6
13 25 38 5.0 6.3 75 0.0 [ 125
005 | 0.4 015 | 02 | 025 0.3 0.4 0.5
0.05 01 0.15 0.2 025 03 D4 | 05

0.002 | 0004 | 0.006 | 0.008 | 001 | 0012 | 0.016 | 0.02

Smt [ 10 mi [ 15mi ) 20m! { 25ml | 30mi | 40m) | 50m]
7 33 5.0 6.6 83 99 132 | 164
20 40 6.0 8.0 100 | 120 | 140 | 200
13 25 3.8 50 6.3 75 100 | 125
805 | 0A 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 05
0.05 | 0. 0.15 0.2 025 | 03 0.4 0.5

0.002 | 0.004 | 0005 { 0.008 | 001 { 0012 | 0.016 | 002

Sml {10ml | 15mi | 20mi ) 25mi | 30ml | 40mi { 50m)
12 23 35 46 57 69 5.2 1.4
z5 5.0 7.5 100 | 125 | 250 | 200 | 250
13 25 38 50 6.3 75 100 | 125
005 | ot 015 [ 02 0.25 0.3 0.4 0.5
0.05 a.1 Q.15 0.2 0.25 0.3 04 0.5

0.002 [ 0.004 ] 0.006 | 0.008 | 001 | 0012 | 0.016 | 0.02

1.0mi| 2.0ml [ 3.0ml [ 4.0mi | 5.0mi | 6.0mt | 8.0ml | 10mi

068 | 14 2.1 27 34 41 55 6.8
D37 | 033 | 05 067 | 083 1.0 13 17
0.13 | 025 | 038 0.5 063 | 075 1.0 1.25

001 | 662 | 003 | 004 | 005 | 0.06 | 008 0.1
001 { 002 | 003 | 004 | 005 | 006 | 008 | 01

0.001 | 0.00Z | 0.083 | 0004 | 0.005 | 0.006 | 0.008 | 0.01
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Tabla#14

PODER DE RESOLUCION EN BASE AL PORCENTAJE DE
POLIACRILAMIDA EN LA ELECTROFORESIS CON SDS.

Tipo de gel % de Acrilamida Rango#Resolucion‘%

Tris-Glicina 4 100-400kDa  #
6 60-300kDa %;
8 " 40-250kDa
10 30-200kDa

12 10-120kDa
14 6-80kDa

o

By
-
D

VIl Soluciones para la prueba de ELISA
1. PBS (Solucidén salina buferada de fosfatos 0.15 M pH 7.2)

2 NaCl 8¢

= KCI 024
= Na,HPOQ, 1159
= KH,PO, 02g
= Agua bidestilada 11t

2. Solucion de Lavado

= PBS il
= Tween 20 0.5ml

3. Buffer de Substrato
= Dietanclamida 97 ml
2 Agua bidestilada 800 mi
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O pH 9.8, ajustarlo con HCI
™ Aforar a 1 lt de solucian
4. Substrato

- p-nitrofenilfostato 20 mg
(Sigma Chem. Co. N2765)
"~ Buffer de substrato 10 mf

X, Soluciones para la prueba de Western Blot

1. Solucion de Transferencia

- Tris (PM121.1) 3.03g
= Glicina (PM 75.07) 1444
t /808 10g
- Agua bidestilada 800 ml.
~ El pH sin ajustarse debe de ser aproximadamente entre 8.2
y 8.4
Z L-Metanol 200 mil.
2. Solucion de TBS (10X)
z Tris (PM 121.1) 100 mM
= NacCi 15 M

3. Solucion de lavado : (TBS.Tween 20 0.05%)

= TBS 10X 50 mi.
Z Agua bidestilada 450 mi
:z Tween 20 0.25 ml.

4. Solucion de Bloqueo (Tween 20 al 2%)
= Tween 20 2% en TBS 2.5mi
= Buffer TBS 97.5 mi

14!

5. Solucion para el Substrato de Fosfatasa Alcalina

Z Tris base 0.36g
Z NaCl " 017g
< MgCl, 6H,0 03g

80



D Agua bidestilada 30 ml.

6. Substrato para Fosfatasa Alcalina

) Solucion para el Substrato 15 ml
D BCIP 10 pl.
(O NBT 10

X. Tincién simple de las bacterias con cristal violeta

Solucion A :
O Cristal Violeta 24g.
(3 Etanol al 95% 20 ml.
Solucion B
B Oxalato de Amonio 084g.
Agua destilada 80 ml.

i

2 Mezclar las soluciones A y B, filtrar con papel.
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