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RESUMEN

Las proteinas Cry1A de Bacillus thuringiensis, pudieran ser utilizadas como una es-
trategia para incrementar la eficacia de las vacunas debido a que; son inmunogénicas
y son adyuvantes efectivos capaces de incrementar proteccién a nivel sistémico y
de mucosas, no son toxicas en vertebrados y presentan bajos costos de produccion.
Esta revision resume los estudios reportados hasta el momento sobre las propiedades
inmunogénicas de las proteinas Cry1A..

ABSTRACT

Bacillus thuringiensis Cry1A proteins could be used as a strategy to increase the effi-
cacy of vaccines as they are; immunogenic and effective adjuvants able to increase
protection at the systemic and mucosal levels, they are non-toxic in vertebrates and
have low production costs. This review summarizes the studies reported so far on
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the immunogenic properties of CrylA proteins.

INTRODUCCION

Las proteinas Cry son producidas por la bacteria
Gram positiva Bacillus thuringiensis (Bt) en cris-
tales paraesporales; una caracteristica importante
de estas proteinas es que presentan algun efecto
toxico especifico hacia algun organismo, habitual-
mente insectos; mientras que no son toxicas para
vertebrados ni para otros insectos no blanco. Estas
proteinas son producidas por Bt como protoxinas
cristalinas, que, al ser ingeridas por larvas de
insectos susceptibles, son solubilizadas y proce-
sadas proteoliticamente por proteasas presentes
en el intestino medio, generdndose las toxinas
Cry (tCry). Se han identificado algunas proteinas
Cry que son selectivamente téxicas para diferen-
tes 6rdenes de insectos tales como Lepiddptera,
Coledptera, Himenoptera, Homodptera, Ortéptera y
Mallophaga, asi como nematodos (1), por lo que
han sido ampliamente utilizadas comercialmente
como insecticidas, para el control de insectos plaga
gue atacan a los cultivos; y también para el control
de insectos vectores causantes de enfermedades
como la malaria y el dengue (2). El mecanismo por
el cual las proteinas Cry ejercen su accion bioin-
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secticida ha sido ampliamente estudiado (3-7); ya
que muchos de los estudios reportados han sido
encaminados a evaluar su toxicidad en insectos. Sin
embargo, los estudios dirigidos a determinar sus
efectos en mamiferos son limitados y la mayoria
consisten de estudios clinicos orientados a deter-
minar los efectos téxicos potenciales (8), que en
general indican que no son téxicas en mamiferos.

Se ha reportado que varias proteinas Cry, parti-
cularmente las proteinas Cry1Ab, CrylAay CrylAc,
son inmunogénicas, ya que son capaces de inducir
anticuerpos especificos hacia la proteina al ser ad-
ministradas por diferentes vias. Nuestro grupo de
trabajo se ha enfocado particularmente en estudiar
las propiedades inmunoldgicas de las proteinas
CrylAc y ha demostrado que la protoxina Cry1Ac
(pCry1Ac) de Bt es inmunogénica tanto a nivel
sistémico como de mucosas (9-11) y actlia como
adyuvante en mucosa, ya que al coadministrarla
con antigenos de diferentes naturaleza, proteica
(12, 13) y polisacarida (14), es capaz de potenciar
o modular la respuesta inmune hacia el antigeno
con el cual se coadministra. Se ha reportado que en
modelos murinos puede incrementar la proteccién
en varios modelos de infecciones parasitarias y
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Tabla 1

Priopiedades inmunopotenciadoras de las proteinas Cry1A
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Proteina /especie | Via de administracion Efectos Referencias
Bt como insecticida | Trabajadores expuestos | Presentaron anticuerpos IgE e IgG especificos | 23, 24, 25
contra células vegetativas.
pCrylAc recombi- | Intragastrica e intrape- | pCrylAc tiene propiedades inmunogénicas y ad- | 11
nante de Bt HD73 | ritoneal yuvantes al potenciar la respuesta inmune contra
(forma soluble y antigenos coadministrados (toxina de cdlera y la
cristalina) albimina de suero bovino (BSA).
pCrylAc recombi- | Intragastrica e intrape- | pCrylAc tiene propiedades inmunogénicas y ad- | 13
nante de Bt HD73 ritoneal yuvantes al potenciar la respuesta inmune contra
antigenos coadministrados (antigeno de superficie
de la hepatitis B (HBsAg) y la albiumina de suero
bovino (BSA).
pCrylAc recombi- | Intranasal pCrylAc induce anticuerpos IgM, IgG e IgA en | 14, 28
nante de Bt HD73 suero y lavados vaginales y traqueobronquiales,
en los fluidos del intestino grueso e intestino del-
gado y aumento el titulo de anticuerpos frente a
polisacaridos neumocacicos.
pCrylAc, pCryl Ab, | Intranasal e intraperi- | Induce anticuerpos IgM, IgG e IgA en diferentes | 46
pCrylAa toneal compartimentos mucosales y en sangre
pCrylAc recombi- | Intranasal Adyuvante. Induce proteccidon contra Brucellas | 15
nante de Bt HD73 abortus
pCrylAc recombi- | Intranasal e intraperi- | Adyuvante. Induce protecciéon contra Naegleria | 32, 35, 36
nante de Bt HD73 toneal fowleri
pCrylAc recombi- | Intraperitoneal Adyuvante. Induce proteccion contra modelo de | 34
nante de Bt HD73 Taenia crassiceps
pCrylAc recombi- | Intraperitoneal Adyuvante. Induce proteccién contra modelo | 33
nante de Bt HD73 de Plasmodium chabaudi y Plasmodium berghet
ANKA As
pCrylAc recombi- | Intranasal pCry1Ac induce respuestas de células de anticuer- | 37
nante de Bt HD73 pos significativas, y aumento la activacion de las
células T y la produccidn de citocinas en el tejido
linfoide asociado a nariz vy los linfocitos de los
conductos nasales
pCry1lAc recombi- | Ensayosin vivo e in vitro | pCry1A activa induce la activacién de macréfagos | 40
nante de Bt HD73 murino obtenidos de diferentes sitios mucosales.
pCry1lAc recombi- | Ensayos en linea celular | pCry1lAc se endocita via clatrina, colocaliza con | 45
nante de Bt HD73 RAW 264.7 RAb5 y RAb7 y se une a proteinas HSPs, vimen-
tina, a-enolasa y actina. HSP 70 participa en la
activacion de macréfagos .inducida por pCry1Ac
tCry1lAc,tCryl Ab, | Intranasal e intraperi- | Induce anticuerpos IgG e IgA en diferentes com- | 46
tCrylAa toneal partimentos mucosales y en sangre
tCrylAa recombi- | Intranasal Ambas toxinas generaron respuestas inmunes | 31
nante y una mutante celulares en ratones y promovieron la produccién
CrylAa8 de IFN-y
tCry1Ab Intraperitoneal Es inmunogénica y puede inducir una respuesta | 48
inmune Th1l / Th2 mixta, con intensa produccion
de anticuerpos anti Cry1Ab IgG1 e IgG2a
tCry1Ab Intranasal Aumento titulo de anticuerpo 49
tCry1Ac Ensayos in vitro y linea | tCry1Ac activa macréfagos de bazo y de la linea | 50

celular RAW 264.7

celular RAW 264.7. Activa MAPKs y el factor de
transcripcion NF-kxB
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Figura 1. Estructura obtenida por difraccion de rayos x de la protoxina (pCry1Ac) y toxina Cry1Ac (tCry1Ac) donde
se muestran en numeros romanos los VII y III dominios que componen la protoxina y toxina respectivamente. La
estructura tridimensional de la tCry1Ac esta compuesta por tres dominios (I, II y III). El dominio I: haz de siete
a-hélices, seis de las cuales rodean a la hélice 5. Dominio II: Prisma beta de tres hojas B antiparalelas alrededor
de un nucleo hidrofébico con algunas regiones de asas expuestas y el dominio III, es un sandwich B, compuesto
por dos hojas p antiparalelas (51). La pCry1Ac muestra que en su region N-terminal una estructura similar a lo
dominios I, II y III que presenta la tCry1Ac, y en la region carboxilo terminal, muestra 4 dominios. Los dominios
IV y VI son alfa-hélices y los dominios V y VII tienen una conformacion de barril beta tipo rollo (52). La figura fue
realizada con las coordenadas depositadas en el PDB para protoxina, con cddigo 4W8J y para toxina, con cddigo
4ARX, utilizando el programa PyMOL. La tCry1Ac (con peso aproximado de 65 kDa) se genera luego que la protoxina

(peso de 130 kDa) es procesada proteoliticamente.

bacterianas (15) por lo que se propone como una
herramienta valiosa para incrementar la eficacia de
vacunas induciendo inmunoproteccién en mucosas,
si se emplea ya sea como adyuvante, o como in-
munomodulador. El objetivo de la presente revision
es hacer una recopilacion breve de los estudios
reportados hasta el momento de las propiedades
inmunogénicas de las proteinas Cry1A. En la tabla
1 se muestra un resumen de los reportes sobre
los efectos inmunopotenciadores de las proteinas
CrylA.

LAS PROTEINAS Cry

Las proteinas Cry son delta endotoxinas producidas
por la bacteria del suelo Bt en la etapa de creci-
miento durante su fase de esporulacion (16) y se
han usado comercialmente como bioinsecticidas.
Las formulaciones agricolas que contienen Bt usa-
das contra insectos se han aplicado en forma de
pulverizacion y generalmente estdn compuestos
por una mezcla de esporas secas y las proteinas
cristalinas que se aplican en areas como las hojas
y las raices, donde se alimentan los insectos y sus
larvas (17). También se han utilizado en forma

de polvos humectables, liquidos concentrados,
cebos, polvos, y anillos de liberacién prolongada.
Pero el modo de aplicacidn transgénico de Bt, en
el cual se expresan la forma de toxina Cry activa,
ha demostrado ser mas eficaz que la forma de
pulverizacion (17-20) .

pCry es proteina de un peso de 130 kDa que
después de ser procesada proteoliticamente pier-
de aproximadamente 600 residuos de su extremo
carboxilo terminal y entre unos 20 y 50 residuos
de su extremo amino terminal generando la toxina
activa de 60 kDa (21) (Fig. 1).

Las proteinas Cry se clasifican en base a la
homologia de su secuencia de aminoacidos. Las
toxinas que pertenecen a cada grupo comparten
entre un 40-45% de identidad en su secuencia
de aminodacidos y se representan con un nimero
arabigo (Cry1, Cry2....Cry70). En cada grupo las
toxinas que comparten un 70% de identidad se
agrupan asignandole una segunda letra en mayus-
cula (Cry1A, Cryl1B, etc), y una letra minuscula
aquellas que presentan entre un 70% a 95% de
identidad en su secuencia de aminodcidos (Cry1Aa,
CrylAb, CrylAc, etc) (22) (Fig. 2).
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Toxinas Cry

tCry1Ac - tCry1Ab 91.66

tCry1Ac - tCry1Aa 84.79

tCry1Ab - tCryi1Aa 89.29
B

Figura 2. A. Superposicion de la estructura cristalografica de la toxina Cry1Ac (tCry1Ac)-azul y la toxina Cry1Ab
(tCry1Ab)-rojo, donde se muestra la similitud estructural entre ambas proteinas. Las estructuras fueron visualizadas
a través del programa PyMOL con las coordenadas depositadas en “Protein Data Bank” para tCry1Ac con codigo 4ARX
y para la tCry1Aa con cddigo 1CIY. Hasta la fecha no se ha logrado difractar la estructura de Cry1Ab. B. Porcentaje
de identidad entre las secuencias de proteinas de Cry1Ac, CrylAb y CrylAa. El alineamiento de la secuencia se

realizé a través de CLUSTALW.

PROPIEDADES INM,UNOGENICAS Y ADYUVAN-
TES DE LAS PROTEINAS Cry

Los primeros reportes acerca a los efectos inmu-
noldgicos inducidos por las proteinas Cry fueron
determinados por la presencia de anticuerpos en
el suero de trabajadores que se encontraban ex-
puestos a productos comerciales de Bt, la bacteria
que produce Cry. Se ha reportado que poblaciones
y trabajadores que fueron expuestos a la pulveri-
zacion de Bt, presentaron niveles de anticuerpos
elevados (23-25). Del mismo modo, Bernsteiny
cols. encontraron anticuerpos IgG e IgE especificos
contra células vegetativas de Bt en trabajadores
que estaban altamente expuesto a insecticidas que
contenian Bt (25).

Asimismo, se ha reportado que las proteinas Cry
aisladas de cristales de Bt parecian tener actividad
anti-tumoral contra las células del sarcoma ascites
de Yoshida, posiblemente relacionados con su ca-
pacidad para mejorar la inmunidad general (26).
Los mismos autores mostraron que los cristales
de insecticidas de esporas Bt mejoran la respuesta
inmune a los ovinos de gldbulos rojos (27).

Nuestro grupo ha demostrado que la pCrylAc
recombinante es altamente inmunogénica y posee
efectos adyuvantes tan potentes como los de la
toxina del célera tanto a nivel mucoso como sis-
témico (11, 13, 28, 29). En un inicio se evalud,
el efecto inmunogénico tanto de la pCry en forma
cristalina como soluble, y se observé que ambas
formas de pCrylAc (Bt var kurstaki HD73) eran
inmunogénicas, ya que eran capaces de inducir una

repuesta inmune a nivel sistémico al ser adminis-
tradas por via intraperitoneal o intragastrica. Sin
embargo, la forma soluble fue mas eficiente que la
forma cristalina en la induccion de una respuesta
mucosal por via intragastrica. Aunque por via in-
traperitoneal ambas formas (soluble y cristalina)
inducen respuestas de anticuerpos IgG e IgM en
suero de magnitudes similares (11). En este mismo
estudio se evaluaron los titulos de anticuerpos en
heces y suero después que ambas formas fueran
administradas solas y coadministradas con la
toxina de cdlera, un potente adyuvante mucoso
ampliamente estudiado, sin embargo, toxico. Al
coadministrar la pCry1Ac con la toxina de cdlera por
via intraperitoneal, se observd un aumento de las
respuestas antitoxina de colera, en anticuerpo de
heces, lo que sugirio que las proteinas Cry pueden
tener un efecto adyuvante cuando se administraba
con otros antigenos.

Adicionalmente a la administracion intragastrica
e intraperitoneal, la inmunogenicidad de pCry1lAc
soluble se ha evaluado aplicando a la proteina por
otras rutas de inmunizacion: intranasal rectal, y
vaginal, determinando su capacidad para inducir
respuestas de anticuerpos especificos significativas
en suero y en secreciones de mucosas recuperadas
de lavado intestinal, broncoalveolar y vaginal de
ratones BALB/c (11, 28, 30). Se ha observado
también que la respuesta de anticuerpos inducida
en suero, vagina e intestino grueso por la aplicacion
de intraperitoneal y vaginal de CrylAc en diestro
y estro, no se modifica debido al estadio del ciclo
estral (30).
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EFECTOS ADYUVANTES DE LA PROTOXINA
CrylAc

Los efectos adyuvantes de pCry1Ac se han evalua-
do con respecto a las respuestas de anticuerpos
especificos alcanzadas tanto a nivel sistémico
y mucosas hacia antigenos coadministrados de
diferente naturaleza, tales como el antigeno de
superficie de hepatitis B (13), péptidos de HIV (29)
y polisacaridos neumococicos (14). Se observo
que el efecto adyuvante en mucosas inducido por
pCry1Ac depende de la via de administracion y del
antigeno utilizado e incluso puede ser tan potente
como el provocado por la toxina del colera.

pCry1lAc tiene efectos adyuvantes mucosos y
sistémicos al inducir la respuesta de anticuerpos
intestinales y sistémicos cuando se coadministra
con proteinas como la albumina de suero bovino
(BSA) y un antigeno de superficie de hepatitis B
(HbsAg) en ratones Balb/c por las vias oral e in-
traperitoneal (13).

La capacidad de CrylAc de inducir respuestas
sistémicas y en distintos sitios mucosos, incluyen-
do la mucosa vaginal que es un sitio en el que es
dificil inducir respuestas inmunes significativas por
la aplicacién de proteinas solubles, sugeria que
podria utilizarse como acarreador de antigenos,
de esta manera se evalud y demostro el potencial
de esta proteina como acarreador vacunal de un
polisacarido capsular 6B (14) y de un epitope de
la toxina diftérica (31).

pCry1lAc es adyuvante y puede funcionar como
un acarreador de vacuna, ya que la inmunizacion
intranasal de polisacaridos de pneumococos coad-
ministrados o conjugados con la proteina Cry1Ac
indujo respuestas de anticuerpos séricos y en
lavados traqueopulmonares significativamente
mayores a las obtenidas por la administracion de
polisacaridos solos (14).

Se evaluo el potencial de pCrylAc como ad-
yuvante y vector vacunal de péptidos vacunales
de HIV. La capacidad de CrylAc para incrementar
la respuesta inmune humoral y celular en mu-
cosas y sistémicas hacia péptidos fue modesta,
sin embargo se aportd evidencia de que el efecto
adyuvante de CrylAc y de toxina de cdlera en la
respuesta inmune local y sistémica depende del
péptido coadministrado (29).

EFECTO PROTECTOR DE LA pCrylAc

Se habia demostrado que la Cry1lAc era inmuno-
génica y que tenia efectos adyuvantes en la res-
puesta inmune de anticuerpos (a nivel de mucosas
y a nivel sistémico) cuando se coadministraba con
antigenos de distinta naturaleza (proteinas y po-
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lisacaridos), asi que posteriormente se evalud si
como adyuvante incrementaban la proteccion en
modelos de infecciones en mucosas y sistémicos,
lo que mostraria su utilidad potencial como un co-
adyuvante protector prometedor capaz de mejorar
la eficacia de las vacunas.

Se observo que la pCry1Ac soluble ya sea sola
0 coadministrada como coadyuvante, confiere
proteccidon en varios modelos de infecciones para-
sitarias en ratén, como los causados por Naegleria
fowleri, Taenia crassiceps, Plasmodium chabaudi
y Plasmodium berghei ANKA AS (32-34), y que
ademas, aumentaba la inmunoproteccion conferida
por la vacuna RB51 en ratones desafiados con la
cepa virulenta Brucella abortus 2308 (15).

La inoculacion intranasal de Naegleria fowleri en
ratones, provoca la meningoencefalitis amibiana
primaria de una forma muy similar a la que se pre-
senta en el humano (32). La infeccion es rapida y
fatal, mata al 100% de los ratones infectados en 7
dias. Interesantemente la pCry1Ac tiene un efecto
adyuvante protector en el modelo de meningoen-
cefalitis amibiana primaria en ratén; ya que al co-
administrar la pCry1Ac con antigenos de Naegleria
fowleri por via intranasal incrementd a un 100%
la proteccidn ante la infeccién con esta amiba. Se
indujeron respuestas significativas de anticuerpos
IgG e IgA en suero y lavados traqueopulmonares
por la inmunizacién intranasal e intraperitoneal,
sin embargo, los titulos de anticuerpos en suero
no parecen correlacionarse con el grado de pro-
teccion, ya que el maximo grado de proteccion
se logrd por la via intranasal mientras que los
maximos titulos de anticuerpos se indujeron por
la ruta intraperitoneal. Mientras que los titulos de
anticuerpos IgG e IgA inducidos en lavados nasales
y traqueopulmonares si se correlacionan con el
grado de proteccién (32). Asimismo, la aplicacion
intranasal sola de pCry1Ac confiere a los ratones
un alto nivel de proteccion contra la infeccion por
Naegleria fowleri (60%), comparable al que se
obtiene mediante la inmunizacién intranasal con
extracto de proteinas totales de trofozoitos de
Naegleria fowleri (32, 35, 36).

Estos resultados sugerian que tanto las respues-
tas de anticuerpos como los mecanismos inmunes
innatos podian estar participando en los efectos
protectores observados. Posteriormente, utilizando
ratones deficientes en STAT-6 se encontrd que la
respuesta Th2 es indispensable en la proteccion
conferida por la inmunizacién Cry1Ac coadminis-
trada con extractos, ya que los ratones deficientes
en STAT-6 no sobrevivieron a la infeccion a pesar
de presentar respuestas Th1 mas altas que las pre-
sentadas por los ratones silvestres que presentan
preferentemente respuestas Th2 (36)
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Por estos hallazgos y ante la necesidad del de-
sarrollo de adyuvantes necesarios para mejorar la
eficiencia de proteccidon de las vacunas existentes
se considerd importante evaluar el efecto adyu-
vante protector de la pCrylAc en otros modelos
de infeccidon de patdégenos que representaran un
problema importante de salud para la poblacién a
nivel nacional y mundial.

Se evalud el efecto inmunoprotector de Cry1Ac
en un modelo de malaria murino, determinando si
la pCry1Ac era capaz de inducir la respuesta inmune
innata para inducir la proteccion contra Plasmodium
chabaudi (no letal) y Plasmodium berghei ANKA
AS (letal). Encontrandose que el pretratamiento
con pCry1Ac induce proteccion contra ambas espe-
cies de Plasmodium ya que reduce la parasitemia
, incrementa el tiempo de sobrevida, modula la
expresion de mRNA de citocinas proinflamatorias
como IFN-y y TGF-p e incrementa los niveles de
anticuerpo especificos IgG e IgM en ambas especies
de Plasmodium en ratones (33).

De forma similar se determind si la pCryAc como
adyuvante inducia proteccién en un modelo murino
experimental de cistercosis por Taenia crassiceps.
Al evaluar el efecto de la administracion intarperi-
toneal de lisados solos, pCrylAc sola, o pCrylAc
coadministrada con lisados de metacéstodos, se
encontré que la pCrylAc coadministrada con el
extracto metacéstodos confirié proteccién por
encima del 47% , sin embargo la pCrylAc sola
no provee proteccion (34), a diferencia del efecto
protector inducido por pCrylAc sola en los dos
modelo de infeccién anteriormente descritos de
Naeglaeria fowleri (32) y Plasmodium (33).

De forma importante también se observo que
la proteina CrylAc usada como un adyuvante
mucosal administrada por via intranasal puede
ser una alternativa prometedora para mejorar
la vacuna RB51 contra la brucelosis, ya que al
coadministrar pCry1lAc con la cepa vacunal RB51
de Brucella abortus y después de un desafio in-
tranasal con la cepa virulenta B. abortus 2308 en
ratones BALB / c aumentd la inmunoproteccion
conferida por la vacuna. Pues se observo una
disminucion de la carga bacteriana esplénica
cuando se desafia intranasalmente con la cepa
virulenta B. abortus 2308; se generd in vivo
una mayor actividad citotoxica en respuesta a
la transferencia de células previamente infec-
tadas, se indujo proliferacion de células TCD8
+ citotdxicas en respuesta a la estimulacion
con bacterias inactivadas por calor; aumento la
produccién de TNF-a e IFN-y; y se indujo una
respuesta significativa de IgG2a (15).

MECANISMO INMUNOMODULADOR DE
pCryl1lAc

El encontrar que la administracion de la proteina
Cry1Ac sola conferia proteccién en algunos mode-
los de infeccion sugeria que esta proteina tiene la
capacidad de activar la respuesta inmune innata.
De la misma manera se considero que las propie-
dades inmunopotenciadoras de la pCry1Ac podrian
estar relacionadas con su capacidad para activar
linfocitos y células presentadoras de antigeno.

Al evaluar los efectos de la pCry1lAc en la pro-
duccién de citocinas en linfocitos obtenidos de
diferentes compartimientos mucosales intestinales
y nasales; y en la expresion de marcadores de
activacion, proliferacion, moléculas de adhesion
en linfocitos. Se encontrd que esta proteina tiene
la capacidad de inducir preferentemente la activa-
cion de linfocitos B y TCD4+*, asi como de inducir
la produccidn de citocinas o de modificar el patrén
existente de citocinas producidas constitutivamente
en linfocitos de los distintos compartimientos mu-
cosales. Se encontré que la aplicacién intranasal
de pCry1Ac favorece la induccidn de respuestas de
citocinas tipo Th2 en linfocitos nasales obtenidos
del tejido linfoide asociado nariz (NALT) y pasajes
nasales (37).

Para continuar la caracterizacion del efecto in-
munoestimulador de la pCry1lAcy en virtud de que
varios adyuvantes de origen microbiano ejercen
parte de su actividad a través de inducir la expre-
sién de moléculas coestimuladores y la produccion
de citocinas por parte de células presentadoras
de antigeno (38, 39), se evaluo si la pCrylAc era
capaz de activar a los macréfagos e inducir estos
efectos. Se demostré que pCrylAc es capaz de
activar macréfagos murinos de cultivos primarios
y de la linea celular celular RAW 264.7 en ensa-
yos in vivo e in vitro, induciendo la expresion de
moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86 y
la sobreproduccién de citocinas proinflamatorias
IL-6, TNF-a. y la quimiocina MCP-1. Se observo
que al administrar pCrylAc por via intranasal e
intraperitoneal en ratones BALB/c, se induce una
respuesta de activacion en macrofagos de diferen-
tes sitios sistémicos y mucosos como peritoneo,
bazo, noédulos linfaticos mesentéricos, o en pul-
mon vy lavados traqueoalveolares. Asimismo, los
ensayos in vitro realizados con células adherentes
obtenidas de diferentes mucosas, mostraron que
esta proteina era capaz de inducir la expresion de
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 e inducir
la produccion de citocinas proinflamatorias TNF-a,
II-6 y MCP-1, obteniendo en varios casos efectos
comparables a los obtenidos con el lipopolisacarido
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(LPS). Mediante el uso de inhibidores de MAPKs se
sugirio la participacion de las vias de las MAPKs
ERK1/2 y p38 en la sobrexpresion de las moléculas
coestimuladoras y la produccion de citocinas induci-
das por pCry1Ac (40), posteriormente se confirmo
la capacidad de pCrylAc de inducir la activacion
de las MAPKs ERK1/2, JNK y p38 en macréfagos
(44).

Las toxinas del grupo CrylA se unen a los
receptores encontrados en la membrana de las
células epiteliales del intestino medio de insectos
(41) tales como la aminopeptidasa N de 120 kDa
(APN) (42) y una glicoproteina de tipo cadherina
de 210 kDa (43) y recientemente se ha publicado
que la pCry1Ac tiene también sitios de unién en
el intestino medio del insecto, proponiéndose un
nuevo modelo dual de accién de las proteinas Cry
(6). Sin embargo, no se sabe si estas glicoproteinas
funcionan como receptores de toxinas CrylA en
vertebrados. Se ha informado de que la pCrylAc se
une a los enterocitos de raton in vitro (44), pero la
union no fue inhibida por la GalNAc, la manosa o la
biotina, lo que sugiere que otro tipo de moléculas
estan interactuando con las proteinas Cry (31).

Hasta recientemente no se habia mostrado
evidencia que sugiriera la existencia de posibles
receptores para las proteinas Cry1Ac en mamiferos.
Sin embargo, dado los hallazgos que demostraban
la capacidad de pCrylAc de activar macrofagos
y que las MAPKs median algunos de los efectos
inducidos por pCry1Ac; y conociendo que las vias
de las MAPKs se activan principalmente a través de
las interacciones ligando-receptor, nos dimos a la
tarea de identificar proteinas de union a pCry1Ac
que pudieran ser potenciales receptores. Primero
se demostro que la pCry1Ac muestra una union sa-
turable especifica a la superficie de los macrofagos
lo que evidencia la presencia de posibles receptores
en este tipo celular. Encontramos también que la
internalizacion de pCry1lAc es mediada por endo-
citosis mediada por clatrina ya que es inhibida por
monodansilcadaverina y pCrylAc colocaliza con
las proteinas de endosomas tempranos y tardios
Rab5 y Rab7 respectivamente. A través de ensayos
de inmunoprecipitacién y posterior identificacion
por MALDI-TOF-TOF se encontraron varias protei-
nas de union a pCry1Ac, tales como proteinas de
choque térmico (HSPs), vimentina, a-enolasa y
actina. Se confirmé la interaccién de HSPs70 con
pCry1Ac vy su colocalizacion en la superficie celular
de los macrofagos. Ademas, se encontré que la
activacion de macrofagos inducida por Cry1lAc es
parcialmente mediada por HSP70 de superficie ya
que el pretratamiento con anticuerpos anti HSP70
inhibe la fosforilacion de ERK1 y la produccion de
MCP1 inducida por Cry1Ac en macréfagos. Ademas,
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la participacion in vivo de HSP70 de superficie en
los efectos de Cry1Ac en macréfagos se evalud en
ratones tratados con feniletilsulfonamida, un inhi-
bidor funcional de HSP70, los resultados apoyan la
funcion de HSP70 ya que el inhibidor disminuy? la
migracion de macréfagos inflamatorios inducida por
CrylAc en la cavidad peritoneal. Sin embargo es
necesario determinar la participacion funcional de
otras proteinas de union a pCry1Ac en macréfagos
como posibles receptores (45).

PROPIEDADES INMUNOLOGICAS DE LA
tCrylAc

La mayoria de los estudios basados en las propie-
dades inmunoldgicas de las proteinas Cry, se han
centrado en la pCry1Ac (9, 14, 44). Sin embargo,
se ha demostrado que parte de la inmunogenici-
dad (evaluada por la respuesta inmune humoral)
de estas toxinas reside en la region del extremo
N-terminal (46). Guerrero (31), evaluaron qué im-
plicaciones tenia la regidon del extremo N-terminal
de la pCrylAc (que corresponde a la estructura
y secuencia de la tCrylAc) en las propiedades
inmunoldgicas de la varias pCry. Al comparar la
inmunogenicidad de las diferentes familias de
protoxinas y toxinas Cry: Cryl (Aa, Ab y 1Ac) y
la proteina Cry3A se encontrdé que las toxinas
CrylAa, CrylAb y CrylAc eran capaces de inducir
respuestas especificas de anticuerpos IgG e IgA
en el suero y varios sitios de mucosas (intesti-
no delgado, el intestino grueso y en los lavados
traqueo-pulmonales) después de administrarse via
intraperitoneal o via intranasal, lo que demostraba
que las tCry1A también son inmunogénicas tanto a
nivel sistémico como mucosal, como la protoxina.
Al realizar ensayos de inhibicion de la reactividad
de anticuerpos anti protoxina por competencia
con toxina Cry, se encontrd que gran parte de los
anticuerpos que se generaban hacia la protoxina
iban dirigidos a la region de la toxina. Lo que su-
geria que la regidon que corresponde a las toxina
Cry en la protoxina, es importante en los efectos
inmunoldgicos inducidos por la protoxina (46).
Asimismo, se ha demostrado el potencial de las
toxinas CrylA de funcionar como vector vacunal,
ya que en un estudio se mostrd, que la inmuni-
zacion con unas proteinas mutantes de la toxina
CrylAa como la denominada CrylAa8, en la que
un motivo hidrofébico de ocho aminoacidos en la
a-hélice 7 del dominio I de la toxina Cry1A silvestre,
se intercambid por un epitopo de toxina diftérica,
indujo respuestas de anticuerpos que reconocieron
a la toxina diftérica. Ademas se observo tanto la
toxina Cry1lAa silvestre, como la mutante Cry1Aa8,
fueron capaces de generar respuestas inmunitarias
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celulares y aumentar la produccion de citocinas,
principalmente IFN-y e IL-12 después de una es-
timulacion intranasal (47) .

Posteriormente, se confirmd la inmunogenici-
dad de la toxina Cry1Ab, en un modelo de raton
BALB/c, al mostrar que estd proteina genera
respuestas especificas de anticuerpos tanto IgG1
e IgG2a, indicando que induce una respuesta
inmune mezclada Th1/Th2 cuando se administra
intraperitonealmente (48). De la misma manera,
Andreassen y cols., confirmaron la inmunogenici-
dad de Cry1Ab por la via intranasal, previamente
reportada por Guerrero (31, 49).

Asimismo, recientemente se demostré que la
tCrylAc es capaz de activar los macréfagos de
bazo y de la linea celular RAW264.7, induciendo la
expresion de las moléculas coestimuladoras CD80
y CD86 e ICOS-L y la produccion de las citocinas
proinflamatorias II-6, TNF-a y la quimiocina MCP-
1. Ademas se demostro la capacidad de tCry1Ac
de inducir la activacion de las MAPKs ERK1/2, p38
y IJNK y la translocacion al nlcleo del factor de
transcripcion NF-xB ; asi como la participacion de
las MAPKs en algunos de los efectos de activacion
inducidos por tCry1Ac, a través del usos de inhi-
bidores especificos de esta via (50).

CONCLUSIONES

Dentro de las estrategias actuales para desarrollar
vacunas mucosales efectivas y/o inmunoterapias
se encuentra la busqueda de formas mas eficientes
de administracion de antigenos al sistema inmune
de mucosas y el descubrimiento de adyuvantes de
mucosas Yy sistémicos seguros y provean inmuni-
dad. Considerando antecedentes ya reportados
sobre la pCrylAc se pudiera proponer como una

herramienta valiosa para incrementar la eficacia
de vacunas induciendo inmunoproteccién en muco-
sas, si se emplea ya sea como adyuvante, o como
inmunomodulador, asi como para caracterizar la
compartimentalizacion del sistema inmunitario de
las mucosas.

La mayoria de los estudios de las propiedades in-
munoldgicas se han realizado en las proteinas del
grupo CrylAc, sin embargo, se ha observado que
la protoxina y toxina del grupo CrylAa y CrylAb,
también son inmunogénicas induciendo respuesta
a nivel de mucosas y sistémico, considerando el
alto porcentaje de identidad entre estas proteinas
como se aprecia en la (Fig. 2) en la que se muestra
la superposicion de la estructura cristalografica de
la toxina CrylAc y de la toxina Cry1Ab. Ademas,
podria profundizarse en el estudio de las propieda-
des adyuvantes de las protoxinas CryAb y Cry1Aa,
asi como de las toxinas de los tres grupos. Asi-
mismo, creemos necesario evaluar la respuesta de
tipo celular que puede generar estas proteinas, ya
que existen pocos estudios al respecto. También
es importante identificar si existen otros recepto-
res en mamiferos para los cual las proteinas Cry
podrian ser ligandos; asi como caracterizar las
vias de sefializacion que pueden estar activando
como parte de la caracterizacion del mecanismo
inmunomodulador de las proteinas Cry.
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