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El nuevo adyuvante de mucosas CrylAc
potencia la capacidad de células mononucleadas
humanas de hibir el crecimiento bacteriano
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INTRODUCCION

Existen pocas sustancias capaces de ejercer un po-
tente efecto adyuvante en las mucosas y que, por
otro lado, sean bien toleradas por el hombre. La
btsqueda de sustancias con estas propiedades bene-
ficiaria el manejo de las infecciones y el diseno de
vacunas.! CrylAc de Bacillus thuringiensis es una
protoxina con acciones inmunogénica y adyuvante
tan potente como toxina del célera.? Se ha reportado
que CrylAc no es téxica en humanos a las dosis en
que se usa convencionalmente como biopesticida, es
resistente a la protedlisis y es estable a pH alcali-
no3* y recientemente ha llamado la atencién para
ser conjugada o coadministrada con otros antigenos
y ser usada como acarreadora de péptidos vacunales.

Este trabajo se realiz6 para conocer si sobrena-
dantes de cultivo de células mononucleadas huma-
nas tratadas con la toxina CrylAc podrian inhibir el
crecimiento de bacterias reconocidas como importan-
tes patégenos de mucosas.

MATERIAL Y METODOS

La toxina CrylAc recombinante usada en el estu-
dio fue donada por el profesor Benito Pereira, de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leén, con 99.6%
de pureza y examinada en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) para confirmar la calidad del producto
obtenido. Las células mononucleadas humanas se

obtuvieron de donantes sanos, por aislamiento en
gradientes de Ficoll-Hypaque (d = 1077) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Se tomaron las
células de la interfase y se lavaron tres veces en so-
lucion amortiguadora de fosfatos. La suspensién ce-
lular se ajusté a 2 X 106 células/mL en medio RPMI
1640 enriquecido con suero fetal bovino 10%. 100 uL
de la suspension celular se depositaron en placas de
cultivo de 96 pocillos (Cornig, CA, USA), un grupo
de células recibié Concanavalina A (5 ug/mL), otro
grupo fue tratado con concentraciones dobles seria-
das de CrylAc partiendo de 250 ug/mL y como con-
trol un grupo de células permanecié en medio de
cultivo sin recibir tratamiento alguno. Muestras y
controles fueron procesados por triplicado e incuba-
dos a 37 °C, con 5% CO,, en ambiente himedo por 72
horas y luego los sobrenadantes fueron recolectados
y depositados sobre discos de papel Whatman ntme-
ro 40, los cuales fueron posteriormente incubados a
35 °C 24 horas.

Las bacterias usadas en los ensayos fueron ais-
ladas de pacientes con infecciones recurrentes de
mucosas en el Hospital Infantil de Morelia “Eva Sa-
mano” de la Secretaria de Salud. El crecimiento bac-
teriano tuvo lugar en medio Soya-triptasa a 37 °C
por un periodo de cuatro a seis horas y las cepas
fueron transferidas a Agar Muller Hinton; luego los
discos se colocaron sobre el agar y se constaté la in-
hibicién del crecimiento bacteriano a las 24 horas,
por difusiéon en el agar. Se calcularon los didmetros
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Cuadro 1. Efecto inhibitorio maximo del crecimiento bacteriano inducido por sobrenadantes de cultivo de células mononucleadas humanas tratadas con

CryiAc.
Cepa aislada/ Inhibicion respecto Inhibicion respecto Inhibicion respecto a
dilucién Cry1Ac a antibiético (%) a células no tratadas (%) células con ConA (%)
S. aureus/1:4 50+4 125+ 16.1 1111175
P. mirabilis /1:4 100 +8.5 171412 133.3+ 8.1
P. aeruginosa/i:16 70.5%8.2 171£12.2 150+ 8.3
Salmonella sp/1:2 66.6 +5.4 1142+ 8.4 100+£74

Se eligid como antibidtico de referencia amikacina, por ser de los antibi6ticos probados (ampicilina 10 mg, acido nalidixico 30 mg, trimetropin-sulfametoxasol
1.25 mg/ 23.75 mg, amikacina 30 mg) el que mostré mayor efecto inhibidor del crecimiento bacteriano en las cepas estudiadas, con didmetros promedio de
los halos inhibitorios siguientes: S. aureus (14 mm), P. mirabilis (11 mm), P. aeruginosa (13 mm)y Salmonella sp (12 mm).

Se utilizaron como cepas controles P. aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 25923.

de los halos de inhibicién y los resultados fueron in-
formados como por ciento de inhibicién del creci-
miento bacteriano de los sobrenadantes de células
mononucleadas tratadas con CrylAc respecto a so-
brenadantes de células mononucleadas no tratadas,
respecto a sobrenadantes de células mononucleadas
tratadas con ConA y respecto al antibiético al que
las cepas bacterianas resultaron mas sensibles
(amikacina). Los experimentos se hicieron por tri-
plicado y se usé la ¢ de Student para evaluar la sig-
nificacién estadistica, la cual se acept6 cuando fue
mayor al 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ni Cryl Ac pura, ni sobrenadantes de cultivos de
células no tratadas inhibieron el crecimiento bacte-
riano y la inhibicién del crecimiento bacteriano fue
mayor en células tratadas con CrylAc que en célu-
las tratadas con un mitégeno policlonal (P < 0.05)
para P. aeruginosa, P. mirabilis y S. aureus. El cua-
dro 1 muestra los efectos inhibitorios maximos del
crecimiento bacteriano obtenidos con los sobrena-
dantes de cultivos de células mononucleadas huma-
nas tratadas con CrylAc. Este efecto estuvo en rela-
cion con la dosis de CrylAc aplicada y con la cepa
bacteriana estudiada y estuvo ligado a la produccién
de mediadores solubles por células tratadas con
CrylAc porque dicho efecto se atribuy6 al sobrena-
dante de cultivo de células mononucleadas tratadas
con CrylAc y no a la toxina per se. La cantidad y
tipo de mediadores solubles parecen tener un efecto
selectivo sobre el crecimiento de cada una de las ce-
pas bacterianas estudiadas y, por otro lado, la inhi-
bicién del crecimiento bacteriano inducido en células
mononucleadas humanas tratadas con CrylAc fue

superior al alcanzado cuando células mononucleadas
se enfrentaron a un mitégeno policlonal; esto parece
indicar que la estimulacién antigeno especifica con
CrylAc tiene mayor impacto sobre los mecanismos
de defensa inespecifica de células mononucleadas que
el que se obtiene cuando estas células son tratadas
con un mitégeno policlonal. Estos datos estan en re-
lacién con el hecho que CrylAc induce potentes esta-
llidos respiratorios en monocitos que llevan a la li-
beracion de especies reactivas del oxigeno e
hipocloritos que tienen accién bactericida® y que in-
duce la activacion de miltiples poblaciones celulares
implicadas en la defensa contra patégenos de muco-
sa que culminan con la produccién de altos titulos
de IgA e IgG tanto en compartimientos sistémicos
como de mucosas.? La obtencién de mayor inhibi-
cion con antibidtico al que las cepas aisladas resul-
taron sensibles que con sobrenadantes de células
tratadas con CrylAc apunta a la necesidad de carac-
terizar en los sobrenadantes los factores responsa-
bles de este efecto a fin de obtener una respuesta
mas potente. Aun cuando como limitacién del estu-
dio tenemos que se probaron un pequeno ntiimero de
antibiéticos, los datos resultaron tutiles para demos-
trar que CrylAc indujo un efecto similar al obtenido
con antibidticos.

Recientemente en nuestro laboratorio hemos en-
contrado que CrylAc induce citocinas especificas y
posibilita la sobrexpresion de moléculas del sistema
mayor de histocompatibilidad en monocitos y linfo-
citos y que estos mecanismos pueden estar involu-
crados en los efectos adyuvantes e inhibitorio del
crecimiento bacteriano que tienen como blanco im-
portante a fagocitos profesionales (datos enviados a
publicacion). Concluimos que CrylAc potencia meca-
nismos de respuesta del organismo contra bacterias
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en células mononucleadas humanas. Este efecto es
atribuible a factores solubles producidos por estas
células luego de ser activadas con CrylA y que favo-
recen la eliminacion de antigenos provenientes de
bacterias patégenas en las mucosas. Se sugiere ca-
racterizar los factores solubles involucrados es estos
efectos por su aplicacion para la formulacién de nue-
vos adyuvantes y antimicrobianos.
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