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Hace unos sete afios Roberto Vézquez Padrdn - investigador del Centro de Ingenieriay Genéticay
Biotecnologia de La Habana que vino ainiciar la produccion de esporas de Bacillus thuringinesis end
Departamento de Bioingenieriay Biotecnologiadd CINVESTAV- nos propuso iniciar una
colaboracion en @ campo de lainmunologia de mucosas, d que nos habiamos introducido por nuestro
interésen laamibiaigsintestingl.

L as esporas de variedades selectas de B. thuringiensi s son asperjadas sobre cultivos
destinados para ladimentacion humanao animd con € propdsito de combetir insectos perjudiciaes por
el efecto entomocida de protoxinas de naturaleza proteinica que forman agregados con aspecto de
cristdes drededor de las esporasy que por €lo son denominadas proteinas “Cry” . Las protoxinas,
activadas en d intestino de larvas que han comido fragmentos de hojas, debilitan alosinsectosy
disminuyen d dafio alos cultivos. Algunos genes Cry han sido empleadas con éxito para obtener plantas
transgénicas (“Bt") resistentes ainsectos.

La propuesta de Roberto consistiaen invedigar s laCrylAc - protoxinainocua para humanosy
animaes aprobada hacia tiempo por laFDA y laEPA- sarviria como vehiculo para desarrollar vacunas
orales. Estaidea se basaba en que 1) la Cry1Ac, como otras protoxinas similares, resgte lahidrdlissa
su paso por € intestino de los mamiferas por lo cud podria ser un buen acarreador de epitopos para
vacunas ordes, 2) secuencias codificantes de epitopos relevantes podrian ser insertadas en € gen de
CrylAc en donasde Escherichia coli inducibles que acumulan la protoxinarecombinante en cuerpos
de incluson.

Llevamaos a cabo un experimento preliminar para determinar S Cry1Ac efectivamente era
inmunogénica por viaintragéstrica, ya que solamente en este caso € proyecto seriaviable. Para asegurar
lainmunogenicidad de Cry1Ac por viaintragastrica, coadministramos Cry1Ac junto con toxinade
cdlera (CTX), € adyuvante de mucosas mas potente conocido entonces. L os ratones de los tres grupcs
testigo recibieron solo Cry1Ac, sdlo CTX o ningin antigeno. Al determinar la respuesta de anticuerpos
tuvimos dos gratas sorpresas: 1) en @ grupo inmunizado solo con Cry1Ac lostitulos anti- Cry1Ac eran
tan dtos como los anti-CTX delos ratones que habian sido inmunizados sdlo con CTX y 2) enlos
inmunizados con lamezcla CrylAc-CTX d titulo anti- CTX fue mayor que en los que recibieron solo
CTX. Egtos hallazgos indicaron que Cry1Ac es inmunogénica por laviaord pero ademés parecia ser un
nuevo adyuvante de mucosas de potencia comparable a CTX.

Luego confirmamos que Cry1Ac induce respuestas inmunitarias por |as rutas intragastrica,
intranasd, rectd y vagind y demostramos su actividad como adyuvante Sstémico y de mucosas para
dos antigenos proteinicos. 1) la seroablmina bovinay 2) la vacuna recombinante contra la hepatitis B.

Al conocer nuestro trabgo, € Dr. Jesis Kumate nos sugirio probar s CrylAc también es
adyuvante para los polisacéridos de neumococos. Esta posibilidad era atractiva porque en caso de ser
confirmada, la Cry1Ac podria ser empleada paraobtener vacunas conjugadas de polisacaridos e



induso permitir su coadministracion por viamucosa (intranasd, intratraqueal ?). Con Sadl Pifiay Josué
Ruiz demostramos que no es necesariala conjugacion, porque la coadminigtracion de Cry1Ac por via
sSgémicaeintranasd esiguamente potente como adyuvante para los polisacaridos de neumococos del
tipo 6B y delavacuna polivdente que contiene 23 serotipos diferentes.

L ostres estudiantes de doctorado que estamos terminando de codirigir (Rita Esquivd, Aldo
Résendizy Salll Rojas) redlizaron sus trabajos de tesisen Iztacday en d Departamento de Biologia
Celular de CINVESTAYV hasta junio de 2004.

Lacaracterizacion dd efecto inmunogénico y adyuvante de CrylAc con élosy otros
colaboradores nos ha permitido
- Demosgtrar laactividad de la protoxina como adyuvante de un péptido candidato a vacuna contrala

infeccion por HIV

Determinar que un efecto central de laprotoxinaes e aumento en la actividad de presentacion de
antigenos

Desarrallar un método meorado parad aidamiento de linfocitos de las placas de Peyer y lalamina
propiadd intestino delgado y grueso, con e cud hemos caracterizado las subpoblaciones de
linfocitos de estos compartimentosy |os efectos de Cry1Ac

Confirmar y extender € conocimiento sobre la regionalizacion dd sstemainmune intestind basada
en las notables diferencias en la calidad de larespuestay las subpoblaciones delinfocitosen
intestino delgado y grueso.

Recientemente publicamos un trabg o que no deja duda de lautilidad e importancia de Cry1Ac
como adyuvante de mucosas y confirmala rlevancia de la ruta de inmunizacion intranesd, yaque end
demostramos que laadministracion intranasd de la protoxina incrementa lainmunidad innata contra la
meningoencefditis experimenta por Naegleria fowleri, en tanto que lacoadministracion de protoxina
con lisados amibianos por lamismaruta jinduce inmunidad protectora total contra lainfeccion!
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