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Abstract

Cry1Ac toxin, from Bacillus thuringiensis, is widely used as a biopesticide and expressed
in genetically modified organism (GMO), plants used for human and animal
consumption. Since Cry1Ac is also immunogenic and able to activate macrophages, it is
crucial to thoroughly evaluate the immunological effects elicited after intra-gastric
administration. The allergenic potential of purified Cry1Ac was assessed and compared
with that induced in a murine model of food-allergy to ovalbumin (OVA), in which animals
are sensitized with the adjuvant Cholera toxin (CT). Mice were weekly intragastrically
administered with: i) vehicle phosphate-buffered saline (PBS), ii) OVA, iii) OVA plus CT
iv) Cry1Ac or v) OVA plus Cry1lAc. Seven weeks after, mice were intragastrically
challenged and allergic reactions along with diverse allergy related immunological
parameters were evaluated at systemic and intestinal level. The groups immunized with,
Cry1Ac, OVA/Cry1Ac or OVA/CT developed moderate allergic reactions, induced
significant IgE response and increased frequencies of intestinal granulocytes, IgE+
eosinophils and IgE+ lymphocytes. These same groups also showed colonic lymphoid
hyperplasia, notably in humans, this has been associated with food allergy and intestinal
inflammation. Although the adjuvant and allergenic potential of CT were higher than the
effects of Cry1Ac, the results show that applied intra-gastrically at 50 ug doses, Cry1Ac
is immunogenic, moderately allergenic and able to provoke intestinal lymphoid
hyperplasia. Moreover, Cry1Ac is also able to induce anaphylaxis, since when mice were
intragastrically sensitized with increasing doses of Cry1Ac, with every dose tested, a

significant drop in rectal temperature was recorded after intravenous challenge.



Resumen

La toxina Cry1Ac producida por la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), es utilizada como
bioinsecticida (esporas) debido a su actividad insecticida, mientras que la toxina ha sido
expresada en plantas genéticamente modificadas, principalmente cultivos de hortalizas
comercializadas para consumo humano y animal. Nuestro grupo de investigacién ha
determinado que la toxina Cry1Ac es inmunogénica y capaz de activar macrofagos; por
lo que consideramos crucial evaluar los efectos inmunoldgicos y el potencial alergénico
que pudiera tener la administracion intra-gastrica de la toxina Cry1Ac. El potencial
alergénico de la toxina Cry1Ac se evalu6é y compard con el inducido por un modelo
murino de alergia alimentaria hacia ovoalbumina (OVA), utilizando como adyuvante la
toxina de Codlera (CT). Ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de edad fueron
inmunizados una vez por semana durante siete semanas por via intra-gastrica con: i)
buffer de fosfato-salina (PBS) (vehiculo), ii) OVA, iii) OVA+CT (control positivo de
alergia), iv) Cry1Ac o v) OVA+Cry1Ac. En la octava semana, los ratones recibieron un
reto antigénico con (PBS, OVA o Cry1Ac) por via intra-gastrica e inmediatamente
después se evaluaron las reacciones alérgicas; una hora mas tarde los ratones fueron
sacrificados para la evaluacién de diversos parametros inmunoldgicos relacionados con
la alergia a nivel sistémico e intestinal. Los grupos inmunizados con Cry1Ac,
OVA+Cry1Ac y OVA+CT desarrollaron reacciones alérgicas moderadas, indujeron
respuestas significativas de IgE, aumentaron el numero de granulocitos en intestino y
linfocitos IgE+ en células de bazo, ganglio mesentérico y placas de Peyer. Estos
mismos grupos, mostraron hiperplasia del tejido linfoide en colon, la cual; en humanos,
ha sido asociada con alergia a los alimentos e inflamacion intestinal. Aunque el
potencial adyuvante y alergénico de la CT fue mayor que el observado con la toxina
Cry1Ac. Nuestros resultados demuestran que la toxina Cry1Ac cuando es administrada
por via intra-gastrica es inmunogénica y moderadamente alergénica en comparacion
con el potencial efecto alergénico observado de la CT; debido a que la toxina Cry1Ac
fue capaz de inducir anafilaxis observada en el descenso de la temperatura cuando los
ratones recibieron el reto antigénico por via intravenosa y capaz de provocar hiperplasia
linfoide intestinal; se recomienda llevar acabo mas estudios sobre la evaluacién del
potencial alergénico de plantas genéticamente modificadas que expresan la toxina Cry
y que en la actualidad son comercializadas y consumidas por animales y humanos,

considerando el analisis de la mucosa intestinal.



1.Introduccidén

Las proteinas Cry son producidas por la bacteria Gram-positiva Bacillus
thuringiensis (Bt) como d-endotoxina durante la fase de esporulacion en forma
de cristales. Estas proteinas tienen alta solubilidad, son estables a pH alcalino y
tienen resistencia a la protedlisis. Su principal uso ha sido como bioinsecticida
debido a su perfil toéxico frente a larvas de insectos de los 6rdenes Lepidoptera,

Diptera y Coleoptera [1].

El mecanismo de accién de las proteinas Cry como bioinsecticida ha sido
caracterizado en insectos. Los cuerpos paraesporales en forma de cristales que
contienen a la protoxina Cry son ingeridos por las larvas insectos blanco cuando
se encuentran en el estadio de larva, una vez ingeridas, son solubilizadas
debido al pH altamente alcalino presente en el intestino medio de la larva de
insecto, para posteriormente ser activadas proteoliticamente por proteasas
como la tripsina formando el fragmento toxico de 65-70 kDa. Una vez activada la
toxina, ésta se une a receptores especificos presentes en el borde apical del
epitelio intestinal de la larva; en lepidépteros por ejemplo se ha determinado que
la toxina se une a receptores de tipo cadherina (CADR), glicosilfosfatidilo inositol
anclado (GPI), aminopeptidasa-N (APN), fosfatasa alcalina (ALP), el
glicoconjugado de 270kDa vy la proteina llamada P252 de 250-kDa que provoca
la formacion de un poro litico, induciendo respuestas celulares complejas que
alteran la integridad celular provocando cambios y diferencias en el potencial

transepitelial, conduciendo finalmente a lisis celular y la muerte de la larva [2-5]
(Fig. 1).

Las proteinas Cry han sido consideradas no toxicas para vertebrados,
incluyendo al humano, ya que carecen de efectos nocivos sobre estos, ademas
de tener bajo impacto en insectos no blanco y alta eficiencia en el control de
plagas en cultivos de hortalizas y cereales principalmente. En la actualidad han

sido producidas y comercializadas plantas genéticamente modificadas que
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expresan la toxina Cry como un medio altamente efectivo en el control de
plagas, por lo que existe una gran variedad de plantas transgénicas que
expresan toxinas Cry, mejor cocidas como plantas Bt que han sido producidas
y comercializadas en distintos paises, las cuales pueden expresar una

diferentes o varias toxinas Cry de Bt. [2].

Figura 1. Modo de accion de las proteinas Cry. Ingesta de la proteina Cry por
insectos susceptibles; 2) las proteinas Cry son solubilizadas en el intestino del
insecto por pH altamente alcalino; 3) procesamiento proteolitico de la protoxina
Cry por enzimas (como tripsina) presentes en el intestino medio y que activan a
la toxina; 4) la toxina en forma de mondmero viaja a través de la matriz
perotréfica del intestino; 5) unidn a receptores especificos en el borde de cepillo
de las células epiteliales del intestino de la larva a cadherinas activando la
formacion de oligdmeros de la toxina que se une a la proteina Glicosilfosfatidilo
inositol anclado (GPI) en las balsas lipidicas entre otras proteinas; 6) insercion
del complejo a la membrana y formacion del poro litico, lo que provoca ; 7) el
choque celular osmético que finaliza con la muerte del insecto [6].

Desde la introduccion de la primera planta desarrollada genéticamente
modificada que expresaba la toxina Cry de Bt en maiz en 1996 ha ido a la alza a

nivel global la produccién y comercializacién de maiz transgénico de Bt, el cual
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hasta el 2014 ocupaba un area de 181.5 millones de hectareas plantadas en 28
paises de acuerdo a la ISAAA (International Service for the Acquisition Agri-
biotech Applications); mientras que el segundo cultivo mas plantado de plantas
transgénicas de Bt fue la soya hasta el 2011; sin embargo, en maiz existen
diferentes plantas transgénicas de Bt que expresan diferentes toxinas Cry que
han sido aprobadas para su uso comercial y consumo por animales y humanos
ademas de la comercializacién de otros cultivos de hortalizas que expresan las

toxinas Cry como se puede ver en |la Tabla 1.

Tabla tablal. Plantas genéticamente modificadas que expresan toxinas Cry
de Bacillus thuringiensis producidas hasta 2004.



La tabla muestra la gran variedad de plantas genéticamente modificadas que
expresan diferentes toxinas Cry de Bacillus thuringienses que han sido
producidas por diferentes compafias. (Tabla tomada de Rubio-Infante &
Moreno-Fierros, 2015) [4].

Han sido realizados distintos estudios toxicoldégicos en animales de laboratorio
en los que se han evaluado las plantas de Bt; estos analisis han incluido
pruebas de laboratorio tales como, quimica sanguinea, peso corporal y de los
organos, analisis patoldgico incluyendo la presencia de tumores. La mayoria de
estos estudios han concluido que el consumo de plantas de Bt son seguras para
consumo humano y animal basado principalmente en la falta de anomalias en
los parametros evaluados y falta de toxicidad o muerte asociada al consumo de
las proteinas Cry [7-13]. Sin embargo, aun existe gran preocupacion y
controversia alrededor las seguridad de las plantas de Bt y si estan pueden
constituir un riesgo para la salud a largo plazo debido al aumento significativo en
la incidencia de alergia y enfermedades inflamatorias intestinales en las ultimas
décadas, principalmente en paises industrializados [1]. Considerando las
propiedades inmunolégicas de la proteina Cry1Ac, como inmunogenicidad,
efecto adyuvante sistémico y en mucosas [14-21], asi como su capacidad de
activar macrofagos [22,23]; se ha sido sugerido el posible potencial alergénico o
capacidad para poder inducir respuestas inflamatorias, especificamente la

proteina Cry1Ac estudiada por nuestro grupo de investigacién [4]. Por lo que
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consideramos necesario la evaluacion in vivo de los efectos inmunolégicos de
esta proteina en mamiferos que pudiera traer como consecuencia el consumo
de plantas genéticamente modificas de Bt por vertebrados (animales de crianza

y humanos).

Nuestro grupo de investigacion ha determinado que la proteina Cry1Ac es un
potente inmunogeno, mientras que la protoxina tiene efecto adyuvante sistémico
y de mucosas tan potente como el adyuvante toxina de Codlera (CT) [15,24];
demostrando ademas, que como adyuvante, la protoxina Cry1Ac confiere
mayor proteccion en varios modelos de infeccion en murinos [14,15,20,21,25].
Es importante destacar que recientemente hemos demostrado que la protoxina y
la toxina Cry1Ac son capaces de activar macréfagos e inducir la activacion de
vias de sefalizacion como las MAPKS [22,26]. En consecuencia, estos
hallazgos refuerzan la necesidad de realizar una evaluacién mas profunda para
determinar si las plantas genéticamente modificadas de Bt pueden constituir un

riesgo para la salud.

Existen pocos estudios en los que se ha evaluado la inmunogenicidad y el
potencial alergénico de las plantas genéticamente modificadas de Bt tras su
administracidn por via intra-gastrica. Estos estudios se han centrado en la
evaluacion de la toxina Cry1Ab (proteina homologa en estructura a la proteina
Cry1Ac en un 78% a 96%), tanto la toxina Cry1Ab purificada y expresada en
maiz transgénico MON810. Algunos de estos estudios han determinado la
inmunogenicidad de la toxina Cry1Ab mas no su alergenicidad; como en el
estudio de Adel-Patient et al. [7] realizado en ratones BALB/c, en el cual, se
encontré que la toxina purificada y el maiz MON810 que expresa la toxina
Cry1Ab inducen respuesta especifica de anticuerpos IgG e IgA en suero cuando
fue administrada por via intraperitoneal; sin embargo, no observaron respuesta
significativa de IgE ni incremento de anticuerpos especificos cuando fue

administrada por via intra-gastrica [7].
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Mientras que en un estudio reciente realizado por Andreassen [27], no
observaron evidencia de la inmunogenicidad o alergenicidad de Cry1Ab cuando
fue administrada por via intra-gastrica utilizando modelo de alergia que consistio
en varias administraciones intra-gastricas de dosis bajas de la toxina Cry1Ab (10
Mg) Y un reto antigénico por via intraperitoneal. Sin embargo, en este estudio no

se realizé la evaluacion de la respuesta inmune intestinal.

La alergia alimentaria se describe como una respuesta inmunologica adversa
hacia proteinas de la dieta, caracterizada por la falta de tolerancia oral hacia
proteinas de la dieta (inocuas), dejando como consecuencia, la produccién de
respuestas inmune celulares y humorales exacerbadas que traen como
consecuencia el desarrollo de signos y sintomas de reactividad o reacciones de
hipersensibilidad. La alergia puede ser categoriza como un desorden mediado
por la produccion de IgE o independiente a la produccién de IgE. La respuesta
mediada por la producciéon de anticuerpo IgE son las mas reconocidas en la

alergia por alimentos [28,29].

Durante la sensibilizacion inicial con proteinas de la dieta, estas estimulan la
produccion de anticuerpos especificos de IgE, que tiene alta afinidad a unirse a
la superficie de células granulocitos como las cebadas, eosindfilos y basodfilos a
través del receptor FceRl y ante una segunda exposicion a la proteina, ésta
tiene la capacidad de unirse los anticuerpos IgE especificos producidos que se
encuentran unidos a los granulocitos, provocando la activacion de los mismos
liberando mediadores como histamina, prostaglandinas y leucotrienos,
provocando las manifestaciones clinicas de la alergia las cuales ocurren
tipicamente dentro de las primeras dos horas de exposicion al alérgeno que
envuelven reacciones en la piel, tracto gastrointestinal, tracto respiratorio y la
manifestacion mas severa que puede llegar a ocurrir que es la anafilaxis, que se
refiere a una respuesta sistémica que puede incluir colapso cardiovascular y

comprometer la vida [30-32].
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En la actualidad han sido desarrollados diversos modelos animales de alergia
alimentaria, que en general requieren el uso de un antigeno ante el cual se
quiere producir sensibilizacion, sin embargo, para romper la tolerancia oral hacia
el antigeno y que este sea capaz de producir sensibilizacion a nivel intestinal,
los investigadores han desarrollado y utilizado dos tipos principales de modelos
de alergia alimentaria en raton. El primero es llevar a cabo la sensibilizacion
hacia el antigeno por via sistémica mas el uso de un adyuvante como él
(hidréxido de aluminio o el adyuvante completo de Freud) seguido de repetidos
retos con el antigeno por via oral, lo cual no se acerca a la sensibilizacién real
que ocurre en la alergia alimentaria hacia proteinas de la dieta, ya que ésta se
da a través de la ingesta de la comida por via oral; mientras que la segunda
alternativa consiste en realizar repetidas administraciones con antigeno mas el
uso de un ayudante mucosal como la toxina de Codlera (CT) que incluye la
administracion de altas dosis del antigeno asi como reto o retos con antigénico
por via oral con el fin de romper la tolerancia oral e inducir sensibilizacion hacia
el antigeno; como ejemplo el modelo estandarizado por Perrier [33], en cual
usando CT como adyuvante y ovoalbumina (OVA) como antigeno en ratones
BALB/c con repetidas inmunizaciones y reto antigénicos por via oral permitié a
los autores inducir y comparar la respuestas inmunes sistémicas y en la mucosa
intestinal [33—35].
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Justificacion

Debido a al desarrollo y comercializacion de cultivos de hortalizas
genéticamente modificas que expresan la toxina Cy de Bacillus thuringiensis
como proteina insecticida y al incremento del consumo de estas plantas por
animales de crianza y humanos, teniendo en cuenta las propiedades
inmunoldgicas que se han sido determinadas de la proteina Cry1Ac como,
inmunogenicidad, su capacidad de activar macréfagos y vias de sefializacion
como las MAPKSs, consideramos necesario realizar estudios en los que se
evalué si la administracion intra-gastrica de la toxina Cry1Ac pudiera tener
potencial alergénico y/o inducir respuestas inmunes intestinales adversas por el

consumo de estas proteinas.

Hipotesis

La administracion intra-gastrica de la toxina Cry1Ac favorece el desarrollo de

respuestas inmunoldgicas relacionadas con la alergia.
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Objetivo general

Determinar si la administracion por via intra-gastrica de la toxina Cry1Ac pudiera
favorecer el desarrollo de respuestas inmunoldgicas intestinales relacionadas

con la alergia en un modelo murino

Objetivos particulares

o Evaluar la inmunogenicidad y efecto adyuvante de la administracion

intra-gastrica de la toxina Cry1Ac

o Determinar el potencial alergénico de la toxina Cry1Ac por via intra-

gastrica

o Analizar si la administracién intra-gastrica de la toxina Cry1Ac pudiera

inducir cambios histopatolégicos en tejido intestinal

o Evaluar si la toxina Cry1Ac es capaz de inducir anafilaxis
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2. Materiales y métodos

2.1 Animales

Se utilizaron ratones BALB/c hembras de (6-8 semanas de edad), que recibieron
alimentacion estéril (2019 Teklad Global 19% Protein Extruded Rodent Diet,
Harlan Laboratories Inc., Indianapolis, IN) y agua ad libitum. Los ratones fueron
proporcionados por el bioterio de la FES lIztacala, Universidad Nacional
Auténoma de México que cuenta con la aprobacion de la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion y

uso de los animales de laboratorio.

2.2 Produccién de latoxina CrylAc

La protoxina recombinante Cry1Ac se purificé a partir de cultivos de E. coli
JM103 (Pos900) inducidos por IPTG como se describié previamente [36]. La
protoxina fue solubilizada y digerida con tripsina para la obtencion de la toxina
descrito previamente [21]. Posteriormente, los niveles de endotoxina de la toxina
Cry1Ac fueron determinados mediante el kit E-toxate de acuerdo a las
especificaciones del fabricante (Sigma Chemical Co., St. Louis, EE.UU.), los
cuales estuvieron por debajo de 0,1 EU / mL. La toxina fue tratada con una
resina de polimixina (Bio-Rad, Hercules CA, USA) para eliminar cualquier resto
posible de endotoxina. La digestién de la proteina fue corroborada mediante un
gel SDS-PAGE al 10% de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes y

reductoras.
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2.3 Inmunizaciones

El protocolo de sensibilizacién utilizado se basé en un modelo de alergia
alimentaria estandarizado por [33]; el cual consistié en administraciones por via
intra-gastrica una vez por semana durante siete semanas utilizando como
antigeno la ovoalbumina (OVA). En este modelo, como en la mayoria de los
modelos de alergia por via oral es necesaria la administracion de altas dosis de
antigeno para romper la tolerancia oral mas el uso de un adyuvante como la
toxina de Colera (CT), por lo que dos dosis de antigeno en este caso OVA

fueron utilizadas (50 pg y 5 mg).

Los grupos fueron los siguientes: i) vehiculo, buffer fosfato salino (PBS), ii)
control negativo, ratones tolerizados con OVA (50 ug o 5 mg) sola, iii) OVA (50
ug o 5 mg) + Cry1Ac (50 ug), iv) Cry1Ac (50 ug) y v) control positivo de alergia
OVA (50 ug o 5mg) + toxina de Colera (CT) (10 ug) (Fig. 2b). Los ratones fueron
administrados intragastricamente usando una (sonda) con volumen final de 200
uL. En el dia 49, los ratones recibieron un reto antigénico por via intra-gastrica
de 300 ng de OVA para los grupos inmunizados con 50 pg y de 20 mg de OVA
para los grupos inmunizados con 5 mg de OVA, mientras que los grupos
inmunizados con la toxina Cry1Ac (OVA/Cry1Ac y Cry1Ac) recibieron 300 ug de
Cry1Ac. Los ratones fueron sacrificados una hora después del reto antigénico

por via intra-gastrica mediante sobredosis de anestesia (Fig. 2a).

17



Figura 2. Protocolo de sensibilizacion. Ratones BALB/c hembras fueron
inmunizados por via intra-gastrica con: PBS (vehiculo), OVA (tolerizados), OVA
+ CT (control positivo de alergia), OVA + Cry1Ac y Cry1Ac sola, (a) una vez por
semana durante 7 semanas los dias 1,7, 14, 21, 28, 35, 42; en la octava
semana el dia 49 los ratones recibieron un reto antigénico por via intra-gastrica,
fueran avaluadas las manifestaciones alérgicas y 1 hr después fueron
sacrificados.

2.4 Evaluacion de reacciones alérgicas

Los signos de reaccion alérgica se evaluaron inmediatamente después del reto
antigénico durante 15 minutos, analizado por dos investigaciones
independientes. Las puntuaciones alérgicas se clasificaron posteriormente
siguiendo una escala pre-establecida de 0 a 5 (Tabla 2) [33], que consistié en
los siguientes signos: 0- sin signos; 1- los ratones se rascaron alrededor de la
nariz, las orejas y la cabeza menos de 10 veces durante 15 minutos; 2- los
ratones se rascaron 10 veces durante 15 min; 3- los ratones se rascaron mas de
10 veces, se observd hinchazon alrededor de los ojos y la boca, diarrea,
erizamiento de la piel durante 15 min; 4- los ratones presentaron disminucion de
la actividad y / o aumento de la frecuencia respiratoria; 5- muerte. La
temperatura rectal fue registrada 30 min antes y 30 min después del reto

antigénico usando un termometro de sonda rectal.

Tabla 2. Escala de signos de reacciones alérgicas.

Signos
Puntuacidn - R . . . o
Medicién de temperatura rectal 30 min
antes y 30 min después
Sin signos

1 Se rascan la nariz, orejas, boca y cuerpo de 3
a 6 veces durante 15 min

2 Se rascan la nariz, orejas, boca y cuerpo de7
a 10 vecesdurante 15 min

3 Se rascan la nariz, orejas, boca y cuerpo mas

de 10 veces durante 15 min, hinchazdn
alrededor de ojos vy boca, diarrea,
erizamiento de la piel

4 Disminuciéon de la actividad, dificultad para
respirarocaminar

5 Manifestaciones del nidmero 4 pero mas
graves, la muerte
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2.5 Induccién de anafilaxis

Para evaluar si la toxina Cry1Ac es capaz de inducir anafilaxis, ratones
adicionales fueron inmunizados como se describe en la seccion de
inmunizaciones y en el dia 48 los ratones recibieron el reto antigénico por via
intra-gastrica y un dia después recibieron un reto intravenoso con: 100 ng de
OVA para los grupos (PBS, OVA, OVA/Cry1Ac y OVA/CT); o 100 ug de Cry1Ac
para los grupos (PBS y Cry1Ac). Se evaluaron 4 dosis diferentes de la toxina
Cry1Ac (10 ng, 50 pg, 100 pg y 200 pg). Los cambios de temperatura rectal
fueron monitoreados cada 5 min durante 1 hora considerando la caida

significativa de la temperatura como una medida de anafilaxis (Fig. 3).

Figura 3. Protocolo de induccién de anafilaxis. Ratones BALB/c hembras
fueron inmunizados por via intra-gastrica con: PBS (vehiculo), OVA
(tolerizados), OVA + CT (control positivo de alergia), OVA + Cry1Ac y Cry1Ac
sola, una vez por semana durante 7 semanas los dias 1,7, 14, 21, 28, 35, 42; en
el dia 48 recibieron un reto antigénico via intra-gastrica y el dia 49 recibieron un
reto antigénico por via intravenosa, inmediatamente después del reto fueron
medidos los cambios de temperatura cada 5 min durante 1 hr como medida de
anafilaxis y al finalizar la hora, los ratones fueron sacrificados (como se
especifica en materiales y métodos).
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2.6 Obtencion de suero y lavados intestinales

Los ratones fueron sacrificados por sobredosis de anestesia, la sangre fue
obtenida mediante puncion intra-cardiaca con jeringa de tuberculina de 25G x 16
mm. El suero se recuperd y se centrifugo a 3500 rpm por 10 min en dos

ocasiones y almacenado a -70 °C hasta su uso.

El intestino delgado (ID) e intestino grueso (IG) fueron disectados, separados y
lavados mediante una sonda para eliminar el contenido intestinal con 5 mL de
medio RPMI para el ID y con 3 mL de medio RPMI para el IG. El lavado de cada
intestino fue recuperado y macerado ligeramente con ayuda de un embolo,
posteriormente fueron colocados en tubos Corning adicionados con 250 uL de
inhibidor de proteasas p-hidroxibenzoato de mercurio (PHMB 100 Mm en
TRIZma base 150 mM) para el ID y 200 uL para el IG; se centrifugaron a 10 000
rom por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue recuperado, alicuotado y

almacenado a -70 °C hasta su uso.

2.7 Determinacion de anticuerpos especificos anti-OVA y anti-CrylAc

La respuesta de anticuerpos anti-OVA y anti-Cry1Ac en suero y lavados
intestinales fueron determinadas mediante ensayo inmunoenzimatico indirecto
(ELISA) en placas de 96 pozos. Las placas sensibilizaron durante toda la noche
a4 °Ccon 100 yL de Cry1Ac (10 pg / mL) u OVA (10 pug / mL) en buffer de
carbonato-bicarbonato (Na2CO3-NaHCOs 0.1M, pH 9.6). Posteriormente, se
lavaron 3 veces con 300 uL de PBS 1X 0.05 % TweenZ20. Los sitios de unién no
especificos fueron bloqueados con 0.05% de PBS-Tween20 al 3 % de Albumina
de suero bovina (BSA) para las muestras de suero y 0.05% de PBS-Tween20 al
10 % de leche sin grasa para las muestras de lavados intestinales durante 2
horas a 4 °C. Las diluciones en serie de las muestras se incubaron toda la
noche a 4 °C en volumenes de 100 uL por pozo comenzando con una dilucién
1:100 para las muestras de suero, mientras que los lavados intestinales fueron

diluidos 1:2 con 20 % de leche sin grasa, fueron incubados toda la noche a 4 °C;
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las placas fueron lavadas nuevamente para ser incubadas por 2 horas a 4 °C
con los anticuerpos de ratén, anti-IgG1, anti-lgG2a (Invitrogen, California, EE.
UU.), anti-IgA (Life Technologies, California, EE.UU.) a una diluciéon de 1:1000
conjugados con peroxidasa y anti-IgE biotinilado (EBioscience, San Diego,
EE.UU.) a una dilucién 1:500; nuevamente las placas fueron lavadas 3 veces y
reveladas con sustrato ABTS2, 2'-azino-di (3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato con
H202 al 3 %) 100 uL por pozo. Las placas fueron leidas a una absorbancia de

405 nm usando un lector de microplacas (Biotek ELx 800).

2.8 Cuantificacion de citocinas y proteasa mMCP-1

Los niveles de citocinas (IFN-y, IL-10, IL-4, IL-13, IL-6, TNF-a) fueron
determinados en suero por el método de ELISA con kits comerciales (Prepotech,
New Jersey, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de
suero fueron utilizadas en una dilucién 1:4, mientras que los lavados intestinales
fueron utilizados en una dilucion 1:2. Las muestras fueron leidas a una

absorbancia de 405 nm usando un lector de microplacas (Biotek ELx 800).

los niveles de la proteasa-1 de mastocitos de raton (MMCP-1 también abreviado
como MCPT-1) se cuantificaron en suero, utilizando las instrucciones del
fabricante del kit de ELISA para mMCP-1 de (eBioscience, San Diego, EE.UU.),
las muestras de suero se utilizaron en una dilucion 1:2. Las muestras fueron
leidas a una absorbancia de 450 nm usando un lector de microplacas (Biotek
ELx 800).

2.9 Obtencion de leucocitos de bazo, ganglio mesentérico y placas
de Peyer

El Bazo y el ganglio mesentérico (GM) fueron disectados, mientras que las
placas de Peyer (PP) fueron disectadas del ID. El bazo, GM y las PP fueron
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disgregadas separadamente en cajas Petri a través de un filtro de malla de
naylon con medio RPMI-1640 adicionado con 5% de suero fetal de ternera

(FCS) y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min a 4 °C.

En el caso del bazo, los eritrocitos se lisaron con (NH4Cl 150 mM, Tris-HCI 100
Mm, pH 7.4) durante 5 min, se lavaron con PBS y fueron nuevamente
centrifugados a 1500 rpm durante 5 min a 4 °C. Posterior a la centrifugacion las
pastillas de leucocitos de bazo, GM y PP fueron re suspendidas en BSA al 0.5%
en PBS y se tifieron con mAbs marcados con fluorocromos para su posterior

analisis por citometria d eflujo como se describe en la seccién 2.11.

2.10 Obtencién de células intraepiteliales y de ldamina propia

Una vez disectados el ID e IG y obtenidos los lavados intestinales, las células
intraepiteliales fueron obtenidas, con ayuda de un ganchillo crochet #6. Una vez
invertidos se colocaron en tubos cénicos de 50 mL conteniendo 20 mL de medio
RPMI + EDTA (1.5 Mm) + DTT (0.015 %) y se incubaron durante 30 min en
agitacion constante a 120 rpm a 37 °C. Posterior a la incubacion los intestinos
fueron adicionados con 200 uL de suero neonatal bovino descomplementado,
fueron macerados levemente y el sobrenadante fue recuperado (células
intraepiteliales), las células fueron filtradas y centrifugadas a 1500 rpm/10 min a
4°C, recuperadas nuevamente re suspendidas en 2-3 mL con BSA al 0.5% en
PBS para su posterior tincidn con mAbs marcados con fluorocromos para su
posterior analisis posterior analisis por citometria d eflujo como se describe en la

seccion 2.11.

Para la obtencion de células de lamina propia , los intestinos usados
previamente para la obtencion de células intraepiteliales, fueron recuperados y
colocados en tubos de 50 mL conteniendo 20 mL de RPMI + Colagenasa IV (60
U/ml), los cuales se incubaron a 37°C en agitacién constante a 120 rpm durante

30 min. Los intestinos fueron recuperados y colocados en cajas Petri donde la
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mucosa intestinal fue disgregada con ayuda de un embolo principalmente el 1G
para liberar las células de la lamina propia, las cuales fueron recuperadas,
filtradas mediante una tela de naylon para eliminar restos de tejido adiposo y
dendrito, se centrifugaron a 1500 rpm/10 min a 4°C. Finalmente, las células se
re suspendieron en 2-3 mL de BSA al 0.05 % en PBS y se tifieron con mAbs
marcados con fluorocromos para su posterior analisis por citometria de flujo

como se indica en la seccién 2.11.

2.11 Citometria de flujo

Los leucocitos obtenidos de bazo, GM, PP, asi como las células intraepiteliales y
de lamina propia fueron tratadas con anticuerpos para bloquear el receptor
Feyll/ 1l (anti-CD16/32) y lavadas con BSA al 0.05% en PBS. Posteriormente,
las células se incubaron durante 20 minutos a 4 ° C con 25 uL de los
anticuerpos monoclonales diluidos 1:1000 IgE-FITC (BioLegend, San Diego,
EE.UU.), B220-PECy5 (eBioscience, San Diego, EE.UU.), Siglec-F -PE
(eBioscience, San Diego, EE.UU.) y Gr1-APC (BioLegend, San Diego, EE.UU.).
Las células se lavaron con BSA al 0.05% en PBS y se re suspendieron en 300
uL de paraformaldehido al 1% para el analisis por citometria de flujo. Las
intensidades de fluorescencia relativas se obtuvieron utilizando el citbmetro
FACS Calibur (Becton Dickinson, San José, CA, EE.UU.) y el software BD Cell
Quest Pro v.5.1.1. Se registraron cien mil eventos por muestra y los datos fueron

analizados utilizando el software FlowJo 7.6.

2.12 Analisis histoldgico

Se realizaron cortes de segmentos de ID e IG de aproximadamente 0.5-1 cm y
se fijaron en paraformaldehido al 4%. Los tejidos fueron deshidratados en
alcoholes de concentraciones crecientes hasta llegar a alcohol absoluto vy
embebidos en parafina, los cloques se cortaron en secciones transversales de

3-6 um y se tineron con hematoxilina y eosina (H&E) para su posterior analisis.

23



En las secciones tefiidas de yeyuno y colon, se realizé el conteo de granulocitos
totales de veinte secciones transversales por raton, en 3 ratones de cada grupo
mediante microscopia de luz visible (Axiovert Zeiss, New Orleans, EE.UU.). El
analisis patolégico de las secciones de tejido intestinal fue realizado por
servicios especializados de patélogos de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México.

2.13 Ensayo de competencia de union de OVAy CrylAc ala
superficie celular de macro6fagos

Se realizaron ensayos de competencia de OVA y Cry1Ac en macréfagos
RAW264.7 usando el método estandarizado por [23,26]. Las células se pre
incubaron a 4 °C con buffer de bloqueo (PBS con BSA al 1%) y Cry1Ac sin
marcar (200 pg / mL) u OVA (1 mg / mL) durante 30 min en hielo.
Posteriormente se anadié el ligando marcado OVA-FITC (3 pyg / mL) y se
continud la incubacién durante otra hora mas en hielo. Las muestras se fijaron y
se analizaron mediante citometria de flujo. Las intensidades de fluorescencia
relativas se obtuvieron utilizando el citdmetro FACS Calibur (Becton Dickinson,
San José, CA, EE.UU.) y el software BD Cell Quest Pro v.5.1.1. Se registraron
cincuenta mil eventos por muestra y los datos fueron analizados utilizando el

software FlowJo 7.6.

2.14 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con Analisis de Varianza de Una via
(ANOVA) para comparaciones multiples, seguida de la prueba de Kruskal-Wallis
para comparar todos los grupos y pruebas post comparacion de Dunn o Mann
Whitney utilizada para comparar todos los otros grupos con el grupo vehiculo y
control. Todos los analisis se realizaron utilizando el software GraphPad PRISM
version 5.0. Se consider6 estadisticamente significativo un valor de P< 0.05.
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3.Resultados

3.1 La toxina CrylAc es inmunogénica cuando es administrada por
via intra-gastrica

La inmunogenicidad de la toxina Cry1Ac unicamente habia sido evaluada por
via intraperitoneal e intranasal por nuestro grupo de investigacion [21], por lo
que en este trabajo se evalud si la toxina Cry1Ac administrada por via intra-
gastrica era capaz de inducir respuesta de anticuerpos especificos utilizando el
modelo de alergia alimentaria adaptado del descrito por Perrier et al. [33] y

descrito en la Figura 1.

Los grupos inmunizados con OVA/Cry1Ac y Cry1Ac fueron capaces de producir
anticuerpos especificos para la toxina Cry1Ac a nivel sistémico en suero y en
mucosa en lavados intestinales. En suero, los tratamientos de OVA/Cry1Ac y
Cry1Ac indujeron niveles estadisticamente significativos de los anticuerpos IgG1,
IgG2a e IgA especificos en comparacién con el grupo PBS utilizado como
vehiculo (Fig. 4A). Por otro lado, en ID, se observd un aumento
estadisticamente significativo en los anticuerpos 1gG1, IgG2a e IgA en el grupo
de Cry1Ac sola en comparacién con PBS; mientras que el tratamiento con
OVA/Cry1Ac soélo mostr6 un aumento estadisticamente significativo en los
niveles de IgA (Fig. 4B). Estos resultados demuestran que la toxina Cry1Ac es
inmunogénica cuando es administrada por via intra-gastrica a nivel sistémico y

en mucosas.
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Figure 3.Efecto inmunogénico de la toxina Cry1Ac por via

Figura 4. Efecto inmunogénico de la toxina CrylAc por via intra-gastrica.
La respuesta de anticuerpos IgG1, IgG2a e IgA especifica para la toxina Cry1Ac
se determind mediante ELISA en muestras de suero y lavados intestinales de
intestino delgado (ID) e intestino grueso (IG) obtenidos de ratones BALB/c
inmunizados como se describe en materiales y métodos. Las graficas de barras
muestran los niveles de anticuerpos especificos de Cry1Ac en (A) suero, (B) en
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intestino, ID (barras lisas) y IG (barras con cuadros). Los datos presentados en
las graficas, se expresan como titulos de anticuerpos para IgG1, IgG2a e IgA en
suero y en densidad optica (OD 405 nm) para 1gG1, IgG2a e lgAen D e IGy
representan el promedio + SEM de cada grupo. Los datos fueron obtenidos de
experimentos independientes usando 4 ratones por grupo (n = 8 a 12 ratones
por grupo). Las diferencias significativas estan indicadas con * versus PBS con
un valor de (P < 0.05).

3.2 La toxina CrylAc tiene un ligero efecto adyuvante hacia OVA en
el modelo de alergia intestinal

Después de confirmar que la toxina Cry1Ac administrada por via intra-gastrica
es inmunogeénica, se evalud si la toxina Cry1Ac administrada por via intra-
gastrica pudiera tener potencial adyuvante hacia OVA. Como era de esperarse
el grupo inmunizado con OVA/CT (control positivo de la alergia) mostré efecto
adyuvante hacia OVA, observando niveles estadisticamente significativos de
IgG1 e IgA especificos para OVA en suero, en comparacion con los grupos PBS
y OVA (control negativo) (Fig 5A). Mientras que, el grupo inmunizado con
OVA/Cry1Ac indujo unciamente niveles significativos del anticuerpo IgG1 pero
menores comparados con los observados en el grupo OVA/CT vy ligero aumento
estadisticamente significativo de IgA en comparacién con PBS, nuevamente,

estos niveles fueron menores a los inducidos en el grupo OVA/CT.

Estos resultados indican que la toxina Cry1Ac tiene un ligero efecto adyuvante
sistémico hacia OVA; sin embargo, no es comparable con el fuerte efecto
adyuvante de la CT en este modelo de alergia intestinal (Fig. 5A). Las
respuestas de anticuerpos IgG2a registradas fueron muy bajas en todos los
grupos y no se detectaron diferencias significativas entre los grupos (Fig. 5A).
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El efecto adyuvante de la CT también se observé a nivel mucosas, ya que esta,
fue capaz de inducir niveles estadisticamente significativos de anticuerpos
especificos para OVA de IgG1 e IgA en lavados de ID e IG con respecto a los
grupos PBS y OVA. En contraste, el tratamiento con OVA/Cry1Ac indujo un
aumento estadisticamente significativo sélo en la respuesta anti-OVA IgG2a en
ID en comparacion con los grupos PBS y OVA (Figura 5B), sin embargo, no es
comprable con el efecto adyuvante observado por CT en este modelo de alergia

intestinal.

Figura 5. La toxina CrylAc tiene un ligero efecto adyuvante hacia OVA
caracterizado por IgGl en suero. La respuesta de anticuerpos especificos
hacia OVA fue determinada mediante ELISA. (A) Respuesta de anticuerpos anti-
OVA en suero; las graficas muestran el promedio de la dilucion limitante para
IgG1, 1gG2a e IgA, (B) respuesta de anticuerpos especificos anti-OVA en
lavados intestinales de ID (barras lisas) e IG (barras con cuadros); las graficas
de barras muestran el promedio de la (OD 405 nm) para IgG1, IgG2a e IgA. Las
graficas muestran el promedio + el SEM de los datos obtenidos en experimentos
independientes usando 4 ratones por grupo (n = 8 a 12 ratones por grupo); las
diferencias significativas estan indicadas por: * versus PBS y & versus OVA con
un valor de (P<0.05).
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3.3 La administracion de la toxina CrylAc provoca manifestaciones
alérgicas

Para definir el potencial alergénico de la administracion intra-gastrica de la
toxina Cry1Ac, se evaluaron las manifestaciones alérgicas inducidas en ratones
sensibilizados. Se obtuvieron resultados similares relacionados con los grupos
tolerizados de OVA (50 ug y 5 mg) analizados, mientras que en los grupos
OVA/CT con ambas dosis de OVA se obtuvieron reacciones alérgicas
moderadas, pero a mayor magnitud con la dosis alta de 5mg de OVA (Fig. 6A).
Por esta razon, solo los resultados con OVA 5 mg se muestran para el grupo
control positivo de alergia OVA/CT en las figuras 4-11. Sin embargo, en los
grupos OVA/Cry1Ac, en general, utilizando la dosis mas alta 5 mg de OVA, los
efectos inducidos por la toxina Cry1Ac fueron menores que los observados con
la dosis baja con 50 ug de OVA. Los resultados que se muestran en las figuras
para el grupo de OVA/Cry1Ac corresponden a la dosis de 5 mg de OVA a
menos que se especifique el uso de la dosis de 50 ug de OVA en las siguientes

figuras.

Los tratamientos con Cry1Ac, OVA/Cry1Ac y OVA/CT (utilizando ambas dosis
de OVA), indujeron manifestaciones alérgicas moderadas, evaluadas con el
numero de veces que los ratones se rascaron, alrededor de la boca, nariz y
oidos (mas de 10 veces), erizamiento de la piel y diarrea (puntuacion de 3, Fig.
6A), mientras que los grupos de PBS y OVA mostraron manifestaciones
alérgicas menores (puntuacion 1 y 2) (Fig. 6A). No se detectaron diferencias

significativas en la temperatura corporal entre grupos (Fig. suplementaria 1).
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Figure 5.La administracion intra-

Figura 6. La administracion intra-gastrica de la toxina CrylAc induce
reacciones alérgicas y respuesta especifica de IgE. A) Las reacciones
alérgicas fueron evaluadas inmediatamente después del reto antigénico por via
intra-gastrica, durante un periodo de 15 min, de acuerdo al siguiente sistema de
puntuacion: 0- sin signos; 1- rascarse alrededor de la nariz, orejas y cabeza
menos de 10 veces en 15 minutos; 2 rascarse 10 veces en 15 minutos; 3-
rascarse mas de 10 veces, hinchazon alrededor de los ojos y boca, diarrea,
erizamiento de la piel en 15 minutos; 4- reduccién de la actividad fisica y / o
dificultad para respirar; 5- muerte; (B) respuesta de IgE anti-Cry1Ac en suero,
(C) respuesta de IgE anti-Cry1Ac en ID (barras lisas) e |G (barras con cuadros),
(D) muestra la respuesta de IgE anti-OVA en suero y (F) respuesta de respuesta
de anticuerpos IgE anti-OVA en el intestino ID (barras abiertas) e IG (barras
cerradas). Los resultados fueron obtenidos de experimentos independientes
realizados usando 4 ratones por grupo (n = 8 a 12). Las diferencias significativas
(P<0.05) se indican de la siguiente manera: * versus PBS y & versus OVA.
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3.4 Latoxina CrylAc compite con OVA en la union ala superficie
celular de macréfagos RAW264.7

Debido a los efectos menores observados en algunos parametros que mas
adelante son mostrados como (el aumento en la proporcion de células B220+
IgE+ y células Siglec-F+) como se muestra en las figuras 4-11, en el grupo de
OVA/Cry1Ac utilizando la dosis alta de 5 mg de OVA en comparacion con la
dosis baja de 50 ug de OVA, una posible explicacion de estos resultados podria
ser que OVA y Cry1Ac compiten por un receptor comun y al tener una gran
cantidad de OVA 5 mg la respuesta que la toxina Cry1Ac puede inducir sea

menor.

Debido a esto, se evalud la unién de OVA-FITC a la superficie celular de
macrofagos de la linea células RAW 264.7 poniendo un exceso de Cry1Ac. Los
resultados muestran la union OVA-FITC a la superficie celular de macréfagos, la
cual fue inhibida parcialmente por un exceso de Cry1Ac. (Fig. 7). Teniendo en
cuenta que se sabe que la OVA puede ser endocitada en macrofagos a través
del receptor de manosa, aun se requieren mas estudios para determinar si

Cry1Ac usa este mismo receptor [26,37].

Figura 7. La unién de OVA-FITC a macrofagos RAW264.7 es inhibida
parcialmente por la preincubacion de los macrofagos con un exceso de
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toxina CrylAc. Los ensayos de competencia se realizaron en células
RAW264.7 incubadas a 4 ° C en buffer de bloqueo, como se describe en
materiales y métodos (2.13). Las células se preincubaron durante 30 minutos en
hielo con 200 pg / Ml De toxina Cry1Ac no marcada u OVA o BSA (como
proteina de control no relacionada), posteriormente se incubaron durante 30
minutos en hielo con OVA-FITC (3 ug / ml). Las células se analizaron por
citometria de flujo. Se muestra un histograma representativo de dos
experimentos independientes realizados por duplicado.

3.5 La administracion intra-gastrica de la toxina CrylAc induce
respuesta especifica de IgE en suero

Posteriormente, se evalud si las manifestaciones alérgicas provocadas por la
administracion intra-gastrica de la toxina Cry1Ac, (codaministrada con OVA o
sola) podria estar relacionada con el aumento en la respuesta de anticuerpos
especificos del isotipo IgE, utilizado como marcador de alergia. Unicamente se
observo incremento estadisticamente significativo en los niveles de IgE anti-
Cry1Ac en suero en el grupo de toxina Cry1Ac sola en comparacién con el
grupo PBS (Figura 6B), mientras que en los lavados de ID e IG no se
observaron diferencias significativas en los niveles de IgE anti-Cry1Ac entre los

tratamientos (Figura 6C).

El grupo sensibilizado con OVA/CT indujo aumento estadisticamente
significativo de IgE anti-OVA en suero (Figura 6D) y en ID (Figura 6E); mientras
que, el tratamiento con OVA/Cry1Ac indujo niveles estadisticamente
significativos de IgE anti-OVA en ID; sin embargo, esta respuesta fue similar a la
obtenida en el grupo de OVA (control negativo) pero mas altas con respecto al

grupo vehiculo PBS (Figura 6E).
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3.6 La administracion intra-gastrica de la toxina CrylAc induce un
perfil de citocinas mezclado

Se caracterizé si la administracion intra-gastrica de la toxina Cry1Ac pudiera
modificar el perfil de las citocinas: IFN-y (Th1), IL-10 (considerada una citocina
reguladora), IL-4 e IL-13 (Th2), IL-6 y TNF-a (relacionadas con respuestas
proinflamatorias) e IL-17 (relacionada con alergia alimentaria y procesos
inflamatorios) [33,34,38]. Se detectaron citocinas en todos los tratamientos en
suero y en lavados intestinales. En suero se indujo un perfil de citocinas
mezclados, con ligero aumento en los niveles de (IL-10, IL-13, TNFa e IL-6) en
los tratamientos con OVA/Cry1A, Cry1Ac y OVA/CT y mayores con respecto a
los grupos PBS y OVA (Fig 8A).

Las citocinas también se evaluaron en lavados intestinales, donde se observo
un perfil mixto y bajo de citocinas en todos los grupos, sin embargo, solo se
detectod incremento estadisticamente significativo de IL-6 en los grupos OVA/CT
y Cry1Ac (Fig. 8B).
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Figura 8. La administracion intra-gastrica de la toxina CrylAc induce un
perfil mixto de citocinas. Las citocinas fueron cuantificadas mediante ELISA
en muestras de suero (A) y (B) lavados intestinales de ID (barras lisas) e I1G
(barras con cuadros). Los resultados representan el promedio + SEM de cada
grupo (n = 8 a 12 ratones por grupo). Las diferencias significativas se indican de
la siguiente manera: * frente a PBS y & frente a OVA con un valor de (P<0.05).

3.7 La toxina CrylAc aumenta significativamente la proporcién de
linfocitos B220 + IgE+ en células de bazo, ganglio linfatico
mesentérico y placas de Peyer

El incremento del anticuerpo IgE también se evalué mediante citometria de flujo,
evaluando la frecuencia de linfocitos B220+ IgE+ en células del bazo, GM, PP y
lamina propia. En células de bazo, la administracion intra-gastrica de la toxina
Cry1Ac sola indujo un aumento considerablemente significativo en el porcentaje
de linfocitos B220+ IgE+ con respecto a PBS y OVA; mientras que el control

positivo OVA/CT también exhibié un aumento estadisticamente significativo en
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esta poblacion de células en comparacién con los controles negativos (Fig. 9A,
B). Mientras que en el grupo de OVA/Cry1Ac unicamente se observd aumento
estadisticamente mayor con el resto de los grupos en la proporcion de linfocitos
B220+ IgE+ utilizando la dosis baja de 50 ug de OVA.

En células de GM, el tratamiento con Cry1Ac sola provoco incremento
significativo de linfocitos B220+ IgE+ que los inducidos en PBS y OVA. En el
grupo de OVA/Cry1Ac también se observd aumentd estadisticamente
significativo, nuevamente utilizando la dosis baja de 50 ug de OVA (en
comparaciéon con el grupo de OVA/Cry1Ac con la dosis alta de 5 mg de OVA y
por ultimo, en el control positivo de OVA/CT también se observé aumento
significativo (Fig 9A-B).

El porcentaje de linfocitos B220+ IgE+ en células de PP aumentd
significativamente en el grupo de Cry1Ac en comparacién con PBS, mientras que
nuevamente el grupo de OVA/Cry1Ac (dosis baja de OVA) fue observado como
el grupo con mayor incremento en la proporcion de estas células y con un menor
porcentaje en comparacion con el grupo control positivo OVA/CT (P< 0.05) (Fig.
9A,).

El analisis de la proporciéon de linfocitos B220+ IgE+ también fue evaluada en
células obtenidas de lamina propia de ID y IG, sin embargo, no se detectaron
cambios significativos en la proporcion de estas células entre los diferentes

tratamientos (Fig. suplementaria 2).
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Figura 9. Incremento en la proporcion de linfocitos B220+ IgE+ en células
de bazo, ganglio mesentérico y placas de Peyer. Se obtuvieron células de
bazo, ganglio mesentérico (GM) y placas de Peyer (PP) de ratones BALB / c,
tratados como se describe en la figura 1. Las células se tineron con mAbs y se
analizaron mediante citometria de flujo para determinar la proporcién de
linfocitos B220+ IgE+. (A) Dot plots representativos de cado grupo de células de
bazo, MLN y PP que indican el porcentaje de linfocitos B220+ IgE+ (cuadro
negro). (B) las graficas de barras muestran los valores del promedio £+ SEM del
porcentaje de linfocitos B220+ IgE+ de cada grupo. Los datos mostrados se
obtuvieron de experimentos independientes (n = 8 a 12 ratones por grupo); las
diferencias significativas se indican con: * versus PBS y & versus OVA con un
valor de (P<0.05).
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3.8 La administracion de la toxina CrylAc incrementa el numero de
eosinoéfilos y granulocitos totales en intestino

Los eosinofilos se analizaron por citometria de flujo en células de lamina propia
de intestino utilizando el anticuerpo Siglec-F como marcador de eosindfilos. En
células de lamina propia de ID, el porcentaje de células Siglec-F+ en los grupos
de OVA, OVA/Cry1Ac, Cry1Ac y OVA/CT fueron significativamente mas altos
que en el grupo PBS utilizado como vehiculo (Fig. 10A-B). En IG, el grupo de
OVA/CT mostré un aumento significativo en el porcentaje de células Siglec-F+
con respecto a PBS, mientras que en los grupos inmunizados con la toxina
Cry1Ac coadministrada y sola no se observd aumento significativo en el

porcentaje de células Siglec-F+ (Fig. 10A, B).

El numero de granulocitos totales también fue analizado por microscopia en
secciones de tejido intestinal de ID e IG. Se encontré6 un aumenté
estadisticamente significativo en las secciones de ID en los grupos OVA,
OVA/Cry1Ac, Cry1Ac y OVA/CT en comparacion con el grupo de PBS (P< 0.05)
(Fig. 10C). Del mismo modo, en las secciones IG, el numero de granulocitos por
campo aumentd considerablemente en los grupos OVA/Cry1Ac, Cry1Ac vy
OVA/CT en comparacion con el PBS y OVA (P < 0,05) (Fig. 10D).
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Figure 9.Andlisis de células Siglec-F+ en células de ldminc

nronin rnnten de araniilnritnc en intectinn v riinntificac

Figura 10. Analisis de células Siglec-F+ en células de lamina propia, conteo
de granulocitos en intestino y cuantificacion de mMCP-1. Se llevé a cabo la
obtencidon de células de lamina propia de ID e IG, y se tifieron con mAb para
determinar por citometria de flujo la proporcién de células Siglec-F+ (eosindfilos)
como se indica en materiales y métodos. (A) los dot plots son representativos de
cada grupo y muestran el porcentaje de células Siglec-F+ (circulo en rojo) de
cada tratamiento. (B) las graficas de barras indican el promedio + SEM
correspondiente al porcentaje de células Siglec-F+ en ID e IG de cada grupo.
(C) conteo total de granulocitos en tejido de ID e (D) IG tefiidos con H&E, las
graficas indican el promedio + SEM del conteo de granulocitos de veinte
secciones transversales independientes (n = 5 ratones por grupo). (E)
Cuantificacion mediante ELISA de la proteasa de mastocitos de raton mMCP-1
en suero (n = 8-12 ratones por grupo). Las diferencias significativas con una
(P<0.05) se indican de la siguiente manera: * versus PBS y & versus OVA.
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3.9 Latoxina CrylAc no induce aumento en los niveles mMCP-1 en
suero

Unicamente se observé incremento estadisticamente significativo en los niveles
de la proteasa mMCP-1 en suero en el control positivo de alergia de OVA/CT
con respecto al resto de los grupos (Fig. 10E). Mientras que los grupos
inmunizados con la toxina Cry1Ac (OVA/Cry1Ac y Cry1Ac) mostraron niveles de
la proteasa mMMCP-1 muy similares a los grupos PBS y OVA y menores a los

observados por el control positivo de alergia (Fig. 10E).

3.10 La administracion intra-gastrica de CrylAc induce hiperplasia
intestinal linfoide en colon

En secciones de ID e IG se llevd a cabo el analisis histopatolégico del ejido
intestinal, en el cual, los grupos control (PBS y OVA) se observo la conservacion
de la morfologia normal intestinal. Por el contrario, en IG de ratones tratados con
OVA/Cry1Ac, Cry1Ac y OVA/CT se observo hiperplasia del tejido linfoide
intestinal especialmente en colon, caracterizado por abundante infiltrado
constituido principalmente por linfocitos (Fig. 11A). Para determinar si la
hiperplasia linfoide podria ser reversible una vez que se suspendieran las
inmunizaciones evitando la exposicion nuevamente con los antigenos; se realizod
el andlisis histolégico intestinal en grupos adicionales de ratones que recibieron
el esquema de sensibilizacién de 8 semanas y permanecieron 4 semanas mas
vivos sin recibir mas inmunizaciones con los antigenos. El analisis histologico
reveld que la presencia de hiperplasia intestinal persistio después de 4 semanas
en los grupos OVA/Cry1Ac, Cry1Ac y OVA/CT (Fig. 11B).

Ademas de la hiperplasia linfoide en colon, se identificaron otros cambios
histopatoldgicos tanto en ID como en IG, que fueron; enteritis linfoplasmocitica,
hiperplasia de células caliciformes, edema y desprendimiento epitelial, estos
cambios fueron también observados en los grupos de Cry1Ac y OVA/Cry1Ac
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(Tabla 3A), sin embargo, las alteraciones fueron mas graves en el grupo control
positivo de OVA/CT en comparacion con los grupos con toxinas Cry1Ac y los
controles negativos (Tabla 3B).

10.La toxina CrylAc induce hiperplasia del tejido linfoide en intestino

Figura 11. La toxina CrylAc induce hiperplasia del tejido linfoide en
intestino. Secciones de |G obtenidas de ratones BALB/c, fueron tefidas con
H&E y analizadas histopatoléogicamente. (A) imagenes representativas de
secciones de colon de cada grupo (n = 8 a 12 ratones por grupo) de ratones que
recibieron el esquema de sensibilizacion, reto por via intra-gastrica y sacrificados
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el dia 49 y (B) imagenes representativas de la persistencia de la hiperplasia del
tejido linfoide en los tratamientos con OVA/Cry1Ac, Cry1Ac y OVA/CT, retados
por via intra-gastrica el dia 49 y sacrificados hasta el dia 84 quedando durante 1
mes sin inmunizar.

Tabla 3. Cambios histopatoldégicos registrados en intestino delgado e

intestino grueso de ratones BALB/c.

ID

Enteritis
linfoplasmocitica

Hiperplasia de
células Globo

Hiperplasia del
tejido linfoide

Edema
Linfangiectasia
Dafio epitelial

ID

Enteritis
linfoplasmocitica

Hiperplasia de
células globo

Hiperplasia del
tejido linfoide
Edema
Linfangiectasia

Dafio epitelial

PBS

+)

leve, focal

)
Ausente/
leve, focal
)
Ausente/
leve, focal
)

Ausente

OVA

*)

leve, multifocal

()
Ausente/
leve, focal

)
Ausente/
leve, focal

)

Ausente/leve,
focal

)

Ausente/ leve,
difuso

¢
¢

OVA/CrylAc

(+)

Leve,
multifocal/difuso
(+)
Leve/moderado/
severo, difuso
(+)

Leve /moderado,
focal

*)

Leve , multifocal

(+)
Leve/moderado
multifocal
(+)

Leve/ moderado,
focal/multifocal

)

Moderado, difuso
)
Q)

CrylAc

(+)
Leve/moderado,
difuso/multifocal

(+)
Leve/moderado,

multifocal

(+)

Severo, focal

*)

Leve, multifocal

(+)
leve/moderado
multifocal/difuso
(+)
Leve/moderado,
focal

*)

Leve , difuso
(+)
(+)

OVA/CT

(+)
Leve /moderado,
difuso
(+)
Leve/moderado,
difuso
(+)
leve/moderado/sever
o, focal

(+)

Leve,
multifocal/difuso
(+)
Leve/moderado
difuso
(+)
Leve/moderado a
severo, focal
(+)

Moderado, difuso
(+)
(+)

Los cambios histopatolégicos registrados en tejido de ID e IG de cada grupo
tratado como se describe en materiales y métodos, se marcaron como (+) positivos
o0 (-) negativos cuando estuvieron presentes o ausentes en al menos 70% de

ratones.

Algunas

observaciones

estan

indicadas en

grupos

marcados

negativamente cuando fueron registrados cambios histopatoldgicos solo en algun
ratén por grupo. Los datos resumen las observaciones registradas en secciones de
tejido de 9 ratones por grupo.
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3.11 Latoxina CrylAc es capaz de inducir anafilaxis solo por via
intravenosa

Las respuestas alergénicas moderadas observadas mediante la escala de
signos y sintomas registradas en los grupos sensibilizados con la toxina Cry1Ac
por via intra-gastrica, que se evaluaron posteriormente a que los ratones
recibieron el reto antigénico por la misma via, nos llevaron a probar si esta
toxina podria ser capaz de provocar anafilaxis por esta via y si ademas,
utilizando dosis mas altas de la toxina para las inmunizaciones y el reto
antigénico podrian inducir anafilaxis. La anafilaxis fue evaluada mediante el
descenso de la temperatura posterior al reto antigénico (via intra-gastrica) en
donde, solo el grupo de OVA/ CT registré una ligera caida de la temperatura
(Fig. 12A). Ya que se sabe que es dificil poder observar anafilaxis unicamente
usando administraciones antigénicas orales [31], decidimos evaluar si la toxina
Cry1Ac podria ser capaz de inducir anafilaxis utilizando un reto sistémico por via
intravenosa con el fin de potenciar la respuesta el cual fue administrado un dia
después del reto por via intra-gastrica con OVA o con Cry1Ac dependiendo del

tratamiento en grupos adicionales de ratones como se especifica en la Fig. 12A.

Se observé que en ratones sensibilizados con diferentes dosis de Cry1Ac (10,
50, 100 o 200 ug), se registré descenso significativo de la temperatura después
del reto por via intravenosa (Fig. 12C). Esta caida se observé desde los
primeros minutos y se mantuvo durante 35 minutos, en comparacién con los
ratones que fueron Unicamente retados por via intra-gastrica en los que no se
registré6 descenso de la temperatura con ninguna dosis evaluada de la toxina
Cry1Ac (Fig. 12A), mientras que en el control positivo OVA/CT, se observo un
marcado descenso de la temperatura después del reto antigénico por
intravenosa, (Fig. 12B). Esta caida fue mas pronunciada que la provocada en
los grupos retados con la toxina Cry1Ac, reforzando el potencial alergénico de la
CT que fue superior en comparacion con el potencial inducido por la toxina
Cry1Ac.
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Los grupos de PBS retados por via intra-gastrica e intravenosa con OVA,
Cry1Ac o PBS no provocaron cambios significativos en el descenso de la

temperatura (Fig. 12D).

Figura 12. El reto intravenoso con OVA o la toxina CrylAc induce
anafilaxis. (A) Ratones BALB / c inmunizados una vez por semana durante
siete semanas con diferentes dosis de la toxina Cry1Ac (10, 50, 100 o 200 pg de
Cry1Ac), recibieron en el dia 48 un reto antigénico por via intra-gastrica con 300
ug de toxina Cry1Ac y fueron evaluados los cambios en la temperatura cada 5
min por una hora como se especifica en la seccién materiales y métodos, (B)
promedio de los cambios en la temperatura de ratones que recibieron el reto por
via intra-gastrica con 20 mg de OVA para el grupo OVA/CT y PBS, 300 ug de
toxina Cry1Ac para otro grupo PBS, (C) temperatura de ratones inmunizados y
retados por via intra-gastrica en el dia 48 y que un dia después recibieron un
reto antigénico por via intravenosa con 100 pg de la toxina Cry1A para el grupo
PBS vy los diferentes grupos de toxina Cry1Ac (10, 50, 100 o 200 ug de Cry1Ac)
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y (D) promedio de la disminucion de la temperatura de ratones inmunizados y
retados por via intra-gastrica en el dia 48 y un dia después retados por via
intravenosa con 100 ug de OVA para los grupos de PBS y OVA/CT; 100 ug de
toxina Cry1Ac para otro grupo PBS y con PBS. Los resultados mostrados en A-
D se obtuvieron usando 3 a 5 ratones por grupo. Diferencias significativas con
una (P<0.05) y se indican de la siguiente manera: * versus la estimulacion con
PBS (OVA); *** versus el reto de PBS con (Cry1Ac, OVA, PBS) y * versus la
estimulacion con PBS (PBS).
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4. Discusion

Los resultados obtenidos indican que la toxina Cry1Ac por via intra-gastrica
tiene la capacidad de generar respuestas inmunes moderadas relacionadas con
la alergia. Se observé que los grupos administrados con OVA/Cry1Ac y Cry1Ac,
pero particularmente el grupo de Cry1Ac sola, provocaron algunas
manifestaciones relacionadas con la alergia, comparables en magnitud a las

inducidas por el control positivo de alergia OVA/CT.

Entre las respuestas relacionadas con la alergia estan: las reacciones alérgicas
moderadas observadas; el aumento significativo de la proporcion de linfocitos
IgE+ en células de bazo, GM y PP; incremento en la proporcion de granulocitos
en células de lamina propia de intestino y en secciones de tejido intestinal y la
presencia de hiperplasia del tejido linfoide en colon. Sin embargo, el efecto
adyuvante en mucosas de la CT medido por el aumento en los niveles de
anticuerpos especificos para el antigeno OVA fue mayor en comparaciéon con el
ligero efecto adyuvante inducido por la toxina Cry1Ac. Ademas, el incremento en
los niveles de la proteasa Mmcp-1 y la magnitud del descenso de la temperatura
después del reto antigénico por via intravenosa, fueron mayores en el control
positivo de alergia OVA/CT que en los grupos inmunizados con la toxina
Cry1Ac; indicando un menor potencial de la toxina Cry1Ac para promover la
alergia y anafilaxis con respecto al potencial alergénico de la CT en este modelo

de alergia alimentaria.

Las reacciones alérgicas moderadas observadas en el presente estudio por los
tratamientos con Cry1Ac y OVA/CT fueron similares a las registradas en el
modelo murino de alergia alimentaria con OVA establecido por Perrier et al. [33].
Del mismo modo, se observaron manifestaciones moderadamente alérgicas,
como comezoén y el erizamiento de la piel que han sido reportadas en pacientes

con alergia a los alimentos [39].

Nuestros resultados indican que la toxina Cry1Ac es inmunogénica cuando se
administra por via intra-gastrica, ya que los tratamientos con OVA/Cry1Ac vy
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Cry1Ac indujeron respuestas de anticuerpos sistémicos y en mucosa (Figura 3).
En trabajos previos, se habia demostrado la inmunogenicidad de varias toxinas
Cry como; Cry1Ac, Cry1Ab, Cry1Aa y Cry3A pero unicamente administradas por
via intranasal e intraperitoneal, utilizando un esquema que consistié en solo 3
inmunizaciones [21]. La capacidad adyuvante de la toxina Cry1Ac por via intra-
gastrica es ligera, ya que la coadministracion de OVA con la toxina Cry1Ac sélo
indujo respuestas significativas de los anticuerpos 1gG1 e IgA especificos para
OVA en suero (Figura 4); y estas respuestas fueron mucho menores que las
inducidas en el grupo OVA/CT, ya que como era de esperarse, la CT mostrd
claramente un potente efecto adyuvante sistémico y en mucosas similar al
reportado en otros estudios en los que la CT ha sido utilizada como adyuvante y

potencial alergénico en modelos de alergia [33,40,41].

Mediante citometria de flujo y microscopia, encontramos que el numero de
eosinofilos aumento significativamente en intestino, en el control positivo
OVA/CT, asi como en los grupos de OVA/Cry1Ac y Cry1Ac. Similar a nuestros
resultados, el aumento en el numero de eosindfilos se ha sido observado en
sangre en varios modelos de alergia alimentaria como en el trabajo de Brandt et
al. [42]. También en el estudio de Zeljenkova et al., en el que se evaluo el efecto
producido al alimentar ratas con 11% o 33% con maiz MON 810 genéticamente
modificado que expresa la toxina Cry1Ab como proteina insecticida durante 5y
14 semanas, encontraron incremento en el numero de eosindfilos en sangre; sin
embargo, no realizaron la evaluacion de parametros relacionados con la alergia
ni el analisis a nivel intestinal; a pesar de que las ratas alimentadas con maiz
GM presentaron algunos signos de toxicidad hepatorrenal; los autores
concluyeron que el maiz MON810 era tan seguro como las variedades

convencionales de maiz [12].

En la mayoria de los estudios en los que se ha evaluado la bioseguridad de las
plantas transgénicas de Bt, los posibles cambios o danos que las toxinas Cry
podrian provocar en o6rganos como el intestino no son evaluados

microscépicamente. Por esta razén, en el presenta trabajo, realizamos el
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analisis histologico del tejido intestinal de ratones inmunizados con la toxina
Cry1Ac. El principal cambio observado en los grupos tratados con OVA/Cry1Ac,
Cry1Ac y OVA/CT fue hiperplasia del tejido linfoide registrada en secciones de

colon.

En humanos, los foliculos linfoides aislados se encuentran normalmente en todo
el intestino, pero se sabe que su presencia aumenta en las regiones del ciego y
el recto, sin embargo, una alta densidad de foliculos linfoides esta relacionado a
condiciones patologicas. Ademas, ha sido caracterizado que bajo condiciones
inflamatorias, el numero, diametro y la densidad de los foliculos linfoides
aislados aumentan [43]. Algunos estudios han detectado hiperplasia nodular del
intestino linfoide asociada con la infeccion por G. intestinalis, H. pylori y en
estados de inmunodeficiencia, como la deficiencia de IgA. En la mayoria de
estos casos, la hiperplasia linfoide se observé en ID [44,45], mientras que en el
presente trabajo. la hiperplasia linfoide intestinal fue observada en colon, la cual
ha sido asociada a alergia alimentaria tanto en nifilos como en adultos [46,47] ya
que en algunos estudios han demostrado consistentemente una asociacidn
entre la alergia alimentaria y la presencia de hiperplasia linfoide en colon, debido
a que el numero de pacientes sin hiperplasia linfoide en colon y sin alergia por

alimentos fue mucho menor que los que presentaban ambas [48,49].

Ademas de su asociacién con la alergia alimentaria, la presencia de hiperplasia
nodular linfoide intestinal también se ha relacionado enfermedades inflamatorias
intestinales como la enfermedad celiaca, linfoma y carcinoma de colon [50-54].
En la enfermedad inflamatoria intestinal, la presencia de hiperplasia nodular
linfoide intestinal ha sido propuesta como un marcador de inflamacién de bajo
grado [45].

Con base en los resultados actuales que muestran la induccion de hiperplasia
linfoide nodular intestinal en colon por la administracion intra-gastrica de la
toxina Cry1Ac, consideramos importante realizar mas estudios para determinar

si la ingesta de toxinas Cry puede estar asociada con una mayor presencia de
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hiperplasia linfoide nodular en humanos, ya que estas estructuras pueden estar
relacionadas con alergia a los alimentos y / o con afecciones inflamatorias

intestinales.

Nuestros resultados actuales que demuestran el potencial de la toxina Cry1Ac
para inducir respuestas relacionadas con la alergia alimentaria, difieren de los
efectos reportados en el estudio de Reiner et al. [55] con la toxina Cry1Ab
utilizando un modelo experimental de asma alérgica o reactividad de la
enfermedad inducida con OVA, ya que no observaron manifestaciones alérgicas
en ratones que consumieron aproximadamente 19 ug por dia de toxina Cry1Ab,
alimentados con una dieta que incluia 33% de maiz Bt que contenia
aproximadamente 0.0013% de Cry1Ab durante 32 o 34 dias. Los diferentes
resultados pueden deberse a las diferencias entre las toxinas Cry1A o por el
modelo de alergia utilizado y las distintas dosis. Sin embargo, los autores
argumentaron que la ausencia de respuesta alérgica podria deberse a la
desnaturalizacion de la toxina Cry1Ab durante el procesamiento de los

alimentos.

Asimismo, en un estudio reciente de Andreassen et al. [27] no se encontraron
pruebas de la inmunogenicidad o alergenicidad de la toxina Cry1Ab en ratones
a cuando fue coadministrada con el antigeno lupina conocido por ser un
alérgeno, utilizando varias administraciones por via intra-gastrica con dosis
bajas de la toxina Cry1Ab (10 pg) comparada con la utilizada en nuestro estudio
(50 pg) vy retos antigenos por via intraperitoneal, versus via intra-gastrica e
intravenosa utilizada en este trabajo. Cabe sefalar que en el estudio de
Andreassen et al., incluso en el control positivo de alergia coadministrado con
CT como adyuvante mas su alérgeno Lupina no se detectaron respuestas de
anticuerpos especificas significativas ni IgE, ni cambios en el perfil de citocinas
en suero. Estos resultados también podrian explicarse por las diferencias en la
secuencia entre Cry1Ab y Cry1Ac o las diferentes dosis y vias de administracién
utilizadas, asi como por las diferencias derivadas de la modificacion de las
secuencias del gen nativo Cry para aumentar su efectividad insecticida en
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plantas transgénicas de Bt [56,57]. Por lo tanto, se requieren mas estudios
detallados en los que se compare la inmunogenicidad y alergenicidad de estas
proteinas Cry1A en condiciones apropiadas y similares utilizando modelos
murinos realistas que reflejen las vias y las dosis posibles que pueden ser
consumidas en estas plantas por vertebrados (animales de crianza y humanos)

para determinar su potencial alergénico.

Es importante resaltar que con la dosis de 50 ug de proteina / 25 g de raton
pudimos observar la inmunogenicidad y el potencial alergénico moderado de la
toxina Cry1Ac en este modelo de alergia alimentaria en ratdn; extrapolando
estos datos a una persona de 70 kg, seria necesario consumir 140 mg de la
toxina sola para inducir efectos inmunogénicos similares a los observados en
nuestro estudio. Estos niveles no podrian alcanzarse facilmente mediante el
consumo de algunas plantas transgénicas de Bt en las que los niveles de
expresion de las toxinas Cry han sido estimados por ser muy bajos (es decir,
0.0013% del contenido de proteina en el maiz MON810) [55]; sin embargo, hay
amplias variaciones en las mediciones de las concentraciones de Cry estimadas
en las plantas transgénicas Bt [55], ya que han sido encontradas y reportadas
plantas transgénicas de Bt como el brocoli que expresan niveles de la toxina
mucho mas altos de hasta 0.4% de proteina total. Ademas, es importante
mencionar que los niveles de expresion de las toxinas Cry en plantas
transgénicas puede diferir considerablemente [58]. Teniendo en cuenta estos
aspectos, la dosis requerida para observar un efecto inmunoestimulante o
alergénico debido a la toxina Cry1Ac podria lograrse mediante la ingestiéon de

una cantidad mucho menor de plantas de Bt de lo que se penso originalmente.

Es importante sefalar que en este estudio utilizamos una toxina Cry1Ac nativa
purificada, mientras que las proteinas expresadas en plantas transgénicas estan
modificadas o truncadas, por lo que como resultado de estas modificaciones
pueden tener diferentes propiedades inmunolégicas. También recomendamos
llevar a cabo evaluaciones adicionales de la alergenicidad de cada planta

transgénica utilizando modelos de alergia alimentaria apropiados como el
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utilizado en este trabajo para lograr una evaluacion integral de la respuesta

inmune intestinal.
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5. Conclusiodn

La toxina Cry1Ac administrada por via intra-gastrica en este modelo murino de

alergia alimentaria:
-Es inmunogénica y tiene ligero efecto adyuvante hacia OVA.

-Es moderadamente alergénica comparada con el potencial efecto alergénico
inducido por la CT, ya que indujo; reacciones alérgicas moderadas, respuesta
de IgE especifica, incremento en el numero de granulocitos hiperplasia del tejido

linfoide en intestino.
-Fue capaz de inducir anafilaxis cuando fue administrada por via sistémica.

Por lo que consideramos necesario continuar con estudios en los que se evalué
el potencial alergénico y las respuestas inmunes intestinales que pudiera

provocar el consumo de diversas plantas transgénicas de Bt.

6. Consideraciones

El presente estudio contribuye a proponer parametros adicionales que no se
habian considerado en los modelos de alergia alimentaria tales, como la
presencia de hiperplasia del tejido linfoide en colon, la evaluacion de los
ganglios linfaticos, placas de Peyer y de células IgE+ SiglecF+ de lamina propia
intestinal ya que se detectaron exclusivamente elevados en el grupo positivo de

alergia OVA/CT y en los grupos inmunizados con la toxina Cry1Ac.
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Apéndice

Figuras suplementarias
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Figura suplementaria 1. Diferencias de temperatura antes y posterior al reto
por via intra-gastrica en ratones BALB/c. Los ratones fueron inmunizados
como se describe en materiales y métodos; se evalud la temperatura de los
ratones antes de recibir el reto y 30 min posteriores al reto. La grafica muestra la
diferencia de temperatura observada por grupo en cada raton. Los resultados
mostrados se obtuvieron de experimentos independientes realizados usando 4
ratones por grupo (n =8 a 12).
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Figura suplementaria 2. Proporcion de células B220 + IgE + en lamina

propia de intestino. Se obtuvieron células de lamina propia de intestino delgado
(ID) e intestino grueso (IG) como se describe en materiales y métodos. Las
células se tifieron con mAbs y se analizaron por citometria de flujo para
determinar la proporcion de linfocitos B220+ IgE+. (A) se muestran dot plots
representativos de cado grupo que indican el porcentaje de linfocitos B220+ IgE+
(cuadro negro). (B) las graficas de barras muestran los valores del promedio *
SEM del porcentaje de linfocitos B220+ IgE+ de cada grupo. Los datos
mostrados se obtuvieron de experimentos independientes (n = 8 a 12 ratones por

grupo).
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ABSTRACT

CrylAc toxin, from Bacillus thuringiensis, is widely used as a biopesticide and expressed in genetically modified
(GM) plants used for human and animal consumption. Since CrylAc is also immunogenic and able to activate
macrophages, it is crucial to thoroughly evaluate the immunological effects elicited after intra-gastric admin-
istration. The allergenic potential of purified CrylAc was assessed and compared with that induced in a murine
model of food-allergy to ovalbumin (OVA), in which animals are sensitized with the adjuvant Cholera toxin (CT).
Mice were weekly intragastrically administered with: i) vehicle phosphate-buffered saline (PBS), ii) OVA, iii)
OVA plus CT iv) CrylAc or v) OVA plus CrylAc. Seven weeks after, mice were intragastrically challenged and
allergic reactions along with diverse allergy related immunological parameters were evaluated at systemic and
intestinal level. The groups immunized with, CrylAc, OVA/CrylAc or OVA/CT developed moderate allergic
reactions, induced significant IgE response and increased frequencies of intestinal granulocytes, IgE+ eosino-
phils and IgE+ lymphocytes. These same groups also showed colonic lymphoid hyperplasia, notably in humans,
this has been associated with food allergy and intestinal inflammation. Although the adjuvant and allergenic
potential of CT were higher than the effects of CrylAc, the results show that applied intra-gastrically at 50 ug
doses, CrylAc is immunogenic, moderately allergenic and able to provoke intestinal lymphoid hyperplasia.
Moreover, CrylAc is also able to induce anaphylaxis, since when mice were intragastrically sensitized with
increasing doses of CrylAc, with every dose tested, a significant drop in rectal temperature was recorded after
intravenous challenge.

1. Introduction

Genetically modified (GM) plants that express the Cry insecticidal
toxin as a highly effective means of insect control are currently being

Cry proteins are produced as proteinaceous crystals during the
sporulation phase by Bacillus thuringiensis (Bt). These proteins are
widely used as biopesticides; also they demonstrate a high solubility,
stability in alkaline pH and resistance to proteolysis [1]. After crystal
ingestion by susceptible insects, Cry protoxin is solubilized and pro-
teolytically activated by midgut proteases to form a toxic fragment of
65-70 kDa. The activated toxin then binds to specific receptors present
on the apical brush border of the midgut epithelium, which provokes
formation of a lytic pore, inducing a complex cellular response that
disrupts the cell integrity and transepithelial potential difference, ulti-
mately leading to cell lysis and larval death [2,3].

produced and a variety of Bt plants have been commercialized in many
countries. These plants can express one or several different Cry toxins
[3]. Several toxicological studies conducted in animals have evaluated
Bt plants; these analyses have included laboratory tests such as, blood
chemistry, evaluation of food consumption, body and organ weight and
pathological analysis including the presence of tumors. The majority of
these studies indicate that GM food containing Cry toxins are safe for
human and animal consumption as found no abnormalities in the
parameters evaluated, toxicity or death associated with Cry proteins
[4-10].

Notwithstanding, the potential adverse immune effects of Cry toxins

Abbreviations: Bt, Bacillus thuringiensis; BSA, bovine serum albumin; CT, cholera toxin; CrylAc, Cry1Ac toxin; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; FBS, fetal bovine serum; FCS,
fetal calf serum; GM, genetically modified; H&E, hematoxylin and eosin; LI, large intestine; MLN, mesenteric lymphoid node; mAbs, monoclonal antibody; mMCP-1, mouse mast cell
protease-1; NLH, nodular lymphoid hyperplasia; IBD, inflammatory bowel disease; CeD, celiac disease; OVA, ovalbumin; PBS, phosphate-buffered saline; PP, Peyer's patch; rpm, re-

volutions per minute; SI, small intestine
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is still a public health concern, due to the significant raise in the in-
cidence of allergy and inflammatory bowel diseases recorded particu-
larly in industrialized countries, over the past few decades [11].
Moreover, due to the immunological properties of CrylAc proteins,
such as mucosal and systemic immunogenicity and adjuvanticity
[12-19]; along with its capacity to activate macrophages [20,21], their
potential ability to provoke either allergic or inflammatory responses
has been suggested, but remains to be proved [22]. Importantly, we
have recently demonstrated that CrylAc protoxin and toxin are both
able to activate macrophages and induce the activation of MAPKs
pathways [23,24], further reinforcing the need for a deeper evaluation
of their in vivo immunological effects in mammals.

A few studies have evaluated the immunogenicity and potential
allergenicity of Cry toxins, after intra-gastric administration; these have
been centered just in CrylAb purified toxin (a protein homologous in
structure to CrylAc) and in maize MON810 (expressing CrylAb).
Although some studies have supported its immunogenicity, but not its
allergenicity, the approaches employed were limited, such as in the
study of Adel et al. 2011 in BALB/c mice, in which was found that
intraperitoneal administration of purified toxin and maize MON810
induced serum IgG and IgA production, but did not induce IgE antibody
response. However, they did not detect significant serum antibody re-
sponses after intra-gastric administration of CrylAb, but nor with any
of the proteins tested. These negative results may be due to the in-
adequate immunization scheme used, which consisted on just two ad-
ministrations with 1 or 100pg, thus differs considerably from the
schemes used in models to evaluate food allergy which include several
repeated immunizations. Moreover, the study included neither any
analysis of intestinal immune response [4]. In a recent study of An-
dreassen et al.,, no evidence of immunogenicity or allergenicity of
CrylAb was recorded after intra-gastric administrations of low dose of
the toxin (10 pg) and intraperitoneal challenges [25], however a com-
prehensive evaluation of the intestinal immune response was not per-
formed.

In the present study we determined the allergenic potential and
immunological effects, of purified CrylAc toxin after intra-gastric ad-
ministration to mice. We selected and adapted an administration
scheme similar to that used in mouse models of food allergy to be able
to compare the immunological effects of CrylAc [26,27]. In this model,
mice are intragastrically sensitized to ovalbumin (OVA) in the presence
of the Th2-type mucosal adjuvant cholera toxin (CT), or tolerized by
intra-gastric administrations of OVA alone; while the antigenic chal-
lenge is also administered by intra-gastric route. Thus the model more
realistically resembles the antigen entry route occurring in human food
allergy, in contrast to other allergy models that use either systemic
sensitization or challenges [28]. We performed a wide evaluation of
parameters related with intestinal and systemic allergic response such
as: i) allergic reactions, ii) specific analysis of IgG1, IgG2a, IgE antibody
responses in serum and intestinal lavages, iii) quantification of granu-
locytes and B220+ IgE+ lymphocytes in spleen, mesenteric lymph
node (MLN), Peyer's patches (PP) and intestinal lamina propria cells; iv)
analysis of cytokine profiles and v) intestinal histopathological analysis.
Overall the results indicate the potential of CrylAc toxin to elicit
moderate allergy-related responses, when administered via intra-gastric
route.

Moreover, CrylAc is also able to induce anaphylaxis, as when mice
were intragastrically sensitized with increasing doses of CrylAc, with
every dose tested, a significant drop in rectal temperature was recorded
after intravenous challenge further confirming the potential allergeni-
city of CrylAc.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Female BALB/c mice (6-8 week-old) were used throughout this
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study. These mice were provided with sterile food (2019 Teklad Global
19% Protein Extruded Rodent Diet; Harlan Laboratories Inc.
Indianapolis, IN) and water ad libitum, at the FES Iztacala, Universidad
Nacional Auténoma de México animal house facility in accordance with
institutional and national official guidelines (NOM-062-Z0O0-1999) for
the use and care of laboratory animals. For the majority of the results
shown (Figs. 1-5) two to three independent experiments were per-
formed with 4-5 individuals per group, the number (n) of mice used per
group is indicated in each figure legend.

2.2. Recombinant CrylAc toxin

Recombinant CrylAc protoxin was purified from IPTG induced E.
coli JM103 (Pos900) cultures [29]. Protoxin was solubilized, and the
toxin was activated with trypsin was performed as previously described
[19]. Endotoxin levels of CrylAc toxin were tested using E-toxate kit
(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) and were found to below 0.1 EU/
mL. The protein was then treated with a polymyxin resin (Bio-Rad,
Hercules CA, USA) to remove any possible endotoxin remnants, ex-
amined by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
and the total protein concentration was determined by the Bradford
method.

2.3. Immunizations

The sensitization protocol used was adapted from a described model
to establish food allergy to OVA [26], BALB/c mice of 6-8 weeks old
female received intra-gastric administrations. In the allergy positive
group mice were sensitized with OVA (Worthington, Lakewood, USA)
plus CT (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) while in the negative
control tolerized group mice received OVA alone. In this model [26], as
in the majority of CT-induced food allergy models high antigen doses
are intra-gastrically administered (i.e. 20 mg of OVA), but since our
main purpose was to evaluate the allergenicity of CrylAc, two distinct
doses of OVA (50 pug and 5mg) were proved in both control groups
(OVA alone and OVA plus CT). The lower dose of OVA was initially
considered to make it comparable to the dose chosen of Cry1Ac (50 pg).
The expected allergy related parameters were attained in the OVA plus
CT positive groups, (Supplementary Fig. 1) but these were more marked
and consistent with the higher OVA dose than with the lower dose,
therefore only the 5mg dose was used in the subsequent assays.

The groups of mice were intragastrically administered, once a week
for seven weeks, using a ball-ended mouse feeding needle, (in 200 pL
volumes diluted in PBS) (Fig. 1A), with one of the following treatments:
i) vehicle PBS; ii) 50 pg or 5mg of OVA tolerized control; iii) 50 ug or
5mg of OVA plus 50 ug of CT as positive allergy control; iv) 50 ug or
5 mg of OVA plus 50 pg of CrylAc and v) 50 ug of CrylAc alone and v),
the last group were test groups used to evaluate if CrylAc could induce
sensitization to itself respectively to OVA). On day 49, mice received
intra-gastric. Challenge with a higher OVA antigen doses, (i.e. 300 pg of
OVA for OVA 50 pg groups and 20 mg of OVA for OVA 5 mg groups), or
with 300 pug of CrylAc (in mice of group CrylAc alone). Mice were
sacrificed 1h after the intra-gastric challenge at day 49 (Fig. 1A).

The dose used of 50 ug CrylAc was chosen on basis to a dose-re-
sponse preliminary study in which four distinct doses were tested (10,
50, 100 and 200 pg), to evaluate the immunogenicity via the intra-
gastric route, this dose proved to induce significant anti-CrylAc serum
and intestinal antibody responses using a 3 immunization schedule
(Data not show). This dose, also has been previously proved to be im-
munogenic via intranasal route [19]. The OVA stock solution was also
treated with polymyxin resin to remove any possible endotoxin con-
tamination.

2.4. Evaluation of allergic reactions

Allergic reactions were assessed by measuring changes in the body
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Fig. 1. Protocol of sensitization by intra-gastric route and allergic response. (A) BALB/c mice were intra-gastrically administered once a week for 7 weeks with one of
the following treatments: phosphate buffered saline (PBS); ovalbumin (OVA); OVA plus cholera toxin (CT). CrylAc alone or OVA plus CrylAc. At day 49, mice were
challenged intragastrically with OVA or CrylAc as detailed in methodology and sacrificed 1h after. (B) The allergic reactions were determined immediately after
intra-gastric challenge, over a 15 min period, based on the following scoring system: 0- no signs; 1- scratching around nose, ears and head less than 10 times in
15 min; 2- scratching 10 times in 15 min; 3- scratching more than 10 timed, puffiness around the eyes and mouth, diarrhea, pilar erecti in 15 min; 4- reduced physical
activity and/or decreased activity with increased respiratory rate; 5- death. (C) the graphic shows the CrylAc-specific IgE antibody response in serum, (D) CrylAc-
specific IgE antibody response in intestine small intestine (SI) and large intestine LI, (E) shows the response of OVA-specific IgE in serum and (F) response of OVA-
specific IgE antibody response in intestine SI (open bars) and LI (close bars), The results shown in A-E were obtained from independent experiments performed using
4 mice per group (n = 8 to 12). Significant differences (P =0.05) are indicated as follows: * versus PBS and & yersus OVA.

temperature recorded before and 30 min after the intra-gastric chal-
lenge and during 15 min post-challenge the signs of allergic reactions
were recorded and monitored in a blinded fashion by two independent
researches. Allergic scores were subsequently graded adhering to an
pre-established 0-5 scale [26] consisting of the following signs: 0- no
signs; 1- scratching around nose, ears and head less than 10 times for
15 min; 2- scratching 10 times for 15 min; 3- scratching more than 10
times, puffiness around the eyes and mouth, diarrhea, pilar erecti for
15min; 4- reduced physical activity and/or decreased activity with
increased respiratory rate; 5- death.

2.5. Anaphylaxis

Although anaphylaxis can be achieved following intra-gastric chal-
lenge to some allergenic proteins such as peanut it is not attained in
BALB/C mice sensitized and challenged intra-gastrically to OVA [30],
while intravenous challenges protocol had proved to be effective to
induce hypothermia shock responses [31]. So, in additional experi-
mental groups one day after receiving an intra-gastric challenge, were
carried out intravenous challenges with 100 pg of OVA (in PBS, OVA,
OVA plus CrylAc and OVA plus CT groups); or with 100 pg of CrylAc
(in mice intra-gastrically administered with PBS or with increasing
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Fig. 2. Intra-gastric administration of CrylAc induces a mixed cytokine profile. Cytokines were quantified by ELISA in serum samples (A) IL-10, IL-13, IL-6 and TNF-
a cytokines and (B) INF-y, IL-10, IL-4, IL-13, TNF-a cytokines were quantified in intestinal lavages and represented in the graphics. The results are expressed as

mean *+ SEM (n = 8 to 12 mice per group), significant differences (P = 0.05) are indicated as follows: *

doses (10, 50, 100 and 200pug) of CrylAc (Fig. 5A). Temperature
changes were monitored using rectal probe thermometer and sig-
nificant temperature drop was used as a measure of anaphylaxis.

2.6. Determination of anti-OVA and anti-Cry1Ac antibody levels in serum
and intestinal lavages

Serum samples were obtained from blood extracted by cardiac
puncture and large intestine (LI) and small intestine (SI) lavages as
previously described [32] from sacrificed mice. Anti-OVA and anti-
CrylAc antibody responses were measured by indirect enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Plates were coated overnight at 4°C
with 100 pL of CrylAc (10 ug/mL) or OVA (10 ug/mlL) in carbonate-
bicarbonate buffer (0.1 M Na2CO3-NaHCO3 pH9.6). Non-specific
binding sites were blocked with 0.05% PBS-Tween 20/3% BSA for
serum and 0.05% PBS-Tween 20/10% non-fat milk for intestinal la-
vages samples for 2 h at 4 °C. Serial dilutions of samples were incubated
over night at 4 °C in volumes of 100 pL per well. These started at 1:100
for serum, while for SI and LI lavages were 1:2 diluted with 20% non-fat
milk. Peroxidase-conjugated anti-mouse anti-IgGl, anti-IgG2a (In-
vitrogen, California, USA), and anti-IgA (Life technologies, California,
USA) were used at a dilution of 1:1000 and biotinylated anti-mouse
anti-IgE (eBioscience, San Diego, USA) used at 1:500. The substrate
solution was ABTS 2, 2’-azino-di (3-ethyl-benzthiazoline-6-sulphonate
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versus PBS and & versus OVA.

with Hy05 (0.01%)). The absorbance was measured at 405 nm using a
microplate reader (Biotek ELx 800).

2.7. Spleen, mesenteric lymphoid node and Peyer's patch leukocytes

The Spleen, mesenteric lymphoid node (MLN) and Peyer's patch
(PP) were removed and disaggregated through a nylon mesh filter with
RPMI-1640 medium supplement with 5% fetal calf serum (FCS) and
centrifuged at 1500 rpm for 5min at 4 °C. In spleen, the erythrocytes
were lysed with (NH4Cl 150 mM |, Tris-HCl 100 Mm pH 7.4) for 5 min,
and washed with PBS; the leukocyte pellets were then suspended in
0.5% BSA/PBS and stained with fluorochrome-labeled mAbs as de-
scribed [24].

2.8. Lamina propria leukocytes

The SI and LI were removed, separated and the lavages were col-
lected. The intraepithelial and lamina propria cells were obtained from
both intestines according to a previously published method [32] with
some modifications, basically no-percoll gradients were used. After
obtaining the intraepithelial cells, the intestines were incubated in an
orbital shaker with 20 mL of RPMI-1640 and 60 U/mL of type IV col-
lagenase (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) at 37 °C for 30 min at
120 rpm. The intestinal mucosa was then gently compressed and shaken
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Fig. 3. The CrylAc protein increases the proportion of B220 + IgE+ lymphocytes in spleen, mesenteric lymph node and Peyer's patches. Spleen, mesenteric lymph
node (MLN) and Peyer's patches (PP) cells were obtained from BALB/c mice, treated as described in Fig. 1. The cells were stained with mAbs and analyzed by flow
cytometry to determine the proportion of B220+ IgE+ lymphocytes. (A) Representative dot plots of spleen, MLN and PP cells are shown for each group indicating
the percentage of B220+ IgE+ lymphocytes. (B) Bar plots show the mean values = SEM of percentage of B220 + IgE + lymphocytes from each group. Data shown
were obtained from independent experiments (n = 8 to 12 mice per group). Significant differences (P < 0.05) are indicated as follows: * versus PBS and & versus OVA.

to release the loosened cells and single cell suspensions containing la-
mina propria cells, were filtered, washed with RPMI-1640 medium with
5% fetal bovine serum (FBS) and centrifuged at 1500 rpm for 10 min at
4 °C. Finally, cells were suspended in 0.05% BSA/PBS and stained with
fluorochrome labeled mAbs [33].

2.9. Levels of mast cell protease-1 mMCP-1 and cytokines

The mouse mast cell protease-1 (mMCP-1 also abbreviated as
MCPT-1) levels were measured using an ELISA kit according to the
manufacturer's directions (eBioscience, San Diego, USA) in serum
samples 1:2 diluted. The levels of cytokines (IFN-y, IL-10, IL-4, IL-13,
IL-6, TNF-a) in serum samples and intestinal lavages, were determined
by ELISA using commercial kits following the manufacturer's specifi-
cations (PEPROTECH, New Jersey, USA). Serum samples were diluted
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1:4 and intestinal lavages were diluted 1:2 added in volumes of 100 pL
per well for quantification of cytokines.

2.10. Flow cytometry

The leukocytes obtained from spleen, MLN, PP and the intestinal
lamina propria were blocked with antibodies to the Fc y II/III receptor
(anti-CD16/32). Cells were then incubated for 20 min at 4 °C with 25 pL
of the following 1:100 diluted monoclonal antibodies: IgE-FITC
(BioLegend, San Diego, USA), B220-PECy5 (eBioscience, San Diego,
USA), Siglec-F-PE (eBioscience, San Diego, USA) and Grl-APC
(BioLegend, San Diego, USA). The cells were washed with 0.05% BSA/
PBS and suspended in 300 pL of 1% paraformaldehyde. Relative fluor-
escence intensities were analyzed using a FACS Calibur cytometer
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) and BD Cell Quest Pro v.5.1.1
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Fig. 5. Treatments with CrylAc induces intestinal lymphoid hyperplasia of the
colon. Colon sections obtained from BALB/c mice treated as indicated in Fig. 1
were labeled with H&E stain for pathological analysis. The images are re-
presentative of colon sections (LI) from each treatment group (n = 8 to 12 mice
per group). Intestinal lymphoid hyperplasia was induced by OVA/CrylAc,
CrylAc and OVA/CT treatment.

software. One hundred thousand events were recorded; data were
analyzed using the FlowJo 7.6 software.

2.11. Histological analysis of intestinal tissues

Intestinal segments 0.5-1 cm long were cut from duodenum, je-
junum and ileum of SI and ascending, transverse and colon of LI tissues
and were fixed in 4% paraformaldehyde. Tissue slices were dehydrated
in graded alcohol and paraffin, cut into 3-6 um cross-sections and
stained with hematoxylin and eosin (H&E). Total granulocytes from
twenty independent cross-sections per group were counted under a
microscope (Axiovert Zeiss, New Orleans, USA) in SI and LI tissue
sections. The pathological analysis of intestinal tissue sections was
performed by expert pathologist services from the Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México.
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2.12. Competition assays of binding of OVA and CrylAc to macrophage's
cell surface

We performed competitions assays of OVA and CrylAc in
RAW264.7 macrophages as described [21], cells were pre incubated at
4°C in binding buffer (PBS with 1% BSA) with the unlabeled CrylAc
(200 ug/mL) or OVA (1 mg/mL) for 30 min on ice. Then the labeled
ligand OVA-FITC (3 ug/mL) was added and the incubation was con-
tinued for another 1 h on ice. The samples were fixed and analyzed by
flow cytometry.

2.13. Statistical analysis

One-way ANOVA was applied for multiple comparisons, with
Kruskal-Wallis post-test used to compare all groups and post compar-
ison Dunn's or Mann Whitney test used to compare all other groups to
the control group. All analyses were performed using GraphPad PRISM
version 7.0 software. A P value = 0.05 was considered statistically sig-
nificant.

3. Results
3.1. The CrylAc toxin provokes allergic manifestations

To define the allergenic potential of intra-gastric administration of
CrylAc, we evaluated the allergic manifestations induced in sensitized
mice, as specified in Fig. 1A, immediately after the intra-gastric chal-
lenge. In general, similar tolerance-related results were attained with
both OVA doses tested, in the OVA alone groups, while in the OVA/CT
groups with both OVA doses tested were attained the expected allergy-
related responses although at higher magnitude with the higher OVA
dose. For this reason, only the results with OVA 5mg dose are shown
for these groups in the Figs. 1-6. However, in the OVA/Cry1Ac groups
in general with the higher OVA dose, the CrylAc-induced effects were
lower than those elicited with the lower dose (50 pg). The results shown
in the figures for OVA/Cry1lAc correspond to the OVA 5 mg dose unless
other thing is specified.

The treatments with CrylAc, OVA/CrylAc and OVA/CT (with ei-
ther of two OVA doses tested) induced mildly allergic manifestations,
such as wheezing about mouth, nose and ears more than 10 times, pilar
erecti and diarrhea (with score 3; Fig. 1B), while the PBS and OVA
groups showed lower allergic manifestations (scores 1 and 2; Fig. 1B) in
comparison with the rest of treatments. No significant differences in
body temperature were detected between any of the groups (data not
shown).

3.2. CrylAc treatment induces increased serum specific IgE response

CrylAc alone induced a significant increase of anti-CrylAc IgE in
serum as compared with PBS group (Fig. 1C), while in SI and LI, no
significant differences in the levels of anti-CrylAc IgE were observed
between the treatments (Fig. 1D).

As expected, OVA/CT induced a significant increase of anti-OVA IgE
levels in serum (Fig. 1E). However, in the SI only slight and similar anti-
OVA IgE responses were detected in OVA/CT (Fig. 1F) and OVA/
CrylAc treatments, however these responses were similar as those eli-
cited in OVA group but higher with respect to PBS (Fig. 1F). The OVA/
CrylAc and CrylAc groups were able to elicit systemic and mucosal
CrylAc-specific 1gG1, IgG2a and IgA antibody responses (Supplemen-
tary Fig. 2). CrylAc had a slight systemic adjuvant effect to OVA;
however, the magnitude, is not comparable with the strong adjuvant
effect of CT in this intestinal allergy model (Supplementary Fig. 3).
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Fig. 6. Intravenous challenge with OVA or CrylAc results in anaphylaxis. (A) BALB/c mice were immunized once a week for seven weeks, on 48 day received an
intra-gastrically and were assessing the rectal temperature for 1h as specified in the section materials and methods and one day after (49) the mice received an
intravenous antigen challenge with 100 ug of OVA for PBS groups and OVA/CT group, 100 ug of Cry1Ac for PBS group and the different Cryl1Ac groups (10, 50, 100
or 200 pg of CrylAc). (B) the graph shows the mean of temperature measurement every 5 min after the intra-gastric challenge for 1 h of vehicle groups of PBS and
OVA/CT allergy positive control, (C) mean of temperature measurement every 5min h after the intra-gastric challenge of PBS group and (10, 50, 100 or 200 ug of
CrylAc) groups, (D) shows the drop of the decrease in temperature assessed every 5min for 1h after intravenous challenge of PBS groups and OVA/CT allergy
positive control and (E) the graph exhibited the drop of temperature after the intravenous challenge with 100 pg of CrylAc for every CrylAc group in comparison
with the PBS vehicle group. The results shown in A-E were obtained using 3 to 5 mice per group. Significant differences (P = 0.05) are indicated as follows * versus
PBS challenge (OVA); *** versus PBS challenge with (CrylAc, OVA, PBS) and * versus PBS challenge (PBS).

3.3. The intra-gastric administration of CrylAc induce a mixed cytokine
profile

In general, a slightly increased mixed cytokine profile was detected
in serum and in intestinal lavages of CrylAc, OVA/CT and OVA/CrylAc
groups with respect to the PBS and OVA groups.

In serum the cytokine profile detected with significant increase were
IL-10, IL-13, IL-6 and TNF q, (Fig. 2A) in CrylAc group, OVA/CrylAc
and OVA/CT in comparison with PBS vehicle group. The cytokines were
also evaluated in intestinal lavages, where a low mixed cytokine profile
was observed in all groups, however only a slightly increased IL-6 level
was detected in the OVA/CT and CrylAc groups (Fig. 2B). The difficulty
in detecting intestinal cytokines, in this model of food allergy to OVA,
may be due to the low levels induced or to their lability since in the
OVA/CT group no substantial levels were detected either.

192

3.4. CrylAc treatment significantly increases the proportion of B220+ IgE
+ lymphocytes in spleen, mesenteric Lymph node and Peyer's patches

The IgE antibody was also evaluated by flow cytometry, assessing
the frequency of B220 + IgE+ lymphocytes in cells from spleen, MLN,
PP and lamina propria.

In spleen cells, CrylAc alone induced a considerable increase in the
percentage of B220+ IgE+ lymphocytes (11.24% = 3.72) with re-
spect to PBS (0.82% = 0.25) and OVA (1.23% # 0.47); while OVA/
CT (26.05% = 3.24) also exhibited an increase in this population
(P=0.05) (Fig. 3A, B). OVA/CrylAc also increased the proportion of
B220+ IgE+ lymphocytes but only with the 50pug OVA dose
(54.7% = 6.5).

In MLN, CrylAc treatment elicited a significantly higher proportion
of B220 + IgE+ lymphocytes (27.1% =+ 8.57) than was induced in PBS
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Table 1
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Histopathological changes recorded in the intestines of mice intra-gastrically administered. The histopathological changes recorded in sections of small intestine (SI)
and large intestine (LI) of every group treated as described in materials and methods were marked as (+) positive or (—) negative when were present or absent in at
least 70% of mice. Some observations are indicated in negative marked groups when histopathological changes were recorded in some individuals. The data

summarize observations recorded in tissue sections from 9 mice per group.

PBS OVA OVA/CrylAc CrylAc OVA/CT
SI
Lymphoplasmacytic enteritis  (+) (+) (+) (+) +)
Mild, focal Mild, multifocal Mild, multifocal/diffuse Mild/moderate, diffuse/ Mild/moderate, diffuse
multifocal
Goblet cell hyperplasia -) - (+) (+) (+)
Mild/moderate/severe, diffuse ~ Mild/moderate, multifocal Mild/moderate, diffuse
Lymphoid tissue hyperplasia (—) (=) (+) +) (+)
Mild/moderate, focal Severe, focal Mild/moderate/severe, focal
Edema (=) =) =) =) =)
Lymphangiectasia =) =) (=) =) =)
Epithelial shedding -) -) (=) =) =)
LI
Lymphoplasmacytic enteritis (—) -) +) (+) (+)
Absent or mild, Absent or mild focal Mild, multifocal Mild, multifocal Mild, multifocal/diffuse
focal
Goblet cell hyperplasia (-) -) +) (+) (+)
Absent or mild, Absent or Mild focal Mild/moderate multifocal Mild/moderate multifocal/ Mild/moderate diffuse
focal diffuse
Lympbhoid tissue hyperplasia (—) (=) (+) (+) (+)
Absent Absent or mild focal Mild/moderate, focal/ Mild/moderate, focal Mild/moderate to severe,
multifocal focal
Edema (-) =) (+) (+) (+)
Absent or mild diffuse Moderate, diffuse Mild, diffuse Moderate, diffuse
Lymphangiectasia =) =) =) +) +)
Epithelial shedding (-) (-) -) (+) (+)

(2.40% =+ 1.45) and OVA (9.17% = 4.10). OVA/CrylAc treatment
also increased this population with the lower OVA dose 50ug
(51.60% = 20.1) but not with the high OVA dose 5mg
(1.33% =+ 1.12). While OVA/CT (43.65% =+ 12.65) also increased
these population (P = 0.05) (Fig. 3A-B).

The percentage of B220 + IgE + lymphocytes in PP was significantly
increased in CrylAc (4.26% * 1.46) in comparison to PBS
(0.785% =+ 0.21) and in OVA/CrylAc (39% =+ 12.30) the increase
was higher than every other group, but only with the low dose of OVA,
while in OVA/CT was significantly increased (6.77% = 3.72) with
respect to PBS (0.78% =+ 0.21) and OVA (2.13% *+ 1.35) (P~0.05)
(Fig. 3A, B).In lamina propria cells of SI and LI, no significant changes
in the cell population of B220+ IgE+ lymphocytes were detected be-
tween groups (data not shown).

3.5. The administration of CrylAc increases the number of eosinophils and
total granulocytes in intestine

Eosinophils were analyzed by flow cytometry with Siglec-F mAb. In
lamina propria cells of SI, the percentage of Siglec-F+ cells of OVA
(3.68% =+ 0.52), OVA/CrylAc (3.83% =+ 0.52), CrylAc
(6.27% =+ 1.77), and OVA/CT (3.77% = 0.44) treatments was sig-
nificantly higher than in PBS (1.61% * 0.42) groups (Fig. 4A-B). In
the LI, OVA/CT (1.47% = 0.25) showed a significant increase with
respect to PBS (0.66% = 0.10) in the percentage of Siglec-F+ cells,
while a no significant increase was observed in the percentage of Siglec-
F+ cellsin OVA/CrylAc (1.01% =+ 0.14) and CrylAc (2.15% = 1.26)
in LI (P <0.05) (Fig. 4A, B).

The number of total granulocytes was also counted by microscopy in
sections of SI and colon LI. The number of granulocytes per field was
significantly increased in SI sections from OVA (6.56 * 0.40), OVA/
CrylAc (6.86 = 0.46), CrylAc (9.08 = 0.86) and OVA/CT
(9.41 = 0.44) compared to the PBS group (5.31 = 0.35) (P =0.05)
(Fig. 4C). Likewise, in LI sections, the number of granulocytes per field
were considerably increased in the OVA/CrylAc (6.76 *+ 0.44) CrylAc
(9.25 = 0.68) and OVA/CT (9.41 + 0.41) groups compared to the
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PBS (2.85 = 0.20) and OVA (4.16 = 0.38) groups (P = 0.05) (Fig. 4D).

3.6. The CrylAc toxin does not induce an increase in the mMCP-1 levels in
serum

It is well known that when IgE bound to its receptor (FceRI) cross-
link with allergens on mast cells, the mast cells suffer degranulation,
releasing histamine, leukotrienes and proteases and provoking allergic
symptoms. We measured the levels of mMCP-1, a mouse mast cell
protease-1 and f-chymase because it is considered a typical allergic
mediator released during mast cell degranulation [34] [35]. Only the
OVA/CT (positive allergy control) treatment significantly increased the
mMCP-1 levels in serum with respect to the rest of the groups (Fig. 4E).
While OVA/Cry1Ac and CrylAc treatments showed mMCP-1 levels very
similar to the PBS and OVA groups (Fig. 4E).

3.7. Intra-gastric administration of CrylAc induces lymphoid intestinal
hyperplasia in colon

Histological analysis was performed in order to determine whether
the intra-gastric administration of the different treatments induced
pathological changes in tissues of intestine. In intestinal sections of
control mice immunized with PBS and OVA the normal intestinal
morphology was preserved. In contrast, in LI from mice treated with
OVA/CrylAc, CrylAc or OVA/CT, intestinal lymphoid tissue hyper-
plasia was observed especially in the colon (Fig. 5). The cellular in-
filtrate in this hyperplasia appears to be formed by lymphocytes, and no
inflammatory infiltrate of macrophages, eosinophils or neutrophils was
observed inside in the H&E stained preparations. To determine whether
the lymphoid hyperplasia was reversible once the immunizations were
suspended, the intestinal histological analysis was done, in additional
groups of mice which received the 8-week sensitization scheme, but
were sacrificed until one month after. The histological analysis revealed
that the presence intestinal hyperplasia persisted in the OVA/Cry1lAc,
CrylAc or OVA/CT groups (data no shown).

In addition to the referred lymphoid hyperplasia in colon other
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histopathological changes was identified in intestine, such as lympho-
plasmocytic enteritis, goblet cell hyperplasia, edema, and epithelial
shedding, were also recorded in particularly in the intestines (SI and LI)
sections of OVA/CT, CrylAc and OVA/CrylAc groups (Table 1). In
general, these alterations were more severe in the OVA/CT group than
in the other groups.

3.8. The intravenous challenge with CrylAc provokes anaphylaxis

The mildly allergenic responses recorded in the groups sensitized
with CrylAc by intra-gastric route led us to prove whether this toxin
may provoke anaphylaxis if was administered at higher doses (Fig. 6C).
After intra-gastric challenge only in the OVA/CT group was recorded a
slight temperature drop (Fig. 6B). However, a limitation of the oral
sensitization food allergy model selected, is that symptoms of anaphy-
laxis are not achieved upon food gavage [31], so we performed in-
travenous antigen challenge with OVA or with CrylAc in additional
groups (Fig. 6A). Remarkably, in mice intragastrically sensitized with
every dose tested of CrylAc (10, 50, 100 or 200 ug) a significant tem-
perature drop was recorded after the intravenous challenge with
CrylAc (Fig. 6E). This drop was observed since the first minutes and
maintained during 35 min, while no significant temperature drops were
recorded after intra-gastric challenges with CrylAc (Fig. 6C). While a
marked temperature drop was observed after intravenous challenge
with OVA in OVA/CT allergy positive control (Fig. 6D). This drop was
more pronounced that the one elicited with CrylAc further reinforcing
the higher allergenic potential of CT. As expected, nor intra-gastric
neither intravenous challenges with OVA, CrylAc or PBS provoked
significant changes in temperature in PBS group (Fig. 6B,D).

3.9. The binding OVA to macrophage's cell surface is competed by CrylAc

A possible explanation to the lower effect CrylAc induced with the
5mg OVA dose, with respect to the 50 ug dose in the OVA/CrylAc
treatments, which was recorded for some allergy parameters (i.e. in-
crease in B220+ IgE+ and IgE+ Siglec-F+ cells) could be that OVA
and CrylAc were competing with a common receptor. The preliminary
results performed in macrophages support this possibility as the binding
of OVA-FITC to the cell surface was partially inhibited by an excess of
CrylAc (Supplementary Fig. 4). Considering that OVA is known to be
endocytosed in macrophages through the mannose receptor further
studies are still required to determine whether CrylAc use this same
receptor. It will also be important to determine if OVA could block some
of the CrylAc-induced activation effects on macrophages [24,36].

4. Discussion

Overall, the results indicate that CrylAc toxin via intra-gastric route
has the capability to generate moderate allergy-related immune re-
sponses. As, we found the groups administered with CrylAc and OVA/
Cry1lAc, but particularly the CrylAc alone group, elicited some allergy-
related manifestations, that were comparable in magnitude to those
induced by the allergy positive control (OVA/CT treatment). For ex-
ample: moderate score (level 3) of systemic allergic reactions, increased
proportion IgE+ cells in spleen, MLN and PP, increased proportion of
granulocytes in the intestinal lamina propria and intestinal tissue, and
generation of colonic lymphoid hyperplasia. However, the mucosal
adjuvant effect of CT, measured by the increase on the specific antibody
responses towards co-administered antigen OVA, was much greater
than the slight adjuvant effect of CrylAc elicited by intra-gastric route.
Also, the increases in Mmcp-1 levels and magnitude of temperature
drop following intravenous challenge were more pronounced in the
OVA/CT than in the CrylAc groups indicating a lower potential of
CrylAc to promote allergy and anaphylaxis with respect to CT.

The mildly allergic manifestations elicited in present study by
treatments with Cryl1Ac and OVA/CT were similar to those recorded in
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the comparable murine model of food allergy to OVA established by
Perrier et al. [26] Likewise, mildly allergy manifestations such as
cramps and scatting of skin are observed in patients with food allergy
[371.

Our results indicate that CrylAc toxin is immunogenic when ad-
ministered by intra-gastric route as OVA/CrylAc and CrylAc treat-
ments induced systemic and mucosal antibody responses
(Supplementary Fig. 3). Likewise, we have previously reported the
immunogenicity of CrylAc, CrylAb, CrylAa and Cry3A toxins but
following administration by intranasal and intraperitoneal routes, using
a scheme consisting in 3 weekly immunizations [19]. The adjuvant
capacity of CrylAc by intra-gastric route is slight, as by the coadmi-
nistration of OVA with CrylAc only were induced significant OVA-
specific IgG1l and IgA antibody responses in serum (Supplementary
Fig. 4); and these responses were much lower than those induced in the
OVA/CT group, thus as expected CT clearly exhibited a potent systemic
and mucosal adjuvant effect similar to the reported in other studies
[26,27,38].

By flow cytometry and microscopy, we found that the numbers of
eosinophils were significantly increased in the gut of the positive al-
lergy control OVA/CT, as well as in OVA/CrylAc and CrylAc groups.
Similar to our results, the increase in the number of eosinophils num-
bers has been observed in the blood in several food allergy models using
adjuvants [39]. Also in a study of Zeljenkova et al. [9] assessing the
effect of feeding rats with 11% or 33% GM maize that express CrylAb
toxin (MON810) for 5 and 14 weeks were found increased numbers of
eosinophils in blood, but they did not perform any examination of al-
lergy related parameters at the intestines. In addition, they found that
rats fed GM maize presented some signs of hepatorenal toxicity; how-
ever, they concluded that MON810 was as safe as conventional varieties
of corn.

In most studies in which the biosafety of GM Bt plants has been
tested, the possible changes or damages that Cry toxins could provoke
in organs such as the intestine are not microscopically evaluated. For
this reason, we performed histological analysis of intestinal tissue. The
main change observed in OVA/CrylAc, CrylAc and OVA/CT treated
groups was a lymphoid intestinal hyperplasia recorded in LI sections.
The presence of colon lymphoid hyperplasia is a parameter that had not
been described associated with food allergy in murine models, ac-
cording to present results we propose that it should be considered as it.

In humans, isolated lymphoid follicles are normally found
throughout the intestines but their presence is known to be increased in
the caecum and rectum regions. However, a high density of lymphoid
follicles might imply a pathological condition. Besides, under in-
flammatory conditions, the number, diameter and density of isolated
lymphoid follicles is increased [40]. Some studies have detected nod-
ular lymphoid intestinal hyperplasia associated with Giardia infection,
H. pylori infection and with immune deficiency status such as IgA de-
ficiency. In most of these cases, the lymphoid hyperplasia was observed
in SI [41,42]. Whereas, coinciding with our findings, intestinal lym-
phoid hyperplasia of the colon is more commonly related to food al-
lergy in children and adults [43,44]. Likewise, some studies have
consistently demonstrated an association between food allergy and
lymphoid hyperplasia in colon, because the number of patients without
colonic lymphoid hyperplasia that had food allergy was much lower
than those presenting it [45,46].

In addition to its association with food allergy, the presence of
nodular lymphoid hyperplasia (NLH) has been also linked with in-
flammatory bowel disease (IBD), celiac disease (CeD), lymphoma, co-
lonic carcinoma [47-51] and has been proposed as a marker of low-
grade inflammation in inflammatory bowel disease. In children NLH are
considered paraphysiological aggregates, as they are regularly asymp-
tomatic and reversible. Conversely, although little is known about the
clinical implications of NLH in adults, considering the risk of malignant
transformation the endoscopic surveillance of these structures has been
recommended [42]. On basis of present results showing lymphoid
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colonic hyperplasia induced by intra-gastric administration of CrylAc,
we consider important to perform further studies to determine whether
the ingestion of Cry toxins maybe associated with an increased presence
of nodular lymphoid hyperplasia in humans, as these structures appear
to be related with food allergy and/or with intestinal inflammatory
conditions.

Our present results demonstrating the potential of CrylAc to induce
responses linked with food allergy differ from the effects reported with
CrylAb toxin using an experimental allergic asthma or disease relapse
model induced with OVA, as they did not observe allergic manifesta-
tions. In the study of Reiner et al. [52] mice consumed approximately
19 ug per day of CrylAb toxin, as they were feed with a diet including
33% Bt maize containing approximately 0.0013% of CrylAb during 32
or 34 days. The different results may due to the distinct CrylA protein
tested, by the distinct schedule, different allergy model used and dis-
tinct dose. However, the authors argued that the absence of allergic
response could be due to the denaturation of CrylAb during food
processing.

Likewise, in a recent study of Andreassen et al. [25] was found no
evidence of CrylAb toxin immunogenicity or allergenicity to the al-
lergen lupin in mice, after repeated intra-gastric administrations of low
doses of CrylAb (10pg) and intraperitoneal challenges. However, in
their positive allergy group coadministered with CT neither were de-
tected significant specific antibody responses, nor changes in serum
cytokines. These different results could also be explained by the dif-
ferences in sequence between CrylAb and CrylAc, or to the different
doses and routes of administration used, as well as by the differences
derived from the modification of native cry gene sequences done to
increase the effectivity in a GM Bt plants [53,54]. So further detailed
studies are required in which the immunogenicity and allergenicity of
these similar Cry1A proteins are compared in appropriate conditions to
determine this apparent distinct allergenic potential.

Despite our results contrast to other studies, finding no evidence of
immunogenicity nor allergenicity for CrylAb, those were performed
without considering the evaluation of allergy-related intestinal para-
meters or using low doses of antigen or a reduced number of im-
munizations. Thus the appropriate use of antigen doses, immunization
schedule, food-allergy model and the analysis intestinal parameters
appear to be critical factors to precisely evaluate the immunogenicity
and allergenicity of Cry proteins via intra-gastric route. With the dose of
50 ug protein/25 g mouse we were able to observe the immunogenicity
and moderate allergenic potential of CrylAc in a food allergy mouse
model, extrapolating these data to a 70 kg person, 140 mg should be the
dose required to induce immunogenic effects. These levels could not be
easily achieved by consumption of some GM plants in which the ex-
pression levels of Cry proteins had been estimated to be very low (i.e.
0.0013% of protein content in MON810 maize [52]), however there are
wide variations in measurements of Cry concentrations in plant mate-
rial [55] and in other transgenic plants such as broccoli, much higher
expression levels of Cry proteins had been achieved (i.e. 0.4% of total
protein). Besides, it is important to mention that the expression levels of
Cry proteins in plants can differ considerably [55]. Considering these
aspects, the dose required to observe an immunostimulating or aller-
genic effect due to CrylAc could be achieved by ingestion of a much
lower amount of GM plant than was originally thought.

It is important to note that in this study we used a native purified
CrylAc toxin, while the proteins expressed in transgenic plants are
modified or truncated, so as a result of these modifications they may
have different immunological properties. We also recommend, the need
to perform such further evaluation of the allergenicity of each trans-
genic plant using appropriate food allergy models like the one used in
this work, as well as to accomplish an integral evaluation of the in-
testinal immune response.
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5. Conclusion

CrylAc has the potential capability to provoke, related allergy
changes when administered by intra-gastric route. In addition, present
study contributes to propose additional parameters that had not been
considered in food allergy models such as the presence of colonic
lymphoid hyperplasia, assessing the lymph nodes and Peyer's patches
and of IgE+ SiglecF+ cells intestinal lamina propria; as they were
exclusively detected elevated in the allergy positive group (OVA/CT)
and in the CrylAc groups.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.intimp.2018.05.029.
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