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1. Introduccion

Del 22 al 25 de enero de 2001 se celebro en la Sede de la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) en Roma una Consulta FAO/OMS de
expertos sobre alergenicidad de los alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos. Lareunién
fue una continuaciéon de la Consulta FAO/OMS celebrada en Ginebra, Suiza, del 29 de mayo al 2
de junio de 2000 y se centrd en la cuestion de la alergenicidad de los alimentos modificados
genéticamente. Participaron en la Consulta un total de 28 expertos, incluidos los autores de los
documentos de debate. En el Anexo 1 figura la lista completa de participantes.

El Sr. Jacques Vercueil, Director de la Direccion de Anélisis del Desarrollo Econdmicoy
de la Agricultura, del Departamento Econémico y Social de la FAO, inauguré la Consulta en
nombre de los Directores Generales de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y de la FAO.
En su declaracion, el Sr. Vercueil indic6 que la alergenicidad era una de las cuestiones que se
planteaban con maés frecuencia en relacion con la inocuidad de los alimentos modificados
genéticamente. Habia una necesidad urgente de establecer una metodologia fiable para evaluar la
alergenicidad de los nuevos alimentos producidos mediante la técnica de recombinacion del
ADN. La aplicacion de medidas apropiadas de gestion de riesgos podia reducir el riesgo de
alergenicidad de los alimentos modificados genéticamente.

La Consulta eligio Presidente al Dr. Dean Metcalfe y Vicepresidente al Dr. Harris
Steinman. El Dr. Steve Taylor fue elegido Relator. La Consulta acordd basar sus debates en el
arbol de decisiones adaptado por la anterior Consulta FAO/OMS celebrada en 2000 (Anexo 3).
La Consulta decidio crear dos grupos de trabajo para redactar el informe y delegar en ellos la
eleccion de sus presidentes y relatores: el primer grupo de trabajo, encargado de examinar
principalmente productos creados con genes obtenidos de fuentes de alergenicidad conocida
(lado izquierdo del arbol de decisiones, Anexo 3) y la vigilancia después de la comercializacion,
decidid que el Dr. Carsten Bindslev-Jensen fuera su Presidente y el Dr. David Hill su Relator,
mientras que el segundo grupo de trabajo, encargado de examinar principalmente productos
creados con genes obtenidos de fuentes sin historial de alergenicidad (lado derecho del &rbol de
decisiones, Anexo 3), decidio que el Dr. Rob Aalberse fuera su Presidente y el Dr. Ricki Helm su
Relator. En el Anexo 2 al presente informe se reproduce la lista de documentos de trabajo. Se
presento el informe titulado “Assessment of Scientific Information Concerning StarLink Corn”
(EPA, 2000) como caso real en que se habian aplicado las metodologias examinadas por la
Consulta.

La Consulta tom6 nota ademas de las cuestiones concretas que se planteaban en los
documentos Biotech 01/02, presentados por la Secretaria FAO/OMS de la Consulta.

2. Antecedentes

En 1990y 1996, la FAO y la OMS organizaron consultas mixtas de expertos para estudiar
aspectos nutricionales y relacionados con la inocuidad de los alimentos modificados
genéticamente. La Consulta de 1990 estimo que la biotecnologia era un proceso continuo que
abarcaba técnicas tradicionales de mejoramiento y técnicas modernas basadas en la
recombinacion del ADN, y llegd a la conclusion de que los alimentos obtenidos por medios
biotecnoldgicos modernos no eran intrinsecamente menos inocuos que los derivados de la
biotecnologia tradicional (OMS, 1991). La Consulta de 1996 recomend6 que la equivalencia
sustancial fuese un componente importante en la evaluacion de la inocuidad de los alimentos e
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ingredientes de alimentos derivados de plantas modificadas genéticamente que se destinaban al
consumo humano (FAO, 1996). La Comision del Codex Alimentarius y sus 6rganos auxiliares
competentes habian tenido en cuenta los resultados de ambas consultas.

Reconociendo la creciente preocupacion de la poblacién mundial por los aspectos
nutricionales y relacionados con la inocuidad de los alimentos obtenidos por medios
biotecnoldgicos, la Comision del Codex Alimentarius, en su 23° periodo de sesiones de 1999,
decidid establecer un Grupo de Accion Intergubernamental Especial sobre alimentos obtenidos
por medios biotecnoldgicos encargado de elaborar normas, directrices o recomendaciones, en su
caso, para alimentos obtenidos por medios biotecnolégicos o caracteristicas introducidas en los
alimentos mediante la biotecnologia. La primera reunion del Grupo de Accion se celebr6 en
Japon en marzo de 2000. La FAO y la OMS manifestaron su intencién de organizar una serie de
consultas de expertos cientificos para apoyar la labor del Grupo de Accidn.

En junio de 2000, se celebr6 en Ginebra una Consulta FAO/OMS sobre alimentos
obtenidos por medios biotecnolégicos (OMS, 2000). La Consulta examind aspectos generales
relacionados con la inocuidad de los alimentos derivados de plantas modificadas genéticamente y
se centrd en la aplicabilidad de la equivalencia sustancial como orientacion general para la
evaluacion cientifica de riesgos. Determind ambitos concretos en los que era necesaria otra
consulta de expertos y recomend6 que la FAO/OMS convocaran con carécter prioritario una
consulta de expertos sobre la evaluacion de la alergenicidad de los alimentos modificados
genéticamente y las nuevas proteinas contenidas en ellos.

La Consulta de 2000 adapt6 un &rbol de decisiones (Anexo 3) para la evaluacion de las
nuevas proteinas introducidas en los alimentos modificados genéticamente. Convino en que se
debia seguir aumentando la fiabilidad de los procedimientos de evaluacion de riesgos para
determinar la alergenicidad de los alimentos modificados genéticamente utilizando el método del
arbol de decisiones, con inclusion del examen de criterios suplementarios.

3. Alcance

La Consulta se convocé para proporcionar a la FAO, la OMS y sus Estados Miembros
asesoramiento cientifico en relacion con la evaluacion de la alergenicidad de los alimentos
modificados genéticamente. Esa evaluacion abarcaria, en particular:

» Un examen general de la alergenicidad de los alimentos modificados genéticamente

« examen de la alergenicidad especificamente pertinente para los alimentos
modificados genéticamente

> Un examen del método del arbol de decisiones

e examen Yy posible revision del arbol de decisiones para la evaluacion de la
alergenicidad de los alimentos modificados genéticamente elaborado previamente por
la Consulta FAO/OMS sobre alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos de junio
de 2000.

» elaboracién de procedimientos normalizados para el examen de la utilizacion de
distintos criterios en el arbol de decisiones, con miras a una aplicacion armonizada de
dicho arbol de decisiones

» examen de la posibilidad de incluir en el arbol de decisiones la vigilancia después de la
comercializacion y tecnologias que faciliten el ejercicio de dicha vigilancia.
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» Cuestiones concretas planteadas en relacion con la evaluacion de la alergenicidad de
alimentos modificados genéticamente

» utilizacion de bases de datos en la evaluacion de la alergenicidad de alimentos
modificados genéticamente

 utilizacion de ensayos en animales

e otras cuestiones conexas

4. Panorama general de las alergias alimentarias

Las alergias alimentarias son reacciones adversas a un alimento o a un componente de un
alimento por lo demas inocuo que entrafian una respuesta anémala del sistema inmunitario del
organismo a una o varias proteinas contenidas en los alimentos. Las auténticas alergias
alimentarias pueden dar lugar a diversos tipos de respuestas inmunolégicas (Sampson y Burks,
1996). El tipo mas comun de alergia alimentaria se produce por mediacién de anticuerpos de
inmunoglobulina E (IgE) contra determinados alergenos®. Se sabe que las reacciones que se
producen por mediacion de la IgE son reacciones de hipersensibilidad inmediata, ya que los
sintomas aparecen entre unos minutos y unas pocas horas después de la ingestion del alimento
que causa el dafio. Pueden producirse reacciones por mediacion de la IgE tanto a plenes, esporas
de mohos, escamas de animales, venenos de insectos y otros estimulos ambientales como a
alimentos. Las reacciones por mediacion de la IgE afectan tal vez al 10-25 por ciento de la
poblacidon de los paises desarrollados (Mekori, 1996), aunque las alergias alimentarias
representan una pequefia fraccion de todas las enfermedades alérgicas. Las alergias alimentarias
por mediacion de la IgE afectan mas cominmente a los lactantes y nifios de corta edad que a los
adultos; la prevalencia entre nifios menores de 3 afios puede llegar hasta el 5-8 por ciento (Bock,
1987; Sampson, 1990a; Comisién Europea, 1998).

Las auténticas alergias alimentarias abarcan también reacciones retardadas de
hipersensibilidad cuyos mecanismos estan menos claros. Entre ellas se incluyen las reacciones
celulares, en las que intervienen linfocitos sensibilizados en los tejidos, y no anticuerpos
(Sampson, 1990b). En las reacciones celulares, la aparicion de los sintomas se produce mas de
ocho horas después de la ingestion del alimento que causa el dafio. La prevalencia general de las
reacciones celulares inducidas por alimentos sigue siendo incierta (Burks y Sampson, 1993),
pero esas reacciones estan bien documentadas en lactantes. Se han observado casos de enteropatia
retardada inducida por alimentos en lactantes expuestos a leche, soja y, con menos frecuencia,
otras proteinas. La reaccion de hipersensibilidad celular mas comun, que afecta a todos los
grupos de edad de la poblacién, es la enfermedad celiaca, conocida también como enteropatia por
sensibilidad al gluten. La enfermedad celiaca afecta a una de cada 300 a 3000 personas segun la
region geografica de que se trate.

Las alergias alimentarias son causadas por una gran variedad de alimentos. El Comité del
Codex sobre Etiquetado de los Alimentos establecid, tras un considerable debate, una lista de los
alimentos alergénicos més comunes asociados con reacciones por mediacion de la IgE en todo el
mundo, que comprende el mani, la soja, la leche, los huevos, el pescado, los crustaceos, el trigo y
las nueces de arbol. Esta lista se presentd a la Comision del Codex Alimentarius que laaprobé en

! La IgE, o inmunoglobulina E, es un anticuerpo proteinico que reconoce un alergeno. Circula en la sangre y se
fija en la superficie de determinadas células (células basofilas y mastocitos). Cuando la IgE presente en la
superficie de la célula se une a un alergeno, se activa la liberacion de mediadores quimicos que provocan los
sintomas asociados con las reacciones alérgicas.
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su 23° periodo de sesiones de 1999. Esos alimentos frecuentemente alergénicos son el origen de
mas del 90 por ciento de todas las reacciones alérgicas entre moderadas y graves a los alimentos,
aunque una amplia busqueda bibliografica ha revelado que existen mas de 160 alimentos
asociados con reacciones alérgicas esporadicas (Hefle et al., 1996). Teo6ricamente, cualquier
alimento que contenga proteina seria capaz de provocar una reaccién alérgica, aunque los
alimentos varian considerablemente en cuanto a la probabilidad de que produzcan una
sensibilizacion alérgica. Aparte de la lista del Codex, son también bastante frecuentes las
reacciones alérgicas a frutas y hortalizas frescas, asociadas con el sindrome de alergia oral (SAO)
(Ortolani et al., 1988). Esos alimentos no estan incluidos en la lista del Codex. Los sintomas
suelen ser moderados y se limitan casi siempre a la zona bucofaringea. Algunos de los alergenos
mas importantes derivados de esos alimentos son inestables frente al calor y la digestién. Sin
embargo, en pacientes alérgicos a frutas y hortalizas el SAO puede ir seguido, en algunos
individuos, de una reaccion general (Ballmer-Weber et al., 2000). La lista elaborada por el
Comité del Codex sobre el Etiquetado de los Alimentos comprende también cereales que
contienen gluten (trigo, cebada, avena y escanda) que intervienen en la etiologia de la enteropaia
por sensibilidad al gluten.

En las alergias alimentarias por mediacion de la IgE, la exposicion a un determinado
alimento y a las proteinas que éste contiene provoca el desarrollo de anticuerpos de IgE contra
determinados alergenos de ese alimento. Esos anticuerpos de IgE se adhieren a la superficie de
los mastocitos y las células basofilas, sensibilizando de ese modo al individuo que reaccionaa la
posterior exposicion al alimento. Asi pues, para quedar sensibilizado un individuo debe haber
estado expuesto primero al alimento en cuestion. Algunas proteinas alimentarias tienen mas
probabilidades que otras de provocar una sensibilizacion alérgica. Existe muy poca informacion
sobre el grado de exposicion a un alimento que es necesario como minimo para provocar una
sensibilizacion alérgica en individuos susceptibles. Sin embargo, los lactantes tienen muchas méas
probabilidades que los adultos de quedar sensibilizados y posiblemente se sensibilizan con un
grado comparativamente bajo de exposicion al alimento dafiino. La exposicion posterior de un
individuo sensibilizado a ese alimento provocara probablemente una reaccion alérgica. El
alergeno reacciona con los anticuerpos de IgE presentes en la superficie de los mastocitos o
células basdfilas activando la liberacion de diversos mediadores de la reaccién alérgica. Esos
mediadores se liberan en los tejidos y la sangre, interactuando con diversos receptores que
provocan los sintomas caracteristicos de las reacciones alérgicas. No se conoce con precision la
magnitud de la exposicidn a una proteina alimentaria alergénica ingerida que es necesaria para
provocar una reaccion discernible en individuos ya sensibilizados y sumamente sensibles, pero
parece ser del orden del microgramo al miligramo.

Las manifestaciones de las alergias alimentarias por mediacion de la IgE varian desde los
casos entre moderados y graves hasta los episodios mortales. Los individuos muestran diferentes
umbrales de reaccidn tras la ingestion del alimento dafino. Sin embargo, los individuos mas
sensibles alérgicos al alimento experimentaran reacciones a partir de la exposicion de cantidades
del orden del microgramo al miligramo, o incluso menores, del alimento que causa el dafio (se
han realizado un namero limitado de estudios sobre dosis de umbral, por lo que no puede
deducirse con precision el nivel mas bajo con efecto adverso observado para un determinado
alimento alergénico). Tras la ingestion de cantidades mindsculas del alimento dafiino, pueden
registrarse reacciones graves, y no se ha definido un nivel de umbral por debajo del cual no se
produciran reacciones.

La enteropatia por sensibilidad al gluten o enfermedad celiaca es una respuesta
inmunoldgica por mediacion de una célula T activada por el gluten (gliadina) que afecta a
individuos con una disposicion genética. La fase activa de la enfermedad consiste en un proceso
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inflamatorio del intestino delgado que da lugar a una mala absorcién con deyecciones, anemia,
diarreay dolor de huesos, ademas de otros sintomas. La enfermedad obliga a evitar de por vida el
gluten de trigo, centeno, cebada y cereales afines.

La enfermedad celiaca y otras enteropatias no se incluyeron en las estrategias de
evaluacion examinadas por la Consulta, a pesar de que ésta habia reconocido que constituian
problemas médicos importantes.

Tanto las alergias alimentarias por mediacion de la IgE como las reacciones en que no
interviene la IgE se tratan con un régimen alimentario especifico del que estan excluidos
determinados alimentos. Dado que en ambos casos la dosis de umbral es baja y no esté definida
con precision, los individuos afectados pueden tener dificultades para seguir un régimen
alimentario de esa indole.

Casi todos los alergenos alimentarios son proteinas, aunque existe la posibilidad de que
otros componentes de los alimentos actiien como haptenos®. Si bien se han identificado y
caracterizado algunos alergenos alimentarios, muchos otros siguen siendo desconocidos. Muchos
de los alergenos alimentarios conocidos corresponden a determinadas categorias de proteinas, lo
que puede facilitar la identificacion de alergenos desconocidos de otras procedencias.
Analogamente, las proteinas de promalina de trigo, centeno, cebada, etc. intervienen en la
activacion de la enteropatia por sensibilidad al gluten. Aungue los cultivos de los que se derivan
los alimentos béasicos contienen miles de proteinas diferentes, relativamente pocas de éstas son
alergénicas. La distribucion de esas proteinas en las distintas partes de la planta es variable y en
ella pueden influir factores ambientales como el clima y las tensiones debidas a la enfermedad.

El mejoramiento convencional introduce una mayor diversidad proteinica en el suministro
alimentario. Sin embargo, las variaciones en la composicion de proteinas de nuestro régimen
alimentario como resultado de practicas convencionales de fitomejoramiento han tenido escasos o
nulos efectos sobre el potencial alergénico de nuestros principales alimentos. En cambio, la
alteracion de las preferencias alimentarias y cambios en las practicas de fabricacion y preparacion
de alimentos pueden tener consecuencias apreciables para el desarrollo de alergias alimentarias.
Por ejemplo, la alergia al mani (cacahuete) es muy frecuente en América del Norte y Europa
occidental, pero no en otros paises donde su consumo es menor. Asimismo, alimentos
introducidos recientemente, como el kiwi, han resultado ser nuevas fuentes de alergenos
alimentarios. Por lo que respecta a los alimentos preparados, la distribucién méas amplia de
ciertos alimentos étnicos, como por ejemplo los que contienen semillas de sésamo, puede
contribuir al aumento de la sensibilidad alérgica a determinados alimentos. Estas observaciones
ponen de manifiesto que el nimero de posibles alergenos en el suministro alimentario no es muy
grande, pero muestran que a veces se introducen en el mercado nuevos alimentos alergénicos.

Habida cuenta de lo que antecede, queda claro que es necesario prestar especial atencion a
la alergenicidad cuando se evalua la inocuidad de alimentos producidos mediante modificaciones
genéticas. Al evaluar la alergenicidad de alimentos genéticamente modificados, las
caracteristicas de los nuevos productos genéticos (proteinas) deben valorarse teniendo presentes
sus semejanzas con alergenos alimentarios y ambientales ya conocidos. Ademas, si al examinar
el alimento genéticamente modificado comparandolo con su equivalente convencional se observa
la presencia de nuevas proteinas no buscadas como resultado de episodios de transformacion,
deberén evaluarse también esas nuevas proteinas para determinar su posible alergenicidad,
aplicando un método similar.

2 LLos haptenos son pequefias moléculas que pueden interactuar con proteinas del organismo o proteinas
alimentarias, haciendo que sean alergénicas.
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5. Meétodo del arbol de decisiones para evaluar la alergenicidad de
alimentos modificados genéticamente

5.1. Introduccién

En 1996, el Consejo Internacional sobre Biotecnologia de los Alimentos y el Instituto de
Alergia e Inmunologia del Instituto Internacional de Ciencias de la Vida (IFBC/ILSI) presentaron
un método basado en un &rbol de decisiones para evaluar la posible alergenicidad de los nuevos
productos genéticos (proteinas) en alimentos modificados genéticamente (Metcalfe et al., 1996).
Esta estrategia de evaluacién de las alergias ha sido generalmente adoptada por la industria de la
biotecnologia agricola. Es una estrategia que se centra en la procedencia del gen, la homologia de
la secuencia de la proteina recién introducida con alergenos conocidos, el enlace inmunoquimico
de la proteina recién introducida con la IgE del suero sanguineo de individuos con alergias
conocidas al material genético transferido, y las propiedades fisicoquimicas de la proteina recién
introducida (Metcalfe et al., 1996; Taylor, 1997).

En la Consulta FAO/OMS sobre biotecnologia e inocuidad de los alimentos de 1996, se
abordd expresamente por vez primera la cuestion de la alergenicidad de los alimentos
modificados genéticamente. Se propugno6 un método de evaluacion analogo al elaborado por el
IFBC/ILSI, que incluia los criterios siguientes: procedencia del material genético transferido,
peso molecular, homologia de la secuencia, estabilidad al calor y la elaboracién, efectos del pH
y/o los jugos gastricos (estabilidad digestiva) y prevalencia en los alimentos. La Consulta de
1996 llegd a la conclusion de que “para evaluar la alergenicidad de los organismos modificados
genéticamente puede y debe utilizarse un método cientifico racional” como parte del método
global de evaluacién de la inocuidad. Ademaés, la Consulta de 1996 formul6 varias
recomendaciones relativas a la alergenicidad de los alimentos modificados genéticamente:

» Debera desalentarse la transferencia de genes de alimentos cominmente alergénicos, al
menos que esté documentado que el gen transferido no se codifica en un alergeno.

» No debera aprobarse la comercializacion de alimentos respecto de los cuales se haya
comprobado que contienen un alergeno transferido del organismo que proporciond el
ADN a menos que estos productos puedan identificarse claramente en el mercado y que
esa identificacion no desaparezca en el curso de la distribucion y elaboracion. Ademas,
puede que un sistema de etiquetado no sea practico en esas situaciones y que se planteen
problemas especiales para los consumidores que no saben leer o a los que tal vez no se
faciliten etiquetas.

» Las organizaciones afectadas deberan estudiar la conveniencia de adoptar medidas en
relacion con los alimentos que contienen una o varias nuevas proteinas y respecto de los
cuales se ha determinado que poseen las caracteristicas de un alergeno, aun cuando no se
conozca la existencia de una poblacion de pacientes con alergia a ese producto genético.

» Deberda alentarse la identificacion de los alergenos alimentarios y de las caracteristicas
de esos alergenos que definen su inmunogenicidad.

En la Consulta FAO/OMS de 2000 sobre aspectos relacionados con la inocuidad de
alimentos modificados genéticamente de origen vegetal, se abordd expresamente de nuevo la
cuestion de la alergenicidad de esos alimentos. Se adapt6 el método del &rbol de decisiones del
IFBC/ILSI, con cambios de poca importancia, para evaluar las nuevas proteinas introducidas en
los alimentos modificados genéticamente (Anexo 3). Esta Consulta llegé a la conclusion de que
“si un alimento modificado genéticamente contiene el producto de un gen procedente de una
fuente con efectos alergénicos conocidos, debera suponerse que el producto del gen es alergénico
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a menos que se demuestre lo contrario. Deberad desalentarse la transferencia de genes de
alimentos comdnmente alergénicos a menos que pueda documentarse que el gen transferido no se
codifica en un alergeno. Las nuevas proteinas introducidas en un alimento modificado
genéticamente deberan ser evaluadas para determinar su alergenicidad basandose en el arbol de
decisiones que figura en el Anexo 3.” La Consulta de 2000 sefial6 que el arbol de decisiones
adaptado por la FAO/OMS que figuraba en el Anexo 3 habia sido objeto de ciertas criticas en lo
concerniente a algunos de los criterios utilizados en él. La Consulta sac6 ademas la conclusion
de que “deberia examinarse la posibilidad de afiadir otros criterios al método del arbol de
decisiones cuando no se sabe que la fuente del material genético sea alergénica. Dos de esos
criterios serian el nivel y lugar de expresion de la nueva proteina y las propiedades funcionales de
ésta.”

La Consulta FAO/OMS de 2000 indic6 que “deberia alentarse a la OMS/FAO a que
convocaran una Consulta de Expertos sobre la evaluacion de la alergenicidad de los alimentos
modificados genéticamente y de las nuevas proteinas que éstos contienen. La Consulta deberia
centrarse en la elaboracion de un método mejorado de arbol de decisiones para evaluar la
alergenicidad de los alimentos modificados genéticamente y en la normalizacion/validacion de
criterios especificos, como por ejemplo métodos 6ptimos para evaluar la estabilidad digestiva.”
Con estos antecedentes, la Consulta actual traté de elaborar un método mejorado de arbol de
decisiones utilizando como punto de partida el arbol de decisiones del IFBC/ILSI adaptado por la
Consulta FAO/OMS de 2000 (Anexo 3) .

5.2.  El arbol de decisiones FAO/OMS de 2001

Tras un examen de la situacién actual de la informacidn cientifica y un amplio debate, la
Consulta elaboré un nuevo arbol de decisiones (Anexo 4) al que en el resto del presente informe
se denominara arbol de decisiones FAO/OMS de 2001. Este nuevo arbol de decisiones se basa en
los métodos aplicados anteriormente para examinar la alergenicidad, pero comprende también
varias otras estrategias.

5.3.  Alimentos que contienen un gen derivado de una fuente de alergenicidad conocida

Cuando la proteina expresada procede de una fuente de alergenicidad conocida, el analisis
basado en el arbol de decisiones FAO/OMS de 2001 se centra tanto en la homologia de la
secuencia como en la evaluacion posterior de la posible alergenicidad de la proteina expresada
utilizando sueros de pacientes alérgicos al material original (Anexo 4). La homologia de la
secuencia es el primer paso que ha de darse. En la Seccion 6.1 se examinan los criterios
aplicables a un resultado positivo del anélisis de la homologia de la secuencia. Cuando se
demuestra la homologia de la secuencia con un alergeno conocido, el producto se considera
alergénico y no suelen realizarse nuevos ensayos. Si no se demuestra la homologia de la
secuencia con un alergeno conocido, se procede a un andlisis especifico del suero para determinar
la proteina expresada. Estas investigaciones se centran en la evaluacion de la posible
alergenicidad de la proteina expresada utilizando sueros de pacientes alérgicos al material original
(Seccion 6.2). Estos pacientes deberdn definirse cuidadosamente con arreglo a directrices
internacionales. Si los pacientes que han donado los sueros tienen un nivel bajo de
sensibilizacion, puede que la utilidad de esos sueros para mostrar la reactividad a la proteina
expresada sufra menoscabo. Por consiguiente, se recomienda incluir Unicamente pacientes con
un nivel de sensibilizacion a la fuente del alergeno de méas de 10 KIU/L de la IgE especifica.

A diferencia de las estrategias anteriores relativas al arbol de decisiones, el arbol de
decisiones de la FAO/OMS de 2001 no hace distincion alguna entre materiales originales
comunmente alergénicos y menos comunmente alergénicos en lo que respecta al andlisis
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especifico del suero. Por tanto, se lleva a cabo el analisis especifico del suero independientemente
de la frecuencia relativa de la alergia al material original en cuestion, siempre que se disponga de
sueros (Seccién 6.2). No hay suficiente informacion en las publicaciones especializadas que
demuestre un aumento del riesgo de reaccién aguda en pacientes con hipersensibilidad a
alimentos comunmente alergénicos en contraposicién a alimentos menos comunmente
alergénicos.

El grado de confianza en los resultados del andlisis especifico del suero dependera del
numero de sueros de que se disponga para el analisis. Para llegar a un 95 por ciento de certeza de
que no se ha transferido un alergeno importante (se entiende por alergeno importante aquel al que
reaccionan mas del 50 por ciento de los individuos sensibles en inmunoensayos especificos para
la IgE) del material original, debe obtenerse un resultado negativo en al menos seis sueros
pertinentes. Para llegar a un 99 por ciento de certeza de que no se ha transferido un alergeno
importante del material original, debe obtenerse un resultado negativo en al menos ocho sueros
pertinentes. Para llegar a un 99,9 por ciento de certeza de que no se ha transferido un alergeno
importante del material original, debe obtenerse un resultado negativo en al menos 14 sueros
pertinentes. Ademas, si se utilizan 17 sueros pertinentes, existe un 95 por ciento de
probabilidades de detectar un alergeno poco importante (Se entiende por alergeno poco
importante aquel al que reaccionan menos del 50 por ciento de los individuos sensibles en
inmunoensayos especificos para la IgE) del material original al que reacciona al menos el 20 por
ciento de la poblacién afectada. Si se utilizan 24 sueros pertinentes, existe un 99 por ciento de
probabilidades de detectar un alergeno poco importante procedente del material original al que
reacciona al menos el 20 por ciento de la poblacion afectada. Pueden alegarse razones para
utilizar un nimero menor de sueros si no se dispone de sueros pertinentes, pero este método
modificado corre el riesgo de arrojar un resultado negativo falso. Sin embargo, se aconseja la
utilizacion de un nimero mayor de sueros, siempre que sea posible, para aumentar la confianza
asociada con los resultados negativos del inmunoensayo antes descritos. La Consulta reconoce
también que puede ser preferible utilizar un nimero menor de sueros muy bien documentados y
de alta calidad que un nimero mayor de sueros de calidad inferior. EI método in vitro aplicado
deberé ser una prueba validada que mida la IgE especifica (Seccion 6.2).

Todo resultado positivo indica que el producto es probablemente alergénico, y
normalmente daré lugar a una interrupcion de la elaboracion del mismo. Un resultado negativo
del analisis especifico del suero inducird a proseguir las pruebas por medio de un analisis
selectivo del suero (Seccidn 6.3), un protocolo de resistencia a las pepsinas (Seccion 6.4) y
modelos animales (Seccidn 6.5) (véase Anexo 4). Ademas, pueden ser también apropiados
ensayos in vivo/ex vivo® en pacientes alérgicos, en aquellas circunstancias en las que se desee
confirmar los resultados positivos del andlisis especifico del suero o en que un resultado negativo
de un ensayo in vivo/ex vivo apropiado sea mas convincente que un resultado positivo del analisis
especifico del suero, siempre que en el ensayo in vivo/ex vivo se utilicen sujetos alérgicos bien
documentados. Los métodos ex vivo/in vivo incluyen pruebas basadas en punturas de la piel
(Bruijnzeel-Koomen et al, 1995), liberacion de histamina basdéfila (Bindslev-Jensen y Poulsen,
1996) y confrontaciones orales (Bock et al, 1988; Bruijnzeel-Koomen et al, 1995). Se prevé que
esos procedimientos requeriran la aprobacion de Comités de Etica (Juntas de Examen Interno).
Por consiguiente, el arbol de decisiones FAO/OMS de 2001 no incluye el ensayo in vivo como
instrumento obligatorio, aunque puede estudiarse la posibilidad de utilizarlo en determinados
casos.

® In vivo (utilizando sujetos humanos alérgicos)/ex vivo (utilizando células o cultivos de tejidos de sujetos
humanos alérgicos)
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Un resultado equivoco del anélisis especifico del suero obligaria a realizar nuevas pruebas
utilizando un analisis selectivo del suero, un protocolo de resistencia a las pepsinas o modelos
animales (véase el Anexo 4). También en este caso puede estudiarse la posibilidad de realizar un
ensayo ex vivo/in vivo recurriendo a pacientes alérgicos al material original.

El arbol de decisiones FAO/OMS de 2001 no es aplicable a la evaluacion de alimentos
cuando los productos genéticos estan regulados con fines hipoalergénicos. En tales casos, seran
necesarios ensayos in vivo, con inclusion de pruebas basadas en punturas de la piel,
confrontaciones abiertas y confrontaciones de alimentos en doble anonimato con testigos tratados
con placebo.

5.4.  Alimentos que contienen un gen procedente de una fuente cuya alergenicidad no se
conoce

Cuando la proteina expresada procede de una fuente cuya alergenicidad no se conoce, el
arbol de decisiones FAO/OMS de 2001 se centra en 1) la homologia de la secuencia con
alergenos conocidos (alimentarios y ambientales), 2) un analisis selectivo del suero para
determinar la reactividad cruzada con sueros de pacientes alérgicos a materiales relacionados en
términos generales con el material original del gen, 3) un protocolo de resistencia a las pepsinas y
4) ensayos de inmunogenicidad en modelos animales (Anexo 4). En esta situacion, la basqueda
de alergenos homdlogos se basa en dos procedimientos.

El primero de ellos consiste en la basqueda en una base de datos de un alergeno con una
secuencia homdéloga de aminoacidos, con arreglo a los principios descritos en la Seccion 6.1. Si
esa busqueda revela un grado de homologia con un alergeno conocido que parezca indicar la
posibilidad de una reactividad cruzada, se considera que la proteina expresada constituye un
riesgo alergénico. Normalmente no seria necesaria una nueva evaluacion de la alergenicidad.

El segundo procedimiento se aplica cuando no se encuentra una proteina homoéloga. En
tales casos, se prueba la reactividad cruzada con un grupo de muestras de suero que contienen
niveles elevados de anticuerpos de IgE con una especificidad relacionada en términos generales
con la fuente del gen (Seccion 6.3). Para este “analisis selectivo del suero”, se distinguen seis
grupos de organismos originales: levaduras/mohos, monocotiledéneas, dicotiledéneas,
invertebrados, vertebrados y “otros”. Para buscar anticuerpos de IgE susceptibles de una reaccion
cruzada con la proteina expresada se utiliza un grupo de 50 muestras de suero con altos niveles de
IgE a alergenos del grupo pertinente. Si se observa una reaccion positiva con uno de esos sueros,
se considera que la proteina expresada constituye un riesgo alergénico y normalmente no es
necesaria una evaluacién ulterior de la alergenicidad. Si se obtuviera un gen de una fuente
bacteriano, no seria posible un analisis selectivo del suero, ya que no se conoce ninguna
poblacién normal de individuos que esté sensibilizada (por mediacion de la IgE) a proteinas
bacterianas.

Cuando se obtiene un resultado positivo en un analisis selectivo del suero, podran
realizarse nuevas evaluaciones utilizando los métodos in vivo/ex vivo descritos en la Secciéon 5.3
si se desea confirmar los resultados de ese analisis selectivo del suero. Si los resultados obtenidos
en el ensayo in vivo/ex vivo difirieran de los obtenidos en el andlisis selectivo del suero, esos
resultados serian mas convincentes que un resultado positivo del analisis selectivo del suero,
siempre que en el ensayo in vivo/ex vivo se utilizaran sujetos alérgicos apropiados y bien
documentados.

Si no se encuentra un suero susceptible de reaccion cruzada, se analizara la proteina para
determinar la resistencia a las pepsinas y para comprobar su inmunogenicidad en modelos
animales apropiados, con arreglo a los protocolos que figuran en las Secciones 6.4 y 6.5.
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5.5.  Vigilancia posterior a la comercializacion

La Consulta reconoce que la evaluacion de la alergenicidad de los alimentos modificados
genéticamente antes de su comercializacion ofrece una garantia satisfactoria con respecto de su
inocuidad. Sin embargo, admite que, debido a la amplia variabilidad genética de la poblacién
humana y las diferencias geogréficas en el consumo de alimentos, se deberia considerar la
posibilidad de realizar una evaluacion ulterior en relacion con posibles efectos negativos de los
alimentos modificados genéticamente, una vez que el producto ha llegado al mercado. Esta
evaluacion proporcionaria una garantia suplementaria en relacion con la inocuidad.

Lo ideal seria crear un sistema propio de notificaciones y presentacion de informes tanto
para los consumidores como para los empleados de la industria de produccion de alimentos, sobre
cualesquiera efectos negativos para la salud. Los datos declarados se deberian validar con
respecto de:

» El resultado clinico en relacion con la alergenicidad.

e La relacién de causalidad entre el efecto negativo declarado y la exposicion al
alimento/ingrediente alimentario modificado genéticamente en cuestion.

Esos datos validados se deberian registrar, reagrupar y publicar. Tal sistema podria
servirse de experiencias de los sistemas nacionales de vigilancia existentes (por ejemplo, centros
de control de enfermedades, centros de toxicologia).

Sin embargo, se debe estudiar mas detenidamente la viabilidad de sistemas de vigilancia
posterior a la comercializacion, ya que hay que abordar varios problemas, entre los que se
incluyen los siguientes:

« Rastreabilidad y etiquetado del alimento/ingrediente alimentario modificado genéticamente

» Falta de antecedentes sobre la prevalencia e incidencia en las alergias relacionadas con los
alimentos

» Existencia de numerosos factores relacionados o no con los alimentos que inducen a
confusion

» Cambios en el régimen alimentario a lo largo del tiempo

 Falta de expertos competentes y de infraestructura, especialmente en los paises en desarrollo
5.6.  Otros criterios que se tomaron en consideracion

5.6.1. Nivel de expresién

Las proteinas altamente alergénicas se expresan a menudo en niveles relativamente altos.
Sin embargo, los alergenos pueden sensibilizar individuos susceptibles en niveles inferiores aun
miligramo, y posiblemente en niveles inferiores a un microgramo (Sorva et al., 1994; Jarvinen et
al., 1999). Se puede producir también una activacién de sintomas objetivos en individuos ya
sensibilizados en niveles de exposicion bajos, pero no se ha documentado por debajo de 500
microgramos (Rance y Dutau, 1997; Hourihane et al., 1997). Por tanto, no se puede definir un
nivel de expresion por debajo del cual una proteina se pueda considerar inocua desde el punto de
vista de la alergenicidad. Asi pues, no se puede incorporar todavia el nivel de expresion en la
evaluacion de la alergenicidad de los alimentos modificados genéticamente.
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5.6.2. Efectos no buscados

Al alcanzar el objetivo de conferir al organismo huésped una determinada caracteristica
fijada como meta (efecto buscado) mediante la insercion de secuencias de ADN, tedricamente se
podrian adquirir otras caracteristicas o bien se podrian perder o potenciar caracteristicas
existentes (efectos no buscados). Los efectos no buscados pueden deberse a factores tales como
episodios de insercion aleatoria, que podrian tener como resultado la alteracion de los genes
existentes y la modificacion de la expresion de la proteina. Aunque los efectos no buscados no
son especificos de la utilizacion de técnicas de recombinacion del ADN, se deberian identificar
todos esos efectos en la mayor medida posible y evaluar sus consecuencias para la alergenicidad
de los alimentos modificados genéticamente.

Por lo que respecta a la alergenicidad, se pueden vislumbrar dos tipos de efectos no
buscados. En primer lugar, la insercion del gen podré activar o suprimir los genes existentes del
huésped de un modo desmesurado, dando lugar o bien a una expresion excesiva o bien a una
expresion insuficiente de las proteinas en cuestion. Si la planta huésped contiene proteinas
alergénicas conocidas, se debe considerar entonces, como parte del proceso de evaluacion de la
inocuidad, la posibilidad de que se hayan elevado los niveles de esos alergenos. En segundo
lugar, si mediante la comparacion del alimento modificado genéticamente con su equivalente
convencional se obtienen datos que demuestran que la insercion del gen crea nuevas proteinas
suplementarias, entonces deberan evaluarse esas proteinas aplicando el criterio aqui descrito para
determinar su posible alergenicidad.

6. Normalizacién de metodologias

6.1. Homologia de secuencias derivadas de bases de datos sobre alergenos

Las bases de datos sobre proteinas utilizadas generalmente (PIR, SwissProty TTEMBL)
contienen las secuencias de aminoacidos de la mayoria de los alergenos para los que se conoce
esa informacion. Sin embargo, en el momento presente, esas bases de datos no estan
completamente actualizadas. Se esté elaborando una base de dato especializada sobre alergenos.

Procedimiento recomendado para determinar el porcentaje de identidad de
aminoacidos entre la proteina expresada y alergenos conocidos.

Fase 1: obtener las secuencias de aminoécidos de todos los alergenos de las bases de
datos sobre proteinas (para SwissProt y TrEMBL véase http://expasy.ch/tools; para PIR
véase http://www-nbrf.georgetown.edu/pirwww ) en formato FASTA (utilizando Gnicamente
amino&cidos de proteinas maduras y haciendo caso omiso de las secuencias
conductoras, si las hubiera). Supongamos que este es el conjunto de datos (1).

Fase 2: preparar un conjunto completo de secuencias con una longitud de 80
amino&cidos obtenidas de la proteina expresada (de nuevo haciendo caso omiso de
las secuencias conductoras, si las hubiera). Supongamos que este es el conjunto de
datos (2).

Fase 3: ir a la direccion de Internet de EMBL: http://www2.ebi.ac.uk y comparar cada
una de las secuencias del conjunto de datos (2) con todas las secuencias del conjunto
de datos (1),utilizando el programa FASTA que figura en el sitio web a efectos de
alineacion con los valores por defecto para las sanciones en caso de discrepanciay
para la anchura.
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Se ha de tomar en consideracion la reactividad cruzada entre la proteina expresada y
un alergeno conocido (que se puede encontrar en las bases de datos sobre proteinas)
cuando haya:

1) mas de un 35 por ciento de identidad en la secuencia de aminoacidos de la proteina
expresada (es decir sin una secuencia conductora, si la hubiera), utilizando una
ventana de 80 aminoacidos y una sancion apropiada en caso de discrepancia
(utilizando programas de alineacién tipo Clustal o programas de alineacion
equivalentes)

0:

2) una identidad de 6 aminoacidos contiguos.

Si alguno de los indicios de identidad es igual o superior al 35 por ciento, se toma en
consideracion para indicar una homologia significativa en el contexto de este criterio de
evaluacion. La utilizacién de homologias de secuencias de aminoacidos para identificar
probables alergenos de reaccion cruzada en alimentos modificados genéticamente ha sido
examinada minuciosamente en otros sitios (Gendel, 1998a; Gendel, 1998b).

La semejanza estructural con alergenos conocidos podria ser todavia importante si se
encuentra una identidad de aminoécidos significativa, pero inferior al 35 por ciento. En este caso
no es probable que se produzca una reaccion cruzada significativa. Sin embargo, se sabe que
algunas familias de proteinas estructuralmente afines contienen varios alergenos. Cabe citar como
ejemplos:

» lipocalinas

» proteinas no especificas que transfieren lipidos
* napinas (albuminas 2S de semillas)

» parvalbdminas

Si la proteina expresada pertenece a una de estas familias, puede considerarse que tiene la
mas alta probabilidad de ser una proteina alergénica.

No es probable que la semejanza funcional, sin una semejanza estructural, tenga como
resultado una reaccion cruzada significativa. Por ejemplo, no se sabe si los inhibidores de la
proteasa que pertenecen a familias distintas de proteinas son susceptibles de reaccion cruzada,
como tampoco se sabe si lo son las proteinas que pertenecen a clases de proteinas no afines
estructuralmente relacionadas con patogénesis.

Dado que existe un riesgo considerable de que la identidad de 6 amino&cidos contiguos
sea fruto del azar, estd justificada la comprobacion de la posible reactividad cruzada cuando el
criterio (1) es negativo, pero el criterio (2) es positivo. En este caso, se han de analizar los
anticuerpos apropiados (de origen humano o animal) para comprobar la posibilidad de una
reactividad cruzada.

6.2.  Andlisis especifico del suero

En la evaluacion de la reactividad de anticuerpos de IgE en los sueros de pacientes con
alergias conocidas a materiales de origen pertinentes, debera aplicarse un método in vitro
apropiado. A este efecto se dispone de una variedad de inmunoensayos bien validados. La
Consulta acordd que se podia utilizar cualquiera de esos analisis.
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Ademas de las precauciones citadas anteriormente con respecto de la seleccion de sueros
idoneos para realizar dicho andlisis, debe considerarse también la importancia de la glucosilacion
y de los epitopes de glicano. Las proteinas que han de expresarse en huéspedes de plantas
podrian modificarse después de la traduccién, lo que podria tener consecuencias para su potencial
alergénico. Es especialmente importante analizar los efectos de la glucosilacion porque:

1. El grado de glucosilacion podria influir en la susceptabilidad de la proteina al
tratamiento y la proteolisis;

2. Laglucosilacion podria alterar la estructura del epitope cubriendo parte de la superficie de
la proteina (especialmente si la glucosilacion es extensa) o introduciendo epitopes de
glicano. Se sabe que los epitopes de glicano son muy susceptibles de reaccion cruzada.

Los glicanos pueden adherirse mediante un enlace N o mediante un enlace O. Se pueden
predecir con cierta exactitud los lugares de enlace N, pero la prediccién de los lugares de enlace
O para la glucosilacion es todavia poco fiable.

Es importante determinar la reactividad cruzada de anticuerpos de IgE con epitopes de
glicano no tanto por su posible contribucion a la sintomatologia alérgica (que podria ser minima
en muchos casos) como porque en esas circunstancias la estructura de la parte proteica de esas
glucoproteinas carece en gran medida de importancia: todas las proteinas con esas estructuras de
glicano seran susceptibles de reaccion cruzada. Cuando se analizan glucoproteinas seleccionadas
para determinar su reactividad cruzada, es importante hacer una distincion clara entre anticuerpos
de IgE que reaccionan a la parte de glucano por un lado y anticuerpos de IgE que reaccionan a la
parte proteica por otro. Por lo general, es conveniente seleccionar muestras de suero sin
anticuerpos de IgE que reaccionen a los glicanos, absorber dichos anticuerpos de IgE con
glucoproteinas carentes de importancia obtenidas del mismo huésped, o realizar tales analisis con
variantes no glucosiladas, expresadas por ejemplo en un huésped bacteriano.

La informacidn sobre epitopes de glicano en relacién con una alergia se basa en gran
medida en el trabajo realizado con glucoproteinas de plantas y con glucoproteinas de
invertebrados. Se sabe poco acerca de las glucoproteinas de microorganismos eucarioticos tales
como la levadura. Sin embargo, es probable que sea necesario tomar las mismas precauciones.

6.3.  Andlisis selectivo del suero

Si no se ha encontrado una homologia de la secuencia entre la proteina expresada y un
alergeno, esto no significa que no haya tal alergeno homdlogo. Puede deberse a una falta de
informacion sobre el alergeno pertinente. No es probable que compense realizar un analisis
aleatorio de muestras de sueros de la poblacién alérgica. Sin embargo, en algunas situaciones
puede ser mas apropiado un método algo mas selectivo.

e Si la proteina recombinante deriva de una monocotiledénea, se recomienda analizar
muestras del suero de pacientes con niveles elevados de anticuerpos de IgE que
reaccionan a alergenos de monocotileddneas tales como gramineas y arroz.

» Silaproteina recombinante deriva de una dicotiledonea, se recomienda analizar muestras
del suero de pacientes con niveles elevados de anticuerpos de IgE que reaccionan a
alergenos de dicotiledoneas como polen de arboles, polen de maleza, apio, mani, nueces
de arbol y latex.

» Sielalergeno deriva de un moho, se recomienda analizar muestras del suero de pacientes
con niveles elevados de anticuerpos de IgE que reaccionan a mohos, levadura y hongos
tales como Alternaria o Cladosporium, y de pacientes con aspergilosis o sensibilidad a

Trichophyton.
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» Si el alergeno deriva de un invertebrado, se recomienda analizar muestras del suero de
pacientes con niveles elevados de anticuerpos de IgE que reaccionan a invertebrados
como acaros, cucarachas, camarones y quironémidos o a la seda.

» Si el alergeno deriva de un vertebrado, se recomienda analizar muestras del suero de
pacientes con niveles elevados de anticuerpos de IgE que reaccionan a mamiferos
domésticos, animales de laboratorio, leche de vaca, pescado, y claray yema de huevo de
gallina/proteinas séricas.

» Sielalergeno deriva de otra fuente, por ejemplo, una bacteria, actualmente no se dispone
de un analisis general basado en la utilizacion de sueros seleccionados.

Se desaconseja la utilizacion de combinaciones de muchos sueros (en nimero superior a
5), porque de ese modo cualquier anticuerpo presente susceptible de reaccion cruzada quedaria
diluido. Para lograr la méxima sensibilidad, deberan analizarse por separado distintos sueros.

Normalmente, se utilizard una seleccién de 25 muestras distintas de suero con niveles
elevados de IgE que reaccionen a un grupo seleccionado de alergenos transmitidos por via aéreay
(si procede) de 25 muestras de suero con IgE que reaccione a un grupo seleccionado de alergenos
alimentarios.

6.4.  Protocolo de resistencia a la pepsina

La proteina expresada purificada o enriquecida (no calentada ni tratada) debera someterse
a condiciones de degradacion de la pepsina utilizando procedimientos operativos normalizados y
buenas préacticas de laboratorio (PON/BPL). Ademas, la proteina expresada debera evaluarse en
su forma comestible principal en las mismas condiciones de degradacion de la pepsina que las
utilizadas para examinar la proteina expresada. Para determinar el grado relativo de resistencia a
la pepsina de las proteinas expresadas deberan incluirse como comparadores proteinas
alimentarias conocidas tanto no alergénicas (lipoxigenasa de la soja, fosfatasa acida de la papa o
equivalente) como alergénicas (lactoglobulina beta de la leche, inhibidor de la tripsina de la soja o
equivalente). Las concentraciones de proteina deberan evaluarse utilizando como patrén una
prueba colorimétrica (por ejemplo, prueba del acido bicinconinico (ABC), prueba de la proteina
de Bradford o prueba de proteina equivalente) con seroalbimina bovina (SAB). Debera evaluarse
la actividad proteolitica de la pepsina (Ryle). Se preparardn mezclas de enzima/proteina
utilizando 500 pg de proteina en 200 pL con un 0,32 por ciento de pepsina (peso/volumen) en 30
mM/L de NaCl, pH 2.0, que se mantendran al bafio maria en un recipiente giratorio a 37° C
durante 60 minutos. Distintas alicuotas de 500 microgramos de solucidn de pepsina/proteina se
expondran durante periodos de tiempo de 0, 15y 30 segundos y de 1, 2, 4, 8, 15 y 60 minutos, a
cuyo término cada alicuota se neutralizard con un tampon apropiado. Las soluciones de proteina
neutralizadas se mezclaran con una muestra de gel de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato sédico (EGPA-DDS) cargando un tampdn con y sin agente reductor (DTT o 2-
ME) y se calentaran a 90°C durante 5 minutos. Deberan evaluarse muestras con un contenido de
5ug/cm de gel de proteina utilizando un gradiente del 10-20 por ciento de EGPA-DDS Tricine o
un sistema de gel equivalente en condiciones tanto de no reduccion como de reduccion
electroforética. La proteina en los geles se visualizard mediante procedimientos de tincion de
plata u oro en estado coloidal. Indicios de proteina expresada intacta y/o fragmentos intactos
mayores de 3,5 kDa indicarian una posible proteina alergénica. Indicios de fragmentos de
proteina menores de 3,5 kDa no plantearian necesariamente cuestiones de alergenicidad de la
proteina y los datos se deberian tomar en consideracién junto con otros criterios del arbol de
decisiones. Para detectar la proteina expresada en una fuente alimentaria comestible, debera
realizarse un analisis de inmunotransferencia de la IgG policlonal con arreglo a procedimientos
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de laboratorio. Los resultados del analisis de inmunotransferencia deberdn compararse con el gel
de EGPA-DDS tefiido con plata u oro coloidal para evidenciar la modalidad de tincion de la
proteina expresada llevada a cabo en las mismas condiciones.

El investigador debera estar informado de las siguientes precauciones y tenerlas en cuenta.
Es posible que las fuentes alimentarias comestibles contengan inhibidores de la proteasa u otras
sustancias que podrian impulsar o reducir la degradacién de la proteina. Los fragmentos
resultantes podrian no ser reactivos a la fuente de anticuerpos de 1gG policlonal. Por Gltimo, no
existe la certeza absoluta de que la resistencia a la pepsina o la completa degradacion de una
proteina permitan pronosticar la alergenicidad de nuevas proteinas y deben tomarse en
consideracion junto con otros criterios del &rbol de decisiones. Aunque se recomienda vivamente
el protocolo actual de resistencia a la pepsina, se reconoce que hay otros protocolos de
susceptibilidad a enzimas. Se pueden utilizar protocolos alternativos para los cuales se
proporcione una justificacion adecuada. Es de prever que el productor tendra en cuenta estos
resultados junto con otros criterios del arbol de decisiones.

6.5. Modelos animales

Con el fin de realizar una evaluacion suplementaria de la posible alergenicidad de las
proteinas expresadas, se pueden obtener datos informativos utilizando modelos animales en
desarrollo. Para valorar a una escala relativa la posible alergenicidad se pueden examinar varios
modelos animales utilizando vias orales de sensibilizacion con el modelo de Brown Norway en
ratas (Knippels etal., 1998) o la administracion intraperitoneal en modelos murinos (Dearman et
al 2000) u otros modelos animales pertinentes. A fin de evaluar la posible actividad
inmunogeénica/alergénica los resultados deberan presentarse en forma de perfiles caracteristicos
de anticuerpos T1/T2 (isotipos) . Puede que las diferentes vias de administracién en modelos
animales (oral frente a intraperitoneal) no den los mismos resultados. Por tanto, la seleccion de
una via de administracion no significa que se excluyan otras vias de sensibilizacion. Se
recomienda tener en cuenta los resultados obtenidos utilizando dos vias de sensibilizacion en
especies animales iguales o diferentes.

Se recomienda clasificar la posible alergenicidad de la proteina expresada con respecto a
alergenos alimentarios fuertes y débiles bien conocidos y proteinas no alergénicas en el modelo
animal. Segln se vaya disponiendo de mas informacion sobre los modelos animales, podria ser
necesario modificar los protocolos a fin de establecer unas condiciones 6ptimas para evaluar la
alergenicidad de la proteina.

Aunque los modelos animales actuales proporcionan informacion suplementaria sobre la
posible alergenicidad de nuevas proteinas, no evidencian todos los aspectos de las alergias
alimentarias por mediacion de la IgE en los seres humanos.

7. Conclusiones

1. La Consulta estuvo de acuerdo en que la evaluacion de la inocuidad de los alimentos
obtenidos por medios biotecnoldgicos requeria un método integrado y gradual, que
tuviera en cuenta las circunstancias de cada caso, y convino en que este método se
aplicara también en la evaluacion de la alergenicidad de los alimentos obtenidos por
medios biotecnoldgicos.

2. LaConsulta recalcé que todos los alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos debian
evaluarse para determinar su potencial alergénico.
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10.

11.

12.

13.

El &rbol de decisiones original de la Consulta FAO/OMS de 2000 sirvi6 como base para
esta Consulta. La Consulta acordd que se modificara dicho &rbol de decisiones como
consecuencia de las ultimas investigaciones y que esa modificacion se evidenciara en el
arbol de decisiones FAO/OMS de 2001.

Cuando la proteina expresada deriva de una fuente de alergenicidad conocida, el &rbol de
decisiones FAO/OMS de 2001 propone que el primer estudio sea un anélisis de la
homologia de la secuencia con alergenos conocidos en la fuente. Si este analisis es
negativo, el siguiente paso consistira en estudiar los posibles enlaces de la IgE utilizando
inmunoensayos y podré incluir también estudios in vivo en pacientes alérgicos a los
alimentos originales.

Cuando la proteina expresada deriva de una fuente cuya alergenicidad no se conoce, el
arbol de decisiones FAO/WHO de 2001 propone que el primer estudio sea también un
analisis de la homologia de la secuencia con alergenos conocidos de fuentes alimentarias
y ambientales. Si se encuentran coincidencias positivas con alergenos conocidos, la
proteina se considera probablemente alergénica. Si no se identifica una homologia
significativa de la secuencia, a continuacion se realiza un andlisis selectivo con muestras
de sueros que contengan niveles elevados de anticuerpos de IgE con una especificidad
relacionada en términos generales con la fuente del gen. Si el anélisis selectivo del suero
es positivo, la proteina se considera probablemente alergénica. Si el analisis selectivo del
suero es negativo, es necesario evaluar a continuacion la resistencia a la pepsina de la
proteina expresada y la inmunogenicidad de dicha proteina en modelos animales idoneos,
para determinar la probabilidad de que la proteina sea alergénica.

La Consulta acord6 que el arbol de decisiones FAO/OMS de 2001 no era aplicable a la
evaluacion de alimentos en los que la hipoalergenicidad habia sido inducida por una
regulacién de los genes.

La Consulta opin6 que la evaluacion de las proteinas a fin de encontrar una homologia de
la secuencia con sensibilidad y especificidad suficientes para detectar una posible
reactividad cruzada constituia una parte importante del proceso para valorar la
alergenicidad de la proteina expresada.

La Consulta convino en que seria necesario seguir realizando estudios para determinar la
cantidad de alergeno que sensibiliza y provoca episodios alérgicos.

La Consulta reconocid la necesidad de actualizar constantemente las bases de datos sobre
alergenos.

La Consulta llego a la conclusion de que no se habian evaluado modelos animales para
todos los alergenos alimentarios, pero que habia suficientes datos cientificos que
indicaban que la utilizacion de esos modelos proporcionaria informacion valiosa respecto
de la alergenicidad de los alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos.

La Consulta se mostr6 de acuerdo en que la susceptibilidad a la pepsina era un parametro
pertinente para identificar posibles alergenos y que el protocolo descrito no tenia como
finalidad imitar las condiciones fisioldgicas de la digestidn gastrica.

La utilizacion de métodos in vivo en seres humanos para evaluar la alergenicidad de
alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos podia plantear en muchas circunstancias
problemas éticos y su utilizacion tendria que considerarse caso por caso.

La vigilancia posterior a la comercializacion era un instrumento valioso para seguir de
cerca los efectos negativos y las secuelas a largo plazo de los alimentos obtenidos por
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14.

medios biotecnoldgicos, y la Consulta reconocio que seria necesario seguir estudiando la
viabilidad de ciertos aspectos de su aplicacion.

La Consulta reconocid que el arbol de decisiones FAO/OMS de 2001 y el texto
aclaratorio que lo acompafiaba requeririan en el futuro una modificacién como resultado
del répido desarrollo de la base cientifica en los sectores de las alergias y la biotecnologia,
pero que ese arbol de decisiones se ajustaba a los conocimientos actuales.

Recomendaciones

La Consulta recomienda que el arbol de decisiones FAO/OMS de 2001 se utilice para
determinar la alergenicidad de los alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos.

La Consulta recomienda que la FAO y la OMS se esfuercen en actualizar el &rbol de
decisiones cuando sea necesario.

Se alienta la identificacion de los alergenos alimentarios y de las caracteristicas de esos
alergenos que definen su inmunogenicidad.

Deberdn mantenerse y actualizarse con frecuencia las bases de datos sobre proteinas y
genes que son necesarias para evaluar la alergenicidad de los alimentos obtenidos por
medios biotecnoldgicos.

Es necesario seguir investigando sobre la elaboracion y validacion de modelos animales y
de procedimientos idoneos para evaluar la alergenicidad de los alimentos obtenidos por
medios biotecnoldgicos.

La Consulta recomienda que se siga estudiando también la posibilidad de aplicar una
vigilancia posterior a la comercializacion.

La Consulta recomienda que la FAQO y la OMS proporcionen apoyo técnico a sus Estados
Miembros con el fin de fortalecer su capacidad e infraestructura para que puedan
emprender la evaluacion de la alergenicidad de los alimentos obtenidos por medios
biotecnolégicos.

La Consulta recomienda a la FAO y la OMS que establezcan una red de coordinacion
para fomentar y fortalecer la interaccion entre expertos, a fin de mejorar los
procedimientos operativos normalizados, las buenas practicas de laboratorio y buenas
practicas clinicas, para facilitar la evaluacion de la alergenicidad de los alimentos
obtenidos por medios biotecnolégicos.
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9. Lista de siglas

ABC: Prueba del acido bicinconinico

ADN: Acido desoxirribonucleico

BPL.: Buenas Practicas de Laboratorio

DTT: Ditiotreitol

EAACI: Academia Europea de Alergologia e Inmunologia Clinica
EGPA-DDS: Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato sodico
FAOQ: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
IFBC: Consejo Internacional de Biotecnologia de los Alimentos

1g: Inmunoglobulina

IgE: Inmunoglobulina E

1gG: Inmunoglobulina G

ILSI: Instituto Internacional de Ciencias de la Vida

kDa: Kilodalton

kIU/L: Unidades kilointernacionales/litrol

ME: Mercaptoetanol

MG: Modificado genéticamente

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PON: Procedimientos operativos normalizados

PR-proteinas: Proteinas relacionadas con la patogénesis

SAB: Seroalblmina bovina

SAOQ: Sindrome de alergia oral

SCOOP/NUTR/REPORT/2: Programa de Cooperacion Cientifica/ Nutricion/ Informe/2

T1: linfocitos T-1 auxiliares, que facilitan la diferenciacion de células citotoxicas y ademas
activan macréfagos que, tras la activacion, desempefian el papel de efectores de la respuesta
inmunitaria.

T2: linfocitos T-2 auxiliares, que participan principalmente en la amplificacion de la respuesta de
los linfocitos B.
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Anexo 2

Lista de documentos®®

Provisional Agenda and Timetable

Questions about the Assessment of Allergenicity of Foods Derived from
Modern Biotechnology

Topic 1: Overview of the Current Approach to Determine the
Allergenicity of Genetically Modified Foods (Decision Tree Approach)

Topic 2: Commonly Known Allergenic Sources (IgE-Mediated and Non
IgE-Mediated Food Allergens as well as Environmental Allergens)

Topic 3: Allergen Databases/Class of Proteins/Allergen Function
Topic 4: Sequence Homology and Allergen Structure
Topic 5: Stability of Known Allergens (Digestion and Heat Stability

Topic 6: Solid phase Immunoassay, Immunoreactivity and Other
Criteria

Topic 7: Prevalence of Allergen in Food and Threshold for Sensitization
Topic 8: Animal Model for Allergenicity Assessment

Topic 9: Post-market Surveillance of Allergenicity

3 |os documentos de trabajo pueden consultarse en los siguientes sitios Web de la FAO y la OMS:
FAO : http://lwww.fao.org/WAICENT/FAOINFO/ECONOMIC/ESN/biotech.htm
OMS: http://www.who.int/fsf
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Anexo 3

Arbol de decisiones FAO/OMS de 2000

Evaluacion del potencial alergénico de los alimentos
derivados de cultivos modificados genéticamente
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La figura es una adaptacion del método del arbol de decisiones elaborado por el Consejo Internacional sobre Biotecnologia de los Alimentos y el
Instituto de Alergia e Inmunologia del Instituto Internacional de Ciencias de la Vida (Metcalfe et al., 1996).

La combinacion de analisis relativos a sujetos humanos alérgicos o a suero sanguineo de dichos sujetos proporcionaria un grado elevado de
confianza de que no se hubieran transferido alergenos importantes. La Unica incertidumbre restante seria la probabilidad de que un alergeno poco
importante afectara a un porcentaje pequefio de la poblacion alergénica al material de origen.

Cualesquiera resultados positivos obtenidos en analisis relativos a sujetos humanos alergénicos o a suero sanguineo de dichos sujetos
proporcionarian un grado elevado de confianza de que la nueva proteina fuera un posible alergeno. Seria necesario etiquetar los alimentos que
contienen dichas proteinas con el fin de proteger a los consumidores alérgicos.

Debera considerarse un posible alergeno toda nueva proteina que o bien no presente semejanza alguna de la secuencia con alergenos conocidos
o0 bien proceda de una fuente menos cominmente alergénica y de la que no haya datos sobre el enlace con la IgE del suero sanguineo de unos
pocos individuos alérgicos (méas de 5), pero que sea estable a la digestion y el tratamiento. Seria necesario proseguir la evaluacién para resolver
esta incertidumbre. La naturaleza de los analisis se determinaria caso por caso.

No habria pruebas de la alergenicidad de una nueva proteina que no presentara semejanza alguna de la secuencia con alergenos conocidos y que
no fuera estable a la digestién y el tratamiento. Analogamente, tampoco habria pruebas de la alergenicidad de una nueva proteina que estuviera
expresada por un gen obtenido de una fuente menos cominmente alergénica y de la que se hubiera demostrado que no tenia enlace alguno con la
IgE del suero sanguineo de un nimero reducido de individuos alérgicos (mas de 5 pero menos de 14). Sin embargo, el grado de confianza basado
Gnicamente en dos criterios de decision es moderado. La Consulta recomend6 que se tomaran también en consideracion otros criterios como por
ejemplo el nivel de expresion de la nueva proteina.
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Anexo 4

Arbol de decisiones FAO/OMS de 2001

Evaluacién de la alergenicidad
potencial de los alimentos obtenidos
por medios biotecnoldgicos
FAO/OMS, 2001
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®

Notas de pie de pagina

Cualesquiera resultados positivos obtenidos de comparaciones de la homologia de la
secuencia con las secuencias de alergenos conocidos en las bases de datos sobre
alergenos existentes o de protocolos de andlisis del suero, realizados en ambos casos
con arreglo a las directrices establecidas en las Secciones 6.1, 6.2 y 6.3, indican que la
proteina expresada es probablemente alergénica.

El grado de confianza en los resultados negativos del analisis especifico del suero
aumenta si se examina por separado un nimero mayor de sueros, como se explica en la
Seccion 5.3. Debera desalentarse la realizacion del andlisis especifico con un nimero
reducido de sueros cuando se dispone ya de un nimero mayor de dichos sueros.

Si se obtienen resultados positivos tanto en el protocolo de resistencia a la pepsina como
en el protocolo de modelo animal, la proteina expresada tiene un alto grado de
probabilidad de convertirse en un alergeno. Si se obtienen resultados negativos en
ambos protocolos, no es probable que la proteina expresada se convierta en un
alergeno. Si se obtienen resultados diferentes en el protocolo de resistencia a la pepsina
y en el de modelo animal, la probabilidad de alergenicidad es intermedia, aunque
podrian ser posibles explicaciones racionales en algunas situaciones.
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