/. BEvaluacion de la posible
alergenicidad de las proteinas
presentes en los alimentos obtenidos
de plantas de ADN recombinante

Alergias alimentarias

Las alergias alimentarias son reacciones adversas a un alimento o a un componente de un
alimento por lo demas inocuo en las que hay una respuesta anémala del sistema inmunitario
del organismo a determinadas proteinas presentes en los alimentos que se denominan
“alérgenos”. Las auténticas alergias alimentarias pueden dar lugar a diversos tipos de respuesta
inmunoloégica (Sampson y Burks, 1996).

Los tipos mas comunes de alergia alimentaria se producen por mediacién de anticuerpos
(inmunoglobulina E o IgE)2! especificos del alérgeno. Las reacciones mediadas por IgE se
denominan reacciones de hipersensibilidad inmediata porque los sintomas aparecen en un
periodo que va de unos minutos a unas pocas horas después de la ingestion del alimento
responsable de la alergia. Hay reacciones mediadas por IgE a pélenes, esporas del moho, caspa
de animales, veneno de insectos y otros estimulos ambientales, asi como a alimentos. Las
reacciones mediadas por inmunoglobulina E afectan quiza al 10-25 por ciento de la poblacién
de los paises desarrollados (Mekori, 1996).

Las alergias alimentarias representan una pequenfa parte de las enfermedades alérgicas, y
afectan a menos del 2.5 por ciento de la poblacién de los paises desarrollados (Anderson, 1996).
Las alergias mediadas por inmunoglobulina E afectan mas a menudo a lactantes y nifios
pequenos que a adultos; la prevalencia entre ninos menores de 3 afnos puede llegar hasta el 5-8
por ciento (Bock, 1987; Sampson, 1990).

Las auténticas alergias alimentarias abarcan también reacciones mediadas por células, en 21 La inmunoglobulina
las que intervienen linfocitos sensibilizados asociados a los tejidos en lugar de anticuerpos E es un anticuerpo pro-

(Sampson, 1990). En las reacciones mediadas por células, los sintomas aparecen mas de 8 tefnico que reconoce

un alérgeno. Circula en
la sangre y se fija en la
reacciones mediadas por células sigue siendo incierta (Burks y Sampson, 1993) aunque la superficie de determi-

horas después de la ingestién del alimento responsable. La funcién de los alimentos en las

enfermedad celiaca22, también llamada enteropatia por sensibilidad al gluten, afecta a un nadas células (baséfi-
los y mastocitos).

Cuando la inmunoglo-
region geogréafica de que se trate. Tanto las alergias alimentarias mediadas por inmunoglobulina  bulina E presente en la

intervalo comprendido entre una de cada 300 y una de cada 3 000 personas, en funcién de la

E como la enteropatia por sensibilidad al gluten se tratan con dietas de eliminacién de ciertos superficie de una célu-
la se liga a un alérge-

no, se desencadena la
cuidado al elaborar dietas de eliminacion seguras y eficaces. liberacion de mediado-

La Comisién del Codex Alimentarius ha establecido una lista de los alimentos alérgenos res quimicos que pro-
vocan los sintomas aso-

alimentos. Dado que en ambos casos la dosis umbral es bastante baja, hay que tener mucho

més comunes asociados con las reacciones mediadas por inmunoglobulina E a escala mundial, . .
ciados con las reaccio-

que incluye el mani (cacahuete), la soja, la leche, los huevos, el pescado, los crustéceos, el trigo  nes alérgicas.

y las nueces de arbol. Estos alimentos, que son alérgenos habituales, ocasionan mas del 90 por 22 Laenteropatia por
sensibilidad al gluten
es un sindrome de
busqueda bibliografica ha revelado que hay mas de 160 alimentos asociados con reacciones absorcion deficiente

alérgicas esporéadicas (Hefle et al., 1996). caracterizado por ema-
ciacion, anemia, dia-

ciento de las reacciones alérgicas alimentarias de moderadas a graves, si bien una amplia

También son muy comunes las reacciones alérgicas a frutas y verduras frescas, incluido el )
rrea y dolores dseos,

denominado sindrome de alergia oral (Parker et al., 1990), pero estos alimentos no figuran en la entre otros sintomas.
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Cuadro 7.1. Secuencias de proteinas de origen vegetal que constituyen
alérgenos alimentarios!

Especie Nombre comin Alérgeno Sinénimo/funcién Nimero
de acceso
Arachis hypogea Mani (cacahuete)  Arah 1 Clon P41b 134402
Clon 5A1 L33402
Clon P17 L38853
Lectina del manf Aglutinina S14765
(cacahuete)
Bertholletia excelsa Nuez del Brasil Berel 2S alblimina (gen BE2S1) X54490
Brassica juncea Mostaza de Sarepta Bra j IE-L 2S albimina cadena larga S35592
Bra j IE-S 2S albimina cadena corta S35591
Carica papaya Papaya Papaina M15203
Glycine max Soja Glicinina Subunidad AlaBx X02985
Subunidad A2Bla Y00398
Subunidad A3B4 M10962
Subunidad G1 X15121
Subunidad G2 X15122
Subunidad G3 X15123
beta-Conglicinina alfa-subunidad X17698
Subunidad CG4 S44893
Lectina de la soja Aglutinina de la soja K00821
Inhibidor de la tripsina  Subtipo KTi-s X80039
de Kunitz
Subtipo KTi-a X64447
Subtipo KTi-b X64448
Hordeum vulgare Cebada Horv 1 alfa-amilasa/ inhibidor S26197
de la tripsina
Hor v 1 alfa-amilasa/ inhibidor P32360
de la tripsina
Malus domestica Manzana Mal d 1 Profilina X83672
Oryza sativa Arroz RAP Proteina alérgena del arroz X66257
RAG 1 Alérgeno del arroz 1 D11433
RAG 2 Alérgeno del arroz 2 D11434
RAG 5 Alérgeno del arroz 3 D11430
RAG 14 Alérgeno del arroz 14 D11432
RAG 17 Alérgeno del arroz 17 D11431
Phaseolus vulgaris Frijol PR-1 Proteina 1 relacionada S11929
con la patogénesis
PR-2 Proteina 2 relacionada S$11930
con la patogénesis
Sinapis alba Mostaza blanca Sinal.l Inhibidor de la S54101
2S albimina/amilasa
Sinal.2 Inhibidor de la pPC1247
2S albimina/amilasa
Triticum aestivum WGA Aglutinina A del germen de trigo M25536
WGA Aglutinina D del germen de trigo M25537
Triticum durum Trigo para pasta WGA Aglutinina del germen de trigo J02961
Triticum turgidum Trigo poulard 16 K alérgeno Inhibidor de la alfa-amilasa S19296

1 Adaptado de Metcalfe et al. (1996).

2 Bases de datos de dominio publico: GenBank/EMBL/Genpept ver 86.0, SWISSPROT ver 30, PIR ver 41.
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lista de la Comisién del Codex Alimentarius porque los sintomas suelen ser leves y se limitan a

la zona bucofaringea, y los alérgenos son inestables frente al calentamiento y la digestion.

La lista establecida por la Comision del Codex Alimentarius también incluye los cereales que

contienen gluten (trigo, centeno, cebada, avena y escanda) y que participan en la etiologia

de la enteropatia por sensibilidad al gluten. En el Cuadro 7.1 se ofrece un resumen de las

secuencias de proteinas de alérgenos alimentarios procedentes de alimentos de origen vegetal y

sus niimeros de acceso para recuperar los datos de la secuencia de las bases pertinentes.

Casi todos los alérgenos alimentarios son proteinas, aunque es posible que otros

componentes de los alimentos actien como haptenos?3. Del mismo modo, las proteinas

del tipo prolamina procedentes del trigo, el centeno, la cebada, etc., participan en el

desencadenamiento de la enteropatia por sensibilidad al gluten. Los cultivos de los que se

obtienen los alimentos bésicos contienen decenas de miles de proteinas diferentes, pero

relativamente pocas son alérgenas. La distribucién de estas proteinas en la planta varia y puede

verse afectada por factores medioambientales como el clima y las enfermedades. La fitogenética

convencional elimina o introduce diversidad proteinica en el suministro de alimentos, pero

tiene pocos o efectos, caso de que los tenga, en el potencial alérgeno de los principales

alimentos.

Posible alergenicidad de los alimentos obtenidos

de plantas de ADN recombinante

La posible alergenicidad de las proteinas introducidas en
la dieta humana a través de los alimentos obtenidos de
plantas de ADN recombinante suscita preocupacion, en
particular si no existe un historial de su consumo, si la
fuente no se puede identificar facilmente o si existen
versiones recombinadas de proteinas procedentes de
distintas fuentes. En el Anexo titulado “Evaluacién de la

posible alergenicidad” de las Directrices del Codex (véase

el Apéndice 2) se muestra el enfoque actualmente
vigente para la evaluacion de la alergenicidad. Dado que
no existe una prueba concluyente a la que recurrir para
predecir las respuestas alérgicas de los seres humanos a
proteinas recientemente expresadas, el Codex
recomienda utilizar un enfoque integrado, gradual y
especifico de cada caso para la evaluacion de la posible
alergenicidad de estas proteinas. Este enfoque tiene en
cuenta las pruebas obtenidas de distintos tipos de
informacién y datos porque ningtn criterio tiene por si
solo suficiente capacidad predictiva.

Ademas del Anexo, en los parrafos 41 a 43 de las
Directrices del Codex se resumen los enfoques para la
evaluacion de la alergenicidad.

PARRAFO 41 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX. En todos
los casos en que la proteina o proteinas resultantes del gen
insertado estén presentes en los alimentos sera necesario eva-
luar su alergenicidad potencial. El enfoque integral y progre-
sivo que ha de aplicarse caso por caso en la evaluacion de la
alergenicidad potencial de las nuevas proteinas expresadas
debe basarse en varios criterios utilizados de forma combina-
da (puesto que no hay un criterio capaz de predecir por si
solo la presencia o ausencia de alergenicidad). En el anexo
se presentan en detalle las cuestiones que han de someterse
a examen.

PARRAFO 42 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX. Es nece-
sario evaluar las nuevas protefnas expresadas en alimentos
derivados de plantas de ADN recombinante para determinar
toda funcién que puedan cumplir en la generacion de entero-
patia sensible al gluten en caso de que el material genético
introducido se haya obtenido de trigo, centeno, cebada, avena
o cereales afines.

PARRAFO 43 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX. Se debe-
ra evitar la transferencia de genes de alimentos generalmen-
te alergénicos y de aquellos que se sabe que generan entero-
patia sensible al gluten en los individuos sensibles, a menos
que esté documentado que el gen transferido no forma parte
de un alérgeno o protefna responsable de enteropatia sensi-
ble al gluten.

Estrategia de evaluacién de la alergenicidad

Las primeras etapas de la evaluacién de la posible alergenicidad de cualquier proteina
recientemente expresada consisten en determinar la fuente de la proteina introducida, cualquier
similitud significativa entre la secuencia de aminoécidos de la proteina y la de alérgenos
conocidos, y sus propiedades estructurales, incluida, sin limitarse a ello, su susceptibilidad a la
degradacion enzimatica, al calor y al tratamiento acido y enzimatico.

23 Los haptenos son
pequefias moléculas
que pueden interactuar
con las proteinas del
organismo o las protei-
nas de los alimentos y
hacer que se transfor-
men en alérgenos.
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Recuadro 7.1. Parametros importantes utilizados en la evaluacién de la alergenicidad

Fuente de la proteina

Se deberan incluir todos los informes sobre alergenicidad asocia-
da con el organismo donante como parte de la base de datos uti-
lizada para confirmar la inocuidad de los alimentos obtenidos de
plantas de ADN recombinante. Se entiende por fuentes alérgenas
de genes los organismos para los que existe una prueba razonable
de que producen alergia mediada por inmunoglobulina E, ya sea
oral, respiratoria o de contacto. El conocimiento de la fuente de la
proteina introducida permite identificar instrumentos y datos rele-
vantes que hay que tener en cuenta en la evaluacion de la alerge-
nicidad. Entre ellos se incluyen la disponibilidad de sueros para la
seleccion, la documentacion del tipo, la gravedad y la frecuencia
de las reacciones alérgicas, las caracteristicas estructurales y la
secuencia de aminoacidos de la proteina y las propiedades fisio-
quimicas e inmunolégicas (si estan disponibles) de las proteinas
alérgenas conocidas obtenidas de esa fuente.

Homologia de la secuencia de aminoacidos

La finalidad de una comparacién de la homologia de secuencia es
evaluar en qué medida una proteina recientemente expresada tiene
una estructura similar a un alérgeno conocido. Esta informacién
puede indicar si la proteina tiene potencial alérgeno. Se deberan
llevar a cabo blsquedas de homologia de secuencia para compa-
rar la estructura de todas las nuevas proteinas con todos los alér-
genos conocidos. Estas busquedas se deberan realizar utilizando
distintos algoritmos, como FASTA o BLASTP24, para predecir simi-
litudes estructurales generales. También pueden aplicarse estrate-
gias como la bisgueda progresiva de segmentos contiguos idénti-
cos de aminoacidos para identificar secuencias que pueden cons-
tituir epitopos lineales. La magnitud de la busqueda de aminoaci-
dos contiguos deberd basarse en principios cientificos justificados
para reducir al minimo las posibilidades de obtener resultados fal-
s0s negativos o positivos25. Se deberan utilizar procedimientos vali-
dados de busqueda y evaluacién para obtener resultados significa-
tivos desde el punto de vista biolégico.

Deberéa considerarse la posibilidad de que se produzca reacti-
vidad cruzada de IgE entre la nueva proteina y un alérgeno cono-
cido cuando hay una identidad de mas del 35 por ciento de un seg-
mento de 80 o0 mas aminoacidos (FAO/OMS, 2001) o se cumplen
otros criterios basados en principios cientificos. Se debera notifi-
car toda la informacién obtenida de la comparacién de homologia
de secuencia entre la proteina recientemente expresada y alérge-
nos conocidos para permitir una evaluacién caso por caso basada
en principios cientificos.

Las busquedas de homologia de secuencia tienen ciertas limi-
taciones. En particular, las comparaciones se limitan a las secuen-
cias de alérgenos conocidos que figuran en las bases de datos de
dominio publico y en las publicaciones cientificas. Otra limitacién
afecta a la capacidad de estas comparaciones para detectar epito-
pos no contiguos que se pueden enlazar de forma especifica con
anticuerpos de inmunoglobulina E.

Un resultado negativo de la homologia de secuencia indica que
una proteina recientemente expresada no es un alérgeno conocido

y que es poco probable que dé lugar a una reaccién cruzada con
alérgenos conocidos. Un resultado que indique la ausencia de homo-
logia de secuencia significativa deberéd ser tomado en considera-
cion junto con los demaés datos resefiados en esta estrategia cuan-
do se evalla el potencial alérgeno de las proteinas recientemente
expresadas. Se deberan realizar otros estudios, seglin proceda (véase
también el epigrafe Seleccién mediante un suero especifico, mas
abajo). Un resultado positivo de la homologia de secuencia indica
que es probable que la proteina recientemente expresada sea alér-
gena. Si se va a seguir examinando el producto, deberé evaluarse
utilizando suero de individuos sensibilizados a la fuente alérgena
identificada.

Resistencia a la pepsina

En varios alérgenos alimentarios se ha observado resistencia a la
digestion por pepsina; existe por lo tanto una correlacién entre la
resistencia a la digestiéon por pepsinay el potencial alérgeno26. Por
consiguiente, la resistencia de una proteina a la degradacién en
presencia de pepsina, en las condiciones adecuadas, indica que
se deberan realizar mas analisis para determinar la probabilidad
de que la proteina recientemente expresada sea alérgena. El esta-
blecimiento de un protocolo de degradacién por pepsina coheren-
te y correctamente validado puede aumentar la utilidad de este
método. Sin embargo, se debera tener en cuenta que una falta de
resistencia a la pepsina no excluye la posibilidad de que la nueva
proteina sea un alérgeno de interés. Si bien se recomienda el pro-
tocolo de resistencia a la pepsina, se reconoce que hay otros pro-
tocolos de sensibilidad a las enzimas. Se pueden utilizar protoco-
los alternativos si se ofrece la correspondiente justificacién27.

Seleccion mediante un suero especifico

Las proteinas que se obtienen de una fuente que es un alérgeno
conocido, 0 que presentan una homologia de secuencia con un alér-
geno conocido, deberan ser sometidas a pruebas inmunolégicas si
se dispone de sueros. Se pueden utilizar sueros obtenidos de per-
sonas con una alergia clinicamente validada a la fuente de la pro-
teina para probar el enlace especifico de los anticuerpos de clase
IgE con la proteina en ensayos in vitro. La disponibilidad de sue-
ros humanos obtenidos de un ntimero suficiente de personas sera
fundamental para las pruebas28. Ademas, habra que uniformar la
calidad de los sueros y el procedimiento de prueba para obtener
un resultado valido. Para proteinas obtenidas de fuentes que no
son alérgenos conocidos, y que no presentan una homologia de
secuencia con ningln alérgeno conocido, se puede considerar la
seleccion mediante un suero especifico si se dispone de pruebas
como las descritas a continuacion en el tltimo parrafo.

En el caso de una proteina recientemente expresada obteni-
da de una fuente alérgena conocida, puede que un resultado nega-
tivo de los ensayos inmunolégicos in vitro no se considere sufi-
ciente, pero debe inducir a realizar pruebas adicionales como el
posible uso de pruebas cutaneas y protocolos ex vivo29. Un resul-
tado positivo de estas pruebas indicaria la presencia de un posi-
ble alérgeno.

24 FASTA es un programa informatico, basado en el
método de W. Pearson y D. Lipman (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 85: 2444-2448, 1988), que
busca similitudes entre una secuencia (la consulta)
y cualquier grupo de secuencias (la base de datos)
(http://fasta.bioch.virginia.edu/). EI programa BLAST
(instrumento de busqueda de alineamiento local
basico) utiliza una estrategia basada en la corres-
pondencia de fragmentos de secuencia mediante un

potente modelo estadistico elaborado por S. Karlin y
S. Altschul (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:
2264-2268, 1990), para encontrar los mejores ali-
neamientos locales. BLASTP es el programa BLAST
del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica
de los Estados Unidos (NCBI) para comparar una
consulta sobre la secuencia de una proteina con una
base de datos de proteinas. El programa BLAST ori-
ginal fue desarrollado en el NCBI (http://www.ncbi.

nih.gov/BLAST/). La Universidad de Washington
(http://blast.wustl.edu/) ofrece una distribucién dis-
tinta de BLAST denominada WU-BLAST.

25 Se reconoce que la Consulta FAO/OMS de
2001 sugirié pasar de ocho a seis segmentos idén-
ticos de aminoacido en las busquedas. Cuanto
menor sea la secuencia de péptidos utilizada en la
comparacién por etapas, mayor sera la probabili-
dad de obtener resultados positivos falsos; en cam-
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Dado que no hay una tnica prueba que pueda predecir la respuesta mas probable de la
IgE a la exposicion oral en humanos, la primera etapa de la caracterizacién de proteinas
recientemente expresadas debera consistir en la comparacién de la secuencia de aminodacidos y
determinadas caracteristicas fisicoquimicas de la nueva proteina con las de alérgenos conocidos
mediante un enfoque de ponderacion de las pruebas disponibles (en el Recuadro 7.1 se ofrece
un resumen de algunos de los parametros importantes utilizados). Para ello sera necesario aislar
todas las nuevas proteinas obtenidas de la planta de ADN recombinante, o sintetizar o producir
la sustancia a partir de una fuente alternativa, en cuyo caso se deberd demostrar que el material
es equivalente, desde el punto de vista estructural, funcional y bioquimico, al obtenido de la
planta de ADN recombinante. Se debera prestar especial atencion a la seleccién del hospedador
de la expresion, porque las modificaciones postraduccionales que permiten los distintos
hospedadores (es decir, sistema eucariético frente a sistema procariético) pueden influir en el
potencial alérgeno de la proteina.

Es importante determinar si hay conocimiento de que la fuente ocasiona reacciones
alérgicas. Debe suponerse que los genes obtenidos de fuentes que son alérgenos conocidos
codifican alérgenos a no ser que las pruebas cientificas demuestren lo contrario.

El nivel de exposicién a la proteina recientemente expresada y los efectos de los procesos
pertinentes de elaboracién de los alimentos contribuirdn a alcanzar una conclusion general
sobre el posible riesgo para la salud humana. En este sentido, se deberd tener en cuenta la
naturaleza del producto alimenticio destinado al consumo cuando se establezcan los tipos de
elaboracién a que se sometera y sus efectos en lo relativo a la presencia de la proteina en el
producto alimenticio final.

A medida que avancen el conocimiento cientifico y la tecnologia, se podran examinar
otros métodos e instrumentos para evaluar el potencial alérgeno de las nuevas proteinas como
parte de la estrategia de evaluacion. Estos métodos deberan tener una base cientifica sélida y
podrén incluir la seleccién mediante un suero especifico (es decir, la evaluacioén del enlace de
las IgE con las proteinas en el suero de personas con respuestas alérgicas clinicamente validadas
a categorias de alimentos relacionadas de forma general), la creaciéon de bancos de suero
internacionales, la utilizacién de modelos animales y el examen de epitopos de células Ty
motivos estructurales asociados con alérgenos en las nuevas proteinas.
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