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INTRODUCCION

La Inmunologia es hoy dia una de las ramas de la Biologia con mayor auge a
nivel mundial, gracias a su gran repercusion sobre el conocimiento y analisis
de muchos fendmenos fisiologicos y patolégicos ocurridos en los organismos,
en especial los humanos, ademas de su capacidad predictiva y preventiva en
cuanto a enfermedades que involucran el sistema inmunologico directa o
indirectamente y a la posibilidad desarrollar nuevos metodos de estudio utiles
para el tratamiento y control de dichos padecimientos; lo anterior es posible

debido principalmente a los avances ocurridos en técnicas inmunoquimicas.

En el Instituto de Investigaciones Inmunologicas de la Universidad de
Cartagena (l.1.1.), dirigido por Luis Caraballo Gracia, MD, PhD, como en
muchos otros laboratorios, se hace uso de la Inmunoquimica en proyectos
investigativos; las técnicas empleadas, aunque se fundamentan en la simple
interaccion antigeno-anticuerpo, en algunos casos requieren la aplicacion de
nuevas tecnologias, indispensables para responder a las necesidades
actuales de investigacion. Este Instituto se enfoca en el estudio de factores
de riesgo a enfermedades atopicas (alérgicas) como el asma, la rinitis y la
alergia a alimentos, entre otras, con el establecimiento de dos lineas de
investigacion; la primera, Caracterizacion y Biotecnologia de Alergenos,
dentro de la cual tradicionalmente se han estudiado alergenos provenientes
de acaros del polvo casero, principalmente de Blomia tropicalis, el mas
abundante en la zona tropical y en Cartagena; desde el afio 2001 se
investigan alergenos presentes en alimentos como la pifia comun (Ananas
comosus). En la segunda linea, Genética Molecular de/ Asma, se trabaja en
el analisis de marcadores genéticos relacionados con la manifestacion de

fenotipos asmaticos en Cartagena.



Las técnicas de laboratorio llevadas a cabo en el Instituto para la realizacion
de todos los ensayos son de gran utilidad hoy dia, siendo algunas de ultima
tecnologia, asegurando asi la obtencion de resultados reproducibles en lo
referente a enfermedades como las antes mencionadas, los factores que las
desencadenan y posibles estrategias que podrian ser tomadas en cuenta
para su tratamiento, cabe resaltar que este tipo de técnicas posee gran
versatilidad, acomodandose a muy variadas aplicaciones en las areas

biolégica, médica y quimica, entre otras.

Este Instituto, dentro de un convenio realizado con la Universidad de Sucre,
dio la oportunidad de realizar una pasantia de un afo en sus laboratorios a
cuatro estudiantes de Biologia con énfasis en Biotecnologia de esta
universidad, con las ventajas que trae consigo este hecho, debido a la
actualizacion en técnicas y topicos cientificos de vanguardia, al aumento de
las destrezas en laboratorio y la convivencia con personas expertas en el
area, con lo cual se adquiere mayor capacidad competitiva en campos
relacionados con la Biologia moderna, para el progreso profesional, personal

y social.

La pasantia realizada estuvo enfocada al area de Inmunoquimica, bajo la
tutoria de Dilia Mercado, QF, encargada de los laboratorios de A/ergoicgia e
Inmuncquimica y de Cuitivo de Acaros; también en el trabajo cerca de tres
meses en el laboratorio de Boclecnoicgia del Instituto, todo bajo una
metodologia de tiempo completo y dedicacidn exclusiva teorica y practica.

Los objetivos perseguidos durante ésta fueron:

Objetivo general:
Profundizar conocimientos teoricos y mejorar destrezas en Inmunologia,

Inmunoquimica, Alergologia y Biotecnologia.



Objetivos Especificos:

1. Aumentar los conocimientos teoricos en Inmunologia basica y
Alergologia.

2. Aumentar los conocimientos teodricos y mejorar destrezas en
Inmunoquimica y Biotecnologia de alergenos.

3. Mejorar destrezas en lectura, analisis y presentacion de articulos
cientificos.

4. Fortalecer la vocacion por la investigacion cientifica.

CAPITULO 1
PASANTIA EN EL INSTITUTO DE INVESTIGACIONES INMUNOLOGICAS



El asma alérgica es una enfermedad comun en areas tropicales (1), a nivel
mundial, ésta y otras enfermedades alérgicas han sufrido un gran incremento
en su prevalencia durante las ultimas cuatro décadas, y debido a las
molestias causadas y al relativamente elevado numero de muertes
reportadas por su causa, dichas patologias son muy estudiadas actualmente
(1-4). Se postula que lo anterior se debe al incremento en la exposicion a
alergenos; ciertamente, hoy dia las personas se mantienen mas tiempo en
habitaciones, aumentando asi su contacto con alergenos domesticos, y esto
se correlaciona con el aumento en la prevalencia de dichas enfermedades (5-
7). Esta bien sefialado que la alergia a acaros del polvo casero (domésticos)
se encuentra asociada con el aumento en la prevalencia de estas
enfermedades. Dos especies de acaros de las familias Pyroglyphidae y
Glycyphagidae (Dermaicphagoides pleroryssinus (Cp) y Bioma lropicans
(51, respectivamente) son las principales fuentes de alergenos del polvo y la
mayor causa de alergias en el mundo (8-10). Un estudio significativo en este
topico, realizado en Latinoameérica en 1993, fue el llevado a cabo en cinco
paises, por investigadores de varios grupos, incluido el de este Instituto,
evaluando la reactividad cutanea a acaros domésticos, de una gran
poblacion de pacientes asmaticos, resultando ésta muy elevada en algunas
poblaciones (11). Ha sido reportado que la mortalidad por asma bajé en
promedio un 1.5% en varios paises a principios de los 90, y a partir de alli se
ha mantenido constante gracias a la efectividad de los nuevos tratamientos
usados (3). En Colombia, el numero de muertes por esta enfermedad
también ha disminuido desde 1994, aunque los promedios siguen siendo
altos (4).

En este Instituto se investiga en la determinacion de factores de riesgo tales
como la predisposicidon genética del individuo y el contacto con agentes

ambientales desencadenantes de reacciones hipersensibles soélo en



personas genéticamente susceptibles (8,12,13). Dentro de los factores de
riesgo de tipo ambiental se encuentran los alergenos provenientes de
diversas fuentes, que varian de acuerdo al perfil de sensibilizacion local, se
estudian estos factores con el fin de encontrar estrategias de Inmunoterapia
eficaces, especificas y definitivas para tratar enfermedades atopicas a cada
fuente alergénica o alergeno particular. Los alergenos procedentes de acaros
domeésticos se estudian debido a su importancia en la induccion de alergia en
el mundo (9,12-20). En la regidon Tropical se experimenta principalmente con
Bt por ser alli el de mayor abundancia y potencial alergénico (5,8,9,11-15), y
son estas las mismas razones por las que es evaluado en Cartagena (21); en
donde se ha comparado la reactividad de las personas evaluadas, a éste y
otros acaros como Lp, Lermalcphagoides i1arnae (L1 y Sudassia
meaanensis (Sm), entre otros, los cuales poseen porcentajes de
sensibilizacidon mas bajos, pero también importantes alli. En el ultimo afio se
ha trabajado en la caracterizacion Inmunoquimica de alergenos de frutas
como la pifia (Ananas comcsus) y el Kiwi (Acurnaia chinensis) en un proyecto
de alergia a alimentos, debido a la alta proporcidn de personas alérgicas a
estos en esa ciudad. Dentro de otra linea de investigacion del Instituto se
estudian factores de riesgo genéticos para la presentacion de asma, como
son los genes involucrados en la predisposicion a ésta en la poblacion mulata

de Cartagena.

Los alergenos de acaros son estudiados en el Instituto por parte de algunos
de sus investigadores, Dilia Mercado, QF, los cultivaba y realiza ensayos
inmunoquimicos para evaluar la reactividad de los sujetos en estudio a
extractos de éstos. Leonardo Puerta, QF, PhD y Silvia Jiménez, LB, han
logrado producir alergenos recombinantes de 5¢ con el uso de la tecnologia
de ADN recombinante, gracias a la cual es posible obtener proteinas (en este
caso alergénicas) en forma pura y en grandes cantidades, comparado con el

aislamiento de alergenos nativos (12).



Durante el periodo de pasantia realizada en éste centro de investigaciones,
el trabajo practico estuvo principalmente enfocado hacia la realizacion de
pruebas inmunoquimicas (ELISA, inhibicion de ELISA, SDS-PAGE e
inmunotransferencia) a los dos tipos de organismos (animal y vegetal)
constituyentes de fuentes alergénicas estudiados alli, su analisis y
valoracion; también la presencia en la realizacibn de un proyecto de
investigacion que busca la obtencidn de un nuevo alergeno recombinante a
partir de 5fy su caracterizacion inmunoquimica y molecular, y en el proceso
de expresion de un alergeno recombinante ya clonado, de este acaro, en la
bacteria E£scherichia coi. Ademas de realizar actividades tedricas de apoyo al
fortalecimiento de conocimientos acerca de temas relacionados con las areas
de la pasantia, dentro de dichas actividades se encuentran la asistencia
semanal a clubes de revista presentados por miembros del Instituto, y la
presentacidon de dos de ellos, los cuales trataron, el primero, sobre la
evaluacion de un nuevo meétodo automatizado para la realizacion de
enzimoinmunoensayos (ADVIA Centaur™) y su comparacion con otro
comunmente usado (UniCAP™); el segundo tuvo que ver con la clonacion y
caracterizacion inmunoquimica y molecular de un nuevo alergeno de Biorma
lrcpicais (Blo t 3). Los demas articulos discutidos se ocuparon de temas
concemientes a alergia a acaros, polenes, alimentos y otras fuentes,
genotipificacion de marcadores relacionados con el desarrollo de asma,
aspectos generales sobre alergia e Inmunologia, etc. Entre estas actividades
también se encontro la asistencia a seminarios de investigacion presentados
por estudiantes de Maestria en Inmunologia del Instituto y al curso de
Inmunologia Basica impartido por profesores del Instituto en el cuarto
semestre de la carrera de Medicina de esa Universidad. Sin dejar de lado la
lectura diaria de literatura cientifica relacionada con las areas de mi pasantia.
Todas ellas constituyeron una muy buena fuente de conocimientos, y son

listadas en el anexo 1.



A continuacion se presenta una descripcion de aspectos importantes
concemientes al acaro 6fy su potencial alergénico, luego son referidos
procedimientos de laboratorio relacionados con las areas de profundizacion
cumplidas durante la pasantia, los cuales se encuentran dentro de los
proyectos que en ese momento eran llevados a cabo, y estan estandarizados
desde hace varios afios, acoplados a las necesidades y recursos de este
centro investigativo. Se finaliza con un articulo de revision sobre el impacto
de los alimentos en la alergia, que se ocupa tanto de los tradicionales como
de los transgénicos, por ser estos temas de importancia creciente en
Colombia y el mundo, hacer parte de la nueva linea de investigacion del

Instituto y haber estado involucrada en ella.

Blomia tropicalis como causante de alergias en Cartagena

La prevalencia de asma en Cartagena es del 13%, y aproximadamente el
80% de los asmaticos de esta ciudad tienen anticuerpos IgE contra acaros
domeésticos (1,11,22). El caribe colombiano y en particular la ciudad de
Cartagena, situada a los 75.6° de Longitud al Oeste de Greenwich y a los
10.5° de Latitud al Norte del Ecuador, proporciona condiciones optimas para
el crecimiento de Blomia tropicalis, ya que presenta una temperatura que
oscila entre 27 y 28.4°C, y una humedad relativa de 77 a 82 % durante todo
el ano, lo que facilita su proliferacion, sin mayores fluctuaciones en su
numero, como sucede en otras regiones; con esto se muestra la minima
variacion en los niveles de alergenos de Bfen el tropico (23). La acarofauna
de Cartagena esta constituida por Bfen un 40.1%, Dp en un 35.7%, Dfen
menos del 1%, y el resto en otras especies. Esto demuestra que alli la
exposicidn a Bfes mayor que a Dp, por lo cual se postuld que los alergenos

del primero pueden jugar un papel importante en la induccion de alergias en
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esa ciudad, siendo aun mas notorio que el de Lp (16,22). Segun estudios
realizados con sueros de la poblacion alérgica a acaros en Cartagena, 5¢f
contiene al menos 25 alergenos, con un alergeno mayor de 11-13 kilodaltons
(kD) de peso molecular, cuyo porcentaje de unidén a la Inmunoglobulina E
(IgE) es del 64.9%,; ademas, posee otros tres alergenos importantes con
pesos de 64, 36 y 33 kD, y frecuencias de union a IgE de 48.2, 40.2 y 40.1%
(13). No obstante, en Cuba resulté tener un perfil de 38 alergenos, de los que
son mayormente reconocidos por la IgE de los pacientes, los de 13-15 kD de
peso molecular (24). Biormia licpicahs tiene un alto grado de reactividad
cruzada con acaros relacionados como Choricgyphus arcuatus (Cs) y
Lephiacgyphus aestrucior (La) (25,26); cabe anotar el reporte de la
existencia de muy poca homologia de secuencias entre algunos alergenos de
Bt comoBlot1,Blot3y Blot 5, entre otros, con sus respectivos homologos
en acaros de la familia Pyroglyphidae como Lp, Lf Tircphagus
pulitescenciae (Tr) Yy Eurcgyphus meynei (Em) (12,17,27-32). Se ha
afirmado que en cualquier lugar, el umbral para la sensibilizacion y/o
presentacion de sintomas en personas atopicas es aproximadamente 150 y
100 acaros por gramo de polvo para 5ty Lp, respectivamente (16). Estas
cifras frecuentemente son superadas en Cartagena y otras ciudades de

regiones tropicales y subtropicales.

Por todo lo anterior, los investigadores del Instituto se han propuesto
caracterizar completamente los alergenos de A5f inmunoquimica vy
molecularmente, con la intencidbn de proporcionar nuevos conocimientos
sobre el papel de este acaro como inductor de alergias en la poblacion
cartagenera, extrapolar sus datos a otras poblaciones que se le parezcan y
como en otros muchos laboratorios, desarrollar un tipo de inmunoterapia
especifica con alergenos modificados estructuralmente para provocar el
cambio de la respuesta inmunologica de los pacientes y asi desensibilizarlos

contra sus alergenos particulares. Para lograr esto, es necesaria una fuente
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permanente de alergenos (acaros), lo cual se soluciona estableciendo
cultivos productivos de éstos, u obteniéndolos puros a partir de otros
laboratorios 0 empresas. Cultivos de 5¢ Lp, Lfy Sm, entre otros, fueron
establecidos desde hace mas de 15 afios en el Instituto; sin embargo, éstos
ya no existen y hoy dia se cuenta alli s6lo una reserva de acaros congelados.
Extractos protéicos de éstos son usados en el Instituto para valorar la
reactividad y cuantificar la IgE especifica a ellos en las personas inscritas en
los estudios, mediante ensayos de ELISA, pruebas cutaneas e
Inmunotransferencias; anteriormente ademas del ELISA se usaba también la

prueba de radioinmunoabsorcién (RAST) para el mismo fin.

Cultivo de acaros

Los acaros Bf Df y Sm eran cultivados en el Instituto en condiciones
naturales de temperatura y humedad, Optimas para su crecimiento
(22,25,33,34), con medio de cultivo constituido por comida para peces
(TetraMin™) y levadura, ambas en particulas de hasta 125 micrémetros
(£125um) en una relacion aproximada 10:1. Los acaros se cosechan a
diferentes tiempos segun su ciclo de vida (por ejemplo, para B
aproximadamente cuatro semanas después del estado de huevo), en el
momento que haya mayor cantidad de adultos, luego de ser verificado esto al
estereoscopio de luz, seguidamente se tamiza el cultivo, y el material a
cosechar se coloca en un aparato o embudo de Tullgren modificado, y lo
restante es subcultivado. Este meétodo de cosecha se basa en que los
acaros, al huir del calor generado por un bombillo, traspasan la gasa sobre la
cual son colocados y llegan a un tubo de recoleccion. Los acaros recién
cosechados son almacenados a -80°C, para luego realizar extractos
proteicos que se usan como antigenos en algunas pruebas inmunoquimicas

realizadas en el Instituto; estos acaros también pueden ser usados para la
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obtencion de su ARN mensajero con el fin de crear bibliotecas de ADN
complementario; aunque para esto deben ser congelados vivos en Nitrogeno

liquido y luego pueden ser almacenados a — 80° C hasta su uso (12).

El cultivo y continuo manejo de este tipo de material bioldgico proporciona
gran destreza y confiabilidad a la hora de utilizar posteriormente cierta clase
organismos vivos 0 muertos que posean 0 no, algun potencial nocivo para
quienes los manipulen, tales como microorganismos patdégenos y de dificil

manejo.

Para algunos investigadores, actualmente no es indispensable el cultivo de
los organismos en estudio en su propio laboratorio, debido al grado de
dificultad y tiempo requerido en su establecimiento, sumado a la posibilidad
de obtener el material listo para estudio a partir de laboratorios de produccion
a gran escala; sin embargo, en el caso particular de las proteinas
(alergénicas) de acaros, como quiza sucede con diversos organismos, es
preferible cultivarlos en el mismo entorno donde son investigados, ya que el
material proveniente de otras regiones puede contener alergenos estructural
y alergénicamente distintos, llevando ello a resultados poco confiables. Por
otro lado, hoy también son comercializados alergenos recombinantes de
muchas especies, pero en algunos casos su uso no es recomendable debido
también a diferencias en su estructura y propiedades con respecto a los
nativos. Con todo esto entonces, no debe menospreciarse el cultivo de
organismos en su entorno natural y el aislamiento de sus proteinas,

indispensables para obtener luego de mucho esfuerzo, los recombinantes.

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a una enzima (ELISA)
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En el LIl. se utiliza el ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos IgE
especificos a alergenos, al igual que se llevan a cabo ensayos de inhibicion
de esta prueba para evaluar la reactividad cruzada entre dos alergenos o
fuentes alergénicas, con el uso de suero o plasma de personas inscritas en
los estudios. En el ELISA indirecto utilizado alli, el proceso consta de la
adicion inicial de antigeno a pozos de placas de microtitulacion, con
incubacion, durante la cual éste se unira por adsorcion pasiva al plastico
(Poliestireno). El siguiente paso es el bloqueo de los sitios descubiertos para
prevenir la union inespecifica de los reactantes adicionados posteriormente a
la matriz plastica, proceso esencial, que puede realizarse con la simple
adicion de agentes blogueantes no inmunogénicos, como la albumina sérica
bovina (BSA) (3536). Posteriormente son adicionados suero o plasma
humanos a los cuales les sera valorada su concentracion de IgE especifica
contra el alergeno (antigeno) usado. Luego son afiadidos anticuerpos anti-
IgE humana producidos en una especie animal inmunizada contra esta
molécula, a los que se encuentra unida una enzima, en este caso la fosfatasa
alcalina, la cual cataliza la conversidon de un sustrato especifico para ella
adicionado mas tarde, en un producto coloreado que sera cuantificado por
absorbancia de luz en un espectrofotobmetro a una longitud de onda (1)
adecuada, después de haber sido detenida dicha reaccion por aumento de

pH con hidroxido de sodio.

El sistema de ELISA indirecto es ampliamente usado en el diagnostico de
diferentes enfermedades y en muchas especies, debido a la versatilidad que
le confiere la utilizacion de anticuerpos dirigidos contra inmunoglobulinas de
la especie a la cual esta siéndole detectada la reactividad a un antigeno
particular. En sistemas como éste también puede ser adicionado como
reactivo de deteccion de IgE, la cadena recombinante alfa del receptor
humano de IgE de alta afinidad (rFceRla), en conjugado con una enzima,

para el posterior desarrollo de color (34).
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Ademas del ELISA, en el Instituto anteriormente también se utilizaba el
RAST, que posee algunas ventajas en sensibilidad frente al primero, por
ejemplo, esta reportado que el contenido alergénico del polvo casero se
estima mejor con RAST que con ELISA en regiones cuya acarofauna es
variada, siendo el primero y su inhibicion mas utiles que el ELISA en la
determinacion de la mayoria de los epitopes alergénicos de las especies de
acaros, incluyendo los compartidos por varias de ellas (22,37). Dicha técnica
es mucho mas sensible que el ELISA debido a la utilizacién de un isotopo

radiactivo, '

, unido a la anti-lgE, como compuesto de deteccion de la
reactividad. La técnica de RAST hoy dia no es usada alli debido a la falta de
un lugar adecuado para el manejo de material radiactivo. El RAST es un
buen método para estimar el grado de exposicion a 5f sin embargo, hoy
existen otros mas especificos para cuantificar los niveles de alergenos de
éste acaro, los cuales son un factor de riesgo importante para la
sensibilizacion y presentacion de sintomas alérgicos a él y otras fuentes

alergénicas (18,27,28).

Para estimar la existencia de reactividad cruzada entre varios alergenos o
especies, hoy dia es posible la realizacion de inhibiciones de reactividad en
ensayos como el ELISA. Generalmente, para la realizacion de pruebas de
inhibicion, se debe hacer previamente la titulacion de mezclas de sueros
reactivos (positivos) a ambos antigenos. Esto se hace con la estimacion de la
reactividad de ciertas diluciones de la mezcla a una cantidad fija de antigeno,
adoptando luego la adecuada para la prueba. En el laboratorio de Alergologia
del Instituto se hizo recientemente la estimacion del porcentaje de reactividad
cruzada entre dos especies de acaros existentes en Cartagena, mediante
pruebas de inhibicion de ELISA a extractos protéicos de cada uno, con el uso
de concentraciones crecientes de extracto del otro acaro. La realizacion de

esta prueba es igual a la del ELISA convencional, excepto en un paso de
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incubacion de los sueros con el antigeno inhibidor antes de ser adicionados a
las placas sensibilizadas con antigeno, para permitir la unidn de los
anticuerpos especificos a antigenos similares u homologos presentes en el
extracto inhibidor, con lo cual se obtendra una interaccion menor con el
extracto en fase soélida soOlo si existe reactividad cruzada entre las dos
especies evaluadas. Los resultados son obtenidos luego de haber leido la
densidad optica en los pozos, y haber convertido los datos observados a
porcentajes de inhibicion con cada una de las diluciones del inhibidor,

utilizando la férmula:

OD sin inhibidor — OD con inhibidor
Porcentaje de inhibicién = x 100
OD sin Inhibidor

OD = densidad éptica

Son usadas también inhibiciones de otras pruebas como RAST e
Inmunotransferencia, entre otras, con las consecuentes diferencias en el
proceso de realizacion, sensibilidad y especificidad, comparado con lo
sucedido en ELISA. Estas tecnicas son utiles no solo en Alergologia, sino
también en investigaciones llevadas a cabo en diversos tipos de

enfermedades y procesos fisioldgicos ocurridos en los organismos (38,39).

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS-PAGE)

La técnica de SDS-PAGE es empleada para la separacion, identificacion y
analisis de proteinas presentes en muestras de diferentes especies, como
paso de verificacion en la obtencidon o presencia de alguna proteina en

especial, o como requisito indispensable para la posterior valoracion, por
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medio de Inmunotransferencia, de la reactividad de sueros a las proteinas
evaluadas. Por ejemplo, este método fue usado durante la pasantia, para
comprobar la expresion de una proteina recombinante de 5fen la bacteria
E.coi; visualizar las proteinas de extractos obtenidos a partir de fuentes
naturales como acaros y alimentos alergénicos, y realizar
Inmunotransferencia, con el fin de identificar cuales de ellas son alergénicas
y que personas o sueros reaccionan a ellas. En el Instituto se realiza dicho
proceso en condiciones de reduccion, con lo que las proteinas o péptidos
independientes migran en forma extendida y cargados negativamente a
través del gel. Este es realizado con el uso del sistema de geles
discontinuos, en el que existe un gel de apilamiento (stacking gel) que
permite la migracion rapida de las proteinas y su aglomeracion sobre el
borde del segundo gel (de resolucion o resolving), de poro mas pequefo, a
través del cual las proteinas migran de acuerdo a su tamario. El apilamiento
de las proteinas les otorga una mayor resoluciéon al migrar a través del
segundo gel (35,36,38). Los geles resultantes generalmente son tefidos con
Azul de Coomassie. Algunas veces se realiza tal procedimiento con tintes de
Plata, siendo éste unas cien veces mas sensible que el de Coomassie.
Luego de coloreados y secados los geles en papel celofan, son usados para
calcular los pesos moleculares relativos de las proteinas corridas, teniendo
como patron el marcador de peso molecular adecuado, corrido

simultaneamente en el mismo gel.

Existen otras técnicas para la identificacion de proteinas con mayor
resolucion, sensibilidad y especificidad que la SDS-PAGE, entre ellas se
pueden mencionar la cromatografia liquida de alta presion (HPLC), la de
afinidad, la de intercambio i6nico, entre otras; no obstante la SDS-PAGE es
muy utilizada actualmente a nivel mundial, debido a su facilidad de
realizacion, bajo costo comparado con otros métodos, y multiplicidad de usos

en diversas areas bioldgicas y quimicas.
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Inmunotransferencia

Los geles resultantes de SDS-PAGE son utilizados para realizar
Inmunotransferencia con membranas de Nitrocelulosa, Nylon vy
Polivinildifluoruro  principalmente; esta técnica Inmunoquimica es hoy
ampliamente usada en el estudio de alergenos (24,39). Esta, al igual que
otros muchos métodos inmunoquimicos, se basa en las interacciones
antigeno-anticuerpo, caso particular en el cual el antigeno se encuentra fijo
en la membrana, a la que seran adicionados sueros sanguineos, para
permitir la union de la IgE alérgeno-especifica a éste, que sera detectada con
el uso de anticuerpos anti-lgE humana marcados con Fosfatasa Alcalina,
contra la que seguidamente sera adicionado un sustrato colorimétrico
especifico, aqui sera la mezcla de Bromo-Cloro-Indoil-fosfato (BCIP) y Nitro-
Blue-Tetrazolium (NTB), cuya catalisis resulta en la visualizacidon de bandas
de color purpura en lugares donde se haya dado la interaccién inmunoloégica.
Este proceso también cuenta con un paso de bloqueo de los sitios libres
sobre la membrana antes de la adicion de las muestras de suero problema,

para evitar la union inespecifica directa de los reactivos subsecuentes.

La unidn de la SDS-PAGE y la Inmunotransferencia proporciona alta
sensibilidad y especificidad a la hora de identificar una proteina alergénica en
una mezcla compleja, como lo es un extracto total de un organismo, en este
caso, alergenos de pifia y kiwi, en extractos proteicos de ellas, ademas de los

provenientes de muchas otras especies.

Métodos Biotecnolégicos

En la estadia en el Instituto de Investigaciones Inmunolégicas, también se dio

la oportunidad de llevar a cabo la expresion de una proteina recombinante
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mutada de 5fen la cepa BL21 de E.co/, transformada con un plasmido de
expresion con el cual se expresa la proteina deseada unida a una proteina
de fusion llamada Glutation S-transferasa proveniente del parasito Trematodo
Esquisosioma japonicum. Esto, dentro de un proyecto que busca la futura
utilizacion de dicha proteina modificada para el tratamiento (inmunoterapia
especifica) de alergia a este acaro. En dicho proceso se participd en varios
pasos, como son la realizacion de cultivos en placas de la bacteria, cultivos
liguidos de ésta para crecimiento en fase exponencial (16-18 horas),
posterior induccion de la expresion de la proteina, su obtencion por ciclos de
sonicacion y centrifugacion, y el analisis por SDS-PAGE de muestras
obtenidas a partir de su expresion. Ademas de la presencia durante algunas
instancias del proceso de clonacion de un nuevo alérgeno recombinante de
Bt para el Instituto, en un plasmido, a partir de la biblioteca de ADN
complementario de este acaro, contenida dentro de un virus bacteriéfago
(fago). Esos procesos no son explicados en detalle en este informe, debido a
que son topicos principales en los informes de compafieros pasantes en el

Instituto, y son descritos profundamente por ellos.

Conclusiones

e Los acaros domesticos son las fuentes alergénicas que causan el
mayor numero de reacciones alérgicas a nivel mundial, ya que existe
un gran porcentaje de personas sensibilizadas, y la exposicion a éstos
se da durante todo el afio, especialmente en paises sin estaciones
como Colombia.

e Blomia tropicalis es la especie de acaro prevalente en Cartagena, a la
cual la mayoria de la poblacion alérgica de esa ciudad esta
sensibilizada. Aunque posee varios alergenos especificos de especie,

la sensibilizacidon a él confiere también sensibilizacién a otros acaros
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como Lepidcg.yphus aestruclory Chorlcgyphus arcualus, etc, con los
que tiene bastante reactividad cruzada, no siendo asi con acaros

Piroglyphydos como Lp, Lfy Em.

e Pruebas inmunoquimicas como ELISA, SDS-PAGE-

Inmunotransferencia, entre otras, son la base para la caracterizacion
de alergenos, ya que son indispensables en la deteccion de

reactividad a éstos por parte de la poblacidén susceptible.

e La pasantia realizada en el Instituto de Investigaciones Inmunolégicas

de la Universidad de Cartagena fue muy benéfica en la obtencién de
nuevos conocimientos y destrezas en diversas areas biologicas, lo que
proporciona mayor capacidad laboral, investigativa y académica, muy
utiles en el desempefio como Bidlogo con énfasis en Biotecnologia,
con lo cual también se vera favorecida la poblacion general directa o

indirectamente.
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La prevalencia de alergias a nivel mundial ha aumentado drasticamente en
las ultimas décadas. Un tipo de afeccidn alérgica que causa muchas
molestias es la provocada por algunos alimentos en personas susceptibles
de reaccionar adversamente a ellos. Ultimamente ha aumentado el interés
por investigar factores relacionados con este tipo de alergia, haciendo
especial énfasis en los alimentos comunmente alergénicos, y mas
recientemente en los transgénicos, debido entre otras cosas, a la errada

concepcion popular sobre éstos.

Las reacciones alérgicas implican mecanismos inmunologicos innecesarios,
debido a que los antigenos o alergenos hacia los cuales van dirigidas, por si
solos no constituyen ninguna amenaza contra el organismo, mas si lo son
dichas reacciones, debido a que provocan la liberacion de mediadores
inflamatorios, los cuales actuan sobre los tejidos propios, causando una serie

de estados molestos para el individuo.

Existen diferentes enfermedades alérgicas, las que afectan diversos tejidos y
organos, entre ellas, las mas importantes son el asma, la cual implica
hiperreactividad bronquial e inflamacion de las vias aéreas; la dermatitis
atopica, que es una reaccion inflamatoria cutanea; y la alergia a alimentos,
tema principal de esta revision, que denota hipersensibilidad a ciertos
alimentos o componentes de éstos, entre otras; todas las cuales estan
subrayadas por mecanismos inmunolégicos mediados principalmente por la
IgE sensibilizante de mastocitos y basdfilos. Cualquier alimento puede
producir alergia, sin embargo, algunos de éstos son mas alergénicos que
otros, y cabe anotar que la sensibilizacion a uno de ellos es capaz de
conllevar a alergia a otros relacionados, del mismo grupo o familia,
constituyendo ello el fendmeno de reactividad cruzada. Entre los alimentos
mas comunmente alergénicos se encuentran algunos provenientes de

animales y vegetales, como son la leche de vaca, el huevo, el pescado, los
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mariscos, frutos secos como el mani y las nueces, cereales como el trigo, y
leguminosas como la soya, los cuales causan aproximadamente el 90% de

las alergias alimentarias a nivel mundial.

La incidencia de alergia a alimentos en nifos pequefios es del 1,3%, y entre
adultos es del 0,3%, siendo importante resaltar que la exposicion temprana a
alimentos comunmente alergénicos aumenta el riesgo de padecerla (1). No
debe confundirse la alergia a alimentos con intolerancia a éstos, que no
involucra ningun mecanismo inmunoldgico, mas si la anormalidad o falta de
asimilacion del alimento particular, debido seguramente a la carencia o
defecto en un enzima digestivo, tal como la de Lactasa, por lo que la Lactosa

no se digiere, produciéndose malestar digestivo al ingerir productos lacteos.

Alergenos de los alimentos

Desde hace mucho tiempo se ha hablado de la alergenicidad de diversos
alimentos, reportandose con mayor frecuencia unos que otros como
causantes de alergia en diferentes poblaciones. Los alergenos de los
alimentos pueden causar simplemente sindrome oral alérgico (SOA), que se
caracteriza por prurito e hinchazén en el area oral, sin provocar ninguna
molestia en otros 6rganos, debido seguramente a que este tipo de alergenos
es degradado por componentes del fluido gastrico, como la Pepsina; sin
embargo, existen otros que son capaces de elicitar la aparicion de sintomas
gastricos y mas aun, sistémicos como la anafilaxia, gracias a su resistencia a

la accion de enzimas digestivas y su posterior distribucion a los tejidos.

Los alergenos de alimentos, como los de otras fuentes, se encuentran
clasificados en grupos, segun la funcidon que cumplan en su lugar de origen,

encontrandose como uno de los grupos a los que pertenecen muchos de
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ellos el de las proteinas Relacionadas con la Patogénesis (PR) o proteinas
de defensa de las plantas (2), también hacen parte de éstos las Gliadinas,
Albuminas y Profilinas, entre otras, en plantas, y la Caseina, Lactoglobulinas

y Albuminas en animales.

Alimentos transgénicos y su papel en la alergia

En la actualidad es posible producir organismos vivos modificados
genéticamente (OVMG o transgénicos), con el fin de obtener mejores
productos alimenticios para consumo humano, por medio de técnicas de
ingenieria genética, con el fin de transferir caracteristicas nuevas, no
presentes en la especie receptora. Entre los rasgos introducidos a los
organismos transgeénicos se encuentran principalmente el incremento en el
poder nutricional, aumento en el crecimiento, resistencia a insectos,
microorganismos y herbicidas, entre otras. La introduccidn de estas
caracteristicas generalmente va acompanada de la expresion de nuevas
proteinas en el organismo. El impacto que ellas puedan tener sobre la salud
debe ser evaluado apropiadamente antes de que el nuevo alimento se
encuentre disponible para el consumo. Uno de los problemas mas
preocupantes es el potencial alergénico que pudieran tener algunas de las
proteinas transgénicas, con el fin de evitar estos inconvenientes, han sido
disefiadas diversas estrategias para evaluar la alergenicidad potencial de
estos alimentos y asi evitar reacciones probablemente fatales.

Medida de la alergenicidad potencial de los alimentos

La alergenicidad de los alimentos es medida de diversas formas, haciendo
uso de métodos /7 vivo, entre los que se encuentran las pruebas cutaneas,
pruebas de reto o provocacion, ensayos de capacidad de provocar la

liberacibn de mediadores inflamatorios en cultivos celulares, modelos



27

animales, etc, y de métodos /7 wiro como la cuantificacion de IgE especifica
y pruebas de resistencia a la degradacion, entre otras. Teniendo en cuenta
que los alimentos tradicionales y transgénicos difieren solamente en la
introduccion en los ultimos de uno o0 unos pocos genes provenientes de otras
especies o variedades, y a que poseen idénticas propiedades naturales, aqui
se hablara indistintamente de ambos, sin dejar de lado el hecho que en los
alimentos tradicionales se valora su alergenicidad luego de haber sido
consumidos por largo tiempo y resultado provocadores de reacciones
alérgicas, mientras que en los transgénicos, dicha valoracion es realizada
antes, y como requisito para su aprobacion de comercializacion. Para ello se
tiene en cuenta la equivalencia sustancial del nuevo alimento y su
contraparte ordinaria, que debe ser la mayor posible, ya que la divergencia
entre estos solo debe darse a nivel del gen o genes involucrados en la
caracteristica insertada, hacia los cuales sera dirigida la valoracion. Debido a
la facil digestibilidad del ADN ingerido, la alergenicidad en los alimentos
transgénicos se medira solo a las proteinas producto de los genes
introducidos (3). Entre tanto, en el caso de los tradicionales, ésta se realiza
tanto a ADN como a proteinas, y usando una gran diversidad de métodos y
técnicas, de los cuales soOlo seran mencionados aqui los que tienen en
comun con los transgénicos, enmarcados dentro del arbol de decisiones o
algoritmo oficializado en el afio 2001, y que estaran marcados con un
asterisco (*). Este arbol de decisiones fue publicado por las organizaciones
que actualmente dirigen las politicas sobre el uso de alimentos transgénicos
por parte de la poblacion mundial, que son la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y
la Alimentacion (FAO).

Recomendaciones de la FAO y la OMS
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Estos dos entes internacionales han establecido un algoritmo para evaluar la
alergenicidad potencial de los alimentos provenientes de plantas
transgénicas, basado en el ideado por el Consejo Internacional de
Biotecnologia de Alimentos (IFBC) y el Instituto de Alergologia e Inmunologia
del Instituto Internacional para las Ciencias de la Vida (ILSI) en 1996. Este
algoritmo ha sido mejorado por una comision de expertos en el ambito de la
seguridad alimentaria; en él se tienen en cuenta la fuente del gen insertado,
la homologia de su secuencia con la de alergenos conocidos, la capacidad
de la proteina de unir IgE de pacientes alérgicos a su fuente natural (con la
realizacion de pruebas /n wiro e in vivo, como RAST, pruebas cutaneas y de
reto a doble ciego controladas por placebo (DBPCFC); las propiedades
fisicoquimicas de la proteina (resistencia al calor y digestibilidad); y ciertos
modelos animales para la prediccion de alergenicidad. Ademas existen otros
criterios que se pueden incluir en este arbol como son el nivel de expresion
de la proteina en la parte comestible de la planta y su caracterizacion
funcional (3,4). El algoritmo modificado por la FAO/OMS en el afto 2001, para
la medida de la alergenicidad potencial de los alimentos procedentes de
plantas transgénicas se muestra en la siguiente figura, que luego es

explicada detalladamente.

MEDIDA DEL POTENCIAL ALERGENICO DE LOS ALIMENTOS DERIVADOS DE LA
BIOTECNOLOGIA
Adaptado del drbol de decisiones FAO/OMS 2001

|Fuente del gen: ;alergénica?
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Fuente del gen. En este criterio se tiene en cuenta si el gen introducido en la
planta procede de una fuente comunmente alergénica, poco comunmente
alergénica, o sin historia de alergenicidad. Cabe anotar que una notable

cantidad de genes foraneos procede de fuentes sin historia de alergenicidad.

*A. Homologia de secuencia a alergenos conocidos. Aqui se compara la

secuencia completa de aminoacidos de la proteina introducida con las
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secuencias de proteinas existentes en bases de datos generales en Internet,
en busca de coincidencias de al menos 8 aminoacidos contiguos, o de
homologias mayores del 35% entre ellas (4), para considerar potencialmente
alergénica o de reactividad cruzada con alergenos a la estudiada; esta
cantidad se escogid porque constituye el numero minimo de residuos
necesarios para el reconocimiento por parte de los receptores de los
linfocitos T y B; sin embargo, esta estrategia es criticada debido a que se
comparan secuencias lineales y en la naturaleza son mucho mas comunes
los epitopes conformacionales (discontinuos). Por tal razén se ha propuesto
la comparacion de secuencias mediante la busqueda de identidad en motivos
especificos (6-12 residuos) en una nueva base de datos, compuesta por 779
secuencias de alergenos, lo cual resulta mucho mas preciso que el método
convencional (95.5% de confiabilidad con la estrategia basada en motivos,
comparada con el 36.6% que se obtiene con el esquema convencional de la
FAO/OMS) (5). Anteriormente Hileman y su grupo habian realizado un
estudio que proponia una estrategia similar en donde analizaron proteinas de
Baciius thurirgiensis, vaca, espinaca y maiz, mediante comparacion de sus
secuencias con las de una base de datos llamada ALLERGENS3, que
contiene 635 secuencias de gliadinas y alergenos, enlazada con bases de
datos publicas como Genbank, EMBL, PIR, RCSB PDB y SWISS-PROT, con
el uso de programas bioinformaticos como FASTA y BLASTP (mediante los
cuales se descubren alineamientos locales de alta homologia entre proteinas
o0 acidos nucleicos), estudio en el cual se concluyéd que FASTA era el
algoritmo que mejor predecia la relevancia clinica de la reactividad cruzada
entre alergenos, y que la busqueda de coincidencias de 8 aminoacidos
poseia mayor precisidon que la de soOlo 6, ya que esta ultima conduce a

muchos resultados irrelevantes (6).

*B. /nmunoreactividad. En este topico se tiene en cuenta la procedencia del

gen codificante para la proteina a analizar, con lo cual, si éste proviene de
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una fuente comunmente alergénica, de una poco comunmente alergénica, o
de una sin historia de alergenicidad, pero ha resultado homdélogo a algun
alérgeno, se realizaran pruebas inmunoldgicas como inmunoensayos en fase
solida (RAST, CAP) a la proteina en cuestion, usando diferente numero de
sueros de personas atopicas o alérgicas (dependiendo del tipo de fuente),
para evaluar su reaccion contra la proteina. Si el niumero de sueros utilizados
cuando la fuente del gen es poco alergénica es menor de 5, y la prueba
resulta negativa, se realizaran pruebas de estabilidad al procesamiento; si tal
numero es mayor de 5, e igualmente la prueba es negativa, se diagnosticara
falta de evidencia de alergenicidad a la proteina problema. Si resultan sueros
con reactividad IgE positiva, se afirmara que la proteina es alergénica, y se
impedira la comercializacion de la planta y los alimentos derivados de ésta.
Si hay resultados negativos (o equivocados) cuando la fuente del gen es
alergénica, se proseguira con ensayos /1 WwVvo (prueba cutanea,
DBPCFC)(3,4,7). Se ha sugerido que para la evaluacion de proteinas cuyos
genes provienen de fuentes sin historia de alergenicidad, se realicen
tamizajes de ésta con sueros de personas atopicas a diversos alérgenos en

evaluaciones de sueros Blanco o de Objetivo (*C.) (3).

Con el uso de pruebas de Inmunoreactividad como RAST y prueba cutanea,
se logro determinar el alto potencial alergénico de una variedad de soya con
un transgeén de albumina 2S originario de la nuez brasilera (alergeno Ber e 1)
desarrollada por la division Pioneer Hi-Bred International de la compaiia

Dupont, con lo cual ésta fue retirada del mercado en 1996 (8).

*D. Estabilidad fisicoquimica. Aqui se evalluan la digestibilidad (resistencia
a pepsina) y la estabilidad al calor de la proteina problema, lo cual, aunque
no es capaz de predecir directamente su alergenicidad potencial, es util a la
hora de designarla como no alergénica cuando sea inestable ante alguna de

dichas pruebas, ya que es sabido que para una proteina alimenticia ser
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alergénica debe llegar intacta a la luz intestinal; y si es vulnerable a los jugos

gastricos o a la coccion, tendra mucho menor posibilidad de provocar una

respuesta inmune (alérgica) (3,7).
Eslabmaad al caior: gracias al hecho que una gran cantidad de alergenos
son estables al calor, un resultado negativo (inestabilidad) al realizar esta
prueba le restara muchas probabilidades de ser un alergeno a la proteina
en cuestion, siempre y cuando el alimento portador de ésta no sea
consumido crudo.
D.gesubiidad: es una prueba realizada mediante la exposicion de la
proteina problema a fluido gastrico simulado (FGS), que es una solucion
rica en Pepsina (presente en altas cantidades en el fluido gastrico
humano); segun la cual, proteinas con periodos de digestion cortos (<15
segundos) tendran mucho menor posibilidad de ser alergénicas que las
de periodos largos (hasta 60 minutos) (7). El procedimiento llevado a
cabo se basa en disolver extracto de la proteina a analizar en una
solucion de FGS a 37°C, con agitacion (para simular las condiciones que
se darian /n vivo), tomar muestras a diferentes tiempos, adicionarles un
neutralizador (ej: Na»xCQOs), y congelarlas hasta su analisis por SDS-
PAGE, teniendo los controles positivos y negativos adecuados (9). Esta
prueba no predice la alergenicidad o no de una proteina, sino sélo una
probabilidad de ésta (debido a lo cual, luego de este protocolo se realizan
otros para tal fin); ademas, existen ciertos hechos que restringen su
utilidad, entre ellos: las condiciones aplicadas no reflejan fielmente lo que
sucede /n vivo (comunmente no se consumen proteinas en estado puro),
pueden producirse péptidos con capacidad alergénica (7), y aunque
ciertas proteinas sean susceptibles a la digestion, pueden causar

sindrome oral alérgico.

*D. Modelos animales. Este criterio no se habia incluido en el algoritmo,

debido a la falta de un modelo apropiado (3,4,7), ya que ninguno de los
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estudiados refleja completamente los sucesos alérgicos mediados por IgE en
humanos; aunque se han ensayado algunos modelos, principalmente la rata

café de Noruega y perros, que han sido considerados promisorios (3,10,11).

* MNivel de expresion. Aunque este criterio no esta contenido dentro del
algoritmo del afno 2001, es importante tenerlo en cuenta, debido a que
generalmente el grado de exposicion al alergeno determina en gran medida
la aparicion y la severidad de la reaccion alérgica provocada. Se ha
reportado que el riesgo de presentar reaccion a una proteina expresada en

niveles menores de 1 miligramo por porcion de alimento, sera minimo (3).

* Funcion biolégica. La aplicacion de este criterio puede ser de gran utilidad
en la medida de la alergenicidad de proteinas alimenticias, ya que una
cantidad considerablemente grande de alergenos vegetales conocidos
cumple funciones biolégicas similares, pudiendo mencionar principalmente
las proteinas relacionadas con la patogénesis, por lo cual se recomienda
tener especial cuidado al evaluar proteinas transgénicas con este tipo de
funciones. Actualmente este topico no es tomado en cuenta en el arbol de

decisiones, sin embargo su inclusion se encuentra bajo discusion.

Plantas y animales transgénicos existentes actualmente

A manera de recurso para la actualizacion en lo referente a organismos
transgeénicos que hoy dia se encuentran en investigacion y desarrollo para su
posterior comercializacion, y a los ya presentes en el mercado para su
consumo, se presentan a continuacion dos tablas que contienen algunos de
ellos como ejemplo, sin dejar de lado el hecho que son muchos mas los

existentes, y de los que aun no existen reportes.
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Tabla 1. Listado de animales transgénicos en investigacion y desarrollo.

ESPECIE TRANSGEN(ES) CARACTERISTICAS FIN REFERENCIA
Salmén Hormona del crecimiento de Promedio de crecimiento incrementado Consumo 7
atlantico salmén chino y conversion eficiente de alimento humano
Trucha Hormona del crecimiento de Promedio de crecimiento incrementado Consumo 7
arcoiris salmén rojo y conversion eficiente de alimento humano

Tilapia Factor de coagulacion VII Produccién de factor de coagulacién VIl Farmacéutico 7
humano humano
Hormona del crecimiento de Promedio de crecimiento incrementado Consumo
Tilapia tilapia, promotor de y conversion eficiente de alimento humano 7
citomegalovirus humano
Carpa Interferén humano Resistencia aumentada a enfermedades Consumo 7
hierba humano
Carpa Hormona de crecimiento de Promedio de crecimiento incrementado Consumo 7
trucha humano
Bagre de Hormona de crecimiento de Promedio de crecimiento incrementado Consumo 7
canal salmén, cecropina de una e inmunidad bacterial no especifica humano
mariposa

Camarén Hormona de crecimiento Promedio de crecimiento incrementado Consumo 7
kuruma humano

Cerdo Hormona de crecimiento Promedio de crecimiento incrementado Consumo 711,12
humano
Pez dorado Proteina antifrio de puchero Ornamental, 7
oceanico Tolerancia incrementada al frio investigacion
Ratén Hormona de crecimiento Promedio potencial de crecimiento Investigacion 11
incrementado
Oveja Enzima bacterial que convierte Mayor producciéon de lana Industrial 11
serina en cisteina
Oveja Factor de coagulacién IX humano  Produccién de factor de coagulaciéon IX  Farmacéutico 11
humano
Vaca Lactoferrina humana Produccion de lactoferrina humana Farmacéutico 11
Cabra Activador tisular de plasminégeno Produccion de activador tisular de Farmacéutico 11
humano plasminégeno humano
Resistencia aumentada a enfermedades Consumo
Moluscos DNA viral y aceleracién del crecimiento humano 7
Consumo
Conejo IGF-1 humano Mayor crecimiento de descendencia humano 13
(machos)
Tabla 2. Listado de plantas transgénicas existentes actualmente.
ESPECIE TRANSGEN(ES) CARACTERISTICAS REFERENCIA
crt | (fitoeno desaturasa) de Erwinia uredovora
Iey (licopeno ciclasa) de Narcissus Biosintesis de
*Arroz pseudonarcissus provitamina A 14,15
Psy (fitoeno sintetasa) de Narcissus (B-caroteno)
pseudonarcissus
Proteina parasporal o endotoxina (Cry |,Cry Ill, Resistencia aumentada a
o Cry IV) de Bacillus thuringiensis insectos; Contenido enriquecido en
Arroz Xa21 de especie silvestre de arroz;Colina proteinas y/o aminoéacidos;resistencia a 12,16,17,18,
oxidasa (codA) deAthrobacter globiformis Xanthompnas sp;resistencia a estrés 19
;hsp101 (heat shock protein 101);0ry s 1(14-16 salino;tolerancia al calor;reduccién de
kDa) antisentido alergenicidad
Resistencia aumentada a insectos; Mayor
Proteina parasporal o endotoxina (Cry I,Cry Ill, tolerancia a glifosato; bromoxinil;
*Maiz o Cry IV de Bacillus thuringiensis sulfonilurea; glufosinato/resistencia a
insectos;machos estériles para facilitar 12,15,20,21
hibridacion
Aceites con menor contenido de grasas
Maiz Fosfoenolpiruvato carboxilasa (C4-PEPC) saturadas; Contenido enriquecido de 22
proteinas y/o aminoéacidos;tolerancia a la
sequia
Proteina parasporal o endotoxina (Cry I,Cry llI, Resistencia aumentada a
*Papa o Cry V) de Bacillus thuringiensis insectos; resistencia al virus Y; al virus de 12,15
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hojas enrrolladas de la papa

Papa Zeaxantina epoxidasa sentido y antisentido Mayor tolerancia a herbicidas;mayor 23
contenido de zeaxantina
Mayor tolerancia a glufosinato; glifosato;
*Canola Aceites con mayor contenido de acido 15
laurico; machos estériles.
Proteina parasporal o endotoxina (Cry I,Cry Ill, Resistencia
Canola o Cry IV)de Bacillus aumentada 12
Thuringiensis a insectos
Aceites con menor contenido de grasas
5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintetasa de saturadas; mayor de acido oleico para
*Soya Agrobacterium sp. Cepa CP4 aumentar estabilidad y menor de acidos 15
grasos poliinsaturados ; resistencia a
glufosinato; y a glifosato
Proteina parasporal o endotoxina (Cry I,Cry Ill, Resistencia aumentada
Soya o Cry V) de Bacillus thuringiensis a insectos; Contenido enriquecido de 12
proteinas y/o aminoacidos
Proteina parasporal o endotoxina (Cry I,Cry Ill, Resistencia aumentada
*Algodén o Cry V) de Bacillus thuringiensis a insectos; a bromoxinil; a glifosato; 12,15
Al-1 y Al-2 (inhibidores de amilasa de insectos
Guisante y mamiferos) del Frijol comun (Phaseolos Resistencia a insectos 24
vulgaris)
Resistencia al virus del mosaico de la
*Calabaza patilla; del mosaico amarillo del pepino 15
cohombro(cucurbita); del mosaico del
pepino (cucumis)
*Papaya Resistencia al virus de la mancha en anillo 15
de la papaya
Brécoli Proteina parasporal o endotoxina (Cry I,Cry Ill, Resistencia aumentada a insectos 12
o Cry V) de Bacillus thuringiensis
Plantas Elevadas cantidades de agar. 7
marinas
*Tomate Sucrosa sintetasa antisentido Maduracién alterada; piel mas gruesa y 15,25
pectina alterada
Hev b 6.01
Tomate (proheveina antifngica) de arbol de caucho Resistencia a hongos 26
(Hevea brasiliensis)
Zanahoria Acetolactato sintetasa propia mutante resistencia a herbicidas 27
*Remolacha Resistencia a glufosinato, a glifosato 15
*Lino Resistencia a sulfonilirea 15
*Chicharo Machos estériles 15
Cebada Rpg1 Resistencia a mohos del tallo 28
varias Antigeno de superficie del virus de la Hepatitis Vacuna vegetal 29
B

* = plantas transgénicas actualmente en el mercado.

CONCLUSIONES

e (Cada dia hay mas personas alérgicas a alimentos, por lo que esta

afeccion ultimamente es muy estudiada en muchos lugares del mundo,

incluida la costa colombiana, con métodos tanto /77 vivo como /n vifro que

ayudan directa o indirectamente a su evaluacion.
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e |os alimentos transgénicos son una promesa para combatir el hambre
mundial, debido a sus caracteristicas mejoradas, pero estos son poco
aceptados por muchas personas, debido a la concepcion publica sobre
ellos, entre otras cosas, por la alergenicidad que podrian poseer.

¢ Organizaciones internacionales como la FAO y la OMS han proporcionado
a las entidades reguladoras de cada pais, ciertas recomendaciones para
evaluar la seguridad de los alimentos transgénicos, especialmente de su
potencial alergénico.

e E| algoritmo establecido para la medida de la alergenicidad potencial de
los alimentos transgénicos ha recibido algunas criticas, y se ha propuesto
su modificacion con la inclusion de nuevos criterios en €l y mejora de los

existentes.
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ANEXOS

ANEXO 1: Listado de actividades teéricas realizadas durante la pasantia.

% Asistencia a curso de Ihmunologia Basica del 10 de Febrero al 10 de Marzo de 2003.

« Asistencia a clubes de revista y presentacion(&) de dos de ellos:

e Febrero 11/03: WENTWORTH P, et al. Evidence for antibody-catalized ozone
formation in bacterial killing and inflammation. Science 2002;298:2195-9.

o Febrero 25/03: WAKABAYASHI C, et al. A distinct signaling pathway used by the
IgG-containing B cell antigen receptor. Science 2002;298:2392-5.

e Marzo 3/03: MORA C, et al. Cloning and expression of Blo t 1, a novel allergen from
the dust mite Blomia fropicalis, homologous to cysteine proteases. Clinical and
Experimental Allergy 2002;32:1-7.

e Marzo 18/03: HORI S, et al. Control of regulatory T cell development by the
transcription factor Fox p3. Science 2003;299:1057-61.



40

Abril 1/03: PASTORELLO E, et al. Identification of grape and wine allergens as a
endochitinase 4, a lipid-transfer protein, and a thaumatin. J Allergy Clin Inmunol
2003;11:350-9.

Abril 8/03: RIHS HP, et al. Molecular cloning, purification, and IgE-binding of a
recombinant class | chitinase from Hevea brasiliensis leaves (r Hev b 11.0102).
Allergy 2003;58:246-51.

Abril 22/03: PLATTS-MILLS TA, et al. The relevance of maternal inmune responses
to inhalant allergens to maternal symptoms, passive transfer to the infant, and
development of antibodies in the first two years of life. J Allergy Clin Immunol
2003;111(1):123-30.

Abril 29/03: KARISOLA P, et al. The major conformational IgE-binding epitopes of
hevein (Hev b 6.02) are identified by a novel chimera-based allergen epitope
mapping strategy. The Journal of Biologycal Chemistry 2002;277:22656-61.

Mayo 6/03: DIAZ-PERALES A, et al. Recombinant Pru p3 and natural Pru p3, a
major peach allergen, show equivalent immunologic reactivity: a new tool for the
diagnosis of fruit allergy. J Allergy Clin Immunol 2003;111(3):628-33.

Mayo 13/03: KRUSE S, et al. Polymorphisms in the IL-18 gene are associated with
specific sensitization to common allergens and allergic rhinitis. J Allergy Clin Immunol
2003;111(1):117-22.

Mayo 20/03: DUETSCH G, et al. STAT6 as an asthma candidate gene:
polymorphism-screening, association and haplotype analysis in a caucasian sib-pair
study. Human Molecular Genetics 2002;11(6):613-21.

Mayo 27/03: SIMPSON A, et al. Skin test reactivity to natural and recombinant
Blomia and Dermatophagoides spp. allergens among mite allergic patients in the UK.
Allergy 2003;58:53-6.

Junio 3/03: STUMVOLL S, et al. Identification of cross-reactive and genuine
Parietaria judaica pollen allergens. J Allergy Clin Immunol 2003;111(5):974-9.

& Junio 10/03: RICCI G, et al. A comparison of different allergometric tests, skin
prick test, Pharmacia UniCAP® and ADVIA Centaur®, for diagnosis of allergic
diseases in children. Allergy 2003;58:38-45.

Junio 17/03: RODRIGUEZ-PEREZ R, et al. Profilin is a relevant melon allergen
susceptible to pepsin digestion in patients with oral allergy syndrome. J Allergy Clin
Immunol 2003;111(3):634-9.

Junio 24/03: RAMOS JDA, et al. Comparative allergenicity studies of native and
recombinant Blomia tropicalis paramiosin (Blot 11). Allergy 2003;58:412-9.
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Julio 1/03: MORAFO V, et al. Genetic susceptibility to food Allergy is linked to
differential T,2-Ty1 responses in C3H/HeJ and BALB/c mice. J Allergy Clin Immunol
2003:111(5):1122-8.

Julio 8/03: ZHANG Y, et al. Positional cloning of a quantitative trait locus on
chromosome 13g14 that influences immunoglobulin E levels and asthma. Nature
Genetics 2003;34(2):181-86.

Julio 29/03: IACOVACCI P, et al. Comparison between the native glycosylated and
the recombinant Cup a1 allergen: role of carbohydrates in the histamine release from
basophils. Clin Exp Allergy 2002;32:1620-7.

Agosto 5/03: CHAKIR J, et al. Airway remodeling-associated mediators in moderate
to severe asthma: effect of steroids on TGF-B, IL-11, IL-17, and type | and type lll
collagen expression. J Allergy Clin Inmunol 2003;111(6)1293-7.

Agosto 12/03: DEREK C, et al. Translational regulation of human neuronal nitric-
oxide synthase by an alternatively spliced 5'-untranslated region leader exon. J Biol
Chem 2003;278(1):636-44.

Agosto 19/03: MALEKI SJ, et al. The major peanut allergen, Ara h 2, functions as a
trypsin inhibitor, and roasting enhances this function. J Allergy Clin Immunol
2003;112(1):190-5.

Agosto 26/03: YAO TC, et al. The RANTES promoter polymosphism: a genetic risk
factor for near-fatal asthma in chinesse children. J Allergy Clin Immunol
2003;111(6):1285-92.

Septiembre 2/03: SCHMID-GRENDELMEIER P, et al. Native Art vl and
recombinant Art v1 are able to induce humoral and T cell-mediated /n vitro and in
vivo responses in mugwort allergy. J Allergy Clin immunol 2003;111(6):1328-36.
Septiembre 9/03: CHATEL JM, et al. Various factors (allergen nature, mouse strain,
CpG/recombinant protein expressed) influence the immune response elicited by
genetic immunization. Allergy 2003;58:641-7.

Septiembre 16/03: JAMBOU F, et al. Circulating regulatory anti-T cell receptor
antibodies in patients with myastenia gravis. The Journal of Clinical Investigation
2003;112(2):265-274.

Septiembre 23/03: MIIKE S, Kita H. Human eosinophils are activaded by cysteine
porteases and release inflammatory mediators. J Allergy Clin Immunol
2003;111(4):704-13.



42

Septiembre 30/03: MOCHIZUKI A, et al. The release of basogranulin in response to
IgE-dependent and independent stimuli: validity of basogranulin measurement as an
indicator of basophil activation. J allergy Clin Immunol 2003;112(1):102-108.

Octubre 7/03: CLAEYS S, et al. Human B-defensins and toll-like receptors in the
upper airway. Allergy 2003;58:748-53.

& Octubre 14/03: CHEONG N, et al. Cloning of a group 3 allergen from Blomja
fropicalis mites. Allergy 2003;58:352-6.

Octubre 21/03: RODRIGUEZ-PEREZ R, et al. Peach profilin: cloning, heterologous
expresion and cross-reactivity with Betv 2. Allergy 2003;58:635-40.

Octubre 28/03: KUO IC, et al. An extensive study of human IgE cross-reactivity of
Blo t 5 and Der p 5. J Allergy Clin Immunol 2003; 11(3):603-9.

Noviembre 18/03 : UEDA H, et al. Association of the T-cell regulatory gene CTLA4
with susceptibility to autoimmune disease. Nature 2003;423:506-11.

Noviembre 25/03: NOGUCHI E, et al. Insertion/deletion coding polymorphisms in
hHAVcr-1 are not associated with atopic asthma in the Japanese population. Genes
and Immunity 2003;42:170-3.

Diciembre 2/03: WEBER E, et al. Identification, characterization, and cloning of a
complementary DNA encoding a 60-kd house dust mite allergen (Der f 18) for
humans beings and dogs. J Allergy Clin Immunol 2003;112(1):79-86.

Diciembre 9/03: WESTPHAL S, et al. Molecular characterization and allergenic
activity of Lyc e 2 (B-fructofuranosidase), a glycosylated allergen of tomato. Eur J
Biochem (FEBS) 2003;270:1327-37.

Diciembre 16/03: CHEONG N, et al. Lack of human IgE cross-reactivity between
mite allergens Blo t 1 and Der p 1. allergy 2003;58:912-20.

Febrero 10/04: MAHLER V, et al. Vaccines for birch pollen allergen on genetically
engineered hypoallergenic derivatives of the major birch pollen allergen, Bet v 1. Clin
Exp Allergy 2004 ;34 :115-22.

«+» Asistencia a seminarios:

Marzo 31/03: Proyecto de trabajo de grado: Caracterizacion y expresion de un gen
de un alergeno del acaro Blomia tropicalis.
Julio 22/03: Células NK en la respuesta inmune innata y adaptativa.

Julio 23/03: Regulacién de la respuesta inmune.



43

Octubre 8/03: Sustentacion trabajo de grado: Aislamiento del segmento de ADN
codificador para el alergeno Blo t 1 en una biblioteca de ADNc del acaro Biomia
lropicalis.

Diciembre 18/03: Técnicas de genotipificacién de marcadores para el estudio de

enfermedades complejas.

Enero 20/04: Estrategias de epidemiologia genética en enfermedades complejas.



