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Se est1J•H6 el. e_:fecto de iiferente~ n:.icotOY.i!lF.S, Zearale

non.a, .m1:1.toxinas B
1

, E?., G
1 

~' c-2 , Deo:v:;_nivale:nol (1)cn y· Die.cetE. 

~i"1'penor('n.11.s) 9óbre el cUltivo celular de ctfücer cervico1~teri
no hu.,2no, procedente de u.~u ?Cr~or.a 11::.::n~da He~en La~e, de 2I~í -

!:JU no~bre HeT-~., :.r i:e -co'1rpe.!'Ó su efecto tobre el cultivo celular -

i::roc.edente de ·ri?':Ó~ de mono vel"\'J.e, ~!!'. (?1.tffalo 1reen !·:onkey). 

Se 8.~liC"lrOn e iferer.tes CO!".Centr?.Ci0!1'0E de ::i: coto:dn2s .. 

en distintos volú-:ie:-'.es de cH:-:etil=·:,lfó'~riclo al ·1;<: ( 2.5p?b en 1.?.Jtl, 

'.5·0pb ~n 2, 5Jt.l, 10:-i.;ib ei: · 5..i(,1, 5Ci:::;b en 25>t.1 y 100-rJ"l't e!' 50J.{_1 ~e.r?. 

'la"'s afle.tnxin?..s¡ 1.2-;ipm e.!1 1.2>{_1, 2~:?'.l!!l en ~' 4P'.'.1'!! ere A...«(!, 6'";-ri 

en f~, ~!J;;!!l en P>Q-, 10;.:i:rim er1 1~, 20}')~ en 2D.{_1, 35;'.'';ffi en 3:)(_1 

y 50c::;m en 5C.'{_;1 !'?.re. le. ?.'e8r;üenon~ y los trico+;ecenos ) el".! culti-

:p?..ra la zearalenona, 18hrs. para 12.s afl2.tozinas y 161'.rs. -p<>r:: 

los tricotP.cenos. Ia ze~a.lencna, el deÓxinivHlenol y f"\l diecPtCJC! 

.. scirpenol se a-plicsron a cor..cl'>:tr::c:'..o:.-,es a.e ·PY.• ~r li:=s af12.to:-:in~s 

P. con~entre.cion_es de :?:Pb, decic:o ~ S'.l toxicidP..d, not61dose tm~ 

gre.dac:i.6n en J.os e:fectos t6xicos en ¿::ro];Ol'ción directa a los volú 

menes y al tiem~o de exposición. 

Se obtuvo 12 do::;i . .z letal (LD50) rol 50~ de lt=.S ct.lul(;'.S, 

obeerv~ndose d.ii'erencias en la to::.:ici:lad de las ?:'licotcxir.-:i.z. la -

dosie 1etal de l::i. :z:earalenon?. •\té' de 6;y.:: {6Jtl), 1\ C.e 10-p:pb (5 1), 

G2 de 5C"l):pb (25.J..ll) y deoxir.iv?1°~o1 df:l 8"!)p::i (é'Jtl), e~ célvl'.:'.S E'J!.a •. 

Tr-. aos"!.s lete.1 en ct.lul::\s ~m.r. f·.i."i ~"'ro. 1'1 ze'.:'.rr.lenon~ ce 4"'.'".':"!1 VJ(!) 
~di= 2.5':pb (1.2J{_'.l), E~, G1 y!}'.:' de 10~.!.JC (5.ttl) ~' ch:o:ü:ni'!nle~c¡ 

de 6 T)~:'!l ( 6.i.e-). R>.ra el di?.crto::iscirpenol no fue pocible obtener 

dosü; 1rtr1 • F.i::to::.: r~t:"Ultado!' :.1~::-.c·::t"!'~:ron "':"!1'0"'."' e·.:- <'0':tibi1id::/l ~C 
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las células HeLa a las distintas ~icotoxinae que las c~lulas BGM. 

La zearaJ.enona fue la que presentó menos efecto tóxico. 

De las aflatoxinas, la Bi es la qua causó mayor toxicidad en am

bos cultivos celulares y de los tricotecenos, el diacetoxiscirp_! 

nol causó para toñas las concer.traciones de ambos cultivos celu

lares el 100?' de toxicidad. 

Las c~Julas BGM exhibieron ~e.yor suecel)tibilidad a to -

das las micotoxinas, debido a que provienen de un ór~ano sano y 

las células Heta exhibieron menor susceptibilidad a todas las m! 

cotoxinas porque son células provenientes de un cáncer, ya tran~ 

formadas. 



~he effect of different mycotoxinG, Zearalenor:.e, Aflato-
,_ r -. ~· ,.;L 

:>:ine 11¡, B2 , '\ and G2 , DeoT.¡r~i ,;a.:i.enol '(:nor.) and DiacetoY."JScirpe-

nol. (DAS~ on the cell•.llar Cul t'.l:re of hlnr.!i.tn cerv:i.co-uteri"!".e cancer 

".:J.d healt11~' ki.dney ::10 •• cey cells was studiec •. Helen La.."!e rravia thc 

;--,:•.r:-e to EeI a cells v·here the etudy was do'1.e • end the resul ts we:?"e 

(!O:::i::.:.red to the effect of the SOJ'le mycotoxir..s on cellu~_«r c1;.ltt:.r': 

Differe:nt conc.~:itre:~~'J!!S o:f t:r'¡cotoxins :n cif:err:.:J.t Ji:::! 

t~·lsuld:oxii:'!e (11.} volu.111"!s ;·:ere a"?Jplied (2.5!:ub fa l.:-'~; 5-::>:c 

i':'1 2.:'1_1; lCrT.!b in 51(1-; 50~~b in 25.>(L an<l lOOppb in 5C.t(;l :~or :1.'"l.z: 

toxins f or zear·é..leno:·~e a..."'1.d t!'i chothe cenes th ~ 2.:;;::-1 ~.~c.. -~ 0 e"."'~ ·:··e~e 

J.?;".:iü/l.ZA(_l; 2u"Q:;,/?J{_1.; ~-r.:;:;:-/t.A(_li 6~p¡r/f:>(_l; R~é:r/P.{J-; lt:.'::~:~-/lCJ.t__l: 

?C'·111Y.TI/2a.,1; 35p,in/351.ll end 50!'.!:pn~/5Q,(l. These doses were w;:o:lieC. ... ~ 

in ::i:e!:e. cell cul tu:res "in vi tro" and the eff~ct was !Z°!Or..ito1·;:;cl af

ter ?t. !lours for 7.earalenone, 1e hours for afle.toxir..s e;1d 16 hoi;r.:: 

~or tr1c~o~hecertes. 

The zea.ra1cnone, •. J)ON and·J:lAS w.ere ap~lied in : ;rn P0.d i>.

f.l:;ito:;:iné i?'l '.!,:'):)'b di; . .:> to tt· .~r differen.t todcity, a se:¡_i1ence ~-n 

t".!e offects was ob~erved ~n direct ,?'o;-ortiO"l to tl1e vo111.>;,P$ <tnd 

:::·:;ositior. tt-~e. 

~le lctiltl dc·~e p::n
5
r) v1as obtainer, prei:-e"ti·1' . ..:; di."-l'e::-en

~~s in tht;! to:dc"..ty of th>:~ :'lycotnxiP-s. ~ha~"let?l élo~'e ·~.-r ::<>In · 

c<>lls for H:1raleno:1e we.~ 6ppm 1 fo"!' -r1 (lO~ph), rr2 (5CY:-::-b) t>.nrl. 

'X!' ( 8~~!!\). 



-~~·»U 

Afli:.torl·u) l\ ("2.~-::::;ol:l), B2, G
1 

a."ld rr?. (!.O"=pti), 'DG (6;7;T.). ~cr 

·DAS i·t ~as not ¡;os2i.b1f! to, obtain tr.e letbal 1cs..e heca.us.e ~1 -in~ 

ce11s die:'i with the sn:.e.11est dose o~ l.?.:1ni'tl, 

m~ese result~ ·demonstnte less 6uscer-ti"!)i!ity of the ·:rete. 

c0 J."!.s +,o the '1if::'erer.t :ny~to.x.ins -t".0-an the one p:-esentcd. in tl:.e. 

?ro:~, the afl"ltoxirts, the \ wa::; the "."..Ost t:n:ic o::e :.n · .
r..:-t!1 cell c1.J.lti;=cs, L'1.C t:he trichot~ece:::.es, 'JAS c~_,;_s'!d ir:r:~ cE!ll~ 

lE.r dei:>t!: in tot:h Cl?l~ular cultnree··!·it:~- ::i.11 th:- ñc<:es. 

The zearsl.enone was the lees aisgreeive one., 
'.7''.1e J'GF ccUs e::-:hi"hi.tea. Tr.o-re rnsce-:--tiril~-';:· "'.:~ '".11 t.:-:~ 



" INTRODUCCION. 

1 

La creciente de~r:nda d9 productos agrícolas en nuestro 

-país h~ iinpuls!E!dO fuertemente' al sectOr a.gropecuarto a incre:nen 

ter sus niveles de 'productividad y eficiencia; queda a1Jn bastante 

ca~i~o ~or recorrer a fin de satis~ece~ esta demanda en constant~ 

au!llento, debido al crecimiento d.c::::10gráfico. Sin embari:;o, al entrf'r 

los rro,!luc~os aeropecu~.rios .ª· ser 21~acenados en forma :r:asiva e 

industria.l:lzfda dcte to·:wrcl'.? er. cuenta aus efectos en la salud 

pÚblica 

En este ~s~ecto la :'! -;:tecci'5n · oportun:?. de ?.t:;ent s2 co!1t8-

. !:linentes en ali -:-.en tos es una aci;i vide.d de· fUndarriental i:.rportF..::1Ci2, 

_ya que ejercen efectos nocivo=: er: la sf'luil. anime.l y ho;.'."l':?.na. Se r!_ 

quieren estudios -oara deter.'!!i'1Rr lH :r.a611i tud del ':roblE:;:.:?.. en ::~xi - - . -
co. Una de estas Eitu~cior.es se refiere al proble~a de cont~~i~a

ci6n de alitnentos por honeos y s~s. toxinas, e"m-ple?~os en explota-. 

cionse pecuaria.s o para. consu'.!!O hW!IB...'lO. 

la proliferR<:i6n de hone;oe ~n alimentos ::ie.l alrnace?tados 

es un hecho ba.stanté frecuente }f es un problema de e;rim i:nportan-

cíe.. ... ·. ·.··, 

· _Aunque una bu.::n::i. parte de los hongoa · éonte:nin:;!'ltes comu

nes en ~1-i'ne:1tos, no tiene efectos noc.~vos ~n· 1a salu'5. (f·'.ewberne, 

1973), ·exi2ten especies de mohos potencialmente peligroBoa 

'lue :r:ueden r-rovoc~r d '"2de un!:'. bg,ja conversidn d.el '3.limento, hasta 

una ·a~~lia ea~a de síndro~es en ar.iT.~les (Shreeve !'! al.,1975). 

;;;atoe hon!?:OS r~t6ger.o!: puP.den e jc-rcel;' su efecto a través de la :i.!l 
fecci6n áircctt?. o bil:::1 por la :iccidr.. d·" sus to:ünas (Flood '.í Fen

rl oreon, i969). 



'Genera1mente se encuentran: v.e.rie.s especies de hongoe CQn

ta'!lins:nilo; en fona simultimea un· ~.i!nehto, y uno de 101:! M.llazgos 

más frecúentes constituye el a~slainiento de hongÓs co~o As~er~i -

~ s:pp. y PusElr.ium a~p., productores de toxinas como son aflat-,g 

xinas, zearalenona, triootecenos, e.te .• en los alimentos. Dichos 

hongos se desarrollen profundmnente cuando las condiciones -de hu

medad· y temperatura les favorecen, especialmente en el caso Qe gr~ 

·nos y forrajes· con un mayor contenido de humedad, en los que se 

presenta como resultado el calenta~iento y putrefacción, con crecí 

miento de hongos de diversos g1foeros, 

Aunque estos hongos ·pueden.llegar a provocar infecciones 

micóticas en los tejidos de los animales, sin.duda revisten nayor 

importancia. las toxicosis asociadas a su :producción de toxinas. 

las micotoxinas afectan adversa.ir.ente las respuestas inm~ 

nes a agentei:; infeccios:=u:;., tal es el C!rn~ de las afl?.to:ldne.s, :ps.

tulina y esterigmatocistina. 1.:uchas son ter:noe.stables y soportan 

.ó~eraciones como la.peletizaci6n, la cocci6n y el enlatado o enva

sado, pudiendo as! aparecer en la leche o en los productos anima -

les constituyen~o un problema para la salud humana {Shreeve !! !:!_., 

1975). 

Hay evid€ncias.de que las toxinas de los honeoe juegan un 

:papel muy importante en. la pa.togénesis de ·algunas enfermedRdes de 

loe anime.les en varios pa!ees, te.las como le "nefropa-t:!'.e. !'Orcin1.1", 

en Dineme.rce, "eczema facial del borrego", en Nueva Zelanda (Shre! 

ve !! .&•, 1975), el 11 s!ndro11e estroe~nicc de orden nlim•mticio en 

cerdo~", en ~lxico (~osiles y ld~ez, 1977). · 

El nt~"!ero de hon¿;;os cono.cir:oi;i 1ue !-'Ui:>den p.r-oducir toxinr>s 



es e;rande y las reicotoxinas pueden afectar todos los sistemas del 

lrganismo. 

3 

Se disrone de ~oca información sobre la naturaleza o la -

extensión de estos problemas en nuestro· país en hume.."1os, ~orlo 

que el ho~bre, y el cultivo de tejidos .humP..iios da la posibilidad -

de !-Jt'Obar un :r.1odelo adecu?.do. :Por tanto, un primer objetivo de1 la 

tesis es conocer los efectos de las diferentes micotoxines a dis -

tintas co~centraciones en las células Hela de cáncer cervicouteri

no hu.-na."10. Fn segu.11i'..o 011;e7.i..•,,o, e:i:. c1.eterminar la dosis letal ;:-.edia. 

é'e esh;e ~icotoY.inio.:. p2.!":;. dich2s célule.s. El tercer objetivo es 

conocer el efecto de lé.s r:.icotoxinas en células anin.ales sanas. 

La r1'-.ZÓ~. :-;or ::i.o :::ue se cor..s:i.deró conveniente el uso e.e 

dichas células, es ::ue son de cffilcer cervicouterino (provienen de 

una r-erson2 llanada Relen 1§.~e, de ahí su no~tre). Estas célu:~s -

'Je. está."1 tr~Efo:!:Llade.s, lo ;ue las hace resistentes y de :na.'1.e ~o re 

12.t:! vcr.:ente sencillo er.. e:!. latorrltorio. 

r:-.icotc::inas objete de e2tv.c1io, y tld uso de cultivos ce:!.ule.re~ co

:':'!O ::-:od elo!: e~"9erimcnt::J.e::.> ¡:'!.r!'l. r::-ti.cbi:.e de toxit'ic.ad "i.'1 vi tro". 

Estgs ha.,, sj_do, 2 G!'t:ides re.seos, las rr.otive.dol"et ~· ~:le.-: 

tee:::ientc-i; orieinnles ::'..1e hm: ccnfcmP.do e:!. :r;r€i;ente trabe.jo. 



ZEARALENONA •. 

e.) Defin:.ción: 

la. zet?.!'alPnor..a, te.:!"bi~~ deno!!\il".e.da toxir.e. P-2, es tl!'l ~et~ 

bo!.::.to tÓ>:ico elabore.do por diferer..tes. e~~ecies del eberc fusa:?'i~ 

a sa.1:er: !• o~:;t!:q:cri.;~, 1:.· trici?1ct1.t!!l, .E• rró~i1:.:or·e, etc. lr.::: es~~ 

c:i es de Fuse!'iu'TI se nutren de :r.e.ter:i.e. orei:tr.ica. en e e!:corn~o2ición e.-

J.e p:zl:::.brci. z-:r-.r~l~!1Cnt=t d~~iv:::i dP. la !-'lr::nté~ !":"$-:;€~er:::~ Ze::~ 

.(':':Bi'zhr de su estructura :.u!mice.: ral=le.ctcna di:l áci!h !'E-'óorc:!'.lico: 

en=dcble lig.':'et1r? y on~.:=ceto~a. 2n no'.llhre cient:!'.:ico '?2 f-(lC !-::'..cr.2. 

::-::i-60~0-t:r?!ls-l-•mc ecedl )~-1,,,cto::-iri. del G:cico;,-:!'"fE oré:'.':i5 ce {':.-::-:e-y 

et "'J .• ; '1966)0 r.or:-.o ~'J no:n1:re lo ini:iiCE•., es UI!;:; lRctcr,~·. c>l fc:i.oo 

resorcílico, cuya f6:!::.iul:1 se cncuent~. e~ la fiDJ.l'·9- 1.. 

r.a f6r.!1ula ·condens<?E8 ele la zee.ralenO!l.8. es C
1 

POr:E,,; tiene 
- . J --

un resc molecular de 318.36 y un ~unto de fusión c1e lf~-lé'SC. Es 

un compv.eeto fe!'.Ólico •.:i.ue, ilv.::iinn'lo con luz u~ tri.=.violet~., -;;roCl.1Jce 

1J.ne. flv.orroscencifl am.1-veril.<? (3ECr..:n) 'lUe ~e h?.ce T'.'és i:r:te!'l~a CO"". J.~ 

luz v.ltr~.vioJ.eta de ond~~ co ';a (?60=:rr:) (G·illes~ie ~· Sc~~t11::, l.977). 

b) _1\.nti:.>c<:<'i er.tes hist6r:i.cos: 

Esto. '"1icotox:l.na fue re:rortvd:::. 1-'"=' :-r~.:"'E·r8 vr,:z en 1'.'l a~o C'r.; 

19?.?, ci.;a-:-.flo .:nnjercs dt?l CE'.~te medio ele Est?.do~ t'"r.:\cos ob:::n·vrron 

hir.r:reet:ro.:;rr:i:::!lo ~n cr-!'dos y lo relnciont:'.ro:i. co::i el '.'.l?Íz. 
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colaborDdores, en el ~~o de 19~6 se report6 que la cRv§a del hi 

/ ' 

/ 
i 

/ '!)erestrogenismo era la. zea.ralenonn. 

':'Jiche. toxina he. sido encontrada e_;;/ maíz, trigo, sorgo, 

avena, gérmen de trit;o, cehd.a. y ot'roE cerF?ales a concent'!'acior:ei: 

entre C.l ~' 2.9 mg/r'g= C~l a 2.9 "P!-"ID (rr.ircc:ta !! lll•• 1977), y ha 

sido aislada tar.to de ':'.a:!z esteri1izado en autoclP..ve como i::_,, ali-

rr.ento !)elete'ldo, por lo que ha :nostrado ser un r-roavcto temoesta. 

ble (?.osileE y I6:,cez. 1977). 

El hi perestroe;enis!:iO er. cerdos se he. repo2·t::iC.o en C:'!.ir.l?., 

Japón, Austra.lia, Sudáfrica, E'..l.'1.gría, Ru:::ar:.ia, Yut:os2.avi2., =:se.: oie, 

Italia, Inglaterra, Caviadá ~· Este.dos Unidol:! (f,11iroch2 ;: Ghrister:.sen, 

1983). 

Esta enfer::i.edad se he ~-resentado con ':ay·)~ freci_:er!CiF -

en invierno y principios de ~!'i""'.lavere, debido e. que E:l hO:'gc re -

quiere óe un período de terr.~eratura relativaT.ente cajo ( 8ºC ) ~~ 

~a la producci6n de .zeeralenona (ChrisU:!nsen y Kau~~s,ri.n, l9E9). 

Se sebe '1,V.e los cerdos son loe animales :::;fa c:.fect"!dot= en 

la granja, ya que cuando la zearalenona ha eido co~"!sumida oor ello~ 

let' ha rrovocado hiperestrop;enismo; en cambio, cuando ha sic.o con

sumida por pavos y e;allinm; ~v efecto es !!!Ínimo o nulo. ::;-or otro 

ledo, en la mujer se use. u.'1 derivado de la ~earaler.or.a :cei.ri:a evitar 

las molestias de la :nenopavsia ( Carvajal, 1987. Comunicación per

stin!'.1). 

e) r:etal:olismo: 

F.l períoeo C!e incubr:ci6n de loE hongo:; -¡:8ra 1" '=rorlucción 

de :>:ear!'ll1;nonR. es de 6-10 eP.~c.n;..~. Se. ha v1,sto <1UP ('r.-bios <>"!.teorr <i

dos en lR tP.11'T)enttur:;1 de incuhr·Ci.Ón 1\l<' Vlln de 8"C 0 25ºC, d'JrArtr,, 



.., . 
·dos ~r"'.'e.na.s, de_'l una alta. actividni! estrQg~r..ic::i a. ;;::::tP :n:!.c:"to:·:ina y 

ai incubarse-a' 28"0'· se produce la ~l!s alta aótividad. estrog~nica 

en ratfls (Stoloff ~ &· ,, 1971). 

Existen otros productos metabólicos relacionedos con la 

zears.lenona, entre los que tenemos. la 5-foroilzearalenorte. y la 7'

der.::d.r::i:idzeere.lenona (Bolliger y Tamm, 1972), le. 6 18'7'-dehidroxi

ze';:iral:'!ienone. (Steele et al., 1976), la 4 '5'-dihidroxizearalenona 
. •' ~~ 

(Ro~iso~ ~ ~., 1979), el -zearalenol (HaGler ~ !!J.., 1979) y la 

31-hiaro:xize8ralenona (Pathrc. et al., 1980), cuyas fÓ!':T".ll<.s Ee 

~r~s~ntfln en la figura 1. 

las difere...YJ.tes e1.1pecie-s de Fuse.rium q,ue sinteti"Z:Eln 

zearalimona lo hacen a diferentes concentraciones y te::-,rcerEtlJ.r:::s. 

F't~~F-rium roseum produce altas cantidades de zee.ralenon"" (300C-

15CCC ~:,r.n) y se desarrolla a temperaturas máximas de 2~-27ºC, ~ 

riU!!I ~oniliforme sintetiza bajas cantidades de esta micotoxina - ' . 
(1-19 ppm) a tempera~s de 12-14°G. 

La diferencia principal de la zearalenona co~par~da con o~ 

tras ~icotoxines consiste en que, dG~cndiendo del 8.l!;~al al que se · 

su."!linistr6 o por el que sea consumida, ocasiona diferentes síntomas, 

Los efectos de la z~e.ralenona en loa cerdos ~achos son la 

hinchez6n del :p!'epucio y del escroto, ade::u!s de una disminuci6n le 

la libido (Rosilea y L6r,ez, 1977). Lós machos j6venes ~ueden ~rese~ 

tar atrofia de los test:!'.culos y alare::>.:r.ie:-.to de lA.s z!.~c.ul?.s :nama;

rias (~.:irochri. y Cr.ristensen, 1983). 

Por el im:pR.cto económico que rerreEenta, la C2yor importé.;::, 

cía de l"!. zenralenoni:t ~:e debe al efecto estror~nico q_•.le -prorJuce en 

her..hr~.t> de cerdos, n:ani fest.1ndose r.or· v:: 2.Ur.'1~nto del ta~1a=-o dg J.a 



vulv~, prolapso vaginal y diversos grados de desarrollo de las 

glándulas mamarias en hembras reci4n nacidas (Rosilee::Y Iópez:; 

1977). 

8 

:Cuando ae realizó un examen :Pos'tmortein se observó enroje

cimiento en los labios vulvares y en ¡a mucosa veginal observándose 

'.ln exudado turbio blan:;,uecino, los vasos sanguíneos !'.'!'€sent1,3' -

l.'on una congestión de sa."lgre, aunque en el cérvi:ic esta. ccngesti6n 

es escasa •. En el resto del oreanismo no se presenta ningJn cambio 

significativ~ (Rosiles y L6yez, 1977). 

Finalmente, al ~1alizar los tejidos de la mucosa vaginal 

de cerdos her.:br2.s se encor..tr6 un enrojecimiento del e~i telio hasta 

de 2C células en lÍ:¡ea trar.sver:oal, en é'.lgu.11as porciones del borde 

libre del epitelio, estas células se observan con vna d€generaci6n 

.vascular y un despren~i~iento de la capa de células estratificadas 

(Villalobos y Doporto, 1974). 

La zearalenona. no causa aborto, pero puede causar infer

tilidad, reducción en el peso del lechón y pro1ongaci6n del estro 

(Chang et !:±•, 1979). 

AFLATOXINAS 

a) Definición: 

l?.!:: e.fleto::i:rir-'2 i::0>1 1.i:i cru:po de metaboli tos eecu..'1:1..arios 

" toxicos de los hone;ol:'., lo:= cti.?les $0!1 elnboredos !)Or Ast:eri::illu.s 

flF.VUS y AsTJerr-illus i::r~E"i tictis. I.<i. principal toxinfl que producen 
.. _ ... ,. . 

ee la e.flP.tl)::dn?. B1 , ~ve es lr'l T!l~s. tó:d'°éa del gru;:o, enco~trtfu,~.oee 



corr.íin::i;;~,:';c> c!-1 :.:i.'.J:i~1eT1t:,:,s. 

'Las o.flatc:.1Cine.s sor.. deri'Tfü1o:: de bis-fu.r2l'!.o-ieoc· .. :::iertnt1s, 

l;:i.s CUE'.lee se ")resenta.n en cfos series .des:i.e;nad~s. a..-f'latoT.inas ?1 y 

derivace.s y afll'.'.toYinr;>.s G
1 

y deriV?..das, as:! ll~adas !=O!' su cr.:ra.c

ter{r:+.i C"". de -producir fluorescer.cia e.~·ul {l!lue) o verde (Qrce~) 

bajo la lu~ ultravioleta (F:.gura 2). 

b) .:'...~tPCPdertes hist6ricos: 

9 

Les e.:1.Ptoxi11Hs ri;c:.oieron este nombre por Si;irgeent. !.!:_ tl•, 
en el ~~o ce 1961, co:;.s:!a0~frcor:1?lPs :neta.bolitos del hor.i:;o ~.!:n:er¡;;i -

lli§_ fle-.c;.s. :Sl nonbre les:'.\:.e ñ2.ao :::or su origen t ".:OT sus ~rc:::-~.ci'.!~

a es t6:dce.s, al a sEcu'trírr: ele::: cor-.o i:;gentes etioléeicos de Ja enfer

:r.ed!?C. r~ue ·~::;e.reció en IncJ.Ht<:Tra E:If 1960, a ·1a que se le d:.ó' el nom

bre ce "enfer:c2d2.C. X de loe ;:::.vos" (Goldblatt; 19€9). 

Sin err:b?.re;o, los !Jrimero2 trabe.joe re~acionzdos con est2.s 

sustenci:1s fueron public!:!.dos en el e.ño ·de 1953 :por Baker y Je.c::uette, 

~uünes re!)o!'taron una enfermecp.d de ei;io:i..ogfa. d;;z;;~cide e i!lfl'.lr.:-_!" 

·ron ~ue loe ~ri~eros brotes erarecieron en el a.~o de 1950 en los 

:r,:rir..ci:¡;:ales crie.deros de pollos re.rfl. eneorda de e.leunos lu¡r.?.ree de 

Eete.dos Unidos •. A e¡ita i;nfcr:: ede.é!. se le 11.mnd .. síndrome· hemorráe;ico 

dé les ev~s", debido i:. la :!)rf;)een~1.e. de hemorregie.s ,::etetluiales í"'.1.!l_ 

tura de ~e,ilares sanox!neos), er:. di vereof! 6!'eanos. 

Estos est1.:.dioc; fu.eren cor.tim.u:1dos por otros inv<:>:otiee.do 

res, y er. e! n?'.o 195~, Gra;; observ& ".'~uc, ad ryr:~s e.e 1~ !:.i:P:orrneii:.z 

se ::r1;-sí!:~tr-.ba."'l en c~:ie y lei.,ce'.'.',fC'. Wmihko y Musfuatt c::::n el e.ffo 195~, 

( en Forgaca !:!i !J:. , 1962 ) , hicieron un estudio detallado 



Cl'lt: :l:i ;:·o-to?. e::::'e?'::' ... P.c'l"'.rl ...... ·ne en 1955 c·\'· .... ao 1"or"'.'l.C"' et ..,1 ~r ' '':-· • u;.--.;.....•,.-.:.;: 
5al-::;ro::< el ~;::,el :¡ut- tie~ert e.1;31.:r.~s· r.::\.cotoxir:.es ·en· la ::;roüucci6n 

de este, enferrP·~r:.d !".1'7.orrf.ei.cn d s· las aves .. Sus trabajos posterio

res de~ostraron 1~ relaci6n existente entre las ~icotoxin2e y el 

sfo:!:-0:-11: he:.:o~::\'eic·::>; algu.l'!.os .de estos trabe.jos consi.=:tieron en -

~eproch-:.~ir en el 1°.b9retorio co:icliciones de campo y ?unque los T.,!;. 

sul tea o!? obte:üdo!" f'.i.P.ron al.::;-.,¡nes •1eces diferente~, se coc:cluyó -

'.J.Ue P.>:istía el:;u:,.'le. re12.ci6n entre esta enfe;rmede.d y le r,resenc:i ~ 

5e :.iicot-:;xinas. 'Sr!tre los hongos ai-::la:los ee encontr2.ron: .~.s--=er"'.i

lli1, fl!?.V'J.S, A~~erri.ll.us clave.tus, ?enicil 1.u-r _s~, ~e"i dll~t,.. 

'."'1Jb'!".1.:r., -r-aecilr.111.ces ve.riott:i y es,ecies de Alte::-n?.ri~. Cu"-.!'ldo ºse 

ai"Sl::oron estos ho~e;os de ali:r.entos hLbedos que no cor..tení::>.r.. cocc,i 

c.i.ost~t:!.co::: ni w.tibi5ticos y ee :i.ncuberon- a·ternperatur•1 ?.:~,i:iente, 

pro1ujer6::1 s 1J.stancii:;io t6:d.ces. a p?..rtir de a:pr:>Y.i!l'.ndr>.-:-:<?!'1.te li:<s 

2.1hre. h~sta el se:<to día. 

:?or otro lad.o, en los Est!?.<'l.os t'nidos de Norte'l.·~Arica se e;1-

contr6 {Fore2cs, ~al., 1968) 1ue bajo condiciones de ca~~o, las 

aves de 4 a 7 se'.'!:?ne.s son les m!is e.fectad.0.s; sin e:r.b?rt;:o, se -pre-

sent;;:!'on ci:isos de avee de 2 hasta 12 cc:nanas de en;:iil, dependiendo 

de1 grado de húmedad de la cama (lugar de cemento con paja donde -

están las avP.s). 

Foreacs ~ al., en 1962 aiF.llaron en condiciones de la~ 'r?: 

torio, hone;oe a e lue;P..res a onde se pre·e1mt6 el "S:!r.droi:le hemorráe-i

co de las aves". EstoF. 'hongos proliferaron ré.pida:uentP. en .el ali -.· 
!nento ·1ue se encont?'aba en la cama húmeda de les aves, for~ando 

sustancias t6xicas. 

Asplin y CP.rnP._:~n:-i, en .1961...e&:tud:j.a.ron los efectos t&xi -
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coa d~ &lgl.iilas ra1ootoxintuJ on patitos y pollitoo. Bro~, ~n 1965, 
aeílalcS loe draf!.oe que ee prociuc:!en cm ol b!ga.do de aves intoxica -

das con aflatoxinu. 

Por algÚn tiempo ee considero que Asper_gillu.a flavus y 

Penicillum pu.~erulum estaban inVoluore.doe en la produoci&l de a

flatoxin&l.S (Pippi ~ .!!•, 1980)J actualmente ee sabe que las afl!_ 

toxinG.S son producidas e6lo por Aspergillus flavua y Aspergi.llua 

para.si ticua. 

El Aapei"'g;i.llus navua pu.ida looaJ.izn..-co en loa corec.1.ee 

(Shotwell .!!]. !!•, 1969), principalmente en maíz, trigo y o.rroz, 

que eon los granos más comúnmente contaminados (Krogh .!!! &·, 
1974), en semillas de algodón, cártamo y copra (Kregh ,!!:. !!•, 
1970 en KF<>gh ~ !!•, 1974) y también en los ca.ce.huatas, paatas 

de coco y on todo tipo de nueces y pifionea (stoloff y DSlf1ilple, 

1976) 9 etc. Fllede crecer en toda ole.ae de materiales de origen -

enimal (jamones y otros productos cárnicoa), en vinos, quesoaj -

etc. Twnbién, se le he. observado en insectos, incluyendo gorgojos, 

y aJ.gune.a veces paraeitando a las abejas (Christansen y Nelson, 

1976). 

Loe factores que determinan si crece o no un hongo, son 

el contenido de humedad, la temperatura. y el tiempo. Para que 

AsperQ,llus fl.avue pueda producir a.ne.toxinas debe estar pneente 

~ cultivo puro; en caso de que estuviera acompaffado por levadu

ras, hongos filamentosos o bacterias, habr!e. poca o ninguna pro

ducci6n (Christensen y Neleon, 1976). 

Estas toxinas puoden estar contenidas dentro del micelio 

de lP. espora o pueden ser eecretadtUI hacia el euetrato sobre el 

cual. loe hongos ee desarrollan (Pier, 1973). 



l. ca.~tided adecuada de carbonidratos en for:t!e dis~oni -

b'le. o !0€(3, . el S"'.1s~'!;o. 

2. Humedad rel>?.tiva. tle J.C a 18~~ en el sustrato. 

tima. 

4. Dispo:ni bilidad de ox:!geno en el medio·. Eajo condicio

nes ncr~P-les el ox!geno no es un f~ctor limita.~te. 

5. Un pF. relativ~~c~te elevado (9.0). 

6. La es¡::ecis y ce::a. de As-cergillus fl~~rus o :'.!'"-:::::-:"'.iL'.::.=: 

. P?rasiticus invasor. Sólo cierte.e .cepas son :potencialmen.:00 :produc

toras ~ae toxinas. 

Para su idt?"'ti ~:i.cP-ci6n en q lailoratorio,l~lS !:'.IT<>"'.:o)::!,n2.s 

se separan :por cromatoeraf:!a de ca-¡Ja fina {CCF) y se co!:i:paran con 

. los": est~nderes. de ·13 t!:~l<'toxinA.. pur.<i •. ·.!!ay auerenti::s fr-.:.ccione$ 

cromf'.to:.;~fices, ti:::.les como B
1

, B2, rz.1 , G2, !1~1 , !;\,, .. B2a, .G:¿g_ y. P
1

,· 

en planos cro:n"\toe;rf:.~: C·)S, 

Son ~o1.u'Qlo::s <:·n clor_ofo1··10 y termi:>estPbles; se de!"co::i;:o

nen con la lu?, ·nor.,lo :¡\V? deben prote[:erse eiJ.P.~:tfo,'1ol-s en envfl

ses oscuros y eñ coneelr-i.ci6n •. 



.le._;_u;.:refd.6n ñe 11". s!r..tesis d•: J\~ll:;..i:.P.ne::ij"!'l"O r; nivel cel1.~1e,r {:r.'ucR 

y Oswei,ler¡ 15176). De esta forme, é)dete una i.~1.bil:i6~-·en .la. s(n ..... 

tesis d~ ~rote:!nas, especialmente:? en el teji(I() hepiti.co, 'lo que 

-provoco. deeeneTeción erasa y necrosis hspátic~1 como primeras lee:.!?. 

nes. p·simismo,~e presentan ·tras~ ·en. el desgrrollo normEJ. -l"" 

de la inmunidad aa~uirida. Cl!nics:r:nnte se ocservs UT! cu~dro ~oco 

!3Ugestivo, aunque ~e:.io.rrae;ie.s é;en~re.1i~M?s ~e ;re~~rtr~ con fr.,; 

m1encin (Hooá. y !Ienderson, 1969; Shreeve !! !!;!., 1975). 

I·a afl?.toxina :a
1 

es le. m~s tóxica de las cv . .:;tro, tiene 

. p!'oi_:iedl:vies carcincfeenas y es ca::,ia~ ele producir her,etomas en r0-

ta.s, cu~·es, re.tones, hrunsters, trucha arcoiris, etc. ('7oldblatt, 

1969); esta afletoxir-e tiene la fói-~ula estructurql ~reser..te.Qa er

la figura 2. 

c) Ketabolisrno ; 

·Cuando las e.na-toxinas son administre.das a a..."1itr.ales, el 

. ·compuesto puro o sus derivPdos a~arecerán ·en la orina, las heces 

fecales y la leche. Experimentos lleva.dos a cabo suministrando u..~2 

sola dosis de ~flatoxina B1 radioactiva, de~ostre.ron :ue la rata y 

el ra.t~n la excret~..n en 80 y 90<J' respectivament.e, en las :!)rimeras 

25hrs¡ en estas especies, ~S rutas biliaT y fecel son las de ~a

yor excreci6n 1 o sea, ·representan m~e del 65~ ~ei total excreta

d.o. El resto es excretado a trav~s de l<t orina (Wog:3n, 1969). 

Sa.whney ~ i:il., en 1973, ex-peri~entando co'.'1 C:'llinr>s pn~ 

C.or:c.s 'if.·üte I·e~horn, establecieron que lás afl<ito~·in~'° o CU!= '!'.Gtr.:

bol1to:;- son e.l.i~ina.do~, r.rincipnlmr:nte, e. trav~s di: 1r:i.• excr<.:cto -

nes 'ti.li.,.res. 
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FIGURA 2: ESTRUCTURA QUÍMIC/\ DE LAS AFL/\TJXHiAS • 



J:rorla"lf. y Cardeil~.?c (1975) i.~;-,-qct2.ron 1 en la vena de it"llina:s 

::tnesteriadas y con loe u!'éteres y conductos biliares canulados, 

ufl2toxinas ::iarcadas con c14 y veri..ficaro~ que Ía ví.a más ii:tpor

tP.nte ce excreción era la bilis. Las cantidades_ eY.:crete.de.s por 

lt:>. bilis, ori~2. y co~tenit!.o intestb1al, '!T!P~tuvieron 1..ma rele.cicSn 

L'onstante d~ 70:15 :15, respectiva:nente, en tu: :rer:fo:!o as observa

ción de 315~i~. Ta~~ién, mostraron ~ue en el h:l'.eado, riRÓn y m~d~ 

lo 6~ea se concentre ~!.s la afletoXina 1ue en el enc~falo, rrruscu-

1o y ¡:rE.s:?. corpor<;>l. l<? concentración radioactiva e?", estos teji 

oos, y su liberación en el r.las~a, ~rohable~ente afecta las con 

ce~traciones en la bilis, d~s~~~s de 12 se~araci6n ~el plas~..a ~ni 

ci8.lrr.e~te. Lo:: hellaz~o= de radiactividad en el cm:tenido ir.tes

tinal, tambi~n in¿ic~ron ~ue l~ aflqtoY.ina se eli.mi.n~ ~or el ·in 

test::.no ~o~o ruta e~cretora • los mis~oe autores esti~aron 1ue 

si el C-17 es el ú..~ico c2.!'bono de la ~flatoxina eli~inado como 

co2 ' entonces Uil G~ de l<l ::rf'l:'!.to:ün".l. 'lt"ministrade. es eliT''dne.:'.'a 

~or los r,u~~ones • 

. Se ha demostrado (Se.v.t>.r..e~r rt.fil...,,1973) e::. l?"ves 1 que las 

~=-:1.?.to:-:in!Js se difu."'!C.-:=n -;ior tor!os los tejidos cor:;1JT?les, y tie

ne!l rlpidu absorci6n, pero lenta elir.Jin~.ción. El :Pr:i-er d:!e. el h.f 

:[;::?.:'lo, loe 6!".:~r:oe re'?ro¿uctores y loe ri.ñones ti~'!"'"~ vna elevada 

t'c:..centreción de af'lato:rinas, lo cue.l es· fac:tible. ;:-.J-r.cn~.!' .se debe 

al rapel r;iue juegen estos 6rge.nos en le. elimine.ci6?I ,3 e le.s toxinas. 

Siete d:Í.9.S des!'ués del trat?-11'.i.1?.nto,, .~n 70.61' a.e 1.e. dosis .admi -

nistrad:::. :1rn recupEra.d:?. en el excre::i:?nto, lo ':).Ue 1'.)m:e en ev5 den

cie. su ~sl'..'D.::-~ eli':lino:.-::i6~. la alta concentr::i.ción en lr>.s p8.rtee 

~1ti;riores de los a:;:a!'nto::: di.:;eEtivo y ci:!'"c\.Ü!?.tori!:· ;e las aves, 

cc::-.o son los i~luvie:s y el ~roventrículo :-'li.<Sctlla:r ~u5i ere una 1!;_".'l 

tt? ~.b;:o!"ci.Ó;, yo!" e:"'!:IJ!! !?P.¿-'!ento"' del r:::'."rri.to dige!:tivc. y circul::.tor:l 

~ i"lti:·::Uno ·:.1;r:t:!'6 n~" '!'!".l.t"- "o:·:ci::~1t.;-·1ci.6n de 1r, ~<:ixi!'ln ci ·bi~() 



la b:li~. Estos r~~ult~do~ denostr~ron que todos los comµonentes 

del h1<'7? y ..,e!'tes co~o::stibles de la canal, conte'n!an diferentes 

co~c~r.t~cionei:: dr. e.fl'lto'."b?.S ( Sav:hney !:!'._ &·, 1973). Ia prePe?:.

cia de 1::. toxi~a en músculos esq_ueléticos de ez,llinas ya. hab:!a .o:'.. 

do re:ro:-tnde. l?!'lterior:nrnte (Va:c Zytveld tl ,gl., 1970). 

?'.ab;oe y C'!'li:!=ley (1973), en ur. e:q::eri'llento de 14 dfas <!e 

duración, i?:.tu'r.e:!'on el ir,luvíes de >:-ollos para eneo!'dt>. y lue¿ro -

los i~~o~:cc!'or. co~ aflatoxina marc~da con c14 • Los resultados s~ 
ñalP..roi: ·i,U& lc.s P.ves retuvieron lP. c1 ~cin:a :parte. de J.i:. ClosjE ~<"c·t-

~ .· 

r.iet!'::·:'-. y Et:. é!i2tribuci6n fue la sjoi.iente:ll!Úsctl3.oe pecto:ra1ea 

31.77~, :núscu1oe 30.63~, molleja 12.52%, eangrc 11.04%, hígado 9.83~, 

cora.z6n 4 • 3~ • />. !=ElERr, de estos ha11azt:os, los ~::.;.to:r>rn cor:si-

d'"rsror: -:ve :r.o htAbo efectos t6'.:{:i.cos en los pollos di?. ene;orri~. 

Es bien SB.lüdo 'l'J.e }as ane.toxine.s influy~n sobre la sí~ 

tesis de proteínas. F.ntre los inv~~tigadores ~ue ho:.n demostr~~o -

estos efectos se encuentr2. ::lr:ti tn {J S63), quien ot:s"'rvó o_v.e 't:?-~es 

concintr?.ciones e.e eflPto:r.inas B~; n
2

, G
1

, G2 , inh:i1::!.:?.n 1~, inco!'

roraci.Sn ::le. leu.cine. marc!' .. da con c1
.i: a la proteína. 

En una. revisión he,."'.a por Woe~.n en 1S69 sccrE les e.fectoz 

CÍO 'yÍ:: :.e os de 18.S, efla:j;o:x: '".1'.'~ er! ::;n:!.r:mles 1 1!1encion!1. ':<_He l?.. <-fla-

to~in~ 7., cR.uea serias aJteracione~. en 1~. eír..te~is !Jrotr:ica y de 

ácidos r.u.cleicos en el hígado, cuanao son e.d:iinistradas e. r&.tas. i>n 

dosis elev,,,.das. T·a ir,hibici6i~ de le. s:Cnte<iis del AD~! y ARN nuclea· 

y l?s rilterPcior.E·~ ª"' la t:rP.!'1EC:ri!'ci6n C:"'r-~ticR, e;~·rec<?n inmedia

tr.irr.ent<: -:e~:-u~e c1.e :ue el co:nrue=t.o e!: t"ilrninü:trl'!é!o. 

' , 



-..., 

0.E>Éfii'l" de imi:;. hor,, de ·1a· inzestidn iSe a.fJ.atoxine., ya h"': inh71'i

ci6n i" e lP :"íntesis. ~rotei ce "in vi trn" en l;;;. incor!'or:;.ci:fo del 

~cidc·or6tico (factor ne crecinien~o r::-ra_mucho~ :n'1.croorer.n:rnoE 

y útil en la biosínte~is· de ácidos nucleicos) en el ARfi, mientras 

que he.y .i.~hibici6n c'lel BI:!'OVec.hamiento de 18. J.eucinP en la rrr:tefr:" 1 

0 sea., que no he.y i ..,;.-ec1i:nento en la inc;orroreci6n del ácido ::-r6t~ -

co en el eru:po de m1c1e6tidos,pero d hay U."1F!. ma.rc~da inhicici·5n 

er.. la ccJ oca.ci6n de los nucle6tidoe rrecvr;orP.s en el t.'i'~ ~uc,::-'?.r. 

Ios resultr-tfos ir.dicr,;:r·on Qtie hubo U..'19 inhibici6n er. la L?''.-r::i::-

1)".er:::si:t, ln ún: ca endrna que actúa e.r.t:r-e estos cos e~taé'i::>::. :o~ 

e.titares ~:;~ie!'en la sie;uie':lte sect1e.r.C'ia <Je eventos, en Bl CU!'!:O 

~.~ le. :l.ntozic?.ci6n con aflatoxina ~;_ : a) la afl2.tox:.nH, d,-,s::,_:.é::: 

d~ er..trar en 22.s cél'1l"'S heráticas, penetrFJ en .el r:Úe:leo; "::·) se :'. 

ne CO'l el ce este rr.od0, inhibe 12. ARi'-poli:nf>!'=·!>:=.; e) ;~•.1-

~e J::i. sí_Y\tesis del A?N; d) le. inhibiciór: r.:l.el AR:--:.i!:;,s'.' ~c:rc S7 rP.

fle j::i. d ·2eru~s de 15 :n:'_Ji.vtos, en le. re~irnción de ln. s ínti:;s.is T,'.!'O -

teica; e~ 11:1. contin•Jf.'.d?.. re-d-:.lcci6n d<- la r,ror11;cci6r.. tle A~r·-::r::-:'Of' ~~ 

ro es la cnusa de le :--~rdida de la sra-:-!ulaci6n de:!. retic'J.lo e:-do-

plásr.iico • 

. A ~esar e e ser ace:ptade. ccmo un hecho ror le r.1!:'yorí::: -: e 

10s investie?.cores, 12. e.cciór.. de le afl:::.toxir!a co:r.C' i~::-.ibit.:!or ce 
la A?.N-poli:neresa, en los estudios hechos ror }~ine y Nicholsoc 

(196~) se obE.:ervó J,ue 18 i;,fJ.'3.toxina B
1 

no t'..~·,ri:. efGr::to er:. ~a s~:::

teais ª"'1 A:U:. 

'l'RICOTECENOS, 

r 



Sto.ch:'{botr~·s (!:'rain et ll•, 1946' en Rodricks !1 !l•I 1977}. · 

Los tricotnce~os C".l?:'.tiene:l c0.!'bÓn 1 hidr6e:eno y ox{ee!'.o. 

Son estructu.ras q.ue ·tienen 1.1.n siste!!!?. i':.e <inillo 11.P.l!'s.:1.o tricote-

c~-r.o, co•r.:rrendj endo •J.r.e. f:?.'llilia de ses:1v.iter;-~.noides estrec!::;_.::~r-"

te relacione.d?.. To·fao; cstea toxinas que ocurren nsl;uralmente cón

t ie""en un enlé.ce olefí:::ic0 (do"ble eT'.1:::.ce :;.'.le poseen en s•.:. !!!0léc~: ... 

le. las ol2fin?.s o !i.ic7!'oc8rbU1'os alif:{.ticos .Y <::JcÍ~icos '.).tJe corres

ponden a 12. f6mula eenern.l G,,,H,J e!'l los ~-9 1 10; :=~emr!s ti·.r.<-r. ~,.?' 
.J. c. 

sru.;o epoxi en los C-12,13, mismos ~:ue r,ueL~~n S€r C?.rP.cte::-iz::-}os 

co:no 12,l3 e:¡:oxitricoti:cenos; bio¿;en~tic~-:¡ente,s<:m ·~e~:!Y:.~os <'"-1 

fnrnecil r,irofosfato _por r:edio ·de un p:?"oce:::.o :ne incluye \.'."'2. ~o -

ble rr.it;r"l.ci6n 1 1 2 met:E {Jone y LÓwe,. 1960· en Rodricks il ~., 
- 1977). 

r·) l:11tecea <:nt~s histór~.cos: 

lof' p:t'i:aaroo com).'.'ttestos· de tricotecenos aislt".dO!':l fue!'i:>r, 

las verrucarinas, cuando se trataba ele encontn:ir sv.str-.nci.~ anti 

bi6tice.s en 1946 (Ere.in ,tl &•, 19~6). El die..cetoxH'!cirpenol(DAS) 

fue el primer ~7ico·~~ceno fi tot6:x:ico· aisle.do {Erain et Rl., 1?46 

en Bodricka ll .!!•, 1977). 

Dado ~ue los Fuearium y ot:?"os r.oneos afines ir1fectEn 

importantes productos ~limenticios, eF.tos se asociEn con intoxic~ 

ciones de hu-:ianos y de a"limales en toclo el mur!.do (•::oror.i.!1 1 1891 

en Rodricks .!! .!:l•, 1977 ). 

En los a\?!os de 1942, :princi!-'olmente en 1944, ;:>.1rededor -

del 10% de la t>Oblr.ctcfa de Crenbu~;:o, cn:rca de =:ibPria, f·1t! l'fec

tnda ,or. :?!icotoxinas del :ni jo, triec y ce'hi:v3.a que !rn."nírm 1:ido C<.1-

rr.:--c:en~d o:=i como provi.si6'1 oa j'¡l:'."'C·nto ~:-irn. i>l irvir·:rno, To;: f:!Ínt;,;. 



r::e:0 : .. J.'2!'0'.". v6·dto, i".':flr-.c;,cción rle ~i::l, ñir-.rrea, sr..:;i·~".!. ~ecréticr. 

(i·~fl::'.'1.o.c:!.én ¡,· ::;o:s:te:-io::l~.f'!'te mu"?rte del tc:jii'!o l:c~.J. tzniio en l!:\~ 

e."!!{~de.l:::s ·o ¡mrtes adyac.entss), septicer.!ia ( invasiÓ!'l de bncterias 

er. la P::t...,~c) y ~r:ot:>::!ier:to de la --:~dula ósea. J.. e~te ti~o de in

toxiceciÓr?. se le dio el nombre de uneu..'da tóxica ali!!'.~ntaria" 

{ATA) •. ~.unlue una investi5HciÓn FOsterior había dnnoi:trado la !Jl"! 

~encía de U..""l ,ro'.!ucto esteroida.1 derivaco de Pusar:.u~ s-:orotri 

chioídes ~/ de P..:•;Horiur.. ~, se h~ de:nostrado ::u.e he.y tricotece-

,nos prod1;cidoe ~or dichos ho::igos (Ueno ~ tl•, 1972 b en Jlodrioke 

.!! &·· 1977) .. 
~!1 1931, se cesarrollÓ en rcrania {U~SS) '.lt:!'l. in:Ooxica 

ci(:1 r-.:-.eiva 0.e cr::.h::>.lloe, cer(lo;;, e•res !' 1:-ecerros; se rec1ii;:rd?..!1 

casos sí::.il::;.res e:i: '.Si.1ropa. ~entral (::~.roC~<J y ::'?t!"\re, l9'7 3) • ! OS -

:9!":.nci ,.-:.;_1~s sint"~"'S :'u~re>!! shock, esto.'l'?.ti ti:::, r..ecrosis C.ér::'lice 

:r heffio:::·ragia., leuco:penia (ilis!7!:!.~u.ción C.e leucoci"~o:.:), desé~·d.:;no::: 

r:e?:'Viosos 7/ :··.uerte debida a f?.llas rr:s::iratorie.s. Se s·.: ·:·J 1ue es:~. 

intoxi.ce.cién tHvo relación con Stac:"!;:rhotrys. e.ltErnens de :forre:es 

mohosos. 

Sarl-:isov, en 1947, atribuyó 11. :.:tachybotr;= a.Heme.ns la 

causa do una enfer:nedae. fe.tal 'tue afectó a las ,:¡alli..>1.:?.s C.ur8.l'l.te 

los años ve 1940 a 1946. Se ~an re~ortedo brotes epidé~icos de e! 

te tit:o de into:-:icaci.ón en ::::.mp-íe. (Palyuaik, 197? en Rodricke, 

!! !!!.•, 1977) • Al i.;r.w1 :_ue en el caE:o del :r=i!:ci "r:'io tóxico de 

lo. eetaquibotriotox:l.cos~e, ya ae llan aislado derivados macroc{Jl.! 

cos de dialactona de la fe;-,ília ce los tricotecenos (Eppley 1975, 

1978). 

Vn~ enf~r:::edad etiológica=-ente desconocida que afectó a 

caballos, se d~s2.1·ro11ó' d-u:r::i:'ltc -::ur.hr>.~ dP. lns c~ca'5::i:; '::~=~e.s e!l 

10 '.'··"'····rJ··.·.c•.o. ¡¡,,_. ·1~..,airo -~ .. ~·1 e ,,, _".,., .... e '1" J~~"n ,.,.~r:l.· "'h1· 
-. ·~·1 ·"'"- ... ' ·~·· ·-· •• •,J. J •• ~ ···~ \.-·l...· IO;ll '3. 
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Ichijo, i970 en Rodricks ~ !!•i 1977)~ Este provincia ee conoci

da por sus criaderos de caballos y cultivos de frijol. Durante el 

invierno, loe caballos son alimentados con vainas de frijol secas, 

Se observ6 una alta incidencia de la enfermedad desde el invierno 

hasta inicios de la primavera, curuido se usaban de alimento lae -

vainas de frijol, siendo loe síntomas de envenenamiento, convul -

ei6n, movimientos cíclicos, perturbaciones respiratorias, dismin~ 

c16n en el ritmo cardiaco y reflejos retardados. Del 10 al 15~ de 

loe caballos afectados murieron en período de 2 a 3 días. Los an~ 

lisis de laboratorio han demostrado un alto grado de contamina -

cicSn en las vninae por el neosoleanol y la toxin:o T-2, que son 

producidos por honsos tales como Fusarium soleni (Ueno .!.! !!.•• 
1972 a en Rodricks .!1 !l·• 1977). 

Otro tipo de intoxicación animal que se he. reportado en 

la literatura rusa, aparece correspondiendo a intoxicación por -

tricote cenos. Esta enfermedad, "dendradochiotoxicosis", fue cau

sada ~or productos alimenticios enmohecidos con Dendrochium !2,!i

~ y ae obeerv6 en caballos, ovejas y cerdos. Se sabe que l?• ~ 
~ es sin6nimo de Mycrothecium roridum 9 lo que sugiere que 

los com~uestos macrocíclicos roridinas y las verrucarinas son loe 

t6xicos en este caso. 

En el verano de 1923 1 en la Rusia europea, se registra

ron da.fice en la producci6n de cereales causados por Fusarium !2,

~ (Dounin, 1934 en Rodricks ~ !!_., 1977). Además, el pan pr! 

parado con centeno mohoso produjo, a quienes lo consumieron, v~r

tigo, dolor de cabeza y v&mito. En loe Es~ados Unidos, 1929, in -

formaron sobre casos de íntoxicaci6n por ingerir cereales mohosos. 

Publicaciones mt1s recientes reportaron serios problemas en Illi

nois, relacionados con la ingeati6n de maíz mohoso po~ el ganado 

(Gilgen ~ .!!•, 1966 en Rodricke .!! !_!., 1977), y se investigó un 

principi.o t6xico de Puearium trícinctum, aislado de mafr • l.h{ -
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lo_::rr.!'o:i ?Ü-1.!.'.r l"' '7:-incip•ü "!:o::in" P.r: fer::: cr:.ztcli!",r· 1 lr cu'il.1 

indv.jo sevP.ros e~e~E>.::.< y he"!or:-n,:::i8e intrad~ices cui:i.!'!t'lo f110 a

plicada en la piel de ratas, P...~8~isis ~steriores·~ostreron ~ue 

~1 agente t~x:!..co ce.•J.sal f•.le lA. toximt T-2, un tricoteceno. 

~n Zapón so·:i co:1oci:'!.oe er..venena::.ie..TJ.tos si:::ilarr-s caus.€: 

dos por cereales e::..,;ohecidos (r:er..o _!! e.1..., 1971 a en Rodricks .!!! 
!!.·' 1977). El ~oh~ rojo o nrofia del trigo• es· bien conocida eo

"ino une. enfermedad de -este cer.ea.J. y del mijo, sven&\ y centeno. 

D:i.che en:feri!!eda.d hr canse.do severos r:::::"'oE 2. lo::: cu!.tivos 

de cere2.les e!: rr:uchM s~os ~r he. 11.et¡Rdo hF.. afect2r im ti:rcio <3.e 

la producción a_~u~l del país. Si estos cereales ~ohosos so~ us~

dos co:r.o alirr.e'.'ltos para hume.nos o .co~o forrajes, "CUede desar:!'o -

llar enferr:edP.des severas. Los dnto-r.as ir..cluy<:r vó..,.:. to :' die..z-r~ 

?. e!l el ho~bre; rech2.zo !?.l 2.limento en c2.b::=.1:os, ·c.c!E:::;é.2 de con -

gesti 1n O he!!!Or!'fl gie, en ¡:ul:nones 1 zl6.nd.ulas s-.1.::;rar::-r:r;f'.lee 1 :.r.te.:.:. 

tino, útero, vaeina y cerebro de los ~~i!'!".::J1.P-S. :::stoE "r)~o"cl?.·:1~= 

est~n estrechar.Lente rslacion2.a.os con é::,::.ccc:.s de fuertes J.luv:.?.s 

con clima fr{o. ~ 1971, iuvest:!.g<:.il.orc:o CO!!:C ~i:>r..o revelaron -:-_ue 

los tric::tecenos t6xicos, te.les co'.'l!o el nivEle~_ol y l::. :\:sz.re!"lo

r.a-X de Fusariu:::! nivRle, pedí~~ se~ aislados a p2.rti~ de la ce

bada :-,ohost:'. (':'a.ts1x:10 tl al., 19613 en RodrickS ~ .!!•• 1977). 

Con estas consideraciones :hi.s-tór:!.~as ~· et!o!.'5,:;ice.e, 

:!.:;_s ::.r.tox:.cucior.es rr..encionadas en hu."!lar.os y en animr;.11:'~· ·.:1.ti:cl .0:~. 

ser e.tribuidas ~ 12.n .~icotoxin!;'.'.l de 1:.:: f~-:i:.J.ia 12, 1~-':-';-ox:. t::-i-

~otec~1:() ( Uer:o ~t ~.1., lS?l b. en Rodrtcks et al., 1977). --
e) ~·<Jtnro15!"-:o: 



~?.rce.ea ~· di: l?.. to>:i!".~. '1'-2 (rti>no· ,;,! tl•, J.S71¡ Ueno ~ tl• • 1?76~ 
han sir.io estu·1iados. La fusarenona.-X inyectadal'subcutd'net1n:ente en 

ratones, fuP. :r?.~id?.m<J:-rte; !?..'bso!'bida rii>l sitio ami.de la inyecció:-, 

se a¡:iltcó, distri'bv.yér..dose en h:!e;edo, ri.?ión, intesti..>tos y otros 

6rg8nos de estos animales. Alr.ededor del 25% de la rndiactivi 

d~.d tote.1 fue eliminade. eri. l~ orina en -noco :nenos de 24h:r-s; lR -

toxina T-2 ~qrcada administr~da a ratones y a rataa fue distri -

buida al :iíe;ado, ri!:ones e í.,TJ.testinos, eliminándose ~rir.chJalmen_ 

te e~ le.s heces. Uno de los co~~ue~tos radiactivos en l~s heces 

fue ident'ificado cor.:o toxi'!'.1~ =:T-2. V?.rios ex¡ierir.:entos cor. sub -

ft·acciones de h:!'.ee.do de r2.ta revelaron -::ue le.s toxines fttenre=:o:-.!_ 

-X~¡ ':-2 fueron die.cetilet?das er: el .C-4 ~o·c ester:!.2ción ni-:-ro::o 

:;.al, -.:rodv.ci-=ndo las toxinas '.1ivalenol y 3.T-2 (fi,e;u=a 3), reE';<>E_ 

ti va:rcente ( C:!:t a y U eno, 1976 } . :;:;stos h?.llazgoE ir:cl.ic:?.r.. ·::ue 

son rnet::;.rolizados por enzi!'!'.'?.S del h:!ee.do dectro de :;-roiluctos die. 

cetil"':t;i;,dos, los cnqJ.es sor. i:;li!ninados en las heces. 

I·e. leuco:pe~ia es vno de· los s:!ntome.s ;r.!fo ca?:"acterísticos 

de la enfer.,1ed2d d·enO'!linai:e 11 Aleukia téY.;.Cf. aliment"'.ria" (!-.'.!.'.~.) -

(:•:e:',rer, 1953.). 3n la toxicosi:= cti.usc:C.H. ex:;:('ri-nentaL":!e!'!.te 9or 1.t.11 

e.isla.miento C.e Fusa.· ... wn sol2.ni 1 un p°!:-oducto de la toxir.a T-2 y de 

rieosola.11iol, ce.usaron un8. ri?..rcada lev.co-penin en ¿;a.tos (Sato !:!!, .flt 
1975) • Aden~s, la adT.inir.+.ración re~etiil~ de le. toxine T-2 e -

t~a dosis de 0.05 e <::·.1~1:/K& caus6 u...>te. severa leucopenia en ¿:;etas 
1 

los 1eucccitos cante.nos f'Jxrcn de H'-30"~ (::icco - 6COO/m~-) de vr-i-

lores cont'!'o!.?..<lo::: u:1a serna."l& d.es'!lués del tr['.te.miento. T.a leucc".:e-

De e.cuerdo con Wyatt !! !!•, 1975 (en Rodricks !!. !!•, 
1977), una dieta diaria de 20mg/g caus6 leucopenia cm gallinas ~ 

nedoraa •. Ruech :¡ staehelin, 1965 ( en Rodricks !!, !!•' 1977) ro- -
pol'tarou ·que loa productoe t6xioos ;netab<Slicos verruoarinae 



TOXINA T-2 TCXINA llT-2 

FUSARENONA- X NIVALENOL 

r í GURA 3: D l ACETI l.AC IÓN M 1 CROSOMAL DE TR 1 COTECENOS 

( RoDR 1 CKS ET, i\l .. , 1977 ) , 
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a 

y los diacetoxiacirpenol indujeron leucopenia en algunos anima

les de laboratorio, con dosis, alrededor de O.lmg/Kg diarios 

por pocas semanas. 

Por o ro lado, Lindenfelser ~ .!!!•• (1974) reportaron 

sinergismo entre la toxina T-2 y la af"la.to:íd.na B:i_, en una toxi

cidad aguda de ratón. De acuerdo a. datos reportados (Sato y 

Leiatner, 1976 en Rodricke, !:!?. .!l•: 1977), la. toXicidad letal -

de la toxina T-2 y la ocratoXina A, fueron sinerg~ticamente au

mentadas bajo administración simultánea.. Además, la combinación 

de toxina T-2 y ocratoxina A originaron Wla mortandad on pollos 

jovenes a. l¡w 3 eeme.nas de administrar alimentos con dosis no -

le.tales (20mg/g diarios de toxina T-2 y 8mg/g diarios de ocrat!. 

xina A). Estos descubrimientos sugieren que la toxicidad de tr! 

co~ecenos puede ser aumentada por el tratamiento simultáneo con 

otras micotoxinas. 
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CULTIVO DE ~EJIDOS. 

a) :nefi~ici6n: 

E1 t6rmino "cultivo"de tejidos :f'uP. ori~na1!'.1e"'t€ aryl:ic~:-

co al c~1ltivo "in v:itro" ñe :'!'e.c::e~tcs en sv.s::em;icfa de tejidos 

dE>e::~e~u:·w.C.cs, o a los 11 ex:;lPr.tes" de tej.idos e:?ibebidoe en '.-las:r.a 

coaculoco. 'Cesnufa, el t~!'::'.i:'.1.0 ·1:.~o a :?.eoci a.rse c-n ~r.ere..1' coe 

· <::·l culti'.·o .4~ célu:.?s "i11 y:'..tro". Cultivo de tejidos es dt;;s:,.s~Eo 

~~ su S'o':::tY J crit;in?.l ~, r.o e::: ló,:;-~co ;erpetue..r el u~o r:;ener?.1 -

C.c-1 t{!':".ino. 

E:!. tfrmino cuJ.tivo celula:r se refiere al tP.j"'.?o ~i~oc:ir-. 

i!o ha::ta obtener U."la s·.i.s~ens-i..Ó!'l de célu!.as aislacas ~ ya ::~a !".eci: 

ni ca o -r:h= !'á'cil::iente, con la ayu~.?.. e.e enzkas proteolít: ces. .... 

)espués.ae h:.ve.r y co·,1ter l<>.::; céLtlas (~n un herr:ocitÓ:!!et~o). se -

lc:Js ')Jel"."ll te ?.se.;-iterse en la s:u-::erficie -;::lnne. .ae un rec:I. :-;-:i e~1te ce 

. ·vidrio o ::>lástico, al cu"ll se adhieren rápidamente. :sn condic:i.o

'!'!es ó~ti·-:-.as se divioirtfo ~.::;:ror.j .. :r.c11."!!ente m:a vez e.1 d:'P., h:.1.St'l -

1t1e la su¡:erfi~ie se cu."or$. con vn~- cepE>. confluente de cé1.•.ile.e, 

(ñeyf1ick, 1975). 

1·8.s célti.la7 de h.:. o::"t;:~n-i..s,:.os .,,ulticelulerel? er: ct~.lti.v::: 

el"? teji.·-'l·º'-', transf¿r1 . .-"l.e.s ~eric!(FCP':"e.nte a ttn mec.io frFr:-co cont'l'.'c

l2ño 1 bri:::1Pv¡ \1:(\8. 01l01'ttti1ÍC~(! tfniCt>. ~l?.rP estt.1.0:i.IJ.!' 0 1 :'!'C(!.;_":\"! P.)")';;i; 

celuJ.~r y !.o:;; :-roce!:'os de eY\ve ~ eci~d.e'.'!to. 

'.5e hn11 cv.1tiv::!r1o cor. {x:ito c41•.1.lm:. ill' Ciftj,rt::is tC'~i.c'lo~ 

i:.i.!ii:.Ple~ y Vt:>Ct?tales en e1.H"E't~ci"' <fo .c'.t".11•.~i.er otrr'. -f'cr "!l ,, "' vi:'lt•. 

En un rH·~::.o (! ..• c~:.l·',4.vo t{;.:'..l'O ":cr~ c(:.'.118.fl ele t"\]":1or:> '-''1~ ·::-l0E', .·• 



;lr:-~·~"'. re::-'.".'r·r. ente e1 ~ns-t!'E>.to de fi ~:::.c:i.Ón de J.r-is c€11;iJ.f.1'3 ~' !!"'no? -

ral"'.!Pnte se u.tili.173. coiro e.limento U!'. extr~cto d:- p.:-i;;rióri, l'l.un::ue 

actual~ente se utilize.n con 8.!'lplitud medios sintéticos co:no los 

de l<>s dluho;s ~e:O.e. ('.'ir=iymo•,¡th, 1965: '.!'aul, 1970}. ~eriódice."1P:'lte 

deben l<>VE>.rse las c~lulas para. eli"Ilinar los -productc-s r.letr-.1:·?:!.icos 

de de~ec~o. ~'n estes co~diciones les célulqs ti~ula.res :¡;v.eden vi

vir, crE>cer y dividirse a. velocidad constf!nte a:'!o tMs a.?:o y se -

~.ir v:. •.riendo, ller..as de ·vitor, i.uc!los a-1.os después O.e ;.ue se h~l

biera. :".•.,erto nor·.'?li-e:i.te el e.nimal de donde -proceden. -:'or· e~ e~":Jlo, 

'.:a.rrE:::'.. <:isló :r'l tror.o de cora..,.ón de ::ollo y· 10 obse~ró 'tiYo <:r.. 

C'.lltivoi:o de 1S13 I?. 19L6, cu~mdo d::c r.or te!"":inado el ex;er:."·,t;::;;o 

'.).u.e f'e ~::.:'l.ieron fitro'hlastos m.J.e·ns a los extr<?.cto':' F-:'.l'tr'.or.:'rios 

r.utri ti•1os, :' '1'..le :1.,.::ron estg.s c~lulae las. que hii:::.cron ;os:',.:cJ.i::s 

12. -:_i.!:t:. "''J.ica.c:i.Ó::'l, ::>J_ ~arecer indefhid8., de célul::is en C".Ü ti.•10 

"in vi-'.;ro" (:-:e.yflick, 1975). 

Cu2ndo se cHsocian c~b.las de tejidos se '='.lec '?r- obter..el'.' 

clo,i<:-2 C!.-e célu1;os iSnice.:::, tal. como se pu.ea e hacer cor.. :nicroor5:;.r..is 

r.;os (?v.r.'r, 1972}. :r.::=tos C'~1ltivos son de g.ra."1 valor ~re. e!. cst .. , ... ~io 

de distintos ?rob1.e::ies. Indican Que las células del ho~bre, ieu~l 

':!_Ue las de :;ollo, crecen r~pide."1ente y se :m1lti-:;lic~z:. indefir.:'..i:l.a

'.'.lente si Cl.ispor.en de ?.li:r,entoi=o ·y C0!1diciones ad<?Cu.?.Ces y si se el.i 

~in~n lo~ r.rod•1cto~ CE desecho; se han realizado estes inve~ti"e -

cio;1es con cé11J1_H ,:;-:.; teliale~ ·~l fi'\.iro'l:·l~stos (~rn;l, 1S70; · c~·:-.'!ro-::. 

y 'l'~rris'h<>!' 1 1?71). <;e dü:"¡one a?J.ora de :r.edios de c1i:1_t::.vo !:in ·.i:ro .

te~.!'!<'!: 'Y~::rP. si=:J;isfrt::er '"!'!tr-.s necesic'..'/1es ele inves,ti.z,Pc~6n (:S~;::1.0, 

1960¡ Y.ntm.it? ~r Tr..~~r>.'?kP, 1S73). Sin e:nbQrco, i;r<lo !Se !l.!:'..:.. 11.ñ~~t~ño 

U'!or: cu··:-ito.s ";;i"CI::" ('<:1~1.'.1_0res d~ cr~ci:nicr.to e;c !!'.cn:i.0:"' <1ef"i1,.¡,_~cs • 
• 

:::n elc.~",of. cr:> . .:.;o~, el -:-.~rlio cor..c1.ic~cnr.Cl.o ~or r:l crrcir.-::.cr.to ~rt''Tio 



... , 

~m:·~ e~ los :'i bro'hlP..:::tos, 1?.s c~lu:i r.~ e:;::i.:?~icis d<:l ;o1 lo ( e:r.h::-i.:. 

nc.:'.'ios) y ls.s c'11.'J.l?.s :: 373, d~ ratcfo. 

"Ir. ·vivo", el rit'.:!o c.~ creci'.'!'.ii:r..to del e-;:itelio '.!:e.;:.::-.ri-., 

<1~J. rHtór, 1i;:i:r.inu.ye r·,_:.•1ni.t2 le. ::ro:;r..:s;;,ci{,, en :::e!'ie, i;e:--o · est"l .~1: 

··-.i~uc~0'1 es ¡:rojorcionol al n1,..-.ero de d:'..vi::ione::: c:l1.:.).":re.e, Tcs.s 

t;.,'t·rion;.rir.s en culttvo 0<:- tPj:i..·O::os, ~~ o':'.se!'"""1Ó ·1ti.e ~~--s-~i:--.:.ttÍEt .. eJ~ :1i 
:nero d.~ di vieiones (::>e~i'?l !• :-"c:;¡ .. n5, 1S71 )·, ;; ~ '=' ~re;!1~.::-.r5 ·..i.n r::~:·:i~:~J 

di:: 5C du;'J:ic?..ciones de '.101~l>.~:i.:'S:.., 2.::rox5 . .,._::;.tlz:-,ente, "'?'1.ti:: s C.e :2.i.A 

1"'.s célt•J.~s de ~ei.ren de c.i vit!irse .. '3i s'" co~::;elE'-'!1 ,~,_:.est!''.'lS él e cé'!.·.'.

lr2 en d.ivere?.~ eta.?BS éle::::;•.té::> d'21 P.isli:>.-ci'"n.to r> :-:.r-:: !' .. ~.e i.L-:. e!'.! 

t::-:.ón, y::>. conti:"luE>.ci·5n :::e reco:nzt:.tu.¿ren e-n el::-. .-..·~j.-:: .~ .. , cvJ.ti'.'":> 1 -

C.1..l~~licaciÓ!! (Z:a.yflick: 19?5). 

la s1.1-;:iu'3st::> in:nort::>.liñ?.d ce l!?.S C~lula<: <:!?"; C'.1.1 ti VO ce::.'.1ar 

ee baea el pe.recer, en U.."'l erro!' técnico en los c•.t.1.tiV()S d"? fil}rl:I 

'bl?.1:'.toe de ~ello d1. Cl:'.rr'Jl. ;:¿:i:; bien, ;iarece q,ue J rce c&:ulrs de 

los tejidos añultoe de orga:.:i.isr.ios wulticelulares ;e 2.ctivan :¡:-arf'. 

i'i.vidirse 2.l f!U.frir u.11;:i. J.esi6n ei o~::;r>.:rti2r>:o. le. ;.:·01 i fer~ción e<::\!:?; 

h'!" ir.aur:id?.. de esta m~nera he.ce ¿o~ible 19. re;~~'-'iÓ':.1. de la 1e::.ón 

~, "?e ;roduce un~. cierta ~xi;e~<:-1.ón ':!:n or:::T:..'1~.e!!'.oS ".!1.f: ticelulR.r0::. 

:-.;:.z!. lR.s c~lulns que r'r<'.n c:>;:H::es de '.;)!'Oliferar tie;:-·en atb 1.1.nf'. l'! 

'-':::-vr. di: •1.u~licr.ci6n '·l'.'.':! ·_'.l~de. 1::-,te~t8 f.'!l el r.io··,,r.to e!'i. 1t.1e se n~

t:r-, !in re~o~c (::e •:irm~ 1969)~ 

"'.8 r,'."'. ol·servmlo F.<:' c-l :~.\'1i~t0 de d.~1.r-licr:c:'.t;·:·.e:: CE>luln.rco 

;-· 7. t"::'!tns !~::-:r::? ln..s C~ 1 .ti.1."'?.: C~ Cttlti•ro <1~ te.jidor e-: l'--'l".!r!O:r~·~':'!tC 



ci.e d'l?licai•ae entes de :1~i.e se a.~pten sus reservas, :r f!."1 51-'.1'1.a8 :_ui-. 

zá rr.uy pronto. ta du::;licioc:'..<Sn se com:el"'rn deteni•fa. ~roo~blel"'.ente 

r.or sust::ncii:i.s '-tue ret:!'i:\Sl.O'~ la d.ivüiór y :i.ue eon secretadas ~r 

las ~o'de.s célu1.as tisulares por r.iece.nismos int!iunolóe;icos (P'.ey

flick, 1975). 

:sn ciP.rtP..s condiciones, un:;, cé],u.la 1ue se encu.entre. est_i 

tica (~ue no crece ni se divide), e~~ieza a ~res~nt?.T cr~ciT.ie:-.to 

y div:.si<fo. activos, forar!~O U!1. tu-:-,or o crecir:i'.:nto C<'.:~c::roso ( T.Q. 

daro y Badlett, 1966). El cf<?:cer es el resulta.do de l~ r.:-olifera

ción sin control de célÚlP-s r..o difere:1c:..8da.s de ·z. te ~ido. 31 cf:!.. 

cer 7-';.de estar loc'..'.lize:C.o er: ir.::i ciert8. zon:; o fcr.2.!• "'i=tút::::ts 

( e>:te~derse i:or v{? linf?:tir.a ó s?.-:c:;.dr:ee. ·) en to:I~e lc-:s re.:;:'.o -

r .. es a el oret=1nis~o" T.cis célv.l~,s no a.iferenciade..s :=:.e ~~l t:. ":lic2_r_ y 

::.lter!:'.!: lr:i. orennizaciór.. de les tejidos en donde i;e loc2.lü2~. 

! as cé1_,~1a.s ca.11cerosas no :parecen ser ::'let:.>.n:er.te c,if<;:~er_tcs En la 

estrt1ctura !l.Ucleole.r o rmcle2.r fina o en la síntesis ".'l?.cror.\oleC"J.-

1ar ~' bio·:i._uí:nicn (::'l;,:::ch, lS62) • .Para irrrpedir o cure.r el céncer, 

se ter..dré. que arrP.noer a conocer le. nioturale2?. del :._i;cr.r.isl!Co ~or 

el cual el organis~o fren~ nor.!:~l~ente el creci~iento y la divi 

sión de St'tS c~lulas. 

~ lo~ t.e~iC.o~ T?~~"='le~ del ;.!~.~ífero edulto ~e n.lcRrize ,~_ ... 

PStPoo de e-.:u:!.librio eri. el c~l<?l se detier.en las ::ito:.is, se.lvo €':1 

nl,:sunos tejidos esr.ecie.1.ez como el e:-i telio g?!'::!:.::;.ati•10 :le la ~=J. 

. lr.-.!'? cn:'.'9.-" [:;<".r.~Etó.renr.!'! de lP~ t;Ór.Pcl: .. ~ '..' la médulr. ése:: 1·roc11.~·ctor~ -

de t;:! Ób;los rojo<.:. :SEtri :'..nhi. M.c~.Ó::'l de lrt di Vi!:iÓn c.:: 111:!."r ""::'.!'N'I'.! 

debida n :;:rodu.ctos fe.h:-ic<-d os por le; v !'0r·i.o~ tr. j~. '.lo~, 'Pe en cc~

~1Jnto rr:cihcn el no;rbr0 <'le c!lalo-1r.~:("1.1~ r-h, 19f.2). Cr-.::::~. t""j~.do ;:::!'~ 

ce '.'.·r<J¿'.\~ir r.1ne vr:irieil::-.dc~ r:e: c'..n 1 
'. ;"":, ~ma ".r hr.~c- '".S-0 :r.r:>,.l'c-:'!:-.,.. 

y otr::i dP ~lto ":':~::·tJ T"O!.':'·r:-nJ.~~~. ~::-~=-: ".") ro··. e:. °';""?~.J:·~ :-;.~s., !' tn-:-



~el::i~.;.,!': l'..'s c~lu1fle- de ,_,_n ctl!.ti".'C de tejido,. !'.arz cli:r.ir."J.r le.~ 

cr..fl.lo:-:!'.s del C!'lso, vv.elven a. dete'.l.crse las T.itoais. Se he.n aia

ls;i:'10 c-~2J.or.<>.::: de ::uince te~idos; -parecen ~oder regular la. pr.ol1:, 

feración celu1ar en los tejidos, y se piensa ~ue las c~"lonen ·-

S8 f!~:,:-_!'1 a !ociJc rece1=to~e~ es:rc!:ico~ de lr-!.s ::-~e--ntrc-!'::!: CE'l•J.:.;;_ 

:res -:".!''" e;;ercer Geó:de F?'.'".~ Sel. efcc-:o ·i!·Jl.:.tt~or -ca.::.~.z-.t.e u:r. "'.':eca 

;:ur~:, seré d~ffc:.1 este.blecer -J:U :::ece.nis~o de c.cción. ~ loe t~ 

j? np ·:;e 1i:. S<'.!'.v-e :.'.H' provie:'e ~e c'r. tumor maligno contenge. -

m~s ~tslor..as que la que :proviene de una zon!l. normal e1uivalente 

(Bullough y Ieurence, 1970). 
~ la echl'?lirlad, el c-!nc<ir es tr2.tc.:'o c:1:~. v.····.r:~ téc-

".'-'e tier.dP.n solF~.:~r..te :;>. abolir su creci:!'.ier:to 

se hü i~i.cit=do. 
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seres :!:u11anos, n:>s ofr<:ce la posibilide.é! de co:-i.oce>r <=l crecirnie-:: 

to, las :posiCilee les:!.onee, y el envejecir.iiento celtü~.!'. ºº"ªº en. 

este C2.so, loe dn~os cause~~r; ~or 1~ a~licrción de ~icotoxin~~. 



, 
MATERIALES Y METODOS. 

1a Establecimiento del CUltivo Celular • 

a) Cultivos de c~lulas usados • 

:;e 

La línea celular HeLa, establecida por «Dy y colaboradores 

( Gey ~ ~·, 1951 ). de carcinoma cervicouterino humano, fue el 

e.vanee más im'!)ortante que se tuvo para aislamiento viral y obser

vaci&n de eí~ctos tóxicos de dif'erentes sustancias. 

La.e células lie1a fueron obtenidas de ampolletas congeladas 

en nitrógeno líquido a una temperatura de -170ºC y del subcultivo 

( pase ) nú'.~ero 69 ( P-69 ), del Instituto Nacional de Enfermeda

de~ Respiratorias ( IMER ) • 

La ·1:foea celular Bm.:, pl'Ovieno de rir.'.6n sano de mono ver

de africano. Las siglas corresponden a Buffalo Green Monkey ( ref~ 

reute al lugar donde ::ie adaptaron por primera VE!?I a líne:.:. celular. 

Las c~lulas BG!.: fueron obtenid,as. de ampolletas congeladas en 

nitró~eno líquido a una tempera.tura de -l70ºC y del aubcultivo nú

mero 196 · ( :P-196 ) , del INER. 

':" .. b) Esterilización del material • 

El material de vidrio usado, se lavó perfec'tamente con dete_!: 

gentes no tóxicos, como 7X o bien Extrnn al. 0.2% y e.e enjuagó r'lr 

lo menos 10 veces con agua destilada. ~osteriormente, fue esterili 

zado on autoclave, merca Metron, durante 20 min. a 121ª0 • 

Para la desinfección de la zona de trabajo ( campena de flu

jo laminar.horizontal, marca Veco ), se limp~ó perfecta~ente bien 

con alcohol al 70~, usándose cubreboca ~ara evitar.la conta.minaci~n 

i:ior flore. bucal, como el mico-,la.sma que ca.uat1. serios problemas en -
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en loa C11ltivos cel~~. 

b) Medios y enzimas utilizados 

Las c~ulas HeLa se desarrollaron en medio de cultivo nú

mero 199 ( M-199 ) , el cual. es un medio específico para dichas c6-

lulas, que consta de lo sigiliente~ 

1-árgini::e. ?.CI. 

T-liei!la =rcr 
I-histidina HCI.. 

I-valina 

Dl-alanina 

'::lic:!.na 

I-:::.etioni.::2 

I-treoni::a 

DI.·-ácido e!O:-á:rtico 

DL-lencir..a 

L-i sole·:.ci".'la 

Dl-trirtof2"~c 

!-fe::1i 12.h::ine. 

!-serina 

1-proline. 

DL-ácido :;lntá.'l:ico 

I~hid:roxi;:rolina 

1-glutn-:tinP

I-ci~teÍ!lP. ECI 

;::iruvE..to ilf Na 

Gluco!::a 

NaCl 

Eel 

caci2.2n2o 

!·:gSO L. E.20 

~~aH2:?0 4 • 2::
2

0 

UaHco3 
'Biotina 

Colina 

.:'~cido fálico 

Nicotine.r::ida 

:?antoten2.to de Calcio 

?iridoxal 

1-tirosina 

1-ciste{na 

· Ti a:nina ::!CI 

Inosi tol 

Tocoferol fosfato 

P.iboflavina 

Acido asc6rbico 

Hi~oxantina 

~oj0 fe:iol 

Fe{1m
3

)3.9n
2
o 

znso4.7::2o 
"'.nC1 dfi O .: . -2· . 2 

CuSO 
4

• 5H
2

0 

coc12.6H
2
c 



J 
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El medio ~:-199 , as! co:no todos los demás reactivos, se g-.,¡ar_ 

da.ron on refrigerador , marca I·ab~ine Company a· el ~edio en so

luci6n stock ( original ) lOX, es decir 10 veces· concentrada., marca. 

V.icrolab, se diluy6 1:10 con a.gua destilada y esterilizada para te

ner un volu"!len final de lOOml. 

Se agregaron directamente al medio, lOml de suero fetal de 

ternera, marca.Microlab, el cual contribuye al. enriquecimiento nu

tricional del medio. 

Se a.ñadi6 lm1 de bicarbonato en solución stock al 4.4%, mar

ca l\:icrolab, el cual sirve para ajustar a un pH n~:.itro, hacie:ldo 

que el medio tome un tono ene.ranjado, , correspondiente al pa:pel ind!_ 

cador de pH • Finalmente, se agreg6 1'.i!- de ~.:itibac, marca ~icrolab, 

~1 cual es una mezcla de antibicSticos con bese d~ penic11ina-strept,!?_ 

micina que sirve. para evitar cnW.quier contamin2.ción bacteriana. Se 

agitó perfectamente. Todo esto se realizó en la ca:npana de flujo -

laminar horizonta.l en condiciones de esterili~ad. 

Una vez preparado el medio de cul.tivo, oc g>.>.8:rdÓ en la estu

fa, marca ?..-ecisicSn , a 37°0 para que al momento de usarlo, el -

cultivo celular no s>·'i'.ra un cambio b:r:usco de temperatura. 

Las c~lula.s BGW. se desarrollaron en medio de cultivo ?lEM -

Eagíe, el cue.1 consta de lo eiguiente: 

CaC1
2 200rr:t: 

KCl 400r.:g 

~'.e;S04 . 2COmg 

NaCl 6C«J;r.g 

r;aH2PO 4 H20 l4Cme 
rnucosa lOOOr.i¿; 



- Ac. succínico 160mg 

L-arginina 2lme 

L-cistina 16mg 

L-histidina. 15me; 

L-ieoleucina 25mg 

L-lisina ECl 36mg 

L-::-.etior,ina 8mg 

I.-fenilalanina 17mg 

L-treonina 24me 

1-trir,tof Pno 4mg 

1-tirosina 16:ne 

L-valina 24~g. 

Para l~ preparaci6n del. me4io tf.Er1~- Eagle , se procedi6 de la 

misma manera ·:iue para el medio !·~-199 • 

Varias enzimas proteolític~s degradan selectiva:i:ente los en

laces peptídicoa de al~ae proteínas localizadas en la rr.emtrena de 

c~lulas de cultivos celulares, dispers~dolns sin causarles daño. 

Unºtratamiento proteol!tico ~roloneado en ocasiones c~~sa la muerte 



celulE:r, !)Or tal raz6n, se recomienda que eCslo se utilicen con un 

:n:!'ni:no de expoeicié.n, dnicamente para disnerse.r la monocapa. Al~ 

nos procediffiientos utilizan une compinación de ~nzimas proteolít.?:_ 

cas con age:ites quelantes del tipo EDTA ( ácido etilendiaminote -

tracético ), citrato de sodio, etc., esto proporciona una mayor -

~ispersi6n celular y u.~a mayor viabilidad de las mismas. 

La tripsina es la enzima más usada para este fin, pero se 

ha observado que el preparado crudo de ésta, por lo general, con

tiene otras enzimas proteolíticas, particularrner-te, elastasa, que 

se ha demostrado contiene una mayor actividad q_ue la propia trip

sina; la tri~sina cristalizada es, relativa~e;.te, menos activa, -

por lo que se ocu~a principel~e~te en cultivos primarios ó frescos 

( 

0

Phillips, 1972 ) • 

P~~ une diseregación co~~leta del cultivo celular, se re

comienda ::.ue la solución de la enzi~a sea -pre:.:P.rada con un buffer 

libre de iones Ca++ y ~g++, ya o.ue la ~resencia de estos, dismin~ 

ye la estabilidad de la actividad enzimática • 

Como se oenci6n6 anteriormente, el uso·de agentes ~uel~ntes 

en la soluci6n de la enzima contribuye a la disociación de enlaces 

cati6nicos, los cuales estabilizan los puentes intercelulares, por 

lo cual la eficiencia del trata~iento es.mejor • 

En este trabajo, se utiliz6 le tripsina, marca ~·icrol~b, a 

uma concentraci6n de 2.5% • 

d) :Pre~araci6n de las botellas Falcon o de Leche, para los cu! 

tivos celulares .. 

Se obtuvo una ampolleta de células HeLa o 'BG!.~ del ten'l_ue de 

ni tr6¿:eno, se descongeló rá9ida.'!lente .eu.'nergUnd ola en e.::;ua a 37 ºC. 

Una ve1 descongelada, se virtió en una botella Falcon e~regando 

inmediata"!lente el :nedio de cultivo r.revia'!lente preparo.do; se ª·Titó 



suave~ente·y se coloc6 en for.na horizontal. Se incub6 durante 2 o 3 

!t!a:s-·en im.a incubadora de co2, marca Napeo 5100, a 37º0; transcur!f 

do este tie~po y cuando ee observ6 nl ir.icroscopj,o invertido, 'marca 

Réichert BioStar, una capa confluente ( for:naci6n de una monocapa -

celular 84herida al cristal ) se seleccionó al microscopio la bote

lla para subouJ.tivar ( observando que estuviera en buenas con

diciones, es decir, a pH neutro, sin ca~bios morfol6gicos y la mono 

capa confluente j. 

Enseguida se retiró el medio de la botella, decantffi1dolo y . 

se agreeó 1.5ml de t:ripsina al 2.5% precalentada a 37•0, en una bot~ 
~ < 

lla Falcon de 25cm-; para una botella Falcon d-e 1CcmJ, se 2.c:;rep,-ó 

O. 5ml de la misma soluci6n, aV. tándose smwernente p<>.....ra lavr,>.r la mo

nocapa, se reti~ó innediata~ente por decantación. 

Se volvió a agregar l.5mi de tri!)sina y después de l a 2 mL"l 

dentro de la incubadora, se observó la botella al microscopio; se -

decantó la tripsina, si se observaba u..~ redondeo de l~s célulan, es 

decir, que se estaban desprendiendo, ee agregó 1.0m1 ~ás; se repi -

ti6 la misma operación. Una vez que las ~~lulas c~tuvieron comple -

tamente redondas, se decantó la tri~sina, 9e agregaron Sml del medie 

( M-199 · para lieLa y 1~f.-Eagle ~ara 13G:M ) y se agitó para obtener 

una suspensi6n ho~ogénea de células. 

Se observó al microscopio que no quedaren conglomerados de -

c~lulrn, ya q_u.e esto impiar el buen desarrollo del nuevo subcultivc. 

Se hizo: uri~ sue:?.ene:ión con el medio tc-m:mdo l:nl r,e.ra cede. b.!?_ 

tella correspondie!'lte y con el volu::ien abejo indicedo: 

Tiro de Eotella 
, 

Aree utilizeble ml de medio 

Roux 75 c~3 50 

Falcon 25 c::i3 15 

Ensr.yo 
~ 

5 C::l~ l 



,_ 

Se ta-c<?~ron la.E bot:::-2;0~, sin a~ret~r el ta~ón de rosca r.~rn. 

facili t<1r el :i:r:te:rca.'!lbio g~sE:oso y se incubo.ron a ~7° C e!'I l~ incl.4:"' 

badors. La capa estuvo confluente en 2 o 3 días·. 

2. Micotoxinas Usadas • 

Se realizaron vario~ eY.perimentos ~robando dif P.rentes conce!! 

tr~.ciones e-e distintos volúmenes de l:licoto:x:inas, Zearalenona, Afla

toxines B1 , E2, G1 y G2 i Tricotecenos:.Deo:x:inivalenol (DOK) y Diac~ 

tox:iscirpenol (DAS), hasta loe;r2.r resultados se.tisfacto_rios, es de 

cir, a~adiendo volúmenes con concentraciones ~ue no fueran ni muy 

baje.s, de tal me.nere. que no ?fectaran en lo absoluto al cultivo ce

lule.r, ni muy altas qu~ l.o destruyeran por completo • 

1e. .zearalenona. y los tricotecenos (DON y DAS) se e:plicaron a 

concentraciones de partes por !:iill6n (:pp:n) y las aflato:;:ine.s se a-

pliceron a concentraciones de partes pox billón ~p~b) • 

3. Cu.enta. Celular • 

En un tubo de vidrio, marca FJrex~ da 13x100rn.~ se ~~adieron 

ml de colorante supravital, es decir, qué permite tef.ir específica

mente diferentes organelos celul?..res sin cause.r la muerte _de ellos, 

d~ndo como resultado un valor real de la viabilidad, ya que aquellas 

células que no se tifleron ~ 0ríen la población muertR. El color?.nte 

fue ~ujo neutro p~ecalent~do a 37ªC en la estuf~ y se mezcló con 

o.e~1 de la suspensi6n celul2-r. 

Se mezcló perfectamente y se eEperó de 5 a lOmin. y se llenó 

la c~mara cuenta glóbulos ( he:noci t&metro ) .de Heubauer ·, marca Ievi 

·plane ,. se es}:eró de 1 a 2 ir.L'l. a quP. se sediment2r2n las c~lul2s; -

se contaron al microscopio óptico, marca Zeiss, las células de los 

5 cuadros grAndes ( figura 4 ), incluyendo la& c~lulas sobre las 

líneas de arribü y de la d~r~ch~. 



f 

I_ l. ___ , 

FIGURA lf: DIAGRAMA DE LA CÁMARA DE NEUBAlJER. 



:?i.;tl.l"P 4. Diagrariw. de la Ci:t>Tie.ra de Neubauer • 

en ·e1 herr.0cit6r:;etro, se ;roceee :;. cont.P.r toC.r~. "':'.."!..'.ell!lS 

que est ~n c1. e!"ltro di; J.o _s Ctl.!'.fi rent ·~ s { ! , !! , ! I I '' IV ) 1 

inclu~-i::r.:'!o le.s c~:_._;_~.,s sO"'""!'" l" lÍ!'e<. i:<e ?T'ri°t'~. '!' li:> lí
nes. '.'lc- le. derec:h~, s-:;_".1(,·.::o:!.?s !'Oste:r:.o!':"·E:~te p~:.!'<:>. se.:;uir 

los c?l<'ti.loe ;¡€rtine!!tes. 
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l.e.s c~lulas viv~s !:'.e tiñeron de !'ojo, :;.ie~trag ·::ue las mue! 

tes no captaron el colorante, por lo t!:'nto s61o·se CO!'.ltaron las r2,_ 

jes. 

Para calcular e~ número de·c~lulas se us6 ~l siguiente cri-

terio: 

No. de células en los 5 cuadros X 2000= No. total de células • 

Para obtener el volumen que debe agre_garse para tener la ... 

concentraci6n de células recomendadas para el experí.:?.ento, se uti

liz6 la si°guiente ecuaci6n: c
1 

v
1 

=. c
2 

V2 

dond~: 

.X 2000 

C
1

= No. de células en los .5 c_uadros • 

v1= ml del medio agrega.dos para li;o. suspensión inicial • 

c2= No. de células deseadas ( ml (400 OCO ce~./rel). 

V2= ml que se deben agregar de medio :para obtener le. concen, 

traci&n desee.da de c~lulae • 

Para el presente estudio, se prob~ron concenL-aciones de -

200 ceo cel./ml, 300 ooo cel./m1 y 4_00 .ceo· cel./ru, ·encontrfilidose 

que la suspensi6n 6~tima fue de 400 OCO cel./rnl de m:ecio, ta~to 

4. Inoculaci6n de las Micotoxinae en los Cultivos Celnlaree • 

TJnn. vez cr.lcul"ldo y e!'lr'.dirlo al volU!!!·::n de med:io neeesnrio 

!)';!.rtl e.justar las cdlulas a 4C•O OOO:nl, se agi tcS perfectamente poro 



.,. ·.· 

obtener un~ suz~er..sicSn homog~nea. 

Se aspircS la suepensi6n celular con una .micropipeta de 0.05 

~' WU'Ca Plow, se d.epositcS en ca.d!3. uno de los ,!JOZos (cavide.des) 

de la micro"!)laca celular, marca Nunc-corning, de 96 pozos d.e fondo 

~lar.o. Posterior:nente, se agregaron C.05 microlitros de ~edio y so 

e.E"itcS vii:;orosc::i€!"_te para obtener une. di!-:!t:ribuci6n homogénea de las 

célul!?.s. 

Se aeregaron las diferentes concentraciones de :~s micoto

xinas, Zearaler.ona: 2p:P!!! en 2~1,' 4ppn en V(l, 6ppffi en 61(1, Sp"!Jlll 

en E'{-, lC-:-:p::i er: 1C"'\l, 2C!Jpm en 20JQ- y 50!Jp:n en 501(1; .t.fletoxinas: 

E1 , E2 , G1 y ~2 : 2.5ppb en 1.21_1, ~ppb en 2.5J(l, lOpr-t en ~l, 

50p"Ol: en 25pt~ y lCOppb en 5q"\1; Tricotecenos: 'DO!''. y DJ._S , 1.2'l'!Jl!'l 

en l. 2.1(1, 2pp:: e!'l ~' 4P!'.l!!! en 4J(,l, 6-p-prr. en ~' 8~~ e!'l 8.A(l, lC 

:p_pi:-, en lC.il(.1 1 2C't'!7.!l en 2C>(_l ;,r 50ppm en 50,t{l P ( figura · 5 ( 5) · -
con 11.naa. 

ce..":!1:·i?ndo la !='Ul'lta de le.. pipeta. para c2.da :toxi~a, e.. lru: c2.vidad-es 

o pozo8 ~revi8nente idP-ntificados, corriendo -por tri't'licado cada -

concer..tri: ci6n y con &'Us'.respectivos controles • · 

Se agitó nueve~ente, se cubrió la ple.ca con :::u tapa y con -

parafilm, teniendo cuidado de sellar perfecte.rr.ente loe extre~os p~ 

re.. evitar la evaporación y contaminación, ya q,ue en al[UnaS oce..si<l, 

nes se· ha observe.do q,ue en esta zona ha.y intercambio gaseoso con 

el al':lbiente. 

Se depositó la placa celular ·en un recipiente q,u~ contenía. 

al~-:>dón h~medo en el fondo para evitar la dE:shidrat~ci6n del c1...1t~ 

nico de la placa, se incubó a 37•0 ~ 

Se hiciero:'l observaciones e.1 microscopio a lP.. 24hrs, para 

la zearalenona, 18hrs. pe.ra las aflatoxinas y tricotecfnc~ y de 16 

hrs. :Pt=l.r?.. los tricotecenos WiiCrunente. Anotando la severidad del -

dr?.iio causE:do al cultivo celular, debido a. le. to:x:icÍ.dP.d de las mic,2_ 

toxi...'"la!:' a;:;ri:J::""Cll~, en comparnción con ln obeervi1ción de una cape 



confluente d;; célul~.s de los cor.trole~ .• 

5. Criterio Para Establecer la Toxicidad • 

a) Criterio par:- presentar resultados • 

El criterio que se utili?.:Ó para interpretar y valorar la 

t~~.icidad causada por las micotoxinas a las célu.las fue la observ~ 

ci6n directa del d~~o citológico c~usado al cultivo celular y est! 

marido el grado ·de ci totoxicide.d de la siguiente manera: 

100% d;, células vivas = ( sin fü=.ño ) . 
75~ de células vivas = + ( :¡::oc o dañadas ) 

5C~ de células vivas = ++ ( :nás dañe.des ) 

25% de células vivas :;: +++ ( da!:adas ) • 

O'íG de células vivas=++++ (muerte dEl cultivo celular}. 

Se realizaron tablas para la representación de los resulta-

dos ;¡ gTáficas para su interpretación • 

b) Obtenci6n de la dosis letal ( LD50 ) • 

La 1n
50 

representa la dosis ~ás baja de micotoxinR que es 

capáz de mostrar efecto citopático o ~uerte celule.r e~ el 5~ del 

cultivo inoculado. 
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FIGURA 5: ESQUEMA DEL M~fODO ºARA CULTIVO CELULAR • 



__ F?-f?E!ª 5 • Esquema del ?.~~todo para CU1tivo Celular • 

le Lavado y esterilización del m?.teriel . 
2. Descone;elemiento dA 12.s célul."s y pre~arAción de las botellas 

Falcon o de leche, para. los cultivos celulares. 

3. !ncu1mción de las células d.ur..,nte 2 o 3 dÍf'.S pe.r2 la forr,;Ación 

de la c~pa celular coy¡fluer..te • 

4. Cuenta celular y cultivo en microplaca celul2r • 

5. L'rl.oculación de la micotoxinas en los cultivos celulares • 
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RESUL!ADOS Y DISCUSIÓ~ 

Se realizaron varios experimentos probando diferentes con

centraciones· en distintos volúmenes ·de micotoxina.s, Zearal.enona., 

Ana.toxinas :1\• B2 , G1 , G2 , Deoxinivalenol ( DON ) y Diaceto~scirp_!. 

nol ( DAS ) , hasta lograr reeul ta.do'S satisfactorios, es deCir, aña

diendo volúmenes con concentrac?-ones que no fueran ni muy baja.s, de 

tal manera que no af'ectaran en lo absoluto al cultivo celular, ni -

muy altas que lo destruyeran por completo. 

J,os resultados obtenidos en el presente trabajo se l)Teeen

tan a continuaci6n i 

En la placa celular nilinero uno, :para células HeLa. 1 en don

de se aplic6 la zearalenona, se parti6 de una concentraci6n de 

lppm.í{_l agregando diie1'eutes volúmenes; 2:ppm. en <;u,,l~ _4nm'l en 4.1{_?., -

6!>pm en . 6JC-• 8ppn en e.ie-, lOp'PID en 10~, 20ppm en 20J(l y 50:PJ!!! en -

501(.1 ~ se espe¡;-6 .. 24hrs. para ver aµ ef.ecto; obteni~dose toxicidad· 

del 25~ .pa.-ra l!:'\ concentración de· 4!>pm, le. cual se fue acentuando -

. conforme fue aumentando el volumen, as! con 6ppm se obtuvo el 5C% 

de toxicidad, es decir, el 50~ de células vivas y el 5°" de c61ula.s 

muertas, lo que. equi. al.e a la dosis ietal ( LD50 } • Para lOppm, 

20p~ y '50l)!>m la to.xicide.d fue del lOo,C ( tabla 1 ) • 
: ·' 

En la. segunda place. celular para o~lulas HeLa., · ~eron a.pl,i · 

ca.das las afle.toxinas, además del deoxinivalenol y el diaceto~isci~ 

penol a concentraciones, para las aflatoxinas en ppb y para los tr! 

cotecenos en ppm. Las concentraciones para las aflatoxinas fueron -

2.5ppp en i.2J(L, 5ppb en ~.5>{_1~ lOppb en 5-'t1, 50p-p'b en 25.i(.1 y lCO 

ppb en 50"(1• Las concentracio~és para los tricotecenos fueron l.2 

!>plll en l.~l, 2.5pr::n en 2.5"<.1, 5l)!Jll en 5.A(_l, 25p'Olll en 25,t(l,y 50~1'.1!!1 

en 5<2.<(1• ·Se esperó 18hrs. para ver eu efecto. 

1 
• 



¡ 

1 

Tabla 1. Ef~ct~ d~ Zearalenona e~ Células ~eLe. • 

Pri!!lera Placa Celular • 

Concentrqci6n de Zee.
!'alenona en DV3C • 

2 2 

4 4 

6 6 

8 8 

10 10 

20 ~o 

50 5C 

control 

= 100% de céhüs.s vivas 

+ = 75% de célu:..ae v"i..·ma 

++ = 501'~ de c~lul'.3.s vivas 

+++ = 25% de célu1•u: vivas 

++++ = 03 de c~lulas vivas 

DMSO = Dimetilsul f{xido l~ 

. 
• . 

Citotoxicidad causada 
nor Zearal€nonF. en 
célul:o.s HeLa • 

+ 

++ 

+++ 

++++ 

++++ 

+.a..++ 



46 

'ºº ----- ----------- - - -~-- - - -- _CQtlt!:9.l... 

2:5 

' 2 o 50 

ZEARALErlONA (MG/ML) 

FIGURA 6: EFECTO DE LA ZEARALENONA EN C~LULAS HELA , 



eo obtuyo para la aflatoxina B1 , ~ue la toxicided fue aumentando 

en ·p-o?orc:ón directa e. la concentración, as:! para 2. 5ppb, la toxi

cióad fue cel 25% al igual ~ue para 5pnbp pero ~2..ra lCr.ub hubo el 

501' de toxicidad, es decir, aquí se obtu'\".<;> la dosis letal nara 1\; 

para la si~;iente concentración de 50ppb la toxicida0 fue del 75% 

y finalT.ente, para lP- concentración de lOOppb la toxicidad fue del 

100%. El e:'<>cto tóxico de B~ fue menor, para las tres primeras con

centracion~s no hubo toxicidad, sino hasta 5Cppb ~ubo el 100% de t.Q_ 

xicidad al igual que para lOCnpb. El comportrunier.to de G
1 

fue igua1. 

El de G~ =~e todavía ~enor, ya que para las tres ~rime~as concentr,2; 

cienes no tubo toxicidad, para 50ppb hubo el 5C% de toxicidad, es 

decir, el ·:;:.lor para la dosis letal y para 1001'.roi::, la toxici5.ad fue 

del 100%. 

Cc:i respecto a los tricotecenoe, deoxi:-:valenol y diaceto-

xicirrenol, los resultado~ fueron dr~sticoG, der.ao ~l 100% de toxi

cidad :;ara todas las concentraciones ( tabla 2 ) • 

:&l la tercera placa celular para células ~eLa, se aulica -

ron única'!le:ite el deoxinivalenol y el diaceto:r.i :::~irpe::.ol para hacer 

una me~or comparación de sua efectos. Las concent~aciones usadas 

fueron l.2~mn en 1.2,t(,l, 2cnm en 21_1, 4ppm en 4>{_1, 6p-prr. en 6>(1-, 8'J'.lpm 

en 8.f • lC~um en lC>.l(l, 20nnm en 20,tQ-, 25p1Jm en 2~1, .?5ppm en 3~1, 

y 50'!'1'!!: en 5C'll. Se esperó 16hrs. para ver sus e:ectós. Obteniéndo

se que el deoxinivalenol no .caus6 toxicidad en las dos primeras co~ 

centraciones, pero a partir de 4rrpm la toxicidad fue e.u'nentando cor:!. 

forme au-:ier.tó la concentraci6n, uara 4ppm y 6pt'm la toxicidad fue 

del 25'h, '!'ara epnm y lOpum fue del 50%, equivalente a la dosis letal 

para 20nl):i y 35ppm fue del 75'1> y para la aonáantracion cte 5Cp'!l!ll la 

toxicid~d fue del 100% ( tabla 3 ). 



Tabla 2 • Efecto de Aflatoxines B1 , B2 t G1 ,'~2 y de Tri

cotecenos (DON y DAS) en células EeLa • 

Segunda Placa. Celular • 

::1cotoxina Concentr?.ción de aflatoxines (ppb) y de tricot! 

cenos {:p¡i;:;.) en D:r.~so .• 

2.5ppb/l.2>f!- 5/2.5 10/5 50/25 100/50 

+ + ++ +++ ++++ 

++++ ++++ 

++++ ++++ . 
++ ++++ 

l.2ppm/l.2v~l 2/2 4/4 6/6'8/8 10/10. 20/20 50/50 

DO~ ++++ ++++·++++ ++++ ++++ ++++ -r+++ ++++ 

++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

co:!ltrol 

- -= 1C07' de céluli?.s vivas. 
.. :: 

.... .. 
75% de células vivas • 

50% de células vivas • 

• ••· e 25f, de c41u1Rs vi vas • 

... , = ~ de c~lul~s vivas. 

· '' • :leoxinival~nol 

.., :'.}Í1=1.ceto:xisoi1•pcnol 

r, : Di~etilsu1r6xido 11' 

. I;( 
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Table 3. :Sfecto de tricotecenos (DON y DAS) en cHulns ;'.€!.a • 

Tercer<:. Flaca Celular • 

Tricotec°"no Co!1centración de los tricotecenoe (ppmAl) er. ::?.:se • 

1.2/1.2 2/2 4/t. 6/6 8/8 10/10 20/20 35/2':: 5C/50 

+ + ++ ++ +.:.++ 

TI.;.' ... S ++-!-+ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++++ ++++ ++++ 

10~ de -:él· .. ü::i.s vivas 

+ = P"!'J::-:~ 
i J.~ "'º v. - c~l·.ü¡os viv·.s 

++ = 50< de c~lul::?.s viva.~. 

+"'"+ = 25% ie :É11.1.l13.2 vi v~.;; . 
++-t+ = (.Jf, í~~ c!1-ulns vi1r:·.~ . 
DON ~eoxiniv~lenol 

ry~s ~i~cetcxiecirpenol 
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La -":!'á::":'..ca 1, corres11or.diente a la primera placa celular 

~ara HeLa, muestra clara~ente la toxicidad de la zearalenona a dif~ 

re!"!. tes concentracionP::;. Conforme va au::-.entando la concer.tr'"'ción él e 

esta sicotoxina, dis~i..~uye el porce~taje dP células viva~ ( fil!,Ura 

6 ) • 

La ?r&ficr-! 2, corresuond e a lE see;unda nlaca celular para 

Heia, en donde ee ;.'~.ecien aprecia!' los diferentes efectos t6xicoe de 

las afl::.toxinas, la B
1 

causó la ::-ayo!' toxicidad. Las a.f'latoxinas 13
2 

y 
G
1 

se CO"lnortaron i :;:.ial y la G
2 

fue la i_ue caus6 menor toxicidad d~ 

todas. El deoxinivalen:::l y el diacetoxicirpenol ce¡;,s::ron el 1CO% ac 

toxicida<". er. todas l?..s concentre.cienes ( fit."Ura 7 ) • 

! a .o:ráfic::. 2, corresponde a la tercera 'Olaca celular <'ara 

:-!eT.a :J renresenta la toxicidad del aeoxinivalenol y del diaceto:üsci!. 

~enol, notándose :-cr una :;arte, el comportamiento menos tóxico del 

1eo::dni ·,·alenol -;; Mr ot:-a r:.rte el efecto total1I?ente tóxico d :>l di!l, 

cetoxi SCÍ:!'":Jenol( fi .,_t!"~ e ) • 

Para trP-b!ljar con las c~lule.s '.::GK, se siguió el ·::ismo proc~ 

dbiento que en las dlv.las riel a, haciendo el 1r.ismo ::Ú".?ero de nla -

cas celulares y at'li-:a~do i::uales co!"\centraciones de lae diferentet> · 

:nic::itoxinás, -cara :i_ue :oudiera."1, posteriormente, ser co:nparablee. 

Los resultac0s ~ue se obt~vieron en la rri~era ~laca celu -

lar -oara. :am::, en donde ee apl:'..có la zearalenona, fueron :i:2ra la co11. 

centraci6n tle 2~~m el 25~ de tox:cida::!, incrementdr.doee ~ro~resiva

:nente co:-:fo:r-ne f~1:: a·.o.-:iE:i.tando lé. conce;1tración de la. ~ücotoxina, C.1 

tal for'.rtH que -¡:aro la concentración de 4pnm se obt1.tvo el 50~~ :ie to

xicid·d y para 1~.· cc:-.centrn.ci-:Sn 1e :np:n en artel"l.."lte, el 100% de to

xi.c.1.d::>.d ( tabh 4 .• 

3n la se'.'"Unda ~lri.cn celu:'.'l.r l"'!ra P.G'f, en ionde ::e a't"!licaron 

toda!' las aflatoxinrts y los tri.cotecenos, se obtuvo que la aflatoxJ.. 

• 

1 

l 



Tabla 4. Efecto de Zeeralenona en C~lul.as BG?l. 

Pri~era PJ.aca Celular • 

Concentraci6n de Zea
ralenona en D:~so • 

ppm /J.{! 

2 

4 

6 

8 

10 

20 

50 

2 

4 

6 

8 

10 

20 

50 

control 

- = 10~ de. células vivas • 

+ = 75% de células vivas • 

++ = 50% de células vivas • 

+++ = 25% de células viva.e • 

++++ = 0% de células vivas ~ 

,, 
DMSO = Dimetil_sulfoxido l~~ 

BGr.1 = :?uffalo Green !.".onkey 

Citotoxicidad causada 
jlor: Zearalenona en · · -
células BG?r: • 

. + 

++ 
+++ 

++++ 

++++ 

++++ 

++++ 
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s:. 
ne. i:>

1 
i::r..•:d to:·:ici.."::~ ~e1 ~r;i: ('.~O•:.:U: let'.1'.'!.) c:l¡:::odo:: ·V.l'lf.'l. cc:-nccntrf..

ció11 de ? • 5!1;:'0 ::!.. i:;tt::!l :::_•Je ".'~~-:':?. lt'. co!lcP.ntrll.c'i.Ón C!e 5~·pb: T-'!!I'!:'. 

lC,r,'t c:i.ueó P.1 75~ de to:-d.ciñe .. ñ y ~1:'.r::>. 50"".'".'°h ¿• ~OO¡;ib cr.-.11s6 el -

100~ de toxicidad. Las aflatoxinc.s B2 y G
1 

C8.uee.ron la mis:?!a to

xicic.ad exhib:.endo P.l 25% de 1'.;l. ¡r.ismc. er. le co~centración de 5p.pb, 

el 50~ d"l t0Yicid2d o dosis lete:J. en 10-;"!'Jb y el 1oc;t. de toxiciC'!:!.c 

en 50l_:>pb y 100-::rb. I !?. e.f"!.ntor.in~ G2 füe l!?. que afectó :r.enos las 

célule.s, ce.uea.--i::'·: h2sta la concentración de lOppb el 50:0 de tox.2:_ 

cidP.d y obteni~ndoze aq_u{ 11? .. dosis letal; ;¡e.re. SO:ppb y lOOpp'b la 

to::-:icidad ft'.P del 100~. La toxicidad 002.sionada nor el ·deoxinive. . - -
lenol y el diacctoxiscir:';'El~ol fue del 100';!. ~?..!'::. todas l~s cor..ceE. 

tracior..es ( tabla 5 ), 

En 1a tercers. placa celula?' ,ar:::. BG!-', en do?1c1e se a-¿lic~ 

ron tL"'.icw.ente eJ. deoxinivalenol y el diaceto:üecir-:!enol, los re-· 

suJ.t9dos ~e.ra el primer tricoteceno fueron, :c2ra 2"Dp"1 y 4:-.:'P.., el -

25f, de toxicj0ad y ::;2.ra 35:i;:;;ir.-: ~· 50ppm el 1co;: ce to:ücifü:r., rr.ier:-

tras que para el diacetoxiscir~enol en todas l~s cor..centr~ciones 

se obtuvo el 100% de toxicida~ ( tabla 6 ) • 

En la oráf;ca 4, corres~onqiente a la pri~era placa cel~ 

lar !JE.ra célt.ü:::!.S :BGi~, se nota un decre!:leni;o rá.,..ido en el ~orcent_g, 

je de las célul~s vivRs, confo!'l!!e aumenta.~ las concentr2ciones de 

zee.r~J.enona h:?.ste .. llet:e.r a un !!!Ó:Y.::!.:!lo de to:<icidad ~· mue:t.'te celu -

12r ( figura 9 ). 

"Sn la gr~fica 5, corres~cndicnte a la se¿;t'nd~ ;laca cel~ 

lar ..,ara pr,.~·, est~~ rc-::resent!?.dns las di!'erentes cicotoxir..i?.s a 

· exce".'ción Cl.e la zearalenona, al!reciándose que J.::-. e.:!'l:=!.to:r.:ina R_t es 

le 0.ue causó :nayor daño celule.r. Las anatoxinaa B2 y G1 causa.::-o•~ 

similP.r toxicidad y que la G2 caµsó menos toxicidad que todas. 

'le observa. tr;i.":lbién, que los tricotecenos causaron para t.2, 



T~bla 5 • Efecto a.e Aflr:i.toxir.•is 1\, F2, '\• G2 y de tricot! 

cerios (DOt~ y DAS) en c~1ulas :9G!.~ • 

Segunda Placa Celular • 

!l:icoto:>:ina Concentración de aflt'!toxinas (npb) y de tricotec! 

nos bYJm} en m.:so • 

2.5ppb/l..2 1 5/2.5 10/5 50/25 100/50 

+ + ++ ++++ ++++ 

++++ ++++ 

++++ ++++ 

++ ++++ 

1.2ppn/1..2 l 2/2 4/4 6/6 8/8 10/16 20/20 50/50 

DO¡{ 

DAS 

control. 

= 100% de 

+ = 75~ de 

++ = 50~ de 

+++ = 251' de 

++++ = Q<f, de 

++++ 

++++ 

célu1.-,s 

célul::i.s 

células 

célul:is 

célul'1s 

DÓN -- Deoxini valenol 

+++t- ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +•++ ++++ 

vivas. 

VÍ'\!'aS. 

vive.s. 

viv:-.s. 

vives. 

DAS = Diacetoxiecirpenol 

·m.'.sO = Di'!letils•;l ~~xido 1~ 

r r .. 



.• 

- - - - - - - - - - - - - - - - - -'Ptt.IJIQL. 
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FIGURA 10: EFECTO DE LAS AFLATOXINAS Y TRICOTECENOS 
EN ctLUl.AS BGM, 



Table 6. 

Tricote ceno 

Efecto do::. Tricotecenos (.::;e¡; y DAS) en células BGM • 

Tercera !'laca Celular. 

ConcentrG.ci6n de les tricotecenos (p:pc/ l) en D!i'.SO • 

1.2/1.2 2/2 4/4 6/6 8/S lC/lC 2C/20 35/35 50/50 

:>OH + + ++ ++ +++ +++ ++++ ++++ 

:JAS ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

= 1CC1' de c~lulr:>.s vivas . 
+ - 75% de c~lul?.s ViVt>.S 

++ = 50% de C~lu18.S vivas . 
++t- = 25% de células vive.s • 

++++ = e¡; de c~lules vivas 

D!·:So = Di:netilsulfcf:üdo 1~ 

EGi;i = Buffalo Green ~f.onkey 

++++ ++++ 
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ñn's 1N! co~centraciones, al lC~ de toxicidad y i::uerte celular 

+·f±gura 10 ). 

La ~áfica 6, corres·pondiente a le. tercera. placa celular 

pera BG1(, muestre las diferencias en toxicidad de los tricotecenos 

{ DON y DAS ), notiindose enseguida que el deoxinivalenol es menos 

t6xico { fif;ura 11 ) • 

Los resultados obtenidos en este trabajo, indican que la 

zee.ralenona fue la micotoxina que causó menos citotoxicidad a los 

cultivos celulares, ya que aunque los valores _de LD
5
C fueron lig! 

r2I11cnte más altos ( 4'(,g/ml en Hel-a ; 4J(_g/ml en BG?ri ) que los valo

res obtenidos para el deoxinivalenol ( 8"(g/ml en neta ; 6Jf.g/ml en 

IlG!i'. ) , se debe tomar en cuenta que la zearalenona tuvo un tiempo 

mucho mayor de exposición ( zearalenona 24hrs. ; deoxinivalenol 

16hrs. ) • 

Se han encontrado en el D.F. tortillas de maíz contamina

das con zearalenona, en concentraciones mucho mayores ( 300 a lCCO 

ppm ) que los val.ores dañinos para las célula~, o sea tn
50 

de este 

. investigación 1 de hecho al ~a6ar por el ~P:?.!'::?.to die;est;:i.vo se de~ 

da la zearalenona, pero los niveles encontredos en 214:;.~g de torti

llas de la del~gaci6n CUáuhtémoc fueron de 6Kg-con zearalenona en 

5 muc:::treos, equivalente a 2.8% de tortillas cont_amine.das. Como en 

la ciudad de México se con ·roen alredor de 2200 toneladas diarias 

de tortillas, equivale .a 61.6 toneladas diarias conSU!:\idas con ze~ 

ralenona ( Carvaja.1,t'.. 1988. Co:nunicaci6n personal ). 

Las diferencie.e entre la citoto:i:icidad de un trico.teceno 

y otro son ~uy m~rcad8s, mientras que para el deoxinivalenol se l~ 

grRron obtener varios N·rcentajes de ci tctoxicidad y ve.lores de 

LD
50

; para el diacetoxis.cír-¡:enol, esto no fue posible ~e.ra ninf'Wl·" 

de las concentrnciones en amboe cultivos celulares, rue~to que si!m 
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pre causó e1 100~ de muerte celular, lo que indica una mayor -

citotoxic!dad. 

Fn loe experimentos donde los tricotecer.os son aplica

dos en las mismas plaoas celu1aree con las Bflai~xinas, ee obti,! 

ne el 100'}& do toxicidad para todl'J.S 1as concentraciones, sin en -

contrar diferencias en la toxicidad de las tricotecenos, pero en 

las placas celulares en donde dnicamente se aplicaron loa trico

tecenoa, sí se encontraron diferencias, este puede sar explicado 

porque en ol segundo caso, ·ademis de aplicar concentraciones 

m~s pequeffas, el tiempo de erposicién fue menor, lo que indicaría 

que loe tricotecenos actúan en menor tiempo. 

Son preocupantes los resultados obtenidos con DAS, pue_! 

to que en una investigación realizada por Rodríguez (1988), co -

municación personal, so encontró que de 100 muestras do pastas -

de harina de trigo para sopas, un 6%· estuvo conta:ninado con DAS 

y como sabemos, loa tricotecenoe son 'UU.V resistentes al calor, -

llegando a soportar 20CºC sin inactive.ree.El DAS puede ser un pe

ligro para la salud humana. 

De las afiatoxinas, considercdns tambUn altamente tóx.!, 

cas razón por la cual se aplicaron a ppb, se obtuvieron los val.2_ 

res más al tos de r.n50 ( 5.Jtg/ml para :s1 en He La; l. 4¡_g/ml para B:i, 
en BGM; 25.t{_g/uü para G2 en HeLa; 5J{_g/ml para G1 , G2 y B2 en BGM). 

Le anatoxilla B1 fue la más tóxica en todos loe casos, lo que C.2, 

rresponde a lo antes reportado en la bibliografía. 

Con respecto a las aflatoxinas se encontraron tambi1fo -

en tortillas de la Ciudad de M~xico, en 214Kg: 2.8~ do B
1

, un -

1.8~ de B2 y 1.4~ de G2 que serían equivalentes a 61.6 tonela -

dss de tortillas con aflatoxina :s1 , 39.6 ton con aflatoxina B2 Y 

30.8 ton con aflatoxina G2 consumidas diariamente (Carvaja1, M. 

1988. Comunicación personal). 

Adem&te, las aflatoxinas eatk contaminalldo con frecuen

cia loa cacahuatea y un l~ de pastas para sopa, y son conocidos 
cancerígenos y terat6genos. 



No es posible hacer una·compaxaciéSn directa entre todas y 

cada una de las micotoxinas, debido a que actúen a diferente tiempo 

y a diferentes concentraciones, as!, la zea.ra:Lenona y_. los tricotec! 

nos fueron aplicados a ppm, pero el tiempo de acci6n es más corto 

para los tricotecenos¡ las aflatoxinas fueron aplicrulas a ppb, "PUes 

su efecto t6xico se 11~~'11 a cabo con concentraciones menores· y a un 

tiem~o de ex:oosición menor r1.1J.e la zearalenona, peror:un poco mayor 

que el de los ~ricotecenos. 

Los valores de LD
50 

obtenidos para HeLa son :nás altos que 

los obtenidos para BG?i:, lo que indica una mayor ~ceptibilidrul de 

parte de las células BGI'. a las micotoxinas que les células HeLa~ 

esto puede ser eX!Jlicado porque las células EGM provienen de un ór

gano sano ( riñón ), mientras qu,e las. célu1as .HeLa -provienen de un 

carcinoma, lo que indica'que son c~lule.s ya trensfor.nadas. 

Finalmente, los valores de LD
50 

obtenid'os en este estudio 

para células HeLa y BGM, son más altos que los valores de toxicidad 

reportados, para fibroblastos humanos, por ~ed ~ .!::!•, 1984 • 

Existen muchos g~neros al igual que especies de hongos , -

que producen toxinas, las cuales se hallan extensame:ite en nuestros 

alimentos y en los L.crajcs para animalesº Por ello 10 su riesgo :po -. . . 
tencial es significe.tivo, e.demás de ejercer efectos nocivos en la 

Salud hU."llana y animal, Siendo las condiciones Cl'Ínicas que se han - . 

encontrado en ambos casos, bastante complejas y la e1aboraci6n de 

un diagn6stico adecuado sobre el efecto que produce~, especialmente 

dif!cil. 

Por otro lado, además del beneficio de los antibióticos, 

reciente~ente se ha informado del efecto a..~ticancerígeno de los tr~ 

cote cenos, teni~ndose algunas 'esperanzas de encontrarles propiedades 

medicine.les ( Rodricks,. tl &• 1 1977 ) • 
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Debido a estas razones y muchas otras, las micotoxinaa son a

hora reconocidas como t6:xicos comunes en ciertas enfermedades 

de humanos y animales, constituyendo el objeto m~ importmte 

de la micotoxicolog!a, por lo que se hace evidente la urgen -

cia de eatudioc en planteamientos ecológicos acerca de la to

xicidad do los hongos productores de micotoxinaa, estandariz.! 

ción internQcional de la taxonomía de los hongos productores 

de micoto J.nes, protección de los productoa alimenticios de -

le contPJllineción por hongos productores de micotoxinas, esta

blecimiento de procedimientos de desintoxicación por la acci6n 

de micotoxinae, desarrollo de mltodóa de A31itlisis sensibles y 

específicos, mayor eve.1.uaci&n de las micotoxinas a trav~s de 

investigaciones permanentes sobre micotox:lcologÍa, estudios -

sobre micotoxicolog!a, estudios sobre J.a collib1ncci6n de loa -

efectos tóxicos de las diferentes micotoxina.s, conocimiento -

sobre el metabolismo y el destino qu.e tienen las mj.cotoxinas 

en animales, l~ JX'Sible contaminaoicSn secundaria en humanos - . 

por ingestión de productos diarios contaminados por micotoxi

nas, cte. que ayuden a la detección orortuna de estos agentes 

contaminantes y al u1terior desarroll·o de intoxicaciones gra

ves y agudas, así como a la dotermiuac16n y reaoluci6n de la 

magnitud de este problema. 

Ee importante también, recalcar la necesidad de rea

lizar estudios sobre la accicSn de la micoto:xinas en el ser h~ 

mano, puoeto que existen pocos reportee ~obre el tema, espe -

rendo que este trabajo contribuya a dicho propósito. 

1 
1 



CONCLUSIONES 

l. tas dosi~ letales de las micotoxinas en el C\ll.tivc d~ células 

HeLa fueron : 

a) 6p~ !la.re. zearalenona • 

b) lCppb ~ara a:fletoxina E1 • 

e) 50p~b para aflatoxina G2 • 

d) Ho se obtuvo pe.ra aflstoxina B2 Y GÍ • 

e) 8p'Pfll para deo~inivalenol • 

f) renos de 1.2 ppm pare. diaceto:r.iecirpenol. 

2. r.as dosis lete.les de las micotoxinas en el cultivo celular -

EG~'. fueron: 

ª' 4pnm para zear~lenona • 

b) 25p:pb pare. afl!?.toxina B
1 

• 

e) lOppb para B2, G1 ,y G2 • 

d) 6ppm para deoxinivalenol • 

e) reenos de 1.2pp:n pera diacetox1scirpen9l. 

( ' ... 

3. Las dosis mínimas de acci6n de las micotoxinas en el cultivo -

celular HeLa fueron: 

e.) 4ppm para zea.ralenona • 

b) 2.5ppb para afle.toxina E1 • 

e) 50ppb pera aflatoxinas B2, G1 Y G2 • 

d) 4:ppm para deox:.-dvalenol • 

e) Uenos'de l.2pp~ pera diacetoxiscirpenol. 

4. Las dosis mínimas de acci6n de las micotoxinas en el cultivo 

celulP.r BG~'. fueron: 

a) 2ppm pera zear~lenona • 

~) 2.5ppb para afletoxina B
1 

• 

e) 5ppb pera aflato>:inas B2, G1 .•. 

d) lCppb pr..ra efle.toxina G2 0 



e) 2tp~ ~arn dcoxinivalenol • 

f) Xenoi: de 1.2ppm !JS,ra diacetoxiscirpenol. 

5. Las c6lulas sanas de riñ6n de mono verde son ~ás susceptibles 

e. le aeei..Sn de la.e mico-toxinas que lru! Her.a, de carcinoma ce,t 

"lficouterino. 

6. La aflatoxina E1 fue la q~e present6 el efecto más severo en 

ambos cultivos celulares, - eigui~ndo+e en orden, las aflato,., 

xinas E2, G1 y G2 seguidas de diacetoxiocirpenol y deoxiniv~ 

lenol y por último zee.ra.lenona • 
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Apéndice 1 • Estableci$iento de Cultivos Primarios • 

Preparaci6n de cuJ.tivos de células de riñón de i!la:1Ífero • 

!'{,ateria.les. 

Ri~ón de T-o~o, há~ster, co~ejo, feto bovino, etc.¡ solución 

salina e'.!uilibr"d:' d~ Hansk (SSE), tri!lsina (1:250) al C.25%, medio 

de cultivo co~. ~i:1roliza.d.o de lactalbÚ!nina ( HLA), C<'!~PS de :!'.'etri de 

60 x 15 y 100 x 15 ¡;ira, tijeras, bistur{es, pinzae, pipetas, matre.z 

de Erlen::d~yer con acanaladuras verticales en sus :paredes, a::;i tador, 

me.enético, tubos de ce:itrífu:ra, reci;uientes p8.ra l::'_::;: célulc.s y ma.t~ 

rial diverso. 

Té°cr-ica. 

l. Erlir!'.lar as~ptica.!llente los !'i!'.ones del 2nima'.'. recién -. 
anestesiado, sacrificado y sarie;rado. Son !Jreferibles de feto bovino 

de ~ a 6 meses. El cordón ~~h.ilical se seccionará ~ara el desansra-

do del feto antes de que éste sea separado del útero. 

I':!r:l su tr?..slac'.lo ~:i"1 J.aboratorio, los riñone~ deben colocar 

se intactos en un recipiente estéril ccn una cantidP.d de SSE con 

antibiótico suficiente para cubrirlos. 

2. Descapsu1arlos con ayuda ·de tijeras y pinzas, desechando 

el tejido conectivo y los coásulos Aanguíneos. 

El ri~·6n bovino está dividido superficia.11!'-ente de 16bulos, 

mientras ~ue otros rif.ones no. 

3 o En el CD.SO de rii:°6n U."lilohuledo, hHy 1_•;.e· cortarlo lun-

6i tu5in~l~ente en dos mitades con a~d~ de un bisturí, sujet!trydolo 

.. convenicnte:nente. Con la su~erficie de corte hacia nrriba, sujetar 

el !'iñón con Finzas y se-p2.r.-.r con i.:n bist•.irí la zonG. cortical de la 

rr.ec1ul8.r. :=oner la corteza renal en una caja de Petri con SSE fría. 

En el caso del ri:;:ón bovino, sujetar ~l ri'.Ón con ayuda 
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de pin7as y mediante tijeres ee~arar cada uno de los 16buloe del 

mis~o. ~l obtener la corteza de cada 16bulo, se coloca en una caja 

de retri con la misma solución. 

4. Lavar los trozos de corteza renal aplicando a las ce.jas' 

de :?etri un ligero movimiento de balanceo. Manteniendo la placa le

ve~ente inclinada, eliffiinar la solución de lavado con ayuda de u.~a 

!)ipeta, siendo preferible usar una Pasteur con ~era de goma para -

retirar las Últimas gotas. 

5. Trozar la corteza en cubos d2 1 a 2 ira¡1, valiéndose de 

bisturíes provistos de hojas Eard-!'arcker del número 15. To~ar dos 

de ellos, uno en cada meno, for:n~~do ár.~lo de ~5·; co~ las hojas 

paralelas y con los filos u.~o frente a otro. Cort2r la corteza en 

cortes finos mediante movi:nientos aa.~cuados •. Si se desea, est9. O!)er~ 

ción puede realizarse con unas tij~re.s. 

6. ·¿ui tar los co~::---<los sangufoeos y el te~id o fi broeo con 

ayuda de u.~as pinzas. ~adir SSE y dar.movi~ientos de rotación a la 

·pla~a :p::i.-rt'I 1.avar los frag!llentos de corteza renal. Eliminar la SSE 

con ayuda de una pipeta. Repetir el lavado vsrü•.·s veces, utilize..."ldo 

cada vez una solución, hasta ~ue ésta per::ianezca clara. 

A continuación del Último lavado ~' u.-ria vez retirado el SSE, 

recoger los fragment_os de corteze. renal con u.--ia cuch8rilla perforada 

o con pinzas y colocarlos en un matraz Erlenmeyer con aca."lalad~ras -

verticales en su pared y ~rovisto de a~itador recubi€rto de teflÓ!l y 

·.con tri:osinE'. al 0.25~~ en ss:::, ajustada a ¡;iH 8.o-8.4. El.volurcen de -

solución de tri-i:isina a utilizar de:oenderá de la cantidad éiel. tejido 

R trirsinizar. En general, ~ara ceda rifiÓn son neces~rias 2CO a 3CO:!l 

de soluci6n de tri¡::sir:..<:> .• IP. 0pere.ción se lle•m acabo e!l un fra!:'r.o Cl.r. 

8. Colocr:1.r el Erlrn:neycr 1:,... el e:'.jitador m;:>.c-:.ético. Co:: a~ .. J

da ce u."1.:>. r.ir!7.'1-abrnzac'oro. fijada a Rlturtt conve!1ier:te en la varilla 

!f.et6.lica ·ve!'tic?l inserta en le. ulo.tefor::-:::i. d l a.".itP..dor, rodeP.r el -

Ctt('110 dr:l r:rl•:':'lm~~·cr do tt>l fo:':'-r.~ ;:ve r=:u ~ O»".do 1mld~ a :--1--;o '":l~E de 



lc.'l\..de la '['arte ::tfs alt?.. del agitador '.Ila¡;n€tico. De esta :iim:frr2., lt>.r 

. células no sufren sobrecalente.:i.iento durente la. trirsi!'i2ación. 

Ajustar el reostato de rotación, hasta ~onseguir ~ue l~ va

rilla gire con la suficiente rardO.e:z pare. una ::i.ezcla adecue.da, evi -

te.ndo la fo!":llsción de espuma. !1'.nntener en ae;itación los fraer.;entos -

de corteza renal a te~perF.tura enbiente dur?..nte una hora o a 27•c 
durente 20 o 3C::in. I 

El 3rlenmeyer conteniendo las pie~as de certeza renRl en e2 

lución de tri ~s:.I1a :;iuede cor..servarse a 4 ºC durante une. noche antes -

de proceder a la agitación. :En este caso adicio-:-,ar l&. cantidad de 

trinsina su:icie?:te para cubrir los fragmentos así co:r10 1?. v2.rilla ~ 

gitadora. A la ::aña.~a siguiente, retir.ar la solu~ión de tri~sin~. A-

·fiadir nueva so~ución de tripsina tibia y llevar acabo la tripsiniza

ción Eiguien~o los puntos 7 y 8 de la técnica ~ue veninos desarro 

llando. 

9. !Jesrués de la tripsinización hacer r,e.s3.r la :::n.:.s~ensión a. 

trRvés da t:i:•es capas de muselina. Resulta, apro~ied:o para estos ce.sos 

un filtro Seitz estéril colocado sobre un 'f!!at:r:&.z de filtra.cion o Ki

:tasaco con las ca~as de rruselina en lugar de la me:nbr?.na filtrante -

Seitz. 

10. Tusar la suspensi6n celular desde el frasco Kitazato a 

un tubo de.eent:é:!fµga~·é6nico graduado. Si el volumen de la suspen. 

si&n de c41ulas e.sí lo aco~ ~ja, pueden utilizarse tubos con tapón 

de rosca de 125~1; En otros casos, e~plear tubos de 50ml con tapón 

de rosca, taJ;lÓn de go·-:a con camisa abatible u otro tipo de tapones • 

11. Centrifue;ar la suspensi~n dr; célul~.s en u~~. centrífue;P. 

refrir,erada a !, "e, a 1500 !'.p.m. dure.nte lCP.iin; decantar el líq•J.i:io 

sobri=mte. Adicionar ifl,lnl c~tidnd de SSE nueva, m.:!zcl::i.r bien y rer:f_ 

tir el 1:.wAdo r.os veces. Decantar des¡:u~s del Último lnvl'\do, 

12. Si se utiliza mtís de tm tubo de centrífur,::i, e.r,ree;ar unA 

r€1ue~r' ~"'nt:.c~d de ss:; n-.l('V~- a c~.0r. ·.¡~o de e11oR. V:ilv~r a cusr.en -

d~r 2~r: c-5}•.ll..,~ ~· rcuni.rl:is i?n nn ~ólo tni:o 1 t' ccntr! .... 11.:'.--., n·.~re.r.-:r 
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une pe-:iueflA. cflnti'd~d de SSS nueve. a caña u.rio de ellos. Volver a su!!. 

.~ende.r las células y reunirlas a un sólo tubo. Adicionar una re1ue

~a cantidad de la ~is~a soluci6n que venimos empleRndo a uno de los 

tubos vac{o:;. Enjuagarlo bien con ella y aspirando e"l contenido con 

una pipeta, transferir el líq_uido a otro de ellos. Enjua¡:;ar éste y 

pasar el lÍ~uido contenido en el Último de los tubos, resultante de 

todas las operaciones realizadas, se agrega al que cot1tie~e la· sus

pensi6n celular. 

Volver a centrifugar la suspensión mezclada y el~minar el 

lí:i_uido sobrenada.">'tte con ayuda de una. pipeta. 

13. El próximo paso a realizRr es pre~arar una susnensión 

de c61ules en el --:edio de cultivo a la concentración de u~o deseada 

Si la S'.ls:r,ieneión de cálulas se va a· preperar directsmente 

de un volumen de células sedi~ent~das ~or centrifugeción, hacer u.~a 

dilución a 0.5 x 10-2 de célul2s de rif.Ón de mono en medio de creci 

miento de Hanks, de pH 7.C-7.? o bien, para el caso de las de ri~ó~ 

de feto de bovino, la misrea dilución en medio de cultivo HLA, de 

PH '( .2-7 .4 

Si rara esta cuenta celulP..r se va h~ emplear el hemocitó

metro, preparar la suspensión de células de riñóc final a la dilu -
-6 ci6n 0.3 x 10 para el de feto bovino. 

Distribuir la sueper.eión de células de rif.Ón de ~ono en los 

recipientes de cultivo, a razón de c.; a 0.8ml po~ tubo de 16 x l~ 

mm y lOml por frasco pla~o ? prescripción ~édice de tres o~zas. 

'.Pnra el eultivo d~ células de rifüSn di:; feto de bovino en -

tuboe, ~reparar una diluci6~ doble de la suspensión de célulns y ci~ 

tribuir a ra'."Ón de un :nili:!.i t!"o r.or tubo. ?are. el cultivo de fr<::::cos 

u otros recipientes e~plear la suspensión señalada en ~1 pu.~to 13 y 

distribuir a razón de lOr:il ~or frasco "'.)lar.o de nre::crj:rcién médicn 

de tres onzas y 4:nl rior fr::-!lCO de P~lcon rP..ra e·.:::. ti'!o d:: t'?~ic"\os • 

15. Jncubl"lr lo-:: cu1tivoi::; a: 37°C. Des!J•;.éc de 3 o t1 c1Í.f1!'; 1 el 



be ree:r.ple. zi:rse ror ~t:-o "1ed io 1ue contene"'- doble vcl11.--:-en de CO 3rr:7~. 

n !l'ledio e.e lo!: cvltivos en tubos debe ree:nr,1."zarse cor., a::roxin:ada_ 

u: ente, l.5:nl de '!ledio de !'ledio de mantenirr:iento P.e T.:Er'-E~¿;le, 3 2. 4 

días deS}.'Uls de la siembra, así como c::ida 5-7 dÍl3E h:?.sta ?.ue les e! 

lule.s see..n ~ltiliz?d3S. 

El mecio de los cultivos de ri'!:6n de feto bovino debe sue

ti tuirse a loe 3 o 4 día:; :r;or ur. medi.o 1ue conten¡::o: suero nl 2~, en 

lugar de al l~. :Pa:?"?. este tieo;:o los cultivos ya están listos para 

ser usados • 



A9énd ice 2 • CUl ti vo de As'l'.lerM.1lus 0~ • 

:?ar2 cu.l ti var el honi:;o, se -ryre-p~ran 11 botelles de tipo Rouv 
·! 

de la si~li~nte :n2.nera: se colocan 6C5 de arroz en cada una de las bo 

tellns y se d·'ja re:!'.OjG::i.do du?'e._"lte dos horas, agitr:tndo constante:nente. 

Después, se ca~bia el a§;'.le varias veces hasta q~e ésta salga el.ara, ~ 

lirninándose el exceso de agua. El arroz debe estar extendido en el f~n 

do de las·. botellas par~ C.eepués esterilizarlas en el autoclave a 15 l,i 

bras durante 30 mi~. 

Diez de las botellas son inocule.das con una cepa de ~· fle.w.s 

~' se les cierr-a con ta:r,oi:e,,s de ale;o".l6n, los cuc>.lee deberi ser cubiertos 

con pa:rel aluminio. tma vez i~oct>.lc>.do el arroz, las botellas deben a

gitarse para distribuir unifo"!'":"e~ente el hon5ó. Después, debe::l incuba_r 

se a una temperrc.tura de ?9"C duy-f1nté ·10 días. I-as botellas deben ser a 

gi tadas dic>.ri2:nenté a parti?' C.el cueri.o día .• Una botella debe ccneerv§;!' 

se como testi¡;:o no inoculado ~?.ra detectar si huco conte.1dnac1ón. 

, 
:EXTRACCION DE AFLATOXINAS 

Pasado el pe?'Íoco de incubaci6n las botellas se sacan a.e la -

estufa de c~l~ivo y deben ser paaadas al autoclave para destruir las 

esporas y así ma~ar e..i.. hor.eo, a 15 libras durante 30 min. 

Des~ués de que se enfrían las botellaa, ae le~ aerega clorof_Q.r 

m.o en cantidad suficiente hr:.eta deje.r cubierto el grano, _se deja re'.llo

jando para remover las ~icotoxi~as. 24 horas· después se hace un filtr!!_ 

do recoeür.do el clorofo:-::io !:~ un rnA.tr'.'Z y añadiendo nuevP..:nente cloro

formo a les botellrls par~ des:-:re!"l.der el máxi!llo de aflatoxina.s. 

El cloroformo cor. ~a aflatoxina fue concentr,..do nor calenta

miento en bafio ~.'arí::i a 37" e :¡:ara. for.r~r un eT.trA.cto cr¡;ci o • 

PURIFICACIÓN Y SEPARACIÓN • 



cax·lo J)Ol' el méi;odo de cromatografía en columna. 

Se utilizan dos colu.-nnas de vidrio Pyrex de 120cm de loneitud 

por 2.5cm de dirunetro. El extremo inferior de cada columna se oerr6 

con un ta.pcSn de hule el cual tiene un tubito de Vidrio para permitir -

la salida de loe solventes. Sobre el tap6n se colocan dos rodetes de -

papel filtro y enseguida se agregan 25g de sulfato de sodio anhidro. 

Se agrega!\ 250ml de n-hexano y der:..pués el gel de sílice has,... 

ta que alcance une altura de .dOcm Eln la colun:n~. For último, se pone -.. 
otra capa de 25g de sulfato de sodio e.nhidro. Una vez prepe.re.da la co

lumna, se cubre con yapel para evitar la desn2tilralizaci6n de las mic~ 

toxinas -por la luz. Después, se procede a la J)U!'ifice.ci6n del extracto 

poniéndolo en.40C:n1 de hexano, poniendo la ~itad a cada columna •• Para 

hacer la elusión de los componentes del extracto se usan los sieuiente~ 

solven~es: a) 30Cml de benceno a ce.da columna y b) 50Cml de benceno-a

cetona (9~:5). Por Último, pa....-a. hacer la elu~ión de las af1.atoxinas se 

usan 300ml de metanol-cloroformo (3:97). Este Último solvente arrastra . -
las micotoxinas y se van recuperando en un. !rasco color ámbar. Ties:pués 

de la purificación, se concentra en baño ?rar:!a para hacer la separaci61 

La a:t"latoxina B1 es separada por cromatografía en ~laca de 

'capa fina~ I·as placas deben ser separadas r;or gel de sílice G, deacue.r 

do con el método descrito por Stubblefield. 

Para cor.rer las placas se colocan puntos de dos microlitroe 

de extracto crudo a 1.;cm de alto de la ba~e de la placa y como solve!:. 

te. se usa una mezcla de cloroformo-acetona ( 97 :3;: 
Des-pués de que ee .id~ntifican las aflatoxinas,· de acue1~0 con 

la. mie'raci6n en la pl::ica de gel de sílice ':! su coloración con. ~R luz -

ultravioleta se ras!=an de la ple.ca.y ee separan en'tubos viales. 

Le. afl~.toxina puede ser cuRntificnd¡::i. por esuectrofoto:netr:fa. 



·Apéndice 3. Antecedentes histcSricos en €!"desarrollo de cultivo de 

tejidos· . (Hayflick, 1975). 

1885 Roux demostró que las c~lulas embrionarias pod!an ser manteni

das vivas en aoiuci6n salina fuera del cuerpo del enil'lleJ.. 

1907 Harrison cultiv6 espina dorsal, demostrando que los axones son 

~roducidos por ~xtensiones de una sola célula nerviosa. 

1910 Roux indujo un tumor usando un extracto fiitrado de células t~ 

morales de póllo;.más tarde, mostró ~ue contenían P.R.~-virus. 

1913 Ce.rrel demostró que las células podían crecer ~or varios r.erío_ 

dos en cultivo bajo condicione~ asépticas. 

1948 .Ee.rly y colaboradores aislaron células de le línea celular l y 

.mostraron que for:naben clones celulares en cultivo de tejidos. 

1952 Gey y colaboradores establecieron una línea de célule.s deriva

das ·de cáncer cervicouterino las cuales volvían a tener un cr~ 

cimiento normal. Línea celular Hela. 

1954 Levi-lrlontalcini y asociados demostraron, que el fe.ct¡or de creci

miento nervioso (NGF) estimulaba el crecimiento de axones en 

cultivo de tejidos • 

. 1955 Eagle hizo la primera invcstig~ci6n sistemática de los re~ueri

mientos esenciales y·,nutricionales en cultivo de tejidos y en.,,..': 

contraron que las célulRs animales podían propagarse en una me~ 

cla detenn-ir1e.da de moléculas. 

1956 Puck y e.sociados·eelecciónaron mutantes con~alteraciónes de. cr! 

cimiento para cultivo ·de. célule.s HeLa. 

1958 Temin y Rubin desarrollaron un análisis cua.~tite.tivo para le i!l 

fección de célulFts de pollo en cultiv~ -para purificf.rlas del· v,i 

rus de Roux. En lt=1 décefüi. siguiente, ll'ls ci::.rs.cterí::tice.s de és.,;. 

te y otros virus fueron establecido:;¡ por Stoker·, !lulbecco, Green 

y otros virolocos. 

1961 Hayflick y Moorhead most.rP.ron que los fibro'cls:i.etoe hu:r.anoe mue

ren desr,ués dr un ni!rnero fir.ito de divisiones en cultivo. 



1';54 Lit·tieffeld ir.~!'orb.~o r.'.C<'l~o ~N.r :::O'.!Tt.>. el crP.ci::-de~to selecti. 

VO de,células SO:!\J{tica!'! híbridas. Junto con h técnico de -

fw:ión.ceiul~r se loe;raron c~lulas somáti~as eccciibles. 

Kato y Takeuchi obtuvieron une ple.nta de zane.horia en culti 

vo de tejidos. 

1965 Ham introdujo u:i medio de suero libre ca~e~ de soportar el 

crecimiento olonel üe cientos de células de m~~Ífero. 

Harris y Watkins produjeron las primeras células heteroce. 

z-ióticás de n:ai;{fero para. inducir :fusión dé virus de hu.":le....110 

con células ae ratÓno 

1968 Augusti-Tocco y Sato eda,ta.ro!'l u.~ tumor celi..;J.~r ner;:.ozo ae 
rntór; (nP.urÓblas"!;o~a) a. un cultivo de tejié!os 'j' a:.sl?.ron• -

clo:ies q_ue fueron e:xi:itables eléctrice..'!:ente y q_ue er.te!'ldie 

ron efectos nerviosos. Un número de otras :l.:f,.,_ee..:; celulares 

di.ferenciadas fü.eron a.isla:la.s a -;;::.rtir c!e eete cuJ.tivo 0 

1975 Kohler y Jfilstein :oro¿u~eron los '!=rimeros antic-:..1er-:os ;.:or.o

clcnales de líneas celulares. 

1976 Sato y asociados ~blicaron el p~i~ero de una se::'ie de re -

portes !!lostrando que las diferentes J.íneas ce:~ulares r~nu.ie 
. . . -

ren diferentes ?:lezclas C.e homo:n~.s y ·r~.ctorez de c::-eci:::ie~-

to er- un oedio de suero libre. 
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